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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das p63-Gen kodiert fir verschiedene Isoformen von p53-homologen Proteinen. p63,
hauptsachlich ANp63a, wird in den Stammzellen mehrschichtiger Plattenepithelien exprimiert
und fungiert dort als Schllsselregulator von Proliferation und Differenzierung. Auch maligne
Tumoren der Epidermis, des Urothels und der Zervix uteri weisen meist eine hohe p63-
Expression auf. Neben der Regulation p53-responsiver Gene modulieren p63-Proteine die
Transkription spezifischer Gene durch weitgehend unbekannte Mechanismen. So konnte
gezeigt werden, dass ANp63a die Aktivitdt p-Catenin-Tcf/Lef-responsiver Promotoren
verstarkt. B-Catenin ist ein multifunktionales Protein, das u.a. als Effektor des kanonischen
Whnt-Signalweges, einem bedeutenden Regulator der Zellproliferation wahrend der
Entwicklung und Onkogenese, agiert. In Abwesenheit von Wnt-Signalmolekilen wird B-
Catenin durch einen Multiproteinkomplex phosphoryliert und damit dem proteolytischen
Abbau zugeflhrt. Die Bindung von Wnt-Liganden an Zelloberflaichenrezeptoren setzt eine
Signalkaskade in Gang, die zur Akkumulation von B-Catenin im Zellkern flhrt. Dort aktiviert
es zusammen mit den Proteinen der Tcf/Lef-Familie die Transkription Wnt-responsiver Gene,
wie z.B. c-Myc und Cyclin D1.

In dieser Arbeit wurde ein Reporterassaysystem verwendet, um die Wirkung von p63 auf die
Aktivitat eines p-Catenin-Tcf-4-responsiven Promotors zu quantifizieren. Mit Hilfe dieses
Systems konnten wir zeigen, dass tetrameres ANp63a, nicht jedoch p53 und ANp73a, die
Transkription synergistisch mit B-Catenin bzw. g-Catenin und Tcf-4 verstarkt. Physiologische
Mutationen wie sie in Keimbahn-Mutationen des p63-Gens in humanen Syndromen
auftreten, heben dagegen die Funktion von ANp63a auf. In Gegenwart von konstitutiv
aktivem B-Catenin aktiviert ANp63a. die Transkription des Reportergens synergistisch. Unter
Verwendung phosphospezifischer Antikdrper beobachteten wir entsprechend, dass p63 die
Phosphorylierung und die Gesamtproteinmenge von (-Catenin nicht beeinflusst. Durch
Koimmunprazipitation fanden wir heraus, dass ANp63a einen Komplex mit Tcf-4 bildet. Die
Komplexbildung erfolgt auch zwischen ANp63a. und ANTcf-4, dem die B-Catenin-bindende
Domane fehlt. Daraus ergibt sich die Mdglichkeit, dass Tcf-4 simultan mit B-Catenin und
ANp63a interagiert. Zudem koénnte ein ternarer Komplex die von uns beobachtete Tcf-4-
vermittelte Akkumulation von nuklearem p-Catenin in Anwesenheit von ANp63a Uiber dessen
Retention im Zellkern erklaren.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass ANp63a als unmittelbarer Aktivator der B-Catenin-
vermittelten Transkription fungiert. Aufgrund unserer Beobachtungen vermuten wir, dass -
Catenin, Tcf-4 und ANp63a einen aktiven Transkriptionskomplex bilden und durch die
Rekrutierung spezifischer Transkriptionskofaktoren gemeinsam die Transkription Wnt-
responsiver Gene aktivieren. Damit hatte p63 das Potential, tGber Tcf-4 in den kanonischen
Whnt-Signalweg einzugreifen und sowohl entwicklungsbiologische Prozesse zu regulieren, als
auch die Onkogenese durch Deregulation des Signalweges zu induzieren.
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2 Einleitung

2.1 Der Tumorsuppressor p53

Das p53 Protein wurde erstmals 1979 von verschiedenen Arbeitsgruppen als
Interaktionspartner des Simian Virus 40 (SV40) T-Antigens (T-Ag) beschrieben (Kress et al.,
1979; Lane and Crawford, 1979; Linzer and Levine, 1979) und ist seitdem Obijekt intensivster
Forschung. Wahrend p53 anfangs fir ein potentielles Onkogen gehalten wurde, gilt es heute
als bona fide Tumorsuppressor. Dies belegt u.a. die Untersuchung von p53-null (p53™)
Mausen, die eine erhdhte Onkogenese aufwiesen (Donehower et al., 1992; Jacks et al.,
1994). In ca. 50% der humanen Tumoren liegt eine Mutation des p53 Gens vor. Desweiteren
kann p53 in Tumoren indirekt Uber die Bindung viraler Proteine oder durch Veranderungen in
Genen, deren Produkte direkt oder indirekt mit p53 in Wechselwirkung stehen, inaktiviert

sein.

Das humane p53-Gen liegt auf Chromosom 17p13.1 und kodiert fiir ein 393 Aminosauren
(AS) umfassendes Protein. Die kennzeichnenden Domanen des p53 Proteins sind eine
saure aminoterminale (N-terminale) Transaktivierungsdomane (TAD, AS 1-42), eine zentrale
DNA-Bindungsdomane (DBD, AS 102-292) und eine carboxyterminale (C-terminale)
Oligomerisierungsdomane (OD, AS 324-355). Zwei mal zwei p53 Molekile bilden Gber ihre
OD Homotetramere (Dimere eines Dimers) aus. Diese binden Uber ihre DBD an die
Konsensussequenz 5’'RRRC(A/T)(T/A)GYYYNy.13RRRC(A/T)T/A)GYYY3 p53-responsiver
Promotoren. Der basale Transkriptionskomplex fir die Initiation der Transkription wird Gber
die Bindung zellularer Transkriptionsfaktoren (u.a. des TATA-Box binding protein, TBP,
(Horikoshi et al., 1995) und verschiedener Untereinheiten des Transkriptionsfaktors TFIID
(Lu and Levine, 1995; Thut et al., 1995)) an die TAD von p53 gebildet. Damit wird die

Transkription der Zielgene eingeleitet (Levine, 1997).

Unter normalen Bedingungen liegt p53 inaktiv in geringen Konzentrationen in der Zelle vor.
Durch zelluldren Stress akkumuliert aktives p53, bindet an p53-responsive DNA-Elemente
und induziert die Expression der angrenzenden Gene. Die Aktivierung des
Tumorsuppressors erfolgt Uber drei Hauptsignalwege: a) durch DNA-Schaden (ionisierende
Strahlung Gber ATM und CHK2 (Carr, 2000)), b) durch Onkogene (Ras, Myc iiber p14°%F
(Lowe and Lin, 2000; Sherr and Weber, 2000)) und c) durch Chemotherapeutika, UV-
Strahlung und Proteinkinaseinhibitoren (Uber ATR und CKIl (Meek, 1999)). Daraufhin wird
der Abbau von p53 gestoppt, es wird stabilisiert und akkumuliert in der Zelle. Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass auch Hypoxie zur Stabilisierung und Aktivierung von p53 flhrt
(Graeber et al., 1996). Die Menge an zellularem p53 wird hauptsachlich Uber das Mal} an

dessen proteolytischen Abbaus bestimmt. Die Zelle hat selbstregulierende Ruckkopplungs-
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mechanismen (autoregulatory feedback loops) entwickelt, die die Stabilitdt und die Funktion
von p53 kontrollieren. Das Produkt eines p53-responsiven Gens, die MDM2 Ubiquitin-Ligase,
ist am proteosomalen Abbau von p53 beteiligt (Wu et al., 1993). Dagegen ist das p53-
responsive ANp73 ein funktioneller p53-Antagonist. ANp73 bindet an p53-responsive
Promotoren und verhindert die Expression p53-responsiver Gene (Kartasheva et al., 2002).
Die Aktivierung von p53 erfordert zusatzlich Konformationsanderungen im Protein, die durch
verschiedene posttranslationale Modifikationen erreicht werden. Moégliche posttranslationale
Modifikationen sind: Phoshorylierung, Acetylierung, Glykosylierung, Ribosylierung,
Methylierung, Ubiquitinylierung, Neddylierung, Sumoylierung (Bode and Dong, 2004) und
ISGylierung (Drewelus, 2005). Daneben binden zahlreiche Proteine an p53, die es
stabilisieren und aktivieren (Prives and Hall, 1999). p53-responsive Gene induzieren eine
Vielzahl von Genen mit unterschiedlichen Funktionen: sie induzieren den Zellzyklusarrest
(z.B. p21WAFCPTy " die Apoptose (z.B. Bax), die Seneszenz (z.B. Ras) und die DNA-
Reparatur (z.B. PCNA), sie inhibieren die Angiogenese (z.B. Maspin) und beeinflussen die
Transkription, die Signaltransduktion, den oxidativen Stress und den Proteinmetabolismus

(Gomez-Lazaro et al., 2004).

Daneben werden etliche Gene durch p53 reprimiert. Teilweise ist der zugrunde liegende
Mechanismus der Repression unklar. Fur die Repression des Survivin-Gens konnte gezeigt
werden, dass p53 dessen Repression Uber die direkte transkriptionelle Aktivierung eines
Effektorgens, p21"4F"CP1 vermittelt (Lohr et al., 2003) .

Der Tumorsuppressor p53 hemmt die genetische Instabilitdt und bewahrt die genomische
Integritat der Zelle und wird deshalb auch als ,Wachter des Genoms® bezeichnet (Lane,
1992).

2.2 p63und p73als Homologe von p53

Die p63- und p73-Gene kodieren fiir Proteine mit bemerkenswerter Ahnlichkeit zu dem
Tumorsuppressor p53. Das humane p73-Gen wurde 1997 entdeckt und liegt auf Chromosom
1p36.3 (Kaghad et al., 1997). Kurz darauf wurde 1998 unabhangig von verschiedenen
Gruppen das humane p63-Gen (p40, p51, p73L, AIS, CUSP, KET) auf Chromosom 3q27-29
entdeckt (Augustin et al., 1998; Lee et al., 1999; Osada et al., 1998; Senoo et al., 1998; Trink
et al.,, 1998; Yang et al.,, 1998). Die Produkte beider Gene weisen wie p53 eine saure N-
terminale TAD, eine zentrale DBD und eine C-terminale OD auf. Aufgrund der starken AS-
Homologie zwischen den DBD von p53, p63 und p73 wurden die Proteine in eine
Proteinfamilie eingeordnet (Kaghad et al., 1997; Osada et al., 1998; Trink et al., 1998; Yang
et al., 1998).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der p63 Genstruktur und der p63-Isoformen
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Das p63-Gen liegt auf Chromosom 3q27-29 und enthalt 15 Exons. Zwei separate Promotoren flihren
zur Expression von Proteinen, die eine TAD enthalten (TA/TA*-Isoformen) und Proteinen, denen die
TAD fehlt (AN-Isoformen). (TA*p63 ist eine um 39AS N-terminal verlangerte Isoform von TAp63, die
durch die Verwendung eines alternativen Startkodons translatiert wird und dem humanen KET-Protein
entspricht (Augustin et al., 1998).) Zusatzlich entstehen durch alternatives Spleilen der mRNA
Isoformen mit unterschiedlichen C-Termini (o, B, v). Die Exons, die fur die TAD, DBD und OD
kodieren, sowie die entsprechenden Proteindoménen sind in der Abbildung farblich hervorgehoben.
Die Sequenzidentitdt der funktionellen Domanen von p63 und pS53 ist angezeigt. Abbildung in
Anlehnung an Yang and McKeon (Yang and McKeon, 2000).

Vergleicht man p63 und p73 mit p53 so ergeben sich folgende Aminosaurehomologien
innerhalb der Proteindomanen: TAD — die AS 1-59 von p63 und die AS 1-54 von p73 sind zu
22% bzw. zu 29% identisch mit den AS 1-45 von p53. DBD — die AS 142-321 von p63 und
die AS 131-310 von p73 sind zu 60% bzw. zu 63% identisch mit den AS 113-290 von p53.
OD - die AS 353-397 von p63 und die AS 345-390 von p73 sind zu 37% bzw. zu 38%
identisch mit den AS 319-363 von p53. Insgesamt sind p63 und p73 zueinander homologer
als zu p53. Innerhalb der TAD sind p63 und p73 zu 30%, innerhalb der DBD zu 87% und
innerhalb der OD zu 65% identisch (Chen, 1999). Phylogenetische Analysen von p53, p63
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und p73 legen die Vermutung nahe, dass p63 das primitivste und alteste Mitglied und damit
der Urahn der p53-Familie ist. So sind murines und humanes p63 zu 99% identisch, d.h.,
innerhalb von 483 AS treten lediglich 8 AS-Substitutionen auf (Yang et al., 1998).

Im Vergleich zum p53-Gen sind die p63- und p73-Gene sehr komplex und kodieren flr
Proteine, die einerseits p53 funktionell nachahmen, andererseits aber auch p53
entgegenwirken. Sowohl das p63- als auch das p73-Gen enthalten zwei unabhangige
Promotoren, deren Transkripte dem differentiellen SpleiRen unterzogen werden. In
Abbildung 1 ist die Struktur des p63-Gens und die daraus resultierenden Proteine
schematisch dargestellt. Die zwei Promotoren (TA, AN) fihren zur Transkription und
Translation von zwei Formen von Proteinen: TAp63/TAp73-Isoformen enthalten analog zu
p53 eine N-terminale TAD, ANp63/ANp73-Isoformen besitzen einen verklrzten N-Terminus
ohne TAD. Bei p63 unterscheidet man zusatzlich zwischen einer TAp63- und einer TA*p63-
Isoform. TA*p63 wird ausgehend von einem alternativen Startkodon translatiert und ist eine
N-terminal um 39 AS verlangerte Isoform von TAp63. TA*p63 entspricht dem humanen KET-
Protein (Augustin et al., 1998; Yang et al., 1998). Durch differentielles Spleilen der von den
zwei Promotoren ausgehenden Transkripte, werden Proteine mit unterschiedlichen C-
Termini exprimiert. Dabei bleiben die DBD und die OD unberihrt. p63o/p73a-lsoformen
kodieren am C-Terminus fir ein steriles a-Motiv (SAM) (Thanos and Bowie, 1999). Diese
Proteindomane ist ein Protein-Protein-Interaktionsmodul, das erstmals in verschiedenen
eukaryotischen Proteinen aus Saccharomyces und Drosophila identifiziert wurde, die eine
Rolle bei der Entwicklung und bei der Signaltransduktion spielen (Ponting, 1995; Schuliz et
al., 1997). Proteine, die eine SAM-Domane enthalten, bilden Uber diese und ahnliche SAM-
Domaénen in hohem Malte Homo- und Heterooligomere aus. Ein Beispiel dafir ist der Ephrin-
Rezeptor, der Uber die Homodimerisierung der SAM-Doméanen aktiviert wird (Stapleton et al.,
1999; Thanos et al., 1999). Aktuelle Daten weisen zudem darauf hin, dass einige SAM-
Domanen auch mit RNA interagieren kdnnen (Kim and Bowie, 2003). Die SAM-Domanen
von p63a und p73a liegen als Monomere vor (Chi et al., 1999; Cicero et al., 2006). Dies legt
die Vermutung nahe, dass beide Proteine Uber die SAM-Domane mit bisher noch nicht
identifizierten regulatorischen Proteinen oder mit RNA interagieren. So konnte in transienten
Experimenten gezeigt werden, dass die TAp63a-Isoform Uber die SAM-Domane einen
dominant inhibitorischen Effekt auf die Transaktivierung p53-responsiver Gene ausubt
(Ghioni et al.,, 2002; Osada et al., 1998; Yang et al., 1998). Desweitern konnte gezeigt
werden, dass auch die letzten ~70 AS (post-SAM-Domane, TID) von TAp63a und TAp73a
ndtig und ausreichend sind, um die transaktivierende Funktion der Proteine zu inhibieren
(Ozaki et al., 1999; Serber et al., 2002). Dies geschieht durch die sterische Interaktion der
TID mit der N-terminalen TAD von TAp63a. Die p63p/p73p-Isoformen sind im Vergleich zu

den a-Isoformen C-terminal um die TID und einen Grofteil der SAM-Domaéane verkirzt.
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p53

p63

p73

Proteinstruktur

N-terminale Trans-
aktivierungsdomane,
zentrale DNA-
Bindungsdomane,
C-terminale Oligo-
merisierungsdomane

N-terminale Trans-
aktivierungsdomane (nur
TAp63, nicht ANp63),
zentrale DNA-
Bindungsdomane,
C-terminale Oligo-
merisierungsdomane,
SAM-Domaéne (nur p63a)

N-terminale Trans-
aktivierungsdomane (nur
TAp73, nicht ANp73),
zentrale DNA-
Bindungsdomane,
C-terminale Oligo-
merisierungsdomane,
SAM-Domaéne (nur p73a.)

Transkriptionsregulation

p53-responsive Gene

p53-unabhangige Gene

Promotorbindung und
Aktivierung

Promotorbindung,
TAp63 Aktivierung,
ANp63 Inhibierung

Promotorbindung,
TAp73 Aktivierung,
ANp73 Inhibierung

keine Regulation

spezifische Transkriptionsregulation
durch p63- und/oder p73-Isoformen

Gewebespezifische Expression

ubiquitar

in mehrschichtigen
Plattenepithelien, speziell
der Haut
(Stammzellkompartiment)

in Regionen des zentralen
Nervensystems

(Stammzellkompartiment)

Knock-out-Mause

frihzeitige Entstehung
von Tumoren,
selten Exencephalie und
andere Entwicklungs-

neonataler Tod,

Abwesenheit von
Gliedmalien,

Abwesenheit der

korperliche Wachstums-
verzdgerung,

Sinus- und Mittelohrent-

ztindungen/infektionen,

stérungen Epidermis und anderer Hydrocephalus,
Plattenepithelien, gastrointestinale
Abwesenheit des Urothels Hamorrhagien,
und sekretorischer Stérungen im
Epithelien reproduktiven und
sozialen Verhalten,
hippocampale
Dysgenesie
Humane Syndrome
Li-Fraumeni: EEC, AEC, ADULT, LMS, nicht bekannt

Pradisposition fiir
Tumorerkrankungen,

heterozygot, autosomal
dominant vererbt

SHFM:
Entwicklungsstérungen
der Gliedmafen und/oder
ectodermale Dysplasien,
heterozygot, autosomal
dominant vererbt

Onkogenese
tumorspezifische

Mutationen
tumorspezifische
Expression

Transformation

p53 ist das am haufigsten
mutierte Gen in Tumoren

Mutationen sehr selten,
kausale Rolle nicht geklart

Mutationen sehr selten,
kausale Rolle nicht geklart

mutiertes p53

Expression von ANp63 in
Plattenepithelkarzinomen

starkere Expression von
p73 in Neuroblastomen,
Mammakarzinomen und
Ovarialkarzinomen (in
einigen Fallen spezifisch
von ANp73 und ATAp73)

mutiertes p53 in
Kooperation mit
aktiviertem Ras

keine Daten, aber:

ANp63-Expression
verstarkt die Kolonie-
bildung in Rat1a-Zellen

ANp73 in Kooperation mit
aktiviertem Ras

Assoziation mit viralen Onkoproteinen

Adenovirus E1B-55kDa
HPV E6
SV40 GroRes T-Ag

Assoziation
Assoziation
Assoziation

keine Daten
keine Assoziation
keine Assoziation

keine Assoziation
keine Assoziation
keine Assoziation

Tabelle 1: Vergleich der Eigenschaften von p63 und p73 mit p53 (Blandino and Dobbelstein,
2004; Mills, 2006; Yang and McKeon, 2000).
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Ghioni et al. konnten innerhalb der p63-Proteine eine zweite Aktivierungsdoméane (TAD2)
korrespondierend zu den Exons 11-12 identifizieren (Ghioni et al., 2002). Die TAD2
unterstitzt vermutlich die Promoteraktivierung durch die p63p/p73p-Isoformen. p53 am
ahnlichsten sind TAp63y und TAp73y. Im Vergleich zu p53 sind die p63y-Isoformen C-
terminal lediglich um eine kurze Polyglutamatkette verlangert.Einige Eigenschaften von p63
und p73 sind im Vergleich zu p53 in Tabelle 1 zusammengefasst. Allgemein lasst sich
feststellen, dass die TAp63/TAp73-Isoformen p53-responsive Reportergene und traditionelle
p53-Zielgene (p21, GADD45, Bax, MDM?2) aktivieren, sowie in transienten Experimenten
nach Uberexpression in Saugerzellen Apoptose induzieren. Dagegen sind die
ANp63/ANp73-Isoformen starke Antagonisten von p53. In Transkriptionsexperimenten
inhibieren sie sowohl die Funktion von p53 als auch die der TAp63/TAp73-Isoformen. Dabei
ergibt sich die dominant negative Aktivitat der AN-Isoformen sowohl aus deren Konkurrenz
mit den Transkriptionsaktivatoren um DNA-Bindungsstellen als auch durch die Sequestration
von p53-, TAp63- und TAp73-Homotetrameren durch die Bildung inaktiver Heterooligomere.
Durch die Uberexpression der p53-Homologen und anschlieBender cDNA-Array-
Hybridisierung wurden zudem etliche Gene gefunden, die spezifisch durch p63 und/oder p73
reguliert werden, jedoch nicht p53-responsiv sind (Blandino and Dobbelstein, 2004; Yang
and McKeon, 2000).

TAp63

L N RNA-Ponmerase Il

Transkriptions- Transkriptions-
initiationsfaktoren initiationsfaktoren

p53-responsives DNA-Element p53-responsives DNA-Element
RRRCATATGYYY Ny 3sRRRCATATGYYY RRRCATATGYYY Ny sRRRCATATGYYY

Abbildung 2: TAp63 versus ANp63 —transkriptioneller Aktivator versus Repressor.

Sowohl TAp63- als auch ANp63-Tetramere binden an responsive DNA-Elemtente und p53-responsive
Promotoren. Wahrend TAp63 die Transkription der anliegenden Gene aktiviert, reprimiert ANp63 die
Transkription und antagonisiert TAp63 bzw. p53.
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2.3 Die Rolle von p63 im Organismus

2.3.1 p63-defiziente Tiermodelle und humane p63-Syndrome

A

Abbildung 3: Die physiologische Relevanz von p63 bei der Entwicklung der Haut und in
humanen Syndromen.

(A): I) p63-Farbung eines perinatalen Gewebeschnittes der Epidermis einer wt Maus. p63 wird in den
basalen Zellen der Epidermis exprimiert. II) und Ill) Vergleich einer p63"'—Maus (1) mit einer wt Maus
(Il1) am Tag 1 postnatal. Die p63"-Maus weist im Gegensatz zur wt Maus hypoplastische Ober- und
Unterkiefer auf, besitzt keine Augenlider, keine Haut und keine Hautanhangsgebilde. Die Abbildungen
wurden der Verdffentlichung von Yang et al. (1999) entnhommen (Yang et al, 1999). (B):
Entwicklungsdefekte in EEC-Syndrom-Patienten. 1) und Il) Spalthdnde mit dystrophen Nageln der
Daumen (I) und SpaltfiRe (). 1) und IV) Kutane Verwachsung des zweiten und dritten Fingers der
rechten Hand (Ill) und teilweise Verwachsung des dritten und vierten Zehs am linken Ful’ (IV) eines
Patienten. Die Abbildungen wurden der Veroéffentlichung von Celli et al. (1999) entnommen (Celli et
al.,, 1999). (C): Entwicklungsdefekte in AEC-Syndrom-Patienten. 1) Ein Neugeborenes mit
Hauterythem, Erosionen und Lippen/Gaumenspalte. Il) Ein Neugeborenes mit partieller Fusion der
Augenlider. Ill) Ein 18 Monate altes Baby mit ausgepragter erosiver Kopfhautentziindung und
Alopezie. Die Abbildungen wurden der Veréffentlichung von McGrath et al. (2001) entnommen
(McGrath et al., 2001).

p63-defiziente Tiermodelle haben in der Vergangenheit Einblick in die zell- und
gewebespezifische Expression und die physiologische Funktion von p63 im Organismus

gegeben. Immunhistochemische Farbungen von Gewebeschnitten wildtypischen (wt)
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Mausembryonen konnten die Expression von p63 in basalen Zellschichten und
Vorlauferzellschichten vieler epithelialer Gewebe, u.a. der Epidermis, der Gebarmutter, des
Urogenitaltraktes, der Prostata, des Myoepitheliums der Brust und anderer Drisengewebe,
nachweisen (Tabelle 1, Abbildung 3A). Weiterfihrende Analysen der RNA-Expression
zeigten, dass es sich dabei hauptsachlich um ANp63a handelt (Yang et al., 1998). Dartber
hinaus gilt p63 als Stammzellenmarker, da eine Korrelation zwischen der Expression von
p63 und dem proliferativen Potential verschiedener Keratinozytenstadien besteht (Pellegrini
et al., 2001).

p63"-Mausen fehlen alle mehrschichtigen Plattenepithelien und ihre Anhangsgebilde
einschliellich der Brust-, Tranen- und Speicheldriisen. Die Tiere dehydrieren und sterben
kurz nach der Geburt. Zusatzlich weisen die Mause Fehlentwicklungen der Extremitaten und
des Gesichtsschadels auf (Abbildung 3A). Sie entwickeln verstimmelte Gliedmalien,
Lippen -, Kiefer-, Gaumenspalten und ihnen fehlen Zahne (Mills et al., 1999; Yang et al.,
1999). In einem weiteren Tiermodell konnten Koster et al. zeigen, dass die Expression von
p63 in einschichtigem Lungenepithelium in der Entstehung eines mehrschichtigen
Plattenepitheliums resultiert (Koster et al., 2004). Der spezifische Knockdown von ANp63 im
Zebrafisch (Danio rerio) verhindert die epidermale Morphogenese und flihrt zur Entwicklung

verstimmelter Flossen (Bakkers et al., 2002; Lee and Kimelman, 2002).

Neben p63-defizienten Tiermodellen haben Untersuchungen humaner Syndrome, die durch
heterozygote Keimbahnmutationen im p63-Gen verursacht werden, einen Einblick in die
Funktion von p63 gegeben. Bis heute wurden fiinf p63-Syndrome beschrieben, die mit
schwerwiegenden Entwicklungsdefekten einhergehen. Patienten mit einem EEC-Syndrom
weisen Anomalien der mittleren Abschnitte von Handen und Fifen auf (,Ectrodactyly,
Spalthand und Spaltfull), Dyshidrose, Dysplasie der Nagel, Haare und Zahne (Ectodermal
dysplasia“) und Lippen-, Kiefer-, Gaumenspalten (,Clefting”) (Abbildung 3B) (Celli et al.,
1999). Celli et al. konnte zeigen, dass diese Patienten eine Punktmutation innerhalb der DBD
von p63 tragen und alle EEC-Punktmutationen homolog zu bekannten tumorspezifischen
p53-Mutationen sind (Celli et al., 1999). Das AEC- (,Ankyloblepharon-Ectodermal dysplasia-
Clefting“) oder Hay-Wells-Syndrom wird durch Punktmutationen innerhalb der SAM-Domane
von p63 hervorgerufen und ist durch verwachsene Augenlider, Ektodermaldysplasie,
Lippen-, Kiefer-, und Gaumenspalte gekennzeichnet (Abbildung 3C) (McGrath et al., 2001).
Daneben gibt es noch das ADULT-Syndrom (,Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth®), SHFM
(,non-syndromic Split Hand - split Foot Malformation“) und das LMS-Syndrom (“Limb
Mammary Syndrome*), die mit p63-Mutationen assoziiert sind (van Bokhoven and McKeon,
2002). Vergleicht man diese Syndrome, reprasentieren sie alle ektodermale
Fehlentwicklungen. Die heterozygoten Punktmutationen werden autosomal dominant vererbt

und resultieren im Vergleich zu wt p63 in einem Protein mit dominant negativen
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Eigenschaften oder zeigen einen Funktionsgewinn. Signifikant ist auch eine Genotyp-

Phéanotyp-Korrelation zwischen dem Ort der Mutation und den hervorgerufenen Symptomen.

Aus den Daten der p63-defizienten Tiermodelle und der p63-Syndrome wird die Funktion von
p63 im Organismus heute wie folgt abgeleitet: Wahrend der Entwicklung wird p63
hauptsachlich im embryonalen Ektoderm und in den basalen Schichten vieler epithelialer
Gewebe exprimiert. Die Strukturen, deren Entwicklung in p63"-Mausen und in humanen
Syndromen betroffen sind, sind von spezialisierten ektodermalen Zellen abgeleitet, die auf
einen Signalaustausch mit darunterliegenden mesodermalen Zellen angewiesen sind
(Ferguson, 1988). Eine mogliche Funktion von p63 ist die Regulation der involvierten

Signalwege (van Bokhoven and McKeon, 2002).

p63"-Mause wurden von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen untersucht, die beide einen
vergleichbaren Phanotyp der Mause beschrieben haben, deren Interpretation der Funktion
von p63 aber in unterschiedliche Richtungen geht. Mills et al. sehen die Funktion von p63 in
der ektodermalen Differenzierung wahrend der Embryogenese (Mills et al., 1999). Yang et al.
sehen dagegen die Funktion von p63 in der Aufrechterhaltung der basalen Zellpopulationen
und Vorlauferzellpopulationen und damit in der epithelialen Entwicklung und Morphogenese
(Yang et al., 1999). Weitere Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen unterstlitzen
jeweils eine der Hypothesen oder lassen eine Funktion von p63 vermuten, die beide
Hypothesen verknipft (Barbieri and Pietenpol, 2006). p63 Ubt eine entscheidende Funktion
in der Kontrolle der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung epithelialer Zellen
aus (Barbieri and Pietenpol, 2006; Yang and McKeon, 2000). Weitere Untersuchungen sind

jedoch notwendig, um die Rolle von p63 innerhalb dieser Prozesse zu klaren.

2.3.2 p63 — Tumorsuppressor oder Onkogen ?

Die Rolle von p63 wahrend der Onkogenese ist komplex und noch nicht vollstandig geklart.
Obwohl p63 in der Lage ist, p53-responsive Gene zu aktivieren (Yang et al., 1998), sind p63-
Mutationen in Tumoren nur sehr selten zu finden (Hagiwara et al., 1999; Moll, 2003; Osada
et al., 1998). Betrachtet man humane p63-Syndrome, so vermitteln bekannte p63-Mutationen
keine Pradisposition flir Tumorerkrankungen. Allerdings ist in den meisten Tumoren die p63-
Expression aufrechterhalten. Haufig ist das p63-Gen sogar transkriptionell Uberexprimiert
oder der p63-Locus ist amplifiziert (Choi et al., 2002; Cui et al., 2005; Hibi et al., 2000; Hu et
al., 2002; Massion et al., 2003; Park et al., 2000; Tonon et al., 2005). ANp63a ist als
Antagonist von p53 ein potentielles Onkogen und ist in verschiedenen epithelialen Tumoren
Uberexprimiert (Cui et al., 2005; Yang et al., 1998). Die Uberexpression von ANp63 in Rat-

1a-Zellen verstarkt das Koloniewachstum der Zellen in Softagar und das Wachstum von
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Xenografttumoren in Nacktmausen (Hibi et al., 2000). Aufgrund der Funktion von ANp63a bei
der Entwicklung wird vermutet, das es nicht nur die proliferative Kapazitat von epithelialen
Stammzellen sondern auch die von Tumorzellen erhalt (Blandino and Dobbelstein, 2004).
p63 ist vermutlich in die Onkogenese involviert, jedoch ist der zugrundeliegende

Mechanismus noch aufzuklaren (Mills, 2006).

2.4 Wnt-Signaltransduktion

Wahrend der Entwicklung kontrollieren verschiedene Signalmolekile, wie Bone Morphogenic
Proteins (BMP), Hedgehogs, Fibroblast Growth Factors (FGF), Schliisselereignisse der
Embryogenese. Dazu gehoéren auch die Mitglieder der Wnt-Familie. Wnt-Signalmolekiile sind
sezernierte Glykoproteine, die an Frizzled (Fz) Transmembranrezeptoren binden und damit
Signalkaskaden aktivieren, die sowohl die Entwicklung als auch die Gewebehomdostase
regulieren. Eine Stérung dieser Signalwege fuhrt zur Entstehung von Krankheiten und

Tumoren (Logan and Nusse, 2004).

Das erste in Sdugern entdeckte Wnt-Gen nannte man int-1, da es durch die genomische
Integration der Long-Terminal-Repeat-Region des Mouse mammary tumor virus aktiviert
wurde. Durch die Kombination des Namens mit dem des Drosophila-Homologen Wingless
entstand der Name Whnt (Rijsewijk et al., 1987). Bis heute wurden 19 humane und murine
Wnt-Gene, sowie 7 Wnt-Gene in Drosophila melanogaster und 5 in Caenorhabditis elegans
beschrieben, die hoch konserviert sind. So weisen z.B. Wnt-Proteine von Saugern und
Drosophila ahnliche biologische und biochemische Aktivitaten auf (Danielian and McMahon,
1996; Logan and Nusse, 2004). In phylogenetischen Analysen konnten die 19 humanen
Whnt-Gene in 12 Subfamilien unterteilt werden. Mindestens 11 dieser Subfamilien sind auch
in Cnidaria (speziell Nematostella vectensis) vorhanden. Das bedeutet, Wnt Subfamilien
entstanden sehr friih in der Evolution der Metazoa, wahrscheinlich vor etwa 650 Millionen

Jahren (Kusserow et al., 2005).

Whnt-Proteine sind auf AS-Ebene hochkonservierte Proteine mit unterschiedlichen Aktivitaten.
Sie regulieren die Zellproliferation, die Zellfunktion und die Zelldifferenzierung (Logan and
Nusse, 2004).

2.4.1 Wnt-Signalmolekile regulieren mehrere Signalwege

Einen ersten Hinweis auf unterschiedliche Wnt-induzierte Signalkaskaden ergaben
Experimente in Xenopus laevis. Wahrend die Expression von XWnt1 und XWnt8

erwartungsgemal zu einer Duplikation der embryonalen Kérperachse fuhrte, verursachte die
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Expression von XWnt4, XWnt5a und XWnt11 eine gestérte Konvergenz und Extension der
Kodrperachse, ohne das Schicksal der einzelnen Zelle zu beeinflussen (Du et al., 1995; Moon
et al., 1993).
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Abbildung 4: Uberblick tiber die Wnt-Signaltransduktion.

