Aus der Klinik ftr Chirurgie der Universitat zu Libeck
Direktor: Prof. Dr. med. H.-P. Bruch

p53 Induktion
humaner kolorektaler Tumorzelllinien

- eine Multiproteomanalyse -

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der Universitat zu Lubeck

Aus der Medizinischen Fakultat

Vorgelegt von
Kaja Zimmermann

aus Schwanewede

Libeck 2009



1. Berichterstatter: PD Dr. med. Dr. phil. Uwe Roblick

2. Berichterstatter: PD Dr. med. Nils Homann

Tag der mindlichen Prifung: 01.06.2010

Zum Druck genehmigt. Lubeck, den 01.06.2010



Danksagung:

Ich méchte mich ganz herzlich bei allen bedanken, die mich bei der Durchfihrung

dieser Arbeit unterstiitzt haben. Insbesondere geht mein Dank an:

Herrn Professor Dr. H.-P. Bruch fir die Mdglichkeit, die Dissertation an der Klinik

fur Chirurgie des UK-SH Campus Libeck zu erarbeiten.

Herrn PD Dr. Dr. U. J. Roblick fur die Bereitstellung des interessanten Themas
sowie fur seine hervorragende fachliche Betreuung. Ohne seine ausgezeichnete
Einweisung in das Forschungsgebiet, seine unzahligen Anregungen, seine
Unterstitzung und seine standige Bereitschaft, mir bei Problemen zur Seite zu
stehen, ware die Dissertation nicht in dieser Form mdglich gewesen. Auch hat er
mir ermdglicht, die wunderbare Stadt Stockholm von einer ganz besonderen Seite

kennen zu lernen.

Herrn Prof. Dr. G. Auer fur die Mdglichkeit, Teile der Dissertation im Labor der Unit
of Cancer Proteomics, Div. of Cellular and Molecular Tumour Pathology,
Department of Oncology and Pathology, Cancer Center Karolinska, Karolinska

Institute and Hospital, Stockholm, Schweden erstellen zu kénnen.

Mein Dank gilt ebenfalls den Mitarbeitern im Labor der Unit of Cancer Proteomics,
Cancer Center Karolinska, Karolinska Institute and Hospital, Stockholm,
Schweden. Insbesondere mdochte ich mich hier bei Frau Susanne Becker
bedanken. Sie hat mit viel Zeit ihr groRes Fachwissen mit mir geteilt und mich auf
eine ganz wunderbare Weise in die Grundlagen der 2D-Elektrophorese eingefuhrt.
Ihrer besonderen Art ist es zu verdanken, dass ich meine Aufenthalte in

Stockholm gerne immer weiter ausgedehnt hatte.

Auch mochte ich mich bei Frau Vera Grobleben aus dem Labor der Klinik fur
Chirurgie des UK-SH Campus Libeck bedanken. Sie trug durch ihre Mitarbeit und

ihr Fachwissen in der Zellkultur viel zum Gelingen der Arbeit bei.



Den Professoren Ulf Hellman und Hans Jornvall fir die statistische Auswertung
und massenspektrometrische Analyse zur Identifikation der detektierten Proteine
im Ludwig Institute for Cancer Research in Uppsala und im Institut flr Biophysik

am Karolinska Institut in Stockholm gilt ebenfalls mein besonderer Dank.

Weiterhin moéchte ich mich bei der Medizinischen Fakultat der Universitat zu
Lubeck bedanken, die meine Dissertation im Rahmen des Promotions-

Stipendiums ,Experimentelle Medizin* unterstitzt hat.

Insbesondere mdchte ich meinen Eltern, denen diese Arbeit gewidmet ist, danken.
Sie haben mir die Universitatsausbildung erméglicht und standen mir jederzeit und

in jeder Hinsicht zur Seite.



Inhaltsverzeichnis (Seite)

1. Einleitung
1.1 Molekulare Grundlagen der Malignomentstehung (8)
1.2 Molekulare Mechanismen der Kolonkarzinogenese (KRK)

1.2.1 Chromosomale Instabilitat (CIN) und Mikrosatelliteninstabilitét
(MSI1) (10)

1.2.2 Das Vogelsteinmodell — Prinzipien der Adenom-Karzinom-
Sequenz (10)

1.2.3 Molekulare Pathomechanismen in der Tumorprogression des
KRK (12)

1.3 P53 — “the Guardian of the Genome”
1.3.1 Entdeckung und Bedeutung (15)
1.3.2 Mutationen in kolorektalen Karzinomen und anderen Tumoren (17)
1.3.3 Regulation (17)
1.3.4 Targetgene (20)
1.3.5 Zellzyklus - Arrest oder Apoptose? (22)
1.3.6 P53 als therapeutisches Target (23)
1.4 Das kolorektale Karzinom (KRK)
1.4.1. Epidemiologie (25)
1.4.2. Histopathologie, Klassifikation und Prognose (26)

15 Cancer Proteomics (27)

2. Ziel der Arbeit (29)

3. Material und Methoden

3.1. Charakteristika der kolorektalen Zelllinien HCT 116 p53 +/+ und HCT 116
p53 -/- (30)

3.2 Vorbehandlung der Zelllinien

3.2.1 Kultur (30)



3.2.2 Zytostatikabehandlung mit Mitomycin C (MMC) (31)
3.3  Western-Blot Analysen (31)
3.4 PCR-Analysen (32)
3.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese
3.5.1 Grundlagen (32)
3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung (33)
3.5.3 Probenaufbearbeitung (,Solubilisierung”) (33)
3.5.4 Isoelektrische Fokussierung - 1. Dimension (33)
3.5.5 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese - 2.Dimension (35)
3.6 Farbemethoden
3.6.1 Silberfarbung (36)
3.6.2 Sypro-Ruby Farbung (36)
3.6.3 Pro-Q-Diamond Farbung (37)
3.7 Computergestiitzte Bildanalyse
3.7.1 Detektion der Proteinspots im Gel (38)
3.7.2 Matchseterstellung (39)
3.7.3 Analyse des Matchsets (42)
3.8 Statistische Evaluation — Mann-Withney-U-Test (42)
3.9 Massenspektrometrische Identifikation
3.9.1 Grundlagen (43)

3.9.2 ,Spot-Picking“ und enzymatische Proteinfragmentierung (in gel-
digestion) (45)

3.9.3 MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) (45)

3.10 Promotoranalysen (46)

Ergebnisse
4.1.  Versuchsaufbau I — Mitomycin C Behandlung

4.1.1 Western-Blot Analyse zur Uberpriifung der Zelllinien HCT 116 +/+
und -/- (47)



4.1.2 2D-Gelelektrophorese (47)
4.1.3 Validierung der Ergebnisse mittels Western-Blot (51)
4.1.4 Validierung der Ergebnisse mittels PCR (51)
4.1.5 Promotoranalysen der kodierenden Gene (52)
4.2  Versuchsaufbau Il — Nachweis p53 abhangiger Phosphorylierungen

4.2.1 Western-Blot Analyse zur Uberprifung der Zelllinien HCT 116 +/+
und HCT 116 -/- (53)

4.2.2 2D-Gelelektrophorese (54)

4.2.3 Validierung der Ergebnisse mittels Western-Blot (57)

Diskussion (58)

Zusammenfassung (68)

Literaturverzeichnis (69)

Anhang (88)

Lebenslauf (89)



1. Einleitung

1.1  Molekulare Grundlagen der Malignomentstehung

Maligne Tumoren sind sehr heterogene Erkrankungen. Allen gemein ist die
Fahigkeit proliferationslimitierende Grenzen zu uberwinden. Unabdingbare
Vorraussetzung hierfir sind Verdnderungen innerhalb der Regulation einer
begrenzten Anzahl von ,Schlissel-Pathways*, welche z.B. die Zellproliferation und
das Uberleben einer Zelle respektive den ,programmierten Zelltod“ (Apoptose)
kontrollieren. Dysregulationen im Prozess der Zellproliferation sowie die
Suppression der Apoptose sind wichtige Grundlagen der Tumorprogression (52).
Hanahan und Weinberg postulierten die sechs Saulen der malignen

Transformation:

- Unabhéangigkeit von Wachstumsregulation,
- ungehinderte Proliferation,

- unlimitiertes Replikationsvermogen,

- Angioneogenese,

- Invasionsfahigkeit und Metastasierungspotenz (86).

Konsekutiv entstehen maligne Neoplasien aus Vorlauferzellen, in denen sich
Mutationen ereignen, woraufhin die Zellen transformieren und ungeordnet
proliferieren kdnnen. Durch klonale Expansion entstehen Zellklone, innerhalb
derer sich durch weitere genetische Verdnderungen potentiell zur malignen
Tranformation befahigte Zellpopulationen bilden kénnen. Als Voraussetzung fur
das Entstehen von Tumoren wird die Addition verschiedener Mutationsereignisse
betrachtet (71, 103). Angesichts einer hohen Zellmutationsrate und einer im
Vergleich relativ seltenen Malignomentstehung deutet vieles auf effektive
Reparatur- und Eliminationsmechanismen fir mutierte Zellen hin (140). Die
maligne Transformation gelingt somit erst, wenn diese Kontroll- und

Regelmechanismen in ihrer Funktion eingeschrankt oder blockiert sind (54).

Charakteristisch fir maligne Tumoren sind zwei Arten von Mutationen. Zum einen
kann ein die Proliferation férderndes Gen (Proto-Onkogen) durch eine Mutation in
eine hyperaktive Form dberfuhrt werden. Da diese Art von Mutation einen



dominanten Effekt hat, scheint das Auftreten in nur einer der beiden Genkopien flr
eine maligne Transformation auszureichen. Ein derartig verandertes Gen wird als
Onkogen bezeichnet. Eine zweite Mutationsart fihrt zu einer Inaktivierung eines
inhibitorisch wirkenden Gens, einem sogenannten Tumorsuppressorgen. In
diesem Fall miussen jedoch beide Genkopien einer Mutation unterliegen, um die
Funktion des Gens zu unterbinden (103). Die Inaktivierung des zweiten Allels
eines Tumorsuppressorgens durch Rekombination, Deletion oder andere
strukturelle Veranderungen wurde urspringlich als LOH - loss of heterozygosity —

bezeichnet.



1.2  Molekulare Mechanismen der Kolonkarzinogen ese (KRK)

1.2.1 Chromosomale Instabilitat (CIN) und Mikrosate lliteninstabilitat (MSI)
Kolorektale Karzinome (KRK) sind, wie die meisten anderen Karzinome auch,
durch molekulare Veranderungen charakterisiert (57). Diese werden bei
Kolonkarzinomen in zwei grof3e Kategorien unterteilt: Chromosomale Instabilitat
(CIN) und Mikrosatelliteninstabilitat (MSI). Bislang wurde vermutet, dass bis zu 85-
90% aller KRK ihren Ursprung in chromosomaler Instabilitat nehmen, wahrend nur
fur die verbleibenden 10-15% die Mikrosatelitteninstabilitdt als Ursache
angenommen wurde. Neuere Studien belegen jedoch, dass der Karzinogenese
des KRK kompliziertere Mechanismen zu Grunde liegen (90, 94).

In einer groRen Anzahl an Tumoren kann ein abnormaler Chromosomensatz
gemessen werden (Aneuploidie). Aneuploidie ist charakterisiert durch
Veranderungen in der Struktur und Anzahl an Chromosomen (25). Sie beruht auf
chromosomaler Instabilitat (CIN), aufgrund derer Tumorzellen Chromosomen oder
chromosomale Anteile entweder hinzugewinnen oder verlieren. Es wird
angenommen, dass die CIN im Laufe der Karzinogenese zeitlich undeterminiert
auftritt und dann die Mutationsrate der Tumorzellen beschleunigt (73).

Das Mismatch-Repair-System (MMR System) ist eine Einheit aus verschiedenen
Proteinen (hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH®6), die fir die Reparatur von
DNA-Schaden verantwortlich ist. Defekte in Genen des MMR-Systems flhren zu
einer  Mikrosatelliteninstabilitat ~ (MSI), worunter das  Auftreten  von
Langenveranderungen repetitiver Nukleotidsequenzen verstanden wird (27, 62,
135, 136, 142). Die MSI zeigt sich bei etwa 10-15% der sporadischen
Kolonneoplasien und kann bei der Mehrheit von HNPCC Tumoren (hereditary
non-polyposis colorectal cancer) nachgewiesen werden (1, 188). Tumoren mit
MSI zeigen im Vergleich zu MMR stabilen Tumoren charakteristische Merkmale.
So sind diese Tumore haufiger im proximalen Kolon lokalisiert, histologisch

weniger differenziert und zeigen einen friiheren Lymphknotenbefall.

1.2.2 Das Vogelsteinmodell - Prinzipien der Adeno  m-Karzinom-Sequenz
Mehr als 70% der kolorektalen Karzinome entwickeln sich unabhangig von ihrer
Atiologie nach 5-10 Jahren aus einem primar adenomatdsen Polypen (159). Das

Entartungsrisiko steigt mit der Grél3e des Adenoms (>1,5 cm), dem Wachstumstyp
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und dem histologischen Adenomaufbau (villds > tubulovillds > tubular). Villose
Adenome entarten mehr als dreimal so h&aufig wie tubulare Adenome. Alle
Adenome zeigen in unterschiedlichem Ausmal} Zellatypien und eine aufgehobene
Zellarchitektur (Abb.1).

Normal Adenoma

Progressive
proliferative

Initial
abnormality

proliferative
Colonic crypt abnonﬂahty

Cancer

Abb.1: Entwicklung des KRK aus einer abnormen Kolonkrypte

Die meisten Polypen sind asymptomatisch und werden deshalb nicht oder erst
spat diagnostiziert. Die genetischen Verdnderungen im Rahmen der
Karzinogenese des KRK wurden erstmals durch Fearon und Vogelstein als
genetisches Tumorprogressionsmodell dargestellt. Das sogenannte Vogelstein-
Modell beschreibt die konsekutive Entstehung von kolorektalen Karzinomen aus
Adenomen als ,Adenom-Karzinom-Sequenz" (Abb.2). Es wird angenommen, dass
auf dem Weg von der Normalschleimhaut hin zum Adenom und zum invasiven
Karzinom eine Vielzahl an genetischen Verdnderungen auftreten, wobei eher die
Akkumulation an sich als ihre spezifische Abfolge als bedeutend erachtet wird (59,
193).

Der Allelverlust auf Chromosom 5921 (APC Gen Locus) steht jedoch
wahrscheinlich am Anfang der malignen Transformation. Im Verlauf kommt es zu
einer Aktivierung des Proto-Onkogens K-ras. Mutationen von Chromosom 18q
(DCC/SMADA4) und die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53 auf Genlocus

17p treten gehauft beim Ubergang zum infiltrierend wachsenden Tumor auf.
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18q loss,
P53 mutation

Metastasis

Abb.2: Fearon und Vogelstein Modell der Kolonkarzinogenese

1.2.3 Molekulare Pathomechanismen in der Tumorprog  ression des KRK
APC/3-Catenin

Das Tumorsuppressor-Gen APC (adenomatous polyposis coli gene), dessen
Mutation auch fur die Entstehung der familidren adenomattsen Poliposis (FAP)
verantwortlich ist, ist auf Chromosom 5g21 lokalisiert (82, 101). Da die Bildung von
Adenomen den Funktionsverlust des APC Gens erfordert, wurde es als der
.gatekeeper” der Adenomentstehung bezeichnet (Abb.3). Das APC-Protein,
Mitglied der Wnt-Signalkaskade, bindet an [-Catenin, was zu einer
Komplexbildung mit Axin und GSK-33 und einem folgenden Abbau fihrt (179).
Durch Inaktivierung von APC kommt es zu einem Akkumulieren von [3-Catenin.
Dieses gelangt von der Zellmembran zum Nukleus und wirkt dort als
Transkriptionsfaktor unterschiedlicher, in die Karzinogense involvierter Gene (z.B.
c-myc, Cyclin-D und MMP-7). C-myc und Cyclin-D fungieren als potente
Zellzyklusregulatoren. Eine vermehrte Expression dieser Gene bedeutet einen
erheblichen Proliferationsvorteil. Catenine binden ebenfalls E-Cadherin und fiihren
so zu dessen Funktionsverlust. E-Cadherin dient als primarer Mediator in der Zell-
Zell-Adhasion von Epithelzellen. Es wurde postuliert, dass ein Funktionsverlust
des Proteins eine Vorraussetzung fir das Erlangen von invasiven Fahigkeiten und
fur die Fahigkeit von Tumorzellen zur Metastasierung darstellt (124).

Der APC-Verlust bedeutet jedoch nicht nur Verdnderungen in der
Transkriptionsaktivitat und der Zelladhasion, sondern fihrt ebenfalls zu einer
erhohten Anzahl von Fehlern innerhalb der mitotischen Zellteilung (63). Dies kann
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eine genetische Instabilitat der betroffenen Zellen mit sich bringen und somit zu
Aneuploidie, einer wichtigen Komponente der Tumorprogression, fuhren (165).
APC-Mutationen kénnen bei Adenomen in bis zu 70% und zu mehr als 70% auch

in sporadischen Karzinomen gefunden werden (43, 79, 146, 174).

cell cycle arrest | o | p21

/ = UE tissue architecture

cyclin D

S
'\i—.

