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1. Einleitung

1.1. Der Zellzyklus

Die Fahigkeit, sich zu teilen, ist ein Charakteristikum proliferierender Zellen.
Dabei durchlaufen die Zellen einen umschriebenen Teilungszyklus, den
sogenannten Zellzyklus. Ein solcher Zyklus dauert bei Saugetierzellen etwa 10
bis 24 Stunden. Uber die Beobachtung des Chromosoms mit Hilfe der
Lichtmikroskopie wurde der Zellzyklus in Zellteilungsphase (Mitose) und Ruhe-,
bzw. Wachstumsphase (Interphase) unterteilt. Diese urspriingliche Einteilung
erfuhr in den letzten Jahren durch molekularbiologische und biochemische
Methoden eine weitergehende Verfeinerung. Die Interphase lasst sich in G1-, GO-,
S- und G2-Phase unterteilen. Nach einer abgeschlossenen Zellteilung treten die
Zellen zunichst in die G1-Phase ein, in der sie zum Beispiel auf exogene
Bedingungen wie Wachstumsfaktoren oder Nahrstoffe reagieren konnen. Liegen
ungunstige Bedingungen vor, folgt die GO-Phase, ein Ruhestadium der Zellen. Bei
einer Umkehrung der Verhdltnisse kann jedoch dieser Zustand ruckgangig
gemacht werden, indem die Zellen wieder in die G1-Phase eintreten und nach
Uberschreitung des Restriktionspunktes die weiteren Phasen durchlaufen.
Wihrend der G1-Phase kommt es zur RNA- und Proteinsynthese sowie zu einem
Zellwachstum. Soll die Zellteilung fortschreiten, folgt nun die Synthesephase (S-
Phase) mit DNA- Replikation und Chromosomenverdoppelung. Die nachfolgende
Phase ist dann die G2-Phase. Hier befinden sich weitere Kontrollpunkte, die vor
dem Eintritt in die Mitose sicherstellen, dass die DNA-Replikation tatsachlich
erfolgt ist. Diesen sequenziellen Ablauf des Zellzyklus steuern bestimmte Proteine
wie Cycline und Cyclin-abhiangige Kinasen, auf die im nachsten Abschnitt naher
eingegangen werden soll.

Kommt es zur Fehlsteuerung solcher regulatorischen Faktoren, wird die komplexe
Organisation der Zellen und Zellverbiande gestort, so dass zum Beispiel die

Entstehung eines Malignoms die Folge sein kann.



1.2. Cyclin / CDK-Komplexe

Die Cyclin-abhédngigen (dependent) Proteinkinasen (CDKs) sind Katalysatoren
der Zellzyklusprogression, bei der sie den Ubergang von einer Phase zur nachsten
regulieren. CDKs sind jedoch alleine nicht in der Lage, die Zellzyklusprogression
voranzutreiben. Erst durch die Bindung an die regulierende Einheit, die Cycline,
wird die Kinaseaktivitiat gewahrleistet. Solche Komplexe aus Cyclinen und CDKs

werden auch MPF (maturation promoting factor) genannt.

Bei Saugetierzellen sind bislang acht verschiedene CDKs beschrieben (Fang and
Newport, 1991; Meyerson and Harlow, 1994). Jede CDK besitzt ein
phasenspezifisches Aktivitatsprofil. So zum Beispiel sind CDK 2, 3, 4 und 6 G1-
Phase spezifisch, wiahrend CDK 7 vermutlich eine modulierende Eigenschaft auf

die CDK- Aktivierung besitzt (eine Ubersicht geben Hunt und Sherr, 1991/1993).

Wird ein Komplex aus CDK und Cyclin gebildet, kann dieser bestimmte
Schlusselproteine phosphorylieren und so Zellzykluskontrollpunkte spezifisch
regulieren. Ein entscheidender Kontrollpunkt ist hierbei der sogenannte
Restriktionspunkt, der in der spaten G1-Phase liegt. Der Zellzyklus ist bis zum
Erreichen des Restriktionspunktes von exogenen Wachstumsfaktoren abhangig,
wahrend der weiterfolgende Abschnitt des Zellzyklus mitogenunabhédngig ist
(Pardee, 1989). Vor allem G1-Phase spezifische Cycline und ihre CDKs sind an
der Regulierung dieser Kontrollstelle beteiligt.