Das Schema gibt einen Einblick in die Komplexizitat der intrazellularen Wnt-Signaltransduktion und die
Aufteilung in verschiedene Signalwege. Neben dem B-Catenin-Signalweg regulieren Wnt-Proteine den
planaren Zellpolaritatssignalweg und den ca’ *_Signalweg. Die Abbildung wurde der Verdffentlichung
von Huelsken et al. (2002) entnommen (Huelsken and Behrens, 2002).

Heute unterscheidet man mindestens drei Zweige der intrazellularen Wnt-Signaltransduktion.
Der kanonische Wnt-p-Catenin-Signalweg aktiviert Zielgene im Zellkern (s. Kapitel 2.4.2).
Der planare Zellpolaritatssignalweg reguliert Uber RhoA und die Jun N-terminale Kinase
(JNK) die asymmetrische Organisation des Zytoskeletts und die koordinierte Polarisation der
Zellen. Der Wnt/Ca**-Signalweg filhrt vermutlich iiber G-Proteine zu einer intrazelluldren
Ca?'-Freisetzung und reguliert (iber die Phosphatase Calcineurin den Transkriptionsfaktor
NF-AT (Huelsken and Behrens, 2002). In Abbildung 4 ist die Komplexitdt der Wnt-
Signaltransduktion schematisch dargestellt. Die Klassifizierung der nicht-kanonischen Wnt-
Signalwege ist noch nicht abgeschlossen. Es ist schwierig klare Abgenzungen zwischen den
Signalkaskaden zu definieren, da viele Abschnitte Uberlappen. So kann man nicht genau
sagen, wieviele Wnt-Signalwege es gibt. Im Gegensatz zur Regulation von

Transkriptionsfaktoren ist bisher wenig Uber die signalvermittelte Regulation der
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Zellbewegung, der Zellform und der Zellpolaritdt bekannt. Es bleibt deshalb interessant zu
entdecken, in welchem Ausmall embryonale und adulte Prozesse Uber nicht-kanonische

Signalwege kontrolliert werden (Veeman et al., 2003).

2.4.2 Der kanonische Wnt-Signalweg

Der kanonische Wnt-Signalweg reguliert die Aktivitdt von p-Catenin Uber dessen

zytoplasmatische Akkumulation und nukleare Translokation.

In Abwesenheit von Wnt-Signalmolekilen bindet p-Catenin an einen Komplex aus Axin,
Adenomatous Polyposis Coli (APC), Glykogen-Synthetase-Kinase-3p (GSK3-B) und Casein
Kinase-1 (CK-1). CK-1 und GSK3-p phosphorylieren sequentiell B-Catenin und markieren es
so fur die B-TrCP-vermittelte Ubiquitinylierung. B-TrCP ist eine Komponente des SCF-
Ubiquitinligasekomplexes und erkennt hyperphosphoryliertes B-Catenin. Polyubiquitinyliertes
B-Catenin  wird  anschlieBend durch das  26S-Proteasom  abgebaut. Die
Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie binden sequenzspezifisch an Tcf/Lef-responsive
DNA-Elemente B-Catenin-Tcf/Lef-regulierter Gene. In Abwesenheit von B-Catenin befindet
sich Tcf/lLef in einem Repressorkomplex zusammen mit Groucho-Faktoren,
Histondeacetylasen (HDAC) und dem C-terminal Binding Protein (CtBP) (Abbildung 5A).

Die Bindung von Wnt-Liganden an einen Rezeptorkomplex, bestehend aus einem Mitglied
der Fz-Rezeptorfamilie und LRP-5/6 (Low Density Lipoprotein (LDL) Receptor Related
Protein), inhibiert die Phosphorylierung von B-Catenin durch den Axin/APC/GSK3-p/CK-1-
Komplex. Die Assoziation der Wnt-Liganden mit dem Fz/LRP-5/6-Korezeptorkomplex fiihrt
zur sequentiellen Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméane von LRP-5/6 durch
GSK3-p und CK-1. Daraufhin wird Axin an den phosphorylierten Rezeptorkomplex rekrutiert.
Die Funktion von Dishevelled (Dvl) bei der Inhibierung des Axin/APC/GSK3-B/CK-1-
Komplexes ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Dvl unterstitzt vermutlich die Rekrutierung
oder Inhibierung des Axin-Proteinkomplexes. Hypophosphoryliertes p-Catenin akkumuliert im
Zytoplasma der Zelle und wird in den Zellkern transportiert. Dort reguliert es zusammen mit
Tcf/Lef Wnt-Zielgene. Dabei verdrangt p-Catenin Groucho-Faktoren von Tcf/Lef und etabliert
einen transkriptionell aktiven Proteinkomplex, indem es Transkriptionskofaktoren, wie BCL-9
zusammen mit Pygopus (Pyg), und Chromatin umgestaltende Faktoren, wie die
Histonacetylase CBP/p300 und Brg-1, eine Komponente des SWI/SNF-Komplexes,
rekrutiert. Daneben gibt es noch viele weitere Bindungspartner des p-Catenin-Tcf/Lef-
Komplexes, die die Transkription Wnt-responsiver Gene aktivieren oder regulieren (siehe
Gordon et al. und He et al. (Gordon and Nusse, 2006; He and Axelrod, 2006)) (Abbildung
5B).
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A

Frizzled LRP5/6

stimuliert

Abbildung 5: Der kanonische Wnt-Signalweg.

(A) unstimuliert: B-Catenin wird durch einen Proteinkomplex bestehend aus Axin, APC, GSK3-$ und
CK-1 phosphoryliert, durch B-TrCP polyubiquitinyliert und anschliellend proteasomal abgebaut. Tcf/Lef
bindet im Komplex mit den Repressoren Groucho, HDAC und CtBP an B-Catenin-Tcf/Lef-responsive
DNA-Elemente. Wnt-Zielgene werden nicht transkribiert. (B) stimuliert: Wnt-Liganden binden an den
Fz-LRP5/6-Rezeptorkomplex. LRP5/6 wird durch GSK3-f und CK-1 phosphoryliert und Axin wird,
vermutlich durch Dvl unterstitzt, rekrutiert. Hypophosphoryliertes p-Catenin akkumuliert im
Zytoplasma und wird in den Zellkern transportiert. Dort verdrangt es Groucho und bindet Tcf/Lef sowie
Transkriptionskofaktoren, u.a. BCL-9 (im Komplex mit Pygo), CBP/p300 und Brg-1. Die Transkription
von Wnt-Zielgenen wird eingeleitet.
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Mutationsanalysen haben gezeigt, dass die Wnt-Signaltransduktion in viele biologische
Prozesse involviert ist und die Regulation Wnt-responsiver Gene meist vom Zelltyp abhangt.
In der Zukunft gilt es zu untersuchen, wie unterschiedlich verschiedene Zelltypen aufgrund
differentieller Genexpression auf Wnt-Signale antworten (Logan and Nusse, 2004). Ein
besonderes Merkmal des Wnt-Signalweges ist dessen Selbstkontrolle durch
Ruckkopplungsmechanismen (Feedback-Kontrolle). Wnt-Signalmolekile regulieren die
Genexpression von Komponenten des Wnt-Signalweges, wie z.B. Fz (Muller et al., 1999),
LRP (Wehrli et al., 2000), Axin-2 (Jho et al., 2002), p-TrCP (Spiegelman et al., 2000),
(AN)Tcf-1 (Roose and Clevers, 1999), Lef-1 (Hovanes et al.,, 2001). Eine weitere Gruppe
Whnt-responsiver Gene sind Zellzyklusregulatoren, wie z.B. c-myc und Cyclin D1 (He et al.,
1998; Shtutman et al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999). D.h., Wnt-Signaltransduktion
aktiviert die Zellproliferation. Wnt"-Phanotypen kénnen meist durch fehlende Zellproliferation
erklart werden. Neuere Studien lassen auch eine Regulation der Zelladhasion durch Wnt

vermuten, dies muss allerdings noch bestatigt werden (Jamora et al., 2003).

2.4.2.1 B-Catenin

B-Catenin ist ein multifunktionales Adapterprotein. An der Plasmamembran interagiert es mit
der zytoplasmatischen Doméne von E-Cadherin und vermittelt die Ca®‘-abhangige
Zelladhasion (Meigs et al., 2001). Als Effektor des kanonischen Wnt-Signalweges wird die
Stabilitdt und Aktivitat von [B-Catenin durch Protein-Protein-Interaktionen reguliert.
Méglicherweise regulieren auch andere Signalwege p-Catenin Uber diesen Mechanismus
(Fujino and Regan, 2001). Es wird vermutet, dass unterschiedliche molekulare Formen des
Proteins flr dessen Interaktion mit E-Cadherin bzw. Tcf/Lef ausschlaggebend sind und das
die Funktion von B-Catenin Uber dessen molekulare Form reguliert wird (Gottardi and
Gumbiner, 2004). Die Regulation der N-terminalen Phosphorylierung von p-Catenin bestimmt
dessen Stabilitait (Dajani et al., 2001; Harwood, 2001). Die zentralen Armadillo-
Sequenzwiederholungen (siehe Drosophila-Homolog Armadillo (Arm)) vermitteln die
Interaktion von B-Catenin mit a-Catenin, E-Cadherin, Axin, APC und Tcf/Lef (Aberle et al.,
1994; Behrens et al., 1998; Behrens et al., 1996; Huelsken et al., 1994; Rubinfeld et al.,
1995; von Kries et al., 2000; Xing et al., 2003). Uber den C-Terminus bindet es
Transkriptionskofaktoren (Barker and Clevers, 2000). Im Zellkern bildet p-Catenin zusammen
mit Tcf/Lef einen Transkriptionskomplex. Dabei aktiviert es vorzugsweise Lef-1 (Simcha et
al., 1998). Uber die zusatzliche Bindung von Transkriptionskofaktoren entsteht ein aktiver
Transkriptionskomplex. Phosporyliertes B-Catenin ist nicht transkriptionell aktiv (Sadot et al.,

2002). Wie p-Catenin in den Zellkern transportiert wird, ist mechanistisch noch nicht
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aufgeklart. Es besitzt kein nukledres Lokalisationssignal (NLS). Trotzdem wird es standing in

den Zellkern importiert bzw. aus dem Zellkern exportiert (Yokoya et al., 1999).

2.4.2.2 Tcf/lLef-Faktoren

Die Tcf/Lef-Faktoren bilden das unterste Glied des kanonischen Wnt-Signalweges. Tcf-1,
Lef-1, Tcf-3 und Tcf-4 besitzen eine DBD, die Homologien zu der Familie der HMG-Box-
Transkriptionsfaktoren (High Mobility Group) aufweist. Uber diese Doméane binden Tcf/Lef-
Faktoren an die Konsensussequenz 5 AGATCAAAGGG 3’ Wnt-responsiver Zielgene und
Uben damit eine architektonische Funktion aus (Giese et al., 1991; van Beest et al., 2000;
van de Wetering et al., 1991). Der innerhalb der Tcf/Lef-Familie konservierte N-Terminus der
Proteine vermittelt die Interaktion mit B-Catenin (Graham et al., 2000). In Abwesenheit von (-
Catenin befindet sich Tcf/Lef in einem Repressorkomplex. Gelangt 3-Catenin in den Zellkern,
werden die Repressoren verdrangt, Tcf/Lef wird sumoyliert (lhara et al., 2005; Yamamoto et
al.,, 2003) und ein aktiver Transkriptionskomplex wird durch die B-Catenin-abhangige
Rekrutierung von Transkriptionkofaktoren gebildet. Wnt-responsive Gene werden
transkribiert. Obwohl die Promotoren B-Catenin-Tcf/Lef-responsiver Gene mehrere Tcf/Lef-
Konsensussequenzen enthalten, sind B-Catenin und Tcf/Lef nicht ausreichend, deren
Transkription zu aktivieren (Prieve and Waterman, 1999). Eine Ausnahme bildet lediglich
Lef-1, das eine kontextabhangige Aktivierungsdomane besitzt und in Anwesenheit des
Koaktivators ALY die Transkription aktivieren kann (Bruhn et al., 1997). Tcf/Lef-Faktoren
besitzen ein NLS, allerdings unterscheidet sich die intrazellulare Lokalisation der einzelnen
Familienmitglieder (Prieve et al., 1998). Die Genexpression von TcflLef wird u.a. durch den
Whnt-Signalweg (Hovanes et al., 2001; Roose and Clevers, 1999) und p53 (Rother et al.,
2004) reguliert. Die Rolle extensiven alternativen Spleiltens der TcflLef mRNA ist bisher
nicht aufgeklart (Duval et al., 2000; Korinek et al., 1997; Van de Wetering et al., 1996;
Waterman et al., 1991). Tcf-1 und Lef-1 enthalten einen alternativen Promotor, der zur
Expression N-terminal trunkierter Proteine fuhrt, denen die p-Catenin-Bindungsdomane fehlt
(Hovanes et al., 2001; Van de Wetering et al., 1996).

2.5 Die Rolle der Wnt-Signaltransduktion bei der Entstehung von Krankheiten

Die deregulierte Wnt-Signaltransduktion ist die Ursache vieler Erkrankungen. So verursacht
eine Mutation im Whnt-3-Gen, die zu einem Funktionsverlust von Wnt-3 fiihrt, die seltene
genetische Erkrankung Tetraamelie (Niemann et al., 2004). Mutationen im LRP-5-Gen
beeintrachtigen die Knochendichte. Wahrend eine aktivierende LRP-5-Mutation zu erhdhter

Knochendichte fuhrt (Boyden et al.,, 2002), verursacht eine Mutation, die zu einem
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Funktionsverlust fuhrt, Osteoporose (Gong et al., 2001). Agenesie der Zahne und eine
Pradisposition zur Entstehung kolorektaler Tumoren wird durch eine Missense-Mutation des
Axin-2-Gens verursacht (Lammi et al., 2004). Weitere Untersuchungen geben Hinweise
darauf, dass neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer und Chorea Huntington, mit
verminderter Wnt-Signaltransduktion einhergehen (Caricasole et al., 2004; Carmichael et al.,
2002).

B-Catenin-Tcf/Lef-responsives Gen Funktion
c-Myc, Cyclin-D1 (He et al., 1998; Shtutman et al., Zellzyklusregulatoren, erhdhte Zellproliferation
1999; Tetsu and McCormick, 1999)
Survivin (Kim et al., 2003; Zhang et al., 2001a) Apoptoseinhibitor, Akkumulation transformierter Zellen
FGF18 (Shimokawa et al., 2003) Wachstumsfaktor, erhéhte Zellproliferation
c-Met (Boon et al., 2002) Tyrosinkinase, erhdhte Zellproliferation und

Tumorzellinvasion

VEGF (Zhang et al., 2001b) Wachstumsfaktor, Angioneogenese

MMP7, MMP26 (Brabletz et al., 1999; Crawford et al., Metalloproteinasen, Abbau der extrazellularen Matrix,

1999; Marchenko et al., 2002) Tumorzellprogression
CD44 (Wielenga et al., 1999) Metastasierung
Nr-Cam (Conacci-Sorrell et al., 2002) Adhasionsrezeptor, Transformation von Fibroblasten,

erhoht ihre Motilitat

Tabelle 2: B-Catenin-Tcf/Lef-responsive Gene und ihre Funktion wéhrend der Onkogenese.

Mutationen, die den kanonischen Wnt-Signalweg konstitutiv aktivieren, d.h, p-Catenin
stabilisieren, fuhren zur Onkogenese. Viele Tumoren weisen eine Mutation des p-Catenin-
Gens bzw. eine Mutation des APC-, Axin-, oder Axin-2-Gens auf. Ein weiterer Mechanismus
der Aktivierung des Wnt-Signalweges ist die Hypermethylierung der DNA, wie es fir das wt
APC-Gen beschrieben wurde. Diese Veranderungen induzieren die Tumorentstehung in der
Haut, im Gehirn, in der Schilddrise, im Rickenmark, in der Leber, im Magen, in der Niere, in
den Eierstocken, in der Gebarmutter, in der Prostata, im Dickdarm und im Mastdarm (siehe
Review (Behrens and Lustig, 2004)). Der initiale Schritt der Onkogenese ist das Entkoppeln
von B-Catenin. Die Aktivierung der CRT fuhrt neben der initialen Zellexpansion zur
Tumorzellprogression, einer erhdéhten Zellmotilitdt und damit zu einer erhdhten

Metastasierungskapazitat der Tumorzellen. Die Ursache fur diese weitgreifenden
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Veranderungen der Zellen ist die Vielzahl unterschiedlicher Wnt-responsiver Gene, die
anhand von Genexpressionsstudien in zellularen Systemen und Tumoren ermittelt wurden.

Eine kleine Auswahl B-Catenin-Tcf/Lef-responsiver Gene und ihrer Funktion ist in Tabelle 2
zusammengestellt.
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2.6 Fragestellung

Das p53-homologe p63-Gen kodiert flr Proteine mit unterschiedlichen Funktionen. Aufgrund
eines kryptischen Promotors und extensiven alternativen Spleilens werden mehrere
Isoformen der DNA-bindenden Proteine exprimiert, die transaktivierende und reprimierende
Eigenschaften besitzen. Wahrend die p63-Proteine, besonders ANp63a, fiir die Entwicklung
epithelialer Gewebe essentiell sind, ist ihre Bedeutung bei der Onkogenese umstritten (Mills,
2006; Yang and McKeon, 2000). Wir haben uns die Frage gestellt, ob ANp63a, ein
Antagonist des Tumorsuppressors p53, unabhangig von p53 Gene reguliert, die einen
onkogenen Phanotyp induzieren. Patturajan et al. konnten zeigen, dass ANp63o die
nukledre Akkumulation von B-Catenin und die B-Catenin-Tcf-regulierte Transkription (CRT)

Whnt-responsiver Gene aktiviert (Patturajan et al., 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion von ANp63oa bei der CRT

charakterisiert werden. Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:

Aktiviert ANp63a spezifisch die CRT, d.h. den kanonischen Wnt-Signalweg, oder aktiviert es
auch andere wachstumsregulatorische Signalwege? Wie beeinflussen die p63-Homologen
p53 und p73 die CRT? Welche Proteindomanen von ANp63a sind notwendig bzw.
hinreichend fur die Aktivierung der CRT? Dabei sollten verschiedene p63-Isoformen, die
Koexpression eines Inhibitors der Oligomerisierung sowie physiologisch relevante
Punktmutanten aus humanen p63-Syndromen auf die Aktivierung der CRT untersucht

werden.

Wo greift ANp63a in den kanonischen Wnt-Signalweg ein und welcher Mechanismus liegt
der Aktivierung der CRT zugrunde? Inhibiert ANp63a den p-Catenin-abbauenden
Proteinkomplex bestehend aus Axin, APC, GSK3-p und CK-1? Welchen Einfluss hat es auf
die intrazellulare Lokalisation von p-Catenin? Ist ANp63a Teil des aktiven B-Catenin-Tcf/Lef-

Transkriptionskomplexes?

Diese Untersuchungen sollten Teilantworten auf die umfassendere Frage geben:

Kdénnte ANp63a Uber die Regulation der CRT unabhangig von p53 die Onkogenese durch
Deregulation des kanonischen Wnt-Signalweges induzieren und damit als Onkogen

fungieren?
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3 Material

3.1 Geréte

BioRad GenePulser® Il electroporator
Bioruptor™

Brutschrank Heraeus ,HERAcell®"
EC 250-90 Power Supply

Entwickler-Maschine ,Gevamatic 60“

Eppendorf® Research Series 2100 Pipetten
(0,1-2,5ul; 0,5-10pl; 10-100pI; 100-1000pl)

Feinwaage Expert LE623S
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 40
Folien-SchweilRgerat ,VACUPACK 2 PLUS*

Gefrierschrank —20° C

Gefrierschrank —80° C

Gel Doc 2000

GeneQuant™ pro RNA/DNA Calculator
Heraeus Megafuge 1.0R

Hettich MIKRO 22R Mikrozentrifuge

Horizontale Elektrophoresekammer,

(Gelschlitten und Kdmme fur Agarosegele)
Keutz® Minigelkammer
Kippschuttler

Magnetrihrer MR3001
Microplate Luminometer CENTRO LB 960

Mikroskop

Mikrowellengerat

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Diagenode sa, Liége (Belgien)

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
E-C Apparatus Corp., St. Petersburg (USA)

Agfa Deutschland
Vertriebsgesellschaft mbH & Cie. KG, Kéln

Eppendorf AG, Hamburg

Sartorius AG, Gottingen
Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
Krups GmbH, Solingen

Liebherr-International Deutschland GmbH,

Biberach an der Riss

Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

GE Healthcare Europe GmbH, Miinchen
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

Harnischmacher Labortechnik, Kassel

von Keutz, Reiskirchen
von Keutz, Reiskirchen
Heidolph

Schwabach

Berthold Technologies GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Instruments GmbH & Co.KG,

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhdhe
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PCR Cycler Primus 25 advanced
pH-Meter CG 832

pipetus®

Quarzkuvette

Schattler fur Bakterienkultur
Sterilbank Heraeus ,HERAsafe®"
Thermomixer comfort

Uberkopfrotierer

Vortex Reagenzglasmischer
Wasserbad TW20
Westernblotkammer ,Mini Trans-Blot Cell*

Zahlkammer Neubauer improved

3.2 Verbrauchsmaterialien

6 Well Zellkulturplatte

12 Well Zellkulturplatte

Amersham Hyperfilm™ ECL™
Cryordhrchen CryoLine™ (1,8 ml)
Eppendorf Reaktionsgefalle 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefale 2,0 ml
Filter Top Zellkulturflasche 75 cm?
Filter Top Zellkulturflasche 175 cm?
Gene Pulser Cuvettes, 0,1 cm gap
Insulinspritze

Lab-Tek™ Chamber Slides™ (4 Well)
LumiNunc™ 96 Microwell™ Platten
Petrischalen

Pipettenspitzen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
SCHOTT Instruments GmbH, Mainz

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Hellma GmbH & Co. KG, Millheim

New Brunswick Scientific GmbH, Nurtingen
Thermo Electron Corporation, Langenselbold
Eppendorf AG, Hamburg

GmbH & Co.KG,

Heidolph Instruments

Schwabach

neolLab®, Heidelberg
JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
GE Deutschland, Miinchen

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Buettner-Frank GmbH, Erlangen

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht
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Protran® Nitrocellulose-Membran
Roéhrchen mit Schraubverschluss 15 ml
Roéhrchen mit Schraubverschluss 50 ml
Whatman 3MM Chr Blotting Sheets

Zellschaber (1,3 cm Klinge)

3.3 Chemikalien
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-

phenanthridiniumbromid (Ethidiumbromid)
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Agarose, ultrarein

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (Natriumsalz)

Bacto-Agar

BenchMark™ Protein Ladder
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

complete® mini EDTA-free

(Proteaseinhibitoren)

Desoxycholat (DOC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriummethylendiamintetraacetat (EDTA)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPQO,)
Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol (abs.)

Fluoprep

Glycerol

Whatman GmbH, Dassel
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Whatman GmbH, Dassel

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Riedel-de-Haén, Seelze
Riedel-de-Haén, Seelze

bioMérieux, Marcy I'Etoile (Frankreich)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Glycin

Glykogen

Hefeextrakt

Isopropanol

Jodacetamid

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Lithiumchlorid (LiCl)
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl,x6H,0)
B-Mercaptoethanol

Methanol
N,N,N’,N-Tetramethylethylethylendiamin
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

Naturaflor® Magermilchpulver

Nonidet® P40 (NP40)

Paraformaldehyd (PFA)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Protein A-Sepharose®

von Staphylococcus aureus (PAS)
rotiphorese® Gel 30

Saccharose

Salzsaure (HCI)

Stickstoff (99,996%)

Tetracyclin

Trasylol 200.000 KIE
Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Base)

Triton X-100

Riedel-de-Haén, Seelze

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Riedel-de-Haén, Seelze

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Toépfer GmbH, Dietmannsried

GE Deutschland, Mianchen

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Messer Group GmbH, Sulzheim

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Bayer Vital GmbH, Leverkusen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Trypton
Tween 20

Wasser, nukleasefrei

3.4 Kits und Reagenzien
Dual-Luciferase® Reporter Assay System
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit |

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit Il
Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent

QIAquick™ PCR Purification Kit

QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit

SuperSignal® West Dura

Extended Duration Substrate

SuperSignal® West Femto

Maximum Sensitivity Substrate

3.5 Antikdrper

3.5.1 Primarantik6rper
a-p-Actin (AC-15), Maus monoklonal

a-B-catenin (E-5), Maus monoklonal

o-pB-Galactosidase (B-Gal), Maus monoklonal

a-GFP, Maus monoklonal

a-HA.11, Maus monoklonal

a-Myc Tag (clone 4A6), Maus monoklonal
o-p53 (Ab-2, PAb1801), Maus monoklonal

o-p63 (4A4), Maus monoklonal

Merck KGaA, Darmstadt
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Promega GmbH, Mannheim
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

QIAGEN GmbH, Hilden

Stratagene Europe, Amsterdam (Niederlande)

Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn

Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn

Abcam plc, Cambridge (GroRbritannien)
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
Promega GmbH, Mannheim

Takara Bio Europe/Clontech,

Saint-Germain-en-Laye (Frankreich)

Covance Research Products, Inc.,
Berkeley (USA)

Biomol GmbH, Hamburg
Merck Biosciences GmbH, Schwalbach/Ts.

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
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a-p73 (Ab-2, ER-15), Maus monoklonal

a-Phospho-B-Catenin (Ser33/37/Thr41),
Kaninchen polyklonal

a-Tcf-4 (clone 6H5-3), Maus monoklonal

3.5.2 Sekundéarantikérper

Alexa Fluor® 594 (Rot) Ziege anti-Maus IgG;

Ziege a-Kaninchen IgG, F(ab'),-Fragment,
POD-gekoppelt

Ziege a-Maus IgG, F(ab'),-Fragment,
POD-gekoppelt

3.6 Vektoren und Plasmide

3.6.1 Vektoren und Expressionsplasmide
pcDNA3

pcDNA3-ANp63a (mus musculus)
pcDNA3-ANp63B (mus musculus)
pcDNA3-ANp73a (homo sapiens)

pcDNA3-GIli-1 (mus musculus)
(Sasaki et al., 1999)

pcDNA3-myc-ANp63a.

Merck Biosciences GmbH, Schwalbach/Ts.

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers (USA)

Biomol GmbH, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Dianova GmbH, Hamburg

Dianova GmbH, Hamburg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Frank McKeon, Boston (USA)
s. Kapitel 4.2.7.2.1

Natalia Kartasheva, Marburg

Hiroshi Sasaki, Kobe (Japan)

Hans van Bokhoven, Nijmegen (Niederlande)

pcDNA3-myc-ANp63a. C306R (mus musculus)Hans van Bokhoven, Nijmegen (Niederlande)

(Celli et al., 1999)

pcDNA3-myc-ANp63a L518F (mus musculus) Hans van Bokhoven, Nijmegen (Niederlande)

(McGrath et al., 2001)
pcDNA3-myc-ANTcf-4 (homo sapiens)
pcDNA3-myc-Tcf-4 (homo sapiens)
pcDNA3-p63DD-CHA (mus musculus)
pcDNA3-p63DDmut-CHA (mus musculus)

pcDNA3-TA*p63a (mus musculus)

Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
Angelika Waltermann, Marburg
Angelika Waltermann, Marburg

Frank McKeon, Boston (USA)
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pcDNA3-TAp63a (mus musculus) Frank McKeon, Boston (USA)
pClneo-B-Catenin (homo sapiens) Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
pClneo-B-Catenin S33Y (homo sapiens) Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
(Morin et al., 1997)
pCMV-eGFP Claudia Lenz-Bauer, Marburg

pRC-CMV-p51A (homo sapiens TAp63y) Shuntaro lkawa, Sendai (Japan)
pRC-CMV-p53 (homo sapiens) Arnold J. Levine, Princeton (USA)
(Lin et al., 1994)

3.6.2 Reporterplasmide

8x3'Gli-BS551Lucll Hiroshi Sasaki, Kobe (Japan)
(Kamachi and Kondoh, 1993; Sasaki et al., 1997)

pGL3-OF (abgeleitet von pFOPFLASH) Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
(He et al., 1998; Korinek et al., 1997)

pGL3-OT (abgeleitet von pTOPFLASH) Bert Vogelstein, Baltimore (USA)
(He et al., 1998; Korinek et al., 1997)

pGL3-Promoter Promega GmbH, Mannheim

pRL-tk Promega GmbH, Mannheim

3.7 Oligonukleotide
ANp63p hin 5" ACT GCAGCATTG TCAGGATTT GGC AAGTCT GA 3'
ANp63p rick 5' TCA GAC TTG CCA AAT CCT GAC AAT GCT GCAGT 3

Die Oligonukleotide wurden von der MWG-Biotech AG in Ebersberg synthetisiert.

3.8 Bakterienzellen

ElectroMAX™ DH10B™ Cells Invitrogen GmbH, Karlsruhe

E. coli, Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80/acZAM15 AlacX74 recA1 endA1 araD139 A(ara, leu)7697
galu galK A- rpsL nupG
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3.9 Eukaryotische Zelllinien
NCI-H1299 humanes GroRzellen Lungenkarzinom, ATCC® Nr.: CRL-5803™

HEK-293 humane embryonale Nierenzellen, ATCC® Nr.: CRL-1573™

3.10 Medien und Lésungen flr die Bakterienkultur

2YT-Medium 10g Hefeextrakt
5g NaCl
16 g Trypton
ad11 dH,O
Ampicillin-Stammldsung 20 mg/ml  Ampicillin in dH,O
LB-Agar 7,5g Bacto-Agar

ad 500 ml LB-Medium

LB-Medium 5g Hefeextrakt
10g NacCl
10g Trypton
ad11 dH,O

3.11 Medien und Lésungen fur die Kultur eukaryotischer Zellen

200 mM L-Glutamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Ciprobay® (2 mg/ml Ciprofloxacin) Bayer Vital GmbH, Leverkusen
D-MEM Vollmedium s. Kapitel 4.1.2.1

Dulbecco’s modified Eagle medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe

mit 25 mM HEPES-Puffer (D-MEM)

Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
PBS*™ s. Kapitel 3.12
PBSger s. Kapitel 3.12
Penicillin-Streptomycin Lésung Invitrogen GmbH, Karlsruhe

5000 units/ml Penicillin : 5000ug/ml Streptomycin
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Tetracyclin-Stammldsung

Trypsin-EDTA

3.12 Puffer und Lésungen

3 M Natriumacetat pH 5,2

6x DNA-Probenpuffer

6x Laemmli-Puffer

10x Western Salts

50x Tris-Acetat (TAE)

70 % (v/v) Ethanol

40 % (w/v)
10 % (v/v)
0,25% (w/v)

0,35 M

30 % (viv)

10 % (w/v)
9,3 % (w/v)
0,012 % (w/v)

250 mM
1,9M

0,02 % (w/v)
ad 21

2M
0,1M
1™

Blockingldsung fiir Immunfluoreszenz 10 % (v/v)

Blockingldsung fiir Western Blot

Elutionspuffer (EB)

5% (viv)

10 mM

5 mg/ml Tetracyclin in dH,O

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Saccharose
Glycerol

Bromphenolblau

Tris-HCI pH 6,8
Glycerol

SDS

DTT

Bromphenolblau

Tris-HCI pH 8,3
Glycin

SDS

dH,O

Tris-Base
EDTA

Essigsaure

FCS ind PBS™

Magermilchpulver in PBS-T

Tris-HCI pH 8,5
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Co-IP-Lysis-Puffer 7 mi
1 Tablette

Co-IP-Puffer 50 mM
150 mM
0,5 % (v/v)

137 mM
2,5mM
8 mM
1,47 mM
0,9 mM
0,5 mM

Phosphat gepufferte Salzlésung
fur die Zellkultur (PBS™) pH 7,4

137 mM
2,5 mM
8 mM
1,47 mM

Phosphat gepufferte Salzlésung
(PBSger) pH 7,4

PBS-T 0,1 % (V/v)

RIPA-Puffer 20 mM
10 mM

150 mM

1 % (wlv)

0,1% (w/v)

1% (viv)

10 mM

1 mM

5% (vIv)

Sammelgelpuffer 1M
0,4 % (w/v)

Co-IP-Puffer
,complete® mini EDTA-free*

Tris-HCI pH 7,5
NaCl
NP40

NaCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,
CaCl,
MgCl,

NaCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,

Tween 20 in PBSyes

Tris-HCI pH 7,5

EDTA

NaCl

DOC (w/v)

SDS (w/v)

Triton-X 100 (v/v)

Jodacetamid

PMSF

Trasylol (entspricht 100.000 KIE)

Tris-HCI pH 6,8
SDS
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SDS-Laufpuffer fiir Proteingele 25 mM
192 mM
0,1 % (w/v)

Stripping-Puffer 62,5 mM
2%
100 mM

Transferpuffer 100 mi
150 ml
ad 11

Trenngelpuffer 1,5M
0,4 % (wiv)

Tris gepufferte Salzlésung (TBS) 50 mM
150 mM

Tris-Base
Glycin
SDS

Tris-HCI pH 6,8
SDS

B-Mercaptoethanol

10x Western Salts
Methanol
dH,O

Tris-HCI pH 8,8
SDS

Tris-HCI pH 7,5
NacCl
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Arbeiten mit Bakterien

Bakterien wie der E.coli Stamm DH10B™ dienen zur Vermehrung von Plasmiden fiir

molekularbiologische Arbeiten.

4.1.1.1 Transformation durch Elektroporation

Rekombinante Plasmide werden in vivo durch Replikation und Teilung transformierter
Bakterienzellen vermehrt. Um DNA in Bakterienzellen einzufihren, werden die Bakterien
einer speziellen Behandlung unterzogen, d.h., kompetent gemacht. Die Zellwand

kompetenter Bakterien ist fur DNA durchlassig.

Die komerziell erhaltlichen E. coli Zellen ElectroMAX™ DH10B™ werden durch
Elektroporation laut Herstellerprotokoll mit einem Expressionsplasmid transformiert, das ein
Antibiotikaresistenzgen als Marker enthdlt. Im Anschluss werden die Zellen auf einer
vorgewarmten antibiotikumhaltigen LB-Agarplatte ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert.