\'| E-cadherin | — ’ MAP klnasesl
a7

\ accumulatio v )
migration |chromosome segregation ]

Abb.3: Zentrale Rolle des APC Gens in verschiedenen ,pathways" der Zellregulation

K-ras

Die Familie der Ras-Gene besteht aus drei Mitgliedern (K-, H-, N-ras). lhre
Genprodukte spielen eine zentrale Rolle in der Signalgebung fir Proliferation und
Mitose. Normalerweise sorgt das membranstandige K-ras Protein p21 fir eine
Weiterleitung von Wachstumssignalen vom Rezeptor zum Zellkern. Mutationen
verhindern eine Inaktivierung des Proteins und filhren so zu einer fortlaufenden
Anregung der Zellteilung. K-ras ist das bei kolorektalen Karzinomen am haufigsten
mutierte Gen dieser Genfamilie (193). Eine Mutation kann zu ca. 50% bei
sporadischen Adenomen und zu einem vergleichbaren Prozentsatz bei KRK
nachgewiesen werden (4, 129). Die K-ras Mutation tritt relativ frih im Ablauf der

Adenom-Karzinom-Sequenz auf (22).
DCC-Gen

Allelverluste (LOH) auf Chromosom 18q koénnen in ungefahr 70% aller

kolorektalen Karzinome gefunden werden. Die Pravalenz eines 18q Verlustes
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steigert sich auf nahezu 90-100% bei Vorliegen von kolorektalen
Lebermetastasen. Diese Tatsache lasst vermuten, dass eine Inaktivierung der auf
Chromosom 18q lokalisierten Gene DCC (deleted in colorectal cancer) und SMAD
eine wichtige Rolle in spateren Phasen der Tumorprogression und der
Metastasierung spielen (56, 58)
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1.3 P53 - “the Guardian of the Genome”

1.3.1 Entdeckung und Bedeutung

P53 wurde 1979 durch Lane und Crawford als ein Protein, dass einen Komplex
mit dem SV40 T-Protein bildet, entdeckt (35, 107). Seit seiner Entdeckung hat es
eine weitreichende Wandlung vom obskuren Onkogen zu einem Schliisselgen im
Rahmen der Karzinogenese durchlaufen. Ein &ufRerst wichtiger Hinweis in Bezug
auf die p53 Funktion resultierte aus den Beobachtungen, dass Mause, die Uber
eine Inaktivierung von Wild-Typ p53 (wt-p53) verfugen, in erheblichem MalRe zur
spontanen Entwicklung von Tumoren pradisponiert sind (49). P53 defiziente
Mause zeigen sehr friih, obwohl sie sich normal entwickeln, eine hohe Rate an
Sarkomen und Lymphomen. Einen weiteren Hinweis bot die Beobachtung, dass
am Tumor disponierenden Li-Fraumeni Syndrom erkrankte Patienten Uber eine
Keimbahnmutation innerhalb des p53 Gens verfiigen.

P53 ist eines der am haufigsten mutierten Gene in humanen Malignomen (84). In
Uber 50% aller Malignome liegt ein Funktionsverlust des Tumorsuppressors durch
eine Mutation in der kodierenden Gensequenz vor. In den Tumoren, in denen das
Wild-Typ p53 Gen (wt-p53) konserviert ist, kbnnen gehauft Defekte im p53-
Regelkreis gefunden werden (83, 194).

P53 spielt eine Schlusselrolle als ,Wachter* des Genoms und wird als eines der
wichtigsten Tumorsuppressorgene angesehen. Einleitung des programmierten
Zelltods (Apoptose), Kontrolle des Zellzyklus, Zellalterung und —differenzierung
sind nur einige der wesentlichen p53 Funktionen (55). P53 kann direkt zu einer
Reparatur geschadigter DNA (3) und zu einer Unterdrickung von im Rahmen der
Tumorprogression ablaufenden Angioneogenese beitragen (194). Seine wichtigste
Funktion wird jedoch in der Wachstumshemmung veranderter/geschadigter Zellen
gesehen (169). Bei Auftreten eines DNA-Schadens kann p53 einen Stillstand des
Zellzyklus in der G1 Phase herbeifiihren, um die Reparatur des geschadigten
DNA-Stranges zu ermoglichen. In den meisten Fallen jedoch fihrt eine Induktion
von p53 zu einer irreversiblen Hemmung des Zellzyklus und zur Triggerung der
Apoptose (Abb.5).

Viele Einflisse, die im Rahmen der Karzinogenese eine Rolle spielen, kénnen
eine  Aktivierung von p53 bewirken. So fihren DNA-Schadigungen

unterschiedlicher Genese wie z.B. y-Strahlung, Chemotherapie, Hypoxie,
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abnormale Wachstumsstimulation oder der Verlust von Uberlebenswichtigen
Signalen zu einer Induktion des Tumorsuppressors (6, 7, 8, Abb.4) Im
allgemeinen wird diese Aktivierung durch eine Stabilisierung des Proteins und
einer hieraus resultierenden Akkumulation im Zytoplasma oder Zellkern
hervorgerufen.

Aufgrund seiner grof3en Bedeutung wird p53 auch als ,cellular gatekeeper* (112),

.death star oder ,guardian of the genome" bezeichnet (106, 173).

Verlust von
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Abb.4: Mdglichkeiten der p53 Aktivierung
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DNA-Reparatur Zellzyklusarrest Differenzierung Zellalterung Apoptose

Abb.5: Formen der p53 induzierten Zellantwort
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1.3.2 Mutationen in kolorektalen Karzinomen und and  eren Tumoren

P53 Mutationen sind das héaufigste genetische Ereignis, welches in einer grol3en
Anzahl verschiedenster Tumore einschlie3lich Tumoren des Ovars, Magens,
Kolons, Osophagus, der Lunge und der Brust gefunden werden kann.

Baker et al. gehorten zu den ersten, die Uber p53-Mutationen in kolorektalen
Karzinomen berichteten (9, 10). Eine Mutation kann in ungefahr der Halfte aller
KRK nachgewiesen werden, mit einer hoheren Frequenz in distalen und rektalen
Tumoren sowie einer geringeren in proximalen Tumoren und in Tumoren mit MSI.
Etwa 43% aller p53 Mutationen in KRK entstehen in nur 5 verschiedenen Codons
(172, 173). Der funktionelle p53 Verlust wird als eines der spaten genetischen
Ereignisse im Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz angesehen (194). Man
nimmt an, dass je nach Mutationsart Unterschiede in Prognose und
Therapieresponse vorliegen (133, 180).

Ein Funktionsverlust von p53 kann in Tumoren durch eine Vielzahl von
Mechanismen hervorgerufen werden. So z.B. durch Veréanderungen, die seine
Aktivierung behindern, durch Mutationen in der kodierenden Gensequenz oder
durch Mutationen innerhalb der verschiedenen Mediatoren des p53-Regelkreises.

Tumor-assoziierte p53 Mutationen sind im tGberwiegenden Anteil Punktmutationen
(ca. 93%), die in der Expression eines mutierten p53-Proteins mit veranderten
Eigenschaften resultieren. Mutiertes p53 (mut-p53) ist gekennzeichnet durch eine
hohere Stabilitat und kann in Tumorzellen in hohen Konzentrationen gefunden
werden. Eine Erklarung fur den selektiven Vorteil solch mutierter Zellen wahrend
der Tumorprogression liefert die Annahme, dass mut-p53 eine ,dominant-
negative* Hemmung auf das wt-p53 ausibt und dieses durch Bindung in seiner
Funktion behindert (47).

Es gibt Hinweise, dass das mutierte p53 Uber zusatzliche Funktionen verfugt, die
im Rahmen der Tumorprogression im Sinne einer ,gain of function* eine wichtige
Rolle spielen (167). Welche genauen Mechanismen hier zu Grunde liegen bleibt

jedoch bislang unklar (69).

1.3.3 Regulation
Eine funktionsfahige Regulation des Tumorsuppressors ist wichtig, um einerseits
das Wachstum normaler Zellen zuzulassen und andererseits eine

schnellstmdgliche Induktion nach Stresseinwirkung zu ermdglichen. Die p53
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Regulation erfolgt sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinniveau, wobei jedoch die
grol3te Bedeutung in der Regulation des Proteinlevels zu sehen ist. Diese wird v.a.
durch die Kontrolle der Proteinstabilitat beeinflusst (8, 11, 147, 206).

Stabilisierung

In den meisten Normalgeweben wird der p53 Proteinspiegel durch einen schnellen
Abbau gering gehalten. Einer der wichtigsten Regulatoren der p53 Stabilitat ist
MDMZ2, welches Uber mehrere Wege in der Lage ist, die p53-Aktivitat zu hemmen
(104). So kann durch Bindung an die Transaktivierungsregion von p53, durch eine
p53 Ubiquitinierung und den darauf folgenden Abbau (87, 112), durch Hemmung
der p53 Acetylierung oder Uber einen vermehrten Transport von p53 aus dem
Nukleus in das Zytoplasma eine Hemmung erfolgen. MDM2 fungiert als eine E3
Ligase, welche den Endpunkt einer Enzymkaskade darstellt, die zu der Bindung
von Ubiquitin an Zielproteine und den folgenden Abbau des entstandenen
Komplexes durch das Proteasom fuhrt. Es bindet und ubiquitiniert p53 schon im
Nukleus und beférdert es von dort in das Zytoplasma. MDM2 ist ein p53
Targetgen, Uber das p53 in der Lage ist, sein eigenes Expressionsniveau zu
kontrollieren (12). In vielen Tumoren, in denen es nicht zu einem Verlust von wt-
p53 gekommen ist, kann eine mutationsbedingte Aktivitatsdnderung von MDM2
gefunden werden (139, 150).

Einige Stress-Signale modulieren nicht direkt die p53 Aktivitdt, sondern fihren
Uber eine MDM2 Aktivitatsmodifikation zu einer indirekten Regulation. Bedeutend
ist in diesem Rahmen die Aktivierung der Kinase AKT (182). AKT wird durch
Wachstumsfaktoren aktiviert. Es ist in der Lage, MDM2 durch Phosphorylierung zu
aktivieren und so den Abbau von p53 zu beschleunigen (127). Im Gegenzug fuhrt
die durch ARF bedingte Hemmung von MDM2 zu einer erhOhten p53 Aktivitat
(163). ARF spielt eine wichtige Rolle, transformierte Zellen fur die Apoptose zu
sensibilisieren. Mause, die eine Deletion fiur ARF aufweisen, zeigen eine
verstarkte Neigung zur Entwicklung von Tumoren.

Deubiquitinierung von p53 durch den urspringlich als p53 assoziierten Faktor
HAUSP hingegen fuhrt zu einer vermehrten Stabilitat von p53. Neben den
erwahnten Mechanismen sind in der Literatur noch viele weitere Regulationswege
beschrieben (115, 116).
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Aktivierung

Nach seiner Aktivierung wird die p53 Funktion vielfach tber Proteininteraktionen
und hier im Besonderen Uber posttranslationale Modifikationen bestimmt.

MDMZ2 bindet p53 in unmittelbarer N&he zu seiner Transaktivierungsdomaine und
verhindert so die p53 vermittelte Transkription.

Eine neuere Studie zeigt, dass das RNA Bindungsprotein hnRNP K, beteiligt an
unterschiedlichsten Zellprozessen, ein MDM2-Targetprotein darstellt und als ein
p53 Co-Aktivator fungiert. HnRNP K bindet in Verbindung mit p53 an die
Promotorregion der Zielgene und Ubt so eine Schlisselfuntion in der p53
abhangigen Transkription aus (137).

In vielen Studien wurde gezeigt, dass die Bindung von p53 an DNA und dessen
Aktivitat Uber posttranslationale Modifikationen beeinflusst wird (6-8). So kommt es
nach Einwirkung von zellschadigenden Faktoren an verschiedenen Stellen der N-
und C-terminalen Regionen zu einer p53 Phosphorylierung, resultierend in einer
p53 Stabilisierung und Aktivierung seiner DNA Bindungsfahigkeit. Neben den
Schlusselregulatoren ATM und ATR wird auch DNA-PK eine wichtige Funktion in
der Phosphorylierung von p53 an der N-terminalen Region zugeschrieben. Eine
groBe Bedeutung fur die Fahigkeit zur Apoptoseinduktion scheint in diesem
Rahmen der Phosphorylierung von p53 an Serin 46 zuzukommen (3, 137). Sie ist
u.a. notwendig, um die Expression von proapoptotischen Genen wie p53AIP1 zu
induzieren.

Die Phosphorylierung von p53 am C-reminalen Ende durch CDK’s, PKC und CKiII
an Ser315, Ser378 und Ser392 vermitteln ebenfalls eine sequenzspezifische
Bindung von p53 an DNA. Phosphorylierung von p53 an Ser46 durch die Kinase
DYRK2 als Antwort auf schwerwiegende DNA-Schaden fuhrt Uber eine p53
vermittelte Transaktivierung des Pro-Apoptotose Gens p53AIP zu einer
gesteigerten Apoptose. HIPK2, ebenfalls eine Kinase, phosphoryliert p53 an
Ser46 und fuhrt so zu einer Dissoziation des p53/MDM2 Komplexes mit folgender
p53 Stabilisierung.

Auf der anderen Seite kann durch das Verhindern der p53 Phosphorylierung
wiederum auch eine Inaktivierung des Tumorsuppressors hervorgerufen werden.
Einen Uberblick tber p53 und posttranslationale Modifikationen bieten Vousden
und Lu (195).
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Andere fur die p53 Aktivitat wichtige Modifikationen sind Ubiquitinierungen,
Acetylierungen und Methylierungen (109). Durch DNA-Schaden hervorgerufene
Physphorylierungen erhéhen die Bindung von p300 an p53 resultierend in einer
p53 Acetylierung und gesteigerter Aktivitdt. In Abwesenheit von zellularen
Stressoren wird diese Interaktion wiederum durch MDM2 gehemmt.

Es ist ebenfalls anzunehmen, dass p53 einige seiner Funktionen Uber

posttranslationale Modifikationen von Targetproteinen ausibt.

Lokalisation

Import und Export von p53 aus dem Nukleus ist ein stark kontrollierter Prozess.
Eine nukledre Lokalisation ist flr seine Funktion als Transkriptionsfaktor nétig,
wohingegen der Abbau von p53 eine zytoplasmatische Lokalisation erfordert. Fur
einen effizienten Export von p53 aus dem Nukleus ist die Aktivitat von MDM2
notwendig. Mutationen der Lysin-Regionen am C-terminalen Ende von p53, an
dem die MDM2 induzierte Ubiquitinierung erfolgt, verhindern einen MDM2

vermittelten Transport und induzieren somit eine gesteigerte Aktivitat.

1.3.4 Targetgene

P53 fungiert hauptsachlich als ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor. So
bindet es mit seiner Core-Domaine an die DNA und aktiviert oder inhibiert
hierdurch eine grol3e Zahl von Targetgenen (59). Bislang konnten tber 4000 Gene
identifiziert werden, die Uber eine potentielle p53 Bindungsstelle verfiigen (200).

Die p53 Targetgene kénnen funktionell unterteilt werden (23):

- Inhibitoren des Zellwachstums
- DNA-Reparatur
- Regulatoren der Angiogenese

- Aktivierung der Apoptose

Seine Funktionen als Induktor des Zellzyklusarrests und der Apoptose verleihen
p53 seine Bezeichnung als Tumorsuppressor (130).
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Apoptose

Viele Studien belegen, dass p53 eine bedeutende Rolle in der Induktion des
naturlichen Zelltodes ,der Apoptose” spielt (145). Einige dieser Studien
postulieren, dass die Fahigkeit von p53 als Transkriptionsfaktor zu wirken fir die
Induktion der Apoptose unabdingbar sei. Diese These wurde jedoch im Laufe der
Zeit widerlegt und heute weiss man, dass ein transaktivierungsinsuffizientes p53
immer noch zu einer Induktion der Apoptose in der Lage ist (35). Bislang gelang
es, viele transkriptionsabhangige und —unabhangige p53 Targets zu identifizieren,
jedoch scheinen nur wenige hiervon fir die Induktion der Apoptose wirklich
essentiell zu sein. Solche Targets kbnnen sowohl dem extrinsischen als auch dem
intrinsischen Apoptosepathway zugeordnet werden (Abb.6).

Ein &ulRerst wichtiger Mechanismus der Apoptoseinduktion scheint die p53
induzierte Triggerung der Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom C mit der
Folge einer Aktivierung von Caspase-9 zu sein (157, 170). Diese Freisetzung wird
durch eine Vielzahl an proapoptotischen p53 Targetgenen wie etwa Bax oder
PUMA hervorgerufen.

Der Antiapoptose-Faktor Bcl-2 stellt ebenfalls ein transkriptionelles p53 Target dar.
Anders als in den oben erwahnten Fallen wird jedoch die Expression von Bcl-2
p53 abhéngig gehemmt (Transrepression). Bcl-2 fungiert, wenn tGberexprimiert in

Tumoren, als Onkogen.

