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1. EINLEITUNG

1.1.TPS3

1.1.1. p53 - Wichter des Genoms
TP53 wurde im Jahr 1979 entdeckt (Levine and Oren, 2009), liegt auf Chromosom 17
(Baker et al., 1989) und ist das am héufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren
(Kandoth et al., 2013). Mutationen des Tumorsuppressors p53 finden sich in fast allen
Tumorentitdten und in ca. 50 % aller Tumore (Liu et al., 2015). Die Mutationshaufigkeit
variiert zwischen ca. 10 % in hdmatopoetischen Krebserkrankungen, 30 % in
Mammakarzinomen, 50 — 60 % in kolorektalen Karzinomen und bis zu 90 % in

Ovarialkarzinomen (Kandoth et al., 2013).
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Abbildung 1: Mutationshiufigkeit verschiedener Gene in unterschiedlichen Tumorentititen
Basierend auf Daten aus Kandoth et al., 2013

Die Proteinstruktur von p53 besteht aus einer Transaktivierungsdoméne (TAD), einer
Prolin-reichen-Region (PRR), welche zudem eine weitere Transaktivierungsdoméne
beinhaltet sowie einer DNA-Bindungsdoméne (DBD), einer Oligomerisierungsdoméne
(OD) und einer C-terminalen regulatorischen Doméne (CTD) (Freed-Pastor and Prives,

2012).

Ohne zelluldren Stress wird p53 Ubiquitin-vermittelt abgebaut, woran vor allem die E3
Ubiquitin-Ligase Mouse double minute 2 (MDM2) beteiligt ist (Brosh and Rotter, 2009).
P53 und MDM2 befinden sich in einer gegenseitigen Feedback-Schleife und p53 reguliert
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die Transkription des Mdm2-Gens (Vogelstein et al., 2000). Zwei weitere Mechanismen,
durch die MDM2 p53 hemmt, sind die Behinderung der Transaktivierungsfunktion und
der Transport aus dem Nukleus heraus (Wang et al., 2017). Auch bekannt als ,,Wéchter
des Genoms* (,,guardian of the genome* (Lane, 1992)) erfiillt p53 diverse Aufgaben in
der Zelle. Im Fall von DNA-Schiden, Nihrstoffentzug, Hypoxie oder Onkogen-
Aktivierung wird p53 posttranslational modifiziert, dadurch stabilisiert und akkumuliert
inder Zelle (Liu et al., 2015). In Abhéngigkeit des Stresssignals und des Zelltyps aktiviert
es Zielgene, um einen Zellzyklusarrest zu erreichen und mithilfe von DNA-
Reparaturmechanismen den Schaden zu beseitigen. Bei irreparablem Schaden oder
anhaltendem Stress induziert p53 Gene, die an Apoptose oder Seneszenz beteiligt sind,

um die Anreicherung von geschédigten Zellen zu verhindern (Liu et al., 2015).

1.1.2. pS3-Mutationen
Im Gegensatz zu vielen anderen Tumorsuppressorgenen wie z.B. APC oder RB1, besteht
der Grofiteil der p53-Mutationen aus einzelnen Missense-Mutationen, die eine
Aminosdurednderung in einem normalgrof3en Protein zur Folge haben (Freed-Pastor and
Prives, 2012). Deletionen, Frameshift- oder Nonsense-Mutationen, die zu
Funktionsverlust und fehlendem Protein fiihren, sind sehr viel seltener (Baugh et al.,

2018).

80 % der Mutationen liegen in der DBD (Bieging et al., 2014) und die Codons, die mit
28 % am hidufigsten von Mutationen betroffen sind (Baugh et al., 2018), werden als
hotspots bezeichnet und liegen an den Codons R175, G245, R248, R249, R273 sowie
R282 (Chiang et al., 2021) (s. Abbildung 2).

Mutiertes pS3 (MTp53) kann grundsétzlich durch dhnliche Mechanismen wie Wildtyp-
p53 (WTp53) reguliert werden, jedoch konnen andere Verdnderungen wéhrend der
Tumorentstehung dazu fiihren, dass diese Regulation gestort wird und p53 akkumuliert
(Freed-Pastor and Prives, 2012). Ein Beispiel ist die Kooperation mit dem HSP90
Chaperon Weg, welcher die Aktivitdit der E3 Ubiquitin-Ligasen MDM2 und CHIP
einschriankt (Zhu et al., 2020).
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Abbildung 2: Verteilung der 7P53 Mutationen

(A) Haufigkeitsverteilung der Mutationen von 7P53, Abbildung basierend auf Daten von The TP53
Database | ISB-CGC, 2022, modifiziert nach Joerger and Fersht, 2010. (B) Verteilung der
Mutationsarten, modifiziert nach Brosh and Rotter, 2009.

Die Missense-Mutationen lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Konformations- und
Kontaktmutationen. Durch einige Mutationen wird die Proteinfaltung so gestort, dass die
Konformation lokal anders als die des WT-Proteins ist, z.B. R249S und G245S oder sogar
global wie durch R175H und R282W. Durch Mutationen wie R248Q und R273H werden
DNA-Kontaktpunkte zerstort (Brosh and Rotter, 2009). Nicht nur Mutationen an
verschiedenen Codons haben unterschiedliche Auswirkungen auf das Protein, sondern
auch unterschiedliche Aminosduren an derselben Stelle im Protein: Yoshikawa et al.
fanden 2010 heraus, dass Lungentumorzellen mit einer p5S3R248Q-Mutation deutlich
invasiver als mit einer pS3R248W-Mutation in urspriinglich p53-negativen H1299-Zellen

waren.

1.1.3. Auswirkungen von p53-Mutationen

1.1.3.1. Loss of function

Mutationen von 7P53 konnen verschiedene Auswirkungen auf das Protein haben. Eine
mogliche Folge ist ein Loss of function (LOF). Das bedeutet, dass p53 nicht mehr dazu in
der Lage ist, Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur und Apoptose zu induzieren und so seine
tumorsuppressiven Eigenschaften verliert (Herndndez Borrero and El-Deiry, 2021). Dies
beeintrichtigt die generelle Féhigkeit der Zelle zur Verhinderung der Tumorentstehung

(Oren and Rotter, 2010). Fiir vorzeitige Stop-Codons und Frameshift-Mutationen konnte
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gezeigt werden, dass sie zu einem starken Funktionsverlust von p53 fiihren (Kotler et al.,

2018).
1.1.3.2.  Partial Loss of function

Neben den Mutationen, die zu einem vollstdndigen Funktionsverlust des p53-Proteins
fithren, gibt es welche, die einen Teil der Wildtyp-p53 Aktivitét beibehalten (Kato et al.,
2003). Dieser teilweise Verlust der tumorsuppressiven Eigenschaften wird als partial
Loss of function (pLOF) bezeichnet (Kovvali et al., 2001). R175P kann z.B. als Reaktion
auf DNA-Schiadigungen Apoptose nicht induzieren, jedoch p2Il-vermittelt

Zellzyklusarrest und Seneszenz aktivieren (van Nguyen et al., 2007).
1.1.3.3.  Dominant-negativer Effekt

Mutiertes p5S3 kann des Weiteren die Funktion des verbleibenden Wildtyp-Allels
beeintrachtigen. Durch die Bildung von Heterotetrameren entstehen Komplexe, die die
DNA-Bindung von WTp53 und damit die Aktivierung von Zielgenen behindern. Dies
wird als dominant-negativer Effekt (DN) bezeichnet (Kim and Lozano, 2018).

1.1.3.4. Gain of function

Die dritte Variante beschreibt den Zugewinn neuer Fihigkeiten von mutiertem p53,
welche nicht denen des WT-Proteins entsprechen, sog. gain of function (GOF) (Oren and
Rotter, 2010, s. Abbildung 3). Die Vorstellung, dass Missense-Mutationen einen GOF
bedingen konnten, kam auf, als Missense-Mutationen in p53-negative Zellen eingebracht
wurden und neue Féhigkeiten der Zellen entstanden: schnellere Zellteilung und
Expression von Medikamentenresistenzgenen (Dittmer et al., 1993). AuBerdem
entwickeln Méause mit MTp53 eine Vielzahl anderer Karzinome als p53-negative Mause
(Olive et al., 2004). Tumorzellen weisen jedoch zellspezifische Unterschiede in den
Auswirkungen von MTp53 auf, und verschiedene Mutationen erzeugen einen anderen
Phinotyp (Dittmer et al., 1993). Je nach Mutation entstehen auch unterschiedliche
Tumorentititen. Mause mit 7P53-Mutationen im Codon 270, welches Codon 273 im
Menschen entspricht, entwickeln Lungenadenokarzinome und B-Zell-Lymphome.
Mutationen im Codon 172, Codon 175 im Menschen entsprechend, bedingen die
Ausbildung von Osteosarkomen, die zudem héufiger weitere Tumorabsiedlungen bilden
(Olive et al., 2004). Dementsprechend begiinstigt MTp53 in vivo als zusitzliche
Eigenschaft Metastasierung (Lang et al., 2004). Auf der anderen Seite verringert die
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Depletion von MTp53 die Zellkoloniebildung in vitro und das Tumorvolumen in vivo

(Bossi et al., 2008).

Neben der gesteigerten Proliferation und den Resistenzen gegeniiber Zytostatika umfasst
GOF auch die Unterdriickung von Apoptose, eine gesteigerte Angiogenese (Stein et al.,
2019) und Verdnderungen im Metabolismus wie eine Hochregulation der Glykolyse
(Roszkowska et al., 2020), was ein verkiirztes Leben fiir Mause und Patienten zur Folge
hat (Alexandrova et al., 2017). Zur Ausiibung eines GOF-Effekts ist die bereits zuvor
beschriebene Akkumulation von MTp53 notwendig. Neben Hsp 90 kénnen auch einige
MDM2-Isoformen den MDM2-vermittelten Abbau hemmen (Yue et al., 2017).
AuBerdem interagieren einige Bcl-2-associated athanogene (BAG) Proteine mit MTp53
und verstirken so die Stabilisierung (Yue et al., 2017). Mechanistisch duflert sich GOF in
der Verdnderung von Genexpressionsmustern. Proapoptotische Gene werden herunter-,
Proliferations- und Medikamenten-Resistenz-Gene hingegen hochreguliert (Oren and
Rotter, 2010). AuBerdem kann MTp53 andere Transkriptionsfaktoren aktivieren oder
behindern sowie mit Proteinen interagieren, die keinen Einfluss auf die Genexpression
ausiiben. Durch die Interaktion von MTp53 mit Nuclear Factor Y (NF-Y) wird die
Zellzykluskontrolle nach DNA-Schéadigungen dereguliert (Muller and Vousden, 2013).
Einige mutierte p53-Proteine binden an p63 und p73 und inhibieren diese (Oren and
Rotter, 2010), jedoch interagieren unterschiedlich mutierte Proteine nicht gleich mit p63
und p73: p53R175H bindet TAp73a stirker als pS3R273H (Zhang et al., 2019). Ein
weiterer Aspekt ist die Aggregation von mutiertem p53. Diese fithrt auBerdem zur
Coaggregation von WTp53 sowie p63 und p73, was eine Funktionseinschrinkung

bedingt (Xu et al., 2011).



EINLEITUNG 22

{ Storung der WT-Funktion l

Angiogenese
| Angiogenese |

‘\‘ [ Metastasierung ‘

{ Zellzyklusarrest \“(-._h*

-

GOF

A t 4 y
| Apoptose | ¥

¥

N A _. :
Seneszenz ‘ i { Medikamentenresistenz I
S
DNA ‘ { Inhibition von ‘
Reparatur | P63 und p73

Abbildung 3: Effekte von mutiertem p53
Basierend auf Brosh and Rotter, 2009

1.2.p53 im Metabolismus

1.2.1. p53 im Glukosestoffwechsel
Der Metabolismus von Tumorzellen muss drei Aufgaben erfiillen: Bereitstellung von
Energie in Form von ATP, Versorgung mit Bausteinen fiir Zellwachstum und -teilung
und Einddmmung der Wirkung von Reactive Oxygen Species (ROS) (Cairns et al., 2011).
Bereits in den 1920er Jahren stellte Otto Warburg fest, dass Tumorzellen sogar unter
aeroben Bedingungen Glykolyse gegeniiber oxidativer Phosphorylierung bevorzugen,
was schlielich unter dem Namen der aeroben Glykolyse oder dem ,,Warburg Effekt*
bekannt wurde (Cairns et al., 2011). Die durch den Warburg Effekt ineffektive ATP-
Produktion kompensieren Krebszellen wiederum durch eine erhdhte Glukoseaufnahme.
Durch die gesteigerte Glykolyse wird die Biosynthese verschiedener Bausteine
verbessert. Der verdnderte Metabolismus in Tumorzellen zdhlt auferdem zu den

whallmarks of cancer* (Hanahan and Weinberg, 2011).

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass p53 eine wichtige Rolle im Metabolismus durch
Protein-Protein-Wechselwirkungen, die Steuerung von nachgeschalteten Zielgenen oder
indirekt durch Regulierung von Signalwegen einnimmt (Wang and Chao, 2022). Die

Wirkungen von p53 variieren je nach Zelltyp und Kontext. In Herzmuskelzellen aktiviert
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p53 die Transkription der zwei glykolytischen Enzyme Hexokinase II (HK II) und
Phosphoglyceratmutase (PGM) (Maddocks and Vousden, 2011). Andererseits kann p53
die PGM auch hemmen (Lacroix et al., 2020). Auch in hepatozelluldren Karzinomen
unterstiitzt p53 die Glykolyse statt der oxidativen Phosphorylierung, indem p53
Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA) induziert wird, was die mitochondriale
Pyruvat-Aufnahme inhibiert (Kim et al., 2019). In Zervix- und Mammakarzinomzellen
unterscheidet sich der Effekt je nach Sauerstoffverfiigbarkeit: Unter normoxischen
Bedingungen steigert pS3 die oxidative Phosphorylierung, wihrend sie unter Hypoxie
unterdriickt wird (Wang and Chao, 2022).

Haufig jedoch wirkt p53 dem Warburg Effekt entgegen und damit tumorsuppressiv, z.B.
indem die mitochondriale oxidative Phosphorylierung unterstiitzt wird (Liu et al., 2015).
Des Weiteren unterdriickt p53 die Glykolyse auf verschiedenen Wegen wie zum Beispiel
der transkriptionellen Hemmung mehrerer glykolytischer Enzyme (Liu et al., 2019). P53
verringert auch die Laktatproduktion aus Pyruvat (Contractor and Harris, 2012).

Wihrend der insulin-sensitive Glukosetransporter GLUT4 in insulin-sensiblen Geweben
vorliegt, ist GLUT1 in der Mehrheit der Zellen der am haufigsten vorkommende. Beide
Glukosetransporter sind in vielen Krebszellen liberexprimiert, was mit einer schlechteren
Prognose einhergeht. P53 senkt die Expression beider Transporter, wobei GLUT4 starker
gesenkt wird als GLUTI1, und mindert so die Glukoseaufnahme der Zellen
(Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al., 2004). AuBerdem fiihrt p53 indirekt zu einer
Herunterregulation des Glukosetransporters GLUT3 durch die Inhibition von Inhibitory
kappa B kinase (IKK), was zu einer verringerten Aktivierung des Nuclear Factor kappa

B (NF-xB) und damit auch von GLUTS3 fiihrt (Kawauchi et al., 2008).

Des Weiteren greift pS3 in die Regulation des Pentosephosphatwegs (PPP) ein. Einerseits
wird durch die Induktion von TP53-induced glycolysis and apoptosis regulator (TIGAR)
die Glykolyse verringert und damit die Verschiebung in Richtung PPP gefordert
(Maddocks and Vousden, 2011). Das ist wichtig, wenn Nukleotide fiir die DNA-
Reparatur oder Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) zur Abwehr von ROS
bendtigt werden. Andererseits hemmt p53 die Glukose-6-Phosphat-Dehxdrogenase
(G6PD) und damit den ersten Schritt des PPP (Kruiswijk et al., 2015).



EINLEITUNG 24

...... _ \\ ) B\

*.'__
£
~(PoM)

- . mpc)\PDC (;( Onidative
- / =5 Phosphorylierung
~h

Abbildung 4: p53 im Glukosestoffwechsel
Modifiziert nach Shen et al., 2012, basierend auf Maddocks and Vousden, 2011, Kawauchi et al., 2008,
Contractor and Harris, 2012, Liu et al., 2019, Kim et al., 2019. Die Abbildung wurde teilweise mit
Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizensiert unter einer Creative Commons
Attribution 3.0 (Servier Medical Art, 2022).
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P53 nimmt auch eine wichtige Rolle in Ndhrstoffmangelzustinden ein. Im Glukoseentzug
fihrt p53 AMP activated protein kinase (AMPK)-vermittelt zu einem reversiblen
Zellzyklusarrest. Nur unter absolutem Glukosemangel beobachteten Jones et al. (2005)
Apoptose. Der reversible Zellzyklusarrest erhélt die Lebensfdhigkeit der Zellen, welche
nach Beendigung des Glukoseentzugs erneut proliferieren. In p53-negativen Zellen
hingegen ist die Lebensfahigkeit der Zellen durch eine unkontrollierte Zellproliferation

im Glukoseentzug reduziert (Jones et al., 2005).
1.2.1.1.  MTp53 im Glukosestoffwechsel

Durch die Inaktivierung von p53 in Tumorzellen entfallen die tumorsuppressiven
Wirkungen im Glukosestoffwechsel. Eine erhohte Glukoseaufnahme, eine verstirkte
Glykolyse und ein gesteigerter PPP unterstiitzen den Warburg Effekt und die rasche
Bildung von Makromolekiilen fiir die Zellteilung (Jiang et al., 2011). Der Verlust von p53
resultiert in gesteigerter Glykolyse und verbesserter Proliferation (Wang and Chao,

2022). Oft ist es so, dass MTp53 die gleichen Signalwege wie WTp53 beeinflusst, aber
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mit kontraren Wirkungen. Im Gegensatz zum Wildtyp-Protein konnen p53-Proteine mit
den Mutationen R175H, R273H und G279E die G6PD nicht inhibieren (Jiang et al.,
2011). Die Glykolyse wird aber beispielsweise von MTp53 durch verschiedene
Mechanismen gefordert (Liu et al., 2015) und die mitochondriale Atmung unterdriickt
(Eriksson et al., 2017). Das sind Aspekte des GOF, die zur Tumorentstehung beitragen.
Je nach Mutation kann die Wirkung jedoch unterschiedlich aussehen. Fiir die R175H ,
R273Q und R273H Mutationen wurde eine gesteigerte Glykolyse nachgewiesen (Zhang
et al.,, 2013), nicht jedoch fiir HI79R und D2812G (Eriksson et al., 2017). Die
Aktivierung des RhoA/ROCK Signalwegs durch MTp53 fiihrt zwar nicht zur vermehrten
Expression von GLUT1 (Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al., 2004; Zhang et al., 2013),
jedoch wird es verstirkt in die Plasmamembran transloziert und so die Glukoseaufnahme
gesteigert (Wang and Chao, 2022). AuBlerdem wurde in Zellen mit MTp53 nachgewiesen,
dass der Glukosetransporter GLUT4 vermehrt exprimiert wird (Chavez-Perez et al.,
2011). Neben einem erhdhten Glukosetransport regt MTp53 auch die Expression (Liu et
al., 2015) und Aktivierung glykolytischer Enzyme an (Liu et al., 2019). Ein weiterer
Aspekt, der zum GOF von MTp53 in Bezug auf Metabolismus und damit z.B. zu
invasivem Wachstum beitréigt, ist die Inhibition von AMPK. Aufgrund der Féhigkeit, in
metabolischen Stresssituationen zur Unterdriickung des Zellwachstums zu fiihren, gilt
AMPK als Tumorsuppressor. Durch Glukoseentzug wird eine Inhibition der AMPK-
Aktivierung durch die Mutationen P151S, R175H, G245C und R282W hervorgerufen
(Zhou et al., 2014).
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Abbildung 5: MTp53 im Glukosestoffwechsel

Basierend auf Chavez-Perez et al., 2011,Wang and Chao, 2022, Eriksson et al., 2017, Zhang et al., 2013,
Zhou et al., 2014. Die Abbildung wurde teilweise mit Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von
Servier, lizensiert unter einer Creative Commons Attribution 3.0 (Servier Medical Art, 2022).
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1.2.2. p53 im Glutaminstoffwechsel
Neben dem Glukosestoffwechsel ist der Glutaminstoffwechsel von gro3er Bedeutung fiir
das Uberleben und Wachstum der Tumorzelle. Obwohl der menschliche Korper Glutamin
als nicht-essenzielle Aminosdure selbst synthetisieren kann, sind viele Tumorzellen auf
die exogene Zufuhr zum Uberleben angewiesen. Dieses Phinomen wird auch
,Glutaminabhédngigkeit™ (,,glutamine addiction) genannt (Li et al., 2021). Jedoch trifft
das nicht auf alle Tumorarten und -gewebe gleichermaBen zu: Ostrogenrezeptor-positive
Mammakarzinonmzellen sind z.B. weniger abhéngig von Glutamin als triple-negative

(Altman et al., 2016).

Glutamin ist die am hdufigsten vorkommende Aminosdure im menschlichen Korper. Sie
dient als Baustein fiir viele andere Aminosauren, Proteine und Nukleotide (Chen and Cui,

2015).

Glutamin ist auBerdem wichtig zur Herstellung von Glutathion, einem Tripeptid
bestehend aus Glutamat, Cystein und Glycin. Es ist wichtig zur Abwehr von oxidativem

Stress. Glutamin wird einerseits zur Herstellung von Glutamat selbst und andererseits zur
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Herstellung einer ausreichenden Menge Glutamat fiir den Glutamat-Cystin Transporter

verwendet (DeBerardinis and Cheng, 2010).