4.1.1.2 Bakterienkultur

Zur Vermehrung von transformierten Bakterienzellen werden 3ml bzw. 30ml antibiotikum-
haltiges 2YT-Medium mit einer transformierten Bakterienkolonie inokuliert und ber Nacht
bei 37°C auf dem Schittler inkubiert.

4.1.1.3 Glycerolkultur

Von einer frischen 30ml Bakterienkultur werden 800ul entnommen und mit 200ul 80%
Glycerol in 2YT gut vermischt. AnschlieRend werden die Zellen in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die so konservierten Kulturen kénnen bei —80°C Uber einen langen

Zeitraum gelagert werden.

4.1.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

Die Kultivierung und Transfektion von eukaryotischen Zellkulturen erfolgt unter sterilen
Bedingungen.

4.1.2.1 Kultivierung von HEK-293- und NCI-H1299-Zellen

Zur Kultivierung von adharenten Zelllinien werden ventilierte Kulturflaschen verwendet, die

bei einer konstanten Temperatur von 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und einem CO,-
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Gehalt von 5% inkubiert werden. Das verwendete N&hrmedium setzt sich wie folgt

Zusammen:

500 ml D-MEM
50ml FCS
5ml L-Glutamin-Lésung
5ml Penicillin-Streptomycin Lésung
3ml Ciprobay®
200 yl  Tetracyclin-Stammldsung.

Zur Passage der Zelllinien wird das Nahrmedium entfernt und die Zellen werden zweimal mit
10ml PBS4s. gewaschen, um tote Zellen und zweiwertige Kationen zu entfernen. Zum
Ablésen der Zellen erfolgt eine Inkubation mit 1ml Trypsin-EDTA-Lésung pro 50cm?
Zellrasen. Dabei bindet der Chelatbildner EDTA die fiir die Zell-Zell-Adh&sion wichtigen Ca?*-
lonen. Die Protease Trypsin sorgt durch die Spaltung der Proteinbriicken zwischen den
einzelnen Zellen und zum Gefallboden fur das Herauslosen der Zellen aus ihrem Verband.
Durch leichtes Klopfen gegen die Kulturflasche I6sen sich die Zellen vom Boden ab und
werden in 10ml frischem Vollmedium resuspendiert. Uberschissiges Trypsin wird durch die
im FCS enthaltenen Protease-Inhibitoren inaktiviert. Fir die kontinuierliche Kultur werden die
Zellen abhangig von der Zelllinie und der Zelldichte umgesetzt. HEK-293- und NCI-H1299-
Zellen werden 1:8 bzw. 1:10 passagiert. D.h., 1/8 bzw. 1/10 der Zellsuspension wird in eine
neue Zellkulturflasche mit Vollimedium Uberflhrt. Flr Transfektionsexperimente wird eine
definierte Anzahl von Zellen ausgesat. Die Zellzahl wird mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Dazu wird ein Tropfen einer frischen Zellsuspension zwischen Deckglas und
Zahlkammer gegeben und vier Groldquadrate ausgezahlt. Der Mittelwert der Zellzahl eines
Grofiquadrates wird mit dem Kammerfaktor der Zahlkammer, 1,0x10* Zellen/m, multipliziert.

Daraus ergibt sich die Anzahl der Zellen pro ml Suspension.

4.1.2.2 Einfrieren von Zellen

Von den verwendeten Zelllinien werden von einer frihen Passage mehrere Aliquots in
flissigem Stickstoff gelagert. Dazu werden die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung aus ihrem
Verband gelést und in Vollimedium resuspendiert. Im Anschluss werden die Zellen bei
800UpM (Umdrehungen pro Minute) und 4°C fir 5min zentrifugiert. Alle weiteren Schritte
erfolgen auf Eis. Das Zellpellet wird in einer auf Eis vorgekuhlten Lésung aus 10% DMSO
und 90% FCS resuspendiert und in Kryordhrchen verteilt. Diese werden zunéachst in
Papiertiicher gewickelt und tUber Nacht bei —80 °C langsam abgekihlt, bevor der Transfer in

flussigen Stickstoff erfolgt.

Fiar das Auftauen der Zellen wird Vollmedium in einer Zellkulturflasche vorgewarmt. Nach

Entnahme der tiefgefrorenen Zellen aus dem flussigen Stickstoff werden diese bei 37°C kurz
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angetaut und sofort in die Zellkulturflasche Uberfihrt und im Brutschrank inkubiert. Am
folgenden Tag wird das Kulturmedium gewechselt, um das DMSO zu entfernen. Nach

einigen Passagen koénnen die Zellen fur Transfektionsexperimente verwendet werden.

4.1.2.3 Liposomen-vermittelte Transfektion mittels Lipofectamine™?2000

Mittels Lipofectamine™2000 wird die Aufnahme von Plasmid-DNA in die Zellen Uber
Liposomen-vermittelte Transfektion erreicht (Felgner et al., 1987; Felgner and Ringold,
1989). Hierbei erfolgt die Aufnahme der DNA in Form von Komplexen mit artifiziellen
Liposomen, die eine Verschmelzung mit der Plasmamembran vermitteln. Das optimale
Verhaltnis zwischen DNA und den verwendeten Lipiden muf® dabei experimentell ermittelt

werden.

12-24h vor der Transfektion wird eine entsprechende Anzahl von Zellen in Vollmedium
ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Zur Transfektion wird die Plasmid-DNA in
ein Reaktionsgefall vorgelegt und mit D-MEM versetzt (Ansatz A). In einem weiteren Gefaly
wird D-MEM mit Lipofectamine™2000 versetzt, gemischt und 5min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert (Ansatz B). Ansatz B kann als Stammldsung fir mehrere Transfektionen angesetzt
werden. Daraufhin werden beide Ansatze vereinigt, gemischt und 20min bei RT inkubiert.
Die Transfektionsansatze werden danach direkt in das vorhandene Kulturmedium gegeben
und die Zellen werden weitere 24h im Brutschrank inkubiert. Nach 3-6h kann ein

Mediumwechsel mit frischem Vollmedium vorgenommen werden.

4 Well Objekttrager 12 Well Zellkulturplatte 75cm? Zellkulturflasche
HEK-293 75.000 Zellen/Well
NCI-H1299 50.000 Zellen/Well 100.000 Zellen/Well 1,6 x 10° Zellen
Ansatz A 568ng DNA 1,2ug DNA 19,2ug DNA
Ansatz B 47ul D-MEM 100ul D-MEM 800ul D-MEM
1,9yl Lipofectamine™2000 | 4l Lipofectamine™2000 | 64l Lipofectamine ™ 2000
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Plasmidpréaparation im kleinen Mal3stab

Die Plasmidpraparation im kleinen Malstab bietet sich an, um z.B. nach einer
ortsgerichteten Mutagenese (4.2.7.2) die rekombinanten Plasmide zu amplifizieren und zu

analysieren.

Eine einzelne Bakterienkolonie wird in 3ml antibiotikumhaltigem 2YT-Medium resuspendiert
und Uber Nacht bei 37°C auf dem Schittler inkubiert. 1,5ml der Ubernachtkultur (UNK)
werden zur DNA-Praparation eingesetzt. Der Rest wird bei 4°C aufbewahrt. Die Praparation
erfolgt mit Hilfe des E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I. Die DNA wird laut Herstellerprotokoll
isoliert und in 50ul EB eluiert.

4.2.2 Plasmidpraparation im mittleren und grof3en Mafistab

Groliere Mengen an Plasmid-DNA werden mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit Il laut
Herstellerprotokoll isoliert. Dazu werden 30ml bzw. 100ml antibiotikumhaltiges 2YT-Medium
mit 30ul bzw. 100pl einer frischen UNK inokuliert und iber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert. Nach der Praparation wird die DNA in 300-600ul EB eluiert.

4.2.3 Reinigung von Nukleinsduren

Nukleinsauren, die in molekularbiologische Experimente eingesetzt werden, dirfen keine
Verunreinigungen enthalten. Phenol, Chloroform, Alkohol, EDTA, Detergenzien, Salze oder

Proteine greifen negativ in den Verlauf biochemischer Reaktionen ein.

4.2.3.1 QIAquick™ PCR Purification Kit

Mit Hilfe des QIAquick™ PCR Purification Kit wird DNA Uber eine Saulenmatrix von
Proteinen und Salzen befreit. Diese Art der Reinigung empfiehlt sich nach der Durchfihrung
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), um die Enzyme aus der Losung zu entfernen. Die
Durchflhrung erfolgt laut Herstellerprotokoll. Die gereinigte DNA wird in 50ul EB von der

Saulenmatrix eluiert.

4.2.3.2 Ethanolféallung

Mittels Ethanolfallung wird die DNA gereinigt und ankonzentriert. In Gegenwart von
monovalenten Kationen bildet die DNA in Ethanol einen unldslichen Niederschlag, der durch
Zentrifugation isoliert werden kann. Dazu wird die DNA-LAsung (1 Volumenteil (VT)) mit
1,0VT 3M Natriumacetatlésung, pH 5,2, und 2% VT Ethanol abs. versetzt und gevortext.
Danach wird die DNA bei RT und 14.000UpM 30min zentrifugiert und dadurch pelletiert. Die

mit der DNA prazipitierten Salze I6sen sich im anschlieBenden Waschschritt in 250pl
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70%igem Ethanol. Danach wird die DNA bei RT und 14.000UpM 5min zentrifugiert, das
Pellet getrocknet und in EB eluiert. Geringe Mengen an DNA kénnen mit Hilfe eines in
Ethanol prazipitierbaren Tragermolekuls, z.B. Glykogen, mitgefallt werden. Dazu wird die
DNA-LA6sung vor der Prazipitation mit 1ug Glykogen versetzt und gevortext. Bei der
Verwendung von Tragermolekilen sollte darauf geachtet werden, dass sie mit den

nachfolgenden Experimenten nicht interferieren.

4.2.4 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren basiert auf deren Absorptionsmaximum
bei 260nm. Zur Quantifizierung von DNA- und RNA-Lésungen wird deren Optische Dichte
bei 260nm (ODyg) in einer Quarzkivette mit 1cm Lichtweg bestimmt. Bei dieser
Wellenlange ist der Nukleinsduregehalt direkt proportional zur gemessenen Optischen
Dichte. Damit der Absorptionswert im linearen Bereich zwischen 0,01 und 0,8 liegt, wird die
Probe 1:100 in dH,O verdinnt. Fur eine ODog, = 1 gelten folgende Faktoren: doppelstrangige
(ds) DNA 50ug/ml, einzelstrangige (ss) DNA 40ug/ml, ssRNA 33ug/ml (Maniatis et al., 1989).

Die Nukleinsdurekonzentration wird mit folgender Formel ermittelt:

ODgg x Faktor (dsDNA/ssDNA/ssRNA)

Nukleinsaurekonzentration =
Verdinnung der DNA-L&sung (1:100 = 0,01)

Das Absorptionsmaximum flir Proteine liegt bei 280nm. Das Verhaltnis ODgg zu ODogg
erlaubt dementsprechend eine Aussage Uber die Qualitat der Nukleinsaurepraparation. Bei
einer reinen DNA-L&sung ist der Quotient OD,g,/OD2go 1,8, bei einer reinen RNA-Lésung 2,0.

Kontaminationen mit Proteinen oder Phenol ergeben deutlich geringere Quotienten.

4.2.5 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Nukleinsduren werden je nach Fragestellung unter nativen oder denaturierenden
Bedingungen in  Abhangigkeit ihrer Molekllgrofte in einer Agarosegelmatrix,
Polyacrylamidgelmatrix ~ oder  Formaldehydgelmatrix  elektrophoretisch  aufgetrennt.
Praparative Gele dienen der Reinigung, analytische der Groflenbestimmung von

Nukleinsauren, z.B. nach enzymatischen Reaktionen.

4.2.5.1 Agarosegelelektrophorese

In Agarosegelen lassen sich DNA-Fragmente je nach Konzentration der Agarose lber einen
sehr weiten GroRenbereich auftrennen. Entsprechend der zu analysierenden DNA-
Fragmente wird ein 0,3%iges bis 2%iges Agarosegel fur DNA-Fragmente von 5-60kb bis

0,1-2kb verwendet. Neben der absoluten Masse der Nukleinsauremolekile hangt ihre
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Wanderungsgeschwindigkeit im nativen Agarosegel auch von ihrer Form ab. Die Agarose
wird in TAE-Puffer durch Erhitzen gelést. Nachdem die Lésung auf etwa 50°C abgekuihlt ist,
wird Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 0,1-0,5ug/ml untergemischt. Aufgrund
seiner planaren Struktur kann Ethidiumbromid in die DNA interkalieren. Es interagiert
deutlich schwacher mit ssDNA und RNA. Ein Gelschlitten wird mit einem Kamm bestlckt und
mit der Gelmatrix ausgegossen. Nach dem Erstarren wird das Gel mit TAE-Puffer
Uiberschichtet und der Kamm gezogen. Die DNA wird mit /s 6x DNA-Probenpuffer versetzt.
Dadurch wird die Dichte der DNA-L&sung erhéht, so dass sie in die Taschen sinkt und nicht
in den Laufpuffer diffundiert. AuRerdem ist in dem DNA-Probenpuffer ein Farbstoff enthalten,
der einen Anhaltspunkt fir die Wanderung der DNA im Gel bietet. Bromphenolblau wandert
entsprechend einem 300bp DNA-Fragment. Die Elektrophorese wird bei 100V durchgeflhrt.
Dabei ist zu beachten, dass Ethidiumbromid aufgrund seiner positiven Ladung entgegen der
negativ geladenen DNA lauft. Die DNA wird anhand der Fluoreszenz des interkalierten
Farbstoffs nachgewiesen. Dieser wird bei 254-366nm angeregt und emmittiert Licht im

orange-roten Bereich (590 nm).

4.2.6 Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse wurde in Form von Hot Shot Sequencing und extendet Hot Shot
Sequencing Analysen von der Firma SEQLAB, Sequence Laboratories Géttingen GmbH,
durchgeflhrt.

4.2.7 Modifizierung von Nukleinsduren

4.2.7.1 Analytischer Restriktionsendonukleaseverdau

In einem analytischen Restriktionsansatz wird die zu untersuchende DNA mit spezifischen
Restriktionsendonukleasen unter definierten Pufferbedingungen bei einer definierten
Temperatur inkubiert. Dazu werden 0,5-1ug DNA und 5-10U eines Restriktionsenzyms laut
Herstellerprotokoll 1-2h inkubiert. Soll die DNA durch zwei Restriktionsenzyme geschnitten
werden, so kann dies gleichzeitig geschehen, sofern die Enzyme die gleichen
Reaktionsbedingungen  bendtigen. Besitzt eines der Enzyme ein  anderes
Temperaturoptimum, muss der Verdau nacheinander erfolgen. Entfalten die Enzyme ihre
Aktivitat unter unterschiedlichen Pufferbedingungen, muss die DNA nach dem ersten Verdau
gereinigt (4.2.3.1) und umgepuffert werden, bevor sie mit dem zweiten Enzym verdaut
werden kann. Anschliefend wird die DNA Uber Agarosegelelekirophorese analysiert
(4.2.5.1).
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4.2.7.2 Ortsgerichtete Mutagenese

Mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit ist es moglich, Punktmutationen,
Deletionen oder Insertionen effizient in Plasmid-DNA einzubringen. Die Grundlage dieser
Methode ist eine PCR und die damit verbundene zyklische Neusynthese und exponentielle
Amplifikation von DNA. Die PCR geht auf Arbeiten von Kary B. Mullis zurtick, fir die er 1993

den Nobelpreis flir Chemie erhielt.

Bei der ortsgerichteten Mutagenese wird ein superhelikales Plasmid, welches das zu
verandernde Insert enthalt, mit zwei zueinander komplementaren Oligonukleotidprimern
amplifiziert, die die gewlinschte Mutation flankiert von je 15 Nukleotiden der Originalsequenz
enthalten. Die flr die Synthese eingesetzte PfuTurbo® DNA-Polymerase repliziert beide
DNA-Strange mit hoher Genauigkeit, ohne durch die mutierten Primer behindert zu werden.
Dabei werden die Oligonukleotide inkorporiert und verlangert, ohne dass die DNA-Stréange
verdrangt werden. So entstehen mutierte doppelstrangige Plasmide, die versetzt
Einzelstrangbriiche tragen. Im Anschluss erfolgt ein Dpnil-Verdau. Dpnl erkennt und
schneidet die durch die bakterielle dam-Methylase methylierten und hemimethylierten
parentalen Plasmide (5-G™ATC-3'). Die synthetisch aus der PCR hervorgegangenen
Plasmide werden dagegen nicht geschnitten und kénnen in Bakterienzellen transformiert
werden (4.1.1.1).

Reaktionsansatz: 50 ng Plasmid-DNA
125 ng Hin-Primer
125 ng Ruck-Primer
je 10 nmol  dATP, dCTP, dGTP, dTTP
5ul  10x Reaction Buffer
ad 49yl  dH,O
1l PfuTurbo® DNA-Polymerase [2,5 U]

PCR-Programm: Zyklen Temperatur Zeit
Denaturierung 1 95°C 30s
Denaturierung 95°C 30s
Annealing 12-18 55°C 1 min
Synthese 68°C 2 min/kb

Kuhlung 1 8°C o0
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A

B

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

p63 Genstruktur:

Expressionsplasmide:

Bl
B

pcDNA3-ANp63a

Bsml

Tth1111

ATGttgtacc
gggctcctga
aacacagacc
acctttgatg
cacagcttcg
tccaccgaac
gtgatgaccc
gagcatgtca
gagggacaga
tatgtagaag
gttggcactg
ggaatgaaca
ctgggccgac
gatgaagaca
aagcgccctt
tccccagatg
ctgaagatca
tacaggcagc
tctcagtctt
ctgccttccg
atgcctgagg
gacatgaatg
tcccactgca
aggttgggct
cagattgagc
catgccatct
catctcctga
ggtgaacgtg
cgtgacgagt
atcaaagagg

7296bp

C ANp63a ORF:

tggaaaacaa
acagcatgga
acgcacagaa
ccctctctcc
atgtgtcctt
tgaagaagct
cacccccaca
ccgaggttgt
ttgcccctcc
atcctatcac
aattcacaac
gacgtccaat
ggtgctttga
gcatcagaaa
tccgtcagaa
atgagctgct
aagagtcact
agcagcagca
catatggcaa
tgagccagct
gcatgggagc
gactcagccc
ccccaccacc
gctcatcatg
attactccat
ggaagggcat
ggaccccaag
tgatcgatgc
ggaatgattt
aaggagaaTG

tgcccagact
ccagcagatt
tagcgtgacg
atcccctgcc
ccagcagtca
gtactgccag
gggcgctgtt
gaaacgatgc
cagtcatctg
gggaaggcag
agtcctgtac
tttaatcatc
ggcccggatc
gcagcaagta
tacacacgga
gtacctacca
ggagctcatg
gcagcaccag
cagttcccca
tatcaaccca
caacattcct
tacccaagct
gccctacccc
cctggactat
goatGATTTG
cctggaccac
tggtgcctct
cgtgcgcettt
caactttgac
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cctctgaaca
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ctccctcectc
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accctccgcec
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ctcagcacac
agaaacagac
aaatgaacag
atgccctcac
ctcacatgcc
cactctccat
GCATTGTCAG
aggggctgac
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tgggctccag
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cacgaacctg
cagcccctac
gcccagcetcc
cccgggecca
ctggacgtat
ccagatcaag
caagaaagct
tgagttcaat
ccatgcccag
gccaccacag
ctgcgtcgga
tgggcaagtc
ccggaaggca
cgatggtacg
gaaacggaga
cgagatgttg
gatcgaaacg
ctcgatgcag
catgaacaag
tcccaccacc
aatggctgga
gccctccacce
tttcttagca
caccatctat
acagttccga
ctcacctcct
tgagacccgt
ttttccaccc
gcagcagcgt

Abbildung 6: Herstellung des Expressionsplasmides pcDNA3-ANp63.

A: Schematische Darstellung der p63 Genstruktur. Die Exons sind als Kastchen, kodierende Bereiche
als schwarze Kastchen gekennzeichnet (Abbildung nach (Yang et al., 1998)). B: Plasmidkarte des
Ausgangsplasmides pcDNA3-ANp63a und des daraus neu hergestellten Plasmides pcDNA3-ANp63.
C: Dargestellt ist die Sequenz des offenen Leserahmens von ANp63c. Die Bindungsstellen der
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Oligonukleotidprimer sind fett gedruckt, der zu entfernende DNA-Bereich ist grau gedruckt und das
neu entstandene STOP-Kodon rot.

Die Anzahl der Reaktionszyklen hangt von der Art der Mutation ab. Die Einfihrung von
Punktmutationen  erfordert 12, ein  Aminosdureaustausch 16 und mehrere

Aminosaureaustausche, Deletionen oder Insertionen, erfordern 18 Zyklen.

Der Ansatz wird anschlielend mit 1yl Dpnl [10U] far 1h bei 37°C verdaut. Die DNA wird
mittels Ethanolfallung (4.2.3.2) ankonzentriert und in kompetente E. coli Zellen ElectroMAX™
DH10B™ transformiert (4.1.1.1).

4.2.7.2.1 Herstellung pcDNA3-ANp63pB

Im Vergleich zu ANp63a. handelt es sich bei ANp63p um eine C-terminal verkirzte Isoform,
der die kodierende Region des Exon 13 fehlt (Abbildung 6). Durch das Einbringen einer
Deletion in den offenen Leserahmen von ANp63a in pcDNA3-ANp63a. ist es mdglich, mittels

ortsgerichteter Mutagenese ein Expressionsplasmid fir ANp63p herzustellen.

Dazu wurden zwei zueinander komplementare Oligonukleotidprimer konstruiert (3.7), die
sowohl 16 Nukleotide vor als auch 16 Nukleotide nach der zu entfernenden DNA binden
kénnen. Dadurch wird die dazwischenliegende DNA-Sequenz nicht mehr amplifiziert und
fehlt in den neu synthetisierten Plasmiden. Zusatzlich kommt es zu einem Leserasterschub,
der zur Verwendung eines friheren STOP-Kodons flhrt. Der sich daraus ergebende offene
Leserahmen kodiert fir ANp63p (Abbildung 6).

Die Mutagenese wurde wie in Kapitel 4.2.7.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Amplifikation der

Plasmide erfolgte Gber 18 PCR-Zyklen, bei denen die Synthesezeit 15min betrug.

4.3 Biochemische und Immunologische Methoden

4.3.1 Dualer Luziferase-Reporterassay

Reporterassaysysteme sind zur Untersuchung eukaryotischer Genexpression weit verbreitet.
Um die Genauigkeit der Reporterassays zu erhdhen, wurde der Duale Luziferase-
Reporterassay entwickelt. Dabei unterscheidet man einen experimentellen Reporter, dessen
Aktivitat Uber die Reaktionsbedingungen reguliert wird und einen kotransfizierten
Kontrollreporter, der eine Grundaktivitdt aufweist. Die Normalisierung der Aktivitdt des
experimentellen Reporters mit der Aktivitat der internen Kontrolle minimiert die
experimentelle Variabilitat, die durch auRere Einflisse, z.B. Zellkulturbedingungen und

Transfektionseffizienz, verursacht wird.
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Das duale Reporterassaysystem von Promega bietet die Mdglichkeit, zwei Reporterassays
durchzufuhren. Dabei wird die Aktivitat der Firefly-Luziferase (Photinus pyralis,
Glihwirmchen) und der Renilla-Luziferase (Renilla reniformis, Seeanamone) sequentiell von

einer einzelnen Probe bestimmt.

Aufgrund des unterschiedlichen evolutiondren Ursprungs besitzen die Firefly- und die
Renilla-Luziferase verschiedene Enzymstrukturen und Substratanforderungen. Beide
Proteine liegen in monomerer Form vor und sind direkt nach der Translation enzymatisch
aktiv. Die Firefly-Luziferase hat ein Molekulargewicht von 61kDa. lhr Substrat ist Luziferin,
das in einer Reaktion, die Mg”, ATP und O, bendétigt, zu Oxiluziferin und CO, umgesetzt
wird. Dabei wird Licht einer Wellenlange von 562nm emittiert. Das 36kDa Renilla-
Luziferaseenzym oxidiert Coelenterazin zu Coelenteramid. Auch bei dieser Reaktion wird
Licht emittiert, das mit Hilfe eines Luminometers gemessen werden kann (Abbildung 7). Da
die gemessene Lichtemission proportional zur Menge an Luziferase im Zelllysat ist, kann

man indirekt auf die Transkriptionsrate des Luziferasereportergens schlief3en.

Fir einen dualen Luziferasereporterassay werden HEK-293- bzw. NCI-H1299-Zellen in einer
12 Well Zellkulturplatte ausgesat (4.1.2.1). Nach 12-24h werden die Zellen mit den Firefly-
und  Renilla-Luziferasereporterplasmiden  sowie  mit  Expressionsplasmiden  flr
Transkriptionsregulatoren  transfiziert (4.1.2.3). Als interne Kontrolle wird das
Reporterplasmid pRL-tk verwendet, das fir die Renilla-Luziferase unter der Kontrolle des
Herpes Simplex Virus Thymidinkinase-Promotors kodiert. Dieser Promotor ist in
Saugergeweben konstitutiv auf niedriger Stufe aktiv (Stewart et al., 1987; Wagner et al.,
1985). Die Zellen werden 24h nach der Transfektion (p.t.) zundchst im vorhandenen
Kulturmedium abgeschabt und durch finfminttige Zentrifugation bei 4°C und 3.000UpM
pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 100ul 1x Passive Lysis Buffer
(PLB) resuspendiert und 15min bei RT auf dem Schiuttler lysiert. Die nach der Lyse
Ubriggebliebenen Zellfragmente werden durch einminitige Zentrifugation bei 4°C und
14.000UpM pelletiert. Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und auf Eis
gelagert bzw. eingefroren. Fur die spatere gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen
(4.3.2.1) ist es méglich, nur 50ul des Uberstandes fiir den Luziferaseassay abzunehmen.
Das Pellet wird mit dem restlichen Uberstand und 50ul 6x Laemmli-Puffer intensiv gemischt.
Danach werden die Proben 5min bei 95°C aufgekocht und 15min bei 4°C geschittelt.
AbschlieRend werden die Proben 10min bei 4°C und 14.000UpM zentrifugiert und kénnen

auf einem SDS-Gel aufgetrennt oder bei —20 °C gelagert werden.

Zur Messung der Luziferaseaktivititen werden 20ul der Lysate in eine LumiNunc™ 96
MicroWell™ Platte pipettiert. Die Biolumineszenz der durch die Firefly-Luziferase bzw. die
Renilla-Luziferase katalysierten Oxidationen von Luziferin bzw. Coelenterazin wird mittels

Luminometer bestimmt. Die Firefly-Luziferaseaktivitat wird durch automatische Injektion von
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100ul Luciferase Assay Reagent Il induziert. Nach 2s wird die bei der Oxidation von Luziferin
freigesetzte Lumineszenz uUber 10s gemessen. Diese Reaktion wird durch Zugabe von 100pl
Stop & Glo® Reagent gestoppt und gleichzeitig wird die Renilla-Luziferaseaktivitat induziert.
Wiederum nach 2s wird die bei der Oxidation von Coelenterazin freigesetzte Lumineszenz
Uber 10s gemessen. Die Maleinheit der am Luminometer ermittelten Lumineszenz ist RLU
(relative light unit). Zur Auswertung der Experimente wird der Quotient aus der Firefly- und
der Renilla-Luziferaseaktivitat (interne Kontrolle) ermittelt und relativ zur Aktivitat einer
Vektorkontrolle (Transfektion eines leeren Vektors, des Firefly- und des Renilla-

Luziferasereporterplasmides) dargestellt.

A Firefly-
Luziferase
HO \r-vx.,s} {N-«” COOH Mg?* O -5 M._/O
~N Vs- / SN s
Luziferin O, + ATP Oxiluziferin +
AMP + PP, + CO, + Licht
B Renilla-
— Luziferase =,
o 4 )—oH ~{ )—OH
i A"
/"N"‘-/ 7—» ._b-f-NxE'IH
F N T N
/['x H | OZ ,E ;
HO™ v"““‘" HO™ = ’j
Ty b,
Coelenterazin Coelenteramid +
CO, + Licht

Abbildung 7: Mechanismus der Luziferin- und Coelenterazin-Biolumineszenzreaktion.

A: Das Substrat der Firefly-Luziferase ist Luziferin. Luziferin wird in einer Reaktion, die Mg**, ATP und
O, bendtigt, zu Oxiluziferin und CO, unter Lichtemission umgesetzt. B: Das Substrat der Renilla-
Luziferase, Coelenterazin, wird zu Coelenteramid und CO, umgesetzt. Dabei wird ebenfalls Licht
emittiert.
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4.3.2 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen und deren Visualisierung

Elektrophorese ist die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld. Mittels
Elektrophorese kdnnen Proteine unterschiedlicher Ladung und unterschiedlicher

MolekulgréRRe aufgetrennt werden.

4.3.2.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) erfolgt die Auftrennung von
Proteinen unter reduzierenden Bedingungen durch diskontinuierliche Elektrophorese
aufgrund ihres Molekulargewichtes. SDS ist ein anionisches Detergenz, das die Eigenladung
der Proteine effektiv Gberdeckt. Dadurch entstehen Micellen mit konstanter negativer Ladung

pro Masseneinheit (ca. 1,4g SDS pro g Protein).

Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen werden die Zellen zunachst ins
vorhandene Medium abgeschabt und durch Zentrifugation fir 5min bei 4°C und 3.000UpM
und pelletiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellsediment in 100ul RIPA-Puffer auf
Eis lysiert. Nach Zugabe von 25ul 6x Laemmli-Puffer werden die Proben 5min bei 95°C
aufgekocht. Der Uberschuss an SDS in den Proben fiihrt zur Aufspaltung der Tertiar- und
Sekundarstruktur der enthaltenen Proteine. Dies geschieht durch die Aufspaltung von
Wasserstoffbriickenbindungen und der Streckung der Molekile. Schwefelbriicken zwischen
Cysteinen werden zusatzlich durch das im 6x Laemmli-Puffer enthaltene reduzierende DTT
aufgespalten. Im Anschluss werden die Proben 15min bei 4°C geschittelt, um die DNA zu
scheren. Da feste Partikel die Gelmatrix verstopfen kénnen und so die Trennung stéren,
werden die Proben vor dem Auftragen 10min bei 4°C und 14.000UpM abzentrifugiert. Die

Proben kdénnen daraufhin auf ein Gel aufgetragen oder bei —20°C gelagert werden.

Die Proteine werden auf einem vertikalen Polyacrylamidgel, bestehend aus einem 5%igen
Sammelgel und einem 6-15%igen Trenngel, nach ihrer Molekilgrée aufgetrennt. Fir die
Proteintrennung wird ein SDS-haltiges Tris-Glycin-Puffersystem eingesetzt. Auf analytischen
SDS-Gelen kénnen neben einem GroRen-Marker bis zu 14 verschiedene Proben
aufgetragen werden. Nach dem Beladen des Gels laufen die Proben bei 80V in das

Sammelgel ein. Die Auftrennung der Proteine erfolgt im Trenngel bei 120V.

Fur die im Ergebnisteil beschriebenen Experimente wurden 0,75 mm dicke
Polyacrylamidgele mit 10%igen Trenngelen benutzt. Neben 7yl des Groflenstandards
BenchMark™ Protein Ladder wurden auf Gele mit 10 Probentaschen 20ul, mit 12 Taschen

15ul und mit 15 Taschen 10ul Zelllysat aufgetragen.
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Sammelgel (5% Polyacrylamid): 3,40 ml  dH;O
0,83 ml  rotiphorese® Gel 30
0,68 ml  Sammelgelpuffer
0,05ml  10% APS
0,006 ml TEMED

Trenngel (10% Polyacrylamid): 4,0ml dHO
3,3 ml rotiphorese® Gel 30
2,6 ml Trenngelpuffer
0,1ml 10% APS
0,004 ml  TEMED

4.3.2.2 Western Blot

Der Western Blot (WB) ist eine empfindliche Methode zur Immundetektion von Proteinen, die
in der SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Die Nachweisgrenze der Proteine liegt bei wenigen fg
Protein. Da mit Hilfe eines spezifischen Antikdrpers (AK) nur das Antigen erkannt und
detektiert wird, ist es moglich, eine Aussage Uber ein Protein in einem komplexen Gemisch

zu treffen, ohne es vorher aufzureinigen.

Dazu werden die Proteine irreversibel auf eine Nitrocellulose-Membran (NC) Ubertragen.
Nassblot-Schwamme und 6,5x9,5cm groRe 3MM-Whatman-Papiere werden 10min in

Transferpuffer eingeweicht. Die 6x9cm groRe NC-Membran wird 1min in dH,O geschwenkt.

Aufbau: Anode
Schwamm
3 Blatt 3SMM-Whatman-Papier
Nitrocellulose-Membran
Polyacrylamidgel
3 Blatt 3MM-Whatman-Papier
Schwamm
Kathode

Um einen exakten Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran zu erzielen, missen
Luftblasen entfernt werden. Der Blot wird in einem Plastikhalter fixiert und in einer
Transferkammer mit Transferpuffer tberschichtet. Die Ubertragung erfolgt bei 37V (ber
Nacht. Am nachsten Tag wird die Membran 1h bei RT auf dem Schuttler in Blockingldsung
abgesattigt und anschlielend 2h mit dem Erstantikérper in Blockinglésung inkubiert. Durch

das Absattigen werden unspezifische Antikérperbindungen an die Membran vermieden.
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Ungebundene Antikérper werden durch dreimaliges Waschen entfernt: 10min in PBS-T,
15min in Blockinglosung, 10min in PBS-T. AnschlieRend wird die Membran 1h mit dem
Zweitantikorper in Blockinglésung bei RT auf dem Schuttler inkubiert. Nach der
Zweitantikérperinkubation wird die Membran 10min in PBS-T, 15min in Blockinglésung und
dreimal 5min in PBSg;. gewaschen. Zum Nachweis phosphorylierter Proteine mit Phospho-
spezifischen Antikérpern wird PBSy;. durch TBS ersetzt. Zum Schluss werden je 250yl
SuperSignal® West Dura bzw. Femto Stable Peroxide Buffer und Luminol/Enhancer-Solution
gemischt und auf der Membran verteilt. Nach funfminatiger Inkubation wird die Membran
luftblasenfrei in Folie eingeschweil’t und ein Réntgenfilm exponiert. Je nach Starke des

Signals variieren die Expositionszeiten zwischen 1s und 8h (liber Nacht).