\ P53
|
| l ]
Death-Rezeptor Mitochondriale Inhibition von
Pathways ‘ Pathways Uberlebenssignalen
FAS BAX 1 IGF-BP3
PIDD PUMA 1 PTEN

Abb.6: Darstellung durch p53 aktivierter Apoptose-Pathways
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Zellzyklusarrest

Der Zellzyklus ist ein komplexer Prozess und wird Uber multiple Regulatoren
beeinflusst. Wichtige Komponenten innerhalb dieses Prozesses stellen Cycline
und ihre korrespondierenden Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK’s) dar. Von grol3er
Bedeutung fur die Induktion des Zellzyklusarrests hat sich das p53-Targetgen
p21/WAF1 erwiesen. P21/WAF1 ist in der Lage, den Arrest in der G1 und G2
Phase durch die Inaktivierung von CyclinE/CDK2 und CyclinB/CDK1
hervorzurufen (30).

Ein weiteres Target 14-3-3sigma (stratifin) gehort zu einer Familie an Proteinen,
welche die =zellulare Aktivitat Uber das Binden und Sequestrieren von
phosphorylierten Proteinen regulieren. Aktiviertes 14-3-3sigma inaktiviert Cdc25
und Cdc2 und triggert so einen Block in der G2/M Phase des Zellzyklus.
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass 14-3-3sigma in der Lage ist, den
Proapoptosefaktor Bax aus dem Nukleus zu beférdern und so zu einer
Behinderung der Apoptose und einem konsekutiven Stillstand der Zelle in der G2

Phase zu fihren.

1.3.5 Zellzyklus - Arrest oder Apoptose?

Welche Zellantwort einem erhéhten p53-Level folgt ist unter anderem abh&ngig
vom Ausmall der zellularen Schadigung, von der Zellart, den einwirkenden
Umgebungsfaktoren und dem Vorliegen weiterer onkogener Veranderungen (169).
Einige Studien belegten, dass fur die Aktivierung der Apoptose eine hdhere
Konzentration von p53 als fur die Induktion des Zyklusarrests notwendig ist (38,
119). Dies fuhrte zu der Annahme, dass Promotoren, welche die Transkription von
~LApoptose-Genen* regulieren, p53 mit einer geringeren Affinitat binden.

Viele andere Mechanismen spielen ebenfalls eine Rolle in der Targetgen-
Selektivitatt von p53. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
posttranslationale Modifikationen die Selektivitat beeinflusssen.

Wichtig in der Selektion der Targetgene und somit der p53 Antwort scheint die
Wechselwirkung von p53 mit unterschiedlichen Co-Faktoren zu sein. Diese
konnen entweder direkt an p53 binden (z.B. ASPP oder JMY) oder einer Bindung
an die DNA indirekt assistieren (p63 und p73) (15). So fuhrt z.B. eine Interaktion
von p53 mit ASPP oder JMY zu einer Aktivierung proapoptotischer Targetgene
wie PUMA oder BAX (112, 154, 166).
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1.3.6 P53 als therapeutisches Target

Tumorzellen mit wt-p53 zeigen eine grol3ere Sensitivitat gegeniber Bestrahlung
oder Chemotherapie als solche mit mutiertem p53. Das Wissen uber die
essentielle Rolle von Defekten innerhalb des p53 Regelkreises im Rahmen der
Tumorentstehung und —progression nimmt immer mehr zu und lasst p53 zu einem
interessanten Target der Tumortherapie werden. Unterschiedliche Ansatze mit der
Zielsetzung verlorene p53 Funktionen wieder herzustellen, nehmen deshalb im

aktuellen wissenschaftlichen Feld eine zunehmend bedeutende Rolle ein (198).

Bereitstellung von exogenem p53 - p53 Gentherapie

Als Strategie der molekularen Tumortherapie zur Wiederherstellung von p53
Funktionen wurde das Einbringen von cDNA-Kopien des p53 Gens in die
Tumorzelle unter Verwendung viraler Vektoren untersucht. Préklinische Studien
zeigten, dass Uber die artifiziell erzeugte Expression von p53 Tumorzellen wieder
vermehrt der Apoptose zugefuhrt werden konnten. Innerhalb klinischer Studien
konnte die Adenovirus-vermittelte p53 Gentherapie (ADP53) schon bei Patienten

mit Tumoren unterschiedlicher Entitaten angewandt werden (68).

Aktivierung oder Verstarkung der endogenen p53 Funktion oder dessen
Familienmitgliedern mittels exogener Peptide

Aufgrund ihrer Potenz und Spezifitatt werden exogene Peptide oft zur
Beeinflussung von Proteinfunktionen verwendet. Daher ist es Gegenstand der
aktuellen Forschung Peptide zu ermitteln, die durch Einwirkungen in den p53
Regelkreis in der Lage sind, p53 Funktionen wieder zu erstellen oder bestehende
Aktivitat zu verstarken. Schwerpunkt hierbei bildet neben der Einwirkung auf p53
selbst die Beeinflussung der MDM2-Aktivitat und der MDM2/p53 Interaktionen.
Jedoch auch auf das Design von Peptiden, welche das p53 abbauende
Proteasom oder den nukledren p53 Export beeinflussen kénnen wird fokusiert
(160, 161, 191).

Wiederherstellung der Funktion von mutiertem p53
Untersuchungen haben gezeigt, dass durch Mutationen auftretende Anderungen
innerhalb der p53 Konformation und hiermit verbundene Einschrankungen der p53

Funktion durch exogene Beeinflussung reversibel sein konnen. In diesem
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Zusammenhang ist z.B. CP-31398 zu nennen. CP-31398 ist ein Peptid, welches
nicht nur in der Lage ist, Funktionen von mutiertem p53 durch Konfor-
mationsanderungen wieder herzustellen, sondern auch zu einer signifikanten
Erh6éhung des wt-p53 Proteinlevels und zu dessen Aktivitdtserhéhung fuhrt (64,
151, 161).

Ahnliche Wirkungen koénnen durch das Peptid PRIMA (p53 reactivation and
induction of massive apoptosis) hervorgerufen werden. PRIMA ist in der Lage,
Zellen mit mutiertem p53 Status der Apoptose zuzufiihren. Im Gegensatz zu CP-
31398, dessen Wirkung auch in wt-p53 tragenden Zellen gesehen werden kann,
scheint die Funktion von PRIMA auf Zellen mit p53 Mutation beschréankt zu sein,
welches es zu einem interessanten Agens fur die Entwicklung neuer Therapeutika

werden lasst (31).
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1.4  Das kolorektale Karzinom (KRK)

1.4.1 Epidemiologie

KRK sind die zweithdufigste Krebstodesursache beider Geschlechter in
Deutschland. Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms unterscheidet sich weltweit
in den verschiedenen Bevolkerungsgruppen. Auch innerhalb der einzelnen
Populationen sind wiederum Unterschiede in Abhangigkeit vom Lebensstil zu
erkennen. Wahrend die Mehrheit aller kolorektalen Karzinome sporadisch auftritt
(85-90%), sind 10-15% auf erbliche Defekte zurlckzufiihren. Von diesen kdnnen
wiederum ca. 15% familidren Syndromen wie der familidren adenomatdsen
Polyposis (FAP) oder den Non-Polyposis-Syndromen (HNPCC) zugeordnet
werden (187).

Die sporadische Form ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalters. 90% aller
Karzinome werden bei Patienten diagnostiziert, die das 50. Lebensjahr
Uberschritten haben. Hoerner et al. beschrieben, dass Patienten, bei denen eine
Diagnose vor dem 40. Lebensjahr gestellt wird, Tumoren mit geringerer
Differenzierung und mit einer aggressiveren Wachstums- und

Metastasierungstendenz zeigen (14).

Die Atiologie des kolorektalen Karzinoms wurde vielfaltig untersucht, konnte
jedoch noch immer nicht abschlieRend geklart werden. Sicher erscheint, dass
exogene Faktoren zur Entstehung der Krankheit beitragen. Unter den exogenen
Faktoren kommen der Nahrung und ihren Abbauprodukten eine wesentliche
Bedeutung zu. In epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass eine direkte
Korrelation zwischen der Erkrankungsrate an kolorektalen Karzinomen und dem
Pro-Kopf-Konsum von Kalorien, tierischem Eiweil3, sowie tierischen
Nahrungsfetten besteht (50, 74).

Geographische Unterschiede der Inzidenz scheinen nicht mit genetischen
Unterschieden in Verbindung zu stehen, da Migranten dazu neigen, sich der
Erkrankungsrate des Einwanderungslandes anzupassen (207).

Andererseits konnte festgestellt werden, dass Personen, deren Nahrung reich an
Frichten, Gemuse und Ballaststoffen ist, einem geringeren Risiko unterliegen
(60).
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Die familiare adenomatose Polyposis (FAP) ist eine seltene autosomal dominant
vererbte Erkrankung, die durch das Auftreten von tausenden von Polypen mit
einer hohen Entartungstendenz im Dickdarm gekennzeichnet ist (17, 18, 162).
Grundlage dieser Disposition stellt eine Mutation im FAP-Gen auf Chromosom
5921 dar. Dem hereditaren nicht-polypésen Kolonkarzinom (HNPCC, Lynch-
Syndrom) liegt ebenfalls ein autosomal dominanter Erbgang zugrunde (120). Das
HNPCC assoziierte kolorektale Karzinom ist durch ein besonders frihzeitiges
Auftreten der vor allem im proximalen Kolon lokalisierten Karzinome
charakterisiert. Auch chronisch entzindliche Darmerkrankungen wie Morbus

Crohn oder Colitis ulcerosa sind mit einem erhdhten Entartungsrisiko behaftet.

1.4.2 Histopathologie, Klassifikation und Prognose

Histologisch unterscheidet man das Adenokarzinom, das einen Anteil von 85-90%
der kolorektalen Tumore ausmacht, das muzindse Adenokarzinom mit
extrazellularer Schleimbildung (10%) und das Siegelringkarzinom (1%). Einen
geringen Anteil bilden zudem Sarkome (Leiomyosarkome), Lymphome,
Plattenepithel-Karzinome und Karzinoide.

Der Differenzierungsgrad (,grading“) wird nach Kriterien wie Drisenmorphologie,
Kernatypien und Mitosehaufigkeiten semiquantitativ bestimmt. Der Erhalt einer
glandularen Kolonstruktur ist gewohnlich mit maRig bis gut differenzierten
Tumoren verbunden. Der Verlust der glanduléren Architektur unter der Bildung
von Zellkonglomeraten deutet auf das Vorliegen eines geringgradig differenzierten
Karzinoms hin. Der Differenzierungsgrad (G1-4) eines Karzinoms erlaubt eine
Aussage Uber dessen Malignitatspotential.

Die Prognose des kolorektalen Karzinoms ist eng mit der Eindringtiefe des Tumors
in die Darmwand sowie dem Befall von regiondren Lymphknoten und dem
Vorhandensein von Fernmetastasen verknipft. Eine genaue Aussage uber die
Tumorausbreitung erfolgt durch die Stadieneinteilung mittels Dukes-Klassifikation
(51) oder des bevorzugt verwendeten TNM-Systems. Dieses System schliel3t die
Ausdehnung des Primartumors, eine Aussage Uber den Befall von Lymphknoten

und Uber das Vorliegen von Fernmetastasen ein.
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1.5 Cancer Proteomics

Die Proteomforschung (,Proteins expressed by a genome®) ist ein neues Feld der
Wissenschaft, in dem Zusammensetzung, Struktur, Funktion und Interaktion von
Polypeptiden untersucht werden. Diese Polypeptide koénnen dann u.a. als
potentielle Biomarker zur Friherkennung von Erkrankungen fungieren.

Nach Abschluss des ,Human Genome Projekt® wurde beanstandet, dass das
Wissen Uber eine spezielle DNA-Sequenz noch keinen Aufschluss Uber den
Aufbau, die Funktion und die zellulare Lokalisation des von ihr kodierten Proteins
und somit tber die dynamische Komponente innerhalb einer Zelle liefert. Auf einer
Tagung der Electrophoresis Society in Siena 1994 wurde erstmals der Begriff
.Proteome” als eine Bezeichnung der Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle zu
einem bestimmten Zeitpunkt beschrieben und ,Proteomics” als Analyse des
Proteinmusters einer Zelle definiert (205).

Es wird geschétzt, dass ungefahr 60.000 Proteine durch das menschliche Genom
verschlisselt werden. Durch die Entwicklung der 2D-Elektrophorese von Klose
und Farrell 1975 gab es erstmals die Mdglichkeit zur Auftrennung von mehreren
tausend Proteinen (102, 138). Daraufhin wurden viele Anstrengungen
unternommen, diese Methode in ihrer Effizienz und Reproduzierbarkeit zu
verbessern. Sie stellt bis zum heutigen Tag den ,Brickenpfeiler* der
Proteomforschung dar.

Das Gebiet ,Cancer Proteomics” befasst sich mit der Untersuchung des
Proteinexpressionsmusters von Tumorzellen (208, 209). Die 2D-Elektrophorese
ermdglicht eine systematische Studie verschiedener Gewebe und bietet eine
Aussagekraft Uber sich ereignende qualitative und quantitative Veranderungen in
der Proteinexpression einer Zelle. Uber den Vergleich von normalem mit
pathologisch verandertem Gewebe kann dies zur Identifikation
krankheitsspezifischer Proteine fuhren (73, 175). Diese kdénnen dann z.B. als
biologischer Marker zur frihen Entdeckung/Verlaufsbeobachtung maligner
Verdnderungen oder als Protein-basierte Angriffspunkte neuer Medikamente
dienen (29).

Stulik et al. waren die ersten, die einen systematischen Vergleich des
Proteinexpressionsmusters von makroskopisch normaler Darmmukosa mit

entartetem Gewebe anstellten (176, 177). Sie waren so uber die 2D-
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Elektrophorese in der Lage, neue Proteine zu identifizieren, die im Rahmen der
kolorektalen Tumorprogression beobachtet werden konnten. Friedman et al.
setzten diese Arbeit unter Verwendung der 2D-DIGE Methode fort (66). Derzeit ist

die Identifikation von biologischen Markern Gegenstand vieler Studien.
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2. Ziel der Arbeit

Aufgrund der bedeutenden Rolle, die p53 im Rahmen der Tumorentstehung und
Tumorprogression zukommt, ist es wichtig, die Mechanismen der p53 vermittelten

Zellantwort ndher zu untersuchen.

Viele Studien zur Analyse der p53 induzierten Zellantwort wurden bisher mit Hilfe
der Microarray-Technik auf mMRNA-Niveau durchgefiihrt (114). Da jedoch ein Gen
seine Funktion Uber sein Genprodukt, das Protein, erfillt, ist es von groR3er
Bedeutung, die p53-Zellantwort ebenfalls auf Proteinebene zu betrachten.

Im ersten Schritt wurde das p53-regulierte Proteinexpressionsmuster von HCT116
Kolonkarzinomzellen mit wt-p53 (HCT 116 p53 +/+) und seiner genetisch
veranderten Variante (HCT 116 p53 -/-) verglichen. Nach p53 Induktion durch
Mitomycin C wurden mittels 2D-Elektrophorese p53 abhéangig regulierte Proteine

identifiziert.

In einem zweiten Schritt wurde das globale Proteinexpressionsmuster der beiden
Zelllinien mit dem Auftreten p53 abhangiger Phosphorylierungen verglichen.
Hierzu wurden die Gele der mit Mitomycin C behandelten Zellen einer speziellen

Farbung unterzogen (Pro-Q Diamond).

Ziel der Studie war es, neue Informationen tUber das p53 regulierte Proteom zu
erlangen, um so ein verbessertes Verstandnis Gber die molekularen Mechanismen
der p53 induzierten Zellantwort zu erméglichen. Dies kdnnte tber die Identifikation
von p53 regulierten Proteinen zu neuen Therapieanséatzen fihren und so einen

Beitrag zur Verbesserung der Krebstherapie leisten.
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3. Material und Methoden

3.1 Charakteristika der kolorektalen Zelllinien HC T116 p53 +/+ und
HCT116 p53 -/-

Die etablierten humanen kolorektalen Karzinomzellinien HCT116 p53 +/+ und
HCT116 p53 -/- wurden freundlicherweise vom Labor von Prof. Bert Vogelstein
(The Johns Hopkins Oncology Center, Baltimore) zur Verfigung gestellt.

Die Zelllinie HCT116 wurde aus einem primaren Kolonkarzinom durch MG Brattain
et al. isoliert (Brattain 1981). HCT116 p53 +/+ ist charakterisiert durch die
Expression von wt-p53. Sie zeigt eine Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) und eine
homozygote Deletion des Codon 13 auf Chromosom 16 (ras-Protoonkogen) bei
einem diploiden Chromosomensatz. Bei HCT116 p53 -/- handelt es sich um eine
identische Schwesternzelllinie, welche sich nur durch eine mutationsbedingte p53
Inaktivierung unterscheidet. Sie wurden am NIH in Washington (Prof. Thomas
Ried, Genetics Branch, NIH) beziglich numerischer und struktureller

Chromosomenaberrationen mittels SKY, CGH und Multicolor-FISH charakterisiert.

3.2 Vorbehandlung der Zelllinien

3.2.1 Kultur

Die Zelllinien HCT 116 p53 +/+ und p53 -/- wurden unter kontrollierten
Bedingungen bei 37C und 5% CO, fur 1-3 Tage in Kultur gehalten. Als
Kulturmedium wurde McCoy’s 5A Medium verwendet. Dem Medium wurde 1.5mM
L-Glutamin 90% und fetales Rinderserum (FBS) 10% zugefugt.