P53 greift in den Glutaminstoffwechsel ein durch die Induktion der Expression der GLS2,
einer Glutaminase im Mitochondrion, welche die Hydrolyse von Glutamin zu Glutamat
katalysiert. Glutamat kann durch die Verstoffwechselung zu a-Ketoglutarat, ein Substrat
des Citratzyklus, zur Energiegewinnung genutzt werden. Es gibt zwei Isoformen der
Glutaminase, die sich im Expressionsmuster in verschiedenen Geweben unterscheiden.
Der Nierentyp GLS1 wird hiufig im normalen Gewebe, der Lebertyp GLS2 wird in der
Leber, im Gehirn, der Hypophyse und im Pankreas exprimiert (Li et al., 2021). Wéhrend
die GLS1 in vielen Tumoren stark exprimiert wird und so zur Tumorproliferation beitrégt,
ist die GLS2 Expression vermindert (Chen and Cui, 2015). Des Weiteren unterscheiden
sich die beiden Isoformen durch eine unterschiedliche Kinetik und Regulation,

beispielsweise hat p53 keinen Einfluss auf die GLS1 (Hu et al., 2010).

In verschiedenen Tumormodellen wurde gezeigt, dass Glutamin im Zentrum der
Tumormasse depletiert ist und Tumore Prozesse entwickeln, um temporire
Nihrstoffmangelzustinde zu iiberleben bis sie besser vaskularisiert sind (Ishak Gabra et

al., 2018).

P53 trigt zum Uberleben unter Glutaminmangel bei, indem verschiedene Transporter
durch p53 hochreguliert werden. Am stirksten wird der SLC7A3, ein Arginin-
Transporter, hochreguliert. Arginin fordert die Aktivierung von mammalian target of
rapamycin complex I (mMTORCI) zur Unterstiitzung des Zellwachstums (Lowman et al.,
2019). AuBerdem wird der SLCIA3, ein Aspartat-Glutamat-Transporter, von p53
hochreguliert. Viele Zelllinien exprimieren SLC1A3 nur schwach (A2780, A549, U208,
OVCAR-5, RT4, SiHa, and A375), wihrend andere eine starke Expression aufweisen
(MDA-MB-468, OVCAR-4, and IGROV1). Das Zellwachstum unter Glutaminentzug
korreliert mit der Expression von SLC1A3, welche dadurch auch induziert wird (Tajan et
al., 2018). Unter Glutaminmangel konnen p53-positive Zellen Aspartat und Alanin zur
de-novo-Synthese von Glutamin nutzen, was p53-negative Zellen schlechter kdnnen

(Tajan et al., 2018).

P53-Mutationen haben unterschiedliche Auswirkungen unter Glutaminentzug zur Folge.
Wihrend HCT116-Zellen mit p5S3R248W-Mutationen in der Lage sind, p21 und SLC1A3

hoch zu regulieren, konnen die gleichen Zellen mit einer R175H-Mutation dies nicht, was
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sich auch in einem gestorten Zellwachstum widerspiegelt (Tajan et al., 2018). Die
Induktion von p21 fiihrt zu einem transienten G1/S-Phasen-Zellzyklusarrest, der das
Uberleben in Glutaminmangelsituationen sichert. Im Gegensatz zu WTp53-Zellen
werden durch MTp53-Proteine (R248Q und R273H) keine apoptotischen Zielgene
aktiviert, sondern zellzyklusarretierende und metabolische Zielgene wie CDKNIA,
GLS2, GADD45A und TIGAR. AuBlerdem sind Zellen mit MTp53 weniger empfindlich
gegeniiber Glutaminentzug, was zu einem Uberlebensvorteil gegeniiber WTp53- und
pS53-negativen Zellen fiihrt, da aufgrund der anfinglich schlechten Vaskularisation die

Versorgung von Tumorzellen mit Glutamin schlecht ist (Tran et al., 2017).

1.3.p73

1.3.1. Struktur und Funktion von p73

P73 wurde 1997 entdeckt und ist in Neuroblastomen haufig deletiert (Horvat et al., 2021).
Die strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zum Tumorsuppressor p53 sowie p63 fiihrte
zu der Bezeichnung ,,p53-Familie®. Als Transkriptionsfaktor erfiillt p73 neben der
Moglichkeit zur Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose auch Funktionen in der
Neurogenese, sensorischen Signalwegen und Homdostase (Horvat et al., 2021). Die
funktionelle Ahnlichkeit von p73 zu p53 besteht in der Regulation von #hnlichen
Zielgenen in Bezug auf Zellzyklusarrest wie p21 (Gaiddon et al., 2001) und in Bezug auf
Apoptose z.B. PUMA und Bax und GRAMD4 (Yoon et al., 2015).

Es gibt mehr als zehn Varianten des p73-Proteins. Durch die Transkription von zwei
verschiedenen Promotoren entstehen transcriptionally active (TA)p73 und AN-TAD-
verkiirzte Isoformen (Vikhreva et al., 2018). Die TA-Isoformen sind proapoptotisch und
die AN-Isoformen wirken durch die Inhibition von TAp73 und WTp53 antiapoptotisch
(Yoon et al., 2015). Zudem fiihrt alternatives Splicing am C-Terminus zur Entstehung
mehrerer gespleiflter Varianten wie a, B, v, 9, €, { und n (Vikhreva et al., 2018). Knockout-
Modelle haben gezeigt, dass die Entfernung von TAp73 die Entstehung von Krebs
begiinstigt und die Entfernung von ANp73 Tumorwachstum hemmt (Tomasini et al.,
2008; Wilhelm et al., 2010). In gesunden Zellen ist das Expressionsniveau von p73
niedrig (Ozaki and Nakagawara, 2005), da p73 normalerweise abgebaut wird (Yoon et
al., 2015). Genotoxischer Stress wie DNA-Schidigungen fiihrt durch posttranslationale
Modifikationen zur Akkumulation von TAp73. Durch gezielten Abbau von ANp73 wird
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das TA/AN Verhiéltnis erhoht und Apoptose kann stattfinden (Yoon et al., 2015). Im
Gegensatz zu p53 ist p73 in Tumoren selten mutiert, jedoch ist die Expression oft
dereguliert (Rufini et al., 2011). Eine Uberexpression von TAp73a, TAp73p and TAp73y
induziert Apoptose und TAp73p aktiviert die Transkription apoptotischer Zielgene am
stiarksten (Vikhreva et al., 2018). Dass in vielen Tumoren p73 {iberexprimiert wird,

konnte damit zusammenhéngen, dass MTp53 p73 inhibiert (Gaiddon et al., 2001).

1.3.2. Interaktion von MTp53 mit p73

1999 zeigten Di Como et al., dass p73a mit pS3R248W and p5S3R175H interagiert, jedoch
nicht mit WTp53. Durch Expression der Mutanten wird die Induktion von Apoptose (Di
Como et al., 1999) und Zellzyklusarrest durch p73 gehemmt (Strano et al., 2000).
Mutationen in der DBD von p53 konnen die Konformation des Proteins so verdndern,
dass eine Interaktion mit p73 mdglich ist, welche die transkriptionale Aktivitit der
Proteine behindert (Stindt et al., 2015). Xu et al. (2011) zeigten, dass ein Mechanismus
darin besteht, dass MTp53 eine verstirkte Aggregation sowie auch Co-Aggregation von
p73 aufweist. Die Konformationsmutante pS3R175H bindet TAp73 stirker als die DNA-
Kontaktmutante p5S3R273H (Stindt et al., 2015) und es wurde nachgewiesen, dass die
Bindungskapazitit von MTp53 und p73 mit der Resistenz der Tumorzellen gegeniiber
Zytostatika korreliert (L1 and Prives, 2007). Neben Chemotherapieresistenz spielt die
Inhibition von p73 durch mutiertes pS3 auch eine Rolle bei der Invasivitit und
Metastasierung von Tumoren. Weissmueller et al. (2014) zeigten, dass sowohl pS3R175H
als auch p53R273H die Metastasierung von Pankreaskarzinomen durch eine Verdnderung
von p73 und dessen Interaktion mit NF-Y begiinstigt, auch wenn die Bindung von

p53R273H und p73 schwicher ist (Weissmueller et al., 2014).

Fiir TAp73p wurde einerseits gezeigt, dass es mit pS3R175H interagiert (Strano et al.,
2000, Gaiddon et al., 2001) und andererseits, dass der verkiirzten TAp73B-Isoform die
Aminoséuren fiir die Bindung von p53R175H fehlen (Stindt et al., 2015, Vikhreva et al.,
2018).

Die Struktur des mutierten Proteins ist aber nicht der einzige Einfluss nehmende Faktor.
Ein p53-Polymorphismus am Codon 72 kann die Bindungsaffinitdt mit p73 beeinflussen.
Codon 72 kodiert entweder fiir Arginin (R) oder Prolin (P). Wenn Mutationen in der 72R
statt der 72P Variante auftreten, wird die transkriptionelle Aktivitdt von p73 starker
unterdriickt und das Uberleben der Patienten verschlechtert sich (Rufini et al., 2011). Dass

die Bindung der Mutante ebenfalls nicht allein fiir die Inhibition von p73 entscheidend
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ist, wird dadurch unterstiitzt, dass MDM?2 die Interaktion von p53273H mit TAp73a
verbessern kann (Stindt et al., 2015).

1.4.Personalisierte Medizin

Das U.S. National Cancer Institute definiert personalisierte Medizin als ,,eine Form der
Medizin, die Informationen liber die Gene oder Proteine einer Person nutzt, um Krankheit
vorzubeugen, zu diagnostizieren oder zu behandeln® (,,A form of medicine that uses
information about a person’s own genes or proteins to prevent, diagnose, or treat disease.

National Cancer Institute, 2022).

Krebs ist eine heterogene Erkrankung, bei der innerhalb verschiedener Tumorentitdten
grof3e Unterschiede zwischen den Ursachen, der Pathogenese oder dem Therapieerfolg
liegen. Sogar zwischen Individuen mit dem gleichen Tumor bestehen grofle Variationen,
was auf genetische Faktoren zuriickzufiihren ist. Diese Unterschiede machen Krebs zu
einem attraktiven Ziel der personalisierten Medizin. Eine Zielsetzung liegt darin,
Patienten in Subgruppen mit spezifischen molekularen Eigenschaften zu stratifizieren,
sodass eine zielgerichtete Therapie eingesetzt werden kann, die den groBtmdglichen
Nutzen bei gleichzeitig geringstmoglichen Nebenwirkungen bietet (Diamandis et al.,

2010).

In der Vergangenheit konnten bereits einige Erfolge in der personalisierten Medizin
erzielt werden. Ein Beispiel stellt die Chronische Myeloische Leukémie dar. Sie ist sehr
hiufig mit einer spezifischen chromosomalen Translokation zwischen den Chromosomen
9 und 22, dem sog. Philadelphia-Chromosom, assoziiert. Diese Translokation fiihrt zu der
Entstehung des Fusionsgens Bcr-4bl (Druker et al., 1996). Das entstandene
Fusionsprotein ist eine Tyrosinkinase mit unkontrollierter Aktivitdt, was die maligne
Transformation begiinstigt (Deininger et al., 1997; Stindt et al., 2015). Mit CGP 57148,
auch bekannt als Imatinib, wurde ein Inhibitor dieser Tyrosinkinase entdeckt, der gezielt
die Proliferation der Ber-Abl-positiven Zellen in vitro und in vivo inhibiert (Druker et al.,
1996). So konnte das mediane Gesamtiiberleben nach der Diagnose von vier bis sechs
Jahren (Pasternak et al., 1998) durch die Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren bis zu

einer normalen Lebenserwartung angehoben werden (Hehlmann, 2020).
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Eine weitere Erfolgsgeschichte ist der monoklonale HER2-Antikorper Trastuzumbab.
Das HER2-Gen, was fiir den HER2-Rezeptor kodiert, ist in 25 — 30 % aller Mamma-
karzinome amplifiziert (Slamon et al., 2001). HER2 gehdrt zur Familie der epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren der Tyrosinkinasen (Nahta and Esteva, 2007). Durch die
Ergénzung von Trastuzumab zur Chemotherapie konnte ein ldngeres Gesamtiiberleben
und eine Reduktion des Risikos zu versterben von 20 % erreicht werden (Slamon et al.,

2001).

1.4.1. p53 als pharmakologisches Ziel
In Tumoren ohne 7P53-Mutation wird p53 héufig durch MDM2-Hochregulation
verstirkt abgebaut. Um dem entgegenzuwirken und funktionelles p53 zu reaktivieren,
wurden kleine Molekiile entwickelt, die die Bindung zwischen p53 und MDM2
verhindern (Shangary and Wang, 2009). Nutlin, ein cis-Imidazolin-Analogon, war einer
der ersten potenten MDM2-Inhibitoren, fiir den nachgewiesen wurde, dass p53
vermindert abgebaut und durch die Akkumulation dosisabhingig p21 verstérkt exprimiert
wird. Dadurch wurde auch das Tumorwachstum inhibiert (Vassilev et al., 2004). Die
Entwicklung weiterer MDM2-Inhibitoren folgte und RG7112 war der erste, der in
klinischen Studien getestet wurde (Konopleva et al., 2020). Inzwischen werden auch viele
weitere wie Idasanutlin (NCT04029688), AMG-232 (NCT03031730), APG-115
(NCT03611868), Milademetan (NCTO05012397) und Siremadlin (NCT05155709)
klinisch untersucht und in Kombinationstherapien erprobt, um die Effektivitit zu erhdhen

(Konopleva et al., 2020).

Dass p53 in so vielen Tumoren mutiert vorliegt und mit einem gain of function zur
Tumorausbreitung und Metastasierung beitrdgt, macht es zu einem attraktiven
pharmakologischen Ziel. Die bisherigen Strategien zur Behandlung von Tumoren mit
MTp53 bedingen die Wiederherstellung der WTp53-Konformation und -Funktion oder
die Beseitigung von MTp53 (Hu et al., 2021). APR-246 beispielsweise ist eine
Verbindung, die die Konformation von MTp53 so verdndern soll, dass die DNA-Bindung
von p53-Zielgenen wieder ermoglicht wird, um so die Funktion von p53
wiederherzustellen und Apoptose induzieren zu kénnen (Bykov et al., 2018). Es wird in
klinischen Phase I und II Studien bereits eingesetzt (NCT03931291, NCT04214860,
NCT03268382). Eine Verbindung, die die Akkumulation, welche zur GOF-Wirkung von
MTp53 notwendig ist, verhindern soll, ist der HSP90-Inhibitor Ganestespib. Im in vivo-
Modell profitierten MTpS53-Mduse von der Behandlung mit einem lédngeren
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Gesamtiiberleben im Gegensatz zu p53-negativen Mausen (Alexandrova et al., 2015).
AuBerdem werden Substanzen untersucht, die die Inhibition von p73 durch MTp53
autheben. RETRA wurde als einer der ersten p73-Aktivatoren entdeckt (Kravchenko et
al., 2008). NSC5998 und Prodigiosin verhindern ebenfalls die Interaktion von Mtp53 und
p73 (Cai et al., 2022). Als effektiver hinsichtlich Unterdriickung der Zellproliferation
erwies sich die Kombination aus einem p73-Aktivator wie RETRA oder NSC5998 mit
einem Nicotinamid Phosphoribosyltransferase (NAMPT)-Inhibitor, welcher die
Aggregation von MTp53 behindert (Cai et al.,, 2022). Bisher gibt es jedoch keine
zugelassene Therapie speziell fiir Tumore mit mutiertem p53, weshalb es notwendig ist,

weitere Angriffsziele flir verschiedene pS3-Mutationen zu erforschen.

1.5.Zielsetzung der Arbeit

Phénotypische Unterschiede in der Wirkung des GOF beruhen nicht nur auf dem Ort der
Mutation, sondern auch auf der dort eingebauten Aminosdure (Roszkowska et al., 2020).
Das Codon R175 gehort zu den Hotspots der pS3-Mutationen (Chiang et al., 2021), bei
denen sich unterschiedliche Auswirkungen je nach substituierter Aminosédure ergeben
(Kotler et al., 2018). Das macht eine ndhere Charakterisierung und Untersuchung der

verschiedenen Mutationen notwendig.

Bereits 2003 fiihrten Kato et al. eine strukturierte Analyse hinsichtlich der
transkriptionellen Aktivitit von 2.314 p53-Mutationen in Hefezellen durch, was jedoch
ein sehr artifizielles System darstellt. Kotler et al. (2018) untersuchten 9.833 lentiviral in
H1299-NSCLC-Zellen eingebrachte Mutationen. Aufgrund der Verwendung von
menschlichen Lungentumorzellen ist es aus translationaler Sicht ein besseres Modell. In
diesem System ist jedoch nicht klar, wie das restliche p53-Netzwerk aussieht, da diese

Lungenkrebszellen zuvor p53-negativ waren.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, in einem adidquaten physiologischen System die
Auswirkungen von TP53%7_Mutationen auf die Proteinfunktion, besonders zwei

Aspekte des GOF, zu untersuchen.

Verwendet wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie HCT116 TP53"7, welche mittels
CRISPR/Cas9 genetisch modifiziert worden war, sodass in dem einen Allel eine grofe

Deletion im Intron 5 vorlag. Mittels CRISPR/Cas9 wurde die Zelllinie so verdndert, dass
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am Codon 175 von TP53 eine Mutationslibrary aller denkbaren R175-Mutationen durch
Rekombination eingesetzt werden konnte (s. Abbildung 6). Auf diese Weise konnten
viele p53-Mutationen parallel in physiologischen genetischen Kontext des endogenen

TP53-Gens verglichen werden.

A
Exon 4 Exon 5 Exon 6
! ] inaktives Allel
GFP-T2A Puro™ .
— | konditionales WT-Allel
A CRISPR Editierung
§ GFP-T2AFuro’ - A Allel-speziifische Cas9 Nuklease zum Intron 5
| STOP -
ﬂ Puromycin Selektion
Exon 4 Exon 5 Exon 6
[ o] inaktives Allel
[[] ] I | konditionales Mt-Allel
mut PAM
Cre-vermittelte
Rekombination
Exon 4 Exon § Exon 6
| inaktives Allel
[ ’ e | D exprimierte Mutante
B

1 Deletion 3 Stille

3 Frameshift

1 Stop

Aminosiuren

Abbildung 6: CRISPR Editierung der TP53R175-Mutationslibrary
(A) CRISPR Editierung, modifiziert nach freundlicherweise zur Verfiigung gestellter Vorlage von Maria
Klimovich. (B) Kreisdiagramm der 7P53R75-Mutationslibrary.

Um die verschiedenen p53R175-Mutationen ndher hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf
die Proteinfunktion zu untersuchen, wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt, die
auf einen LOF bzw. GOF hindeuten konnen. Zur Validierung des Systems wurde eine
Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin durchgefiihrt. Durch die Bindung von
MDM?2 wird die Interaktion mit pS3 gestort und so Stress imitiert, der zur Stabilisierung
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von p53 fiihrt, was Zellzyklusarrest und Apoptose zur Folge hat (Vassilev et al., 2004).
Nach Isolierung der gDNA sowie Durchfiihrung der Nested PCR und Sequenzierung
sollte sich zeigen, dass die Zellen mit stillen p53-Mutationen depletiert und Zellen mit
Mutationen, die zu einem Proteinfunktionsverlust fiihren, angereichert waren (s.

Abbildung 7A).

Zur ndheren Klassifizierung eines GOF-Effekts von p53R175-Mutationen wurden zwei
mogliche Mechanismen untersucht. Der erste Teil betraf Auswirkungen im
Metabolismus. Die HCT116 TP534RI75-Library_7e]len wurden verschiedenen Nahrstoff-
mangelzustinden ausgesetzt, um herauszufinden, ob bestimmte p53R175-Mutationen
einen Uberlebensvorteil unter Nihrstoffmangel bedingen, der zur Anreicherung dieser
Zellen fiihrt. Der zweite Teil betraf die Inhibition von p73. In den HCT116 TP534RI7>-
Library_7ellen wurde p73 iiberexprimiert, um zu untersuchen, ob einige Mutationen zur
Unterdriickung von p73 durch MTp53 fithren und sich infolgedessen anreichern (s.
Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Vorgehensweise zur Untersuchung der Auswirkungen der Mutationen auf die
Proteinfunktion

(A) Vorgehensweise zur Analyse eines LOF-Effekts der p53R175-Mutationen. (B) Vorgehensweise zur
Analyse eines moglichen GOF-Mechanismus der p53R175-Mutationen; modifiziert nach
freundlicherweise zur Verfiigung gestellter Vorlage von Maria Klimovich.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1.

Tabelle 1: Zelllinien

Zelllinien und Bakterienstimme

Zelllinie Beschreibung Referenz
HCT116 TP53415L Humane AG Stiewe
Kolonkarzinomzellen (Maria Klimovich)
HCT116 TP53A/ESL-RI75Library Hymane AG Stiewe
Kolonkarzinomzellen (Maria Klimovich)
HCT116 TP534/R175Library Humane AG Stiewe
Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP53*"*L TAp73a.  Humane AG Stiewe
Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP53SL TAp738  Humane AG Stiewe
Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP534ESL-RIZ>Library Hymane AG Stiewe
TAp73a Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP534ESE-RIZ-Library - Hymane AG Stiewe
TAp73p Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP534RI75-Library Humane AG Stiewe
TAp73a Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HCT116 TP534RI7>-Library Humane AG Stiewe
TAp73p Kolonkarzinomzellen (diese Arbeit)
HEK 293-T Humane embryonale AG Stiewe
Nierenzellen
Tabelle 2: Bakterienstimme
Bakterienstamm Beschreibung Referenz
ElectroMAX™ DH10B™  Elektrokompetente Thermo Fisher Scientific
Zellen Escherichia coli
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2.1.2.