4.3.2.2.1 Entfernen von Antikdérpern von NC-Membranen (, Strippen*)

Um Primar- und Sekundarantikbrper von einer bereits mit Antikbrpern inkubierten NC-
Membran zu entfernen, wird diese in einem geschlossenen Gefal} vollstandig mit Stripping-
Puffer bedeckt und 30-45min bei 50°C inkubiert. Im Anschluss wird die Membran dreimal
10min in PBS-T gewaschen. Nach der Absattigung unspezifischer Bindungen durch die
Inkubation in Blockinglésung ist die NC-Membran zur erneuten Farbung bereit (4.3.2.2). Bei
dieser Methode ist zu beachten, dass neben den Antikérpern auch ein Teil der Proteine auf

der Membran entfernt werden.

4.3.3 Immunprazipitation

Proteine und Protein-Komplexe werden mit Hilfe von spezifischen Antikérpern durch die

Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen tber Protein A-Sepharose (PAS) gefallt.

Zur Aquilibrierung der PAS werden 500mg PAS in 8ml Co-IP-Puffer aufgenommen, gut
gemischt und 1h bei RT inkubiert. Die gequollene Sepharose wird 1min bei RT und
5.000UpM abzentrifugiert und dreimal mit 2ml Co-IP-Puffer gewaschen. Nach der letzten
Zentrifugation wird das PAS-Pellet in 1VT Co-IP-Puffer aufgenommen und kann bei 4°C

gelagert werden.

Fir die Immunprazipitation (IP) werden NCI-H1299-Zellen in 75cm? Zellkulturflaschen
ausgesat (4.1.2.1) und 12-24h spater transfiziert (4.1.2.3). 24h p.t. werden die Zellen in das
vorhandene Wachstumsmedium abgeschabt und in ein 50ml Réhrchen dberflihrt. Die
folgenden Arbeitsschritte werden bei 4°C durchgeflihrt. Die Zellen werden 10min bei
800UpM abzentrifugiert. AnschlieRend wird das Medium abgesaugt und das Zellpellet in 1ml
eiskaltem Co-IP-Lysispuffer resuspendiert. Der Co-IP-Lysispuffer enthalt verschiedene
Proteaseinhibitoren, um zu verhindern, dass die Proteine wahrend der IP abgebaut werden.
Die Suspension wird in ein 2ml Reaktionsgefal Uberflihrt und 2min sonifiziert. Um eine

effiziente Lyse der Zellen zu erzielen, wird das Lysat zusatzlich flinfmal durch eine
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Insulinspritze gezogen. Die nach der Lyse Ubriggebliebenen Zellfragmente werden durch
anschlieBende Zentrifugation fiir 10min bei 14.000UpM pelletiert. Der Uberstand wird in ein
neues Reaktionsgefald Uberfuhrt. Um unspezifische Proteininteraktionen mit der PAS zu
vermeiden, werden die Lysate mit 50ul PAS 1h auf dem Uberkopfschittler inkubiert und
anschliessend 5min bei 14.000UpM abzentrifugiert (Praadsorption). Vom Uberstand werden
30ul als input-Kontrolle entnommen und mit 30ul 6x Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5min bei
95°C aufgekocht und 15min bei 4°C geschittelt (4.3.2.1). Das restliche Lysat wird
entsprechend der Anzahl der Prazipitationen (Antikorper) gleichmaflig auf mehrere 1,5ml
Reaktionsgefale verteilt und mit Co-IP-Puffer auf jeweils 500ul aufgeflillt. Danach wird das
vorgereinigte Lysat 2h mit 1ug der spezifischen Antikdrper auf dem Uberkopfschiittler
inkubiert (Antigen-Antikdrper-Reaktion). Im Anschluss erfolgt die Kopplung der Antigen-
Antikérper-Komplexe an die PAS. Dazu werden die Proben kurz abzentrifugiert, mit 254l
PAS versehen und 1h bei 4°C auf dem Uberkopfschittler inkubiert. Die Protein-PAS-
Komplexe werden 2min bei 3.000UpM pelletiert und einmal mit 800ul Co-IP-Lysispuffer,
zweimal mit 800ul Co-IP-Puffer und zweimal mit 500ul Co-IP-Puffer gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt wird die PAS bei 14.000UpM abzentrifugiert und der Uberstand entfernt.
Das Pellet wird in 25ul 6x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen, 5min bei 95°C aufgekocht
und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.3.2.1). Der Nachweis der prazipitierten und
koprazipitierten Proteine erfolgt iber WB (4.3.2.2). Dabei wird die NC-Membran zunachst mit
Antikdrpern gegen mogliche koprazipitierte Proteine inkubiert und gefarbt, gestrippt

(4.3.2.2.1) und zum Schluss mit Antikdrpern gegen die prazipitierten Proteine nachgefarbt.

IP WB 1 WB 2 WB 3
a-p-Gal o-B-Catenin o-Tcf-4 o-p63
o-Tcf-4 a-p-Catenin o-p63 a-Tcf-4

o-p63 o-B-Catenin o-Tcf-4 a-p63

4.3.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz werden Proteine in der Zelle sichtbar gemacht. Die indirekte
Immunfluoreszenz beruht auf zwei Antigen-Antikérper-Bindungen. Der Erstantikorper erkennt
und bindet das Zielprotein. Der Zweitantikdrper ist gegen den Erstantikorper gerichtet und
tragt zusatzlich einen Fluoreszenzfarbstoff. Dieser wird durch das UV-Licht des
Fluoreszenzmikroskopes angeregt, wodurch die Lokalisation des von dem Erstantikdrper

gebundenen Proteins angezeigt wird.

NCI-H1299-Zellen werden in einem 4 Well Objekttrager ausgesat (4.1.2.1) und 12-24h
spater transfiziert (4.1.2.3). 24h p.t. werden die Zellen einmal mit PBS™ gewaschen und in

200ul 3% (w/v) Paraformaldehyd in PBS™ 30min fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit
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PBS™ werden die Zellen in 200ul 0,2% Triton X-100 in PBS™ 25min permeabilisiert. Dieser
Schritt entfallt, wenn Oberflachenproteine gefarbt werden. Im Anschluss werden die Zellen
viermal mit PBS™ gewaschen und in 200ul Blockinglésung 10min inkubiert. Das FCS geht
unspezifische Bindungen mit den zellularen Proteinen ein und sattigt diese ab. Dadurch
steigt die Spezifitdt der folgenden Antigen-Antikérperbindung. Der Erstantikérper wird in
Blockinglésung verdinnt und die Zellen werden mit 200upl der Antikdrperlésung
Uberschichtet. Nach 1h Inkubation wird der Antikbrper durch dreimaliges Waschen (zweimal
kurz, einmal 5min) mit PBS™ entfernt. Der fluoreszenzmarkierte Zweitantikdrper wird
ebenfalls in Blockingldsung verdinnt. Die Zellen werden mit dem Zweitantikbrper 30min im
Dunkeln inkubiert. Danach werden die Zellen dreimal gewaschen (zweimal kurz, einmal
5min). Zum Schluss werden die Chromosomen und damit die Zellkerne mit dem DNA-
spezifischen Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt. Dazu werden die Zellen im Dunkeln 5-10min
mit 100ng/ml DAPI in PBS™ (iberschichtet. Nach einem letzten Waschschritt werden die
Kammern des Objekttragers entfernt und die Zellen mit Fluoprep mit 2,5% (w/v) DABCO
Uberschichtet und mit einem Deckglas versehen. DABCO zogert das Ausbleichen der
Fluoreszenz hinaus, so dass sich das Fluoreszenzsignal bei Lagerung der Objekttrager bei

4°C 1-2 Monate detektieren lasst.
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5 Ergebnisse

5.1 Das p53-Homolog ANp63a aktiviert spezifisch die B-Catenin-Tcf-regulierte

Transkription und greift in den kanonischen Wnt-Signalweg ein.

ANp63a stellt eine Isoform der p53-homologen p63-Proteine dar. Der N-terminal verklrzten
p63-Isoform fehlt im Vergleich zu p53 die N-terminale saure TAD. C-terminal befindet sich
als zusatzliche Proteindomane ein steriles a-Motiv. Fir ANp63a wurde beschrieben, dass es

die nukledre Akkumulation von 3-Catenin und die CRT aktiviert (Patturajan et al., 2002).

Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchungen war die Frage, welche Rolle das p53-
homologe Protein ANp63a. im kanonischen Wnt-Signaltransduktionsweg, speziell bei der
CRT spielt.

5.1.1 ANp63a aktiviert einen B-Catenin-Tcf-responsiven Promotor.

Um den Einfluss von ANp63a auf die CRT zu untersuchen, wurde ein p-Catenin-Tcf-
responsives Luziferase-Reporterassay-System etabliert (4.3.1). HEK-293-Zellen (humane
embryonale Nierenzellen) und NCI-H1299-Zellen (humane Grolizellen-
Lungenkarzinomzellen) weisen nur geringe endogene CRT auf und eignen sich damit zur
Untersuchung des Wnt-Signaltransduktionsweges (Brunori et al., 2001; Morin et al., 1997).
Beide Zelllinien wurden mit zwei verschiedenen Reporterplasmiden in verschiedenen
Kombinationen mit Expressionsplasmiden fur p-Catenin und ANp63a transfiziert (4.1.2.3).
pGL3-OT kodiert fur die Firefly-Luziferase unter Kontrolle eines minimalen c-Fos-Promotors,
dem drei Kopien der optimalen Tcf-Erkennungssequenz CCTTTGATC vorgeschaltet wurden.
Im Gegensatz dazu enthalt der Reporter pGL3-OF drei Kopien der mutierten und damit
inaktiven Tcf-Konsensussequenz CCTTTGGCC (He et al., 1998; Korinek et al., 1997; van de
Wetering et al., 1991). Als interne Kontrolle wurde zusatzlich das Reporterplasmid pRL-tk
kotransfiziert, das fiir die Renilla-Luziferase unter der Kontrolle des Herpes Simplex Virus
Thymidinkinase-Promotors kodiert. 24h p.t. wurden die Zellen lysiert (4.3.1) und die
Biolumineszenz der Firefly- und der Renilla-Luziferase der Lysate mittels Luminometer
bestimmt. In Abbildung 8 sind die Quotienten aus der Firefly- und der Renilla-
Luziferaseaktivitat relativ zur Aktivitat der Vektorkontrolle (ocDNA3 = 1) des Reporters pGL3-
OT dargestellt. Die mit pGL3-OT transfizierten Proben wurden anschlieend fiir einen WB
aufbereitet, mittels SDS-PAGE (4.3.2.1) aufgetrennt und auf eine NC-Membran Ubertragen
(4.3.2.2). B-Catenin und ANp63a wurden mit spezifischen AK nachgewiesen. Zur Kontrolle

gleicher Proteinmengen wurde das ubiquitar exprimierte Protein B-Actin nachgewiesen. Dazu
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wurde die Membran zuerst mit einem AK gegen B-Catenin gefarbt, gestrippt (4.3.2.2.1) und

anschlieflend mit einem AK gegen p63 und einem AK gegen B-Actin nachgefarbt.
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Abbildung 8: ANp63a-vermittelte Transkriptionsaktivierung eines B-Catenin-Tcf-responsiven
Promotors.

7,5x10* 293-Zellen (A) bzw. 1,0x10° H1299-Zellen (B) wurden in verschiedenen Kombinationen mit
leerem Vektor (pcDNA3), 400ng pcDNA3-ANp63a, 160ng pClneo-p-Catenin und 200ng des j-
Catenin-Tcf-responsiven Reporterplasmides pGL3-OT bzw. des mutierten Reporterplasmides pGL3-
OF transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng des internen Kontrollplasmides pRL-tk
versehen, welches konstitutiv die Renilla-Luziferase exprimiert, und mit dem Vektor pcDNA3 auf
1200ng aufgefillt. Die Zellen wurden 24h p.t. geerntet und lysiert. Die Expression des Reporters, der
Firefly-Luziferase, und der internen Kontrolle, der Renilla-Luziferase, wurde anschliefend durch
Messung der Biolumineszenzwerte beider Luziferasen ermittelt. Die Quotienten aus der Firefly- und
der Renilla-Luziferaseaktivitat sind relativ zur Aktivitdt der Vektorkontrolle des Reporters pGL3-OT
dargestellt. Die Ergebnisse reprasentieren drei unabhangige Experimente. Die Lysate der mit 1-4
gekennzeichneten Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine NC-Membran
Ubertragen. Die Expression der Proteine B-Catenin (92kDa) und ANp63o (80kDa) wurde mit
spezifischen AK nachgewiesen. Eine p-Actin-Farbung (42kDa) wurde zum Nachweis gleicher
Proteinmengen der Lysate durchgefiihrt. Dazu wurde die NC-Membran zuerst mit einem AK gegen f-
Catenin gefarbt, gestrippt und anschlieBend mit einem AK gegen p63 und einem AK gegen B-Actin
nachgefarbt.

Wie zu erwarten war, wird in 293-Zellen der p-Catenin-Tcf-responsive Reporter, die Firefly-
Luziferase, durch transiente Uberexpression von B-Catenin 8-fach verstarkt, wahrend die
Uberexpression von B-Catenin den mutierten Tcf-responsiven Promotor nicht transaktivieren
kann (Abbildung 8A). ANp63a alleine ist in der Lage, die CRT zu vervierfachen. Werden (-
Catenin und ANp63a gemeinsam Uberexprimiert, steigt die Aktivitat des B-Catenin-Tcf-
responsiven Reporters auf das 112-fache an, d.h., ANp63a verstarkt die durch p-Catenin-
Synthese hervorgerufene Aktivitat noch einmal 14-fach. Im Gegensatz dazu hat ANp63a
keinen Einfluss auf die Aktivitat des mutierten Tcf-responsiven Promotors in pGL3-OF.
Unabhangig von diesen Beobachtungen unterscheiden sich die endogenen und exogenen f3-
Catenin-Proteinmengen der einzelnen Lysate im WB nicht, obwohl anhand der B-Actin-
Farbung zu erkennen ist, dass vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden. Im
Widerspruch zu Patturajan et al. hat ANp63a keinen Einfluss auf die pB-Catenin-

Proteinmenge (Patturajan et al., 2002).

In H1299-Zellen zeigt sich ein vergleichbares Ergebnis (Abbildung 8B). Die transiente
Uberexpression von B-Catenin transaktiviert den Tcf-responsiven Promotor 4-fach. ANp63a
alleine fuhrt zu einem 23-fachen Anstieg der Luziferaseaktivitat, wahrend die gemeinsame
Uberexpression von B-Catenin und ANp63a. die Aktivitat des Reporters auf das 68-fache
verstarkt. Auch in diesem Fall verstarkt ANp63a die durch p-Catenin-Synthese
hervorgerufene Aktivitat noch einmal deutlich, und zwar 17-fach. Anders als in 293-Zellen
aktiviert ANp63a in H1299-Zellen auch die Negativkontrolle, das nicht mehr Tcf-responsive
Reportergen in pGL3-OF 29-fach. Diese Aktivierung erfolgt unabhangig von p-Catenin, da
die Koexpression von p-Catenin und ANp63a. zu keiner weiteren Verstarkung der

Luziferaseaktivitat fihrt (21-fach). Betrachtet man die Proteinmengen von B-Catenin in den
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verschiedenen Lysaten, so unterscheiden sich die endogenen und exogenen [B-Catenin-
Proteinmengen ebenso wenig wie in 293-Zellen. Die p-Actin-Farbung zeigt, dass
vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden. Auch in H1299-Zellen hat

ANp63a also keinen Einfluss auf die p-Catenin-Proteinmengen.

Mit Hilfe eines p-Catenin-Tcf-responsiven Luziferase-Reporterassay-Systems konnte gezeigt
werden, dass ANp63oa einen B-Catenin-Tcf-responsiven Promotor aktiviert und dessen

Aktivitat in Kooperation mit -Catenin deutlich steigert.

5.1.2 ANp63a ist nicht in der Lage, die Gli-1-regulierte Transkription des Sonic-

Hedgehog-Signalweges zu aktivieren

In den letzten Jahren haben Untersuchungen ergeben, dass der Wnt-
Signaltransduktionsweg wesentliche Gemeinsamkeiten mit dem Hedgehog-Signalweg
aufweist (Huelsken and Birchmeier, 2001; Ingham and McMahon, 2001). Wie in Abbildung 9
dargestellt, werden beide Signaltransduktionswege durch sezernierte Wachstumsfaktoren,
Wnt bzw. Sonic-Hedgehog (Shh), Uber membrangebundene Rezeptoren, Fz bzw.
Smoothened (Smo), aktiviert. Die Aktivierung der Signalwege verhindert den
phosphorylierungsabhangigen Abbau der Effektoren p-Catenin bzw. Gli/Ci (Gli 1-3 in
Vertebrata, Cubitus iterruptus in Drosophila), wodurch ein DNA-bindendes Protein von einem
transkriptionellen Repressor zu einem Aktivator der Transkription wird, Tcf/Lef bzw. Gli/Ci. Im
inaktiven Zustand werden die Effektoren durch GSK3-p und CK-1 phosphoryliert und in
beiden Fallen dem SCF-Ubiquitin-Ligasekomplex zugefiihrt (Kalderon, 2002).

Um der Frage nachzugehen, ob ANp63a spezifisch die CRT aktiviert oder ob es auch eine
Funktion bei der Gli-1-regulierten Transkription ausubt, wurden subkonfluente H1299-Zellen
mit den Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-Promoter bzw. 8x3'Gli-BS551Lucll in
verschiedenen Kombinationen mit Expressionsplasmiden fur Gli-1 und ANp63a transfiziert.
Im Reporterplasmid pGL3-Promoter steht die Transkription der Firefly-Luziferase unter der
Kontrolle des SV40 Promotors. Da das Plasmid kein Gli-1-responsives Element enthalt, dient
es als Negativkontrolle. Das fir den Shh-Signalweg spezifische Reporterplasmid 8x3'Gli-
BS&851Lucll enthalt acht aufeinanderfolgende Kopien eines Sequenzmotivs aus dem
Enhancer fir die bodenplattenspezifische Expression von HNF-35 (Hepatocyte Nuclear
Factor-3) GAACACCCA, das der Konsensussequenz der humanen Gli-1 Bindungsstelle
GACCACCCA ahnelt (Sasaki et al.,, 1997), gefolgt von der Sequenz des minimalen &7-
Crystallin-Promotors (Kamachi and Kondoh, 1993). Die Zellen wurden 24h p.t. geerntet und

lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay.
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Abbildung 9: Wnt- und Shh-Signaltransduktion.

(A) Wnt-Signaltransduktionsweg. Unstimuliert: Zytoplasmatisches p-Catenin wird durch einen
Multiproteinkomplex bestehend aus Axin, APC, GSK3-f und CK-1 phosphoryliert und durch
anschlieRende Ubiquitinylierung dem proteosomalen Abbau zugefiihrt. Tcf/Lef-Transkriptionsfaktoren
binden zusammen mit anderen Proteinen (u.a. Groucho-Faktoren) als Repressorkomplexe an j-
Catenin-Tcf/Lef-responsive Promotoren. Stimuliert: Sezernierte Wnt-Glykoproteine binden an zellulare
Fz-Rezeptoren und setzen dadurch eine Signalkaskade in Gang, die die Phosphorylierung und damit
auch den Abbau von p-Catenin verhindert. B-Catenin akkumuliert im Zytoplasma, wird in den Zellkern
transportiert und aktiviert im Komplex mit Tcf/Lef die Transkription B-Catenin-Tcf/Lef-responsiver
Gene. (B) Shh-Signaltransduktionsweg. Unstimuliert: Der Shh-Rezeptor Patched (Ptc) interagiert
direkt oder indirekt mit dem Membranprotein Smo, das als Signalgeber dient, und inhibiert dessen
Funktion. Dadurch wird der Transkriptionsfaktor Gli/Ci durch die Proteinkinase A (PKA), GSK3-3 und
CK-1 mehrfach phosphoryliert und durch nachfolgende Ubiquitinylierung der partiellen Proteolyse
zugefihrt. Auf diese Weise trunkierte GIli/Ci-Proteine fungieren im Zellkern als transkriptionelle
Repressoren Gli/Ci-responsiver Gene. Stimuliert: Sezernierte Shh-Proteine binden an den Rezeptor
Ptc und heben die Repression von Smo auf. Die Signaltransduktion Gber Smo verhindert die partielle
Proteolyse von Gli/Ci-Faktoren, die in den Zellkern transportiert, nunmehr die Transkription Gli/Ci-
responsiver Gene aktivieren.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, hat Gli-1 keinen Einfluss auf die SV40-Promotoraktivitat,
wahrend es die Transkription des Shh-spezifischen Reportergens 12-fach verstarkt. ANp63a
ist weder in der Lage die Gli-1-regulierte Transkription zu aktivieren, noch kann es mit Gli-1
kooperieren. Die Koexpression von Gli-1 und ANp63a fiihrt vielmehr zu einer Repression der
Transkription des Gli-1-spezifischen Reportergens auf ein Viertel der durch Gli-1-induzierten
Aktivitat. Dagegen verstarkt ANp63a die durch den SV40-Promotor gesteuerte Transkription
4-fach.

ANp63a ist somit kein Aktivator des Shh-Signalweges, speziell der Gli-1-regulierten

Transkription.
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Abbildung 10: Untersuchung der Transkriptionsaktivierung eines Gli-1-responsiven Promotors
durch ANp63a.

1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng pcDNA3-
ANp63a, 160ng pcDNA3-Gli-1 und 200ng des Gli-1-responsiven Reporterplasmides 8x3'Gli-BS 851
Lucll bzw. des Reporterplasmides pGL3-Promoter, dessen Luziferase-Gen durch den SV40-Promotor
gesteuert wird, transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit dem
Vektor pcDNA3 auf 1200ng aufgeflllt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer
Luziferaseassay durchgefuhrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente und sind jeweils relativ zur Aktivitat der Vektorkontrolle der Reporter
dargestellt.

5.1.3 Die ANp63a-Homologen ANp73a und p53 aktivieren die B-Catenin-Tcf-regulierte

Transkription nicht in demselben MalRe wie ANp63a

Die homologen Proteine ANp63a, ANp73a und p53 weisen strukturelle Gemeinsamkeiten
auf. Wahrend ANp63a. und ANp73a im Vergleich zu p53 die aminoterminale TAD fehlt,
tragen sie C-terminal eine zusatzliche Proteindomane, eine SAM-Doméne. Die
Aminosaureidentitat betragt zwischen p63/p73 und p53 innerhalb der DBD ~60% / 63% und
innerhalb der Oligomerisierungsdomane ~37% / 38%. Insgesamt sind p63 und p73
zueinander homologer als zu p53. Die Sequenz-ldentitat der OD von p63 und p73 betragt
~65%, die der DBD ~87% (Chen, 1999). Das legt die Frage nahe, ob ANp73a die CRT
vergleichbar mit ANp63a. aktivieren kann und welche Funktion p53 in diesem Signalweg

einnimmt.

Um diese Frage zu beantworten, wurden subkonfluente H1299-Zellen mit den
Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT, sowie mit Expressionsplasmiden fir -Catenin und
ANp63a, ANp73a oder p53 transfiziert und 24h p.t. ein dualer Luziferaseassay durchgefuhrt.

Die Expression von ANp63a und seinen Homologen wurde mittels WB analysiert.
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Abbildung 11: Untersuchung der Transkriptionsaktivierung eines B-Catenin-Tcf-responsiven
Promotors durch die ANp63a-Homologen ANp73a und p53.

1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng pcDNA3-
ANp63a, 400ng pcDNA3-ANp73a, 400ng pRC-CMV-p53, 160ng pClneo-B-Catenin und 200ng pGL3-
OT transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit dem Vektor
pcDNA3 auf 1200ng aufgefullt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer
Luziferaseassay durchgefuhrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente und sind relativ zur Aktivitdt der Vektorkontrolle des Reporters
dargestellt. Die Expression von ANp63a und seinen Homologen wurde mittels WB mit AK gegen p63
(erste Reihe), p73 (zweite Reihe) und p53 (dritte Reihe) nachgewiesen. Eine B-Actin-Farbung wurde
zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate durchgefuhrt. Die WB-Farbungen wurden
nacheinander entsprechend der dargestellten Reihenfolge durchgefihrt. Nach jeder Farbung wurde
die NC-Membran gestrippt.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, aktiviert ANp63a die CRT der Firefly-Luziferase 31-fach.
Nach Koexpression von p-Catenin und ANp63a steigt die Luziferaseaktivitat auf das 62-
fache, d.h., ANp63a verstarkt die durch B-Catenin-Synthese hervorgerufene Aktivitat (3-fach)
noch einmal 21-fach. Im Vergleich zu ANp63a fuhrt die Einzelexpression von ANp73a zu
einer geringeren Aktivierung der CRT, 10-fach. ANp73a ist nicht in der Lage, mit B-Catenin
bei der Transkriptionsaktivierung zu kooperieren. Nach Koexpression beider Proteine wird
die Luziferaseaktivitat lediglich versiebenfacht. Da p53 bereits als negativer Regulator des

Whnt-Signaltransduktionsweges beschrieben wurde (Cagatay and Ozturk, 2002; Levina et al.,
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2004; Liu et al., 2001; Rother et al., 2004; Sadot et al., 2001), Uberrascht das Ergebnis der
vorliegenden Luziferaseassays: Die Expression von p53 fuhrt in H1299-Zellen nicht zu einer
Repression der CRT. Einzeln exprimiert ist sogar ein leichter Anstieg der CRT, 3-fach, zu
verzeichnen. In Kombination mit p-Catenin bleibt die CRT durch p53 unbeeinflusst. Im WB
erkennt der p63-spezifische AK neben ANp63a. auch ANp73a. Letzteres wurde zusatzlich mit

Hilfe eines AK gegen p73a nachgewiesen.

Sowohl ANp73a. als auch p53 kénnen die CRT nicht in dem Male aktivieren wie ANp63a..
Damit wird die Spezifitdt der Funktion von ANp63a im kanonischen Wnt-

Signaltransduktionsweg bei der CRT unterstrichen.

5.1.4 Nur tetramere ANp63-lsoformen sind in der Lage, die B-Catenin-Tcf-regulierte

Transkription zu aktivieren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ANp63a. spezifisch die CRT aktiviert, stellt sich nun
die Frage, wie sich andere p63-Isoformen verhalten und welche Proteindoméanen fir die

Aktivierung der CRT notwendig sind.

5.1.4.1 ANp63a. und ANp63p sind starke Aktivatoren der B-Catenin-Tcf-regulierten

Transkription

Um die Rolle verschiedener p63-Isoformen bei der CRT zu untersuchen, wurden
Expressionsplasmide fur TA*p63a, TAp63a, TAp63y, ANp63a und ANp63p (Abbildung 12)

im CRT-spezifischen dualen Luziferaseassaysystem untersucht.

Im Vergleich zu ANp63a besitzen TA*p63a. und TAp63a. eine N-terminale saure TAD
(Abbildung 12). TAp63-Transkripte kodieren neben TAp63 fur TA*p63, welches einen um 39-
AS verlangerten N-Terminus besitzt und dem humanen KET entspricht (Augustin et al.,
1998; Yang et al., 1998). TAp63y besitzt ebenfalls eine N-terminale TAD, ist aber C-terminal
um die SAM-Domane verkurzt. TAp63y weist die groRten Homologien zu p53 auf. ANp63a
und ANp63p unterscheiden sich am C-Terminus. ANp63p ist C-terminal verkirzt und besitzt

nicht mehr die vollstindige SAM-Domane.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung von p63-Isoformen

Die in Abbildung 13 untersuchten p63-Isoformen sind schematisch dargestellt. Die TAD, DBD, OD und
SAM-Domaéane der einzelnen Isoformen ist farblich hervorgehoben. Abbildung in Anlehnung an Yang
and McKeon 2000 (Yang and McKeon, 2000).

Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit den Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT und
Expressionsplasmiden fur -Catenin und TA*p63a, TAp63a, TAp63y, ANp63c oder ANp63f3
transfiziert. Das Expressionsplasmid fir ANp63p wurde zuvor mittels ortsgerichteter
Mutagenese aus dem Plasmid pcDNA3-ANp63a hergestellt (siehe Kapitel 4.2.7.2.1). Die
Zellen wurden 24h p.t. geerntet und lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay. Die
Expression der p63-Isoformen wurde im WB mit Hilfe eines p63-spezifischen AK (Epitop AS
1-250 von ANp63, entspricht AS 70-305 von TAp63) analysiert. Als Kontrolle wurde eine -
Actin-Farbung durchgeflihrt.

Betrachtet man in Abbildung 13 die TAp63-Isoformen, so sind diese in der Lage, in geringem
MalRe die CRT zu aktivieren (6-fach) und mit p-Catenin bei der Aktivierung der CRT zu
kooperieren (11- bzw. 4-fach; 7- bzw. 2-fach). Es zeigt sich, dass TAp63y, dem die SAM- und
post-SAM-Domane fehlt, ein starkerer Aktivator der CRT ist als TA*/TAp63a (13-fach, 30-
fach bzw. 10-fach).
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Abbildung 13: Untersuchung der Transkriptionsaktivierung eines p-Catenin-Tcf-responsiven
Promotors durch verschiedene p63-Isoformen.

1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng der
Plasmide pcDNA3-TA*p63a, pcDNA3-TAp63a, pRC-CMC-p51A (TAp63y), pcDNA3-ANp63a,
pcDNA3-ANp63p, 160ng pClneo-p-Catenin  und 200ng pGL3-OT transfiziert. Die
Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit dem Vektor pcDNA3 auf 1200ng
aufgefillt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer Luziferaseassay durchgefiihrt.
Die dargestellten Luziferaseaktivititen reprasentieren die Ergebnisse dreier unabhangiger
Experimente und sind relativ zur Aktivitat der Vektorkontrolle des Reporters dargestellt. Die
Expression der verschiedenen p63-Isoformen wurde mittels WB nachgewiesen. Dargestellt sind zwei
verschiedene Expositionen des Rontgenfiims, da TAp63y sehr schnell abgebaut wird und dadurch
schwer nachweisbar ist. Eine B-Actin-Farbung wurde im Anschluss an die p63-Farbung nach dem
Strippen der NC-Membran zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate durchgefihrt.

Im Gegensatz zu den TAp63-Isoformen fehlt deren Antagonisten, den ANp63-Isoformen, die
N-terminale saure TAD ganz. Trotzdem sind bezogen auf die CRT gerade ANp63a und
ANp63p starke Aktivatoren der Transkription. ANp63a-Expression flhrt zu einem Anstieg der
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B-Catenin-Tcf-responsiven Firefly-Luziferaseaktivitdt auf das 27-fache, zusammen mit -
Catenin auf das 59-fache. Das entspricht einer Steigerung der durch p-Catenin-Synthese
erfolgten CRT auf das 20-fache. Uberraschenderweise ist in H1299-Zellen ANp63p der
starkste Aktivator der CRT. Die Einzelexpression von ANp63f verstarkt die B-Catenin-Tcf-
responsive Firefly-Luziferaseaktivitdt in H1299-Zellen 394-fach. Die Transaktivierung des
Reporters scheint allerdings unabhangig von pB-Catenin zu erfolgen, da die Koexpression
beider Proteine zu keinem weiteren Anstieg der Luziferaseaktivitat fuhrt. Weiterhin haben
Untersuchungen in 293-Zellen ergeben, dass in diesen Zellen die ANp63a-Isoform der

deutlich starkste Aktivator der CRT ist (Daten nicht gezeigt).

Zum Nachweis der Expression der verschiedenen p63-Isoformen wurde ein p63-spezifischer
AK verwendet, der in der Lage ist, TAp63- und ANp63-Isoformen zu detektieren. TA*p63a
und TAp63a werden etwa gleich stark exprimiert und unterscheiden sich nur gering in ihrem
Laufverhalten. TAp63y ist nur sehr schwer nachzuweisen, da es eine sehr kurze
Halbwertszeit besitzt (Calabro et al., 2002; Wu et al., 2005; Ying et al., 2005). Am starksten
wird ANp63a exprimiert. Neben den spezifischen Banden fir TAp63y und ANp633 wurde
jeweils noch eine schneller laufende Bande detektiert, bei der es sich um ein Abbauprodukt
der Proteine handeln koénnte. Anhand der pB-Actin-Farbung ist zu erkennen, dass

vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die N-terminal trunkierten p63-lsoformen
ANp63a und ANp63p starke Aktivatoren der CRT sind, wahrend die TA-Isoformen dagegen

eine schwachere Wirkung auf die CRT zeigen.

5.1.4.2 Die Oligomerisierung von ANp63a ist essentiell fur die Aktivierung B-Catenin-

Tcf-regulierter Transkription

Vergleichbar mit p53 bindet p63 als Tetramer an responsive DNA-Elemente. Dabei
interagieren vier p63-Molekiile tGber ihre OD miteinander. Da der Mechanismus der ANp63o.-
vermitteltelten Aktivierung der CRT nicht hinreichend geklart ist, haben wir uns die Frage

gestellt, ob die Oligomerisierung von ANp63a fir die Aktivierung der CRT essentiell ist.

Um die Bedeutung der Oligomerisierung von ANp63a fur die Aktivierung der CRT zu
untersuchen, wurde ein dualer B-Catenin-Tcf-responsiver Luziferaseassay durchgefihrt.
Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit den Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT,
sowie mit verschiedenen Kombinationen von Expressionsplasmiden fir B-Catenin, ANp63a.
und p63DD-HA bzw. p63DDmut-HA transfiziert. p63DD-HA und p63DDmut-HA dienten in

diesem Experiment als Werkzeuge zur Aufklarung der Bedeutung der Oligomerisierung.
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Abbildung 14: Untersuchung der Bedeutung der p63-Oligomerisierung bei der ANp63a-
vermittelten B-Catenin-Tcf-regulierten Transkriptionsaktivierung.