Nach Erreichen einer konfluierenden Schicht in einer 150 c¢cm® Kulturschale,
wurden die Zellen geerntet. Hierzu wurde das Medium abgegossen, die Zellen mit
PBS (phosphate buffered saline) gespult und, nach Zugabe von weiteren 5mi
kaltem PBS, vorsichtig mit einem Zellschaber von ihrem Untergrund abgeldst. Das
PBS-Zellgemisch wurde daraufhin in eine 15ml Tube gegeben, der Inhalt 3x fur

5min zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen.
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3.2.2 Zytostatikabehandlung mit Mitomycin C (MMC)

Um das endogene p53 zu aktivieren, wurden die Zelllinien nach Erreichen einer
konfluierenden Schicht in der Zellkultur mit jeweils 10ug/ml Mitomycin C (Sigma,
St. Louis, MO) fur 0, 8, 16 und 24 Stunden behandelt. Mitomycin C ist ein
Zytostatikum, welches an der DNA von Tumorzellen angreift, indem es die beiden
DNA-Strdnge miteinander vernetzt und so ein Auseinanderweichen dieser
wahrend der Mitose verhindert. Nach Behandlung wurden die Zellen in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80C gelagert.

3.3  Western-Blot Analysen

Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden Western-Blot Analysen durchgefihrt.
Mittels Zelldenaturierung wurden hierzu Proteinextrakte erstellt (100mM
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) pH8, 150mM Natriumcloridlésung, 1%
Nonoxynol-40 (NP-40), 1:100 Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), und 1:100
Protease-Inhibitor (Sigma, St. Louis, MI, USA)). Die Proteinkonzentrationen
wurden nach der Bradford Methode unter Anwendung des Bio-Rad Protein Assays
gemessen (31). 250-800ug Protein der behandelten und unbehandelten Zelllinien
wurden mit Ladungspuffer (100mM Tris pH6.8, 200mM Dithiothreitol, 4%
Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,2% Bromphenol-Blau und 20% Glycerol) versehen
und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese (PAGE) erfolgte anhand
standardisierter Protokolle. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine PVDF
Membran (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) transferiert.

Zum Nachweis wurden folgende Antikérper verwendet:

p53 monoklonal und MDM-2 polyklonal (Santa Cruz Biotechnologie, Santa Cruz,
CA); hTERT monoklonal (Novocastra, Newcastle, UK); p21 und Wig-1 monoklonal
(Pharmingen, San Diego, CA). Im Anschluss wurden mit Peroxidase verlinkte
sekundare Antikérper (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) hinzugefugt

und mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht.

Um p53-abhéngige Proteinphosphorylierungen zu  detektieren  wurden
Immunpréazipitate mit dem fir Phosphoserine/Threonine/Thyrosine spezifischen
monoklonalen Mausantikdrper anti-pSTT (Abcam, Cambridge, UK) angefertigt.
Protein-AK Komplexe wurden mittels Protein G Dynabeads (Invitrogen, Oslo,
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Norwegen) isoliert und per Western-Blot unter Verwendung spezifischer
Antikdrper analysiert: monoklonaler Mausantikdrper anti-ANXAL1 (BD Pharmingen,
CA); polyklonaler Kaninchenantikérper anti-DJ-1 (Abcam, Cambridge, UK);
polyklonaler Kaninchenantikérper anti-p53 (Santa Cruz, CA).

3.4 PCR-Analysen

Die Real-Time PCR Analysen wurden am Karolinska Institut in Stockholm und im
Forschungslabor der chirurgischen Klinik Libeck unter Verwendung einer ABI
Prism 7500 PCR Einheit durchgefuhrt.

3.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese

3.5.1 Grundlagen

Die Technik der 2D-Elektrophorese hat ihren Ursprung 1975 in den Arbeiten von
O’Farrell (138). Sie ist die effizienteste Technik zur Auftrennung und quantitativen
Analyse eines komplexen Proteingemisches. Mit der 2D-Elektrophorese ist es
madglich, in Abhangigkeit von Probenqualitat, Aufbereitung, pH-Bereich, Gelgrofie
und Detektionsmethode, bis zu 10.000 Proteine, im Durchschnitt ca. 2.000 pro
Gel, zu detektieren.

Die  Technik setzt sich zusammen aus zwei unterschiedlichen
Separationsmethoden, der isoelektrische Fokussierung, IEF (1.Dimension), und
der Sodium-dodecylsulfat-polyacrylamid-Gelelektrophorese, SDS-PAGE
(2.Dimension).

In der 1. Dimension macht man sich die Ladungseigenschaften von Proteinen
zunutze. Die Proteine werden anhand ihres isoelektrischen Punktes, pl,
aufgetrennt. Der pl-Wert ist der pH-Wert, bei dem sich die Ladungen negativer
und positiver Aminosaurereste eines geldsten Proteins aufheben, es sich somit
elektrisch neutral verhalt und sich deshalb in einem von aufl’en angelegten
elektrischen Feld nicht mehr bewegt. Der bendtigte pH-Gradient wird in der
Trennmatrix (Polyacrylamid) mit Hilfe von Ampholyten erzeugt. Da jedes Protein
Uber einen charakteristischen isoelektrischen Punkt verfiigt, ermdglicht dies eine

Separierung der Polypeptide.
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In der 2. Dimension werden die Proteine dann entsprechend ihres
Molekulargewichtes, MW, aufgetrennt. Die Massenunterschiede drticken sich hier
in unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Polypeptide aus.

Weitere wichtige Einflussgrof3en auf die Auftrennung im Gel sind die chemisch-
physikalischen Eigenschaften der Proteinoberflache, die Loslichkeit und die
relative Menge eines Proteins in dem zu separierenden Proteingemisch (77, 78).

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben wurden gemald der Methode
nach Bradford (24) bestimmt. Zu jeder Probe wurde auf einer 96-Loch
Mikrotiterplatte, nach Verdinnung von 1pl der vorbehandelten Zellmasse mit
100ul destilliertem Wasser, 25ul konzentriertes Assay-Reagenz (Bio-Rad,
Sundbyberg, Sweden) hinzugefigt. Die Proteinkonzentration wurde in einem
Multiscan-Reader (Labsystems, Ramsey, Minnesota) unter der Verwendung
unterschiedlicher Konzentrationen von Rinderserumalbumin anhand einer

Standartkurve ermittelt.

3.5.3 Probenaufbearbeitung (,Solubilisierung®)

Um die Gelelektrophorese durchfiihren zu kdnnen, ist es nétig, die Proteine in
Losung zu bringen (,Solubilisierung®). Hierzu wurden 250ug jeder Probe fur die
pH-Bereiche 3.9-5.1, 4.7-5.9, 5.5-6.7 und 800ug fir den pH-Bereich 6.3-8.3 mit
Rehydrierungspuffer (7 M Urea, 2 M Thiourea, 1% 3-(3-Chloramidopropyl)
dimethylammonio-1-propanesulfonate (CHAPS), 0,4% immobilized pH gradient
IPG Puffer, 0,3% Dithiothreitol (DTT) und etwas Bromophenol Blau) versehen.

3.5.4 Isoelektrische Fokussierung — 1. Dimension

Die Einfuhrung von immobilisierten pH-Gradienten in Gelstreifen (IPG-Strips) war
eine wichtige Voraussetzung fur die Reproduzierbarkeit und damit den Durchbruch
der 2-DE basierten Proteomforschung (77, 78, 148).

Die aufgearbeiteten Proben werden in die Schachte des IPGphor Isoelectric
Focusing Systems (PROTEAN IEF[, BioRad) gegeben und fur 10 Stunden
rehydriert.
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Die Gelstreifen wurden hierzu mit der Gelseite nach unten im jeweiligen Schacht
platziert, so dass das Gel vollstandig vom Puffer umflossen war, und anschlie3end
mit Mineraldl (BioRad) bedeckt.

Ein Weg um gering exprimierte Proteine in der 2D-Elektrophorese sichtbar zu
machen, stellt die Verwendung sich im pH-Bereich Uberlappender narrow pH-
Bereich IPG-Streifen dar (77, 204). Diese bieten die Moglichkeit der Ausdehnung
eines schmalen pH-Bereiches Uber die gesamte Breite eines Geles und verfigen
somit Uber eine hohere Ladungskapazitat als regulare IPG-Streifen. In dieser
Studie wurden die pH-Bereiche 3.9-5.1, 4.7-5.9, 5.5-6.7 und 6.3-8.3 fur die mit
MMC behandelten Zellen und die pH Bereiche 4.7-5.9 und 5.5-6.7 fir die mit MMC
behandelten und anschlielend mit Pro-Q Diamond gefarbten Zelllinien verwendet.
Die Fokussierung erfolgte unter Verwendung von Protean IEF Cells (BioRad) fur
10.5 Stunden, in denen 52 900 Vhr erreicht wurden. Die Temperatur innerhalb des
Gerates lag wahrend des gesamten Vorganges bei konstant 20C.

Da die groRen Mengen an CHAPS eine Bindung von SDS an die fokussierten
Proteine behindern, ist es notwendig, dieses nach der IEF zu entfernen. Diese
Equilibrierung erfolgte fir zweimal 15 min durch Zugabe von je 10 ml SDS-
Elektrophoresepuffer (50nM Tris-HCL (pH8.8), 6M Urea, 30% Glycerol und 2%
SDS), dem 65mM DTT und 135mM lodacetamid beigefligt wurden (Abb.7).

pH4 pHS.5 pH7
:;i—: O Oneulrl gelsurface -\

pl - isoelectric point

ready made Gel-strips l

24 em Immobiline™ DryStrip

+ Highest resolution
* Reedy fo use, precast gels
+ Accurate, stoble pH gradients

Abb.7: Schematische Darstellung der 1. Dimension; industriell hergestellte IPG-Strips (Fa. BioRad)
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3.5.5 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese — 2. Dim  ension

In der 2. Dimension werden die Proteine ihrer Grol3e entsprechend innerhalb des
Gels aufgetrennt. SDS (Sodium-dodecylsulfat) ist ein stark denaturierendes
Detergens welches alle nicht-kovalenten Bindungen, die die Proteinstruktur
bestimmen, aufhebt. Proteine mit grol3er Moleklilmasse bilden im Gegensatz zu
solchen mit kleiner Masse lange Polypeptidfaden. L&ngere Polypeptidfaden
wandern aufgrund ihrer andersartigen Wechselwirkungen mit dem ,Netzwerk” der
Gel-Matrix (z.B. Reibung) langsamer als kleine Proteine.

Die SDS Polyacrylamid Gele haben eine Grof3e von 1,5 x 200 x 230 mm. Sie
bestehen aus 12,5% Polyacrylamid. Zur Herstellung eines Gels wird eine
Grundlosung aus 376 nM Tris Puffer (pH 8.8), 10% SDS und zweifach
destilliertem Wasser benutzt. Zur Polymerisation wird 10% Ammonium Persulphat
und TEMED hinzupipettiert. Nach Auffillen der Gelkassetten missen die Gele
Uber mindestens 60 Minuten polymerisieren.

Die IPG- Streifen der ersten Dimension wurden vorsichtig auf der Geloberflache
platziert und dort mit warmer 0.5%iger Agarose fixiert. Verwendet wurde ein ISO-
DALT Elektrophoresegerat (Hoefer, San Francisco, USA), in welchem die Gele
von SDS-Elektrodenpuffer (0.25mM Tris, pH 8.6; 1.92M Glycin; 0,1% SDS)
umgeben sind. Die Elektrophorese wurde fur 18-20 Stunden bei 100V und einer
konstanten Temperatur von 12C durchgefuhrt, bis der Kontrollfarbstoff den
Unterrand der Gele erreicht hatte. Fur die anschlieRende Fixierung wurde eine
Losung mit 30% Ethanol/10% Essigsaure verwendet (Abb.8).

Agarose-Overlay

1. Dimension
(IPG-Strip)

2. Dimension

Polyacrylamide-Gel

Abb.8: Schematische Darstellung der zweiten Dimension
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3.6 Farbemethoden

Nach Beendigung der 2D-Gelelektrophorese kann zur Analyse eine Visualisierung
der Proteine mittels verschiedener Farbungen erfolgen. Bei der Auswahl der
jeweiligen Farbung ist hier zu beachten, ob es sich bei den zu farbenden Gelen
um analytische Gele zur reinen Image Analyse (computergestitzter Gelvergleich)
oder um praparative Gele zur weiteren quantitativen Analyse der Gele (mittels
Massenspektrometrie) handelt. Dies umso mehr, als einige Farbungen nicht

massenspektrometrie-kompatibel sind.

3.6.1 Silberfarbung

Analytische Gele wurden mit Silbernitratfarbung behandelt (40). Die Gele wurden
hierzu fur mindestens 3 Stunden in einer 30%igen Ethanol (95%)/ 10% Essigséaure
Losung fixiert. AnschlieRend erfolgte eine Sensitivierung (0.5M Kaliumacetat,
Ethanol (95%), Kaliumtetrathionat) Gber Nacht. Die Gele wurden dann 6x fir
jeweils 20 min mit destilliertem Wasser gewaschen und nach Zugabe der
Silbernitratlésung (AgNO3, M 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES), 37% Formaldehyd) fur 2 Stunden inkubiert.
Anschliel3end wurden die Proteinspots in einer Losung aus 3% Kaliumcarbonat,
Na-Thiosulfat und 37% Formaldehyd sichtbar gemacht. Diese Farbetechnik ist nur
schwer massenspektrometrisch analysierbar, zeigt jedoch die beste Visualisierung
2-DE separierter Proteinspots und bendtigt keinen teuren Spotcutting-Roboter zur

Exzision aus den Gelen.

3.6.2 SYPRO-Ruby Farbung

Zur quantitativen Analyse wurden die Gele mit Sypro-Ruby Fluoreszenzfarbung
(Invitrogen) geféarbt. Hierzu wurden die Gele zuerst tUber Nacht in einer 50%
Methanol/ 7% Essigsaure Losung fixiert und anschlieBend mittels Sypro-Ruby
Farbung (Sypro-Ruby gel stain; Invitrogen) Uber Nacht gefarbt. Danach wurden
die Gele um die Hintergrundfarbung zu minimieren zuerst in einer L&sung
bestehend aus 10% Methanol/ 7% Essigsaure und abschlie3end in destilliertem
Wasser gewaschen. Vorteil dieser Technik ist die hohe Auflosung, die Mdéglichkeit

gefarbte Gele wieder zu entfarben und die exzellenten Analyseeigenschaften fur
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die Massenspektrometrie. Nachteil ist die Exzision mit einem an einen

Laserscanner gekoppelten teuren Spotcutting-Roboter.

3.6.3 Pro-Q-Diamond Farbung

Pro-Q-Diamond ist eine spezielle fluoreszierende Farbung, die es ermdglicht, nur
phosphorylierte Proteine darzustellen (125). Hierzu wurden die Gele Uber Nacht
bei Raumtemperatur in einer 50% Methanol (95%)/ 10% Essigséure Losung fixiert.
Die Gele wurden dann mit viermaliger Wiederholung fir jeweils 15 min mit
destilliertem Wasser gewaschen und nach Zugabe von jeweils 150-200 ml Pro-Q-
Diamond Farbungslésung (Pro-Q-Diamond phosphoprotein gel stain; Invitrogen)
fur 4 Stunden inkubiert. Um die Hintergrundfarbung zu minimieren, wurden die
Gele anschlieBend dreimalig in 80-100 ml Entfarbungslésung (Pro-Q-Diamond
phosphoprotein gel destaining solution; Invitrogen) fur jeweils 30 min inkubiert.
Abschliel3end wurden die Gele wiederholt in destilliertem Wasser gewaschen. Wie
bei der Sypro Ruby Farbung muss die Spot-Exzision mit einem an einen

Laserscanner gekoppelten Spotcutting-Roboter erfolgen.
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3.7 Computergestutzte Bildanalyse

3.7.1 Detektion der Proteinspots im Gel

Die gefarbten Gele wurden unter Verwendung eines GS-710 Flachbrettscanners
(BioRad) mit 84.7x84.7um Auflosung gescannt. Das Proteinexpressionsmuster
jeder Probe wurde mit der Software PDQuest 7.3 (Bio-Rad) erfasst und analysiert
(,spot detection“). Uber die Funktion ,find spot centers* werden die Spotzentren
automatisch aufgesucht und mit einem Kreuz markiert (Abb.9). Gleichzeitig wird
der Hintergrund subtrahiert und das sog. ,streaking® (streifenférmige Artefakte)
entfernt. Die richtige Position der Kreuzmarkierungen muss fiur alle Spots in allen
relevanten Gelen manuell kontrolliert werden. Nur solche Proteinspots stehen der
spateren Evaluation zur Verfigung, die in diesem Arbeitsschritt detektiert und
markiert wurden. Die Funktion ,Gaussian Model During Test* erlaubt
Uberlappende Spotcluster zu identifizieren, die Spots voneinander zu
differenzieren und macht somit eine genaue Quantifizierung moglich. Jedem
markierten Spot/Protein wird automatisch eine laufende Nummer (,SSP number®)

zugeordnet.
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Abb.9: Durch die Software PDQuest erfasstes Proteinexpressionsmuster einer Probe
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3.7.2 Matchseterstellung
Das Softwareprogramm PDQuest ermoglicht es, die Gele unter Erstellung eines
gemittelten Referenzgeles (,master-gel”) aufeinander abzustimmen (,gel-

matching“) und miteinander zu vergleichen (Abb.10+11). Gele einer Versuchserie

werden zu einem ,matchset” zusammengefasst (70).