Tabelle 3: Plasmide

Plasmide

# Name Referenz
748 psPAX2 Addgene #12260

(Didier Trono)
749 pMD2.G Addgene #12259

(Didier Trono)
4364 pInducer20-TAp73a AG Stiewe (Andrea Nist)
4365 pInducer20-TAp73p AG Stiewe (Andrea Nist)
3332 (alt: FO33) HR700 R175 mutant library AG Stiewe

(Maria Klimovich)
3330 Px330sgRNA in5 p53+T AG Stiewe

(Maria Klimovich)
2.1.3. Oligonukleotide

Tabelle 4: Oligonukleotide

# Name Sequenz (5¢-3¢)

736 TP53-Ex5_for GGGTTGCAGGAGGTGCTTAC

6535 T7 Assay hp53 2rev. GATGGTGGTACAGTCAGAGCC

9624 TP53 ex5 NGS BCl AGAACCAGAAGACTTGCCAACTGGCCAA
lr GACCT

10255  #P53Int4-forl CCCTTTGGCTTCCTGTCAGTG

10540  TP53 mutPAM f BC CGTACAAGAGACAAGCAATCAGTGAGGA
0] ATCAGAGGCCTCC

10541  TP53 mutPAM f BC CGTACTAGCAGACAGCAATCAGTGAGGA
03 ATCAGAGGCCTCC

10542  TP53 mutPAM f BC TCTTGAGTATCTGTAGCAATCAGTGAGGA

05

ATCAGAGGCCTCC
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2.1.4. Antikorper

Tabelle 5: Primérantikdrper

Name Antigen Spezies Verdiinnung Hersteller

3D4 BRDU mouse 1:20 BD Pharmingen™
AC-15 B-Actin mouse 1:10.000 Abcam

EP436Y p73 rabbit 1:500 Abcam

Tabelle 6: Sekundérantikorper

Name Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti-Mouse IgG sheep 1:2500 Merck KGaA
HRP linked (NA931)
Anti-Rabbit IgG donkey 1:5000 Merck KGaA
HRP Linked (NA934)

2.1.5. Viren

Tabelle 7: Viren

Name Beschreibung Referenz

VQ Ad Cre Retrovirus ViraQuest Inc
pInducer20-TAp73a Lentivirus AG Stiewe (diese Arbeit)
pInducer20-TAp73f Lentivirus AG Stiewe (diese Arbeit)

2.1.6. Enzyme

Tabelle 8: Enzyme

Name Hersteller Cat No.
GoTaq® G2 DNA Promega M7848
Polymerase

Proteinase K- Losung AppliChem GmbH A4392,0010

RNase A (DNase-frei) AppliChem GmbH A3832
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2.1.7.

Sequenzen und Bezeichnungen der R175-Library

Tabelle 9 Sequenzen und Bezeichnungen der R175-Library

Abkiirzung  Bezeichnung Sequenz an Stelle des R-Codons CGC
A Alanin GCC
C Cystein TGC
D Asparaginsdure GAC
Del Deletion TGC
E Glutaminséure GAG
F Phenylalanin TTC
FS-1 Frameshift -1bp GC
FS-2 Frameshift -2bp G
FS+1 Frameshift +1bp CCGC
G Glycin GGC
H Histidin CAC
I Isoleucin ATC
K Lysin AAG
L Leucin CTG
M Methionin ATG
N Asparagin AAC
P Prolin CCC
Q Glutamin CAG
R1 Synonym/still 1 CGA
R2 Synonym/still 2 CGG
R3 Synonym/still 3 CGT
S Serin AGC
Stop Stop TGA
T Threonin ACC
A% Valin GTG
W Tryptophan TGG
Y Tyrosin TAC
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2.1.8.

Tabelle 10: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Name Hersteller Cat No.
2-Deoxyglucose Sigma-Aldrich (Merck KGaA) D8375-5G
2-Propanol (Isopropanol) Carl Roth GmbH 6752.4
5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) Sigma-Aldrich (Merck KGaA) B9285
Agarose NEEO Ultra-Qualitét Carl Roth GmbH + Co. KG 2267.4
Aqua ad injectabilia Apotheke UKGM 1108
Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich (Merck KGaA) A7906
Bradford Reagenz Bio-Rad 500-0006
Calciumchlorid Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG 5239.1
Colorless GoTaq® Reaction Promega GmbH M792A
Buffer

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co. KG 4720.1
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG P030.1

(Na;HPO4)

di-Natriumtetraborat-Decahydrat
(Na2B4O7 x 10 H20)

Merck KGaA

1.06308.0500

dNTP Set, 100 mM Solutions Thermo Fisher Scientific R0O182
EDTA (Ci10H16N20g) Carl Roth GmbH + Co. KG 8043.2
Essigsédure Carl Roth GmbH + Co. KG 3738.2
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG 9065.4
Hefeextrakt Carl Roth GmbH + Co. KG 2363.2
HEPES fiir Pufferlosungen AppliChem GmbH A1069
Kaliumchlorid (KCI) Merck KGaA 1.04936.1000
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem GmbH A3620.1000
Kristallviolettlosung Sigma-Aldrich (Merck KGaA) HT90132
Lipofectamine ™ 2000 Invitrogen™ (Thermo Fisher 11668-019
Transfektionsreagenz Scientific)

Magermilchpulver AppliChem GmbH A0830.0500
Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG 4627.5
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH + Co. KG 3957.2
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Novex™ NuPAGE™ Invitrogen™ (Thermo Fisher ~ NP0006
Transferpuffer (20x) Scientific)

NP-40 alternative Sigma-Aldrich (Merck KGaA) 492016
NuPAGE MES SDS Running Life Technologies Life

Buffer (20X) Technologies
NuPAGE™ LDS-Probenpuffer Invitrogen™ (Thermo Fisher =~ NP0007
(4x) Scientific)

NuPAGE™ Invitrogen™ (Thermo Fisher =~ NP0009
Probenreduktionsmittel (10x) Scientific)

Nutlin-3a BOC Sciences 675576-98-4
PageRuler™ Prestained Protein Invitrogen™ (Thermo Fisher 26617
Ladder Scientific)

Polybren Sigma-Aldrich (Merck KGaA) 107689
Propidiumiodid Sigma-Aldrich (Merck KGaA) P4864

QX DNA Dilution Buffer Qiagen 929601
Salzsdure (HCI) Carl Roth GmbH + Co. KG 4625.2
Standard Taq (Mg-free) Reaction NEB B9015S
Buffer Pack

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG 4855.3
Triton X-100 AppliChem GmbH A1388.0500
Trypsin-EDTA Losung Sigma-Aldrich (Merck KGaA) T4174
Trypton Carl Roth GmbH + Co. KG 8952.2
Tween 20 AppliChem GmbH A4974.0500
Wasser ROTISOLV® Carl Roth GmbH + Co. KG AS511.2
2.1.9. Puffer und Losungen

Tabelle 11: Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung
1x PBS (ph= 6,5-7) 2,7mM KCL
1,47 mM KH2PO4
137,9 mM NaCl

8,16 mM Na,HPO4 (wasserfrei)
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Ix TBST 5 mM Tris

15 mM NaCl

0,1 % Tween 20
2x HBS (ph=7,05) 5 M NaCl

1 M Na;HPO4

1 M HEPES
50x TAE 2 M Tris

5,7 % Essigsdure

50 mM EDTA (pH= 8)
Agarplatte 1,5 % Agar-Agar in LB-Medium
Blockmilch 5 % Magermilchpulver in 1x TBST
Einfriermedium 65 % DMEM

25 % FCS

10 % DMSO
Kristallviolett 3 % Kiristallviolettlosung

20 % Ethanol
LB-Medium (pH=7,5) 5 g/l NaCl

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l Trypton

NP 40 Lysepufter

50 mM Tris HCI (pH =7.4)
150 mM NacCl

5 mM EDTA (pH = 8.0)

2 % Nonidet P40 alternative

Western Blot Transferpuffer

100 ml Transferpuffer (20x)
500 ml Milli Q Wasser

300 ml Methanol (15 %)
Ad 2000 ml Milli Q Wasser

2.1.10. Medien, Antibiotika und Zusatzstoffe

Tabelle 12: Medien, Antibiotika und Zusatzstoffe

Name Hersteller Cat No.
Amphotericin B Losung Sigma-Aldrich (Merck KGaA) A2942
Ampicillin Carl Roth GmbH + Co. KG K029.2
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BM-Cyclin Sigma-Aldrich (Merck KGaA) 10799050001

DMEM, hoher Glukosegehalt, Gibco™ (Thermo Fisher 41966052

Pyruvat Scientific)

DMEM, hoher Glukosegehalt, Gibco™ (Thermo Fisher 11960044

ohne Glutamin Scientific)

DMEM, ohne Glucose Gibco™ (Thermo Fisher 11966025
Scientific)

Doxycyclin Sigma-Aldrich (Merck KGaA) D9891

DPBS, ohne Calcium, ohne Gibco™ (Thermo Fisher 14190094

Magnesium Scientific)

Fotales Kilberserum (FBS) Sigma-Aldrich (Merck KGaA) F0804

Geneticin™ Thermo Fisher Scientific 10131027

Hanks’ Balanced Salt solution

(HBSS)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA) H8264

HyClone™ Fetal Bovine Serum  Fisher Scientific SH30079.03

(U.S.), Dialyzed

Opti-MEM™ Gibco™ (Thermo Fisher 51985-026
Scientific)

Penicillin-Streptomycin (10.000  Gibco™ (Thermo Fisher 15140122

U/ml) Scientific)

Puromycin Gibco™ (Thermo Fisher A1113803
Scientific)

2.1.11. Kits

Tabelle 13: Kits
Name Hersteller Cat No.
MiSeq Reagent Kit [llumina MS-103-1001

NEBNext® Ultra™ DNA New England Biolabs E7370L

Library Prep Kit for GmbH

MMumina®

NucleoBond Xtra Midi kit MACHEREY-NAGEL 740410.100
for transfection-grade GmbH & Co. KG

plasmid DNA
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NuPAGE™ 4 bis 12 %, Invitrogen™ (Thermo WG1402BOX
Bis-Tris, 1,0 mm, Midi- Fisher Scientific)

Protein-Gele

QIAamp DNA Blood Mini  Qiagen 51106

Kit (250)

QIAquick PCR Qiagen 28106
Purification Kit (250)

QIAxcel DNA Screening  Qiagen 929004

Kit (2400)

Standard Taq (Mg-free) New England Biolabs B9015S
Reaction Buffer Pack GmbH

WesternBright Advansta Inc. K-12043-D20
Chemilumineszenz

Substrat Sirius

2.1.12.

Tabelle 14: Laborgerite

Laborgerite

Name

Hersteller

2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies Inc.

Autoklav Systec VE-150

Systec GmbH

BD™ Accuri C6 Flow Cytometer

BD Biosciences

Bio Rad Power Pac 200

Bio-Rad Laboratories GmbH

BRAND™ Transferpette™ S 8-/12-
Kanal-Mehrkanalpipetten

BRAND GMBH + CO KG

Captair Biocap DNA/RNA

Erlab group

ChemiDoc™ MP Imaging System

Bio-Rad Laboratories GmbH

Criterion™ Blotter

Bio-Rad Laboratories GmbH

Eppendorf BioPhotometer®

Eppendorf AG

Eppendorf® Centrifuge 5810/5810 R

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Eppendorf® ThermoMixer® C

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Eppendorf™ Mastercycler™ PRO

Fisher Scientific

Epson Perfection V200 Photo

Epson GmbH

Fliissigkeits-Absaugsystem BVC control

VACUUBRAND GMBH + CO KG
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Glaspipetten, 10 ml

A. Hartenstein GmbH

Glaspipetten, 2 ml

A. Hartenstein GmbH

Glaspipetten, 20 ml

A. Hartenstein GmbH

Glaspipetten, 5 ml

A. Hartenstein GmbH

Heidolph Unimax 1010 Platformschiittler

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG

Ikamag Reo Magnetriihrer

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Kipp-/Rollenmischer

Carl Roth GmbH + Co. KG

Liebherr™ Laborkiithlschrank

Fisher Scientific

Magnetstdbchen ROTILABO®

zylindrisch, @: 6 mm, 20 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG

MicroPulser™ Electroporator

Bio-Rad Laboratories GmbH

Mikroskop S40-Slider

Leica Microsystems

Mr. Frosty™ Gefrierbehélter

Thermo Scientific™

Multipette® M4

Eppendorf

Multitron Inkubationsschittler

Infors HT

NanoDrop® ND-1000

Spectrophotometer

peqLab Biotechnologie GmbH

Neubauer-improved Zdhlkammer

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

pH-Meter

Mettler-Toledo GmbH

PIPETMAN® L-Pipetten

Gilson

pipetus® Akku-betriebene Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co.
KG

QIAxcel Advanced Instrument

Qiagen

Scotsman Flockeneisbereiter AF 20

Scotsman

Thermo Scientific Biological Safety
Cabinet

Thermo Fisher Scientific

Thermo Scientific™ Heracell™ 2401

CO2 -Inkubator

Fisher Scientific

Thermo Scientific™ Heracus™ Fresco™

17 Mikrozentrifuge

Fisher Scientific

Thermo Scientific™ MSC-Advantage™

Thermo Scientific™

Ultratiefkiihlgerat

Thermo Fisher Scientific

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc
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Wasseraufbereitung Milli-Q®

Merck KGaA

Wasserbad

Memmert GmbH + Co. KG

Wasserbad

Kottermann

XCell4 SureLock™ Midi-Cell

Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific)

72 Coulter particle count & size analyzer Beckman Coulter GmbH
2.1.13. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller Cat No.
0,2 ml 12er PCR- Starlab International GmbH  11402-1200
GefiBstreifen
10 cm-Zellkulturschalen SARSTEDT AG & Co. KG  83.3902
12er Deckelstreifen Starlab International GmbH  11400-1200

12-Strip PCR Caps, Domed

Starlab International GmbH

11400-1200-c

12-well-Zellkulturplatte SARSTEDT AG & Co. KG  83.3921
(adhérent)

15 ml Falcons Kobe 188271

50 ml Falcons SARSTEDT AG & Co. KG  62.547.254
6 cm-Zellkulturschalen SARSTEDT AG & Co. KG  83.3901
6-well-Zellkulturplatte SARSTEDT AG & Co. KG  83.3920
(adhérent)

96-well Multiply PCR Plate SARSTEDT AG & Co. KG  72.1980.202
full skirt

96-well-Zellkulturplatte SARSTEDT AG & Co. KG  83.3924
(adhérent)

B Braun™ Cutfix™ Fisher Scientific GmbH 9409804
Skalpelle aus Edelstahl

Blottingpapier Hahnemdiihle BP005 58 60
Combitips® advanced Eppendorf AG 0030089812
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Cryo.s™ Greiner Bio-One GmbH 122263
Einfrierrohrchen, 2 ml

Easycap Reagiergefal} 1,5 SARSTEDT AG & Co. KG  72.690.550
ml

Filterspitze, 10 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.1131.210
Biosphere® plus

Filterspitze, 100 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.760.212
Biosphere® plus

Filterspitze, 1000 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.762.211
Biosphere® plus

Filterspitze, 20 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.760.213
Biosphere® plus

Filterspitze, 200 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.760.211
Biosphere® plus

Filtropur S 0.2 SARSTEDT AG & Co. KG  83.1826.001
Filtropur S 0.45 SARSTEDT AG & Co. KG  83.1826
Halb-Mikro-Kiivette, 3 ml  SARSTEDT AG & Co. KG  67.742
Injekt® 10 ml, Luer- B. Braun Melsungen AG 4606108V
Ansatz, exzentrisch

Pasteurpipetten Otto E. Kobe KG 9411015
Pipettenspitze 1000 pl SARSTEDT AG & Co. KG  70.762
Pipettenspitze 20 pl, SARSTEDT AG & Co. KG  70.1116
farblos

Pipettenspitze 200 pl gelb SARSTEDT AG & Co. KG  70.706.012
SafeSeal Reagiergefdl 1,5 SARSTEDT AG & Co. KG  72.706.400
ml

SafeSeal Reagiergefdl 2 ml SARSTEDT AG & Co. KG  72.695.500
Transfermembran Carl Roth GmbH + Co. KG  T831.1
Immobilon®-P PVDF

Verschlussfolie Th. Geyer GmbH & Co. KG 9170002

PARAFILM® M
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Zellschaber SARSTEDT AG & Co. KG  83.3951

2.1.14.  Programme

Tabelle 16: Programme

Name Anbieter

BD Accuri™ C6 Plus Software BD Biosciences

Epson Scan Epson

FlowJo BD Biosciences
GraphPadPrism GraphPad Software

Image Lab Software Bio-Rad Laboratories GmbH
Microsoft Office 2019 Microsoft Corporation
ND-1000 v3.8.1 Thermo Fisher Scientific
Photoshop CS6 Adobe Systems Inc.
QIAxcel ScreenGel Software Qiagen

2.2.Zellbiologische Methoden

2.2.1. Kultivierung von Zellen
Alle Experimente mit lebenden Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer
biologischen Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Lentiviral transduzierte Zellen oder
adenoviral infizierte Zellen wurden unter Laborbedingungen der Sicherheitsstufe 2
durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 °C, unter 95 %
Luftfeuchtigkeit mit einem CO»-Gehalt von 5 % in einem Inkubator kultiviert. Die Zellen
wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit hohem Glukosegehalt (4,5
g/), versetzt mit 10 % fotalem Kélberserum (FBS), 100 U/ml Penicillin-Streptomycin,
sowie 1 pg/ml Amphotericin B gehalten, was im Folgenden als vollstindiges DMEM
bezeichnet wird. Bevor die Zellen Konfluenz erreichten, wurden sie gesplittet. Zuerst
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit ca. 3 ml Dulbecco’s phosphate buffered
saline (DPBS) gewaschen und anschlieSend mit 1 ml 1x Trypsin/EDTA fiir fiinf bis zehn
Minuten in den Inkubator gestellt, um das Temperaturoptimum von Trypsin zu
gewihrleisten, damit sich die Zellen losen. AnschlieBend wurden die Zellen nach

Hinzugabe von frischem Medium resuspendiert und in gewiinschter Dichte auf einer
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neuen Zellkulturschale ausgesdt. Um Kontaminationen mit Mykoplasmen aus-
zuschlieBen, wurden die Zellen regelmiBig per PCR getestet. Falls eine Kontamination
vorlag, wurden die Zellen entweder in einen separaten Inkubator gestellt und mit BM-
Cyclin gemall dem Protokoll des Herstellers behandelt oder verworfen und ein neuer Satz

aus dem Vorrat aufgetaut.

2.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese bei einer Konfluenz von ca. 70 % mit 1x
Trypsin/EDTA von der Zellkulturschale gelést und in DMEM resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in einem 15 ml Falcon bei 300 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet in 700 ul Einfriermedium
(s. Tabelle 11) resuspendiert und in ein Kryordhrchen iiberfiihrt. Kryordhrchen wurden
mithilfe eines mit Isopropanol gefiillten Mr. Frosty Gefrierbehélters 1 °C/min auf -80 °C
in einem Gefrierkiihlschrank heruntergekiihlt. Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen
in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt. Das Einfriermedium mit den Zellen wurde in
ein Falcon tiberfiihrt und 10 ml DMEM hinzugefiigt. Das Falcon wurde fiinf Minuten bei
300 x g zentrifugiert, das iiberschiissige Medium abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml
frischem DMEM resuspendiert und ausgesit. 24 Stunden nach dem Auftauen wurde das

Medium gewechselt.

2.2.3. Zellzahlbestimmung

Es wurden zwei Methoden zur Zellzahlbestimmung verwendet. Eine Methode beinhaltete
den Beckmann Coulter Z2, welcher zur Zihlung und GroBenbestimmung den
elektrischen Widerstand von Teilchen oder Zellen in einer leitfahigen Fliissigkeit misst
(Cellular Analysis using the Coulter Principle: Measurement with Great Accuracy and
Speed, 2022). Dazu wurden 100 pl einer Zellsuspension zu 10 ml isotoner Losung

hinzugegeben, vom Gerit gemessen und eine Zellzahl pro Milliliter angegeben.

Fiir die zweite Methode wurde eine Neubauer-improved Zahlkammer verwendet. Es
wurden 10 pl einer Zellsuspension zwischen Neubauer Zdhlkammer und Deckglas
aufgetragen und unter dem Mikroskop die Zellen eines Quadrats mit einer Kantenlédnge
von 1 mm, welches in 25 kleinere Quadrate unterteilt ist, gezdhlt. Es wurden zwei
Quadrate ausgezéhlt und der Mittelwert berechnet. Aufgrund der Tiefe der Zéhlkammer
von 0,1 mm und der Kantenldnge der Quadrate von 1 mm, ergibt sich durch die Zahlung
die Zellzahl pro 0,1 pl. Um die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten, wurde der Wert mit
10.000 multipliziert.
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2.2.4. Zellen unter Nahrstoffmangel setzen
Nachdem die Zellen am Vortag in vollstindigem DMEM ausgesét worden waren, wurde
24 Stunden spiter der Nahrstoffmangel induziert. Das Medium wurde abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und das neue Medium hinzugegeben. Im Fall von HBSS
wurde auf FBS verzichtet, um vollstandigen Nihrstoffmangel herbeizufiihren und im Fall
des Glutamin- und Glukoseentzugs wurde das Medium mit 10 % dialysiertem FBS
versetzt, um Verfdlschungen durch das Serum auszuschlieBen, aber trotzdem das
Wachstum der Zellen zu fordern. In einigen Experimenten wurde der Néhrstoffentzug
nach einigen Tagen abgebrochen und das Medium zu vollstindigem DMEM gewechselt,
damit die Zellen, die den Néhrstoffentzug tliberlebt hatten, sich vermehren konnten, um

ein deutlicheres Ergebnis zu generieren.

2.2.5. Zellbehandlung mit Medikamenten

24 Stunden nach Aussaat der Zellen wurde eine Behandlung begonnen, indem die zuvor
ausgerechnete Menge des Medikaments (z.B. Nutlin) zum Medium hinzugefiigt wurde,

um eine bestimmte Konzentration zu erreichen.