1,0x105 H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng
pcDNA3-ANp63a, 400ng pcDNA3-p63DD-CHA, 400ng pcDNA3-p63DDmut-CHA, 160ng pClneo-f-
Catenin und 200ng pGL3-OT transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 40ng pRL-tk versehen
und mit pcDNA3 auf 1200ng aufgefillt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer
Luziferaseassay durchgefiihrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente und sind relativ zur Aktivitat der Vektorkontrolle des Reporters
dargestellt. Die Expression von ANp63a, p63DD-CHA und p63DDmut-CHA wurde mittels WB
nachgewiesen. Eine B-Actin-Farbung wurde zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate
durchgefiihrt. Dazu wurde die NC-Membran zuerst mit dem HA-AK gefarbt, gestrippt und
anschlieRend mit AK gegen p63 und B-Actin nachgefarbt.

p63DD-HA besteht aus den AS 375 bis 680 von TA*p63o. und einem C-terminalen HA-Epitop
und umfasst damit dessen OD, SAM- und post-SAM-Domane. Wie flr p53 und p53DD,
sowie p73 und p73DD bereits beschrieben, kann p63DD mit ANp63a-Monomeren
interagieren und die Ausbildung von ANp63o-Homotetrameren unterbinden. Als
Negativkontrolle diente p63DDmut-HA, das durch eine Punktmutation innerhalb der
Oligomerisierungsdomane, 1378P, in Analogie zu p53 (L344P) (Davison et al., 1998; Lomax
et al., 1998) und p73 (L371P) (Irwin et al., 2000; Kartasheva et al., 2002; Zaika et al., 2001)
die Fahigkeit zur Oligomerisierung verloren hat. 24h p.t. wurden die Zellen geerntet und
lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay. Die Expression von ANp63a wurde mit
Hilfe eines p63-spezifischen AK, die Expression von p63DD-CHA und p63DDmutCHA wurde
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mit einem AK gegen das HA-Epitop analysiert. Als Ladekontrolle diente eine Farbung gegen
B-Actin.

p63DD-CHA und p63DDmut-CHA allein haben keinen Einfluss auf die CRT (Abbildung 14).
Wahrend die Einzelexpression von ANp63c in H1299-Zellen zu einer gesteigerten
Luziferaseaktivitat (31-fach) fuhrt, ist die zusatzliche Expression von p63DD-CHA in der
Lage, die vorangegangene Aktivierung komplett zu unterbinden. Zwar fihrt die Koexpression
von p63DDmut-CHA ebenfalls zu einer Abnahme der CRT (auf 58%), diese ist aber mit der
des dominant negativen Inhibitors der Oligomerisierung nicht vergleichbar. Es ist mdglich,
dass die =zusatzliche Fremdgenexpression die CRT negativ beeintrachtigt. Ein
entsprechendes Ergebnis haben wir auch nach Koexpression von 3-Catenin erhalten. Weder
p63DD-CHA noch p63DDmut-CHA beeinflussen die p-Catenin-gesteuerte CRT. ANp63a
steigert die pB-Catenin-gesteuerte CRT um das 24-fache auf das 71-fache der
Ausgangsaktivitat. Hier wird besonders deutlich, dass die Inhibierung der Oligomerisierung
von ANp63a durch p63DD-CHA die spezifische Aktivierung der CRT komplett verhindert.
Auch in diesem Fall ist die zusatzliche Proteinexpression von p63DDmut-CHA von Nachteil,
die CRT nimmt auf nur 37% ab. Dies wird auch deutlich, schaut man sich die
Proteinexpression an. Obwohl anhand der p-Actin-Farbung zu erkennen ist, dass
vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden, geht die Expression von p63DD-
CHA und p63DDmut-CHA mit einer leichten Abnahme von ANp63a einher. Die Abnahme
von ANp63a ist jedoch so gering, dass damit die drastische Reduktion der Aktivierung der
CRT durch p63DD-CHA nicht erklart werden kann.

Die Oligomerisierung von ANp63a ist somit essentiell fur die Aktivierung der CRT.

5.1.5 Physiologisch relevante Punktmutationen in der DNA-Bindedoméane und in der
SAM-Doméne von ANp63a beeintrdchtigen die Aktivierung p-Catenin-Tcf-

regulierter Transkription

Bis zur heutigen Zeit wurden 5 ausgepragte humane Fehlbildungssyndrome beschrieben,
denen Mutationen im p63-Gen zuzuschreiben sind. Betrachtet man die bisher Uber diese
p63-Mutationen gesammelten Daten, ist eine weitgehende Genotyp-Phanotyp-Korrelation zu
erkennen. Dabei ist jedem Syndrom ein bestimmter Mutationstyp bzw. ein Mutationsmuster
zuzuordnen (van Bokhoven et al., 2001). Das zuerst mit p63-Mutationen in Verbindung
gebrachte Syndrom war das EEC-Syndrom (Rudiger et al.,, 1970), das mit einzelnen
heterozygoten Missensmutationen einhergeht, die zu Aminosauresubstitutionen innerhalb
der DBD von p63 fiihren (Celli et al., 1999). Das Hay-Wells oder AEC-Syndrom wird
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dagegen durch Missensmutationen innerhalb der SAM-Domane hervorgerufen (McGrath et
al., 2001).

Wir haben uns die Frage gestellt, welche Bedeutung EEC- und AEC-spezifische ANp63a.-

Punktmutationen fur die Aktivierung der CRT haben.

Um diese Frage zu beantworten, wurden subkonfluente H1299-Zellen mit den
Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT und mit Expressionsplasmiden fir p-Catenin, myc-
ANp63a, myc-ANp63a C306R (EEC) (Celli et al., 1999) und myc-ANp63a. L518F (AEC)
(McGrath et al., 2001) in verschiedenen Kombinationen transfiziert. 24h p.t. wurden die
Zellen geerntet und lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay. Die Proteinexpression
von myc-ANp63a. und seinen Mutanten wurde im Vergleich zur Gesamtproteinmenge (B-

Actin) mittels WB analysiert.
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Abbildung 15: Untersuchung der Funktion physiologisch relevanter p63-Mutanten bei der B-
Catenin-Tcf-regulierten Transkriptionsaktivierung.

1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng der
Plasmide pcDNA3-ANp63a, pcDNA3-ANp63a C306R, pcDNA3-ANp63a. L518F, 160ng pClneo-f-
Catenin und 200ng pGL3-OT transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen
und mit dem Vektor pcDNA3 auf 1200ng aufgeflllt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t.
ein dualer Luziferaseassay durchgefuhrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die
Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente und sind relativ zur Aktivitdt der Vektorkontrolle des
Reporters dargestellt. Die Expression von ANp63a und dessen Punktmutanten wurde mittels WB
nachgewiesen. Eine B-Actin-Farbung wurde zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate
durchgefihrt.



61
Ergebnisse

Wahrend die Expression von myc-ANp63a die endogene CRT 44-fach verstarkt, fuhrt die
Expression der EEC- und AEC-Mutanten von myc-ANp63a nur zu einem geringen Anstieg
der CRT (myc-ANp63a C306R 2-fach, myc-ANp63a. L518F 5-fach) (Abbildung 15). Die myc-
ANp63a C306R EEC-Mutante ist gar nicht in der Lage, mit p-Catenin zu kooperieren. Auch
die AEC-Mutante myc-ANp63a L518F verstarkt die B-Catenin-getriebene CRT nur 1,4-fach.
Myc-ANp63a verstarkt die B-Catenin-vermittelte CRT dagegen 15-fach auf das 52-fache der
endogenen CRT. Wie aus dem WB zu ersehen ist, wurden gleiche Gesamtproteinmengen
der Lysate aufgetragen. Myc-ANp63a. und die Substitutionsmutanten myc-ANp63a C306R
und L518F unterscheiden sich leicht in ihrem Laufverhalten, werden aber gleich stark

exprimiert.

Damit beeintrachtigen die physiologisch relevanten Punktmutanten myc-ANp63a. C306R in
der DBD und myc-ANp63a L518F in der SAM-Doméane deutlich die durch ANp63a. vermittelte
Aktivierung der CRT.

5.2 ANp63a reguliert nicht die Phosphorylierung des Transkriptionskofaktors pB-

Catenin

Nach den Untersuchungen zur Spezifitat von ANp63a. fir die Aktivierung der CRT und der
Analyse der fiir diese Funktion notwendigen Proteindomanen haben wir uns die Frage

gestellt, an welcher Stelle ANp63a in den Wnt-Signalweg eingreift.

In  Abwesenheit von  Wnt-Signalproteinen unterliegt E-Cadherin-ungebundenes
zytoplasmatisches B-Catenin einem schnellen Umsatz. Der Abbau von B-Catenin bedarf
dabei der Aktivitat der Proteine Axin, APC, GSK3-B, CK-1, dem SCF-Komplexkomponenten
B-TrCP und dem 26S Proteasom. Die Bindung und Komplexbildung von Axin, APC, CK-1
und GSK3-f ermdglicht die Phosphorylierung von p-Catenin an verschiedenen
Phosphorylierungsstellen. Zwei GSK3-p-spezifische Phosphorylierungsstellen konstituieren
dabei eine phosphorylierungsabhangige Bindungsstelle fir B-TrCP, wodurch pB-Catenin
zuerst polyubiquitinyliert und spater dem vollstandigen proteosomalen Abbau zugefihrt wird
(Winston et al., 1999). Viele humane Tumoren weisen aktives -Catenin auf. Die Aktivierung
von B-Catenin erfolgt dabei Uber dessen Stabilisierung. Verschiedene zytoplasmatische
Komponenten des Wnt-Signaltransduktionsweges, die am proteolytischen Abbau von -
Catenin beteiligt sind, kénnen in Tumorzellen mit dominant aktivem (B-Catenin dereguliert
oder mutiert vorliegen. So wurden bisher Mutationen im APC-Gen, Hypermethylierung des
wt APC-Allels, Mutationen im p-Catenin- oder Axin-Gen oder dem E3 Ubiquitin-Ligasegen
von B-Catenin, STrCP, nachgewiesen (Behrens and Lustig, 2004). Fir ANp63a wurde
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beschrieben, dass es die CRT durch die nukledre Akkumulation von B-Catenin aktiviert
(Patturajan et al., 2002). Aus diesem Grund wurde zunachst der Einfluss von ANp63a. auf die

Phosphorylierung von pB-Catenin im Hinblick auf dessen Aktivitat untersucht.

5.2.1 ANp63a verstarkt signifikant die Aktivitat der konstitutiv aktiven Mutante -
Catenin S33Y

Um die Frage zu beantworten, ob ANp63a die CRT Uber die Stabilisierung von B-Catenin
aktiviert, wurde ein dualer Luziferaseassay durchgeflihrt. Subkonfluente 293- und H1299-
Zellen wurden mit den Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT in verschiedenen
Kombinationen mit Expressionsplasmiden fir p-Catenin, B-Catenin S33Y und ANp63a
transfiziert. p-Catenin S33Y ist eine dominant aktive tumorspezifische Mutante aus SW48-
Zellen, deren Serin an Aminosaureposition 33 in ein Tyrosin mutiert ist (Morin et al., 1997).
Die dadurch gestorte Phosphorylierung von p-Catenin fihrt zu dessen Stabilisierung. 24h p.t.
wurden die Zellen geerntet und lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay.
AnschlieBend wurden die Lysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von (-

Catenin, p-Catenin S33Y, ANp63a und der Kontrolle B-Actin im WB analysiert.

Wie inKapitel 5.1.1 beschrieben, wird in 293-Zellen die Firefly-Luziferase durch transiente
Uberexpression von p-Catenin 8-fach verstérkt (Abbildung 16A). ANp63a. alleine ist in der
Lage, die CRT zu vervierfachen, gemeinsam mit B-Catenin steigt die Aktivitat des p-Catenin-
Tcf-responsiven Reporters auf das 112-fache an, d.h., ANp63a verstarkt die durch (-
Catenin-Synthese hervorgerufene Aktivitdt noch einmal 14-fach. Die Expression der
dominant aktiven B-Catenin S33Y Mutante flhrt im Vergleich zur endogenen Aktivitat des
Reporters zu einer 86-fachen Luziferaseaktivitat. Diese ist 11-mal starker als die durch B-
Catenin Expression induzierte Luziferaseaktivitat. Erstaunlicherweise ist ANp63a wiederum
in der Lage, mit B-Catenin S33Y zu kooperieren, die Koexpression beider Proteine fuhrt zu
einem Anstieg der Luziferaseaktivitdt auf das 417-fache, das entspricht der 5-fachen durch
B-Catenin S33Y Einzelexpression induzierten Aktivitdt. Vergleicht man die p-Catenin
Proteinlevels, so steigen diese nach Transfektion der stabilen, dominant aktiven Mutante B-
Catenin S33Y im Vergleich zum wt B-Catenin erwartungsgemaf deutlich an. Auch ist ein
leichter Anstieg der B-Catenin-Levels nach Transfektion mit wt p-Catenin zu verzeichnen.
Allerdings ist eine Stabilisierung von B-Catenin, wie sie bei f-Catenin S33Y erkennbar ist,
durch Koexpression von ANp63a nicht ersichtlich. Die in Abbildung 16A, Spur 6 auftretende
etwas starkere B-Catenin-Bande nach Koexpression von p-Catenin S33Y und ANp63a, ist

vermutlich auf die ungleichmaRige Farbung der NC-Membran zurtickzufiihren.
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Abbildung 16: Untersuchung der Funktion von ANp63a bei der Transkriptionsaktivierung eines
B-Catenin-Tcf-responsiven Promotors in Anwesenheit einer konstitutiv aktiven und stabilen -
Catenin-Mutante.

7,5x10* 293-Zellen (A) bzw. 1,0x10° H1299-Zellen (B) wurden in verschiedenen Kombinationen mit
leerem Vektor, 400ng pcDNA3-ANp63a, 160ng pClneo-p-Catenin, 160ng pClneo-p-Catenin S33Y und
200ng pGL3-0OT transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit dem
Vektor pcDNA3 auf 1200ng aufgefillt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer
Luziferaseassay durchgefiihrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente und sind relativ zur Aktivitdt der Vektorkontrolle des Reporters
dargestellt. Die Expression von B-Catenin und ANp63a. wurde mittels WB untersucht. Eine B-Actin-
Farbung wurde zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate durchgefiihrt. Dazu wurde die
Membran zuerst mit einem AK gegen B-Catenin gefarbt, gestrippt und anschliefend mit einem AK
gegen p63 und einem AK gegen B-Actin nachgefarbt.

In H1299-Zellen zeigt sich ein vergleichbares Ergebnis (Abbildung 16B). Die transiente
Uberexpression von B-Catenin transaktiviert den Tcf-responsiven Promotor 4-fach. ANp63a
alleine fuhrt zu einem 23-fachen Anstieg der Luziferaseaktivitat, wahrend die gemeinsame
Uberexpression von p-Catenin und ANp63a. die Aktivitdt des Reporters auf das 68-fache und
damit auf das 17-fache der durch B-Catenin-induzierten Aktivitat verstarkt. p-Catenin S33Y
aktiviert die CRT des Reportergens auf das 44-fache der endogenen Aktivitat. Das entspricht



64
Ergebnisse

einer 10-fachen Aktivierung im Vergleich zu B-Catenin. Auch in H1299-Zellen ist ANp63a. in
der Lage, mit B-Catenin S33Y bei der Aktivierung der CRT zu kooperieren. Die Koexpression
beider Proteine fiihrt zum Anstieg der Luziferaseaktivitat auf das 260-fache, das entspricht
etwa der 6-fachen p-Catenin S33Y-induzierten Aktivitat. Im WB ist die Expression der
stabilen Mutante p-Catenin S33Y durch hdhere Proteinlevels deutlich von der Expression
endogenem B-Catenins und der Expression exogenem wt p-Catenins zu unterscheiden. Die
Proteinlevels von endogenem und exogenem B-Catenin unterscheiden sich wie in Kapitel
5.1.1 beobachtet nur marginal. Die Koexpression von ANp63a fiihrt keine Veranderungen

der B-Catenin-Levels herbei.

ANp63a ist in 293- und H1299-Zellen in der Lage, mit der stabilen, konstitutiv aktiven -
Catenin S33Y-Mutante bei der Transaktivierung der CRT zu kooperieren. Dies flhrt zu
einem deutlichen Anstieg der B-Catenin-Tcf-responsiven Luziferaseaktivitat. Im Widerspruch
zu Patturajan et al. ist ANp63a nicht in der Lage, die Akkumulation von B-Catenin zu

beeinflussen (Patturajan et al., 2002).

5.2.2 Im Gegensatz zur Inhibierung der GSK3-B-Aktivitat fihrt die ANp63a-Expression

nicht zu einer Akkumulation von B-Catenin

Nachdem kein Einfluss von ANp63a auf die Proteinstabilitdt von B-Catenin nachgewiesen
werden konnte, haben wir den Einfluss von ANp63a auf die Phosphorylierung von p-Catenin
untersucht. Eine bedeutende Rolle bei der Phosphorylierung und der damit verbundenen

Destabilisierung von p-Catenin spielt GSK3-p.

Im folgenden Versuch wurde die Aktivitat von B-Catenin und ANp63a bei der CRT in
unbehandelten, NaCl-behandelten und LiCl-behandelten H1299-Zellen untersucht. LiCl ist
ein spezifischer Inhibitor der GSK3-B und ist in der Lage, Wnt-Signaltransduktion
nachzuahmen (Klein and Melton, 1996; Stambolic et al., 1996). Subkonfluente H1299-Zellen
wurden mit den Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT, sowie mit Expressionsplasmiden
fur B-Catenin, p-Catenin S33Y und ANp63a. in verschiedenen Kombinationen transfiziert. 6h
p.t. wurde bei einem Drittel des Ansatzes ein normaler Mediumwechsel vorgenommen. Bei
einem weiteren Drittel des Ansatzes wurde dem frischen Medium 30mM NaCl zugesetzt, der
restliche Ansatz wurde entsprechend mit 30mM LiCl behandelt. 24h p.t., 18h nach dem
Mediumwechsel, wurden die Zellen geerntet und lysiert, gefolgt von einem dualen
Luziferaseassay. Die Expression von B-Catenin, Phospho-B-Catenin und ANp63a wurde
anschlieffend mittels WB untersucht. Als Kontrolle fur gleiche Gesamtproteinmengen diente

eine B-Actin-Farbung.
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Abbildung 17: Einfluss des GSK3-B-Inhibitors LiCl auf die ANp63a-vermittelte Aktivierung eines
B-Catenin-Tcf-responsiven Promotors.

A: 1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng pcDNA3-
ANp63a, 160ng pClneo-p-Catenin, 160ng pClneo-p-Catenin S33Y und 200ng pGL3-OT transfiziert.
Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit dem Vektor pcDNA3 auf 1200ng
aufgeflllt. 6h p.t. wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. Wahrend ein Teil der Zellen unbehandelt
gelassen wurde, wurden Parallelansatze mit 30mM NaCl oder 30 mM LiCl behandelt. Wie in
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Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer Luziferaseassay durchgefiihrt. Die dargestellten
Luziferaseaktivitaten reprasentieren die Ergebnisse dreier unabhangiger Experimente und sind relativ
zur Aktivitat der unbehandelten Vektorkontrolle des Reporters dargestellt. B: Die Lysate der im linken
Diagramm dargestellten Proben wurden mittels WB untersucht. Dabei wurde die Expression der
Proteine B-Catenin, Phospho-f-Catenin (Ser33/37/Thr41) und ANp63a mit spezifischen AK analysiert.
Eine B-Actin-Farbung wurde zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate durchgefiihrt. Die NC-
Membran wurde zuerst mit dem Phospho-p-Catenin-AK gefarbt, gestrippt, mit dem p-Catenin-AK
gefarbt, gestrippt und anschlieRend mit AK gegen p63 und B-Actin nachgefarbt.

Unbehandelte und NaCl-behandelte Kontrollansatze weisen vergleichbare Ergebnisse auf
(Abbildung 17A). ANp63a aktiviert die CRT in den Kontrollzellen etwa 40-45-fach. B-Catenin-
Expression induziert die CRT 7-8-fach. Die Koexpression von B-Catenin und ANp63a. fuhrt
zu einer 105-129-fachen Luziferaseaktivitat und verstarkt damit die durch die Expression von
B-Catenin vermittelte Aktivitdt 15-16-fach. B-Catenin S33Y aktiviert die CRT 49-56-fach,
zusammen mit ANp63a 409-424-fach, d.h., ANp63a verstarkt die p-Catenin S33Y-vermittelte
Transkription noch einmal 8-fach. Vergleicht man diese Luziferaseaktivititen mit den in
Abbildung 16B dargestellten Aktivitaten, so sind sie etwa doppelt so stark. Dies resultiert aus
der Versuchsdurchfiihrung nach der Transfektion der Zellen mit Lipofectamine™ 2000
(4.1.2.3). Normalerweise wurde nach der Transfektion der Zellen auf einen Mediumwechsel
verzichtet. Bei diesem Experiment wurde 6h p.t. ein Mediumwechsel vorgenommen, um die
Zellen entsprechend zu behandeln. Es konnte beobachtet werden, dass sich ein
Mediumwechsel 6h p.t. positiv auf den Gesamtzustand und die Lebensfahigkeit der Zellen
auswirkt. Die Behandlung der Zellen mit LiCl aktiviert wie erwartet die CRT und fuhrt zu
einem Anstieg der Luziferaseaktivitaten. Die endogene Luziferaseaktivitat steigt auf das 30-
fache. ANp63a. ist auch nach Inhibierung der GSK3-f in der Lage, die CRT zu verstarken.
Einzeln exprimiertes ANp63a verstarkt die Luziferaseaktivitat in LiCl-behandelten Zellen auf
das 176-fache. -Catenin Expression flhrt zu einer 95-fachen Luziferaseaktivitat. Wiederum
kénnen B-Catenin und ANp63a kooperieren. Zusammen aktivieren sie die CRT 433-fach,
d.h., ANp63a verstarkt die durch pB-Catenin Expression induzierte CRT 5-fach. Auch die
konstitutiv aktive Mutante B-Catenin S33Y aktiviert die CRT nach LiCl-Behandlung 3-fach,
und zwar 136-fach. p-Catenin S33Y und ANp63a zusammen aktivieren die CRT 615-fach,
das entspricht einer 5-fachen Verstarkung der durch p-Catenin S33Y induzierten CRT.

Um die Phosphorylierung von B-Catenin in Abhangigkeit von ANp63a. Expression und LiCl-
Behandlung zu untersuchen, wurde ein Teil der Lysate im WB analysiert (Abbildung 17B).
Betrachtet man die B-Catenin-Levels in NaCl-behandelten Zellen, so erkennt man eine
Zunahme von B-Catenin nach Transfektion mit einem B-Catenin Expressionsplasmid. Dies
konnte in Abbildung 16B nicht dargestellt werden. Die Ursache dafir liegt vermutlich in dem
fehlenden Mediumwechsel nach der Transfektion mit Lipofectamine™ 2000. Die Behandlung

der Zellen mit LiCl fuhrt sowohl zur Akkumulation von endogenem als auch von exogenem f3-
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Catenin. Wahrend in NaCl-behandelten Zellen B-Catenin deutlich phosphoryliert ist, fihrt die
Behandlung der Zellen mit LiCl zu einer starken Abnahme der Phosphorylierung. Im
Vergleich zur Behandlung der Zellen mit LiCl andert die Expression von ANp63a nichts an
der Phosphorylierung und an der Stabilitat von B-Catenin. In LiCl-behandelten Zellen ist die
Expression von ANp63o etwas abgeschwacht. Dies liegt wahrscheinlich an der LiCl-
Behandlung selbst, die sich negativ auf die Fremdgenexpression auswirkt. Anhand der -
Actin-Farbung ist zu erkennen, dass vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen

wurden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ANp63a die CRT spezifisch aktiviert, ohne die
Phosphorylierung und damit die Stabilitdt von pB-Catenin zu beeinflussen. Auch wenn ein
aktiver Wnt-Signalweg durch die Behandlung von Zellen mit LiCl induziert wird, kann

ANp63a. noch die CRT verstarken.

5.3 In Abhangigkeit von Tcf-4 beeinflusst ANp63a die intrazellulare Lokalisation von

B-Catenin

Da gezeigt werden konnte, dass ANp63a die CRT spezifisch verstarkt, es aber die
Phosphorylierung und damit die Proteinstabilitdt von B-Catenin unbeeiflusst Iasst, haben wir

uns der intrazellularen Lokalisation von p-Catenin, Tcf-4 und ANp63a zugewandt.

5.3.1 Die intrazellulare Lokalisation von B-Catenin, Tcf-4 und ANp63a

In Abwesenheit der Wnt-Signaltransduktion findet man B-Catenin in einem stabilen Komplex
mit E-Cadherin an der Zellmembran (McCrea and Gumbiner, 1991; McCrea et al., 1991).
Ungebundenes zytoplasmatisches (-Catenin unterliegt dagegen dem standigen
proteolytischen Abbau (Kapitel 5.2). Wahrend der Wnt-Signaltransduktion akkumuliert freies
B-Catenin und wird nach Assoziation mit verschiedenen zytoplasmatischen und nukledren
Bindungspartnern im Zytoplasma und im Zellkern verteilt (Tolwinski and Wieschaus, 2001).
Im Zellkern aktiviert -Catenin als Kofaktor von Tcf/Lef Wnt-regulierte Gene (Behrens et al.,
1996; Molenaar et al., 1996; van de Wetering et al., 1997). Tcf-4 ist ein Mitglied der Tcf/Lef-
Familie von Transkriptionsfaktoren. Im Allgemeinen handelt es sich bei diesen Proteinen
nicht um klassische Transkriptionsfaktoren, da die DNA-Bindung allein nicht ausreichend ist,
die Transkription von Zielgenen zu aktivieren. Im Zellkern kann Tcf-4 mit Repressoren, z.B
Groucho, oder Aktivatoren, z.B. B-Catenin, der Tcf-regulierten Transkription im Komplex

vorliegen (Brantjes et al., 2002). In Immunolokalisationsassays humaner Gewebeschnitte
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wurde mit dem monoklonalen p63-AK 4A4 eine starke nukledre Farbung in basalen Zellen
des Epitheliums beobachtet (Yang et al., 1998). Um den Einfluss von ANp63a auf die
intrazellulare Lokalisation von B-Catenin und Tcf-4 zu untersuchen, wurde zunachst die

Lokalisation der Proteine nach Einzelexpression in H1299-Zellen analysiert.

A a- B-Catenin

pcDNA3
eGFP

B-Catenin
eGFP

pcDNA3
eGFP

mycTcf-4
eGFP

C o- p63 DAPI eGFP

Abbildung 18: Intrazellulare Lokalisation von B-Catenin, Tcf-4 und ANp63a.

pcDNA3
eGFP

ANp63a
eGFP

5,0x10* H1299-Zellen wurden mit leerem Vektor, 340ng pcDNA3-ANp63a, 137ng pClneo-B-Catenin
bzw. 54ng pcDNA3-myc-Tcf-4 transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden zur spateren
Transfektionskontrolle mit 25ng pCMV-eGFP versehen und mit dem Vektor pcDNA3 auf 568ng
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aufgeflllt. 24h p.t. wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert, mit spezifischen AK inkubiert und mit
einem AlexaFluor®594-gekoppelten Zweitantikorper markiert.

Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit dem leeren Vektor pcDNA3 und dem Plasmid
pCMV-eGFP bzw. mit Expressionsplasmiden fir p-Catenin, myc-Tcf-4 oder ANp63a. und
eGFP transfiziert. Die Transfektion mit pCMV-eGFP diente dabei als Transfektionskontrolle.
Im Folgenden wurden nur eGFP-exprimierende und damit transfizierte Zellen untersucht. Die
Zellen wurden 24h p.t. fixiert und permeabilisiert. p-Catenin und ANp63c. wurden mit
spezifischen AK, myc-Tcf4 wurde mit einem AK gegen das myc-Epitop detektiert und diese
wurden wiederum mit einem AlexaFluor®594-gekoppelten Zweitantikorper sichtbar gemacht.
Zur Unterscheidung von Zellkern und Zytoplasma wurde die DNA der Zellen mittels DAPI
gefarbt (4.3.4).

Endogenes B-Catenin liegt in H1299-Zellen in geringen Mengen homogen im Zytoplasma
verteilt vor, wahrend es an der Zellperipherie leicht akkumuliert. Eine nukledre B-Catenin-
Farbung ist nicht nachweisbar. Die zusatzliche Expression von p-Catenin fiihrt zu einem
Anstieg der B-Catenin-Levels. Die intrazellulare Verteilung von 3-Catenin andert sich dadurch
nicht (Abbildung 18A).

In untransfizierten H1299-Zellen geht der AK gegen das myc-Epitop starke unspezifische
Bindungen ein. Dies aulert sich in einer diffusen Farbung der gesamten Zelle. Dagegen
zeigen myc-Tcf-4-exprimierende Zellen eine deutliche Kernfluoreszenz. Myc-Tcf-4 ist im
Zellkern lokalisiert, wobei distinkte kreisrunde Bereiche, bei denen es sich um die Nukleoli

handeln kénnte, ausgespart bleiben (Abbildung 18B).

H1299-Zellen exprimieren endogen kaum p63. Nach Expression von ANp63a ist dies diffus
im Zellkern verteilt nachweisbar (Abbildung 18C).

5.3.2 Die Expression von Tcf-4 fuhrt zur Relokalisation von zytoplasmatischem -

Catenin in den Zellkern

Nach der Analyse der intrazellularen Lokalisation von B-Catenin und myc-Tcf-4 nach
Einzelexpression wurden beide Proteine koexprimiert. Dazu wurden subkonfluente H1299-
Zellen mit Expressionsplasmiden fur B-Catenin und eGFP bzw. fir 3-Catenin, myc-Tcf-4 und
eGFP transfiziert. Die Immunfluoreszenzanalyse wurde wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben
durchgefihrt. Da die verwendeten Erstantikérper gegen p-Catenin und das myc-Epitop beide
aus der Spezies Maus isoliert wurden, konnte keine Doppelimmunfluoreszenzfarbung der
Zellen durchgefiihrt werden. Aus diesem Grund diente die Expression von eGFP als

Kontrolle fiir erfolgreich transfizierte Zellen.
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzanalyse der Koexpression von B-Catenin und Tcf-4.

5,0x10* H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 137ng pClneo-p-
Catenin und 54ng pcDNA3-myc-Tcf-4 transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden zur spéteren
Transfektionskontrolle mit 25ng pCMV-eGFP versehen und mit dem Vektor pcDNA3 auf 568ng
aufgefillt. Wie in Abbildung 18 beschrieben, wurde 24h p.t. eine Immunfluoreszenzfarbung
durchgefihrt.

Wie in Kapitel 5.3.1 untersucht, fuhrt die Einzelexpression von p-Catenin in H1299-Zellen zu
einer zytoplasmatischen Verteilung der Proteine (Abbildung 19). Wahrend keine
Kernfluoreszenz nachweisbar ist, akkumuliert B-Catenin an der Zellmembran. Nach
Koexpression des nuklearen Proteins myc-Tcf-4, ist eine Relokalisation von B-Catenin in den
Zellkern zu beobachten. Die fir die Lokalisation von myc-Tcf-4 typischen Aussparungen, die
vermutlich den Nukleoli entsprechen, sind ebenfalls bei dem nukleér lokalisierten p-Catenin
zu beobachten. Neben der Lokalisation im Zellkern liegt p-Catenin homogen im Zytoplasma
der Zelle verteilt vor. Eine Akkumulation von B-Catenin an der Zellperipherie ist nicht mehr
erkennbar. Die Lokalisation von myc-Tcf-4 wird durch die Koexpression mit exogenem [3-

Catenin nicht beeinflusst.
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Die Koexpression von B-Catenin und myc-Tcf-4 fihrt somit zur Relokalisation von p-Catenin
in den Zellkern. Dies kénnte auf der Kolokalisation beider Proteine, die einen zweiteiligen

Transkriptionsfaktor darstellen, beruhen.

5.3.3 ANp63a verstarkt die Tcf-4-vermittelte Relokalisation von B-Catenin

spezifischer
Antikdrper DAPI eGFP

. n { o

a- B-Catenin

B-Catenin
mycTcf-4
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B-Catenin
mycTcf-4
ANp63a
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B-Catenin
mycTcf-4
ANp63a
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B-Catenin
mycTcf-4
ANp63a
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzanalyse der Koexpression von B-Catenin, Tcf-4 und ANp63a.

5,0x10* H1299-Zellen wurden mit leerem Vektor bzw. 340ng pcDNA3-ANp63a. sowie 137ng pClneo-B-
Catenin und 54ng pcDNA3-myc-Tcf-4 transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden zur spateren
Kontrolle mit 25ng pCMV-eGFP versehen und mit pcDNA3 auf 568ng aufgefillt. Wie in Abbildung 18
beschrieben, wurde 24h p.t. eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt.

Um die Frage zu beantworten, welchen Einfluss die Expression von ANp63a auf die
Lokalisation von B-Catenin bzw. den B-Catenin-Tcf-4-Komplex hat, wurden subkonfluente
H1299-Zellen mit Expressionsplasmiden fur p-Catenin, myc-Tcf-4 und eGFP bzw. fur -
Catenin, myc-Tcf-4, ANp63a und eGFP transfiziert. Die Immunfluoreszenzanalyse wurde wie
in Kapitel 5.3.2 beschrieben durchgefihrt.

Die Koexpression von B-Catenin und myc-Tcf-4 fihrt zur Relokalisation von moderaten

Mengen an B-Catenin (Abbildung 20). Wird zusatzlich ANp63a exprimiert, nimmt die Menge
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an nukledrem p-Catenin deutlich zu, wahrend nur noch eine sehr schwache
zytoplasmatische B-Catenin-Farbung detektierbar ist. ANp63a verandert dabei nicht den
Phanotyp der durch myc-Tcf-4 herbeigefiihrten Relokalisation von p-Catenin. Die
Koexpression von f-Catenin, myc-Tcf-4 und ANp63o hat keinen Einfluss auf die

intrazellulare Lokalisation von myc-Tcf-4 und ANp63a.

Dies wirft die Frage auf, welchen Einfluss die Expression von myc-Tcf-4 und ANp63a auf die
Lokalisation von endogenem p-Catenin ausubt. Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden fir myc-Tcf-4 und eGFP bzw. fir myc-Tcf-4, ANp63a. und eGFP
transfiziert. Die Immunfluoreszenzanalyse wurde wie in Kapitel 5.3.2 beschrieben
durchgefihrt.
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Antikorper DAPI eGFP

mycTcf-4

a- B-Catenin
eGFP

myc-Tcf4
ANp63a
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a- B-Catenin

myc-Tcf4
ANp63a
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myc-Tcf4
ANp63a
eGFP

a- p63

Abbildung 21: Immunfluoreszenzanalyse der Koexpression von Tcf-4 und ANp63a.