‘= ® .- "o
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2-DEGelD |__| R [ i
2-DE Gel C
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Abb.10: Schematische Darstellung eines Matchsets mit Standard/ Referenzgel

l-.
t 8
A ©

- Master

Abb.11: Erstellung eines Mastergels

In dieser Arbeit wurden jeweils aus den beiden Zelllinien (HCT 116 p53 +/+ und
die Kontrollzelllinie p53 -/-) Gele mit 3 Replikaten (Behandlungszeitpunkte: 0, 8, 16
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und 24h) hergestellt. Die so generierten 2-DE Gele wurden in verschiedenen
Matchsets (unterschiedliche pH Bereiche) zusammengefasst. Als Referenzgel
diente in beiden Versuchsreihen das Gel mit der unbehandelten wt-Zelllinie
HCT116 p53 +/+.

Proteine, die nicht im Referenzgel enthalten sind, werden manuell zu diesem
hinzugeflgt (,add spot to master), so dass das Mastergel am Ende alle
Proteinspots dieser Gelserie enthielt. Durch die Struktur des Matchsets wird es
maoglich, alle Proteinspots im Matchset beziglich quantitativer und qualitativer
Unterschiede zu vergleichen (,matching). Hierdurch kdnnen p53 induzierte
Verdanderungen im direkten Vergleich zu detektiert werden. Die Intensitaten der
Proteinspots werden normalisiert, der Hintergrund subtrahiert, Proteinpeaks
detektiert und die relative Farbungsintensitat der Spots gemessen. Die PDQuest
Analyse Software besitzt hierzu eine ,automated matching* Funktion.

Um ein gutes Ergebnis des automatischen Spotvergleichs zu erméglichen, werden
sog. ,landmarks” festgelegt. Hierbei handelt es sich um prominente Spots, die in
allen Gelen gut identifizierbar sind. Idealerweise werden solche Landmarken tber
alle Quadranten des Gels verteilt um &hnlich Satelliten eines GPS die Position von
Proteinspots auf allen Gelen zu determinieren. Die Gele des Matchsets kdnnen so
aneinander ausgerichtet, positioniert und so vergleichbar gemacht werden
(Abb.12+13).
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Abb.12: Festlegung prominenter Spots als sogenannte ,Landmarken*
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Abb.13: Markierung der gesetzten ,Landmarken*

Mehrere Tools werden von PDQuest zur Verfigung gestellt, um das Matching zu
kontrollieren. So zeigen vom Spotcenter ausgehende Vektoren (,show vector
offsets”) Distanz und Richtung jedes einzelnen Spots im Vergleich zum Mastergel
und helfen durch Kontrolle der Ausrichtung und Distorsion eines jeden Spots sog.

.,missmatches”, also falsch gematchte Proteinspots, zu detektieren (Abb.14).

(il M atchset rad matchset [Modified) _ (O] x|

IMatch symbols (matched 13 unmatched:(0) | Rlatch offsets

STD rad matchset-std (halfl, Modified) stockl v1 (Filtered) 1

Abb.14: Vom Spotcenter ausgehende Vektoren zur Darstellung von Distanz und Richtung der

einzelnen Spots im Vergleich zum Mastergel

Ist das Matchset abgeschlossen, kdnnen die detektierten Spots aller Gele

miteinander verglichen und statistisch analysiert werden (,matchset analysis®).
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3.7.3 Analyse des Matchsets

Die Analysetools sind so programmiert, dass alle Spots im Matchset verglichen
und als Datenbank organisiert werden kénnen. Automatisch wird eine Liste der
detektierten Proteinspots hergestellt, die ihre Koordination auf dem Gel, korreliert
mit den entsprechenden mathematischen MW- und pl-Werten, der Flache der
Spots und deren integraler Intensitat enthalt. Analysesets definieren Proteinspots,
die statistisch signifikant sind und ob ihrer Expressionsunterschiede biologisch
relevant sein konnen. Um diese Signifikanz zu gewahrleisten, bietet PDQuest ein
entsprechend integriertes Statistikpaket an (Abb.15+16).

Nur Proteine, fur die im Vergleich unter Anwendung des Mann-Withney-U-Test
eine 1.5 fache Auf- oder Abregulation ermittelt werden konnte, wurden fur die

Identifikation in Erwadgung gezogen.
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Abb.15: Analysetool der PDQuest Software

3.8  Statistische Evaluation — Mann-Withney-U-Test

Der Mann-Withney-Test ist ein parameterfreier statistischer Test. Der U-Test ist
ein  Homogenitatstest. Er dient zur Uberprufung der Signifikanz der
Ubereinstimmung zweier Verteilungen, also ob zwei unabhangige Verteilungen A
und B zu derselben Grundgesamtheit gehdren.

Man hat 2 Stichproben vor sich, die Stichprobe A mit n; Werten und die Stichprobe
B mit n, Werten. Man vergleicht jeden Wert der Stichprobe A mit jedem Wert der
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Stichprobe B. Es gibt also n; x n, Vergleiche. Die Nullhypothese H(0) besagt, dass
es keinen Unterschied zwischen den Verteilungen gibt, d.h. A=B. Der Test
funktioniert einseitig oder zweiseitig. Beim einseitigen Test wird gepruft, ob A>B

bzw. A<B, beim zweiseitigen Test wird gepruft, ob A=B ist.
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Abb 16.: Analysetool der PDQuest-Software — Mdglichkeiten der statistischen Evaluation

3.9 Massenspektrometrische ldentifikation

3.9.1 Grundlagen

Die molekularen Massen aller Peptide eines Proteins, die in einem
Massenspektrum gefunden werden, werden als ,peptide mass fingerprint* (PMF)
bezeichnet (189, 123, 210). Dieser PMF wird verwendet, um Uber einen Vergleich
mit in Datenbanken vorhandenen Informationen das Protein zu identifizieren.
Gelingt dieses alleine anhand des Molekulargewichtes nicht, wird im Rahmen
einer Tandem-MS/MS Analyse die genaue Aminosauresequenz des Proteins
bestimmt.
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Massenspektrometer setzen sich zusammen aus den Elementen lonenquelle zur
Erzeugung und Beschleunigung der lonen, einem Massenanalysator und einem

Detektorsystem, der die Intensitaten der lonenstréme registriert (Abb.17).
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Abb.17: Schematischer Aufbau einer MALDI-TOF Massenspektrometrieeinheit

Durch die Kombination dieser Elemente ist es moglich, das Molekulargewicht
chemischer Komponenten durch lonisierung, Separierung und Messung des
Masse/Ladung Verhaltnisses (m/z) der gewonnenen lonen zu bestimmen.

Erster Schritt im Rahmen der MS ist die unbekannten Proteine durch ein
proteolytisch wirkendes Enzym mit bekannter Spezifitdt (Trypsin) zu
fragmentieren. Anschlie3end werden die so gewonnenen Peptide ionisiert.

Im Rahmen der MALDI (Matrix-Assisted-Laser-Desorption) - lonisierungsmethode
werden die Proben, die in eine kristalline stark absorbierende Matrix eingebettet
werden, mit einem UV-Laserstrahl (in den meisten Instrumenten wird ein No-Laser
mit 337nm verwendet) beschossen. Dieser Vorgang fihrt zu einem Verdampfen
der Matrix und zu einer Uberfiihrung der eingeschlossenen Peptidmolekiile in die
Gasphase. Uber Protonierungs- und Deprotonierungsreaktionen kommt es
wahrend dieses Vorganges zur lonisierung und Beschleunigung der Molekile.
Die lonen gelangen daraufhin in eine Flugrohre (Vacuum), werden hier in einem
elektrischen Feld (10-30 kV) beschleunigt und entsprechend ihrer spezifischen
Ladung (Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z)) aufgetrennt. Am Ende der Réhre
konnen die lonenflisse dann durch den Detektor gemessen und in elektrische
Signale umgewandelt werden.

Gelingt die Identifikation nicht alleine anhand des Molekulargewichtes, kann im

Rahmen einer Tandem-MS/MS Analyse die genaue Aminosauresequenz des
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Proteins bestimmt werden. Ein Tandem-MS besteht aus der Kombination von zwei
Massenspektrometern.

3.9.2 ,Spot-Picking® und enzymatische Proteinfragme ntierung (in gel-
digestion)

Zur ldentifikation der Proteine ist es notig, diese aus den Gelen herauszutrennen
und zu fragmentieren. Statistisch ermittelte Spots werden durch Mausklick
markiert, vom ,spot picker“, einem Roboter zum Herausschneiden von Spots aus
dem Gel, herausgeschnitten und direkt in eine ,96-well plate” transferriert. Diese
.96-well plate” kann wiederum direkt zur Trypsin vermittelten Fragmentierung (,,in-
gel digestion“) verwandt werden. Trypsin spaltet ein Peptid spezifisch bei Arg-X
und Lys-X Bindungen. Dieser geschlossene Ablauf ist wichtig, um
Kontaminationen zu reduzieren.

Die Fragmentierung erfolgte unter Anwendung eines MassPREP robotic protein
handling Systems (Micromass) (141). Die Gelstiicke wurden durch zweimaliges
Waschen mit 100ul 50mM Ammoniumbicarbonat (Ambic)/ 50% Acetonitrit bei 40
Grad fur zehn Minuten entfarbt. Zur Reduktion wurden die Gele dann fir 30
Minuten in 10mM Dithiothreitol (DTT)/ 200mM Ambic gebadet und im Anschluss
mit 55mM / 100mM Ambic fir 20 Minuten alkyliert. Trypsin wurde hinzugegeben
und die Losung wurde fur 4,5 h mit 40° C inkubiert. Die Peptide wurden
nacheinander mit 30ul 5% Methansaure/ 2% Acetonitrit und 24pl 2,5%
Methanséure/ 50% Acetonitrit extrahiert. Das Acetonitrit verdunstete dann Uber
Nacht.

3.9.3 MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonis  ation)

Die Identifikation erfolgte in Kooperation mit Prof. U. Hellman im Ludwig Institute
for Cancer Research, Uppsala, Schweden, mittels einer Ultraflex MALDI TOF/TOF
Massenspektrometrieeinheit (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

Vor Auftragen auf die Gel-Matrix wurden die extrahierten Peptide mittels C18
ZipTips (Millipore) konzentriert, interferierendes Salz entfernt und jeweils zweimal
mit 10ul 70% Acetonitrit / 0,1% Trifluoressigsaure (TFA), 10ul 50% Acetonitrit /
0,1% TFA und 10ul 0,1% TFA equilibriert. Die Probe wurde durch Pipettieren auf
den ZipTip aufgetragen. Die Reste des Trypsins wurden mit 60% Acetonitrit / 1%
Essigsaure ausgewaschen.
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Als Matrix wurde eine Alpha-HCCA Matrix (Alpha-Cyano-4-hydroxy-Zimtséure)
verwendet. Bei unklarer Proteinidentitat oder in Fallen noch unbekannter Proteine
kann durch ,ES ionization quadrupole time-of-flight (Q-TOF) tandem MS
(Micromass)“ zur Sequenzierung die ldentitat ermittelt werden. Durch das MS-Fit
Suchprogramm (http://prospector.ucsf.edu/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard)

konnen die entsprechenden Identitdtsergebnisse gefunden und benannt werden.

3.10 Promotoranalyse

Ebenfalls erfolgten nach Identifikation am Karolinska Institute in Stockholm
Analysen der Promotorregionen der identifizierten Proteine unter Anwendung des
p53MH Algorithmus (91) mit dem Ziel, mégliche p53 Bindungsstellen aufzudecken
(202).
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4. Ergebnisse

4.1  Versuchsaufbau | — Mitomycin C Behandlung

4.1.1 Western-Blot Analyse zur Uberprufung der Zell  linien HCT116 p53 +/+
und -/-
In der Western-Blot Analyse konnte sowohl eine Induktion von p53 als auch eine
Phosphorylierung an Serinl5 in der HCT116 p53 +/+ Zelllinie nachgewiesen
werden. In der p53 -/- Zelllinie wurde keine p53 Expression verzeichnet. Ebenfalls
war eine Hochregulation der bekannten p53 Targets p21, MDM2 und Wig-1 in der
p53 +/+ Zelllinie festzustellen. Fur HTERT, ein durch p53 negativ reguliertes
Protein, lie3 sich eine verminderte Transkription in der HCT116 p53 +/+ Zelllinie
darstellen (Abb.18). Somit wurden die physiologischen Stressreaktionen der
beiden Zelllinien entsprechend ihres p53 Wildtyps respektive der Mutation von p53

erfolgreich Gberpriift.

p53 +/+ p53 -/-
HsMMC O 8 16 24 0 8 16 24
ph3 - -
Ser-16 e ——

MDM2 | s
POl ————
WIG-1 - -

hTERT | S s s — -

[ ACHN r——— s — -— -

Abb.18: Western Blot Analysen mit Expressionsdarstellung der benannten Proteine nach MMC
Behandlung der HCT p53 -/- und p53 +/+ Zelllinien zu den angegebenen Zeitpunkten. R-Actin

wurde als Ladungskontrolle verwendet.

4.1.2 2D-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die 2D-Gelelektrophorese wurden 4 Matchsets (pH 3.9-5.1; pH
4.7-5.9; pH 5.5-6.7 und pH 6.3-8.3) erstellt, innerhalb derer mittels PD-Quest
Software (Bio-Rad, Hercules, CA) 5789 Proteine detektiert und analysiert werden
konnten. Die Matchsets Il (4.7-5.9) und Il (6.3-8.3) beinhalteten hierbei 2/3 aller
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separierten Spots. Insgesamt wurden 115 statistisch signifikant unterschiedlich
regulierte Proteine (P<0,05; Mann-Withney-U-Test) detektiert, wobei als statistisch
signifikant eine 1,5 fache Hoch- oder Herabregulation der Proteinexpression in der
HCT116 p53 +/+ Zelllinie im Vergleich zur HCT116 p53 -/- Zelllinie gewertet
wurde. Der aus 3 Replikaten ermittelte mittlere Korrelationskoeffizient betrug 0,89
(Range: 0,86-9,93). 55 der signifikant dysregulierten Proteine konnten mittels
Massenspektrometrie identifiziert werden. 42 dieser Proteine zeigten eine
Hochregulation und 13 waren herunterreguliert. Fir die durch MMC-Behandlung
induzierten Proteine konnte eine bis zu 100fache Hochregulation in der p53 +/+
Zelllinie detektiert werden, wéhrend sich das Expressionsniveau in den p53 -/-
Zellen kaum verdnderte. Die von p53 inhibierten Proteine zeigten eine bis zu

10fache Expressionsverminderung (Tabelle 1 und Anhang Tabelle 3+4).

Protein Verdnderung des maogliche p53
Expressionsniveaus Bindungsstelle
p53** p53™"~

8h 16 h 24h 8h 16h 24h

Hochreguliert

Caspase 3 4.19 6.41 — — — — Ja
elF5A 194 11.26 13.01 — — 1.42 Ja
hnRNP C1/C2 2.18 2.58 3.49 — — — Nein
hnRNP K 7.67 8.3 — — — — Ja
Lamin A/C 3.69 67.2 133.7 3.7 111 18.0 Ja
Nm23-H1 1.46 221 1.38 — — — Ja
Nucleophosmin 1.49 1.66 — — — — Ja
']I-'AT—binding protein — 1.48 13.43 — — — Ja
Thioredoxin 1.43 8.11 11.03 1.3 1.7 1.77 Nein
14-3-3 sigma — 2.06 6.07 — — — Ja
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Herrunterreguliert

hnRNP K, Isoform a
hnRNP C1/C2 a
PP2A

Prx 1l

TrpRS

-1.54  -3.69
— -1.67

-1.5 -2.3
— -1.56

-1.3 -1.9

-10.28

—4.96

—2.85

-2.71

1.32

1.39

Ja
Nein
Nein

Nein

Ja

Tabelle 1: exemplarische Darstellung einer Auswahl der biologisch relevantesten identifizierten
Proteine. Die angegebenen Werte geben Anderungen des Expressionsniveaus (x-fach) im

In Abbildung 19 werden exemplarisch Expressionsveranderungen einiger p53
abhangig hochregulierter Proteine zu den benannten Zeitpunkten dargestellt:
elF5A (eukaryotic translation factor 5A), hnRNP C1/C2 (heterogenous nuclear
ribonucleoprotein C1/C2), hnRNP K (heterogenous nuclear ribonucleoprotein K),
Laminin A/C, Nm23-H1. Weiterhin Darstellung von zwei der p53 abhangig

herunterregulierten Proteine: Prx Il (peroxiredoxin 1) und TrpRS (tryptophanyl-

Vergleich behandelte/unbehandelte Zelllinie wieder.

tRNA synthetase).