Die Aktivitat der Cyclin / CDK-Komplexe wird ihrerseits durch verschiedene
Mechanismen reguliert. Zum einen kann transkriptionell die Menge an Cyclin-
Proteinen variieren (siehe 1.2.1.), zum anderen werden Cyclin / CDK-Komplexe
durch CDK-aktivierende-Kinasen (CAK) posttranskriptionell modifiziert, wobei
Cyclin / CDK-Komplexe unter anderem an Threonin 160 phosphoryliert werden.
Eine solche Modifikation fuhrt zu einer Konformationsanderung des katalytischen
Zentrums der Kinase sowie zu einer Stabilisierung des Komplexes (Jeffrey et al.,

1995).



1.2.1. Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen der G1-Phase des Zellzyklus

Die meisten Cycline werden zellzyklusspezifisch exprimiert und bestimmen die
Geschwindigkeit der Zellzyklusprogression. Besonders spezifisch fur die G1-
Phase sind die D-Typ Cycline, von denen drei Subtypen existieren (D1-3). Die D-
Typ Cycline bilden Komplexe mit CDK 4 oder CDK 6, deren Kinaseaktivitat
wiahrend der friihen G1-Phase ihr Maximum erreichen. Die Expression der D-Typ
Cycline ist von mitogenen Reizen wie ras oder c-myc abhingig (Roussel et al.
1995). Bei einigen Tumoren vermutet man ein onkogenes Potential der D-Typ
Cycline (Matsushimi et al. 1991; Motokura et al. 1991). Fur die G1-Progression
ist auch Cyclin E notwendig. Cyclin E fungiert wahrscheinlich erst nach den D-
Typ Cyclinen, da die hochste Konzentration an Cyclin E nach der der D-Typ
Cycline erreicht wird (Dulic et al. 1992; Koff et al. 1991). CDK 2 ist ein
spezifisches Substrat fur Cyclin E. Vermutlich ist auch CDK 3 ein moglicher
Partner fur Cyclin E (eine Ubersicht gibt Sherr 1993).

Cyclin D / CDK-, Cyclin E / CDK-Komplexe fuhren zur Phosphorylierung
bestimmter Proteine, die u.a. fur die Progression der G1-Phase von Bedeutung
sind. Gut untersucht ist das Retinoblastomprotein, pRb. Im hyperphosphorylierten
Zustand setzt pRb den inhibierten Transkriptionsfaktor E2F frei, der die
Transkription von weiteren Genen veranlasst, die essentiell fur die nachfolgende

S-Phase sind.

1.3. Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen

Es existieren zahlreiche Cycline und CDKs fur die Zellzyklusprogression, ebenso
gibt es deren Inhibitoren (CKI = Cyclin-K inase-Inhibitor). Solche
Kinaseinhibitoren sind kleine Proteine, die entweder direkt mit den Cyclinen,
deren CDKs oder auch mit Cyclin / CDK-Komplexen interagieren (eine Ubersicht
geben Sherr und Roberts, 1995).

Es gibt zwei Genfamilien der Kinaseinhibitoren, die sich in ihrer

Substratspezifitait unterscheiden; die INK 4-Familie, zu der die CDK 4



inhibierenden Proteine gehoren und die Proteine der Cip / Kip-Familie, deren

Substratbindung weniger spezifisch ist.