5,0x10* H1299-Zellen wurden mit leerem Vektor bzw. 340ng pcDNA3-ANp63a und 54ng pcDNA3-
myc-Tcf-4 transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden zur spateren Kontrolle mit 25ng pCMV-eGFP
versehen und mit pcDNA3 auf 568ng aufgefiillt. Wie in Abbildung 18 beschrieben, wurde 24h p.t. eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt.

Endogenes B-Catenin ist in H1299-Zellen durch eine schwache homogene zytoplasmatische

Farbung und eine deutliche Farbung der Zellperipherie gekennzeichnet (Abbildung 18A). Die
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Einzelexpression von myc-Tcf-4 flhrt im Vergleich zu exogen exprimiertem B-Catenin und
myc-Tcf-4 (Abbildung 19, Reihe 1) nicht zur Relokalisation von p-Catenin in den Zellkern
(Abbildung 21, Reihe 1). Die Lokalisation von endogenem B-Catenin wird durch myc-Tcf-4
nicht verandert. Die Koexpression von myc-Tcf-4 und ANp63a ist dagegen in der Lage,
endogenes [(-Catenin in den Zellkern zu relokalisieren (Abbildung 21, Reihe 2). Neben
nuklear lokalisiertem p-Catenin findet man in den kotransfizierten Zellen zytoplasmatisches

B-Catenin, das sich tendenziell an der Zellmembran ansammelt.

Fasst man die Ergebnisse der in den Abbildungen 19-21 gezeigten Experimente im Hinblick
auf den Nachweis p-Catenin-positiver Zellkerne zusammen, ergibt sich das in Abbildung 22

dargestellte Diagramm.

Im Anschluss an die Immunfluoreszenzanalysen wurden in einer Blindstudie eGFP-
exprimierende Zellen ausgezahlt und als produktiv transfizierte Zellen definiert
(Gesamtzellzahl, 100%). Danach wurde die Anzahl der eGFP-exprimierenden Zellen mit (-
Catenin-positiven Zellkernen bestimmt und prozentual zur Gesamtzellzahl grafisch

dargestellt.

O pcDNA3
O ANp63a

p-Catenin-positive Zellkerne [%]
IS

myc-Tcf-4 myc-Tcf-4
pcDNA3 p-Catenin

Abbildung 22: Quantitative Auswertung der Immunfluoreszenzanalysen von B-Catenin, Tcf-4
und ANp63a.

Die Anzahl der B-Catenin-positiven Zellkerne in Abhangigkeit von exogen exprimiertem p-Catenin, Tcf-
4 und ANp63a. (s. Abb. 19-21) wurde durch Auszahlen bestimmt und grafisch dargestellt.

Wie aus Abbildung 22 hervorgeht, ist die Expression von myc-Tcf-4 notwendig, um
zytoplasmatisches (-Catenin in den Zellkern zu relokalisieren. Es ist allerdings nicht

ausreichend, um eine nukleare Farbung endogener p-Catenin-Levels zu erreichen. ANp63a
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verstarkt die myc-Tcf-4-abhangige Relokalisation von B-Catenin in den Zellkern. Dies zeigt
sich einerseits durch eine intensivere p-Catenin-spezifische Kernfluoreszenz (Abbildung 20),
andererseits durch die Zunahme der Anzahl B-Catenin-positiver Zellkerne (5-fach, Abbildung
22). Besonders deutlich wird der Einfluss von ANp63a bei der Relokalisation endogenen (-
Catenins in den Zellkern. Nur die Koexpression von myc-Tcf-4 und ANp63a. ermdglicht den
Nachweis B-Catenin-positiver Zellkerne in H1299-Zellen. Insgesamt ist der Anteil von Zellen
mit  nuklear lokalisietem p-Catenin gering (3-15%). Dies koénnte an der
Versuchsdurchfliihrung und der Expression von bis zu vier verschiedenen Fremdproteinen
liegen. Die in den Abbildungen 19-21 durchgeflihrten Immunfluoreszenzen entstanden nach
Lipofectamine™ 2000-Transfektion von subkonfluenten H1299-Zellen mit zwei bis vier
verschiedenen Expressionsplasmiden. Wie bereits in Absatz 5.2.2 ausgeflihrt, wirkt sich die
Transfektion mit diesem Reagenz negativ auf die Lebensfahigkeit der Zellen aus.
LipofectamineT'V' 2000 wurde verwendet, da es bei der Kotransfektion mehrerer

Expressionsplasmide gute Transfektionseffizienzen erzielt.

Die gleichzeitige Farbung von p-Catenin, myc-Tcf-4 und ANp63a in den Zellen war aufgrund

der verwendeten AK nicht durchfiihrbar, wiirde aber genauere Ergebnisse herbeiflihren.

Mit Hilfe von Immunfluoreszenzanalysen konnte gezeigt werden, dass die Expression von
myc-Tcf-4 fur die Relokalisation von p-Catenin in den Zellkern notwendig ist. Desweiteren

verstarkt ANp63a diesen Vorgang in Abhangigkeit von myc-Tcf-4.

5.4 Der Komplex aus pB-Catenin, Tcf-4 und ANp63a verstarkt die Aktivierung der -

Catenin-Tcf-regulierten Transkription

Aus den Immunfluorezenzanalysen ging deutlich hervor, dass die Uberexpression von myc-
Tcf-4 bzw. von myc-Tcf-4 und ANp63a nétig ist, um exogene bzw. endogene B-Catenin-
Levels im Zellkern zu detektieren. Daraus ergibt sich die Frage, ob die zusatzliche
Uberexpression von myc-Tcf-4 die CRT in H1299-Zellen weiter verstarken kann und welche

Funktion ANp63a. dabei tbernimmt.

5.4.1 Die B-Catenin-Tcf-regulierte Transkription wird durch die Koexpression der

Proteine B-Catenin, Tcf-4 und ANp63a verstarkt

Um diese Frage zu beantworten, wurden subkonfluente H1299-Zellen mit den
Reporterplasmiden pRL-tk und pGL3-OT und Expressionsplasmiden fur g-Catenin, myc-Tcf-

4, myc-ANTcf-4 und ANp63a in verschiedenen Kombinationen transfiziert. Dem N-terminal
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trunkierten myc-ANTcf-4 fehlen im Vergleich zu wt Tcf-4 die ersten 30 AS (Korinek et al.,
1997). Der N-Terminus der Tcf/Lef-Faktoren ist konserviert und vermittelt, wie fir das
humane Tcf-1, das murine Lef-1, das Xenopus Tcf-3 und das humane Tcf-4 beschrieben
(Behrens et al., 1996; Huber et al., 1996; Korinek et al., 1997; Molenaar et al., 1996), die
Interaktion zwischen den Transkriptionsfaktoren und p-Catenin. Myc-ANTcf-4 ist somit eine
dominant negative Deletionsmutante von Tcf-4, die die Aktivierung der CRT unterdriickt. 24h
p.t. wurden die Zellen geerntet und lysiert, gefolgt von einem dualen Luziferaseassay. Die
Expression von myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4, ANp63a und B-Actin wurde im Anschluss im WB

analysiert.

Die Einzelexpression von ANp63a verstarkt die Aktivitdt des p-Catenin-Tcf-responsiven
Reporters 25-fach (Abbildung 23). Die myc-Tcf-4-Expression verdoppelt die endogene CRT.
Obwohl wir mittels Immunfluoreszenzanalyse zeigen konnten, dass die Koexpression von
myc-Tcf-4 und ANp63a endogenes B-Catenin in den Zellkern relokalisiert (Abbildung 21),
scheint das in unserem Reporterassaysystem keinen funktionellen Einfluss auf die CRT zu
haben. Nach Koexpression von myc-Tcf-4 und ANp63a steigt die Aktivitat des Reporters nur
auf das 19-fache an und liegt damit unter der Aktivitat, die durch die Einzelexpression von
ANp63a erzielt wird. Interessanterweise beeinflusst die dominant negative Mutante myc-
ANTcf-4 die CRT in Abwesenheit von exogenem p-Catenin nicht negativ. Nach
Einzelexpression kommt es wie bei der myc-Tcf-4-Expression zu einer Verdopplung der
endogenen CRT (2-fach), in Kombination mit ANp63a steigt die Aktivitdt des Reporters auf

das 19-fache an.

Der Einfluss von myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 auf die CRT wird deutlich, wenn p-Catenin im
verwendeten System Uberexprimiert wird. Die Aktivitdt des p-Catenin-Tcf-responsiven
Reporters wird durch zusatzliche pB-Catenin-Expression vervierfacht. Werden p-Catenin und
myc-Tcf-4 koexprimiert, verdoppelt sich die Aktivitat im Vergleich zur Aktivitat nach f-
Catenin-Expression (8-fach). Das dominant negative myc-ANTcf-4 verhindert die Aktivierung
der CRT, die Aktivitdt des Reporters sinkt unter die durch B-Catenin-Expression induzierte
Aktivitat (2-fach). Dies entspricht der Aktivitdt nach der Einzelexpression von myc-ANTcf-4.
Die Koexpression von p-Catenin und ANp63a fihrt zu einem Anstieg der endogenen
Reporteraktivitdt auf das 59-fache und verstarkt damit die durch B-Catenin-Expression
vermittelte Aktivierung 15-fach. Die zusatzliche Koexpression von myc-Tcf-4 verdreifacht die
Aktivitat noch einmal. Dies entspricht einem Anstieg der endogenen CRT auf das 165-fache
und der durch B-Catenin-Expression vermittelten CRT auf das 41-fache. Die Koexpression
von B-Catenin, myc-ANTcf-4 und ANp63a fuhrt zu einem Anstieg der endogenen Aktivitat

des B-Catenin-Tcf-responsiven Reporters auf das 15-fache. Dies liegt etwas unter der
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Aktivitat, die durch Koexpression von myc-ANTcf-4 und ANp63a erzielt wird und scheint

somit B-Catenin-unabhangig zu sein.
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Abbildung 23: Untersuchung der Funktion von Tcf-4 bei der ANp63a-vermittelten p-Catenin-Tcf-
regulierten Transkriptionsaktivierung.

1,0x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 400ng
pcDNA3-ANp63a, 160ng pClneo-B-Catenin, 64ng pcDNA3-myc-Tcf-4, 64ng pcDNA3-myc-ANTcf-4
und 200ng pGL3-OT transfiziert. Die Transfektionsansatze wurden mit 50ng pRL-tk versehen und mit
dem Vektor pcDNA3 auf 1200ng aufgefiillt. Wie in Abbildung 8 beschrieben, wurde 24h p.t. ein dualer
Luziferaseassay durchgefuhrt. Die dargestellten Luziferaseaktivitdten reprasentieren die Ergebnisse
dreier unabhangiger Experimente und sind relativ zur Aktivitdt der Vektorkontrolle des Reporters
dargestellt. Die Expression von ANp63a, myc-Tcf-4 (66kDa) und myc-ANTcf-4 wurde mittels WB
nachgewiesen. Eine B-Actin-Farbung wurde zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate
durchgefuhrt. Dazu wurde die NC-Membran zuerst mit einem AK gegen das myc-Epitop gefarbt,
gestrippt und anschliessend mit AK gegen p63 und B-Actin nachgefarbt.

Betrachtet man sich die Expression von myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4 und ANp63a im WB, wird
myc-Tcf-4 einzeln nur schwach exprimiert. Myc-ANTcf-4 wird starker exprimiert. Da die
kodierenden Sequenzen fir beide Proteine in den gleichen Expressionsvektor kloniert
wurden, kénnte die unterschiedliche Farbung der Proteine im WB durch unterschiedliche
Proteinstabilitdt von myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 zustande kommen. Die Koexpression von
ANp63a fuhrt zu einer leichten Akkumulation beider Proteine. Vermutlich verstarkt ANp63a

die Expression beider Proteine, indem es den CMV-Promotor der Expressionsplasmide
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aktiviert. Hinweise dafir ergeben sich aus Abbildung 10. ANp63a ist in der Lage, die
Luziferaseaktivitat des pGL3-Promoter Reporterplasmides zu aktivieren. Dieser Reporter
enthalt einen SV40-Promotor, der in eukaryotischen Zellen ahnlich wie der CMV-Promoter
konstitutiv aktiv ist. In Abbildung 24 wird als Transfektionskontrolle das Plasmid pCMV-eGFP
mitgeflhrt. Auch hier akkumuliert ein durch den CMV-Promotor reguliertes Fremdgen nach
Koexpression von ANp63a.. Aufgrund der starken Aktivierung der CRT durch B-Catenin, myc-
Tcf-4 und ANp63a kdnnen die Unterschiede in der Expression von myc-Tcf-4 und myc-

ANTcf-4 vernachlassigt werden.

B-Catenin, myc-Tcf-4 und ANp63a. kooperieren somit bei der Aktivierung der CRT in H1299-
Zellen. Obwohl myc-Tcf-4 und ANp63a B-Catenin in den Zellkern relokalisieren, ist fur die

spezifische Aktivierung der CRT die zusatzliche Expression von B-Catenin notwendig.

5.4.2 Tcf-4 bildet einen Proteinkomplex mit B-Catenin und mit ANp63a

Nachdem wir sowohl in Immunfluoreszenzanalysen als auch in Funktionsanalysen die
Kooperation von p-Catenin, myc-Tcf-4 und ANp63a bei der Relokalisation von p-Catenin in
den Zellkern bzw. der Aktivierung der CRT zeigen konnten, haben wir uns die Frage gestellt,
inwiefern diese drei Proteine miteinander Protein-Protein-Interaktionen eingehen. Patturajan
et al. konnten in nuklearen Lysaten von HNSCC 013 Zellen (head and neck squamous cell
carcinoma) endogenes f-Catenin und endogenes ANp63c in einem prazipitierbaren

Komplex nachweisen (Patturajan et al., 2002).

Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit dem Kontrollplasmid pCMV-eGFP und gleichen
Mengen von Expressionsplasmiden fur g-Catenin, myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4 und ANp63a in
verschiedenen Kombinationen transfiziert. Um eine Aussage Uuber die Bildung von
Proteinkomplexen treffen zu kénnen, wurden die Zellen 24h p.t. geerntet, lysiert und mittels
spezifischer AK gefallt (4.3.3). Ein Teil der Lysate wurde zur Kontrolle der Expression der
Proteine B-Catenin, myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4 und ANp63a mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
auf eine NC-Membran ubertragen und mittels WB analysiert. Dabei diente eine B-Actin-
Farbung zum Vergleich der Gesamtproteinmengen der Lysate, eine GFP-Farbung diente
dem Vergleich der Transfektionseffizienz der Ansatze. Die restlichen Lysate wurden
aufgeteilt und zu gleichen Teilen in eine IP mit einem unspezifischen Kontrollantikérper,
einem AK gegen Tcf-4 und einem AK gegen p63 eingesetzt. Die Prazipitate wurden
anschlielend mittels SDS-PAGE und WB analysiert.
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Abbildung 24: Koimmunprézipitation von g-Catenin, Tcf-4 und ANp63a aus Zelllysaten.

1,6x10° H1299-Zellen wurden in verschiedenen Kombinationen mit leerem Vektor, 6,1ug
pcDNA3-ANp63a, pClneo-B-Catenin und pcDNA3-myc-Tcf-4 transfiziert. Die Transfektionsansatze
wurden mit 0,9ug pCMV-eGFP versehen und mit dem Vektor pcDNA3 auf 19,2ug aufgefilllt. 24h p.t.
wurden die Zellen lysiert. Je ein Viertel der Zelllysate wurde in die Immunprazipitation (IP) mit
verschiedenen spezifischen AK eingesetzt. Die Prazipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
mittels WB analysiert. Dazu wurden nacheinander pB-Catenin-, Tcf-4- und p63-Farbungen
durchgefihrt. Im Anschluss an jede Farbung wurde die NC-Membran gestrippt. A: Input-Kontrolle:
Zelllysate vor der IP. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression von
ANp63a, B-Catenin und myc-Tcf-4 wurde mittels WB nachgewiesen. Zum Nachweis gleicher
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Transfektionseffizienzen wurde eine GFP-Farbung (27kDa), zum Nachweis gleicher Proteinmengen
der Lysate wurde eine B-Actin-Farbung durchgefihrt. Im Anschluss an jede Farbung wurde die NC-
Membran gestrippt. B: Negativkontrolle: IP a- B-Gal. C: IP a-Tcf-4. D: IP a-p63.

In Abbildung 24A ist die Expression von p-Catenin, myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4 und ANp63a. vor
der Immunprazipitation dargestellt. Anhand der B-Actin-Farbung ist zu erkennen, dass
vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden. Die Expression von eGFP steigt
nach Koexpression von ANp63a an. Dies beruht vermutlich auf einer Aktivierung des CMV-
Promotors durch ANp63a, wie in Kapitel 5.4.1 fur die Expression von myc-Tcf-4 und myc-
ANTcf-4 beschrieben. p-Catenin ist in allen Lysaten in vergleichbaren Mengen nachweisbar.
Die Expression von myc-ANTcf-4 ist wie in Abbildung 23 dargestellt etwas starker als die
Expression von myc-Tcf-4. Im Vergleich zur eGFP-Expression flihrt die zusatzliche
Expression von ANp63a. nicht zu einer deutlichen Verstarkung der Expression von B-Catenin,
myc-Tcf-4 oder myc-ANTcf-4, obwohl alle Expressionsplasmide die Fremdgenexpression
Uber einen CMV-Promotor steuern. Die Ursache dafur liegt wahrscheinlich im Verhaltnis der
transfizierten Expressionsplasmide zueinander begrindet. In dem in Abbildung 23
dargestellten Experiment betrug das Verhdltnis der Expressionsplasmide fir
ANp63a und myc-Tcf-4 bzw. myc-ANTcf-4 6,3:1. Fir die Koimmunprazipitationsansatze
betrug das Verhaltnis der Expressionsplasmide fir ANp63a und eGFP 6,8:1, wahrend das
Verhaltnis der Expressionsplasmide flir ANp63a. und B-Catenin, myc-Tcf-4 bzw. myc-ANTcf-4
1:1  betrug. Ein  ANp63a-vermittelter Anstieg der CMV-Promoter-gesteuerten
Fremdgenexpression ist vermutlich nur bei einer deutlichen Uberexpression von ANp63a. im
Vergleich zu einem anderen Fremdgen zu beobachten. Die Expression von ANp63a in den

Lysaten ist vergleichbar.

Um zu kontrollieren, ob B-Catenin, Tcf-4 oder p63 unspezifische Interaktionen mit der fur die
Prazipitation verwendeten PAS oder mit einem beliebigen AK eingehen kénnen, wurde ein
Drittel der Lysate in eine Immunprazipitation mit einem AK gegen p-Gal eingesetzt. Die WB-
Farbungen der Prazipitate mit spezifischen AK gegen B-Catenin, Tcf-4 und p63 sind in
Abbildung 24B dargestellt. Fir diese Kontrolle wurde der Rdntegenfilm Gber Nacht exponiert.
B-Catenin, myc-Tcf-4, myc-ANTcf-4 und ANp63a gehen keine unspezifischen Interaktionen

mit der PAS oder einem unspezifischen AK ein.

Der Tcf-4-spezifische AK prazipitiert myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 (Abbildung 24C). Die
prazipitierten Proteinmengen entsprechen den myc-Tcf-4- und myc-ANTcf-4-Proteinmengen
der Lysate (Abbildung 24A, input-Kontrolle). Uberexprimiertes p-Catenin und ANp63a.
werden in Abwesenheit von myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 durch diesen AK nicht gefallt. Wie

zu erwarten war, bilden myc-Tcf-4 und B-Catenin einen prazipitierbaren Komplex. Dagegen
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ist myc-ANTcf-4, dem die ersten 30 AS und damit die Interaktionsdomane mit 3-Catenin fehlt,
nicht mehr in der Lage, B-Catenin zu koprazipitieren (Korinek et al., 1997). ANp63a befindet
sich sowohl mit myc-Tcf-4 als auch mit myc-ANTcf-4 in einem prazipitierbaren Komplex.
Dabei bindet das in den Lysaten starker exprimierte myc-ANTcf-4 auch mehr ANp63a. Die
Interaktion von myc-Tcf-4 und ANp63a hat keinen Einfluss auf die Interaktion von myc-Tcf-4

und B-Catenin.

Um die Beobachtung zu verifizieren, dass myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 einen Proteinkomplex
mit ANp63a. bilden, wurde ein Drittel der Lysate mit einem AK gegen p63 gefallt (Abbildung
24D). Der p63-spezifische AK prazipitiert ANp63a.. Myc-Tcf-4 und myc-ANTcf-4 werden in
Abwesenheit von ANp63a durch diesen AK nicht gefallt. Mit dem p63-spezifischen AK lassen
sich ebenfalls ANp63a-myc-Tcf-4 und ANp63a-myc-ANTcf-4 Proteinkomplexe prazipitieren.
Obwohl etwa gleiche ANp63a. Proteinmengen prazipitiert werden, wird myc-ANTcf-4 deutlich
besser kopréazipitiert als myc-Tcf-4. Dies kénnte daran liegen, dass ANp63a im Uberschuss
vorliegt und das gesamte myc-Tcf-4 bzw. myc-ANTcf-4 kopréazipitiert wird. Da mehr myc-
ANTcf-4 als myc-Tcf-4 in den Lysaten vorhanden ist, wird auch mehr myc-ANTcf-4 gefallt als
myc-Tcf-4. Desweiteren kdnnte die Deletion der ersten 30 Aminosauren von Tcf-4 zu einer
Konformationséanderung des Proteins flihren, die wiederum die Bindung an ANp63a
begunstigt. Eine Interaktion von ANp63a und B-Catenin konnte entgegen den Daten von

Patturajan et al. nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt) (Patturajan et al., 2002).

Damit konnte mittels Koimmunprazipitationen gezeigt werden, dass Tcf-4 einen
Proteinkomplex sowohl mit p-Catenin als auch mit ANp63a bildet. B-Catenin und ANp63a
interagieren mit Tcf-4 Uber unterschiedliche Proteinbindungsdomanen. Dies legt die
Vermutung nahe, dass im Zellkern vermutlich alle drei Proteine Uber Tcf-4 einen

gemeinsamen Proteinkomplex bilden.
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6 Diskussion

ANp63a ist ein zu p53 homologes Protein, das spezifische Gene auf Ebene der Transkription
reguliert. Im Unterschied zu p53 werden durch die Verwendung eines zusatzlichen
Promotors und alternativen Spleilens verschiedene p63-Isoformen exprimiert, die sich auch
funktional unterscheiden. Aufgrund der Aminosaurehomologien innerhalb der DNA-
bindenden Proteindoméanen von p53 und den p63-Isoformen, kénnen p63-Proteine auch an
p53-responsive  DNA-Elemente binden und damit p53-responsive Gene transkriptionell
regulieren. So fungiert das N-terminal trunkierte ANp63a, dem die Transaktivierungsdomane
fehlt, als Antagonist des Tumorsuppressors p53 und Ubt diesbezlglich eine onkogene
Funktion aus. Ob es sich bei dem p63-Gen um ein Tumorsuppressorgen oder ein Onkogen
handelt und welche Rolle p63-Proteine bei der Tumorentstehung spielen, wird intensiv
untersucht und kontrovers diskutiert (Barbieri and Pietenpol, 2006; Blandino and
Dobbelstein, 2004; Mills, 2006; Yang and McKeon, 2000).

Wir haben uns die Frage gestellt, ob ANp63a unabhangig von p53 Gene reguliert, die zur
Entstehung eines malignen Phanotyps beitragen. Dabei kénnte es sich um Gene handeln,
deren Produkte innerhalb von wachstumsregulierenden Signaltransduktionswegen
essentielle regulatorische Funktionen austben. Patturajan et al. konnten zeigen, dass
ANp63a die nukledre Akkumulation von B-Catenin und die CRT aktiviert (Patturajan et al.,
2002). p-Catenin ist ein multifunktionales Protein. An der Plasmamembran vermittelt -
Catenin Uber E-Cadherin interzellulare Adhasion, wahrend es im Zellkern als Effektor des
kanonischen Wnt-Signalweges fungiert und gemeinsam mit den Transkriptionsfaktoren der
Tcf/Lef-Familie B-Catenin-Tcf-responsive ~ Gene  transkriptionell aktiviert.  Wnt-
Signaltransduktionswege bilden ein komplexes Netzwerk und kontrollieren die

Zellproliferation wahrend der Entwicklung und der Onkogenese (Logan and Nusse, 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von ANp63a im kanonischen Wnt-
Signaltransduktionsweg charakterisiert. Unter Verwendung eines p-Catenin-Tcf-responsiven
Reporterassays konnten wir zeigen, dass tetrameres ANp63a die CRT synergistisch mit -
Catenin bzw. B-Catenin und Tcf-4 verstarkt. Der Einfluss von p63 auf die CRT ist spezifisch,
da es durch die Homologen p53 und p73 in seiner Funktion nicht ersetzt werden konnte und
keinen Einfluss auf die Gli-1 regulierte Transkription zeigte. Wahrend ANp63o keinen
Einfluss auf die Phosphorylierung und die Gesamtproteinmenge von B-Catenin zeigte, bildet
es einen Komplex mit Tcf-4. Wir vermuten, dass Tcf-4 gleichzeitig mit -Catenin und ANp63a
interagiert und ANp63a als Kofaktor der p-Catenin-Tcf-regulierten Transkription die CRT

verstarkt.
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6.1 ANp63a: ein spezifischer Aktivator der CRT

Mit Hilfe eines B-Catenin-Tcf-responsiven Luziferase-Reporterassay-Systems konnten wir
zeigen, dass ANp63a in 293- und H1299-Zellen die CRT in Kooperation mit p-Catenin und
Tcf-4 aktiviert (Abbildung 8, Abbildung 16, Abbildung 23). Im Gegensatz zum Wnt-Signalweg
beeinflusst ANp63a die Gli-1-regulierte Transkription des Shh-Signalweges nicht (Abbildung
10). Aus dieser Beobachtung schliefien wir, dass ANp63a. die CRT spezifisch aktiviert.

Obwohl p53, p63 und p73 auf AS-Ebene grol’e Homologien aufweisen, kdénnen das
ebenfalls N-terminal trunkierte ANp73a und p53, das eine N-terminale TAD enthalt, ANp63a
bei der Aktivierung der CRT in H1299-Zellen nicht ersetzen (Abbildung 11).
Interessanterweise konnten Ueda et al. zeigen, dass TAp73p in Saos-2-Zellen ein B-Catenin-
Tcf-responsives Luziferasereportergen transaktiviert und die durch Wnt-3a oder exogen
exprimiertes pB-Catenin induzierte Genexpression synergistisch verstarkt, wahrend eine N-
terminale Deletionsmutante von TAp73p keinen Effekt auf die Reportergenexpression zeigt
(Ueda et al., 2001). In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen in H1299-Zellen aktiviert
N-terminal trunkiertes p73 die CRT in Saos-2-Zellen nicht. Allerdings haben wir uns die
Frage gestellt, ob auch andere p63-Isoformen die CRT in unserem System regulieren und
wenn ja, in welcher Form. Vergleicht man die Aktivitat der verschiedenen p63-lIsoformen, so
handelt es sich bei den N-terminal trunkierten ANp63-Isoformen um die starksten Aktivatoren
der CRT (Abbildung 13). Diese Beobachtung erscheint aufgrund der fehlenden TAD
Uberraschend, allerdings konnten verschiedene Arbeitsgruppen zusatzliche TAD in ANp63
identifizieren. So konnten Dohn et al. zeigen, dass es sich bei den AS 1-26 von ANp63a. um
eine putative TAD handelt (Dohn et al., 2001). Weitere Untersuchungen haben ergeben,
dass ein PXXP-Motiv innerhalb dieser Doméane fur die transaktivierende Funktion von
ANp63-Isoformen notwendig ist (Helton et al., 2006). PXXP-Motive fungieren als
Ligandenbindungsstelle flr Proteine, die eine Src-Homology-3-Domane besitzen (Cohen et
al., 1995; Feller et al., 1994). Auch in den Prolin-reichen Domanen von p53 (Walker and
Levine, 1996; Zhu et al., 1999) und p73 (Agami et al., 1999; Liu et al., 2004; Nozell et al.,
2003) wurden PXXP-Motive beschrieben, die die transkriptionelle Aktivitat von p53 und p73
regulieren. Ein moglicher Interaktionspartner von ANp63a kénnte die Prolylisomerase Pin1
sein. Pin1 katalysiert die cis/trans-lsomerisierung an phosphorylierten Serin-Prolin- oder
Threonin-Prolin- Motiven von p53 und p73 (Mantovani et al., 2004a; Mantovani et al.,
2004b). Dazu interagiert es uber seine WW-Domane mit p53 und p73 und moduliert dadurch
u.a. deren Interaktion mit der DNA und mit Kofaktoren. Unverdffentlichte Daten von G. Del
Sal lassen vermuten, dass Pin1 zur Promoterselektion und zur Stabilisierung
transkriptioneller Komplexe von p53 und p73 beitragt (Braithwaite et al., 2006). ANp63a und
ANp63p besitzen im Vergleich zu ANp63y ein C-terminales PPXY-Motiv (Helton et al., 2006).
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PPXY Motive bilden Ligandenbindungsstellen fur Proteine, die eine WW-Domane besitzen
(Macias et al., 1996). Das Motiv sowie die umgebenden AS kénnen die Transaktivierung von
Zielgenen, wie fur p73 (Ageilan et al., 2004; Miyazaki et al., 2003; Rossi et al., 2005; Strano
et al., 2001) bereits beschrieben, verstarken bzw. regulieren. Die Aktivitdt von ANp63a und
ANp63B unterscheidet sich in unterschiedlichen Zelllinien. Wahrend die Aktivitat des C-
terminal langsten Proteins, ANp63a, in 293-Zellen deutlich die Aktivitdt der anderen p63-
Isoformen bei der CRT Ubertrifft (Daten nicht gezeigt), aktiviert das C-terminal trunkierte
ANp63p in H1299-Zellen die CRT um ein vielfaches starker als ANp63a (Abbildung 13).
Diese Beobachtung ist vermutlich auf Unterschiede der Zelllinien, z.B. die differentielle
Expression von Transkriptionskofaktoren, zurickzufihren. So konnten mehrere
Arbeitsgruppen zeigen, dass die p63-vermittelte Transaktivierung sowohl durch die
verwendeten Reportersysteme als auch durch die verwendeten Zellsysteme beeinflusst wird
(lkawa et al., 1999; Kato et al., 1999; McGrath et al., 2001; Shimada et al., 1999). ANp63a
besitzt im Vergleich zu ANp633 zwei zusatzliche putative Protein-Protein-Interaktions-
Domaénen, Uber die es je nach Zellsystem mit Repressoren oder Aktivatoren der CRT
interagieren kénnte. Sowohl die SAM-Domane (Thanos et al., 1999) als auch die TID, die
sich direkt an die SAM-Doméane anschliet, wurden als Protein-Protein-Interaktionsmodule
beschrieben (Ghioni et al., 2002; Serber et al., 2002). Die SAM-Domane von p63a ist eine
dominante transkriptionelle Repressordomane, die ihre Funktion vermutlich durch die
Interaktion mit zelluldren Korepressoren ausibt (Ghioni et al., 2002). Die letzten 71 AS des
C-Terminus von p63a. enthalten ebenfalls eine inhibitorische Domane (TID), die sowohl
notwendig als auch ausreichend ist, die Aktivitat von p63 zu inhibieren (Serber et al., 2002).
Dies geschieht u.a. Uber die Assoziation anderer Proteine mit der TID, die wiederum die
Stabilitat und Aktivitdt von p63 modulieren (z.B. Sumo-1 (Ghioni et al., 2005)). Ob die
unterschiedlichen TAD und Repressordomanen an der p63-vermittelten Transaktivierung der
CRT beteiligt sind und auf welche Art und Weise sie die CRT modulieren, bleibt durch

Mutationsanalysen zu klaren.

Untersuchungen mit physiologisch relevanten ANp63a-Mutanten, die einen AS-Austausch
innerhalb der DBD (EEC-Mutante) oder der SAM-Domane (AEC-Mutante) enthalten, fuhrten
in H1299-Zellen nicht zu einer Aktivierung der CRT (Abbildung 15). Die EEC-
Substitutionsmutante ANp63a C306R enthalt eine Missense-Mutation innerhalb der DBD von
p63. Celli et al. haben ein Modell der DBD von p63, basierend auf der bekannten Struktur
der DBD von p53 (Cho et al., 1994) entwickelt (Celli et al., 1999). Die Autoren vermuten,
dass die Substitution C306R die DNA-Bindungskapazitdt von p63 durch strukturelle
Deformation des Proteins vermindert. Eine intakte bzw. funktionale DBD ist vermutlich fur die
ANp63a-vermittelte Transaktivierung der CRT notwendig. Ob ANp63a. Uber seine DBD direkt
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an Tcf/Lef-responsive DNA-Elemente bindet oder es Uber die DBD Protein-Protein-
Interaktionen mit Transkriptionskofaktoren eingeht, wie es flr andere Proteine beschrieben
wurde (Strano et al.,, 2002; Wissmuller et al., 2006), bleibt offen. Mutationsanalysen und
EMSA bzw. ChlIP-Experimente kénnten in vitro bzw. in vivo einen Hinweis darauf geben.
Anhand eines Homologiemodells der SAM-Domanen von p63 und p73 ((Chi et al., 1999))
konnten McGrath et al. zeigen, dass in der von uns untersuchten Mutante ANp63a L518F
eine AS substituiert ist, die innerhalb des Proteins angeordnet ist und damit vermutlich die
Gesamtstruktur und Stabilitdit des Proteins beeinflusst (McGrath et al., 2001). In
Funktionsassays zeigte ANp63a L518F im Gegensatz zu wt ANp63a keinen inhibitorischen
Effekt auf die Transaktivierungsaktivitdt von p53 und TAp63y. Aus diesen Beobachtungen
leiten die Autoren die Vermutung ab, dass p63 Uber die SAM-Domane eine bisher
unbekannte Protein-Protein-Interaktion mit einem transkriptionellen Modulator der p63-
Aktivitat eingeht. Dieser kdnnte, so diskutieren sie, sowohl die DNA-Bindungskapazitat der
p63a-lsoformen als auch die Repression von p53 und TAp63y vermitteln. Vergleicht man die
Aktivitat von ANp63a, ANp63p und ANp63a L518F die CRT in H1299-Zellen zu aktivieren, so
ergibt sich folgende Hypothese: ANp63a aktiviert in H1299-Zellen die CRT. ANp63p, dem die
SAM-Domane und die TID als putative Repressordomanen fehlen, ist ein deutlich starkerer
Aktivator der CRT. D.h., die Aktivitdt von ANp63a wird in H1299-Zellen vermutlich durch die
Interaktion des Proteins mit einem transkriptionellen Repressor vermindert. Dagegen ist
ANp63a L518F, das eine Mutation in der SAM-Domane tragt, nicht in der Lage, die CRT zu
aktivieren. Damit ergeben sich zwei mogliche Ursachen fur den Funktionsverlust der AEC-
Mutante. 1) Der Hypothese von McGrath et al. folgend, kdnnte die Mutation in der SAM-
Domane die Interaktion mit einem Faktor X verhindern, der die DNA-Bindung von ANp63a
vermittelt (McGrath et al., 2001). Daflir spricht, dass der Phanotyp der AEC-Mutante in
unserem [-Catenin-Tcf-responsiven Luziferase-Reporterassay-System dem der EEC-
Mutante, die nicht mehr an DNA binden kann, entspricht. Allerdings ist es unwahrscheinlich,
dass ANp63a selbst an die DNA eines B-Catenin-Tcf-responsiven Promotors bindet, da erst
die Koexpression von ANp63a und B-Catenin bzw. B-Catenin und Tcf-4 die CRT deutlich
aktiviert (Abbildung 8, Abbildung 16, Abbildung 23). 2) Der vollstandige Funktionsverlust des
Proteins ist vermutlich auf die durch die Mutation hervorgerufene globale

Strukturveranderung von ANp63a zuriickzufihren (Cicero et al., 2006; McGrath et al., 2001).