2.2.6. Transfektion mit Lipofectamine® 2000
Um Zellen mit der TP53%!7>_Mutations-Library mittels Lipofectamine® 2000 zu
transfizieren, wurden am Vortag 1,6 Millionen Zellen auf 10 cm-Schalen ausgesit. Die
Losungen wurden, wie in Tabelle 17 angegeben, in Falcons vorbereitet und fiinf Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung aus Falcon A langsam
zur Losung B hinzu pipettiert und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der
Zwischenzeit wurden die zu transfizierenden Zellen einmal mit DMEM ohne Antibiotika
und FBS gewaschen und anschliefend 8 ml DMEM ohne Antibiotika und FBS vorgelegt,
sodass 2 ml der Transfektionslosung tropfenweise hinzugefligt werden konnten. Nach
vier bis sechs Stunden Inkubation bei 37 °C wurde das Medium zu frischem DMEM

gewechselt.
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Tabelle 17: Transfektion mit Lipofectamine® 2000

Inhalt Menge/ 10 cm-Schale
Falcon A  Opti-MEM™ 1 ml

HR700 R175 mutant library 6,25 pg

Px330sgRNA _in5 p53+T 6,25 ng
Falcon B Opti-MEM™ 1 ml

Lipofectamine® 2000 23 ul
2.2.7. Selektion mit Puromycin

Die Selektion der transfizierten Zellen wurde drei Tage nach der Transfektion mit 0,7
ng/ml Puromycin begonnen. Nach weiteren vier Tagen wurden die Zellen einmal mit
DMEM gewaschen und es erfolgte ein Wechsel zu vollstindigem DMEM mit
zusétzlichen 10 % FCS, um die Erholung und das Wachstum der Zellen zu f6rdern.

2.2.8. Lentiviraler Gentransfer

2.2.8.1.  Herstellung von Lentiviren mit Calciumphosphat

Zur Herstellung von Lentiviren wurden HEK-293T-Zellen verwendet. Zunichst wurden
5 Millionen Zellen auf einer 10 cm-Zellkulturschale ausgesédt. Am nichsten Tag wurde
vier Stunden vor der Transfektion das Medium gewechselt. In Falcon A wurden Wasser
und Calciumchlorid vorgelegt und die DNA hinzu pipettiert. In Falcon B wurden 1,5 ml
2x HBS gegeben. Wihrend Falcon B mithilfe eines Vortexschiittlers gemischt wurde,
erfolgte die Zugabe des Inhalts aus Falcon A tropfenweise. Nach weiteren zehn Sekunden
intensiven Schiittelns wurde die Losung fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlielend die 3 ml zum Medium der HEK-Zellen hinzugegeben und diese einen
Tag bei 37 °C inkubiert. 24 Stunden spéter wurde das Medium abgesaugt und 8 ml
frisches Medium langsam dazugegeben. Der Virusiiberstand wurde nach weiteren 24 und
48 Stunden mit einer Spritze aufgenommen, anschlieBend durch einen Filter (0,45) in

einem Falcon gesammelt und bei -80 °C eingefroren.
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Tabelle 18: Herstellung von Lentiviren mit Calciumphosphat

Inhalt Menge
pInducer20 TAp73a/ 20 pg
pInducer20 TAp73

Falcon A peFAX2 e
pMD2.G 7ug
CaCl (2,5 M) 150 pl
Aqua ad iniect. Ad 1,5 ml

Falcon B 2x HBS 1,5 ml

2.2.8.2. Lentivirale Transduktion

Es wurden jeweils 500.000 Zellen auf zwei 10 cm-Zellkulturschalen ausgesit. 24 Stunden
spater wurde das Medium auf beiden Schalen abgesaugt. Die eine Schale diente als
Kontrolle und es wurden 5 ml frisches Medium und 5 pl Polybren hinzugegeben. Auf die
zu infizierenden Zellen wurden 4 ml Virusiiberstand, 1 ml Medium und 5 pl Polybren

gegeben. Nach 24 Stunden wurden 5 ml Medium jeweils zu den Schalen hinzugegeben.

2.2.9. Selektion mit Geneticin
30 Stunden nach dem lentiviralen Gentransfer wurden Zellsuspensionen von den
transduzierten Zellen sowie den Kontrollzellen hergestellt und diese in drei verschiedenen
Zelldichten unter Hinzugabe von Geneticin mit einer Konzentration von 0,4 mg/ml
ausgesdt. Das Medium wurde je nach Anzahl toter Zellen ca. alle 48 h gewechselt, bis die
Selektion nach ungefihr sechs Tagen abgeschlossen war. Dieser Abschluss war dadurch
gekennzeichnet, dass auf den Kontrollplatten keine lebenden Zellen mehr vorhanden
waren, was mikroskopisch verifiziert wurde. Um den Selektionsdruck aufrecht zu halten,
erfolgte auch nach Abschluss der Selektion die Kultivierung der Zellen mit Geneticin bei

einer Konzentration von 0,2 mg/ml.

2.2.10.  Verwendung des pInducer20 Vektors
Das lentivirale plnducer20-Konstrukt wurde transduziert, um eine Doxycyclin-
induzierbare Expression von TAp73a und TAp73p zu ermdglichen. Nach dem
Gentransfer und abgeschlossener Selektion wurde die Expression von TAp73a und
TAp73B nach Behandlung mit Doxycyclin mittels Western Blot und Koloniebildungstest

verifiziert.
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2.2.11. Adenovirale Cre Rekombinase Infektion
Die Infektion der HCT116 TP534LSL-RI75-Library 133t adenoviraler Cre-Rekombinase diente
zur Entfernung der LoxP-Stop-LoxP-(LSL)-Kassette im Intron 4 von 7P53, um die

Expression der 7P53-Mutationen zu aktivieren. Dies wurde mit zwei Methoden und

Viren durchgefiihrt.

Bei der ersten Methode wurden am Vortag drei Millionen Zellen auf einer 10 cm-Schale
ausgesit. Die adenovirale Cre-Rekombinase wurde auf Eis aufgetaut. Die Vorbereitung
der Viruslosung erfolgte durch Hinzugabe von 4 pul des Adenovirus zu 3 ml DMEM ohne
Antibiotika und FBS. Die zu infizierenden Zellen wurden einmal mit DMEM ohne
Antibiotika und FBS gewaschen und anschlieBend 3 ml der Viruslosung auf die Platte
gegeben und diese vorsichtig geschwenkt. Die Zellen wurden 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert, dabei alle zehn Minuten vorsichtig geschwenkt. AnschlieBend wurde die

Viruslosung entfernt und vollstindiges DMEM hinzugefiigt.

Bei der zweiten Methode wurden am Vortag 1,5 Millionen Zellen pro 10 cm-Schale
ausgesit. Die adenovirale Cre Rekombinase wurde im Verhiltnis 1:10 in PBS/10%
Glycerol verdiinnt und die Zellen mit einer Multiplicity of Infection (MOI) von 10 bis 25
infiziert. Die Viruslosung bestand aus dem Virus und 4,2 ml DMEM ohne Antibiotika
und FBS. Nach einer Stunde Inkubationszeit bei 37 °C wurden 5,8 ml vollstindiges
DMEM hinzugefiigt. Es erfolgte ein Mediumwechsel nach 24 Stunden.

Der Erfolg der Infektion konnte mittels Durchflusszytometrie liberpriift werden, da die
LSL-Kassette ein Green Fluorescent Protein (GFP)-Gen enthielt und somit die Zellen
nach erfolgreicher Cre-Rekombinase-vermittelter Rekombination GFP-negativ waren.
Der Anteil der GFP-positiven Zellen und damit das gemessene GFP-Signal wurde
geringer, sodass nach neun bis zehn Tagen mit weiteren Experimenten fortgefahren

werden konnte.

2.2.12.  Generierung von Einzelzellklonen,
Zur Generierung von Einzelzellklonen wurde eine Zellsuspension mit 200 Zellen/ 20 ml
hergestellt. Die 20 ml der Zellsuspension wurden auf zwei 96-well-Platten mit jeweils
100 pl der Suspension pro Well verteilt. 24 Stunden spéter wurde per Mikroskop
iiberpriift, in welchen Wells sich eine Zelle befand und diese markiert. Nach einer Woche

wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt und nach weiteren sieben Tagen erfolgte die
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Ubertragung der Zellen auf 12-Well-Platten. Die Zellen wurden weiter vermehrt, um ein

Aliquot einfrieren und die Einzelzellklone anschlieBend analysieren zu kdnnen.

2.2.13.  Funktionelle Charakterisierung der Einzelzellklone
Die gewachsenen Einzelzellklone der HCT116 TP53Y't TAp73a- und HCT116
TP53YESL TAp73p-Zellen wurden auf die Doxycyclin-induzierte Expression von p73
mittels Western Blot untersucht. Aufgrund der apoptotischen Eigenschaften von p73
wurde eine Durchflusszytometrie mit Propidiumiodid durchgefiihrt sowie eine
Durchflusszytometrie mit BrdU, um den Zellzyklusarrest durch p73 nachzuweisen.

AuBerdem konnte dies optisch im Koloniebildungstest bestitigt werden.

2.2.14.  Koloniebildungstest (Colony Formation Assay)
Um ein unterschiedliches Wachstumsverhalten von Zellen darzustellen, wurde neben
einer Behandlung eine Kontrolle durchgefiihrt. Sobald die Zellen der Kontroll-
Zellkulturschale nach ca. sieben bis zehn Tagen konfluent waren, wurde das Medium auf
allen Zellkulturschalen abgesaugt, die Zellen einmal mit DPBS gewaschen und
anschliefend 3 ml Ethanol vorsichtig hinzugegeben. Nach 24 Stunden Inkubationszeit
bei 4 °C wurde das Ethanol abgesaugt und die Zellen nach der Trocknung mit 3 ml
Kristallviolettlosung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernung der
Losung wurden die Zellkulturschalen mit Wasser gewaschen, getrocknet und

eingescannt.

2.2.15.  Durchflusszytometrie (FACS)

Ein Durchflusszytometer misst mit einem Laserstrahl und verschiedenen Detektoren, die
die Lichtstreuung messen, die GroBe (FSC- forward scatter) und Komplexitit im
Hinblick auf Partikel und Granula (SSC- side scatter) von Zellen (McKinnon, 2018). Es
wurden ca. 10 - 20.000 Ereignisse einer Zellsuspension gemessen. Um Zelldebris
auszuschlieBen, wurde ein Gate mit einem hohen FSC- und niedrigen SSC-Wert markiert
und auf die Proben einer Messung angewandt. Mithilfe der BD-Standardkonfiguration
mit dem FL1-Detektor und dem 488 nm-Laser wird das GFP-Signal gemessen (BD
Accurl™ C6 Flow Cytometer Optical Filter Guide). Die Cre-Rekombinase-vermittelte
Rekombination der HCT116 TP53VESE-RI73-Library wrde verifiziert, indem der Anteil der

GFP-positiven und -negativen Zellen gemessen wurde.
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2.2.15.1. Durchflusszytometrie mit Propidiumiodid

Propidiumiodid (PI) ist ein rot fluoreszierender Farbstoff, der mit der DNA interkaliert.
Er dient zur Beurteilung des Anteils apoptotischer Zellen, da diese DNA verlieren und
damit einen niedrigeren DNA-Gehalt aufweisen, welcher als subG1 gemessen werden
kann (Riccardi and Nicoletti, 2006). Damit die Messung DNA-spezifisch ist, muss eine
RNAse verwendet werden. Zur Bestimmung des Anteils toter Zellen wurde das Medium,
in dem die Zellen kultiviert und behandelt wurden, und das DPBS, mit dem die Zellen
gewaschen wurden, in einem Falcon gesammelt. Die Zellen wurden trypsiniert und eine
5 ml-Zellsuspension hergestellt und zum restlichen Falcon gegeben. Nach einer
fiinfmintitigen Zentrifugation bei 300 x g wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in
500 pl DPBS resuspendiert. AnschlieBend wurden 4,5 ml Ethanol (98 %) langsam unter
Schiitteln des Falcons hinzugegeben und die Zellen zunichst auf Eis zwischengelagert
und anschlieend fiir 24 Stunden bei -20 °C gekiihlt. Die Falcons wurden gevortext und
1,5 ml der Suspension in 1,5 ml-Reagiergefdle gefiillt. Diese wurden zehn Minuten bei
4 °C und 5000 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgesaugt. Nach einem
Waschvorgang mit PBS wurden die Zellen erneut zehn Minuten bei 5000 x g zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt.

Tabelle 19: Farbemischung Propidiumiodid

Name Menge
pro Probe

PBS 200 pl

Propidiumiodid 1 pl

(0,2 pg/ml)

RNAse 2 ul

Zur Herstellung der Farbemischung (s. Tabelle 19) wurde jede Probe in 203 pl
resuspendiert, anschlieBend wurden die Proben 10 - 13 Minuten lang in einem
Thermoblock bei 37 °C erwdrmt. Die Messung erfolgte unmittelbar danach.
Propidiumiodid wird mit dem FL2-Detektor und dem PE-Filter gemessen (BD Accurl™
C6 Flow Cytometer Optical Filter Guide). Es wurde ein Virtual Gain iiber die Proben
gelegt, damit die Phasen des Zellzyklus sichtbar {ibereinander lagen, und fiir jede Probe

der subG1-Bereich markiert und dessen Anteil bestimmt werden konnte (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Gates Durchflusszytometrie mit Propidiumiodid

2.2.15.2. Durchflusszytometrie mit BRDU zur Zellzyklusanalyse

Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein Thymidin-Analogon, welches wihrend der DNA-
Replikation in die DNA eingebaut und zur Markierung sich teilender Zellen eingesetzt
wird. Das in die Zellen inkorporierte BrdU wird mit einem fluoreszierenden Antikdrper
gefarbt. Zu analysierende Zellen wurden mit 10 uM BrdU fiir 60 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden diese Zellen trypsiniert, resuspendiert und fiir zehn
Minuten bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieBend in 0,5 ml PBS resuspendiert. Darauthin wurde
tropfenweise Ethanol (70 %) zur Fixierung hinzugegeben und die Proben bei 4 °C
gekiihlt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 1000 x g fiir 10 Minuten. Der
Uberstand wurde entfernt und die Zellen zur Denaturierung der DNA in 1 ml frisch
angesetztem 2 M HCL/Triton X-100 resuspendiert. Nach Uberfiihrung in 1,5 ml-
Eppendorf-Gefdlle wurden die Proben fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
alle zehn Minuten sanft gemischt. Nachfolgend wurden die Zellen bei Raumtemperatur
fiir zehn Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen
in 1 ml Natriumtetraborat gelost und erneut fiir fiinf Minuten bei 1000 x g zentrifugiert.
Darauthin wurden die Zellen in 0,5 % Tween 20 + 1 % BSA fiir 30 Minuten geblockt und
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 100 uL PBS/ 0,5
% Tween 20 +1 % BSA mit 5 pL a- BrdU Alexa488 resuspendiert und 45 Minuten bei
Raumtemperatur in der Dunkelheit inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen zwei Mal
mit 1 ml PBS/ 0,5 % Tween 20 + 1 % BSA gewaschen, in der oben beschriebenen 203
uL Propidiumiodid Firbelosung (s. Tabelle 19) resuspendiert und bei Raumtemperatur

fiir zehn Minuten inkubiert. Die Proben wurden bis zur durchflusszytometrischen
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Messung auf Eis zwischengelagert. Nachdem der Zelldebris bei der Messung mithilfe des
Gatings ausgeschlossen wurde, wurde auf der x-Achse der PE-A-Kanal und auf der y-
Achse der FITC-Kanal gemessen. Mit dem PE-Kanal wurde das Propidiumiodid-Signal
und damit der DNA-Gehalt der Zellen erhoben. Somit konnten die Gates fiir G1 und G2
gesetzt werden. Auf der y-Achse wurde mit dem FITC-Kanal der Anteil des BrdU-
Antikorpers gemessen, sodass oberhalb von den G1- und G2-Phasen-Gates ein Gate fiir

die S-Phase mit erhohtem BrdU-Anteil gesetzt werden konnte (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Gates Durchflusszytometrie mit BrdU

2.2.16. Ernten von Zellen

2.2.16.1. Ernten von Zellen fiir Western Blots

Um Zellen fiir einen Western Blot zu ernten, wurden die Zellkulturschalen auf Eis
gestellt, das Medium abgesaugt und die Zellen mit 4 °C kaltem PBS gewaschen.
Anschliefend wurde 1 ml PBS pro 10 cm-Zellkulturschale verwendet und die Zellen mit
einem Zellschaber mechanisch von der Platte gelost. Das PBS mit den abgeldsten Zellen
wurde in ein Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und weiterhin gekiihlt. Bei 300 x g wurden die
Zellen 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und das PBS abgesaugt. Die Reaktionsgefil3e
wurden anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -20 °C

zwischengelagert.
2.2.16.2. Ernten von Zellen zur DNA-Sequenzierung

Fiir die DNA-Sequenzierung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert

und in DMEM resuspendiert. Nach Uberfiihrung in ein Falcon erfolgte ein weiterer
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Waschvorgang mit 1 ml PBS. Das Zellpellet wurde nach der fiinfminiitigen
Zentrifugation mit 300 x g bei -20 °C eingefroren und zwischengelagert.

2.3.Molekularbiologische Methoden

2.3.1. CRISPR/Cas9
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR/Cas9) ist eine

Methode, mit der an gezielten Orten Verdnderungen im Genom herbeigefiihrt werden
konnen (Jinek et al., 2012). Zur Erstellung der 7P53R 175-Mutationslibrary wurden die
HCT116 TP53*'5E-Zellen unter Verwendung von Lipofectamine® 2000 mit der sgRNA
und der Reparaturvorlage kotransfiziert. Die sgRNA Px330sgRNA in5 p53+T enthilt
Cas9 und eine sgRNA zum Intron 5. Als Reparaturvorlage fiir die Homology directed
repair (HDR) diente der Vektor HR700 R175 mutant library mit den verschiedenen
TP53R175-Mutationen und homologen Codons von Exon 4 bis Intron 6, sowie einer
mutierten PAM-Region und einer LSL-Kassette, welche GFP und pac enthilt. Pac
kodiert fiir Puromycin-N-Acetyltransferase und generiert die Puromycin-Resistenz, um

eine Selektion zu ermdglichen.

2.3.2. Elektrotransformation von Bakterien

Transformation bezeichnet die Aufnahme freier DNA von Prokayoten. Mittels
Elektroporation wird die Bakterienmembran durchlédssig und kann umliegende DNA
aufnehmen (Kumar et al., 2019). 100 pl elektrokompetente E. coli (DH10B) Bakterien
wurden auf Eis aufgetaut und 1,5 pl des 1:100 oder 1:1000 verdiinnten Plasmids
hinzugegeben. In einer Kiivette wurde mithilfe des MicroPulse Elektroporators ein
Stromsto3 mit 1800 V fiir ca. 5 ms gegeben. AnschlieBend wurde 1 ml LB-Medium
hinzugegeben, die Zellen resuspendiert und in einem Reagenzglas fiir 30 Minuten bei 37
°C und 250 rpm geschiittelt. Mit einer Ose wurde ein Teil auf einer LB-Agar-Platte,
welche das Selektionsantibiotikum, in diesem Fall Ampicillin, enthilt, ausgestrichen und
iiber Nacht inkubiert. Nach Uberfiihrung in 100 ml LB-Medium wurden 100 pL
Ampicillin hinzugegeben und {iber Nacht im Schiittler inkubiert.

2.3.3. Midi-Plasmid Préaparation
Am Vortag wurde eine einzelne Bakterienkolonie der beimpften Agarplatte in 100 ml
LB-Medium mit 100 uL Ampicllin {iberfiihrt und bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Die
Plasmid Préparation erfolgte mit dem NucleoBond Xtra Midi kit for transfection-grade
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plasmid DNA nach den Herstellerangaben von MACHEREY-NAGEL. Das Pellet wurde

in reinem Wasser gelost und bei -20 °C gelagert.

2.3.4. Isolierung genomischer DNA
Zur Isolierung genomischer DNA (gDNA) wurde das Ql4damp DNA Blood Mini Kit von
Qiagen verwendet. Mit den zuvor gewonnenen Zellpellets wurde nach Herstellerangaben
verfahren. Vor der Eluierung wurden die Proben mindestens 30 Minuten auf den Sadulen

inkubiert.

2.3.5. Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration mittels

NanoDrop
Mit dem Nanodrop ND-1000 wurden DNA-Konzentrationen bestimmt. Das
Spektralphotometer misst in einer 1 pl-Probe die Absorption der DNA, welche im
Wellenldngenbereich von 260 nm liegt, und berechnet daraus anschlieBend die

Konzentration (NanoDrop Technologies).

2.3.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)
Mit der Polymerasekettenreaktion werden DNA-Abschnitte amplifiziert. Dabei wird die
DNA zunéchst bei 95 °C denaturiert, darauthin hybridisieren die Primer und anschlie3end
erfolgt mit der DNA-Synthese die Elongation der Primer bei 72 °C, dem
Temperaturoptimum der GoTaq® DNA-Polymerase. Fiir eine Extension von 1 kb DNA

wurde eine Minute veranschlagt.

2.3.7. Nested PCR

Bei der Nested polymerase chain reaction (PCR) werden zwei PCR-Reaktionen
hintereinandergeschaltet, um ein sensitiveres und spezifischeres Ergebnis fiir die
Sequenzierung zu erzielen. Das PCR-Produkt der ersten PCR diente als Vorlage fiir die
zweite Barcode PCR, bei der die Primer innerhalb des ersten PCR-Produkts verwendet
wurden und somit ein kiirzeres, nur die Mutationen enthaltende, DNA-Fragment
vervielfacht wurde. Zwischen den beiden PCR-Durchgéngen wurden die Proben mit dem
QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN nach Herstellerangaben aufgereinigt und

in 30 - 50 pl reinem Wasser geldst.
2.3.7.1. Nested PCR 1

Bei dem ersten Schritt der Nested PCR setzte der forward Primer (#10255) im Intron 4
von TP53 an und der reverse Primer (#6535) im Exon 7, sodass ein ca. 1,6 kb DNA-
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Fragment entstand, welches als Vorlage fiir die zweite PCR diente. Es wurden fiinf
Reaktionen pro Probe parallel durchgefiihrt, welche anschlieBend zusammengefiihrt

wurden. Die PCR wurde wie in Tabelle 20 angegeben durchgefiihrt.