A elF5A 3D rendering elF5A

Ohr 8hrs 16hrs 24hrs Ohr 8hrs 16hrs 24hrs

-
p53+/+ & - - % 4 4 4 ”
v -

p53-/ o B o e ‘4 *’ b
C hnRNP K D Lamin A/C

Ohr 8hrs 16hrs 24hrs Ohr 8hrsr 16hrs 24hrs
p53+/+ - - - ' ‘ .
o - - . .
E Nm23-H1 F hnRNP C1/C2

Ohr 8hrs 16hrs 24hrs Ohr 8hrs 16hrs 24hrs
P53+.’+’. . b b \ . \ ® : I ' r
p53-/- . . . L . r 1 N
G Prx 11 H TrpRS

Ohr 8hrs 16hrs 24hrs Ohr 8hrs 16hrs 24hrs
pE3+/+ ' . ® |» | »
- P -

Abb.19: Darstellung der Expressionsveranderung einiger biologisch relevanter identifizierter

Proteine. Die Gelausschnitte (A, C-H) zeigen das Expressionsniveau der benannten Proteine zu

vier unterschiedlichen Zeitpunkten der MMC-Behandlung.
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Fur elF5A wurde im Vergleich zum Ausgangslevel eine mehr als 10fache
Induktion des Proteinlevels zum Zeitpunkt 24 h in der p53 +/+ Zelllinie detektiert.

Der hnRNP K Level zeigte zum Zeitpunkt 8 h und 16 h MMC Behandlung eine
starke Erhdhung in der p53 +/+ Zelllinie und fiel dann nach 24 h ungefahr wieder
auf das Ausgangsniveau ab. Laminin A/C konnte in den Zellen ohne Behandlung
kaum nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich in den p53 +/+ Zellen eine
Induktion nach 16 h Behandlung. Das Nm23-H1 Level erreichte in den p53 +/+
Zellen einen Peak nach 16 h, wahrend hnRNP C1/C2 erst nach 24 h seinen
hdchsten Wert in der p53 +/+ Linie zeigte. Der Proteinlevel von Prx Il und TrpRS
wurde nach 24 h Behandlung bis auf einen Wert von 25-30% des Ausgangswertes

reduziert.

Die optische Dichte aller Spots aus den 3 in Replikaten erstellten Matchsets wurde
kalkuliert und anschlie3end in Form von Histogrammen dargestellt (Abb. 20, A-I).
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Abb.20:Graphische Darstellung der p53-regulierten Proteinexpression. Die optische Dichte der
benannten Spots wurde mittels PDQuest Software ermittelt. Graphisch dargestellt die Mittelwerte

aus 3 unterschiedlichen Gellaufen.
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4.1.3 Validierung der Ergebnisse mittels Western-B  lot

Zur Validierung unserer Ergebnisse fuhrten wir flr sieben der identifizierten
Proteine Western-Blot Analysen durch. Die Ergebnisse zeigten sich tberwiegend
Ubereinstimmend mit den Daten der 2D-Elektrophorese. Nur die Induktion von
hnRNP K und Laminin A/C stellte sich in der Western-Blot Analyse etwas weniger
ausgepragt dar. Weiterhin detektierten wir nicht die in der 2DE ermittelte
Herabregulation von Prx Il. TrpRS stellte sich im Western-Blot in Form von 2
Isoformen dar. Wahrend die 53 kDa Form in den p53 +/+ Zellen herabreguliert
war, zeigte die 70 kDa Form keine Veranderung des Expressionsniveaus (Abb.
21).

p53+/+ p53-/-
HsMMC O 2 8 1624 0 2 8 16 24
P53 | s e i

NMZ23-H1 | e, —

——— e — —— i
Lamin A/C |+ = g .y - -

elF5A “ pp—— i

Prx Il e — - . — -—....-—.__

TrpRS , —— I ———

53 kDa- N — et e — N — il W

B-acﬁn — — - — "—-'_*1—_—

Abb. 21: Ergebnisse der Western-Blot Analysen. Darstellung der p53 abhangigen
Proteinexpression der benannten Proteine zu den angegebenen Zeitpunten in den MMC

behandelten Zelllinien p53 +/+ und p53 -/-. 3-Aktin wurde als Ladungskontrolle verwendet

4.1.4 Validierung der Ergebnisse mittels PCR

Die bekannten p53 Targets p21, MDM2 und Wig-1 wurden fur die RT-PCR
Untersuchungen als Positivkontrollen verwendet. Sowohl fur die Kontrollproteine
als auch fir die Proteine elF5A, hn RNP K, Laminin A/C, und Nm23-H1 konnten -
korrellierend mit den 2DE Ergebnissen - erhéhte mRNA Spiegel in den HCT116
p53 +/+ Zellen nachgewiesen werden. In den p53 -/- Zellen wurden hingegen
keine Anderungen im Expressionsniveau verzeichnet. Der mRNA Gehalt fir

hnRNP C1/C2 zeigte sich in den MMC behandelten Zellen signifikant reduziert,
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dies jedoch unabhangig vom p53 Status. Der Prx Il mRNA Spiegel zeigte
ausschlie8lich in den p53 +/+ Zellen zum Zeitpunkt 16h eine kurzzeitige
Hochregulation, fiel anschlieRend jedoch wieder auf die Ausgangswerte ab. Der
TrpRS mRNA-Level zeigte eine geringe Downregulation, dies wiederum
unabhangig vom p53 Status (Abb.22).
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Abb.22: Graphische Darstellung der real-time PCR Analyse der benannten Proteine in den

Zelllinien HCT 116 p53 +/+ und p53 -/- zu den angegebenen Zeitpunkten

4.1.5 Promoteranalysen der kodierenden Gene
In der Promotoranalyse (p53MH Algorithmus) wurden in 24 der fur hochregulierte
Proteine kodierenden Gene und in 8 der fir herunterregulierte Proteine

kodierenden Gene mindestens eine mogliche p53 Bindungsstelle nachgewiesen.
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4.2  Versuchsaufbau Il — Nachweis p53 abhéngiger Pho  sphorylierungen

4.2.1 Western-Blot Analyse zur Uberpriifung der Zell  linien HCT 116 +/+ und
HCT 116 -/-

Die Western-Blot Analysen erfolgten anhand standartisierter Protokolle unter
Verwendung der folgenden Antikorper: anti-p53 monoklonaler Mausantikérper
(DO-1, Eurogenetics, Tessenderlo, Belgien); anti-MDM2 monoklonaler
Mausantikérper (2A10, Sonia Lain, Universitdt Dundee); anti-p21 monoklonaler
Mausantikoérper (BD Pharmingen, CA), anti-3-Actin monoklonaler Mausantikorper
(Sigma, St. Louis, MI). Fur den Nachweis der p53 Phosphorylierungen wurden die
polyklonalen Kaninchenantikdorper anti-p53 Serl5, Ser20 und Ser392 (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA) verwendet (Abb.23). Eine Induktion von p53
und seiner bekannten Targets MDM2 und p2l1 zeigte sich erwartungsgemass
ausschliel3lich in der p53 +/+ Zelllinie.

4 pS3+/+ p53-/-

0 16 24 0 16 24 Hrs MMC
) P53
—— Ser-15
—— Ser-20

o Ser-392
. MDM2
F p21
p—————— s =[]y

Abb.23: HCT116 p53 +/+ und p53 -/- wurden mit MMC fiir jeweils 16 und 24 Stunden behandelt.
Mittels Western-Blot erfolgte eine Analyse der Zelllysate auf Expression von p53, p21, MDM2 und
hinsichtlich der Phosphorylierung von p53 an Serl5, ser20 und Ser392. Die Analyse der R-Actin

Expression wurde als Kontrolle verwendet.
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4.2.2 2D-Gelelektrophorese

In den beiden Matchsets (pH 4.7-5.9 und 5.5-6.7) konnten insgesamt 3029
Proteinspots detektiert werden. 279 dieser Proteine zeigten Anderungen ihres
Phosphorylierungsstatus nach MMC Behandlung, wobei 44 hiervon ausschlie3lich
in der behandelten HCT116 p53 +/+ Zelllinie zu finden waren. Mit Hilfe der

Massenspektrometrie gelang es, 21 dieser Proteine zu identifizieren.

Die identifizierten Proteine konnten in zwei Gruppen eingeteilt werden. Proteine
der 1. Gruppe zeigten Anderungen ihres Phosphorylierungsstatus in Verbindung
mit einer Verdnderung des Proteinexpressionsniveaus. Bei Proteinen der 2.
Gruppe hingegen traten Anderungen des Phosphorylierungsstatus ohne
nennenswerte Veranderungen des Proteinspiegels auf. Zur ersten Kategorie
gehorten u.a. das Proteinprodukt von NM23-H1 und ANXA1. NM23-H1 wurde in
den p53 +/+ Zellen nach Behandlung induziert und gleichzeitig auch
phosphoryliert. Im Gegensatz hierzu konnte eine Phosphorylierung des DJ-1
Proteins in behandelten p53 +/+ Zellen verzeichnet werden, jedoch veranderte

sich sein gesamter Proteinspiegel nicht (Tabelle 2).

Protein Symbol Accession
Actin beta ACTB AAH08633
Annexin 1 ANXA1 NP_000691
Chaperonin TCP1 su 62 isoform a CCT6A NP_001753
Dihydrolipamide dehydrogenase DLD AAH18648
DJ-1 protein PARKY NP_009193
Glutathione S-transferase pi GSTP1 AAH10915
hnRNP-E1 HNRPE1 NP_006187
hnRNP L isoform b HNRPL NP_001005334
Isocitrate dehydrogenase 3 IDH3A NP_005521
Mago-nashi homolog 2 FLJ10292 NP_060518
NM 23A isoform b NME1 NP_000260
Peroxiredoxin 2 isoform a PRDX2 NP_005800
Peroxiredoxin 3 isoform b PRDX3 NP_054817
Phospho-glycerate dehydrogenase PHGDH AAH32110
Phosphoglycerate mutase 1 (och 2) PGAM1 NP_002620
Proteasome beta 6 sub unit PSMB6 NP_002789
Protein disulfide isomerase related protein 5 ERP5 ABB0217
Pyrophosphatase 1 PPA1 NP_066952
RuvB-like 2 RUVBL2 NP_006657
Tropomyosin 3 TPM-gamma AAA42263
Vacuolar prot sorting 29 isoform 2 VPS29 NP_476528

Tab.2: Exemplarische Darstellung phosphorylierter Proteine nach p53 Aktivierung
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In Abbildung 24 werden die mit Pro-Q-Diamond gefarbten 2DE Gele der Zelllinien
HCT p53 +/+ und p53 -/- angefertigt nach 16 stiundiger MMC Behandlung
dargestellt. Exemplarisch vergréf3ert und ebenfalls als 3DE ist die Darstellung von
ANXAL1 zu sehen. Die Abbildungen zeigen eine ausschlie3liche Phosphorylierung
von ANXAL in der p53 +/+ Zelllinie.

p53+* pS3™*

ANXA1

3D rendering

Abb.24: 2D-Elektrophorese der HCT116 p53+/+ und p53 -/- Zelllysate nach 16 Stunden MMC
Behandlung. Die ausgewdahlten Abbildungen zeigen eine Phosphorylierung von ANXA1

ausschlieBlich in den p53 +/+ Zellen nach p53 Aktivierung.

Zum direkten Vergleich des Expressionsniveaus in Zusammenhang mit dem
Phosphorylierungsstatus erfolgte nach Farbung der Gele mit Sypro-Ruby (rot) und
Pro-Q-Diamond (blau) eine Analyse mittels Overlay im Multi-Channel Viewer.
Exemplarisch in Abb. 25 dargestellt ANXAL in den unbehandelten Zellen und nach
16 stindiger MCC Behandlung. Zu verzeichnen war eine ausschlief3lich in den
p53 +/+ Zellen auftretende Induktion und Phosphorylierung von ANXA1 nach
MMC Behandlung.

Ebenfalls exemplarisch in Abbildung 26a+b dargestellt die p53 induzierte

Veranderung des Expressionsniveaus von NM23-H1 und DJ1.
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Untreated SR

p53u¢

p53+

Abb.25: Darstellung des Proteinlevels (Sypro-Ruby Farbung; rot) und des Phosphorylierungsstatus
(Pro-QD Farbung, blau) von ANXA1 nach MMC-Behandlung in HCT116 p53 +/+ und p53 -/-
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Abb.26: a) Induktion von Nm23-H1 in den HCT116 p53 +/+ Zellen detektiert mittels Sypro-Ruby
Farbung und Ermittelung der p53 abhéngigen Phosphorylierung mittels Pro-QD Farbung; b)
Phosphorylierung des DJ-1 Proteins in den p53 +/+ Zellen nach MMC Behandlung; eine Anderung

des Expressinsstatus wurde nicht ermittelt.
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4.2.3 Validierung der Ergenisse mittels Western-Blo  t

Zur Validierung der 2DE Ergebnisse wurden fur 2 der identifizierten Proteine
Western-Blot Analysen durchgefuhrt. Mittels des Mausantikérpers anti-pSTT

(Abcam, Cambridge, UK) konnten in der Immunpréazipitation mit den 2DE

Ergenissen Ubereinstimmende p53 abhangige Phosphorylierungen fur
Proteine ANXA-1 und DJ-1 detektiert werden (Abb. 27+28).

IP: anti-pSTT
p53 +/+ p53 -/-
0 16 24 0 16 24 HrsMMC
- - — - W ANXAT (IP)

A —— — —— \NXA1 (Input)

— e — W WS @ p-actin (Input)

Abb.27+28: Darstellung der p53 abhangigen Phosphorylierung von ANXA-1 und DJ1 mittels
Western-Blot unter Verwendung des spezifischen monoklonalen Mausantikérpers anti-pSTT

IP: anti-pSTT
p53+/+ p53-/-
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. p53 (Input)
A g A AN W@ i (nput)

(Abcam, Cambridge, UK)
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5. Diskussion

Unsere Analysen fihrten zur ldentifikation einer grof3en Anzahl an Proteinen,
welche mdglicherweise direkt oder indirekt durch p53 reguliert werden. Viele
dieser Proteine wurden bislang noch nicht in Zusammenhang mit p53 genannt
oder es ist der Mechanismus, auf welchen sie mit p53 in Verbindung stehen,
bisher noch unbekannt. Basierend auf unseren Ergebnissen kénnen wir p53 mit
Vorgangen der mRNA Bearbeitung (hnRNP C1/C2), Translation (TrpRS),
Redoxprozessen (Prx Il), Apoptose (Caspase 3, elF5A), Zellwachstumskontrolle
(14-3-3sigma, NM23-H1), Zellalterung (Laminin A/C, Prx 1) und
Phosphatasesignalkaskaden (PP2A, PP1) in Beziehung setzen.

Mitomycin C Behandlung

Um eine Aktivierung von p53 zu induzieren wurden die Zelllinien HCT116 p53 +/+
und p53 -/- mit dem Zytostatikum Mitomycin C (MMC) behandelt. Es gelang in
dieser Studie ca. 5800 Proteine zu separieren und zu detektieren. 115 dieser
Proteine zeigten signifikante p53 abhéngige Verdnderungen des Proteinspiegels.
Folglich waren ca. 2% aller detektierten Proteine durch p53 beeinflusst. Dieses
Ergebnis ist Ubereinstimmend mit friheren Microarray Untersuchungen, welche
ergaben, dass p53 wahrscheinlich auf 2-4% aller menschlichen Gene einen
Einfluss ausubt (212).

Mittels der 2-DE konnten die klassischen p53 Targets 14-3-3sigma und Caspase-3
identifiziert werden, und so die Validitdt unseres Versuchsaufbaus bestétigen.
Aufgrund der Detektionsgrenze der 2-DE Technik fir Polypeptide mit einem MW
kleiner 25kD konnten die bekannten Zielproteine p21, MDM2, Bax und PUMA

wegen ihrer geringen Molekulargewichte nicht separiert und detektiert werden.

elF5A (eukaryotic translation initiation factor 5A)

elF5A wurde urspringlich als ein translationsinitierender Faktor beschrieben.
Studien an Hefezellen haben jedoch erwiesen, dass eine Inaktivierung des
Faktors nur zu einer geringen Abnahme der Proteinexpressionsrate fuhrt und dass
es nicht fur die generelle Proteinsynthese erforderlich ist (99). Weiterhin wurde
gemutmaldt, dass elFBA eine Rolle in der mRNA-Translation

zellzyklusregulierender Proteine spielt (144). So konnte eine Zunahme der
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Proliferationsrate in elF5A erhoht exprimierenden Zellen festgestellt werden,
wohingegen nach Inaktivierung des Faktors vermehrt ein Stillstand in der G1-
Phase des Zellzyklus zu verzeichnen war. Weiterhin interagiert elF5A mit dem
nuklearen Exportrezeptor CRM1 und fungiert als ein nukleozytoplasmatisches
Shuttle-Protein (152).