Unter Verwendung eines spezifischen Inhibitors der Oligomerisierung von p63 konnten wir
zeigen, dass ANp63a die CRT als Tetramer aktiviert. Die Koexpression von ANp63a. und
p63DD verhindert die ANp63a-induzierte Transkriptionsaktivierung (Abbildung 14).
Weiterfihrende Experimente mit Punktmutanten von ANp63a, die nicht mehr in der Lage

sind Dimere bzw. Tetramere zu bilden, haben ebenfalls gezeigt, dass die Dimerisierung bzw.
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die Tetramerisierung von ANp63ca fur die Aktivierung der CRT notwendig ist (Daten nicht

gezeigt).

Neben dem Nachweis der ANp63a-induzierten Aktivierung der CRT mit Hilfe des artifiziellen
Luziferase-Reporterassay-Systems, bleibt die physiologische Relevanz von ANp63a. fliir den
Whnt-Signalweg zu untersuchen. Dies ist moglich, indem man ANp63a aus ANp63a-positiven
Zellen durch siRNAs entfernt oder es in ANp63a-negativen Zellen transient Gberexprimiert
und die Transkription B-Catenin-Tcf-responsiver Gene mittels quantitativer PCR untersucht.
In vielen Fallen ist die Regulation der Wnt-Zielgene zelltypspezifisch, in anderen Fallen
werden Zielgene in mehreren Zellen und Geweben induziert (Logan and Nusse, 2004).
Daraus ergibt sich fur uns die Herausforderung, Zelllinien zu finden, in denen p63 die CRT

bestimmter Wnt-responsiver Gene aktiviert.

6.2 Ein ternarer Transkriptionskomplex: p-Catenin, Tcf-4 und ANp63a.

Es bleibt die Frage zu klaren, welchem molekularen Mechanismus die ANp63a-induzierte
Aktivierung der CRT unterliegt. Mdgliche Ansatzpunkte fir ANp63oa kdnnten folgende drei

Abschnitte des kanonischen Wnt-Signalweges sein:

1) Die Regulation der Proteinstabilitdt von B-Catenin.

Der Angriffspunkt von ANp63a. ware in diesem Fall der APC-Komplex einschliellich seiner
Komponenten. Wird die Phosphorylierung von -Catenin durch CK-1 und GSK3- verhindert,
kommt es nicht zum proteolytischen Abbau von B-Catenin, sondern zur Akkumulation des

Proteins im Zytoplasma.

In 293- und H1299-Zellen konnten wir unter Verwendung des B-Catenin-Tcf-responsiven
Luziferase-Reporterassay-Systems zeigen, dass ANp63a die CRT in Kooperation mit
transient exprimiertem B-Catenin verstarkt. Werden ANp63a und p-Catenin S33Y, eine
tumorassoziierte, dominant aktive p-Catenin-Mutante (Morin et al., 1997), koexprimiert, erhalt
man eine deutlich starkere Aktivierung der CRT als durch eine der beiden Komponenten
allein (Abbildung 16). Im WB sind die Proteinlevels von endogenem, exogenem und
exogenem stabilen B-Catenin in 293-Zellen zu unterscheiden. Ein ahnliches Ergebnis
konnten wir auch in H1299-Zellen beobachten. Die Expression von ANp63o flihrte im
Gegensatz zu den Beobachtungen von Patturajan et al. jedoch nicht zu einer Akkumulation
von f-Catenin (Patturajan et al., 2002). Dieses Ergebnis konnten wir auch nach der
Behandlung von H1299-Zellen mit NaCl bzw. LiCl verdeutlichen. LiCl inhibiert spezifisch
GSK3-p und fungiert als Aktivator des Wnt-Signalweges (Klein and Melton, 1996; Stambolic
et al., 1996). Wahrend in LiCl-behandelten Zellen eine deutliche Abnahme der
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phosphorylierten B-Catenin-Levels zu beobachten ist, nimmt gleichzeitig die Menge an -
Catenin-Gesamtprotein zu. Dagegen beeinflusst ANp63a in unbehandelten und NaCl-
behandelten Zellen weder die Phospho-B-Catenin- noch die Gesamt-B-Catenin-Levels
(Abbildung 17).

2) Die Translokation von -Catenin in den Zellkern.

B-Catenin besitzt weder ein nukledres Lokalisationssignal NLS noch ein nukleares
Exportsignal (NES). Aufgrund seines Molekulargewichtes von 92kDa ist eine passive
Diffusion von B-Catenin durch Kernporen nicht denkbar. Trotzdem wird es effizient zwischen
Zytoplasma und Zellkern hin und her transportiert (Eleftheriou et al., 2001; Krieghoff et al.,
2006; Wiechens and Fagotto, 2001; Yokoya et al., 1999). Es wird vermutet, dass die
nukledre Lokalisation und damit auch die transkriptionelle Aktivitat von B-Catenin unter
anderem durch dessen nuklearen Import durch Faktoren der Tcf/Lef-Familie ((Behrens et al.,
1996; Huber et al., 1996; Prieve et al., 1998)) und Bcl-9 ((Kramps et al., 2002; Townsley et
al., 2004)) bzw.durch dessen nuklearen Export durch APC ((Barth et al., 1997; Henderson,
2000; Neufeld et al., 2000a; Neufeld et al., 2000b)) und Axin ((Cong and Varmus, 2004;
Tolwinski and Wieschaus, 2001; Wiechens et al., 2004)) reguliert wird.

B-Catenin ist in Zellen mit einem normal regulierten Wnt-Signalweg, wie H1299-Zellen,
hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert. Dabei tritt es aufgrund seiner Funktion bei der Zell-
Zell-Adhasion konzentriert an der Zellmembran auf. Tcf-4 und ANp63a sind nuklear
lokalisierte Proteine (Abbildung 18). Wir konnten mittels indirekter Immunfluoreszenzanalyse
zeigen, dass exogenes p-Catenin nach Koexpression von Tcf-4 im Zellkern akkumuliert
(Abbildung 19). Krieghoff et al. konnten mittels FRAP (Fluorescence recovery after
photobleaching) in lebenden Zellen zeigen, dass B-Catenin nach Koexpression von Tcf-4 im
Zellkern zurtuckgehalten wird und akkumuliert. Neben der Retention von p-Catenin fuhrt die
Koexpression von Tcf-4 zusatzlich zur Abnahme der Mobilitdt von B-Catenin im Zellkern,
indem es durch den Transkriptionsfaktor Tcf-4 zum Chromatingerist rekrutiert wird (Krieghoff
et al., 2006). ANp63a ist in der Lage, die nukledre Akkumulation von pB-Catenin zu
verstarken. Nach Koexpression von Tcf-4 und ANp63a konnten wir auch endogenes (-
Catenin im Zellkern nachweisen (Abbildung 20, Abbildung 21). Da die Akkumulation von -
Catenin im Zellkern von der Tcf-4-Expression abhangt, vermuten wir keine Funktion von
ANp63a bei der Translokation von B-Catenin in den Zellkern. Allerdings scheint ANp63a. die
Tcf-4-vermittelte Kernretention zu verstarken. Moglicherweise bilden p-Catenin, Tcf-4 und
ANp63a im Zellkern einen aktiven Transkriptionskomplex, der vermutlich aufgrund seiner

Grdle schlechter ins Zytoplasma transportiert wird.
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3) Die Transkription bzw. die Initiation der Transkription 3-Catenin-Tcf-responsiver Gene.

ANp63a kdnnte als Transkriptionskofaktor mit dem B-Catenin-Tcf-Komplex interagieren und

die Bindung zusatzlicher Komponenten der zellularen Transkriptionsmaschinerie vermitteln.

Abbildung 25: Hypothese: B-Catenin, Tcf-4 und ANp63a bilden einen aktiven
Transkriptionskomplex.

Tcf-4 interagiert sowohl mit B-Catenin als auch mit ANp63a. Der ternare Proteinkomplex bindet an
Tcf/Lef-responsive DNA-Elemente und verstarkt die CRT. Dabei vermittelt ANp63a die Bindung von
Transkriptionskofaktoren und/oder von DNA.

Die Koexpression aller drei Proteine, p-Catenin, Tcf-4 und ANp63a., fuhrt in H1299-Zellen zur
starksten Aktivierung der CRT (Abbildung 23). Allerdings konnten wir im Luziferaseassay
keine funktionelle Kooperation von Tcf-4 und ANp63a mit endogenem [-Catenin nachweisen
(Abbildung 23). Durch Immunpréazipitationen von Tcf-4 und ANTcf-4 aus transient
transfizierten H1299-Zelllysaten konnten wir zeigen, dass ANp63a einen Komplex mit Tcf-4
bildet (Abbildung 24). Wie zu erwarten war, interagiert Tcf-4 direkt mit -Catenin, wahrend
das N-terminal trunkierte ANTcf-4 nicht mehr dazu in der Lage ist. ANp63a befindet sich
dagegen sowohl mit Tcf-4 als auch mit ANTcf-4 in einem prazipitierbaren Komplex. Letztere
Beobachtung konnten wir durch Immunprazipitation von ANp63a bestatigen. Unsere
Ergebnisse legen des weiteren die Vermutung nahe, dass sich ANp63a dem B-Catenin/Tcf-
4-Komplex anschlie3t und damit ein aktiver Transkriptionskomplex bestehend aus p-Catenin,
Tcf-4 und ANp63a gebildet wird (Abbildung 25). Diese Hypothese wird von den Ergebnissen

der Koimmunfluoreszenzanalysen unterstutzt (Abbildung 22). Einen prazipitierbaren
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Komplex von ANp63a und B-Catenin konnten wir im Gegensatz zu Patturajan et al. nicht

nachweisen (Patturajan et al., 2002).

B-Catenin und Tcf/Lef-Faktoren bilden zur Transaktivierung Tcf/Lef-responsiver Gene
Multiproteinkomplexe bestehend aus Transkriptionskofaktoren und DNA-modellierenden
Enzymen aus. So aktivieren die Produkte der Gene Legless (Lgs, Homolog des humanen
BCL-9) und Pygo, zwei Segment-Polaritatsgene in Drosophila, die Transkription von Wnt-
Zielgenen (Kramps et al., 2002). Lgs/BCL-9 verknupft dabei Arm/p-Catenin und Pygo
physisch. Weitere Untersuchungen in Drosophila-Zellen haben ergeben, dass
Pangolin(Pan)/Tcf/lLef, Arm/pB-Catenin und Lgs/BCL-9 eine lineare Kette von
Adaptermolekilen bilden, die Pygo als essentiellen Kofaktor der CRT an regulatorische
DNA-Elemente der Wingless(Wg)/Wnt-Zielgene leiten (Stadeli and Basler, 2005). Neben
BCL-9 wurde ein ahnliches Protein, BOL, als B-Catenin-Interaktionspartner identifiziert
(Adachi et al., 2004). Das in kolorektalen Tumoren haufig iberexprimierte BOL verstarkt die
CRT und induziert die p-Catenin-abhangige Transformation von RK3E-Zellen. Im Gegensatz
zu BCL-9 ist die Interaktion von BOL mit Pygo entbehrlich. Es ist denkbar, dass ANp63a
ahnliche Funktionen innerhalb des B-Catenin-Tcf-4-Transkriptionskomplexes einnimmt. Im
Gegensatz zu Lgs/BCL-9 und B9L bindet ANp63a. jedoch an Tcf-4 und nicht an pB-Catenin.
Ein solcher ternarer Transkriptionskomplex wurde von Nateri et al. fur die p-Catenin-Tcf-4-
vermittelte Regulation des c-Jun-Promotors beschrieben (Nateri et al.,, 2005). Der c-Jun-
Promotor enthalt neben zwei proximalen AP-1-Bindungsstellen (Jun 1 und Jun 2), tiber die c-
Jun seine Transkription selbst reguliert, eine circa 3kb stromaufwarts gelegene Tcf-
Konsensussequenz. Die Autoren konnten zeigen, dass ein Transkriptionskomplex bestehend
aus B-Catenin, Tcf-4 und phosphoryliertem c-Jun in vivo an die AP-1-Bindungsstellen und
die Tcf-Konsensussequenz des c-Jun-Promotors bindet und die Transkription des c-Jun-
Gens kooperativ aktiviert. Als Mechanismus flir die kooperative Aktivierung der Transkription
vermuten Nateri et al. die Rekrutierung von -Catenin Uber dessen Interaktion mit Tcf-4 und
der gleichzeitigen Interaktion von Tcf-4 mit phosphoryliertem c-Jun zu den proximalen AP-1-
Bindungsstellen in der Nahe des Transkriptionsstartes. ANp63a kdnnte durch die Interaktion
mit Tcf-4 die Transkription spezifischer Gene U(ber einen vergleichbaren Mechanismus
aktivieren. Allerdings ist die Bindung eines genspezifischen Promotorelementes innerhalb
unseres Reporterassaysystems nicht moglich. Dies kdnnte nur durch die Untersuchung
endogener Genexpression ermittelt werden. Aufgrund der Luziferasedaten stellt die ANp63a.-
vermittelte Rekrutierung von Transkriptionskofaktoren an den p-Catenin-Tcf-4-Komplex

wahrscheinlich die Ursache fiir die Aktivierung der CRT dar.

Um den Mechanismus der ANp63a-vermittelten Aktivierung der CRT aufzuklaren, mussen

weitere Untersuchungen durchgefihrt werden. Dabei gilt es primar mittels ChIP zu
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analysieren, ob der ternare Proteinkomplex in vivo an Tcf/Lef-responsive DNA-Elemente
bindet. Weitere offene Fragen lauten: Bindet ANp63a selbst an DNA und/oder rekrutiert es
Transkriptionskofaktoren an den Transkriptionsstart p-Catenin-Tcf/Lef-responsiver Gene?
Interagiert und kooperiert ANp63a. nur mit Tcf-4 oder auch mit Tcf-1, Lef-1 und Tcf-3?
Interagieren auch andere p63-Isoformen und p63-Homologe mit Tcf/Lef-Faktoren? Gibt es
ein Tiermodell, in dem man die physiologische Relevanz der ANp63a-vermittelten
Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges zeigen kann? Fuhrt die Expression von
ANp63a in Xenopus laevis zu einer p-Catenin-vermittelten Duplikation der embryonalen

Koérperachse?

6.3 Ausblick: Der Tcf-4-ANp63a-Proteinkomplex

Die Strukturanalyse des Tcf-4-ANp63a-Proteinkomplexes stellt ein interessantes Ziel zur
Aufklarung des molekularen Mechanismus der ANp63a-vermittelten Aktivierung der CRT
dar. Der B-Catenin-Tcf-4-Proteinkomplex wurde bereits von verschieden Arbeitsgruppen
untersucht. Die zentrale Region von B-Catenin besteht aus 12 Kopien eines 42 AS langen
Sequenzmotivs (Arm-repeat), das die Interaktion mit E-Cadherin, APC, Axin und den
Faktoren der Tcf/Lef-Familie vermittelt (Behrens et al., 1998; Behrens et al., 1996; Huelsken
et al., 1994; Rubinfeld et al., 1995; von Kries et al., 2000; Xing et al., 2003). Die Arm-Motive
bilden strukturell eine Superhelix aus Helices. Dadurch entsteht eine lange positiv geladene
Furche, die durch die Helix des dritten Arm-Motivs gebildet wird (Huber et al., 1997). B-
Catenin interagiert mit Tcf-4 Uber dessen N-Terminus. Die B-Catenin-Bindungsdoméne
(CBD) ist zwischen den Mitgliedern der Tcf/Lef-Familie konserviert (Behrens et al., 1996;
Knapp et al., 2001; Korinek et al., 1997; Molenaar et al., 1996; Omer et al., 1999; van de
Wetering et al., 1997; von Kries et al., 2000). Aufgrund von strukturellen Untersuchungen
haben Graham et al. ein Modell der B-Catenin-Tcf-4-Erkennung entwickelt. Die Autoren
vermuten, dass die ersten 100 AS von Tcf-4 in ungebundenem Zustand eine willkirliche
,Coil“-Struktur ausbilden. Zuerst interagieren die AS 13-31 von Tcf-4, die die minimale B-
Catenin-Bindungsstelle definieren, mit p-Catenin. Die AS 40-49 von Tcf-4 bilden aufgrund
ihrer Interaktion mit der positiv geladenen Furche der Arm-Sequenzmotive eine a-Helix aus,
die sich um die Hauptachse der Superhelix der Arm-repeats wickelt (Graham et al., 2001).
Tcf-4 und ANp63a bendtigen zur Interaktion nicht die CBD, dagegen legen die
Koimmunprazipitationsexperimente die Vermutung nahe, dass ANp63a. sogar effizienter mit
ANTcf-4 interagiert als mit wt Tcf-4 (Abbildung 24). Die Ursache daflr konnte in der
sterischen Inhibition der Interaktion beider Proteine durch die p-Catenin-vermittelte

Konformationsanderung von Tcf-4 begrindet sein. Mit Hilfe von Deletionsmutanten sollen die
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minimalen Interaktionsdomanen von Tcf-4 und ANp63a. experimentell ermittelt werden, um
sie nachfolgend einer Kokristallisation zu unterziehen. Putative Protein-Protein-
Interaktionsdoménen von Tcf-4 sind die variable Domane, die HMG-Box und der C-Terminus
des Proteins. Tcf-4 interagiert z.B. mit dem Repressor Groucho Uber seine variable
Proteindomane, die sich zwischen der CBD und der HMG-Box befindet (Brantjes et al.,
2001), und mit dem Repressor CtBP1 Uber seinen C-Terminus (Valenta et al., 2003). SoxE-
Proteine interagieren Uber ihre HMG-Box schwach mit der DBD von zahlreichen
Transkriptionsfaktoren in  Lésung (Wissmuller et al.,, 2006). D.h., Tcf-4 koénnte
moglicherweise Uber seine HMG-Box mit der DBD von ANp63a interagieren. Von humanen
Tumoren abgeleitete p53-Mutanten kénnen Jjn vitro und in vivo mit p63 Uber ihre
Kerndomanen interagieren, wobei die DBD von p63 fur diese Interaktion ausreichend ist
(Strano et al., 2002). Als weitere putative Protein-Protein-Interaktionsdomanen von ANp63a
wurden die verschiedenen TADs und Repressordomanen bereits in Kapitel 6.1 diskutiert. Ein
Beispiel fur die Interaktion von p63 mit anderen Transkriptionsfaktoren wurde von Fei et al.
beschrieben. So interagiert TAp63a z.B. mit c-Jun, JunB und JunD uber die SAM-Domane
und reguliert Uber die Komplexbildung mit den Transkriptionsfaktoren indirekt die

Transkription des kutanen Human Papilloma Virus (HPV) 20 Promotors (Fei et al., 2006).

6.4 Physiologische Relevanz: Zusammenspiel von ANp63a und p-Catenin

Whnt-Signaltransduktionswege spielen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung und der
Onkogenese. Fehlregulationen des Wnt-Signalweges filhren zu Anomalien, degenerativen
Erkrankungen und Tumoren. Dabei kénnen Komponenten des kanonischen Wnt-
Signalweges sowohl aktivierende als auch deaktivierende Mutationen tragen. Mutationen,
die die konstitutive Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges begulnstigen, fihren zur
Onkogenese. Dabei ist die Entkopplung der normalen (-Catenin-Regulation von der
Kontrolle der Wnt-Signaltransduktion ein wesentliches Ereignis bei der Entstehung vieler
Tumoren (Logan and Nusse, 2004). In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass
ANp63a die B-Catenin-Tcf/Lef-regulierte Transkription aktiviert. Daraufhin haben wir uns
gefragt, ob es Hinweise auf ein physiologisch relevantes Zusammenspiel von ANp63a und

der Wnt-Signaltransduktion bzw. der B-Catenin-Tcf/Lef-vermittelten Genregulation gibt.

Die Whnt/B-Catenin-Signaltransduktion induziert u.a. die Bildung der Koérperachsen, die
Unterteilung des Mesoderms, die Organentwicklung und die Stammzelldifferenzierung
(Huelsken and Birchmeier, 2001; Huelsken et al., 2001). Daten von p63" Mausen zeigen
eine Schllsselfunktion fir p63 in der Entwicklung von Epithelien, dem Gesichtsschadel und

den Extremitaten (Yang and McKeon, 2000). Sowohl die Wnt/B-Catenin-Signaltransduktion
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(Andl et al., 2002; Huelsken et al., 2001; van Genderen et al., 1994) als auch p63 (Barbieri
and Pietenpol, 2006; Yang and McKeon, 2000) sind fir die Entwicklung der Haut und der
Hautanhangsgebilde notwendig. Folgendes Beispiel gibt einen Hinweis auf eine mogliche
Interaktion von ANp63a. und der Whnt-Signaltransduktion bei der Entwicklung der Haut:
Laurikkala et al. konnten zeigen, dass ANp63a bereits im einfachen Ektoderm vor Beginn der
Morphogenese von Haaren und Zahnen exprimiert wird (Laurikkala et al., 2006). Die
Expression wird erst wahrend der Differenzierung von Keratinocyten und Ameloblasten
herunterreguliert. Im embryonalen Ektoderm wird die Expression von ANp63 vermutlich
durch BMPs (u.a. BMP-2) aktiviert (Bakkers et al., 2002; Laurikkala et al., 2006). Mittels in
situ Hybridisierung konnten Laurikkala et al. erstmals eine Abnahme von B-Catenin im
Oberflachenepithelium von p63”~ Mausembryonen zeigen. Neben B-Catenin wird eine Reihe
anderer bekannter Gene, die mit der Morphogenese von Zahnen und Haaren assoziiert sind,
reguliert. In Abwesenheit von p63 arretiert die Entwicklung der Zahne auf Stufe der
Zahnlamina, und die Entwicklung von Haarfollikeln wird nicht initiiert. Die Autoren schlieRen
aus ihren Untersuchungen, dass p63 mehrere Gene unterschiedlicher Signalwege reguliert,
die wiederum die Entwicklung von Plakoden einleiten. Der Wnt/p-Catenin-Signalweg ist ein
solcher Signalweg, der wahrend der Entwicklung durch p63-reguliert sein konnte. Es ist
bekannt, dass B-Catenin die Morphogenese von Haarfollikeln induziert und kontrolliert (Chu
et al., 2004; Huelsken et al., 2001). Yang et al. konnten ferner zeigen, dass BMP-2 den
kanonischen Wnt-Signalweg, d.h., die Aktivitdt der Tcf/Lef-Faktoren in humanen
Keratinocyten verstarkt (Yang et al., 2006). Da BMP-2 die Expression von ANp63a. aktiviert,
ist eine ANp63a-vermittelte Aktivierung von p-Catenin-Tcf/Lef denkbar. Es sind noch viele
Untersuchungen nétig, um ein moégliches Zusammenspiel von ANp63a. und Wnt/B-Catenin-
Signaltransduktion wahrend der Entwicklung genauer zu spezifizieren. Wie das Beispiel der

Entwicklung der Haut zeigt, gibt es dafur bereits Anhaltspunkte.

Mutationen in verschiedenen Komponenten der Wnt-Signalkaskade verursachen Tumoren in
den unterschiedlichsten Geweben und Organen des Korpers. Die Onkogenese geht dabei
immer von einem Molekuldefekt aus, der Aktivierung nuklearen p-Catenins. Das bekannteste
Beispiel sind Kolonkarzinome, die Mutationen im APC- oder f-Catenin-Gen tragen (Behrens
and Lustig, 2004; Giles et al., 2003). Die Rolle von p63 bei der Onkogenese wird kontrovers
diskutiert. In den meisten Tumoren ist die p63-Expression jedoch aufrechterhalten und u.a.
durch die Amplifikation des p63-Locus berexprimiert (Choi et al., 2002; Hibi et al., 2000; Hu
et al., 2002; Massion et al., 2003; Mills, 2006; Park et al., 2000; Tonon et al., 2005). In
Plattenepithelkarzinomen sind TAp63- und ANp63-Isoformen auf Ebene der Transkription
spezifisch hochreguliert, auf Proteinebene wird ANp63a. Uberexprimiert (Cui et al., 2005). Es

werden drei moégliche Mechanismen der p63-vermittelten Onkogenese diskutiert: 1) p63
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verleint Tumorzellen Stammzelleigenschaften (Blandino and Dobbelstein, 2004). 2) p63
erhalt das proliferative Potential in Plattenepithelien (Koster and Roop, 2004; Mills, 2006). 3)
p63 aktiviert B-Catenin (Hibi et al., 2000; Patturajan et al., 2002). Unsere Untersuchungen
unterstitzen einen mdglichen Einfluss von ANp63o auf die p-Catenin-vermittelte
Onkogenese. Patturajan et al. haben diskutiert, dass in Adenokarzinomen haufig onkogene
Mutationen in Genen auftreten, die flr verschiedene Komponenten des Wnt-Signalweges
kodieren und die Stabilitat von B-Catenin erhdhen. In Plattenepithelkarzinomen (z.B.
Lungenkarzinomen) fehlen diese Mutationen, dagegen tragen diese Zellen haufig
Amplifikationen des p63-Gens oder zeigen eine erhdhte Expression von ANp63a. Dies
konnte, so diskutieren die Autoren, einen alternativen Mechanismus der positiven Regulation
B-Catenin/Tcf-responsiver Transkription in Tumorzellen darstellen (Patturajan et al., 2002).
Dagegen hat eine immunhistochemische Untersuchung einer groRen Kohorte humaner
Neoplasien keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Koexpression von ANp63

und nuklearem p-Catenin ergeben (Reis-Filho et al., 2003).

Trotzdem vermuten wir, dass die ANp63a-vermittelte Aktivierung der CRT in Geweben, die
p63 Uberexprimieren, die Onkogenese initiiert. Der durch die Aktivierung von B-Catenin-
Tcf/Lef erworbene Wachstumsvorteil, u.a. durch die Aktivierung der verschiedenen Wnt-
Zielgene (2.5) induziert daraufhin eine Folge weiterer Veranderungen in der Zelle:
Veranderungen der architektonischen Struktur, zusatzliche Mutationen und genetische
Instabilitat, den Verlust von Tumorsuppressoren, Veranderungen in der Zell-Zell-Adhasion
und der Migration. Die betroffenen Zellen beschreiben den Weg von normalen Zellen Uber
Adenome zu Karzinomen und Metastasen (Logan and Nusse, 2004). Die Hypothese der
p63-vermittelten Initialisierung der Onkogenese geht mit der Beobachtung konform, dass mit
fortschreitender Entartung zu invasiven und metastatischen Tumoren der Verlust der p63-
Expression z.B. in Harnblasentumoren (Urist et al., 2002) und Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus (Morita et al., 2005; Takahashi et al., 2006) assoziiert ist. Die p63-vermittelte
Aktivierung der CRT wird zu diesem Zeitpunkt nicht mehr bendtigt. Das unterstitzt die
Beobachtung, dass mit dem Verlust der p63-Expression in Harnblasentumoren reduzierte j3-
Catenin-Levels einhergehen (Koga et al.,, 2003a; Koga et al., 2003b). D.h., es gibt
Anhaltspunkte dafir, dass p63 unabhangig von p53 Uber den Wnt-Signalweg nicht nur in
Entwicklungsprozesse eingreifen kann, sondern auch in die Initialisierung der Onkogenese
involviert sein konnte. Dies muss allerdings durch weitere Untersuchungen an humanen

Tumoren belegt und naher charakterisiert werden.
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6.5 p63—ein multifunktionales Protein

Der p63-Locus kodiert fur eine Reihe von Proteinen, deren Funktion in der Entwicklung und
Aufrechterhaltung mehrschichtiger Plattenepithelien liegt. Es handelt sich um
Transkriptionsfaktoren, die unterschiedlichste biologische Prozesse modulieren kénnen. p63-
Proteine verbinden sowohl tumorsuppressorische als auch onkogene Eigenschaften. Sie
kénnen mit DNA und Proteinen Interaktionen eingehen und damit in den Zellzyklus
eingreifen. Neben TAp63- und ANp63-Isoformen kénnen die einzelnen Proteine je nach
ihrem Interaktionspartner die Transkription verschiedenster Gene aktivieren oder
reprimieren. p63, speziell ANp63a, kann in eine Reihe mit anderen multifunktionalen
Transkriptionsfaktoren wie dem ubiquitaren Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 (YY1)
eingeordnet werden. YY1, ein Mitglied der GLI-Krippel Genfamilie, ist von wesentlicher
Bedeutung fur normale biologische Prozesse wie die Embryogenese, die Differenzierung, die
Replikation und zellulare Proliferation und weist zudem das Potential auf, als Initiator der
Onkogenese zu fungieren. YY1 reguliert responsive Gene, indem es deren Transkription
initiiert, aktiviert oder reprimiert. Seine Funktion Ubt es direkt, indirekt Uber die Rekrutierung
von Kofaktoren oder durch die Zerstérung von DNA-Bindungsstellen und

Konformationsanderungen der DNA aus (Gordon et al., 2006).

In dieser Arbeit konnten wir das erste Mal zeigen, dass ANp63a einen Komplex mit Tcf-4
bildet und vermutlich zusammen mit B-Catenin und Tcf-4 die Transkription von p-Catenin-
Tcf/Lef-responsiven Genen aktiviert. Damit handelt es sich bei ANp63a nicht nur um einen
transkriptionellen Repressor, sondern auch um einen Aktivator der Transkription, der Uber
den kanonischen Wnt-Signalweg, einem bedeutenden wachstumsregulatorischen
Signalweg, die Moglichkeit besitzt, sowohl in 3-Catenin-vermittelte Entwicklungsprozesse als

auch in die Onkogenese eingreifen zu kdnnen.
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7 Anhang

Adenovirus Typ 2und Typ 5 E1A

wird unterschiedlich stark exprimiert

7.1 Zusammenfassung

Adenoviren stellen ein umfangreich untersuchtes Modellsystem fiir die Onkogenese und fir
die experimentelle Krebstherapie dar. Bei den am besten untersuchten Virustypen handelt es
sich um Adenovirus Typ 2 und Typ 5. In bisherigen Studien wurden beide Virustypen kaum
unterschieden. Zudem sind verschiedene rekombinante therapeutische Adenoviren Hybride

beider Virustypen, so zum Beispiel d/1520/0nyx015.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Virusreplikation der wildtypischen Adenoviren WtD
(einem Hybrid aus der E1-Region von Adenovirus Typ 2 und dem restlichen Genom von
Adenovirus Typ 5) und df309 (Adenovirus Typ 5) im Vergleich zu den Mutanten d/1520
(Hybrid) und dI338 (Adenovirus Typ 5), denen ein Teil der kodierenden Region fiir das E1B-
55kDa Protein fehlt, untersucht.

Dabei haben wir herausgefunden, dass die Virusreplikation der Virushybride wesentlich
schlechter ist als die der Typ 5 Adenoviren (dI309:WtD=3-4, dI338:d/1520>10). Desweiteren
konnten wir mittels Western-Blot und RT-PCR zeigen, dass die E1A-Expression der
Virushybride sowohl auf Proteinebene als auch auf mMRNA-Ebene im Vergleich zu den Typ 5

Viren deutlich beeintrachtigt ist.

Diese Unterschiede in der E1A-Expression zwischen Typ 5 Adenovien und Typ 2/ Typ 5
Virushybriden bieten eine mdgliche Erklarung fur die beobachteten Unterschiede im
Virusertrag und sollten bei der Konstruktion neuer erfolgreicher therapeutischer Adenoviren

sowie fur Untersuchungen zur viralen Transformation berlcksichtigt werden.
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7.2 Einleitung

Adenoviren wurden erstmalig als ein fur akute Atemwegsinfektionen ursachliches Agens
1953 und 1954 von zwei Arbeitsgruppen isoliert und charakterisiert (Hilleman and Werner,
1954; Rowe et al., 1953). 1956 bekamen sie nach dem Gewebe aus dem sie ursringlich
isoliert wurden (adenoides Gewebe) den Namen Adenoviren (Enders et al., 1956). Neben
respiratorischen Krankheiten verursachen Adenoviren die epidemische Konjunktivitis
(Jawetz, 1959) und sind mit weiteren klinischen Syndromen, wie z.B. der infantilen
Gastroenteritis (Flewett et al., 1973) assoziiert. Die Familie der Adenoviridae setzt sich aus
den Genera Mastadenovirus (Virusspezies der Saugetiere) und Aviadenovirus (Virusspezies
der Vogel) zusammen (Norrby et al.,, 1976). Bisher werden insgesamt 47 humane
Adenovirus Serotypen unterschieden, die entsprechend ihrer Fahigkeit, rote Blutzellen zu
agglutinieren (Hamagglutination), in sechs Subgenera (A-F) eingeteilt werden (Hierholzer,
1973; Hierholzer et al., 1988; Rosen, 1960). 1976 konnten Trentin et al. zeigen, dass das
humane Adenovirus Typ 12 nach Inokulation in neugeborene Hamster die Bildung von
malignen Tumoren induziert (Trentin et al., 1962). Die Moéglichkeit, Tumoren in Nagern zu
induzieren und kultivierte Zellen zu transformieren, machten Adenoviren zu einem wichtigen
Modellsystem zur Erforschung der Onkogenese. Heute wird an der Entwicklung von
rekombinanten Adenoviren als Vektoren in der Gentherapie und an der Entwicklung
onkolytischer Adenoviren gearbeitet (Dobbelstein, 2004; Shenk, 2001).