Tabelle 20: Reagenzien und Thermocycler-Programm Nested PCR 1

Reagenzien Menge pro Thermocycler Programm
Reaktion

gDNA 150 ng

#6535 (10 uM) 1 pul

#10255 (10 uM) 1 pul 95°C 2 min

GoTaq Buffer (5x) 4 ul 95°C 30s

dNTPs (10 mM) 0,4 pul 59°C 60s X 20

DMSO 1 ul 72°C 30s

GoTaq® G2DNA 0,2 pl 72°C 5 min

Polymerase (5 U/ul) 4°C o

H>O Ad 20 pl

2.3.7.2.  Nested PCR II (Barcode PCR)

Die aufgereinigte DNA-Sequenz-Vorlage der ersten PCR wurde 1:1000 verdiinnt. Der
forward Primer (#9624) hybridisierte im Exon 5 und die reverse Primer (#10540, #10541,
#10542) an der mutierten PAM-Sequenz im Intron 5, sodass spezifisch das mutierte Allel
amplifiziert wurde, weil das andere Allel an derselben Stelle eine Deletion trdgt. Die
reverse Primer beinhalteten auch Barcode-Sequenzen fiir die einzelnen Replikate, um
nach der Sequenzierung auf die Replikate zuriickschlieBen zu kénnen. Die Menge an
MgClz und dNTPs wurde reduziert, um die Spezifitit zu erhdhen. Die PCR wurde wie in
Tabelle 21 angegeben mit fiinf Reaktionen pro Probe durchgefiihrt. Nach der
Aufreinigung erfolgten die Messung und der Nachweis des ca. 240 bp langen Fragments

mit dem QIAxcel DNA Screening Kit und dem QIAxcel Advanced Instrument.
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Tabelle 21: Reagenzien und Thermocycler-Programm Nested PCR 11 (Barcode PCR)

Reagenzien Menge pro Thermocycler Programm
Reaktion

DNA-Vorlage (Nested 1) 1 pul

#9624 (10 uM) 1 ul

#10540 (10 uM) /

#10541 (10 uM) / 1 ul

#10542 (10 uM) 95°C 2 min

MgCl; (25 mM) 1 pl 95°C 30s

Standard Taq (Mg-free) 2 ul 66 °C 30s X 24

Reaction Buffer 72°C 30s

dNTPs (10 mM) 0,1 ul 72°C 5 min

DMSO 1 pl 4°C o

GoTaq® G2 DNA 0,2 ul

Polymerase (5 U/ul)

H->O Ad 20 ul

2.3.8. Vorbereitung der Amplikon Library Sequenzierung
Zur Vorbereitung der Amplikon Sequenzierung wurde das NEBNext® Ultra™ DNA
Library Prep Kit for Illumina® verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
Dies beinhaltet Enzyme, Oligonukleotid-Adapter und Primer sowie AMPure XPR Beads.
Zuerst wurden die Amplikons repariert und ein dA-Schwanz, also ein zusétzliches Adenin
am 5°-Ende angehdngt. An diesen dA-Schwanz wurden die NEBNext-Adapter fiir die
Illumina Sequenzierung gebunden. Um die Adapter zu trennen, wurde ein USER-Enzym
verwendet, welches ein Uracil entfernt und so eine einzelne Nukleotidliicke generiert.
AMPure XP R Beads wurden im genauen Verhéltnis (0,45 und 0,25 x) zur
GroBenselektion und Aufreinigung verwendet. Anschlieend erfolgte zur Vermehrung
eine PCR mit Primern, die komplementér zu den Adaptern sind. Eine Qualitéitskontrolle
erfolgte mit dem Agilent Bioanalyzer. Die Vorbereitung der Amplikon Library zur
Sequenzierung wurde von der Core Facility ,,Genomics* des Fachbereichs Medizin der

Philipps-Universitdt Marburg durchgefiihrt.
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2.3.9. Amplikon Sequenzierung
Die Amplikon Sequenzierung erfolgte mit einem Illumina MiSeq mit 2x 250
Basenpaaren-end reads. Durch die Verwendung von Barcodes fiir die einzelnen Replikate
konnten die Proben gemultiplext und nach der Sequenzierung demultiplext werden. Die
Primer-Sequenzen wurden als exakte matches identifiziert und geschnitten, sodass nur
vollstdndige Primer-Sequenzen gezdhlt wurden. Die erhaltenen reads wurden mit einem
Set von in-silico vorkompilierten bearbeiteten Code-Sequenzen verglichen, welche jede
mogliche Aminosdureédnderung von R175 reprasentierten. Um Sequenzierartefakte zu
verhindern, wurden nur genau passende reads beriicksichtigt und gez&hlt. Wenn keine
Ubereinstimmung vorlag, wurden die gefundenen reads verworfen. Die Amplikon
Sequenzierung wurde von der Core Facility ,,Genomics* des Fachbereichs Medizin der
Philipps-Universitat Marburg durchgefiihrt. Relative Werte ergaben sich durch Division
der Rohwerte durch die Summe aller beriicksichtigten Sequenzen ohne Wildtyp
(Originalsequenz) und no-match. Zur Berechnung des Fold change (Verhiltnis eines
Werts zu einem Kontrollwert) wurde ein Wert durch den jeweiligen Wert der

unbehandelten Kontrolle geteilt.
2.3.9.1. Darstellung der Sequenzierergebnisse

Zur Darstellung der Sequenzierungsergebnisse wurden Heatmaps verwendet. Eine
Heatmap ist ein Diagramm zur Datenvisualisierung, in dem jedes Rechteck einen Wert
reprisentiert, welcher farbkodiert dargestellt wird, sodass sich ein Trend in einer grof3eren
Datenmenge einfacher erkennen ldsst. Die Farbskalierung erfolgte anhand des Fold
change, welcher das Verhiltnis eines relativen Wertes des Vorhandenseins einer
Mutation nach einer medikamentosen Behandlung oder einem Nahrstoffentzug zum
jeweiligen relativen Wert der Mutation in der unbehandelten Kontrolle darstellt. Ein rotes
Rechteck bedeutet also eine Anreicherung bis zu einem dreifachen Wert. Wenn die Werte
gleich sind und sich somit ein Fold change von 1 ergibt, wird das in weifl gezeigt. Blaue

Rechtecke reprisentieren im Vergleich zur Kontrolle depletierte Werte.

2.4.Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Herstellung von Zelllysaten

Die tiefgefrorenen Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut und die Proteine mittels
Lysepuffer isoliert. Dem NP-40 Lysepuffer (s. Tabelle 11) wurde Proteaseinhibitor (10x)
im Verhiltnis 1:10 hinzugefiigt. Pro Zellpellet wurden je nach Gréfe 30 - 50 pl
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Lysepuffer verwendet und darin resuspendiert. Die Proben wurden in SafeSeal
ReagiergefdBlen in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut. Dieser Gefrier-Tau-Zyklus erfolgte drei Mal. Nach dem Auftauen
der Proben auf Eis wurden diese bei 4 °C und 13.000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert.
Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde in neue ReagiergefiB3e iiberfiihrt und bei

jeder Probe eine neue Pipettenspitze verwendet.

2.4.2. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
Die Proteinkonzentration der Lysate wurde kolorimetrisch nach Bradford bestimmt
(Bradford, 1976). In jeder Kiivette wurden 100 pl NaCIl-Losung (150 mM/1) vorgelegt, 2
ul der Probe und 1 ml Bradford Reagenz (s. Tabelle 10) hinzugefiigt. Die Proben wurden
vorsichtig mit einem Vortexschiittler gemischt und fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Zuerst wurde am Fotometer eine Blindprobe, die nur Kochsalzlésung und
Bradford-Reagenz enthielt, eingestellt. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm
gemessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde eine BSA-Standardreihe

verwendet.

2.4.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um Proteine nach ihrer Molekiilmasse aufzutrennen, wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Proben wurden wie in Tabelle 22 angegeben
vorbereitet und fiir 10 Minuten im Thermomixer bei 70 °C erhitzt. In eine XCell4
SureLock™ Midi-Cell-Kammer wurde ein Bis-Tris-Gel eingebracht und MES-Puffer
(1x) verwendet. In der inneren Kammer wurde zusétzlich Antioxidans hinzugefiigt. Der
Kamm des Gels wurde entfernt und die Taschen zunéchst mit einer Spritze gespiilt. Die
Taschen wurden mit den Proben befiillt und an den Randern 4 pl Prestained Protein Ruler
als Marker aufgetragen. Das Gel lief fiir 15 Minuten bei 80 V und anschlieend fiir ca.
zwel Stunden bei 140 V, bis die Proben das Ende des Gels erreichten.
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Tabelle 22: Probenzusammensetzung SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Reagenz Menge
Protein 25-30 pg
NuPAGE™ Probenreduktionsmittel (10x) 2 ul
NuPAGE™ LDS-Probenpuffer (4x) Sul
NP-40 Lysepuffer Ad 20 ul

2.4.4. Western Blot

Um die per Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurden diese
auf eine PVDF-Transfermembran {ibertragen. Dazu wurde das Criterion™ Blotter-

System von Bio-Rad Laboratorires verwendet.

Tabelle 23: Vorbehandlung der PVDF-Membran

Vorbehandlung  Dauer (min)

Methanol 1
Milli Q Wasser 2
Blotpuffer 5

Die PVDF-Membran und das Whatman-Papier wurden auf die GroBe des Gels
zugeschnitten und die PVDF-Membran, wie in Tabelle 23 angegeben, vorbehandelt.

Der Blotpuffer wurde in eine Wanne gefiillt, die Komponenten darin getridnkt und nach
dem Muster in Tabelle 24 vorbereitet. Da keine Luftblasen zwischen Gel und PVDF-

Membran vorhanden sein sollten, wurden diese mit Hilfe eines Rollers entfernt.
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Tabelle 24: Anordnung der Gelkassette

Reihenfolge

Anode (rote Klemme)

3x Schwamm

1x Whatmanpapier
PVDF-Membran
Gel

1x Whatmanpapier

3x Schwamm

Kathode (schwarze Klemme)

Der Criterion™ Blotter wurde mit Transferpuffer zur Hélfte befiillt und mit einem
Kiihlpack sowie einem Magnetriihrstab beladen. Die Gelkassette wurde den Farben
entsprechend zugeordnet und eingefiigt und das System anschlieBend mit Transferpuffer
aufgefiillt. Der Blot erfolgte im Kiihlraum bei 4 °C auf einem Magnetriithrer, um eine
konstante Temperatur zu gewéhrleisten und der entstehenden Wérme entgegenzuwirken.
Der Blot wurde mit einer Dauer von ca. 1,5 Stunden durchgefiihrt und die Stromstéirke
des Transformators so gewihlt, dass sich eine Spannung von 100 V einstellte. Nach dem

Blot wurde die Membran fiir 1 - 1,5 Stunden in Blockmilch (s. Tabelle 11) gelegt.

2.4.5. Immundetektion
Die Membran wurde nach dem Blot entsprechend der zu erwartenden Banden mit einem
Skalpell geschnitten und beschriftet. Die Primédrantikorper wurden wie in Tabelle 5
angegeben in Blockmilch verdiinnt und die Membranfragmente mit diesen in den
jeweiligen Falcons iiber Nacht im Kiihlraum bei 4 °C auf einem Rollenmischer inkubiert.
Anschliefend wurden die Fragmente fiinf Mal fiir zehn Minuten mit TBST-Puffer
gewaschen. Nach den Waschschritten erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen
Sekundirantikorpern (s. Tabelle 11) in 15 ml Blockmilch fiir zwei Stunden. Nachfolgend
wurde der Waschvorgang im selben Schema wie nach den Primérantikérpern wiederholt.
Die Detektion erfolgte mit dem Bio Rad ChemiDoc™ MP Imaging System und dem
Programm Image Lab. Fiir die Erfassung wurden auf die Membran WesternBright
Chemilumineszenz Substrat Sirius aufgetragen und verschiedene Belichtungszeiten

verwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Analyse der proliferativen Fitness-Effekte von R175-
Mutationen unter MDM2-Inhibition

3.1.1. Expression einer R175-Mutationslibrary in HCT116-Zellen
Zur Untersuchung der verschiedenen TP53%7 -Mutationen wurden die mit der TP53%7-
Mutationslibrary transfizierten HCT116 Zellen verwendet. Diese waren urspriinglich
TP53WT und vorab in der Arbeitsgruppe mittels CRISPR/Cas9 bereits derart verdandert
worden, dass ein 7P53-Allel durch eine Deletion inaktiviert wurde. In das zweite Allel
wurde eine reversible Stop-Kassette (LSL) integriert, die eine genetische Editierung
ermOglicht (s. Abbildung 10A). Mit einer gegen Intron 5 gerichteten Cas9-Nuklease
wurde im Allel mit der LSL-Kassette die TP534LSL-RI75-Library mjtte]s HDR eingefiigt. Die
mutierte PAM-Region verhinderte eine weitere Bindung durch die Cas9-Nuklease. Das
eingebaute Allel generierte eine Puromycin-Resistenz. Da die Zellen vor der Editierung
aufgrund einer Mutation Puromycin sensibel waren, konnte anschlieBend eine Selektion
mit Puromycin durchgefiihrt werden. Die LSL-Kassette der HCT116 TP534/LSL-RI75-Library
verhinderte die Expression der transfizierten 7P53-Mutationen. Um diese zu entfernen,
wurde eine adenovirale Cre-Infektion durchgefiihrt. Mit der Entfernung der LSL-Kassette
wurde ebenfalls das GFP-Gen entfernt. Zur Uberpriifung des Rekombinationserfolgs und
daraus folgender Expression der TP53%!7>-Mutationen wurden durchflusszytometrische
GFP-Messungen durchgefiihrt. Der Anteil GFP-positiver Zellen sank von initial 93 % vor
der Cre-vermittelten Rekombination auf 34 % fiinf Tage nach der Cre-Infektion und in
den Folgetagen weiter (s. Abbildung 10B). An Tag 15 lag der Anteil GFP-positiver Zellen
bei einem Tiefpunkt von 25 % (s. beispielhaft in Abbildung 10C), sodass von 68 %
rekombinierter, die pS3-Mutationen exprimierender Zellen ausgegangen werden konnte.
Darauthin wurde mit den Folgeexperimenten und anschlieBender Sequenzierung

fortgefahren.
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Abbildung 10: CRISPR Editierung des TP53-Gens in HCT116 Zellen und Cre-vermittelte

Rekombination

(A) Schemazeichnung der CRISPR-Editierung, modifiziert nach freundlicherweise zur
Verfiigung gestellter Vorlage von Maria Klimovich. Der grau hinterlegte Teil zeigt die zuvor in
der Arbeitsgruppe durchgefiihrte CRISPR Editierung der HCT116-Zelllinie. Der zweite Teil zeigt
die Cre-vermittelte Rekombination und Entfernung der LSL-Kassette und damit des GFP-Gens.
(B) Balkendiagramm der durchflusszytometrischen Messung des Anteils GFP-positiver Zellen
im Zeitverlauf, x-Achse: Messung vor Infektion (Tag 0) und fiinf, neun und 15 Tage nach der
Infektion; y-Achse: Prozentsatz der GFP-positiven Zellen, die Daten zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung aus drei Replikaten. (C) Histogramme der durchflusszytometrischen
Messungen des Anteils GFP-positiver Zellen vor und nach Cre-Rekombinase-Infektion
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3.1.2. Analyse der proliferativen Fitness-Effekte von TP53%!75-

Mutationen unter MDM2-Inhibition
Die Zellen der HCT116 TP534RI75-Library wyrden in drei unabhéngigen Replikaten acht
Tage lang mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin (2,5 — 20 uM) behandelt. Dadurch wurde der
MDM2-vermittelte Abbau von p53 gestort und so Zellstress imitiert, der zur
Akkumulation von p53 fiihrt. Zellen mit WTp53 reagieren auf die Behandlung mit Nutlin
mit Zellzyklusarrest und Apoptose, was sich hier in einer Depletion zeigen wiirde. Zellen
mit LOF-Mutationen sind dazu nicht in der Lage und wiren infolgedessen angereichert.
pLOF-Mutationen fithren zum teilweisen Verlust von p53-Funktionen, sodass in Folge
der Nutlin-Behandlung die Zellen weder so stark depletiert wie die Zellen mit WTp53

noch so stark angereichert wéren wie die Zellen mit LOF-Mutationen.

Nach Extraktion genomischer DNA und Durchfiihrung einer Nested PCR erfolgte eine
Hochdurchsatz-Sequenzierung. Zur Darstellung der Sequenzierungsergebnisse wurden
Heatmaps verwendet. Die Farbskalierung erfolgte anhand des Fold change. Dieser stellt
das Verhiltnis eines relativen Wertes des Vorhandenseins einer Mutation nach einer
medikamentdsen Behandlung zum jeweiligen relativen Wert der Mutation in der
unbehandelten Kontrolle dar. Zundchst wurden die Sequenzierungsergebnisse in
alphabetischer Reihenfolge der Mutationen bzw. daraus folgenden Aminosduren erstellt
(s. Abbildung 11A und B). Nach der Behandlung mit Nutlin waren die Zellen mit den
stillen Mutationen (R1, R2, R3), welche unterschiedliche Basensequenzen aufwiesen,
aber fiir Arginin (R) kodierten, depletiert. Das spiegelt sich in einem Fold change kleiner
1 wider. Die Stop-Mutation, die Frameshift-Mutationen und die R175-Deletion bedingen
einen p53-Funktionsverlust. Das zeigt sich in der nicht vorhandenen Fahigkeit zur
Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest nach der Behandlung mit Nutlin, weshalb

diese Mutationen stark angereichert waren (s. Abbildung 11A und B).

Die Medianwerte der Fold change Werte der drei Replikate nach Behandlung mit Nutlin
in der Standardkonzentration von 10 uM wurden aufsteigend sortiert (Abbildung 11C)
und als Wasserfalldiagramm dargestellt (Abbildung 11D). Die Mutationen, die die
Aminosdureéinderungen Threonin, Alanin, Cystein oder Valin bedingten und zur starken
Verminderung dieser Zellen flihrten, konnen neben den stillen Mutationen als WT-like
(WT-dhnlich) klassifiziert werden, da die Zellen durch die Behandlung mit Nutlin dhnlich
stark depletiert waren. Die Mutationen, die dazu fiihrten, dass die Zellen nach der

Behandlung mit Nutlin Apoptose und Zellzyklusarrest nicht induzieren konnten und
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angereichert waren, werden als LOF-Mutationen charakterisiert. Dazu gehoéren die
Frameshift-Mutationen, die Stop-Mutation und die Deletion. Mutationen, die eine dhnlich
starke Anreicherung der Zellen bewirkten, lassen sich folglich auch den LOF-Mutationen
zuordnen. Mutationen, die weder zu einer Anreicherung noch zu einer Reduktion der
Zellzahl gefiihrt haben, konnen in die Gruppe der pLOF-Mutationen eingegliedert
werden, wie beispielsweise Prolin. Diese Reihenfolge der Mutationen wurde in den

Folgeexperimenten zur besseren Ubersicht beibehalten.
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Abbildung 11: Fitness-Effekte von TP53%/7>-Mutationen unter MDM2-Inhibition

Die Zellen der HCT116 TP534R175-Library wyrden acht Tage lang mit Nutlin (2,5 — 20 uM) behandelt.
(A) Heatmap der Fold change-Werte der Nutlin-Behandlung in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in
drei unabhingigen Replikaten, Experiment durchgefiihrt und die Daten freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Maria Klimovich. y-Achse: Mutationen in alphabetischer Reihenfolge, x-Achse:
verschiedene Nutlin- Konzentrationen. Die Legende zeigt die Représentation der Fold change Werte in
Farbe. (B) y-Achse: Mutationen in alphabetischer Reihenfolge, x-Achse: Mediane der Werte in A. (C)
Mutationen nach aufsteigenden Median-Werten des Fold change nach Behandlung mit 10 uM Nutlin
sortiert von 0O (blau) nach 3 (rot). (D) Wasserfalldiagramm, y-Achse: Median-Werte des Fold change
nach der Behandlung mit 10 uM Nutlin, x-Achse: Mutationen sortiert nach aufsteigendem Fold change,

blau: Fold change-Werte <1, rot: Fold change-Werte >1.



ERGEBNISSE 69

3.2.Analyse der proliferativen Fitness-Effekte von TP53%17>-

Mutationen in Nahrstoffmangelzustinden

3.2.1. Fitness-Effekte von TP53%!7>-Mutationen unter HBSS
Hanks * Balanced Salt Solution (HBSS) ist ein Puffer zur Stabilisierung der Zellen, mit
dem biologische Medien nachgeahmt werden. Es ist fiir Néhrstoffmangelstudien ge-
eignet, da es nur essenzielle anorganische Ionen sowie Glukose in einer geringen
Konzentration von 1 g/l enthilt. Durch die fehlende Ergdnzung von FBS wird eine nahezu
vollstdndige Néhrstoff- und Wachstumsfaktorabsenz erreicht und metabolischer Stress
ausgeldst. Die HCT116 TP534/R17>Library_7ellen wurden in drei unabhingigen Replikaten
fiir eine Dauer von drei Tagen in HBSS kultiviert. Da Zellen ohne Néhrstoffzufuhr nicht
lange iiberleben, wurde HBSS nach drei Tagen entfernt und die Zellen weitere sieben
Tage in vollstindigem DMEM kultiviert, um die iiberlebenden Zellen zu vermehren.
Anschlielend erfolgte die Extraktion der gDNA, Amplifizierung mittels Nested PCR und
darauffolgender Sequenzierung der Amplikons. Zur Berechnung der Fold change-Werte
dienten Zellen, die durchgingig in vollstindigem DMEM kultiviert wurden, als

Kontrolle.

Abbildung 12 zeigt, dass die Zellen mit den stillen und den zuvor als WT-like-Mutationen
klassifizierten Zellen am stdrksten depletiert waren. Alle anderen pLOF- und LOF-
Mutationen fiihrten im Vergleich dazu zu einer geringfiigigen Anreicherung. Somit
bedingten pLOF- und LOF-Mutationen eine hohere proliferative Fitness gegeniiber
Zellen mit stillen Mutationen und WTp53-Expression unter HBSS. Es ergaben sich
jedoch keine groflen Unterschiede zwischen pLOF- und LOF-Mutationen.
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Abbildung 12: Fitness-Effekte von TP53R!">-Mutationen unter HBSS

Heatmap der Fold change Werte der drei Replikate in Bezug zur Kontrolle und deren Median nach
Kultivierung der HCT116 TP534%!7>_Library in HBSS fiir drei Tage und anschlieBend in vollstindigem
DMEM fiir weitere sieben Tage. Die Legende zeigt die Représentation der Fold change Werte in Farbe.