In Kenntnis der oben erwdhnten Funktionen von elF5A berichteten Jin et al. (96)
paradoxerweise Uber eine wichtige Bedeutung von elF5A in der Apoptose von
Tumorzellen. In diesem Zusammenhang zeigten Chen et al. (37), dass elF5A in
Tumoren mit einer geringen Differenzierung und einer vermehrten Expression von
p53 verstarkt nachgewiesen werden kann. Jedoch blieb die genaue Verbindung
dieser beiden Faktoren bislang unklar. Kurzlich vermuteten Jin et al., dass es sich
bei elF5A womoglich um einen positiven Regulator der p53 Expression handeln
kbnne. Sie zeigten, dass sich nach einer Inaktivierung von elF5A der p53
Proteinspiegel signifikant verminderte. Dieses Ergebnis konnte von Taylor et al.
bestatigt werden (186). Darlber hinaus berichteten sie, dass in elF5A
Uberexprimierenden  Kolonkarzinomzelllinien eine verstarkte Apoptoserate
verzeichnet werden kann und unterstrichen somit die Bedeutung von elF5A in der
p53 induzierten Apoptose.

In Ubereinstimmung mit den oben genannten Ergebnissen konnten wir in unserer
Analyse eine starke mit p53 in Verbindung stehende Hochregulation von elF5A
nach 24 h MMC Behandlung sehen. Weiterhin identifizierten wir eine mdgliche p53
Bindungsstelle im 1. Intron des elF5A kodierenden Gens. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass es sich bei elF5A um ein p53 Target handeln kdonnte und
dass sich die beiden Proteine im Sinne eines positiven Feedbackmechanismus

gegenseitig regulieren.

hnRNP K (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K)

hnRNP K wurde urspringlich als eine Komponente des hnRNP Proteinkomplexes
in Zellkernen und Zytoplasma entdeckt (126). Seither wurde es mit zelluléaren
Prozessen wie Chromatinremodeling, mMRNA-Splicing, mRNA-Export und
Translation in Verbindung gebracht (19). Man nimmt jedoch an, dass seine grolite
Bedeutung in der Regulation von Transkriptionsvorgdngen zu sehen ist, wobei
jedoch seine genaue Funktion bislang noch unklar blieb. Es wurde gezeigt, dass

hnRNP K an DNA bindet (184). Interessanterweise gelang es Takimoto et al.
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darzustellen, dass eine erhdhte Expression von hnRNP K zu einer verstarkten
Aktivitat des Onkogens c-myc fihrt.

Einige seiner Funktionen deuten an, dass hnRNP K mit der Entwicklung und
Metastasierungfahigkeit von Tumoren in Zusammenhang gebracht werden kann
(34). Kurzlich wurde hnRNP K von Moumen et al. als ein Bestandteil des
p53/MDM2 Regelkreises identifiziert (132). Unter normalen Bedingungen fuhrt
eine Bindung an MDM2 zur Inaktivierung und nachfolgendem Abbau von hnRNP
K. In DNA geschadigten Zellen jedoch dissoziiert das Protein p53 vermittelt von
MDM2, resultierend in einer verstarkten Aktivitdt. Weiterhin postulierten sie, dass
hnRNP K wohiméglich als Co-Faktor an der p53 induzierten Aktivierung von
Targetgenen, involviert in den G1-Zellzyklusarrest, beteiligt ist.

In unserer Studie sahen wir eine Induktion der hnRNP K Expression nach 16 h
MMC Behandlung und wiesen eine mogliche p53 Bindungsstelle in der
Promotorregion von hnRNP K nach. Dies kdnnte bedeuten, dass hnRNP K einen
Co-Aktivator von p53 darstellt, welcher wiederum selbst Uber einen positiven
Feedbackmechansimus durch p53 reguliert werden kann.

Interessanterweise sahen wir eine 10fache Verminderung der hnRNP K Isoform a
in der behandelten HCT116 p53 +/+ Zelllinie (Abb. 3H). Dies konnte auf eine
verminderte Stabilitat dieser Isoform nach p53 Aktivierung hindeuten, ggf. als
Resultat p53 induzierter posttranslationaler Modifikationen wie  z.B.

Phosphorylierungen (44, 158).

Laminin A/C

Laminin A/C wird durch das LMNA Gen kodiert und gehért zu den Typ A
Lamininen, welche die Hauptkomponente der nuklearen Zellwand ausmachen. Im
Rahmen von Mitose- und Apoptosevorgangen weichen die Zellkernwande als
Folge von proteolytischer Spaltung dieser Laminine auseinander. Mutationen im
LMNA Gen werden mit der Hutchinson-Gilford Krankheit in Verbindung gebracht.
Einer Erkrankung, die durch eine frihzeitige Alterung von Zellen gekennzeichnet
ist (76).

Schon aus friheren Studien ist bekannt, dass auch p53 eine Rolle in der
Regulation von Zellalterungsvorgangen spielt. So konnten Tyner et al. in ihren
Studien belegen, dass Mause, die eine kurze p53 Isoform exprimieren, Anzeichen

vorzeitiger Alterung aufweisen (123, 189).
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Varela et al. gelang es erstmals, eine Verknipfung zwischen der
Metalloproteinase Zmpts24, involviert in Laminin A/C Reifungsprozesse, Laminin
A/C und p53 herzustellen (190). Sie zeigten, dass ein Fehlen der Proteinase
Zmptse24 zu einer Ansammlung von Laminin A/C Vorstufen fuhrt und dies mit
einer Aktivierung der p53 Signalkaskade in Verbindung steht. Auffallig war, dass
die molekularen Ereignisse auf zellularer Ebene von beschleunigten
Alterungsprozessen begleitet waren. Es ist somit zu vermuten, dass Laminin A/C
und p53 auf bisher noch unbekannte Weise im Rahmen des Auftretens vorzeitiger
Alterungsprozesse miteinander in Beziehung stehen.

In unserer Analyse konnten wir eine signifikante p53 abhangige Laminin A/C
Hochregulation feststellen. Interessanterweise weist Laminin A/C ebenfalls eine
p53 Bindungsstelle im 1.Intron auf, so dass es sich mdglicherweise um ein in der

Literatur noch nicht beschriebenes p53 Target handeln kénnte.

NM23-H1

Das Proteinprodukt des NM23-H1 Gens fungiert als eine Diphosphatkinase (NDP),
welche Nukleosiddiphosphate in die entsprechenden Triphosphate tberfuhrt.

Eine Verminderung der NM23-H1 Expression steht in signifikanter Verbindung mit
einem aggressiveren Wachstumsverhalten von Melanomen, Brust-, Magen- und
Kolonkarzinomen (46, 199). Interessanterweise liegen viele der Tumoren, in
denen ein vermindertes NM23-H1 Proteinprodukt verzeichnet werden kann, schon
in metastasiertem Zustand vor, so dass fir NM23-H1 eine wichtige Rolle in der
Entwicklung der Metastasierungsfahigkeit von Tumoren angenommen wird (111).
In der Literatur wird oftmals beschrieben, dass auch die p53 Aktivitat in vielen
Tumoren und Tumorzelllinien einen wichtigen Einfluss auf Invasivitat und das
Metastasierungsverhalten hat (72, 164). So wurde berichtet, dass einige mit der
Metastasierungsfahigkeit von Tumoren in Verbindung stehenden Gene, wie MMP-
2 (matrix metalloproteinase 2), Cathepsin D, Thrombospondin-1 und E-Cadherin,
in einer p53 abhéngigen Weise reguliert werden. Da diese Gene entweder die
Tumorinvasivitat fordern oder hemmen kénnen, wird angenommen, dass es vom
Expressionsmuster dieser Gene und von der jeweiligen Tumorart bestimmt wird,
zu welchem Ergebnis eine p53 Aktivierung fuhrt (181). Welche genauen
Mechanismen bei der p53 abhangigen Regulation des Wachstumsverhaltens von

Tumorzellen eine Rolle spielen ist Inhalt laufender Studien. Erst kurzlich
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berichteten Chen et al. Uber eine zelltypabhéngige indirekte Regulation von
NM23-H1 durch p53 (39).

Wie auch Chen et al. detektierten wir in der 2D-Elektrophorese eine starke p53
abhangige Hochregulation von NM23-H1 und konnten dieses Ergebnis mittels
Western-Blot und PCR Analysen verifizieren (Abb. 4+5D). Jedoch gelang es uns,
im NM23-H1 Gen eine mdgliche p53 Bindungsstelle zu detektieren, so dass wir im
Gegensatz zu Chen et al. eher von einer direkten Regulation des NM23-H1 Gens

durch p53 ausgehen.

NPM (Nucleophosmin)

NPM wurde urspringlich als ein nicht-ribosomales nukleoldres Phosphoprotein,
welches sich kontinuierlich zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und herbewegt,
beschrieben (21). Zum heutigen Zeitpunkt sind viele unterschiedliche Funktionen
von NPM bekannt. So wir angenommen, dass es Funktionen in der Kontrolle von
Entwicklung, ribosomalen Vorgangen (297), Zellproliferation und in der Kontrolle
Uber genomische Stabilitdt hat. Auch wird ihm eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von Tumoren zugeschrieben (80, 81).

Beziehungen zwischen NPM und p53 sind schon aus der Literatur bekannt. Kurki
et al. konnten zeigen, dass NPM als Antwort auf zellschadigende Faktoren MDM2
bindet und so eine p53/MDM2 Interaktion (105) verhindert. Studien von Colombo
et al. ergaben, dass NPM p53 sogar direkt bindet und dadurch zu einer erhdhten
Stabilitat und Aktivitat des Tumorsuppressors p53 (42) fuhrt und Gjerset et al.
ermittelten, dass NPM auch Uber die Bindung von ARF auf die Aktivitat von p53
Einfluss nimmt (75).

Wir konnten eine p53 Bindungsseite im NPM kodierenden Gen analysieren. Dies
lasst vermuten, dass NPM ein durch p53 induziertes Protein ist, welches
wiederum selbst Uber einen positiven Feedbackmechanismus auf p53 Einfluss

nimmt.

hnRNP C1/C2 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C1/C2)

HnRNP Proteine gehdren zu einer Gruppe von Proteinen, welche in
kennzeichnenden strukturellen Doméanen dbereinstimmen (45). Extensive
Forschung hat ergeben, dass sie zentrale Rollen in der DNA-Reparatur,

Telomerbiologie, Zellsignalkaskade und der Genexpression innehaben. Uber
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diese Schlusselfunktionen spielen einige der hnRNP’s wichtige Rollen in der
Entstehung und Weiterentwicklung von Tumoren. Einen Uberblick uber die
Bedeutung von hnRNP’s in der Karcinogenese bieten Carpenter et al. (34).
HnRNP C1/C2 Proteine binden an RNA Vorstufen und sind so an RNA-
Reifungsvorgangen beteiligt. Wir konnten eine p53 abhéngige Induktion des
hnRNP C1/C2 Proteinlevels feststellen, was vermuten lasst, dass p53 an der
Regulation dieser Prozesse beteiligt ist. Im Gegensatz zu den zuvor untersuchten
Proteinen waren die hnRNP C1/C2 mRNA Spiegel jedoch deutlich nach der MMC
Behandlung reduziert (Abb. 5E). Dies ware dadurch zu erklaren, dass die hnRNP
C1/C2 Proteine nicht ein klassisches p53 Target darstellen, sonder eher Uber
posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen durch p53 beeinflusst
werden. Phosphoryliereungen sind notwendig, um eine Bindung von hnRNP
C1/C2 an die RNA-Vorstufen zu ermdglichen, vermehrte Phosphorylierungen
jedoch lassen diese Bindung wieder aufheben und anschlieBende
Dephosphorylierungen durch die Proteindephosphatase 2A (PP2A) fuhren zu
einer erneuten Aktivierung der Bindungsfahigkeit der hnRNP Proteine (128). In
unserer Analyse sahen wir eine PP2A Expressionshemmung nach p53
Aktivierung. Dies konnte zu einer Ansammlung von hyperphosphorylierten hnRNP
C1/C2 Proteinen fiuhren, welche somit nicht mehr in der Lage wéaren, sich an den

MRNA Reifungsprozessen zu beteiligen.

Weiterhin ist zu erwahnen, dass hnRNP C1/C2 Proteine durch Proteasen und
Caspase-3 im Rahmen von Apoptosevorgéngen gespalten werden (26, 201). Da
Caspase-3 durch die MMC Behandlung p53 abhangig induziert wurde, ist es
maoglich, dass Uber eine p53 induzierte Apoptose hnRNP C1/C2 Proteine der
proteolytischen Spaltung zugefihrt werden.

PP2A (Serin/Threonin Phosphatase 2A)

PP2A kontrolliert die Phosphorylierung einer grofRen Anzahl von Proteinen,
involviert in Zellsignalkaskaden, und ist ein wichtiger Regulator des Zellwachstums
(94, 192). Man nimmt an, dass PP2A Einfluss auf Apoptosevorgange nimmt, da es
mit einigen in der Apoptose eine wichtige Rolle spielenden Proteinen wie Bcl-2
und Caspase-3 (155) in Verbindung gebracht werden kann. Silverstein et al.
zeigten, dass speziell ein Verlust der PP2A R5/B56 Untereinheit zu einer erhéhten
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Apoptoserate fuhrt (168). In neueren Studien berichteten Arroyo et al., dass eine
Inaktivierung von PP2A durch das SV40small-t Antigen fur die maligne
Transformation von Zellen ebenfalls bedeutsam ist (4).

Aufgrund seines Einflusses auf den Zellzyklus und das Uberleben einer Zelle
wurde PP2A von Janssens et al. (94) auch als neuer Tumorsuppressor
bezeichnet. Einen Uberblick tiber die weitreichenden Aktivitaten von PP2A bieten
Virshup et al. (192).

Da PP2A als eine Phosphatase fungiert, wurde gemutmaldt, dass es seine
tumorsuppressive Funktion ausubt, indem es als Antwort auf zellschadigende
Ereignisse Uber Dephosphorylierungsvorgdnge als eine Art SignalUbermittler
fungiert. Tatsachlich konnten Dohoney et al. (48) eine direkte Dephosphorylierung
von p53 als Antwort auf p-Betrahlung feststellen und Li et al. (113) gelang es,
speziell die PP2A Untereinheit B56 hierfir verantwortlich zu machen. Sie
beschrieben, dass eine PP2A vermittelte Dephosphorylierung von p53 an Thr55
p53 vor einem MDM-2 vermittelten Abbau bewahrt und so zu einer Stabilisierung
des Proteins fihrt. Im Gegensatz hierzu berichteten Moule et al.
interessanterweise, dass PP2A in Komplex mit dem polyoma virus small-t Antigen
auch in der Lage ist, ARF induzierte Signale - notig fir eine p53 Aktivierung - zu
inhibieren (131).

In unseren Analysen stellten wir eine p53 abhangige Hemmung der PP2A
Expression nach 16 h MMC Behandlung fest und detektierten eine mogliche p53
Bindungsstelle im 1. Intron. Es ware somit mdglich, dass p53 Uber eine Hemmung
der ARF/PP2A Interaktion seine eigene Aktivierung fordert. Aufgrund der in der
Literatur eher kontrovers dargestellten Sachverhalte sind jedoch weitere Unter-

suchungen uber die Beziehung zwischen PP2A und p53 unerlasslich.

Prx 1l (Peroxiredoxin II)

Wie auch PP2A wurde Prx Il in unseren 2-DE Untersuchungen p53 abhangig
herunterreguliert. Erstaunlicherweise ergaben die Western-Blot Analysen jedoch
keine signifikante Verdnderung nach MMC Behandlung. Dies weist
maoglicherweise darauf hin, dass p53 nur spezielle Isoformen des Proteins oder
nur posttranslational modifizierte Formen anstelle des gesamten Pools

herunterreguliert.
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Peroxiredoxine gehoren zu einer Gruppe antioxidativ wirkender Proteine, die in
allen lebenden Organismen gefunden werden kdnnen (36). Ihre weite Verbreitung
lasst vermuten, dass sie wichtige Funktionen in der antioxidativen Abwehr und der
Vermittlung von Redoxsignalen innehaben. Schon mehrmals wurden sie mit
Vorgangen wie Signalkaskaden, Proteinphosphorylierungen, Transkription und
Apoptose in Verbindung gebracht (98, 211). Mehrere Subtypen der Peroxiredoxine
kdnnen oftmals gemeinsam in einer Spezies gefunden werden.

Eine p53 Aktivierung fihrt zu einem erhéhten Spiegel an reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), resultierend in einer oxidativen Zerstérung von
mitochondrialen Zellkomponenten gefolgt von Apoptose. Zhou et al. berichteten,
dass Prx V in der Lage ist, einer durch p53 induzierten ROS Produktion
vorzubeugen und somit die p53 abhangige Apoptose zu behindern (213).

Prx Il spielt eine Rolle in zellularen Reifungs- und Alterungsprozessen.
Mausfibroblasten, in denen das Prx Il Gen inaktiviert ist, zeigen erhdhte Spiegel
an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und zellularen Alterungsvorgangen (85).
Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die p53 abhangige Hemmung von Prx
Il ebenfalls eine Rolle in der Bildung von ROS und der p53 abh&ngigen Apoptose
spielt. In der analogen PCR Analyse konnten wir keine Reduktion des mRNA
Levels feststellen und auch das kodierende Gen verfugt nicht Gber eine potentielle
Bindungsstelle, dies ggf. wiederum als ein Hinweis, dass Prx Il kein direktes p53

Target darstellt.