Zur ersteren gehoren pl15™*, pl16™*®  p18™ und p19™P, Die
Kinaseinhibitoren der INK 4-Familie weisen vier repetitive Ankyrin-Motive auf,
uber die sie mit ihren Substraten Verbindungen eingehen. Die kinaseinhibierende
Eigenschaft kommt einerseits durch die Bindung an die monomeren CDK 4 und
CDK 6 zustande, indem die Komplexbildung mit D-Typ Cyclinen verhindert
wird. Zum anderen sind die INK 4-Proteine in der Lage, sich direkt an die
vorhandenen Cyclin / CDK-Komplexe zu binden und so deren Kinase zu
inaktivieren. Obwohl die INK 4-Inhibitoren mit unterschiedlichen Substraten uiber
verschiedene Mechanismen interagieren, bewirkt die Uberexpression jedes
einzelnen der INK 4-Inhibitoren einen Zellzyklusarrest. Es gibt Hinweise, dass es
sich bei INK 4 um ein Tumorsuppressor-Gen handelt (Kamb, 1994).
Wahrscheinlich regulieren die INK 4-Kinaseinhibitoren die pRb-
Phosphorylierung uber die Cyclin D-Kinaseaktivitat. Dabei wird die
Hyperphosphorylierung des Retinoblastomproteins, pRb, verhindert. Im
hypophosphorylierten Zustand kann pRb den Transkriptionsfaktor E2F inhibieren,
was letztendlich zu einem Zellzyklusarrest, also zu einem Proliferationsstopp

fuhrt.

Zur zweiten Kinaseinhibitorenfamilie, Cip / Kip-Proteine, zahlen p21%*!, p27®!
und p57%"*, Die Mitglieder dieser Familie sind vermutlich in der Lage, mit D-, E-,
A-, B-Typ Cyclinen und deren CDKs zu reagieren, wobei die Interaktion mit
Cyclin / CDK-Komplexen wesentlich starker ist als mit Einzelkomponenten der
Komplexe. Die kinaseinhibierende Eigenschaft basiert zum Teil auf der
Besetzung der ATP-bindenden Stellen des Cyclin / CDK-Komplexes (Sherr und
Roberts, 1995). Interessant ist auch die Tatsache, dass Cip / Kip-Proteine eine
ahnliche Substratbindungssequenz besitzen wie Pocket Proteine, zu denen unter
anderem pRb gehort. Weiterhin kann die den Zellzyklus arretierende Eigenschaft
der Cip / Kip-Proteine durch Ko-Expression von viralen Onkogenen gemildert

werden (Mal et al., 1996). Diese Tatsache fuhrt zu der Annahme, dass Cip / Kip-



Proteine sowohl funktionell, als auch strukturell den Pocket Proteinen nahe

stehen.

1.3.1 p275@!

Der Kinaseinhibitor der Cip / Kip-Familie, p27*"', wurde aus Lungenepithelzellen
isoliert, die durch die Behandlung mit TGF-B in der G1-Phase arretiert worden
sind. Bei den so arretierten Zellen war keine Cyclin E / CDK 2-Aktivitit
nachweisbar, obwohl sie einzelne Bestandteile des Komplexes exprimierten (Koff
et al., 1993). Man konnte aus diesen Zellen Komplexe aus Cyclin E / CDK 2 mit
einem 27 kD groBen Protein isolieren. Dieses Protein, p27**', ging mit Cyclin E /
CDK 2 eine spezifische Bindung ein, wodurch deren Kinaseaktivitit inhibiert
wurde. Eine Bindung von p27%"' an einzelne Bestandteile des Komplexes wurde
im Gegensatz dazu nicht nachgewiesen (Polyak et al., 1994). Aulerdem konnte
mittels Immunprézipitation die Bindung von p27**" auch an Cyclin D / CDK 4
gezeigt werden (Hengst et al., 1994). Ferner war eine kinaseinhibierende Wirkung
von p27%"" auch auf D-, E-, A- und B-Typ Cyclinen / CDKs, unter in vitro
Bedingungen nachweisbar (Toyoshima and Hunter, 1994).

Das stochiometrische Verhiltnis solcher Bindungen lag bei 1:1:1 (Cyclin : CDK :
p27), (Russo et al., 1996).