3.2.2. Fitness-Effekte von TP53%/7°>-Mutationen unter

Glukoseentzug
Ein Aspekt des GOF von p53-Mutationen zeigt sich in metabolischen Verdnderungen,
z.B. in der Unterstiitzung des Warburg Effekts (Zhang et al., 2013). Es wurde deshalb
untersucht, welche TP53%/7>-Mutationen zum Uberleben der Zellen unter Glukoseentzug
beitragen. Die Zellen wurden in glukose- und pyruvatfreiem Medium, welches mit
dialysiertem FBS versetzt worden war, kultiviert, um einen Glukoseentzug zu erzeugen.
Dialysiertes FBS wurde verwendet, da der Glukosegehalt <5 mg/dl betrdgt, aber die
Zellen so trotzdem andere wichtige Wachstumsfaktoren erhielten, um Verfalschungen
durch das Serum auszuschlieBen. Als Kontrolle diente DMEM mit einer
Glukosekonzentration von 4,5 g/l (25 mM), versetzt mit 10 % dialysiertem FBS. Da in
den HCT116 TP534RI75-Library_7ellen p53 nur von einem Allel exprimiert wird, wurden
die Zellen zusétzlich zum Glukoseentzug mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin in niedriger
Konzentration (2,5 M) behandelt, um p53 zu stabilisieren. Bereits nach 24 Stunden war
die Zellproliferation der Zellen unter Glukoseentzug ohne sowie mit kombinierter Nutlin-
Behandlung in erheblichem Mafle beeintrachtigt. Deshalb wurde ein Mediumwechsel zu
vollstindigem DMEM durchgefiihrt, damit alle Zellen weitere 24 Stunden in DMEM
ohne jeglichen Néihrstoffmangel oder eine Behandlung proliferieren konnten (s.
Abbildung 13A). Nachdem die gDNA extrahiert und die Nested PCR durchgefiihrt
worden war, wurden die Amplikons sequenziert. Zur Berechnung der Fold change-Werte
wurde die unbehandelte Kontrolle (Kultivierung in DMEM) verwendet. Um den Effekt
von Nutlin bei der Kombination aus Glukosemangel und Nutlin-Behandlung

herauszurechnen, erfolgte die Normalisierung auf die isolierte Nutlin-Behandlung.

Wie bereits zuvor beschrieben, fithrte die Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin
zur Depletion der Zellen mit stillen p53-Mutationen sowie WT-like-Mutationen (s.
Abbildung 13B). Glukoseentzug fiihrte zu einer dhnlichen Verteilung der Fold change-
Werte. LOF- und pLOF-Mutationen fiihrten zu einer geringfiigigen Anreicherung.
Lediglich Zellen mit der p5S3R175Q-Mutation waren im Median depletiert, was unter der
Behandlung mit Nutlin nicht der Fall war. Besonders bei Betrachtung der Medianwerte

der Fold change-Werte der einzelnen Bedingungen fillt auf, dass die Kombination aus
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Glukoseentzug und MDM2-Inhibitor-Behandlung die Depletion der Zellen mit stillen
Mutationen von p53 und WT-like-Mutationen verstdrkte (s. Abbildung 13C). Die
Normalisierung der Kombination aus Glukoseentzug und Behandlung mit Nutlin auf die
alleinige Nutlin-Behandlung in Abbildung 13D bestédtigt das. Stille Mutationen und WT-
like Mutationen waren stiarker depletiert als unter alleiniger Nutlin-Anwendung.
Zusammengefasst bedingten LOF-Mutationen unter absolutem Glukoseentzug eine

hohere proliferative Fitness als WTp53.
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Abbildung 13: Fitness-Effekte von TP53%7>-Mutationen unter Glukoseentzug

(A) Schematische Darstellung des Glukosentzugs und der Behandlung mit 2,5 uM Nutlin, Kreis (grau):
Aussaat der Zellen, Kreis (rot): Beginn der Behandlung bzw. des Glukoseentzugs, Pfeil (griin): Wechsel
zu vollstaindigem DMEM, Balken (schwarz): Ernte der Zellen. (B) Heatmap der Fold change Werte von
drei unabhéngigen Replikaten normalisiert auf die Kontrolle mit DMEM mit 25 mM Glukose und
dialysiertem FBS. Die Legende zeigt die Reprasentation der Fold change-Werte in Farbe. (C) Heatmap
der Mediane der Fold change Werte aus B. (D) Heatmap der Fold change Werte der Bedingung
Glukoseentzug und Behandlung mit Nutlin normalisiert auf die Behandlung mit Nutlin als Kontrolle und
deren Median.

3.2.3. Fitness-Effekte von TP53%/7-Mutationen unter

Glutaminentzug

Aufgrund der Tatsache, dass p5S3 auch eine wichtige Rolle im Glutaminstoffwechsel von

Tumorzellen spielt, wurde der Einfluss von TP53%/7>-Mutationen auf die Uberlebens-
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fahigkeit der Zellen unter Glutaminentzug untersucht. Die HCT116 TP53%/RI73-Library_
Zellen wurden in glutaminfreiem DMEM kultiviert. Dieses wurde zum Ausschluss von
Verzerrungen durch das Serum mit 10 % dialysiertem FBS versetzt, da dialysiertes Serum
frei von Aminoséuren ist. Im ersten Ansatz (s. Abbildung 14A) wurden unterschiedlich
lange Zeitrdume von Glutaminmangelzustinden und ein moglicher Einfluss eines
anschlieenden Mediumwechsels zu vollstindigem DMEM untersucht. Jede Bedingung
wurde in drei unabhingigen Replikaten durchgefiihrt. Im Anschluss an die Extraktion der
gDNA folgte eine Nested PCR und Sequenzierung. Als Kontrolle zur Berechnung der
Fold change-Werte diente jeweils die parallel durchgefiihrte Kultivierung der Zellen in
DMEM mit einer Glutaminkonzentration von 4 mM und 10 % dialysiertem FBS. Dies
wurde fiir jede Bedingung mit derselben Zeitdauer durchgefiihrt, inklusive des

Mediumwechsel zu vollstaindigem DMEM (s. Abbildung 14A).

Abbildung 14B zeigt, dass stille Mutationen und WT-like-Mutationen zu einer Depletion
der Zellen bereits nach drei Tagen Glutaminentzug gefiihrt haben. LOF-Mutationen
bedingten eine Anreicherung der Zellen. Ein Mediumwechsel zu vollstindigem DMEM
nach ebenfalls drei Tagen Glutaminentzug fiihrte nicht zu einer deutlichen Verdnderung
der Fold-change Werte der Mutationen. Nach sieben Tagen Glutaminentzug waren die
Effekte der Mutationen deutlicher zu sehen. Stille Mutationen und WT-like Mutationen
waren stirker depletiert und LOF-Mutationen angereichert. Abbildung 14C verdeutlicht,
dass der Mediumwechsel nach drei Tagen Glutaminentzug keinen bedeutenden Einfluss
auf die Medianwerte der Fold change-Werte hatte. Je ldnger der Glutaminentzug
andauerte, desto stirker waren die Effekte der Mutationen auf die proliferative Fitness zu
sehen: Zellen mit stillen und WT-like Mutationen waren depletiert. LOF-Mutationen

steigerten hingegen die proliferative Fitness der Zellen.
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Abbildung 14: Fitness-Effekte von TP53%7>-Mutationen unter Glutaminentzug

(A) Schematische Darstellung des Glutaminentzugs, Kreis (grau): Aussaat der Zellen, Kreis (rot):
Beginn der Behandlung bzw. des Glutaminentzugs, Pfeil (griin): Wechsel zu vollstindigem DMEM,
Balken (schwarz): Ernte der Zellen. (B) Heatmap der Fold change Werte von drei unabhingigen
Replikaten normalisiert auf die Kontrolle mit DMEM und dialysiertem FBS, y-Achse: Mutationen in
der Reihenfolge aus Abbildung 11D, x-Achse: unterschiedliche Glutaminentzugsdauern, die Legende
zeigt die Représentation der Fold change Werte in Farbe. (C) Heatmap der Mediane der Fold change-
Werte aus B.

3.3.Analyse des GOF-Effekts von TP53%7>-Mutationen in Bezug auf
p73

Ein Aspekt des GOF von p53-Mutationen ist die Inhibition des zur p53-Familie
gehorenden Tumorsuppressors p73 (Brosh and Rotter, 2009). Diese wiirde sich in einer
verminderten p73-vermittelten Aktivierung der Transkription apoptotischer und
zellzyklusarretierender Gene und deshalb hoheren Proliferationskapazitit der Zellen
zeigen. Um zu untersuchen, welche TP53%/7°-Mutationen moglicherweise einen GOF
hinsichtlich der Inhibition von p73 aufweisen, erfolgte die Doxycyclin-abhéngige
Uberexpression von TAp730 und TAp73pB in den HCT116 TP534/RI75-Library_7e]len. Ein
die Gene fiir TAp73a und TAp73p enthaltender pInducer20-Vektor wurde lentiviral in
die HCT116 TP53"'S!_Zellen transduziert. Nach der Generierung und Auswahl
geeigneter Einzelzellklone erfolgte die Transfektion der TP53%!7°_Library und eine
adenovirale Cre-Rekombinase Infektion zur Entfernung der LSL-Kassette. Es wurden
verschiedene Kombinationen aus Doxycylin-Behandlung zur Uberexpression von
TAp730 und TAp73B und Nutlin-Behandlung zur MDM2-Inhibition mit daraus
folgender p53-Stabilisierung durchgefiihrt. Anschlieend wurde gDNA extrahiert, diese
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durch Nested PCR amplifiziert, die Amplikons sequenziert und die Fold change-Werte

berechnet.
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Abbildung 15: Experimentelles Procedere zur Analyse des GOF-Effekts von 7P53%/7-Mutationen
in Bezug auf p73

(A) Ubersicht des Vorgehens vom lentiviralen Gentransfer bis zur CRISPR-Editierung der TP53%/7-
Library. (B) Ubersicht der Analyse eines mdglichen GOF-Effekts der TP53%!7°-Mutationen, modifiziert
nach freundlicherweise zur Verfiigung gestellten Vorlage von Maria Klimovich. Die Abbildung wurde
teilweise mit Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizensiert unter einer Creative
Commons Attribution 3.0 (Servier Medical Art, 2022).

3.3.1. Doxycyclin-abhidngige Expression von TAp73 in
polyklonalen HCT116 TP53415L_Zelllinien
Mithilfe von HEK-293T-Zellen wurden Lentiviren mit der Calciumphophatmethode
hergestellt. Die lentiviralen Vektoren beinhalteten entweder pInducer20-TAp73a oder
pInducer20-TAp73B, welche in HCTI116 TP53"t5L.Zellen transduziert wurden.
Aufgrund der apoptotischen und zellzyklusarretierenden Wirkung von TAp73a und
TAp73p sollte deren Uberexpression steuerbar sein. Deshalb wurde der pInducer20-
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Vektor verwendet, um die Expression durch Behandlung mit Doxycyclin induzierbar zu
machen. Nach dem lentiviralen Gentransfer wurde eine Selektion mit Geneticin
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde iiberpriift, ob p73 nachweisbar exprimiert und die

Proliferationskapazitit dadurch eingeschrankt wurde.

Der Koloniebildungstest in  Abbildung 16A  zeigt die eingeschriankte
Proliferationskapazitidt der Zellen nach der Behandlung mit Doxycyclin. Durch die
Doxycyclin-vermittelte Expression von TAp73a und TAp73p sind nach acht Tagen
deutlich weniger Zellen auf der Zellkulturschale zu sehen als in der unbehandelten
Kontrolle. In der nicht transduzierten Kontrolle der HCT116 TP53%15L_Zelllinie bewirkte
Doxycyclin keine Beeintrichtigung der Proliferationskapazitit und dadurch keine
verminderte Koloniebildung. Im Western Blot (s. Abbildung 16B) zeigte sich eine p73-
Expression sowohl in der polyklonalen HCT116 TP53*'SL TAp73a- als auch der
polyklonalen HCT116 TP53%*SL TAp73B-Zelllinie. Da TAp73p ein kiirzeres und damit
leichteres Protein als TAp73a ist, lief es in der Gelelektrophorese weiter. Die p73-Bande

wurde mit ldnger andauernder Doxycyclin-Behandlung schwécher.
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Abbildung 16: Nachweis der Doxycyclin-induzierten Expression von TAp73
(A) Koloniebildungstest der polyklonalen HCT116 TP53%1SE TAp73-Zelllinien und nicht transduzierter
Kontrolle nach Behandlung mit Doxycyclin fiir acht Tage und unbehandelter Kontrolle. (B) Western
Blot der polyklonalen HCT116 TP53%%S: TAp73-Zelllinien nach Behandlung mit Doxycyclin mit
unterschiedlicher Behandlungsdauer, B-Actin diente als Ladekontrolle.
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3.3.2. Doxycyclin-abhingige Expression von TAp73 in HCT116
TP534LSL TAp73 Einzelzellklonen
Es lieB sich nicht iiberpriifen, ob jeder einzelnen HCT116 TP53Y'5:Zelle bei dem
lentiviralen Transfer von pInducer20-TAp73a und TAp73p die gleiche Menge DNA
transduziert wurde. Eine ungleiche TAp73-Transduktion wiirde in einer ungleichméfigen

Expression von p73 nach der Behandlung mit Doxycyclin resultieren. Dadurch wére die
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Starke der Inhibition durch verschiedene MTp53-Proteine nicht vergleichbar. Um dem
entgegenzuwirken, wurden HCT116 TP53%'E TAp730 und TAp73p Einzelzellklone

generiert. AnschlieBend wurde die Expression und Wirkung von p73 untersucht.
3.3.2.1.  Einzelzellklone TAp73a

Der Koloniebildungstest in Abbildung 17A stellt die Wirkung des Doxycyclin-abhéngig
exprimierten p73 dar, indem weniger Zellkolonien auf den Schalen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle und damit eine Proliferationsinhibition zu sehen ist. In der
Kontrolle der HCT116 TP5345LZelllinie bewirkte Doxycyclin keine Beeintriichtigung
der Proliferationskapazitdt und dadurch keine verminderte Koloniebildung. Fiir die Klone
#3, #4 und #5 wurde eine deutlich verminderte Zellzahl ermittelt, wovon #3 die stirkste

Reduktion aufwies, was auf eine starke Aktivitdt von p73 zuriickzufiihren ist.

Die Untersuchung der Expression von p73 nach zweitigiger Behandlung mit Doxycyclin
in den HCT116 TP53%15L TAp730 Einzelzellklonen erfolgte mittels Western Blot. Dieser
zeigt, dass die Klone #2 bis #5 nach Behandlung mit Doxycyclin eine Expression von
p73 aufwiesen (s. Abbildung 17A). Klon #1 zeigte keine durch Doxycyclin-induzierbare
p73-Expression. Fiir Klon #4 wurde die stirkste Expression detektiert.

Obwohl im Western Blot eine p73-Expression im Klon #2 nach der Behandlung mit
Doxycyclin  nachgewiesen wurde, konnte im Koloniebildungstest keine

Proliferationshemmung festgestellt werden.
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Abbildung 17: Nachweis der Doxycyclin-induzierten Expression von TAp73a in Einzelzellklonen
(A) Koloniebildungstest der fiinf Einzelzellklone sowie der HCT116 TP53415L -Zellen nach Behandlung
mit Doxycyclin fiir acht Tage und unbehandelter Kontrolle (B) Western Blot von fiinf Einzelzellklonen

zum Nachweis der p73 Expression nach zwei Tagen Behandlung mit Doxycyclin, B-Actin diente als
Ladekontrolle.

3.3.2.2.  Einzelzellklone TAp73f

Im Koloniebildungstest (s. Abbildung 18A) ist die nach Doxycyclin-Behandlung p73-
vermittelte Proliferationsinhibition und daraus resultierend eine verminderte
Zellkoloniezahl fiir die Klone #1, #2, #3 und #5 zu sehen. #4 zeigte keinen und #1 den
geringsten Unterschied zur wunbehandelten Kontrolle. Die Proliferation der

Kontrollzelllinie HCT116 TP53Y 5 wurde durch Doxycyclin nicht beeintrichtigt.

Im Western Blot (s. Abbildung 18B) wurde eine Doxycyclin-induzierte Expression von
p73 der fiinf HCT116 TP53YESE TAp73B Zellklone detektiert. Des Weiteren zeigte Klon

#2 drei Banden. Klon #5 wies eine stirkere Expression von p73 als die anderen Klone

auf.
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Abbildung 18: Nachweis der Doxycyclin-induzierten Expression von TAp73f in Einzelzellklonen
(A) Koloniebildungstest der fiinf Einzelzellklone sowie der HCT116 TP53%*S\-Zellen nach Behandlung
mit Doxycyclin fiir acht Tage und unbehandelter Kontrolle. Die Kontrolle der HCT116 TP5315L -Zellen
entspricht derselben Kontrolle aus Abbildung 17A. (B) Western Blot von fiinf Einzelzellklonen zum
Nachweis der p73 Expression nach Behandlung mit Doxycyclin fiir zwei Tage und unbehandelter
Kontrolle, B-Actin diente als Ladekontrolle.

3.3.3. Funktionelle Charakterisierung der HCT116 TP534L5t
TAp73 Einzelzellklone

Um zu eruieren, welche Klone jeweils am besten fiir die Analyse des Effekts der
TP53%7>_Mutationen auf p73 geeignet sind, war es wichtig, neben der Expression von
p73 im Western Blot und der sichtbaren Proliferationshemmung im Koloniebildungstest

zu untersuchen, worauf dieser Effekt zuriickzufiihren ist.

Um p73-vermittelte Apoptose und den Zellzyklusarrest zu messen, wurden PI-FACS-
Analysen der Einzelzellklone und anschlieend eine BrdU-Zellzyklus-Analyse fiir einen

ausgewdhlten Klon durchgefiihrt
3.3.3.1.  Einzelzellklone TAp73a

Da im Koloniebildungstest in Abbildung 17 ein Doxycyclin-vermittelter Effekt
hinsichtlich der Proliferationsinhibition nur fiir die Klone #3, #4 und #5 zu erkennen ist,

wurden diese weiter mit einer PI-FACS Analyse untersucht. Diese wurde im Zeitverlauf
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iiber fiinf Tage durchgefiihrt, weil durch die p73-vermittelte Apoptose TAp73a-
exprimierende Zellen absterben und die Uberreste nach einiger Zeit nur noch als
Zelldebris zu sehen sind und im PI-FACS nicht erfasst werden. Abbildung 19A
demonstriert, dass durch die Behandlung mit Doxycyclin und daraus folgender
Expression von p73 nach drei und vier Tagen der Anteil der subG1-Zellen signifikant
ansteigt. Klon #5 zeigte im gesamten Zeitverlauf die geringste Apoptose. Fiir die Klone
#3 und #4 konnte besonders nach drei bis fiinf Tagen signifikant verstirkt Apoptose

nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: p73- vermittelte Apoptose in HCT116 TP534"SL TAp73a Einzelzellklonen

(A) PI-FACS der Einzelzellklone #3 bis #5 nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit Doxycyclin.
Auf der x-Achse sind die Einzelzellklone durch Balken getrennt, aufgetragen, auf der y-Achse ist der
subG1- Anteil in % aufgetragen. Die Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei
Experimenten. ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, Zweifaktorielle ANOVA+Posthoc-Test nach
Tukey. (B) subG1-Histogramme von HCT116 TP53%'St TAp730 #3 an Tag 3 unbehandelt und mit
Doxycyclin-Behandlung (100 ng/ml). (C) subG1-Histogramme von HCT116 TP534SL TAp73a #4 an
Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin-Behandlung (100 ng/ml). (D) subG1-Histogramme von HCT116
TP534E5L TAp73a #5 an Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin-Behandlung (100 ng/ml).

AnschlieBend wurde Klon #3 bestimmt (s. Tabelle 25), um mittels BrdU-FACS
festzustellen, ob neben Apoptose auch ein p73-vermittelter Zellzyklusarrest in der S-
Phase zu sehen ist. Abbildung 20A zeigt, dass im Vergleich zur Kontrolle ein
signifikanter p73-vermittelter Arrest zu erkennen war. Der G1-Anteil der Zellen war

hoher. Hingegen wurde nach drei, vier und fiinf Tagen eine Reduktion der sich in der S-
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Phase befindenden Zellen von 20 % detektiert (s. Abbildung 20B). Abbildung 20C zeigt
das Histogramm des BrdU-FACS eines Replikats an Tag 3. Auch hier ist die Reduktion

des S-Phasen-Anteils sowie die Zunahme des G1-Phasen-Anteils zu erkennen.