Adenoviren sind 70-100nm grof3e ikosaedrische Kapside ohne Membranhulle, in deren
Inneren sich der Nukleokapsidkomplex befindet. Das lineare doppelstrangige DNA-Genom
hat eine Lange von 36.000-38.000bp. Beide DNA-Stréange kodieren fir Proteine. Das Genom
besteht aus den kodierenden Bereichen fur die wahrend des Replikationszyklus frih
exprimierten regulatorischen Proteine der E1-E4 Gene und der spat exprimierten Gene flr
die Strukturproteine (L) (Shenk, 2001). Die sehr frih wahrend der Virusreplikation
exprimierten E1A- und E1B-Gene werden unabhangig von einem anderen viralen Faktor
transkribiert. Durch differentielles Spleifien der Vorlaufer-RNA werden wahrend der frihen
Infektionsphase hauptsachlich zwei unterschiedlich groRe E1A-Proteine synthetisiert (289
AS und 243 AS), wahrend des gesamten Infektionszyklus sind es flnf. E1A transaktiviert die
Transkription der E2-, E3- und E4-Gene, sowie einiger zellularer Gene. Dabei bindet es nicht
direkt an die DNA, sondern an zellulare Transkriptionsfaktoren, die wiederum an die viralen
Promotoren binden. E1A ist damit essentiell flr die Virusreplikation. Desweitern kann E1A
unterschiedlichste biologische Aktivitdten in den infizierten Zellen austben (Frisch and
Mymryk, 2002). Betrachtet man sich die E1B-Region, so werden hauptsachlich zwei Proteine
exprimiert, E1B-55kD und E1B-19kDa. E1B-55kDa ist in der Lage, an den Tumorsuppressor
p53 zu binden und ihn zu inaktivieren. Die Interaktion von E1B-55kDa und E4-34kDa fiihrt in

diesem Zusammenhang zu einem schnellen Umsatz von p53. Desweiteren fordert E1B-
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55kDa im Komplex mit E4-34kDa den Export viraler mRNA aus dem Zellkern, wahrend
zellulare mRNA dort verbleibt (host cell shut down). E1B-19kDa ist einer der starksten
bekannten Inhibitoren der Apoptose. E1A und E1B-55kDa sind zusammen ausreichend, um

primare Nagerzellen zu transformieren.

Die meisten Untersuchungen wurden an Adenoviren der Serotypen 2 (Ad2) und 5 (Ad5)
durchgeflihrt. Beide Serotypen gehéren zu dem Subgenus C, innerhalb dessen eine DNA-
Homologie von 99-100% vorliegt. Beide Serotypen dienten auch als Grundlage zur
Herstellung rekombinanter onkolytischer Adenoviren. Diese wurden mit der Strategie, die
Adenovirusreplikation selektiv in Tumorzellen zu gewahrleisten und dadurch Tumorzellen
aufgrund des zytopathischen Effekts der Virusreplikation zu entfernen, fiir den Einsatz in der
experimentellen Krebstherapie weiterentwickelt (Dobbelstein, 2004). Da in friheren Studien
Ad2 und Ad5 kaum unterschieden wurden, sind viele therapeutische Viren Hybride beider
Serotypen. Meist wurde fir die Herstellung dieser Viren eine homologe Rekombination
zwischen einem von Ad2-abgeleiteten Plasmid, das die erzielte Veranderung der DNA
enthielt, und einem Ad5-Virusgenom durchgefiihrt. Das so entstandene erste rekombinante
onkolytische Adenovirus d/1520/0Onyx015 kodiert fir eine von Ad2-abgeleitete E1-Region,
wahrend der Rest des Genoms der Ad5-Sequenz entspricht (Barker and Berk, 1987).
d520, so wurde anfanglich vermutet, repliziert sich selektiv in Tumorzellen, da die
Expression des viralen Onkoproteins und p53-Antagonisten E1B-55kDa aufgrund einer
Deletion innerhalb der E1-Region verhindert wird (Bischoff et al., 1996). In den folgenden
Jahren wurde das Konzept der Tumorselektivitdt in Abhangigkeit vom p53-Status der
infizierten Zellen intensiv untersucht, diskutiert (Dix et al., 2001; Dobbelstein, 2004; Goodrum
and Ornelles, 1998; Hall et al., 1998; Harada and Berk, 1999; Hobom and Dobbelstein, 2004;
Kirn, 2001; Koch et al., 2001; Rothmann et al., 1998; Turnell et al., 1999) und letztendlich
dahingehend modifiziert, dass der Verlust von E1B-55kDa hauptsachlich den spaten Export
viraler RNA negativ beeinflusst. D.h., dl1520 repliziert sich selektiv in Tumorzellen, die dem
Virus eine entsprechende RNA-Export-Funktion bieten (O'Shea et al., 2004). Der Tatsache,
dass die E1-Region von d/1520 von Ad2 abgeleitet worden ist, wahrend der Rest des
Genoms Ad5 entspricht, wurde bis heute keine Bedeutung geschenkt. So wurden Studien,
die die Funktion einer E1B-55kDa-Deletion bei der tumorspezifischen Adenovirusreplikation
untersuchten, einerseits mit dem Virushybrid d/1520 (Bischoff et al., 1996; Harada and Berk,
1999), andererseits aber auch mit d/i338 (Pilder et al., 1986), einem rein auf Ad5 basierenden
Virus mit einer ahnlichen Deletion, durchgefihrt (Goodrum and Ornelles, 1997; Goodrum
and Ornelles, 1998; Goodrum and Ornelles, 1999; Hobom and Dobbelstein, 2004). Obwohl
in der initialen Beschreibung von d/1520 (Barker and Berk, 1987) ein partieller Defekt der
E1A Expression beobachtet worden ist, wurde dies nicht weiter untersucht. d/1520 und d/338

werden als funktionell vergleichbare Virusmutanten betrachtet.
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7.2.1 Fragestellung

Ziel des Projektes war es, die Replikation eines wt Ad2/Ad5-Virushybrides mit einem wt Ad5-
Virus sowie entsprechende E1B-55kDa-Deletionsmutanten in Tumorzellen zu untersuchen.
Dabei sollte die Frage beantwortet werden, ob und inwiefern sich die Replikation von

Virushybriden und Ad5-Viren unterscheidet.

7.3 Material & Methoden

7.3.1 Zellen

NCI-H1299 humanes GroRzellen Lungenkarzinom, ATCC® Nr.: CRL-5803™
A549 humane kleine Lungenkarzinomzellen, ATCC® Nr.: CCL-185™
HER-911 Adenovirus E1 transformierte humane endotheliale Retinazellen

(Fallaux et al., 1996)

NCI-H1299, A549 und HER-911 Zellen werden in D-MEM Vollmedium mit 25 mM HEPES-
Puffer und 10% FCS (weitere Zusatze: L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin, Tetracyclin und
Ciprobay) kultiviert (3.11, 4.1.2).

7.3.2 Viren

di309 (Jones and Shenk, 1979)
di338 (Logan et al., 1984)

WtD (Barker and Berk, 1987)
di520 (Barker and Berk, 1987)

7.3.3 Virusinfektion

Eukaryotische Zellen einer definierten Zellzahl werden mit einer definierten Anzahl
infektidser Partikel infiziert. Dazu werden die Viren in D-MEM (ohne Zusatze) auf die Zellen
gegeben und 3h bei 37°C und 5% CO, auf einem Kippschittler inkubiert. Danach wird das

Medium entfernt und durch Vollmedium ersetzt.
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7.3.4 Virusaufzucht

Um eine Adenoviruslésung mit einem hohen Virustiter zu erhalten, werden Ad E1-
transformierte 911-Zellen mit einer m.o.i. (multiplicity of infection) von 5 infiziert (7.3.3). 72h
p.i. (post infection) werden die Zellen im Medium abgeschabt, bei 800UpM fir 10min
pelletiert und in PBSqes, resuspendiert. Die Virusfreisetzung aus den infizierten Zellen erfolgt
durch dreimaliges Einfrieren (in flissigem Stickstoff) und Auftauen der Suspension. Im
Anschluss werden vorhandene Zelltrimmer durch zehnminttige Zentrifugation bei 4°C und
14.000UpM entfernt. Die Viruslésung wird in ein frisches Reaktionsgefal® Uberfiihrt und bei
-80°C gelagert.

7.3.5 Replikationsvergleich

Eukaryotische Zellen werden mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert, 72h p.i. geerntet und
aufgeschlossen (7.3.3, 7.3.4). Danach wird der Titer der Virusloésung bestimmt (7.3.6). Der
Virusertrag ist der Quotient aus der Anzahl der urspringlich infizierten Zellen und der

Gesamtzahl der Nachkommenviren.

7.3.6 Virustitration

Der Virustiter wird durch indirekte Immunfluoreszenzfarbung (4.3.4) infizierter Zellen
bestimmt. Dabei wird die Anzahl von infektiosen Partikeln in der Einheit f.f.u. (fluorescence
forming units) pro ml der Viruslésung ermittelt. Grundlage der Bestimmung ist die Synthese
des adenoviralen E2A-Proteins. Da die E1A-Expression fur die Virusreplikation essentiell ist,
werden die Viren auf E1-transformierten 911-Zellen getitert. Dadurch sollen mdgliche
Einflisse unterschiedlicher E1A-Expression der einzelnen Viren ausgeschlossen werden. Je
50.000 911-Zellen werden in einem 4 Well Objekttrager mit 10ul und 1l einer 1:100er, und
10ul und 1l einer 1:10.000er Verdiinnung der Virusldsung in PBSqe. infiziert (7.3.3). 18-24h
p.i. werden die Zellen fixiert, permeabilisiert, mit einem E2A-spezifischen Erstantikdrper und
einem Alexa Fluor® 594-gekoppelten Zweitantikérper inkubiert. Die anschliessende DAPI-
Farbung dient zur Visualisierung der Zellkerne und damit zur Bestimmung der
Gesamtzellzahl. Ausgezahlt wird spater die Kammer des Objekttragers, in der zwischen 3
und 30% der Zellen infiziert sind. Uber den Anteil der E2A-positiven Zellen an der
Gesamtzellzahl, die Menge der verwendeten Viruslosung und die Verdinnung der

Viruslésung lasst sich der Titer errechnen (f.f.u./ml).
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7.3.6.1 Antikorper fur die Virustitration
a-Adenovirus 5 E2A, Maus monoklonal (B6-8) (Reich et al., 1983)

Alexa Fluor® 594 (Rot) Ziege a-Maus IgG;  Invitrogen GmbH, Karlsruhe

7.3.7 Auftrennung und Visualisierung von Proteinen

Die Zellen werden geerntet, lysiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (4.3.2.1). Danach wird
ein WB durchgefiihrt. Die Proteine werden auf eine NC-Membran Ubertragen und mit
spezifischen Erstantikorpern inkubiert. Diese werden wiederum durch POD-gekoppelte

Zweitantikorper visualisiert (4.3.2.2).

7.3.7.1 Antikorper fuir den WB
a-B-Actin (AC-15), Maus monoklonal Abcam plc, Cambridge, UK
a-Adenovirus 2 E1A, Maus monoklonal (M73) Merck Biosciences GmbH, Schwalbach/Ts.

Ziege a-Maus IgG, F(ab'"),-Fragment, Dianova GmbH, Hamburg
POD-gekoppelt

7.3.8 RNA Isolierung

Die Zellen werden zweimal mit PBS™ gewaschen und in 1ml TRIzoL® Reagent (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe) geerntet. Anschliessend wird die RNA laut Herstellerprotokoll isoliert.
Durch die Behandlung der Zellen mit TRIzOL® Reagent wird die Gesamt-RNA der Zellen
isoliert. Anhand der ribosomalen RNA (28S rRNA, 18S rRNA, 5,8S rRNA, 5S rRNA) kann die
Qualitat der Praparation kontrolliert werden. Zuerst wird die Nukleinsdurekonzentration der
Lésung ermittelt (4.2.4). Danach werden 300ng Gesamt-RNA auf einem 2%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt (4.2.5.1). Unter UV-Licht

zeichnen sich die Banden der ribosomalen RNA deutlich ab.

7.3.9 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wird mit Hilfe des QIlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) laut

Herstellerprotokoll isoliert. Im Anschluss wird die Nukleinsdurekonzentration ermittelt (4.2.4).
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7.3.10 Semiquantitative RT-PCR

Reverse Transkription

Da eukaryotische Gene aus Introns und Exons bestehen, ist es je nach der Wahl der
Oligonukleotide fur die RT-PCR mdglich, zwischen PCR-Fragmenten, deren Matrize
genomische DNA war und PCR-Fragmenten, die durch die Amplifikation von cDNA (revers
transkribierter mRNA) entstanden sind, aufgrund ihres Laufverhaltens im Agarosegel zu
unterscheiden. Die Kontamination einer RNA-Losung durch genomische DNA wirkt sich
spater jedoch negativ auf die Effizienz der semiquantitativen PCR aus. Deshalb wird die
Gesamt-RNA zunachst einem DNase | Verdau (Invitogen GmbH, Karlsruhe) laut

Herstellerprotokoll unterzogen.

1ug DNase | verdaute Gesamt-RNA wird mit Hilfe eines spezifischen Oligonukleotides (RT-
Primer) und dem Enzym SuperScript™ Il (Invittogen GmbH, Karlsruhe) laut

Herstellerprotokoll revers transkribiert, d.h., in cDNA umgeschrieben.
PCR

Nach der reversen Transkription wird eine Stammlosung aus 2ul cDNA, spezifischen
Oligonukleotiden (hin und riick Primer) und dem Expand™ High Fidelity PCR System (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) mit einem Endvolumen von 50ul laut Herstellerprotokoll
angesetzt und auf drei ReaktionsgefalRe verteilt. Wahrend der anschlieenden PCR werden
die Reaktionsgefalle zu unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils am Ende eines
Replikationszyklus entnommen. Dabei ist das Ziel geniugend DNA zu amplifizieren, um diese
mit Ethidiumbromid anfarben zu kdénnen, ohne dass es zu einer Sattigung der
Ethidiumbromidfarbung kommt. Die Amplifikate werden im Anschluss mittels

Agarosegelelektrophorese analysiert (4.2.4).

PCR Programme

E1A: Ubiquitin C:
1x 96°C 3 min 1x 96°C 3 min
25-35x 96°C 30s 15-25x 96°C 30s
59°C 30s 72°C 50s
72°C 20s 1x 8°C  Lagerung

1x 8°C  Lagerung
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7.3.10.1 Oligonukleotide

E1ART 5 GGTGATGTCGGGCGTCTCAGG ¥

E1A hin (13S u. 12S mRNA) 5 GCGGTTTCGCAGATTTTTCCCG 3
E1A rick (13S u. 12S mRNA) 5 GCAGGCGCCATTTTAGGACG 3
Ubiquitin C RT 5 ACTGGGCTCCACCTCAAGGGTGAT 3’
Ubiquitin C hin 5 GTCGCAGCCGGGATTTGGGTCGCG 3
Ubiquitin C riick 5 GTCTTGCCAGTGAGTGTCTTCACG 3

7.3.11 Semiquantitative PCR

Fir die semiquantitative PCR werden 1ug genomische DNA oder 5ng Plasmid-DNA als
Matrize eingesetzt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt wie in Kapitel 7.3.10 (PCR)

beschrieben.

7.4 Ergebnisse

Um die Replikation von einem wt Ad2/Ad5-Virushybrid mit einem wt Ad5-Virus sowie
entsprechende E1B-55kDa-Deletionsmutanten zu vergleichen, wurde die Virusreplikation
von WiD und dI309 bzw. von dl1520 und dI338 in H1299- und A549-Zellen analysiert. d/309
(Jones and Shenk, 1979) ist aus dem Virus H5wt300 hergestellt worden und enthalt nur eine
Xbal Schnittstelle, die bei 3,8 map units lokalisiert ist (1.339bp vom linken Ende des
Genoms) (Pilder et al., 1986). Damit fehlt dem Virus das 5’ Ende der E3-Region. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass diese Region fur die Virusreplikation in vitro nicht essentiell ist
(Bett et al., 1995). dI309 fungierte in unserer Studie als wt Ad5. Ad5 dI338 (Logan et al.,
1984) enthdlt eine 524bp Deletion in der E1B Region zwischen den
Nukleotidsequenzpositionen 2.805-3.329. Damit exprimiert das Virus kein E1B-55kDa.
Wahrend die Expression von E1B-19kDa unverandert war, konnte E1B-55kDa im WB nicht
nachgewiesen werden (Pilder et al., 1986). Die Virusmutante d/1520 (Barker and Berk, 1987)
ist in vivo mittels homologer Rekombination in 293-Zellen hergestellt worden. Dazu wurde
Xbal-geschnittene genomische dI309-DNA zusammen mit Hindlll-geschnittener pd/1520-
Plasmid-DNA in 293-Zellen kotransfiziert. Das Plasmid pd/1520 enthielt genomische Ad2-
DNA von Nukleotidposition 1-6.228 und trug zwei E1B-Mutationen: Die Punktmutation
pm2022 fuhrt zur Termination der Translation von E1B-55kDa. Die Deletion zwischen der
Pstl-Schnittstelle an Position 2.496 und der Bglll-Schnittstelle an Position 3.323, sowie die

Insertion einer kurzen Linkersequenz resultiert in einer Verschiebung des Leserahmens.
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Dadurch wird ein zweites STOP-Kodon an Position 3.336 generiert. Wahrend nach d/1520-
Infektion E1B-55kDa im WB nicht mehr nachweisbar war, wurden von E1B-19kDa reduzierte
Levels nachgewiesen. WtD (Barker and Berk, 1987) ist ebenfalls nach Transfektion von
genomischer dI309-DNA und pd/1520 durch homologe Rekombination entstanden. Das Virus
kodiert jedoch fur die von pd/1520 abgeleitete E1A-Region. Die E1B-Region ist dagegen von
di309 abgeleitet und enthalt keine Mutationen. WtD fungierte in unserer Studie als wt
Ad2/Ad5-Hybrid. Die Viren wurden expandiert (7.3.4) und die Titer der Viruslésungen mittels

Immunfluoreszenzanalyse bestimmt (7.3.6).

L1 L2 L3 L4 LS
) =)
E1A E1B
___________________________________________________________________________]
VA
IVa2 E2A E3 E4
E2B
E1A E1B E2-1L5 Ursprung
di309 wt wt Wt300
Ad5 Ad5 Adb5
di338 wt AE1B-55kDa di309
Ad5 Ad5 Ad5
WtD wt wt adi309
Ad2 Ad2/Ad5 Ad5
dl1520 wt AE1B-55kDa di309
Ad2 Ad2 Ad5

Abbildung 26: Schematische Darstellung der untersuchten Virusgenome.

Im oberen Teil der Abbildung ist das Adenovirusgenom von Ad2 und Ad5 zusammen mit dessen
bedeutendsten mMRNA-Abkdmmlingen skizziert. Die E1A- und E1B-Region, die sich bei den Viren
di309 und WtD bzw. dIi338 und dl1520 unterscheiden, sind durch einen hervorgehobenen Pfeil
gekennzeichnet. In der Tabelle im unteren Teil der Abbildung sind die entsprechenden kodierenden
Regionen und deren Ursprung genauer charakterisiert. Allen Viren fehlt das 5 Ende der E3-Region,
das fur die Replikation in vitro jedoch nicht essentiell ist (Bett et al., 1995).
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Subkonfluente H1299- und A549-Zellen wurden mit den Viren d/309, d/338, WiD und d/1520
mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. 72h p.i. wurden die Zellen geerntet und pelletiert. Die
Zellpellets wurden anschlieBend in PBSgs aufgenommen und aufgeschlossen. Der
Virusertrag wurde durch Titration der so gewonnenen Viruslésung mittels

Immunfluoreszenzanalyse auf 911-Zellen bestimmt (7.3.5).

>

H1299 Zellen
100,000

10,000 A

1,000 A

0,100 -

0,010

0,001 - -

di309 dI338 WtD  dI1520

Virusertrag [f.f.u./Zelle]

o

A549 Zellen

100,000

10,000

1,000 -
0,100 ~
0,010
0,001 ‘

di309 di338 WwtD dI1520

Virusertrag [f.f.u./Zelle]

Abbildung 27: Untersuchung der Adenovirusreplikation in Abhangigkeit von der E1-Region.

1,0x10° H1299-Zellen (A) bzw. 7,5x10* A549-Zellen (B) wurden mit den Adenoviren d/309, d/338, WtD
und dl1520 mit einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Zellen wurden 72h p.i. geerntet und in PBSg,
aufgeschlossen. Mittels Immunfluoreszenzanalyse der viralen E2A-Expression in 911-Zellen wurde
der Virusertrag als f.f.u./Zelle bestimmt. Die Ergebnisse reprasentieren drei unabhangige
Experimente.
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Wie durch friihere Studien zu erwarten war (Harada and Berk, 1999), replizieren sich Viren,
die das E1B-55kDa Protein nicht mehr synthetisieren, mit einem geringeren Virusertrag als
wt Viren (Abbildung 27). In H1299-Zellen konnten wir zudem beobachten, dass sich das wt
Ad2/Ad5 Hybrid WID mit etwa 4-fach geringerer Effizienz als wt Ad5 dI309 repliziert.
Besonders stark ist der Unterschied zwischen dem E1B-55kDa-defizienten Virushybrid
d1520 und Ad5 dI338. Obwohl beide Viren eine vergleichbare Veranderung tragen, repliziert
sich das Virushybrid mit mehr als 1 log-Stufe geringerer Effizienz als das entsprechende Ad5
Virus (Abbildung 27A). In A549-Zellen wurden &hnliche Ergebnisse erzielt, allerdings mit
geringeren Unterschieden im Virusertrag (Abbildung 27B). So replizieren sich die E1B-
55kDa-Deletionsmutanten mit etwa 1 log-Stufe geringerem Virusertrag als die
entsprechenden wt Viren. Das wt Virushybrid WiD repliziert sich mit 2,4-fach geringerer
Effizienz als Ad5 dI309. Betrachtet man die Virusmutanten, so repliziert sich d/1520 mit 3,1-
fach geringerer Effizienz als Ad5 dI338.

Demzufolge replizieren sich Ad2/Ad5 Virushybride, deren E1-Region von Ad2-abgeleitet

worden ist, weniger effizient als vollstandig Ad5-basierte Viren.

Der einzige ersichtliche Unterschied zwischen den Virushybriden und Ad5 ist in der E1-
Region zu finden (Abbildung 26), im Ursprung der E1A- und E1B-Gensequenz. Die
Virusmutanten d/1520 und dI338, die das E1B-55kDa Protein nicht mehr exprimieren,
unterscheiden sich zusatzlich im Expressionslevel des E1B-19kDa Proteins (Barker and
Berk, 1987; Pilder et al.,, 1986). Fur die Unterschiede im Virusertrag konnen
dementsprechend nur das E1A-Gen oder das E1B-19kDa-Gen verantwortlich gemacht
werden. E1B-19kDa inhibiert hauptsachlich die Apoptose (White et al., 1992). Unter den
infizierten H1299- und A549-Zellen konnten wir jedoch keine apoptotischen Zellen erkennen.
Die Zellen wiesen morphologisch keine Veranderungen auf (Daten nicht gezeigt). E1A ist
dagegen fur die Replikation in den meisten analysierten Assaysystemen essentiell (Shenk,

2001). Aus diesem Grund haben wir im Folgenden die E1A-Expression der Viren untersucht.

Dazu wurden subkonfluente H1299- und A549-Zellen mit den Viren dI309, d/338, WtD und
d520 mit einer m.o.i. von 1 infiziert. Die Zellen wurden 10h p.i. geerntet und lysiert. Die
Zelllysate wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und die Expression der E1A-Proteine (289
AS und 243 AS) wurde mittels WB analysiert (7.3.7). Zur Kontrolle gleicher Proteinmengen
wurde das ubiquitadr exprimierte B-Actin nachgewiesen. Dazu wurde die Membran zuerst mit
einem AK gegen E1A gefarbt, gestrippt und anschlielend mit einem AK gegen B-Actin
nachgefarbt. Betrachtet man das Ergebnis in Abbildung 28 so fallt auf, dass sowohl in
H1299-Zellen als auch in A549-Zellen die Ad2/Ad5-Virushybride deutlich weniger E1A
synthetisieren als die von Ad5 abgeleiteten Viren. Anhand der B-Actin-Farbung ist zu

erkennen, dass vergleichbare Gesamtproteinmengen aufgetragen wurden.
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Abbildung 28: Untersuchung der E1A Proteinexpression.

1,0x10° H1299-Zellen (A) bzw. 7,5x10* A549-Zellen (B) wurden mit den Adenoviren d/309, d/338, WtD
und dl1520 mit einer m.o.i. von 1 infiziert. Die Zellen wurden 10h p.i. geerntet und lysiert. Die Lysate
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine NC-Membran tbertragen. Die Expression der 289
AS- und 243 AS-E1A-Proteine wurde mit spezifischen AK nachgewiesen. Eine B-Actin-Farbung wurde
zum Nachweis gleicher Proteinmengen der Lysate durchgefiihrt. Dazu wurden die NC-Membranen
zuerst mit einem AK gegen E1A gefarbt, gestrippt und anschlieBend mit einem AK gegen B-Actin
nachgefarbt.

Um zu untersuchen, ob die zwischen Ad2/Ad5 und Ad5 Viren beobachteten Unterschiede in
der E1A-Expression bereits auf transkriptioneller Ebene begrindet liegen, wurde die
Synthese der viralen E1A-mRNAs (13S mRNA und 12S mRNA) mittels RT-PCR untersucht.

Subkonfluente H1299-Zellen wurden mit den Viren d/309, d/338, WtD und d/1520 mit einer
m.o.i. von 1 infiziert und 8h p.i. geerntet. Die zellulare RNA (Gesamt-RNA) wurde mittels
TRIzoL® Reagent isoliert und gleiche Mengen RNA wurden auf ein Agarosegel aufgetragen
(7.3.8). Im Anschluss daran wurde eine semiquantitative RT-PCR mit E1A-spezifischen
Oligonukleotiden durchgefiihrt (7.3.10). Als interne Kontrolle wurde zusatzlich die Expression
der zellularen Ubiquitin C mRNA analysiert. Um die Aufnahme der vier Viren in die Zelle zu
kontrollieren, wurden H1299-Zellen mit den beschriebenen Viren mit einer m.o.i. von 50
infiziert und 4h p.i. geerntet. Aus diesen Zellen wurde genomische DNA isoliert (7.3.9) und
eine semiquantitative PCR zum Nachweis genomischer adenoviraler DNA durchgefuhrt

(7.3.11). Dazu wurden ebenfalls die E1A-spezifischen Oligonukleotide verwendet.
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Abbildung 29: Untersuchung der E1A Transkription.

(A) 1,0x105 H1299-Zellen wurden mit den Adenoviren dI309, d/338, WtD und d/1520 mit einer m.o.i.
von 50 infiziert. Die Zellen wurden 4h p.i. geerntet und genomische DNA wurde isoliert. Je 1ug
genomische DNA wurde in einer semiquantitativen PCR mit E1A-spezifischen Oligonukleotiden Uber
30 Zyklen amplifiziert und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. (B) 1,0x10° H1299-Zellen
wurden mit den Adenoviren dI309, dI338, WD und dl1520 mit einer m.o.i. von 1 infiziert. 8h p.i.
wurden die Zellen geerntet und die zelluldre Gesamt-RNA isoliert. Je 300ng Gesamt-RNA wurde auf
einem Agaraosegel aufgetrennt und analysiert. Ausgehend von 1ug Gesamt-RNA wurde eine
semiquantitative RT-PCR mit E1A- bzw. Ubiquitin C-spezifischen Oligonukleotiden durchgefihrt. Die
PCR-Fragmente wurden nach 30 bzw. 20 Amlifikationszyklen mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert. (C) 5ng Ad5 bzw. Ad2 Plasmid-DNA wurde in einer semiquantitativen PCR mit E1A-
spezifischen Oligonukleotiden Uber 15 und 20 Zyklen amplifiziert und auf einem Agarosegel
aufgetrennt und analysiert. Eine Wasser-Kontrolle wurde mitgefiihrt.

Das amplifizierte PCR-Fragment, ausgehend von genomischer DNA, ist aufgrund der
enthaltenen Intron-Sequenzen grolier als das bei der RT-PCR amplifizierte Fragment. Um
den Nachweis zu erbringen, dass die Effizienz der semiquantitativen PCR sowohl flir Ad2

abgeleitete als auch flir Ad5 abgeleitete DNA gleich ist, wurde eine semiquantitative PCR mit
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Ad2 bzw. Ad5 Plasmid-DNA durchgefuhrt. Die Auswertung der semiquantitativen PCR
erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.Die Transkription der E1A mRNA der Ad2/Ad5
Virushybride ist im Vergleich zu Ad5 deutlich eingeschrankt (Abbildung 29B). Anhand der
internen Kontrolle, dem Vergleich der Ubiquitin C mRNA-Levels, ist ersichtlich, dass gleiche
Gesamt-RNA-Mengen verwendet wurden. Durch den semiquantitativen Nachweis
intrazelluldrer genomischer Virus-DNA konnten wir zeigen, dass die schwachen Ad2/Ad5
E1A mRNA-Levels nicht auf einer Beeintrachtigung der Virusaufnahme in die Zelle beruhen
(Abbildung 29B). Desweiteren kénnen Unterschiede in der Effizienz der PCR von Ad2- bzw.
Ad5-Matrizen ausgeschlosssen werden. Die Amplifikation von Ad2- bzw. Ad5-Plasmid-DNA
erfolgte gleich gut (Abbildung 29C).

D. h., Ad2/Ad5 Virushybride, die die E1-Region von Ad2 enthalten, replizieren sich deutlich
schlechter in Tumorzellen als Typ 5 Adenoviren. Es ist zu vermuten, dass die beobachteten
Unterschiede in der E1A-Expression, die bereits auf Transkriptionsebene auftreten, die

Ursache fur den verminderten Virusertrag sind.

7.5 Diskussion

Die Transkription und Translation der E1A-Gene ist einer der ersten Schritte wahrend des
adenoviralen Replikationszyklus und essentiell fur die Transaktivierung der weiteren
adenoviralen Genexpression. Wir konnten zeigen, dass Viren, deren E1-Region von Ad2
abgeleitet worden ist, deutlich weniger E1A mRNA und Protein exprimieren als Viren mit
einer Ad5 E1-Region. Diese Beobachtung konnten wir sowohl fur wt Viren als auch fur Viren
mit einer Deletion innerhalb des E1B-55kDa-Gens machen. Aufgrund der Bedeutung der
E1A-Expression innerhalb des Replikationszyklus schlussfolgern wir, dass die
eingeschrankte E1A-Expression die Ursache flr die geringe Produktivitat der Replikation der

Virushybride ist.

Unterschiede auf Ebene der Transkription kdnnen auf der mRNA Syntheserate, z.B. durch
differentielle Chromatinassoziation, oder auf der mRNA-Stabilitdt beruhen. Letzteres bleibt
zu untersuchen. Nach transienter Transfektion von DNA-Fragmenten der Ad2 bzw. Ad5 E1A-
Region (Nukleotide 110-1.711) konnte kein Unterschied der E1A-Proteinexpression
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Dies lasst vermuten, dass eine abgelegene
regulatorische Region des Virusgenoms und/oder der Kontext einer Virusinfektion zur
Regulation der E1A-Expression beitragt. Letzteres kénnte beispielsweise Uber
Signaltransduktionswege geschehen, die durch die Virusadhasion und den Eintritt der Viren
in die Zelle induziert werden (Greber, 2002). Die in H1299- und A549-Zellen beobachteten

Unterschiede in der Effizienz der Virusreplikation zeigen den Einfluss zellularer Faktoren auf
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die Replikation. In beiden Zelllinien ist die Ad2 E1A-Expression deutlich eingeschrankt, die

Virusreplikation der Virushybride ist davon jedoch in A549-Zellen nur schwach betroffen.

Fur die Herstellung effektiver therapeutischer Viren sollten die Unterschiede zwischen Ad2-
und Ad5-E1A-Expression und die Unterschiede im Virusertrag in Betracht gezogen werden.
Wahrend in klinischen Studien der Phasen | und Il mit dem Virushybrid d/1520/0Onyx015
vielversprechende Ergebnisse erzielt wurden (Kirn, 2001), bleiben Berichte Gber erfolgreiche
fortgeschrittene Studien aus. Eine ineffiziente Virusreplikation ist ein méglicher Grund dafr.
Viren, die sich schlecht vermehren, sind nicht als onkolytische Viren zu gebrauchen, da sie
nicht genligend Tumorzellen entfernen kénnen (Dobbelstein, 2004). Die im Vergleich zu Ad5
eingeschrankte E1A-Expression von dl1520 kénnte ein Grund dafir sein, wahrscheinlich
aber nicht der einzige. Ahnliche Erwégungen sollten auch bei dem Gebrauch von Adenoviren
in Transformationsassays angesetzt werden. Bei Untersuchungen zur Ermittlung des
onkogenen Potentials von Ad2 und Ad5 sollte beachtet werden, dass entgegen der hohen
Sequenzhomologie beider Serotypen deutliche Unterschiede in der Genexpression vorliegen

kdénnen.

Unsere Ergebnisse geben Anlass dafir, dass Adenoviren der Serotypen 2 und 5,
insbesondere Hybride beider Serotypen, sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der
angewandten Forschung zur Entwicklung experimenteller Therapien sorgfaltig unterschieden

werden sollten.
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