Das p27%*'-kodierende Gen ist mitogen-reaktiv und kommt ubiquitér in allen
Zelltypen vor. In ruhenden oder kontaktinhibierten Zellen findet man einen hohen
Gehalt an p27°*" (Robert et al., 1994). Antiproliferative Signale filhren ebenfalls
zur Kumulation von p27Kipl (Sherr and Roberts, 1995). Des Weiteren konnen
kontaktinhibierende Substanzen wie cAMP oder Rapamyzin die Herabregulierung
von p27%"" verhindern (Nourse et al., 1994; Kato et al., 1994). p27*"" spielt
demnach eine wichtige Rolle fur den Zellzyklusarrest in der G1-Phase. Bei einer
Zellzyklusprogression von der G1- zur S-Phase bzw. auf mitogene Reize hin
nimmt der hohe Gehalt an p27**" ab. Hierfur ist wahrscheinlich der Ubiquitin-
vermittelte Abbau von p27%?" verantwortlich (Pagano et al. 1995). Das p27"'-

Protein wird unmittelbar vor dem Abbau an Threonin 187 phosphoryliert und
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dieser Schritt wiederum ist Cyclin E / CDK 2 abhdngig (Sheaff et al., 1997;
Miiller et al., 1997). p27**" ist demnach sowohl Inhibitor als auch Substrat der
Cyclin E / CDK 2-Komplexe.

Eine uber virale Vektoren eingeleitete Uberexpression von p27*?' fihrte in
Tumorzellkulturen zur Apoptose (Katayose et al., 1997; Wang et al., 1997).
Anscheinend ist dieser Effekt von p27**' vom funktionellen pRb abhéngig, da in
Zellen mit defizientem pRb eine Uberexpression von p27*' keine effiziente
Apoptose zeigte (Schreiber et al., 1999).

Eine weitere funktionelle Eigenschaft von p27*"" ist die Fahigkeit, eine neuronale
Differenzierung einzuleiten. In der Neuroblastomzelllinie N2a- wurde durch
Triiodthyronin, T3, ein Wachstumsarrest induziert, infolgedessen man eine
neuronale Differenzierung der Zellen und einen erhohten Gehalt an p27%*'
beobachten konnte. Vermutlich stellt p27"" — moglicherweise zusammen mit
anderen Faktoren wie p57“" — einen wichtigen terminalen Effektor bei der

Zelldifferenzierung dar (Perez-Juste and Arranda, 1999).

Zusiatzliche Hinweise zur Funktion des p27*"'-Proteins geben p27*"'-knock-out
Konstrukte. Mause, bei denen das p27*'-Gen ausgeschaltet ist, zeigen eine
Gewebshyperplasie mit einer generell erhohten Anzahl von Zellen sowie ein
gehauftes Auftreten von Tumoren (Fero et al., 1996; Kiyokawa et al., 1996;
Nakayama et al. 1996; Fero et al., 1998). Interessanterweise entwickeln einige
p27%*'-knock out- Mause Tumoren im Intermedisrlappen der Hypophyse ebenso
wie pRb-knock out-Miause. Dies konnte eventuell ein Hinweis auf einen
funktionellen Zusammenhang des p27**'-Proteins mit pRb bedeuten. Dabei ist die
Tumorentwicklungsrate abhéngig von der Anzahl der Genkopien (p27 -/- > p27 -
/+ > p27 +/+). Gegensatzlich hierzu ist die Inaktivierung anderer
Tumorsuppressor-Gene (z.B. pRb), bei denen nur ein homozygoter Ausfall zum
Funktionsverlust fuhrt. Folglich Iasst sich also vermuten, dass es sich bei p27<*'

um einen haploinsuffizienten Tumorsuppressor handelt (Fero et al., 1998).
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1.4. Das Tat-Protein