TrpRS

Aminoacylsynthetasen spielen eine grof3e Rolle in der Proteinsynthese, indem sie
die Bindung spezifischer Aminosauren an die vorgesehene RNA katalysieren.
Auch konnen sie mit anderen Zellprozessen wie RNA Synthese, Apoptose,
Angiogenese und Entzindungsvorgangen in Verbindung gebracht werden. In
menschlichen Zellen wird die Aminoacylsynthetase TrpRS in einer Hauptform und
einer verkirzten mini-TrpRS Form exprimiert.

Wir konnten eine Verminderung des TrpRS Siegels in der 2-DE nach 24 h MMC
Behandlung feststellen. Dieses Ergebnis wurde durch die Western-Blot Analyse
unterstitzt, wahrend die PCR auf RNA Niveau keine Veranderungen zeigte. Somit
konnte es sich bei der Aminoacylsynthetase TrpRS wiederum um ein indirektes

p53 Target handeln.
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P53 abhangige Phosphorylierungen

Reversible Phosphorylierungen an Serin-, Threonin- und Thyrosinresten gehoren
zu den haufigsten, die Funktion von Proteinen beeinflussenden, Modifikationen.
Auch p53 wird in seiner Aktivitat durch Phosphorylierungsprozesse beeinflusst (6-
8). Einige Studien unterstitzen die These, dass p53 ebenfalls einige seiner
Funktionen uber Anderungen des Phosphorylierungstatus spezifischer
Zielproteine ausubt. Dies konnte Uber die transkriptionsabhangige Induktion
unterschiedlicher Kinasen erfolgen oder transkriptionsunabhéngig Mechanismen
wie Protein-Protein Interaktionen (3).

Um p53 abhangige Phosphorylierungen detektieren zu konnen, wurden die mit
MMC behandelten Gele mit einer Pro-QD Farbung gefarbt. Diese Farbung
ermdglicht es, nur Proteine mit an Thyrosin, Serin oder Threonin gebundenen
Phosphatgruppen darzustellen.

Unter Verwendung dieser Technik sah man, dass eine MMC induzierte p53
Aktivierung nicht nur zu Anderungen des Proteinlevels einer groRen Anzahl an
Proteinen fuhrte, sondern auch p53 abhangige Veranderungen des
Phosphorylierungstatus  auftraten (Tabelle  1). Es gelang mittels
Massenspektrometrie Proteine zu identifizieren, die auf eine p53 Aktivierung hin
ohne Veranderungen des Proteinlevels phosphoryliert oder dephosphoryliert
wurden und Proteine, die p53 induzierte Anderungen des Proteinspiegels in

Verbindung mit Veranderungen des Phosphorylierungstatus zeigten.

ANXA1(Annexin 1)

ANXA1l gehort zu einer Gruppe calciumabhangiger phospholipidbindender
Proteine und hat antiinflammatorische Funktionen (97). Eine erhdhte Expression
dieses Proteins fordert in Verbindung mit einer Aktivierung von Caspase-3 die
Apoptose von Zellen (205). Kirzlich wurde ANXAL identifiziert, ebenfalls als ein
Signal zur Elimination von apoptotischen Zellen durch Phagozyten zu dienen (5).
Wir konnten eine Erhéhung des Proteinlevels von ANXAL in Verbindung mit neu
auftretenden Phosphorylierungen nach p53 Aktivierung detektieren. Diese p53
abhangige Phosphorylierung kénnte eine Rolle in der Regulation der Funktion
dieses Proteins spielen. Es wére z.B. vorstellbar, dass ANXAL an der Beseitigung
apoptotischer Zellen nach p53 induzierter Apoptose beteiligt ist und so

Inflammationsprozessen vorbeugt.
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NM23-H1

Wie oben beschrieben konnten wir eine p53 abhangige Induktion des Nm23-H1
Proteinproduktes feststellen. Mutationen im NM23-H1 Gen sind assoziiert mit dem
Auftreten von Metastasen in einer Vielzahl von Tumoren. Interessanterweise
konnten MacDonald et al. zeigen, dass eine direkte Korrelation zwischen dem
Phosphorylierungsstatus des NM23-H1 Proteinproduktes und seiner Fahigkeit zur
Hemmung von Metastasierungsvorgangen besteht (121).

Unsere Beobachtung der p53 abhéangigen Phosphorylierung dieses Proteins lasst
spekulieren, ob p53 uUber posttranslationale Modifikationen des NM23-H1
Proteinproduktes in der Lage ist, Einfluss auf das Metastasierungsverhalten von

Tumoren zu nehmen.

DJ-1

DJ-1 wurde urspringlich als ein Onkogenprodukt identifiziert, das an der Ras
vermittelten Signaltransduktionskaskade beteiligt ist (134). Es liegen einige
Hinweise vor, dass DJ-1 eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Tumoren
spielt. So konnten erhdhte Spiegel dieses Proteins in Brustkrebspatienten (110)
und bei Patienten mit kleinzelligen Bronchialkarzinomen (122) festgestellt werden.
Die genaue Funktion im Rahmen der Tumorgenese bleibt jedoch bislang unklar.
Man nimmt an, dass es eine Funktion in der Antwort auf oxidativen Stress inne hat
und Kim et al. ermittelten, dass eine erhdhte Expression von DJ-1 mit einer
Hemmung des Tumorsuppressors PTEN korreliert (100, 182). Weiterhin bedingt
ein Verlust von DJ-1 neurodegenerative Prozesse und eine Mutation des
kodierenden Gens ist assoziiert mit PARK7, einer monogenetischen Form der
Parkinson Krankheit (20).

In einem kurzlich veroffentlichten Bericht flhrte ein Knockout von DJ-1 in einem
Zebrafisch-Parkinson-Model zu einer erhdéhten Expression von p53 und Bax. Dies
lasst vermuten, dass die Abwesenheit von DJ-1 zu einer Aktivierung des
Apoptose-Pathway flhrt.

Wir konnten in unserer Analyse eine p53 vermittelte Phosphorylierung von DJ-1
feststellen. Dies kdnnte die Mdglichkeit mit sich bringen, dass p53 in der Lage ist,

das Onkogen DJ-1 Uber posttranslationale Modifikationen zu hemmen.
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6. Zusammenfassung

Seit mehr als 25 Jahren steht p53 im Fokus des wissenschaftlichen Interesses in
der molekularen Onkologie. Die Realisierung der basalen Bedeutung von p53 fir
Tumorentstehung und -progression hat dazu motiviert, das therapeutische
Potential von Manipulationen der p53 pathways zu evaluieren. Seither steht p53
im Mittelpunkt vieler Studien, die sich mit dem Versuch solcher Manipulationen
innerhalb des p53 Regelkreises befassen. Diese basieren auf genetischen,
biochemischen und funktionellen Analysen von wt-p53 und mut-p53.

Derzeit werden Madglichkeiten entwickelt, die Konzentration von aktivem p53
innerhalb der Tumorzelle zu erhdhen, mutiertes p53 mittels Gentherapie zu
verandern, p53 Regulatoren zu beeinflussen und p53 Targets zu

aktivieren/deaktivieren.

Vorraussetzung, um innerhalb dieser Ansatze erfolgreich sein zu kénnen, ist es,
die derzeit noch vielen unbeantworteten Fragen Uber die molekularen

Mechanismen der p53 Regulation und Funktion weiter zu klaren.

Da p53 seinen Einfluss auf sehr vielfaltige Weise ausubt, ist es wichtig, neben den
schon vielfach durchgefuhrten Microarray-Analysen der von p53 regulierten RNA
auch Untersuchungen direkt auf Proteinniveau durchzufihren. Durch unsere
Analysen gelang es, Proteine inerhalb des p53 regulierten Proteoms zu
identifizieren, deren Existens bzw. Funktionen im p53 pathway noch
unbericksichtigt waren. Es handelt sich hier um so wichtige Funktionen wie
MRNA Bearbeitung, Translation, Apoptose, Zellzykluskontrolle und Zellalterung.
Auch scheint die Phosphorylierung als bedeutende posttranslationelle Modifikation
im p53 Regelkreis Funktionen an- oder ausschalten zu kdnnen.

Inwieweit diese ,neuen“ Targetproteine bzw. die gezielte Modulation
postranslationaler Veranderungen dieser Polypeptide von therapeutischem Nutzen
sein konnen, missen weitere Untersuchungen zeigen. Durch die ldentifikation
dieser potentiellen Targets sind wir dem Ziel, neue molekularonkologische

Angriffspunkte im p53 Regelkreis zu definieren, einen Schritt naher gekommen.
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8. Anhang

Tabelle 3: Identifizierte Proteine mit p53 abhangig

er Regulation

Expression (fold change) Score Putative Putative P53 binding sequence*
P53+ p?? i p53MH  binding
Protein Symbol Accession 8h 16h 24h 8h 16h  24h algorithm* siter
Upregulated, containing p53 biniding site
Lamin A/C LMNA P02545 369 672 1337 | 37 111 180 86,45 +9363 AGCCATGCCT GCTGTGGGT GCACATGCCC
similar to ubiquitin UBF-fl UBF-fl 19343979 123 256 329 | unch  unch  unch 88,96 -3254 ATACATGTCC CTTTTGTA AGACAAGCTA
Metastasis inhibition factor nm23 NMEL P15531 149 219 139 | unch  unch  unch 83,54 -4856 AGGCATGTGC . CACCATGCCC
Ras-related protein Rab-15 RAB15 P59190 14 214 23 13 13 129 91,38 -1597 CAGCTTGCCT GCCTGCC AGCCAAGCTC
Elongation factor 1-delta isoform 2 EEF1D NP_001951 193 210 239 | unch  unch  unch 86,51 +3455 AGGCTTGCAC GTGCCTGTCGTCT GCGCAAGCTT
nuclear K HNRPK Q07244 unch 178 381 | unch 115 114 83,79 +67 CGTCTTGCCT GTGTC CCACTTGTTC
Hypermethylated in cancer 2 protein HIC2 Q96JB3 1,98 3,74 4,98 unch unch unch 87,2 +19752 CTACATGCTC TTGTGACCCT GGGCAAGTTG
Eucaryotic translation factor 5A elF-5A Q9AXQ7 194 1127 1301 | unch 125 142 82,61 +2043 TGGCTTGTTG CAA GTGCATGTTG
[ nuclear ri H HNRPH AAA91346 223 321 476 | unch  unch  unch 84,64 -3074 CACCATGTTG GC CAACATGTCT
MHC class Il transactivator MHC2TA NP_000237 111 2.7 556 | unch unch  unch 90,12 +1904 CTACTTGCTC AAGGTCACA CAGCAAGTCT
TAT-binding protein 1/Proteasome subunit P50 PSMC3/TBP1  AAA36666.1 115 148 1343 | unch unch  unch 84,71 -3549 AATCTTGTTT ACCCCCAAAAGCCC CACCAAGCTC
Hsp 27 HSPB1 AAAB2175.1 145 2,66 17.71 | 15 228  3.08 83,86 -614 AGGCATGCAC . CACCATGCCC
EH-domain containing protein 2 EHD2 NP_0554162 234 281 877 | unch unch  unch 83,58 +2788 AGGCATGCAC . CACCATGCCC
Annexin 1 ANXAL NP_000691.1 182 473 481 | unch  unch  unch 90,67 -1050 GGTCTAGTTC CTTGTTTTGGTGTT CAACTAGTCT
v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog like CRKL NP_0055198.1 249 493 473 | unch  unch  unch 86,89 +1965 ATCCTAGTTC AATTTC AGACATGCTT
Tumor protein TPT1 NP_003286 265 2.86 326 [ unch  unch  unch 90,77 1297 GAACAAGCTT TCAGACTTCATAC TGGCATGTAT
Cytoskeleton associated protein 1 CKAP1 Q99426 173 254 852 | unch unch  unch 86,71 -2973 CAACATGTTG A AACCTTGTCT
Thioredoxin like protein p19 TXNDC12 NP_056997  unch 16 23 | unch  unch  unch 87,21 +3240 TCACTAGCTG AGTAGCCTT GGGCAAGTTT
Breast carcinoma amplified BCAS2 NP_005863 13 214 236 | unch unch  unch 90,88 -3180 AGACTAGCCT GGGCAACA TAGCAAGATC
FGFR 1 oncogene partner 2 FGFR10P2 NP_056448 129 285 374 | unch  unch  unch 93,56 +8941 TGGCTAGTTA TGTT GAGCATGTTT
Nucleophosmin NPM1 AAH09623 1.49 1.66 unch | unch  unch  unch 86,07 -2454 GAACATGTTA AATGA CAACATGACT
Caspase 3 CASP3 CAC88866 318 3,74 529 [ 314 324 399 93,63 -2062 GGACTAGTTC AACC ACACTAGTCC
14-3-3 sigma 1433S_HUMAN P31047 11 2.06 607 | unch unch  unch 83.72 -2549 AGGCATGTGC . CACCATGCCC
Upregulated, lacking p53 biniding site
Hematopoietic progenitor cell antigen CD34 precursor cd3a Q64314 133 217 351 | unch  unch  unch
Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 MAPREL Q15691 116 177 203 | unch  unch  unch
Laminin B2 LMNB Q03252 145 1,99 423 | unch  unch  unch
[ nuclear ri cucz HNRPC AAH033941 218 258 349 | unch  unch  unch
Serine proteinase inhibitor SERPINC1 NP_000479 1.44 252 369 | unch  unch  unch
Keratin, type | cytoskeletal 19 KRT19 P08727 124 1,76 279 | unch  unch  unch
HsPC223 AASDHPPT AAF361431 178 319 144 | unch  unch  unch
Protein phosphatase 1, beta isoform PPP1CB AAAB5093.1 2.79 5.87 3.01 1.78 1.46 1.45
Galactokinase 1 GALK1 AAHO1166.1 229 325  unch | unch  unch  unch
ETHE 1 protein ETHEL AAH082501 571 206  unch | unch  unch  unch
Mitogen-activated protein kinase 8 isoform 4 MAPK8 NP_620635 216 2,98 483 | unch  unch  unch
Laminin receptor 1 RPSA CAA43469 134 276 316 | unch  unch  unch
ACTB protein ACTB AAH12854 184 4,28 4,67 unch unch unch
Thioredoxin THIO_HUMAN P10599 137 7.33 10.76 1.3 17 1.77
Ferritin, light polypeptide FTL AAH216701 362 662 777 | 16 191  3.04
HBV-x associated protein XAP2 AAB39923 233 168  unch | unch unch  unch
Purine nucleoside phosphorylase PNP NP_000261 211 2,76 439 | unch  unch  unch
Triosephosphate Isomerase TPIL NP_000356 135 1.48 215 | unch  unch  unch
Tabelle 4: Identifizierte Proteine mit p53 abhéngig  er Regulation
Expression (fold change) Score Putative Putative P53 bin  ding sequence*
PS3++ pE/’r3 i p53MH  binding
Name Symbol Accession 8h 16h 24h 8h 16h 24h algorithm* site*
Downregulated, containing p53-binding sites
Ras-related protein Rab-11A / Human RABL1A P24410 121 -25  -333 | unch unch  unch 86,16 1730 AATCTTGTTA TAC TAACTAGTCT
Tryptophanyl-tRNA synthetase WARS CAA425451  -13  -19 271 | unch  unch  unch 91,31 +5619 CACCATGCCC AGCCAT GGGCAAGTTT
Serinefthreonine protein phosphatase 2A, 56 kDa regulatory subunit, alpha
isoform PPP2RSA Q15172 15  -23  unch | unch unch  unch 91,57 +28646 GTACTAGCCC . CAGCTAGTCT
Heterogenous nuclear ribonucleoprotein K, isoform a HNRPK NP_1125531 154 375 1043 | unch  unch  unch 83,79 -2086 CGTCTTGCCT GTGTC CCACTTGTTC
605 acidic ribosomal protein PO RPLPO P05388 3 -19 321 | unch  unch  unch 87,26 -2627 GCACATGCCA CCACGCC CGGCTAGTTT
MRP14, Migration inhibitory factor-related protein 14 (calgranulin) S100A9 P06702 156 -85 -14 157 164 152 84,64 -3674 CTGCTTGTTT GT TTACTTGCTT
Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 AAABST63 155 262 247 | 136 128 115 86,24 280 AGGCAAGTCT GCTTGTTACAG GCACTTGTGC
EGF receptor binding protein GRB2 GRB2 AAA58448 218 311 385 | yneh  unch  uneh 88,97 +9711 AGGCTTGTTG . GCACATGCCT
HSP 60 HSPD1 AAA36022 unch ~ -283 422 | ynch  unch  unch 92,51 +1337 TTGCTTGCTC TGTTGCACAGGT GGGCATGTTT
Downregulated, lacking p53-binding sites
Peroxiredoxin 2/ Human PRDX2 P32119 11 1,56 -2.85 | unch  unch  unch
CcAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit PRKARIA AAB50921.1 134 366 699 | unch unch  unch
Keratin 19 KRT19 NP_002267  unch  -153  -168 | 255 30 169
Cellular retinoic acid BP Type li CRABP-II P29373 152 258 283 | 162 149 149
[ nuclear ri C1/C2 SSP 6505 HNRPC AAHO33941 oo o o7 | 143 132 21
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