Nach Betrachtung aller Ergebnisse wurde entschieden, Klon #3 auszuwidhlen, um den
Effekt der TP53%7-Mutationen auf TAp73a zu untersuchen: Im Western Blot war eine
deutlich ausgepriagte Expression nachweisbar und der starke zellzyklusarretierende Effekt
wie auch die nachgewiesene Apoptose stimmten mit der Proliferationshemmung im

Koloniebildungstest iiberein.
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Abbildung 20: p73- vermittelter Zellzyklusarrest in HCT116 TP5341SL TAp73a Einzelzellklon #3
(A) BrdU-FACS nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit Doxycyclin. Auf der x-Achse sind die
Zellzyklusphasen G1, S und G2 nach unterschiedlichen Behandlungsdauern und die untransduzierte
Zelllinie HCT116 TP53*LSL an Tag 5 als Kontrolle aufgetragen. Die Daten zeigen den Mittelwert +
Standardabweichung aus drei Experimenten. ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, Zweifaktorielle
ANOVA+Posthoc-Test nach Tukey. (B) Differenz des Anteils der Zellen in S-Phase (mit Doxycyclin
behandelt — unbehandelt) aus A. (C) Histogramm des BrdU-FACS von einem Replikat HCT116
TP53%SLTAp73a #3 an Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin 100 ng/ml behandelt.
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Tabelle 25: Zusammenfassung der Charakterisierung der HCT116 TP534SE TAp730 Einzelzellklone

Klone #1 #2 #3 #4 #5

Western Blot  Keine Expression Verstirkte Verstiarkte Expression
Expression Expression Expression

Kolonie- Kein Geringer Starkster Effekt Effekt Effekt

bildungstest Effekt Effekt

PI-FACS - - Verstérkt Verstarkt  Geringe

Apoptose Apoptose  Apoptose
BrdU-FACS - - Zellzyklusarrest - -

3.3.3.2.  Einzelzellklone TAp73p

Zur Analyse der TAp73p-vermittelten Apoptose wurde ebenfalls eine PI-FACS-Analyse
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 21 dargestellt sind. Die Klone #1 und #4
zeigten nach Behandlung mit Doxycyclin keinen erhéhten subG1-Anteil, was mit dem
Ergebnis des Koloniebildungstests iibereinstimmt, in dem kein Unterschied nach der
Behandlung mit Doxycyclin zu erkennen war. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass die
funktionelle Aktivitit des im Western Blot nachgewiesenen p73 der Klone #1 und #4
unzureichend war. Die anderen Klone wurden mittels PI-FACS-Analyse im Zeitverlauf
detaillierter untersucht (s. Abbildung 21B). Klon #3 zeigte am stérksten nach drei bis fiinf
Tagen eine p73-vermittelte Apoptose. Insgesamt ist die Apoptose deutlich hdher als in
den HCT116 TP53'SL TAp73a Einzelzellklonen, was zu der als hoher beschriebenen
apoptotischen Aktivitdt von p73p passt (Vikhreva et al., 2018).
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Abbildung 21: p73- vermittelte Apoptose in HCT116 TP5345L TAp73p Einzelzellklonen

(A) PI-FACS der Einzelzellklone #2, #3 und #5 nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit
Doxycyclin. Auf der x-Achse sind die Einzelzellklone, durch Balken getrennt, aufgetragen, auf der y-
Achse ist der subG1-Anteil in % aufgetragen. Die Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung
aus drei Experimenten. ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<(0,0001, Zweifaktorielle ANOVA+Posthoc-
Test nach Tukey. (B) subG1-Histogramme von HCT116 TP5345L TAp73B #2 an Tag 3 unbehandelt
und mit Doxycyclin-Behandlung (100 ng/ml). (C) subG1-Histogramme von HCT116 TP5345E
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TAp73p #3 an Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin-Behandlung (100 ng/ml). (D) subG1-

Histogramme von HCT116 TP534tSL TAp73B #5 an Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin-

Behandlung (100 ng/ml).

Nach Zusammenfassung der Ergebnisse (s. Tabelle 26) wurde Klon #3 zur Untersuchung

des Zellzyklusarrests mittels BrdU-FACS ausgewdhlt. Abbildung 22A zeigt nach drei

Tagen einen signifikanten Zellzyklusarrest, welcher nach vier bis fiinf Tagen geringer

ausfiel (s. Abbildung 22B), was auf die zuvor gesehene starke apoptotische Aktivitét

zurickzufiihren ist. Die Zunahme des G1-Phasen-Anteils sowie die Reduktion des S-
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Phasen-Anteils ist ebenfalls beispielhaft im Histogramm des BrdU-FACS eines Replikats
an Tag 3 zu erkennen (s. Abbildung 22C).
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Abbildung 22: p73- vermittelter Zellzyklusarrest in HCT116 TP534'SL TAp73p Einzelzellklon #3
(A) BrdU-FACS nach unterschiedlicher Behandlungsdauer mit Doxycyclin. Auf der x-Achse sind die
Zellzyklusphasen G1, S und G2 nach unterschiedlichen Behandlungsdauern und die untransduzierte
Zelllinie HCT116 TP53%SL an Tag 5 als Kontrolle aufgetragen (gleiche Kontrolle wie in Abbildung 20).
Die Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei Experimenten. * p<0,05, **%*
p<0,0001, Zweifaktorielle ANOVA+Posthoc-Test nach Tukey. (B) Differenz des Anteils der Zellen in
S-Phase (mit Doxycyclin behandelt — unbehandelt) aus A. (C) Histogramm des BrdU-FACS von einem
Replikat HCT116 TP53"SL TAp73pB #3 an Tag 3 unbehandelt und mit Doxycyclin 100 ng/ml behandelt.

Zur Analyse des Effekts der 7TP53%7°-Mutationen auf TAp73p wurde nach
Berticksichtigung aller Ergebnisse Klon #3 ausgesucht: der Western Blot detektierte die
Doxycyclin-vermittelte Expression und die TAp73p-vermittelte Wirkung im Hinblick auf

Apoptose und Zellzyklusarrest war nachweisbar sowie im Koloniebildungstest zu sehen.
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Tabelle 26: Zusammenfassung der Charakterisierung der HCT116 TP5341SL TAp73p Einzelzellklone

Klone #1 #2 #3 #4 #5
Western Blot  Expression Expression Expression Expression Expression
+ zwel
weiterer
Banden
Kolonie- Kein Starkster ~ Effekt Kein Effekt
bildungstest ~ Effekt Effekt Effekt
PI-FACS - Apoptose  Am meisten - Geringe
Apoptose Apoptose
BrdU- FACS - - Zellzyklusarrest - -

3.3.4. Integration der R175-Library in die HCT116 TP534%15L

TAp73 Einzelzellklone
Die Integration der TP53R7>-Mutationslibrary in die HCT116 TP53Y:SL TAp73
Einzelzellklone erfolgte mittels CRISPR/Cas9 und HDR. Zunéchst wurden die Zellen
unter Verwendung von Lipofectamine mit einer sgRNA zum Intron 5 und der
Reparaturvorlage cotransfiziert. Die Reparaturvorlage bestand aus einem Vektor mit den
27 verschiedenen 7P53%/7°-Mutationen, einem dem TP53-Gen homologen Segment von
Exon 4 bis Exon 6 (,,Homologie-Arme*) einer mutierten PAM-Region und einer Stop-
Kassette (LSL), welche die Gene GFP und pac, was die Puromycin-Resistenz generiert,
enthielt (s. Abbildung 23A). Dass die HCT116 TP53%5._Zellen ein mutiertes pac-Gen
in der LSL-Kassette enthielten, ermoglichte eine Selektion nach der Transfektion mittels
Puromycin. Damit die Mutationen des durch die LSL-Kassette inaktivierten Allels
exprimiert werden konnten, wurde die LSL-Kassette durch eine adenovirale Cre-
Rekombinase Infektion entfernt. Der Erfolg dieser Rekombination konnte mittels
durchflusszytometrischer GFP-Messungen iiberpriift werden, da mit der Entfernung der

LSL-Kassette auch das GFP-Gen entfernt wurde.
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Abbildung 23: Integration der R175-Library in die HCT116 TP53425L TAp73 Einzelzellklone

(A) Schemazeichnung der CRISPR Editierung, modifiziert nach freundlicherweise zur Verfiigung
gestellten Vorlage von Maria Klimovich, (B) Balkendiagramm der durchflusszytometrischen Messung
des Anteils GFP-positiver Zellen nach Cre-Rekombianse-Infektion der HCT116 TP534/ESL-RI75-Library
TAp73a Zellen, x-Achse: Messung vor Infektion (Tag 0) und sieben Tage nach der Infektion; y-Achse:
Prozentsatz der GFP-positiven Zellen, die Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei
Replikaten. (C) Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen des Anteils GFP-positiver
Zellen vor und nach Cre-Rekombinase-Infektion. (D) Balkendiagramm der durchflusszytometrischen
Messung des Anteils GFP-positiver Zellen nach Cre-Rekombianse-Infektion der HCT116 TP534LSL-RI75-
Library T Ap73P Zellen, x-Achse: Messung vor Infektion (Tag 0) sieben Tage nach der Infektion; y-Achse:
Prozentsatz der GFP-positiven Zellen, die Daten zeigen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei
Replikaten. (E) Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen des Anteils GFP-positiver
Zellen vor und nach Cre-Rekombinase-Infektion
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3.3.5. TP53%7>_Mutationen unter Expression von TAp73
Um zu untersuchen, ob bestimmte 7P53%/7 -Mutationen durch einen GOF-Effekt, indem
sie den Tumorsuppressor TAp73a hemmen, einen Uberlebensvorteil haben, wurde
TAp73a Doxycyclin-abhédngig tiberexprimiert. Die Expression von TAp73a fiihrte, wie
in den Vorexperimenten gesehen, zu einer verminderten Zellzahl. Falls eine p53-
Mutation zur Inhibition von TAp73a fithren wiirde, wiirde diese Mutante angereichert
bzw. nicht depletiert erscheinen. Falls keine Mutation einen GOF in Bezug auf TAp73a

oder TAp73P aufweisen wiirde, wiére die Verteilung der Mutationen unverindert.
3.3.5.1.  TP53R7>_Mutationen unter Expression von TAp73a.

Durch eine Behandlung mit Doxycyclin fiir zehn Tage wurde TAp73a liberexprimiert.
Parallel wurde die Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin durchgefiihrt. Diese
diente als Kontrolle, da bereits zuvor die HCT116 TP534RI75-Libray_7ellen in

verschiedenen Experimenten mit Nutlin behandelt wurden.

Die alleinige Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor-Nutlin zeigte in der Zelllinie
HCT116 TP534ESL-RI75-Library T Ap730, den zuvor in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Effekt:
Stille und WT-like-Mutationen waren depletiert und pLOF- und LOF-Mutationen
angereichert (s. Abbildung 24B). Durch die Behandlung mit Doxycyclin wurde TAp73a
exprimiert. Weder die einzelnen Replikate (s. Abbildung 24B) noch der Median (s.
Abbildung 24C) zeigen eine Anreicherung einer Mutation iiber die der stillen Mutationen

hinaus. Die meisten Mutationen waren leicht depletiert oder leicht angereichert



ERGEBNISSE 88

R3 R3
@ -1 0 10 R R
Rl Rl
— 1 J Y
Nutlin [10 pM] C C
M M
O | S S
1 § £

Doxyeyclin [100 ng'ml] 5 5_
[ 1 ; b
DMEM b M 2
HA HA
DA D
o] N

é; - B O S Fold

F.S+1bpd - change F.S+1bpA change
F.5-2bp 3 F.S-2bp

~ Stopq : Stop 3

F Sfth- 2 I'.“'--IhF- 2

del 1 delq 1

I'. T - 0 ll_ 0

Nutlin Doxy Nutlin Doxy

Mediane

Abbildung 24: HCT116 TP534SL-RI75-Librarty T Ap73¢ Behandlung mit Nutlin oder Doxycyclin

(A) Schematische Darstellung der Behandlung der Zellen, Kreis (grau): Aussaat der Zellen, Kreis (rot):
Beginn der Behandlung mit Nutlin 10 uM oder Doxycyclin 100 ng/ml, Balken (schwarz): Ernte der
Zellen. (B) Heatmap der Fold change Werte von drei unabhingigen Replikaten nach der Behandlung
mit Nutlin oder Doxycyclin fiir 10 Tage, Normalisierung auf die unbehandelte Kontrolle, y-Achse:
Mutationen in der Reihenfolge aus Abbildung 11D, x-Achse: jeweilige Behandlung, die Legende zeigt
die Représentation der Fold change Werte in Farbe. (C) Heatmap der Medianwerte der Fold change
Werte aus A.

3.3.5.2. TP53"7_Mutationen unter Expression von TAp730 und
gleichzeitiger MDM2-Inhibition

Aufgrund der p53-Expression von nur einem Allel in den HCT116 TP534/RI7>-Library_
Zellen erfolgte zusitzlich zur Behandlung mit Doxycyclin zur Stabilisierung von p53 eine

gleichzeitige Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin.

Abbildung 25B zeigt den Effekt der MDM2-Inhibition. Sowohl ohne als auch mit der
Uberexpression von TAp73a waren die Zellen mit stillen und WT-like Mutationen
depletiert und die Zellen mit LOF- und pLOF-Mutationen angereichert. Den Median in
Abbildung 25C betrachtet ergab sich durch die Uberexpression von TAp73a durch die
Behandlung mit Doxycyclin keine Anderung der Verteilung der Mutationen. Keine
Mutation war in besonderem Male angereichert. Zur isolierten Betrachtung des
Einflusses der TAp73a-Expression wurden die Werte der kombinierten Behandlung von
Nutlin und Doxycyclin auf die alleinige Behandlung mit Nutlin normalisiert (s.
Abbildung 25C und D). Die Replikate zeigten fiir einige Mutationen starke
Schwankungen, jedoch wies auch hier im Median betrachtet keine Mutation eine starke

Anreicherung auf.
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Abbildung 25: HCT116 TP534LSL-RI75-Library T Ap730, Behandlung mit der Kombination Nutlin und
Doxycyclin

(A) Schematische Darstellung der verschiedenen Behandlungen. Kreis (grau): Aussaat der Zellen, Kreis
(rot): Beginn der Behandlung bzw. des Glutaminentzugs, Balken (schwarz): Ernte der Zellen. (B)
Heatmap der Fold change-Werte von drei unabhéngigen Replikaten nach der Behandlung mit Nutlin und
Doxycyclin in Kombination fiir zehn Tage, Normalisierung auf die unbehandelte Kontrolle, y-Achse:
Mutationen in der Reihenfolge aus Abbildung 11D, x-Achse: jeweilige Behandlung, die Legende zeigt
die Représentation der Fold change-Werte in Farbe. (C) Heatmap der Medianwerte der Fold change-
Werte aus A. (D) Heatmap der Fold change-Werte der kombinierten Behandlung mit Nutlin und
Doxycyclin normalisiert auf die alleinige Behandlung mit Nutlin. (E) Median der Fold change-Werte
aus C.

3.3.5.3. HCT116 TP534LSL-RI7>Library TAp73g. unter lang andauernder
MDM2-Inhibition

Damit p53-Mutationen einen GOF-Effekt aufweisen, ist eine Akkumulation notwendig
(Yue et al., 2017). Um diese Akkumulation zu unterstiitzen, erfolgte eine Behandlung mit
dem MDM2-Inhibitor Nutlin fiir eine ldngere Zeitdauer als in den Experimenten zuvor
von 30 bzw. 40 Tagen. Zusitzlich sollte dadurch WTp53-Aktivitdt vermindert werden.
AnschlieBend folgten zehn Tage Expression von TAp73 durch die gleichzeitige
Behandlung mit Doxycyclin (s. Abbildung 27A).

Die unterschiedlichen Zeitspannen der Nutlin-Behandlung, in Abbildung 26B
nebeneinandergestellt, lassen erkennen, dass die lingere MDM2-Inhibition zu einer

stairkeren Depletion der stillen und WT-like-Mutationen sowie stirkeren Anreicherung
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der pLOF- und LOF-Mutationen flihrte. Es ist gelungen durch eine 40-tdgige Nutlin-

Behandlung eine Zell-Library zu selektionieren, die nahezu ausschlieBlich aus LOF-

Mutationen besteht.
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Abbildung 26 HCT116 TP534-Ri7>Library TAp730, Behandlung mit Nutlin unterschiedliche
Zeitspannen
(A) Schematische Darstellung der Behandlung mit Nutlin 10 pM fiir unterschiedliche Zeitdauern, Kreis
(grau): Aussaat der Zellen, Kreis (rot): Beginn der Behandlung, Balken (schwarz): Ernte der Zellen. (A)
Heatmap der Fold change Werte von drei unabhéngigen Replikaten nach der Behandlung mit Nutlin fiir
zehn Tage und fiir 40 Tage, Normalisierung auf die unbehandelte Kontrolle, y-Achse: Mutationen in der
Reihenfolge aus Abbildung 11D, x-Achse: jeweilige Behandlung, die Legende zeigt die Représentation
der Fold change Werte in Farbe. (B) Heatmap der Medianwerte der Fold change-Werte aus A.

Nach der 30-tdgigen Vorbehandlung mit Nutlin erfolgte eine zusétzliche Behandlung mit

Doxycyclin zur Expression von TAp73a. Die ausschlieSliche MDM2-Inhibition wie auch

die kombinierte MDM2-Inhibition und TAp73a-Expression zeigten keine groBen

Unterschiede in der Depletion oder Anreicherung einzelner Mutationen, wie aus

Abbildung 27B und C hervorgeht. Es waren nahezu alle Mutationen aufler der LOF-

Mutationen depletiert. Zur isolierten Beurteilung der Expression von TAp73a wurden die

Werte der Kombinationsbehandlung von Nutlin und Doxycyclin erneut auf die alleinige

Nutlin-Behandlung der Langzeitkultur normalisiert. Auch wenn sich in den Replikaten

kleine Schwankungen ergaben (s. Abbildung 27D), zeigten die Medianwerte in

Abbildung 27E mehrheitlich keine Anderung der Verteilung der Mutationen durch die
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Expression von TAp73a. Keine Mutation war unter Uberexpression von TAp73a und

Akkumulation von MTp53 durch eine lang andauernde MDM2-Inhibition in besonderem

Malle angereichert und wies somit keinen GOF-Effekt hinsichtlich der Inhibition von

TAp73a auf.
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Abbildung 27: HCT116 TP534-Ri7>Library TAp730, Behandlung mit der Kombination Nutlin und
Doxycyclin in der Langzeitkultur
(A) Schematische Darstellung der Behandlung, Kreis (grau): Aussaat der Zellen, Kreis (rot): Beginn der
Behandlung, Pfeil (griin): Ergdnzung um Behandlung mit Doxycyclin 100 ng/ml, Balken (schwarz):
Ernte der Zellen. (B) Heatmap der Fold change Werte von drei unabhéngigen Replikaten nach der
Behandlung mit Nutlin fiir 30 Tage und anschlieBender Kombination mit Doxycyclin fiir zehn Tage,
Normalisierung auf die unbehandelte Kontrolle, y-Achse: Mutationen in der Reihenfolge aus Abbildung
11D, x-Achse: jeweilige Behandlung, die Legende zeigt die Reprisentation der Fold change-Werte in
Farbe. (C) Heatmap der Medianwerte der Fold change Werte aus B. (D) Heatmap der Fold change-Werte
nach der kombinierten Behandlung mit Nutlin und Doxycyclin in der Langzeitkultur normalisiert auf die
alleinige Behandlung mit Nutlin 40 Tage. (E) Heatmap des Medians der Fold change Werte aus D.

Insgesamt konnte in keinem Experiment fiir eine der 27 TP53%7-Mutationen eine

Anreicherung und somit ein Uberlebensvorteil unter TAp73a-Expression gezeigt werden

wie folglich auch kein GOF-Effekt hinsichtlich der Inhibition von TAp73a in diesem

System nachgewiesen werden.
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Ahnliche Versuche wurden auch mit den HCT116 TP534-RI75-Library TAp73B Zellen
durchgefiihrt, jedoch fiihrten diese aufgrund technischer Probleme nicht zu verwertbaren

Ergebnissen.
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4. DISKUSSION

Aufgrund der betrdchtlichen Mutationshiufigkeit ist pS3 ein interessantes Ziel zur
Behandlung von Tumoren. Dennoch wurde bisher kein Medikament zur spezifischen
Behandlung von MTp53-tragenden Tumoren zugelassen. Dass Mutationen an diversen
Orten und verschiedenen dort eingebauten Aminoséuren unterschiedliche Auswirkungen
auf die Proteinfunktion haben kénnen (Kotler et al., 2018), erschwert es, eine fiir alle p53-
Mutationen geeignete Therapie zu finden. Um Therapieansitze zu erforschen, ist daher
eine Untersuchung vieler verschiedener Mutationen notwendig. Zur Untersuchung dieser,
hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Proteinfunktion in verschiedenen Kontexten, ist es
aus translationaler Sicht erforderlich, ein moglichst physiologisches System zu benutzen.
Verwendet wurde hier die humane Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116. Diese war
urspriinglich TP53WT und vorab in der Arbeitsgruppe mittels CRISPR/Cas9 bereits
derart verdndert worden, dass ein 7P53-Allel durch eine Deletion inaktiviert wurde. In
das zweite Allel wurde eine reversible Stop-Kassette (LSL) integriert, die eine genetische
Editierung ermdglicht. In das LSL-Allel wurde mittels CRISPR/Cas9 eine
Mutationslibrary von 27 verschiedenen TP53%7°-Mutationen eingefiigt und die LSL-
Kassette mittels Cre-vermittelter Rekombination entfernt, sodass alle mdglichen

Mutationen des R175-Codons parallel untersucht werden konnten.

Mittels MDM2-Inhibition durch Nutlin wurde die Funktionalitit des Systems bestétigt.
Die MDM2-Inhibition imitierte Zellstress, der zur Stabilisierung von WTp53 fiihrte und
Zellzyklusarrest und Apoptose hervorrief. Die drei stillen Mutationen, die fiir das im WT-
Protein vorliegende Arginin kodierten, waren unter Nutlin-Behandlung depletiert, was
auf Stress-induzierte Apoptose und Zellzyklusarrest schlieBen lie. Die Frameshift-
Mutationen, die Stop-Mutation und die Deletion gehen mit einem p53-Funktionsverlust
einher, der sich hier in einer Anreicherung und damit fehlender Induktion von
Zellzyklusarrest und Apoptose zeigte. Dass die R175P-Mutation den pLOF-Mutationen
zugeordnet wurde, stimmt damit iiberein, dass sie nicht in der Lage ist, Apoptose zu
induzieren, jedoch aber Zellzyklusarrest (Liu et al., 2004; van Nguyen et al., 2007).
Dadurch fiihrte die Mutation in verschiedenen in vivo-Experimenten zu einer
verlangsamten Tumorentstehung (Morton et al., 2010; Post et al., 2010). Dass einige
Mutationen zu einer Depletion (wie die stillen Mutationen) und andere zu einer
Anreicherung (wie die LOF-Mutationen) fiihrten, lie sie als WT-like oder ebenfalls

LOF-Mutationen charakterisieren.
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4.1.Fitness-Effekte von TP53%7>-Mutationen in

Nihrstoffmangelzustinden

4.1.1. HBSS als metabolischer Stressausloser
Die wichtige Rolle von p53 im Metabolismus zeigt sich vor allem in Néhrstoffmangel-
situationen. P53 kann dafiir sorgen, dass durch die Einleitung von Zellzyklusarrest
Energie gespart und gleichzeitig katabole Stoffwechselwege wie die Fettsdureoxidation
und Autophagie hochreguliert werden. Bei anhaltendem Stress kann p53 auch zur

Eliminierung der Zellen beitragen (Humpton et al., 2018).