Tat-Proteine (transactivator of transcription) sind bislang nur bei Lentiviren
identifiziert worden und werden durch zwei Exons kodiert. Sie werden als erste
Virusproteine wahrend des Infektionszyklus synthetisiert und entfalten ihre
Funktion im Zellkern als Transaktivator von Gensequenzen, die im HIV-LTR
(long-terminal-repeat) enthalten sind (Sodroski et al., 1985). Neben den von zwei
Exons kodierten Tat-Proteinen (jeweils 72 und 14 Aminoséuren enthaltend) findet
man verkurzte Versionen, denen die Sequenz des zweiten Exons fehlt und Tev-
Proteine, die das erste Exon von Tat durch alternative Spleissmechanismen mit
Abschnitten der env- und rev-Gene verbinden (Tev = tat, env, rev). Basierend auf
Untersuchungen dieser verwandten Proteine vermutet man, dass der funktionelle
Bereich im ersten Exon lokalisiert ist, welches wiederum in funf Doméanen
unterteilt werden kann (Green and Loewenstein, 1988). Der aminoterminale
Bereich enthilt konservierte Motive mit sauren Aminosaureresten, die
wahrscheinlich eine amphiphatische a-Helixstruktur ausbilden. Ihm folgt eine
cysteinreiche, konservierte Domine, die Zn**- und Cd**-Ionen bindet und etwa 15
Aminoséauren lang ist. Der nachste Abschnitt ist eine zehn Reste umfassende
Kernregion. Veranderungen der Aminoséduresequenz oder Deletionen in diesen
Bereichen beeinflussen die transaktivierende Wirkung der Tat-Proteine. Dann
folgt eine Region mit einem hohen Gehalt an basischen Aminoséuren, die den
Transport des Tat-Proteins in den Kern und seine Bindung an die RNA vermittelt.
Die Sequenz am carboxyterminalen Ende des ersten Exons ist weitgehend
ungeklart. Man vermutet, dass in dieser Region Sequenzen vorliegen, die fur die
Interaktion mit zellularen Proteinen verantwortlich sind (eine Ubersicht gibt
Varmus et al., 1988).

1988 wurde das HIV-Tat-Protein von Green und Frankel unabhangig voneinander
als ein die Lipiddoppelmembran durchdringendes Protein beschrieben (Green and
Loewenstein, 1988; Frankel and Pabo, 1988). 1994 konstruierten Fawell und seine
Mitarbeiter chemikalisch an Tar gekoppelte heterologe Proteine, die in Zellen
transduziert wurden (Fawell et al., 1994).

Neben Tat sind auch andere Proteine bekannt, die ebenfalls in der Lage sind, die

Lipiddoppelmembran zu durchdringen, zum Beispiel das Antennapedia-Protein
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(Antp) der Drosophila oder das VP 22-Protein des Herpes simplex Virus (HSV).
Ein Sequenzvergleich von Tat, VP 22 und Antp zeigt bei allen drei Komponenten
einen arginin- und lysinreichen, basischen Bereich, der moglicherweise fur den
Kontakt an der negativ geladenen Zellmembran verantwortlich ist (Green et al.,
1988; Elliott et al. 1997; Hawiger et al., 1999). Die genauen Mechanismen der
Zellmembranpassage mit Hilfe solcher Proteine sind unklar. Es wird vermutet,

dass die Zellmembranpassage rezeptorunabhiangig geschieht (Fawell et al., 1994).

1998 beschrieben Dowdy und seine Mitarbeiter eine molekularbiologische
Methode fur die Herstellung der Tat-Fusionsproteine mit Hilfe von Bakterien
sowie eine biochemische Methode fur die Reinigung der rekombinanten
Fusionsproteine (Nahagara et al., 1998). Die so transduzierten Proteine waren
biologisch aktiv. Als wesentlich fur den Transduktionsvorgang wurde der
denaturierte Zustand der Fusionsproteine vermutet, wobei die Proteine nach der
Transduktion in den Zellen wieder korrekt gefaltet werden sollen. Eins der
beispielhaft aufgefuhrten Konstrukte ist das Tat- p27*'-Fusionsprotein, das
zunachst in hepatozellulare Karzinomzellen transduziert wurde. Dabei verteilte
sich das transduzierte Protein sowohl im Zytoplasma als auch im Kernbereich.
Des Weiteren bewirkte die Transduktion von p27°"' eine Zellauslauferbildung im
Sinne einer Zelldifferenzierung sowie eine Kumulation der Zellen in der G1-
Phase des Zellzyklus (Nahagara et al., 1998).