Der Néhrstoffmangel mit HBSS wurde fiir drei Tage aufrechterhalten, anschliefend war
nach einem Mediumwechsel eine normale Nahrstoffumgebung fiir sieben Tage gegeben.
HBSS fiihrte zur Depletion der stillen wie auch der WT-like Mutationen, was auf die
Stabilisierung von p53 als Antwort auf Néhrstoffmangel und die damit verbundene
Induktion von Zellzyklusarrest oder Apoptose zuriickzufiihren ist (Humpton et al., 2018).
pLOF- und LOF-Mutationen waren hingegen angereichert und forderten folglich die

Bewiltigung einer Néhrstoffmangelsituation.

4.1.2. TP53%75_Mutationen unter Glukoseentzug
Die unterschiedlichen Auswirkungen von WTp53 und MTp53 auf den

Glukosestoffwechsel (Liu et al., 2015) verdndern auch die metabolische Angreifbarkeit.
Unter glukosearmen Bedingungen fithrt WTp53 AMPK-vermittelt zu einem transienten
Zellzyklusarrest, der die Zelle vor unkontrollierter Proliferation trotz Néhrstoffmangel

schiitzt (Jones et al., 2005).

Hier waren unter absolutem Glukose- und Pyruvatmangel sowohl die stillen und WT-like
Mutationen depletiert und LOF-Mutationen angereichert. Die Kombination des
Glukoseentzugs mit der MDM2-Inhibition durch die Behandlung mit Nutlin verstérkte
diesen Effekt.

Jones et al. (2005) verwendeten hauptsdchlich Medien mit geringem Glukoseanteil, da
sie feststellten, dass p53 darunter zu einem transienten Zellzyklusarrest und unter
absolutem Glukosemangel zu apoptotischen Zelluntergang fiihrte. Die Depletion der
stillen und WT-like Mutationen nach einem Tag Glukoseentzug ldsst sich somit am
ehesten auf p53-vermittelte Apoptose zuriickfithren, zu der LOF-Mutationen wie die

Frameshift- und Nonsense-Mutationen nicht in der Lage sind. Diese Feststellung trafen
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auch Okoshi et al. (2008) bei dem Vergleich von WTp53-tragenden U20S-

Osteosarkomzellen mit p53-negativen SAOS-2-Osteosarkomzellen.

Fiir die TP53%7°H_Mutation konnte ein GOF im Metabolismus durch eine gesteigerte
Glukoseaufnahme und Glykolyserate bestitigt werden (Eriksson et al., 2017). Dennoch
wurde in Melanomzellen gezeigt, dass pS3R175H-Zellen durch die Nutzung von Pyruvat
unter Glukosemangel iiberleben konnen (Chavez-Perez et al., 2011). Da hier
pyruvatfreies Medium verwendet wurde, konnte das fiir die R175H-Mutante in diesem

Kontext nicht bestitigt werden.

4.1.3. TP53%!73Mutationen unter Glutaminentzug

P53 beeinflusst den Glutaminstoffwechsel durch Erhoéhung der Expression der
Glutaminase 2, um die Glutathionkonzentration zur Bekdmpfung von ROS zu erhéhen
(Chen and Cui, 2015). Aufgrund der anfangs schlechten Vaskularisation bei der
Tumorentstehung ist es flir Tumorzellen wichtig, Mechanismen zu entwickeln, um
Glutaminmangel zu tiberleben (Tajan et al., 2018). Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass WTp53 durch verschiedene Mechanismen zum Uberleben unter Glutaminmangel
beitrdgt (Tajan et al., 2018; Lowman et al., 2019). Im Fall von p53-Mutationen ist das
Uberleben unter Glutaminmangel von der Mutation abhiingig: R248W konnte das
Zellwachstum unter Glutaminmangel sichern, wahrend R175H dazu nicht in der Lage
war (Tajan et al., 2018). Das Uberleben von R248Q und R273H ging sogar iiber das von
WTp53 hinaus, was als GOF angesehen werden kann. (Tran et al., 2017).

Uberraschenderweise zeigte sich in den Glutaminmangelversuchen der TP53%7_Library
eine Depletion der stillen Mutationen sowie der WT-like-Mutationen, die sich mit
langerer Dauer des Glutaminmangels verstirkte. Wie auch in den anderen
Néhrstoffmangelversuchen waren die LOF-Mutationen und pLOF-Mutationen

angereichert.

4.1.4. Zusammenfassung der Fitness-Effekte von TP53%!75_

Mutationen und Ausblick
In allen Néhrstoffmangelsituationen fiihrten die stillen Mutationen zu einer Depletion der
Zellen und die LOF-Mutationen zu einer Anreicherung, wie bereits unter Behandlung mit
dem MDM2-Inhibitor Nutlin. Die Fold change-Werte waren jedoch deutlich niedriger als
unter der Behandlung mit Nutlin. Eine Erkldrung ist, dass Nutlin spezifisch zur

Stabilisierung von p53 fiihrt, wihrend HBSS, Glukose- und Glutaminentzug ebenfalls



DISKUSSION 96

andere Stressmechanismen aktivieren. P53-Mutationen haben somit wahrscheinlich unter
Nutlin groBere Auswirkungen. Dass eine 7TP53%!>-Mutation einen GOF im
Metabolismus bedingt, der das Uberleben der Tumorzelle in besonderem MaBe fordert,

war in keinem Nahrstoffmangelversuch sichtbar.

Fiir das Codon R175 von TP53 wurde bestitigt, dass die sich durch die Mutation
ergebende Aminosdure einen Einfluss auf die Proteinfunktion hat (Kotler et al., 2018).
Auch wenn in keiner der getesteten Néhrstoffmangelsituationen ein GOF fiir eine
TP53R7_Mutation nachgewiesen werden konnte, ldsst sich schlussfolgern, dass die
Wirkungen verschiedener Mutationen zu unterschiedlich sind, um allgemein von GOF
im Metabolismus zu sprechen. Wéhrend fiir die R175H-Mutation einerseits eine
gesteigerte Glukoseaufnahme und Glykolyse nachgewiesen ist (Eriksson et al., 2017),
sowie die mogliche Nutzung von exogenem Pyruvat unter Glukosemangel (Chavez-Perez
etal., 2011), konnte andererseits unter Glutaminmangel das Zellwachstum nicht gesichert

werden (Tajan et al., 2018).

Grundsatzlich gibt es Moglichkeiten Glukose- oder Glutaminentzug pharmakologisch zu
induzieren. Fiir den Glukosestoffwechsel wurden Substanzen wie 2-DG, welche den
ersten Schritt der Glykolyse hemmt, entdeckt (Pajak et al.,, 2019). Der
Glutaminstoffwechsel kann beispielsweise durch GLS2-Inhibitoren gestort werden (Li et
al., 2021). Die hier gezeigten Daten deuten darauf hin, dass p53-LOF-Mutatonen zu einer

relativen Resistenz gegeniiber diesen Substanzen fithren konnten.

4.2.Untersuchung des GOF-Effekts von TP53%7>-Mutationen in
Bezug auf p73

Mechanistisch duflert sich GOF von p53-Mutationen u.a. in der Inhibition von p73 (Oren
and Rotter, 2010). P73 ist in vielen Tumoren liberexprimiert und wird durch mutiertes
pS3 unter Kontrolle gehalten (Gaiddon et al., 2001). In in vivo-Modellen metastasierte
die R172H-Mutante (im Menschen R175H entsprechend) schneller und interagierte
ebenfalls mit p73 (Lang et al., 2004; Olive et al., 2004).

Zur Untersuchung des GOF-Effekts hinsichtlich der Inhibition von p73 wurden
Doxycyclin-induzierbar TAp73a und TAp73p lentiviral in HCT116 TP53Yt5E-Zellen
transduziert. Von diesen Zellpopulationen wurden erfolgreich Einzelzellklone generiert

und funktionell charakterisiert.
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Der Nachweis der Expression von p73 nach einer Behandlung mit Doxycyclin erfolgte
mittels Western Blot. Da TAp73p ein kiirzeres und damit leichteres Protein als TAp73a
ist, lauft TAp73a in der Gelelektrophorese weiter. Das abnehmende Signal fiir p73 mit
langer andauernder Behandlung mit Doxycyclin und damit einhergehend zu erwartender
hoherer p73-Expression ist auf die Wirkung von p73 zurlickzufiihren. Durch den p73-
vermittelten Zellzyklusarrest und die Apoptose wird die Zahl p73-exprimierender Zellen
in der Zellpopulation vermindert und damit auch das nachweisbare p73. Bei der Detektion
der p73-Expression im Western Blot waren fiir Klon #2 der HCT116 TP53Y"E TAp73p
Zelllinie drei Banden =zu erkennen, die am ehesten auf unspezifische
Antikdrperbindungen zuriickzufiihren sind. Dass p73p stiarker Apoptose aktiviert
(Vikhreva et al., 2018), spiegelt sich in den PI-FACS-Analysen wider.

Jeweils Klon #3 der HCT116 TP53Y' TAp73a und TAp73p wurde nach
Beriicksichtigung aller Ergebnisse ausgesucht, um die TP53%/7>_Library zu transfizieren
und einen moglichen GOF-Effekt zu untersuchen. Die Klone zeigten eine Doxycyclin-
induzierbare, im Western Blot nachweisbare Expression von p73. Funktionell wurde
ebenfalls Doxycyclin-induzierbar p73-vermittelt Apoptose sowie Zellzyklusarrest
nachgewiesen. Dies zeigte sich aulerdem im Koloniebildungstest durch eine reduzierte

Proliferationskapazitit nach der Behandlung mit Doxycyclin.

4.2.1. TP53R17>_Mutationen unter Expression von TAp73a
Dass die Transfektion der TP53%/7°_Library erfolgreich funktioniert hat, wurde durch die
Ergebnisse der Nutlin-Behandlung bestitigt. Wie bereits zuvor waren die stillen und WT-
like-Mutationen am stirksten depletiert, LOF-Mutationen angereichert. pLOF-
Mutationen waren weniger stark vermindert. Die 40 Tage andauernde Nutlin-Behandlung
fiihrte zu einer effizienten Depletion aller WT-like- und pLOF-Mutationen und damit zu
einer Selektion von LOF-Mutationen. Durch die Behandlung mit Doxycyclin erfolgte die
Expression von TAp73a. Hierunter waren zwei der stillen Mutationen leicht angereichert,
was nicht damit tibereinstimmt, dass WTp53 nicht mit p73 interagiert (Di Como et al.,
1999; Stindt et al., 2015). Auch die Kombination mit kurzzeitiger oder langzeitiger
MDM2-Inhibition zur Stabilisierung und Depletion der stillen Mutationen fiihrte nicht
zur Anreicherung einer Mutation. Somit konnte fiir keine der TP53%/7°-Mutationen ein

GOF hinsichtlich der Inhibition von TAp73a nachgewiesen werden.
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4.3.Mogliche Beeinflussung der Ergebnisse

43.1. Die Rolle von Geneticin
Wihrend der Untersuchung des GOF-Effekts von TP53%/7°-Mutationen in Bezug auf p73
wurden die Zellen dauerhaft mit der Hinzugabe von Geneticin kultiviert. Fiir
Aminoglykoside wie Geneticin wurde festgestellt, dass sie an ribosomale RNA binden
und zu einem ,readthrough, also zur Entstehung eines normallangen Proteins trotz
vorzeitigem Stop-Codon, fiihren kdnnen. In HDQ-P1 TP53%/3*_Mammakarzinomzellen
konnte dies fiir die Expression von p53 und Induktion dessen Zielgene nachgewiesen
werden (Floquet et al., 2011). Durch die Kombination von Geneticin mit dem MDM2-
Inhibitor Nutlin konnte in H1299-Zellen mit transfizierter TP53%?/3**_Mutation eine
gesteigerte Expression von p53 sowie die Induktion von Apoptose und ein vermindertes
Zellwachstum festgestellt werden (Zhang et al., 2017). Die HCT116 TP534/RI75-Library
TAp73a Zellen wurden dauerhaft mit Geneticin und teilweise zusétzlich mit Nutlin
behandelt. Dabei hitte die Stop-Mutation depletiert sein miissen, wie die stillen
Mutationen, wenn Geneticin zu einem readthrough gefiihrt hitte. Bereits zuvor wurde
allerdings gezeigt, dass dieser readthrough durch Antibiotikatherapie nur fiir einige
wenige pS3-nonsense-Mutationen funktioniert und stark von der Nukleotidsequenz

abhéngt (Floquet et al., 2011).

4.3.2. Einfluss des Codon 72-Polymorphismus

In Sequenzierungen nach den Transfektionen wurde nachgewiesen, dass in den
parentalen HCT116 Zellen das Codon 72 des p53-Proteins flir Arginin kodiert, wihrend
es in den HCT116 TPS3ARIS_[ibrary-Zellen Prolin ist (Daten nicht gezeigt). Dieser
Polymorphismus beeinflusst die p53-induzierte Stressantwort unter Nahrstoffmangel.
72R  Zellen weisen eine erhohte Transaktivierung von p21 mit vermehrtem
Wachstumsstillstand und verminderter Apoptose auf, was ein verbessertes Uberleben zur
Folge hat (Kung et al., 2017). In den HCT116 TP534RI7S-Library_7ellen bedingt 72P

moglicherweise ein schlechteres Uberleben der stillen und WT-like Mutationen.

Durch den Polymorphismus am Codon 72 kann auBerdem die Bindungsaffinitit von
MTp53 zu p73 beeinflusst werden. Wenn Mutationen in der 72R statt der 72P Variante
auftreten, wird p73 stirker unterdriickt (Ferraiuolo et al., 2016; Vikhreva et al., 2018).
Fiir die HCT116 TP534RI7>Library_7ellen bedeutet das, dass die Bindung von p73

schwicher sein kann.
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4.3.3. Akkumulation und Selektionsdruck nicht ausreichend fiir

den Nachweis eines GOF

Zur Ausiibung von GOF-Effekten von mutiertem p53 ist dessen Akkumulation notwendig
(Yue et al., 2017). In unserem System wurden p53-Mutationen artifiziell eingefiigt, auf
die die Zellen zur Tumorentstehung nicht angewiesen waren. Moglicherweise war die
Expression der Mutationen nicht ausreichend, um einen GOF hervorzubringen. Kotler et
al. (2018) machten die gleiche Feststellung in ihrer lentiviral eingefiigten pS53-
Mutationslibrary. Durch die Injektion der Tumorzellen in Méuse und anschlieBender
Extraktion der Tumore wurde ein Selektionsdruck auf die Mutationen ausgeiibt, der einen
Uberlebensvorteil der Hotspot Mutationen in Erscheinung treten lieB. In unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrte Western Blots (Daten nicht gezeigt) zeigten, dass die
HCT116-Zellen keine Akkumulation von MTp53 aufwiesen. Deswegen ist auch davon
auszugehen, dass ebenfalls die fiir die Ausiibung von GOF-Effekten besonders im
Hinblick auf die Inhibition von p73 notwendige Aggregation von p53-Proteinen (Xu et
al., 2011) in diesem Zellsystem nicht gegeben war. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass
Akkumulation und Aggregation keine direkte Konsequenz der Mutation sind. Auch eine
zusitzliche Stabilisierung der Mutation durch die Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor
Nutlin, welche im Western Blot nachweisbar zu einer verstarkten Expression der MTp53-
Proteine gefiihrt hat (Funk et al., 2023) war nicht ausreichend, um GOF-Effekte sichtbar
zu machen. In Zukunft sollte die 7P53%/7>-Mutationslibrary in einer p53-mutierten
Zelllinie, in der MTp53-Akkumulation und GOF-Effekte nachweisbar sind, durchgefiihrt

werden.

Aus translationaler Sicht ldsst sich schlussfolgern, dass der genetische Nachweis der
Mutation alleine fiir die Abschitzung moglicher GOF-Effekte nicht ausreicht. Ein
immunhistochemischer Nachweis der Protein-Akkumulation und -Aggregation ist

ebenfalls notig.

4.4.Fazit und Ausblick

Die HCT116 TP53%7_Library wurde erfolgreich erstellt und die Funktionalitit mithilfe
verschiedener Stressstimuli nachgewiesen. Stille Mutationen, die zur Expression eines
WTp53-Proteins fithren, waren unter Behandlung mit Nutlin sowie unter
Néhrstoffmangelzustinden vermindert, LOF-Mutationen hingegen fiihrten zu einer
Anreicherung. In diesem Zellsystem ist fiir keine der R175-Mutationen ein GOF-Effekt

unter Ndhrstoffmangelzustinden oder in Bezug auf die Inhibition von TAp73a sichtbar.
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Um einen GOF nachzuweisen, sollte die TP53%7>-Mutationslibrary in einer p53-

mutierten Zelllinie untersucht werden.

Das System wurde innerhalb der Arbeitsgruppe bereits auf eine Library aller moglichen
Mutationen in der DNA-Bindungsdoméne (Exons 5-8) ausgeweitet, um noch mehr
Mutationen parallel zu analysieren. Um zellspezifische Effekte auszuschlie3en, wurde ein
dhnliches Experiment mit einer Mutationslibrary in H460-Zellen durchgefiihrt (Funk et
al., 2023).
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5. ZUSAMMENFASSUNGEN

5.1.Zusammenfassung

TP53 ist das am hadufigsten mutierte Gen in menschlichen Tumoren. Mutationen des
Tumorsuppressors p53 finden sich in fast allen Tumorentititen, durchschnittlich in 50 %
aller Patienten. Der GroBteil der Mutationen sind einzelne Missense Mutationen, welche
in der DNA-Bindungsdoméne liegen und zur Ausbildung eines mutierten Proteins ganzer
Lange filihren. Neben einem Funktionsverlust (LOF) oder der Behinderung des
verbleibenden Wildtyp-Allels, bekannt als dominant-negativer Effekt (DN), kann eine
Mutation auch zu einem gain of function (GOF) flihren, sodass die Tumorzellen schneller
proliferieren, metastasieren oder resistent gegeniiber Zytostatika werden. Mechanistisch
duBert sich GOF z.B. in metabolischen Verdnderungen, auch unter Ndhrstoffmangel, oder
der Inhibition anderer Tumorsuppressoren wie p73. Bisher wurde dies nur fiir einzelne
wenige p53-Mutationen gezeigt, jedoch liegen in Patienten viele verschiedene vor, die
sich in ihren Auswirkungen unterscheiden. Ziel dieser Arbeit war es, diverse Mutationen
hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die proliferative Fitness von Tumorzellen unter
Néhstoffmangelzustinden wie Glukose- oder Glutaminentzug sowie einer moglichen
Inhibition von p73 zu untersuchen. Verwendet wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie
HCTI116, welche mittels CRISPR/Cas9 derart modifiziert wurde, dass eine Library aller
moglichen Mutationen am Hotspot Codon 175 durch Rekombination eingesetzt werden
konnte. Nach einer medikamentdsen Behandlung oder einem Nihrstoffentzug erfolgte
die Extraktion von genomischer DNA, welche mittels PCR amplifiziert und anschlieend
sequenziert wurde, sodass eine Anreicherung oder Depletion von Zellen mit bestimmten
Mutationen aufgezeigt werden konnte. Diese Depletion oder Anreicherung fiihrte zur
Charakterisierung von p53-Mutationen als WT-like, LOF oder pLOF, jedoch wurde fiir
keine der TP53%/7>-Mutationen ein GOF nachgewiesen. Zur Analyse des GOF-Effekts in
Bezug auf die Inhibition von p73 wurden die Isoformen TAp73a oder TAp73fB
Doxycyclin-induzierbar iiberexprimiert. Hier konnte fiir keine der TP53%77-Mutationen
ein GOF hinsichtlich einer Inhibition von p73 nachgewiesen werden. Diese Arbeit
bestitigt die unterschiedlichen Auswirkungen verschiedener Aminosidurendnderungen im

p53-Protein beziiglich der Uberlebensfihigkeit in Nihstoffmangelzustinden.
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5.2.Summary

TP53 is the most commonly mutated gene in human tumors. Mutations of the tumor
suppressor p53 are found in almost all tumor entities, on average in 50 % of all patients.
The majority of mutations are single missense mutations which are located in the DNA
binding domain and lead to the expression of a mutated full length protein. Besides a loss
of function (LOF) or inhibition of the remaining wildtype-allele, known as dominant-
negative effect (DN), a mutation can lead to a gain of function (GOF), so that tumor cells
can proliferate more rapidly, metastasize or become resistant to cytostatic drugs.
Mechanistically, GOF manifests itself in metabolic changes, also under nutrient
deficiency, or inhibition of other tumor suppressors such as p73. So far, this has only been
shown for a few p53 mutations but many different ones are present in patients which
differ in their consequences. The aim of this project was to investigate different mutations
regarding their fitness effects under nutrient deprivation conditions such as glucose or
glutamine starvation as well as a possible inhibition of p73. The human colon carcinoma
cell line HCT116 was used, which was modified using CRISPR/Cas9, so that a library of
all possible mutations for hotspot codon 175 could be introduced by recombination. Drug
treatment or nutrient deprivation was followed by extraction of genomic DNA, which
was amplified by PCR and subsequently sequenced, revealing enrichment or depletion of
cells with specific mutations. This depletion or enrichment led to the characterization of
p53 mutations as WT-like, LOF, or pLOF, but no GOF was detected for any of the
TP53%7 mutations. To analyze the GOF effect in regard to the inhibition of p73, the
isoforms TAp73a or TAp73p were overexpressed in a doxycyclin-inducible manner.
Here, for none of the 7P53%7° R175 mutations a GOF with respect to inhibition of p73
was observed. This work confirms the different impacts of various amino acid changes in

the p53 protein concerning viability in nutrient deficient conditions.
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