Bislang konnten fast alle Zelltypen mit Ausnahme von Hefezellen durch die Tat-
Fusionsproteine transduziert werden. Hierbei konnte die Blut-Hirn-Schranke
uberwunden werden und die GroBle der fusionierten Proteine war ebenfalls kein

Hindernis fur eine Transduktion (Schwarz et al., 1999; Schwarz et al., 2000).

1.5. Das Neuroblastom

Das Neuroblastom wurde 1865 erstmalig von Rudolph Virchow beschrieben und
1891 von Marchard als ein von sympathischen Zellen der Neuralleiste
stammender Tumor erkannt. Der Begriff ,,Neuroblastom* wurde dann 1910 durch

Wright gepragt.
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Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor, dessen Zellen (Neuroblasten) von der
primitiven Neuralleiste abstammen, und wird histologisch definiert (Brodeur et
al., 1993, siehe 1.5.3.). Das Neuroblastom gehort zu den haufigsten Tumoren im
Kindesalter. Das durchschnittliche Diagnosealter liegt bei 1,5 Jahren, wobei mehr
als 90 % der Erkrankten junger als 5 Jahre alt sind. Die Inzidenz der
Neuroblastomerkrankungen bei unter 15-jdhrigen liegt in der BRD bei 1,2 Féllen /
100 000 Kinder pro Jahr und die kumulative Inzidenz wahrend der gesamten
Kindheit bei 16,9 Fallen pro 100 000 (Kaatsch et al. , 1999). Auf Grund der in
Japan durchgefuhrten Screeningprogramme (Bessho et al., 1991), sowie der durch
die Sektionsserien der Neugeborenen gewonnenen Daten (Beckwith and Perrin,
1963) lasst sich vermuten, dass die eigentliche Inzidenzrate wesentlich hoher
liegen musste, rechnete man die unbemerkt verlaufenden Spontanregressionen

mit.

1.5.1 Klinik

Die Primartumoren befinden sich entlang des Grenzstranges und im
Nebennierenbereich. Metastasen sind uiberwiegend im Knochenmark (80%), in
den Knochen (60%) sowie in den Lymphknoten (40%) und in Leber und Haut
lokalisiert. Bei Sauglingen im 4S-Stadium sind iiberwiegend Metastasen in Leber,
Knochenmark und Haut, jedoch selten in Knochen zu finden. Die haufigsten
Symptome sind unspezifisch und duBlern sich als Fieber, Schmerzen und
Gewichtsverlust. Neuroblastome in frithen Stadien sind nicht selten
asymptomatisch und werden per Zufall oder durch
Fruherkennungsuntersuchungen (Tastbefund, Rontgen-Abdomenubersicht etc.)

entdeckt.
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1.5.2. Diagnostik

Als Tumormarker dienen die Katecholaminmetaboliten, Vanillinmandelsiaure
(VMA), Homovanillinsaure (HVA) und Dopamin in Urin und Serum. Auch die
neuronspezifische Enolase (NSE) gibt einen Hinweis auf das Vorliegen eines
Neuroblastoms. Die endgultige Diagnose des Neuroblastoms wird allerdings
durch histologische Untersuchungen von Tumorgewebe gestellt. Des Weiteren

steht die Metajodbenzylguanidin-Szintigraphie ('*

mIBG) als spezifisches
Nachweisverfahren zur Verfugung. Zur Metastasensuche kann ein Technetium-
Knochenszintigramm herangezogen werden. Auch Sonographie,
Computertomographie und Magnetresonanztomographie konnen zur Feststellung

von Tumorlokalisation, -gro3e und -operabilitat dienen.

1.5.2. Stadien

Das INSS (Internationales Neuroblastom-Stadien-System) unterteilt das

Neuroblastom in funf Stadien (Brodeur et al., 1993):

Stadium 1: Lokalisierter Tumor, entfernbar bis auf mikroskopische Reste (19,2 %
der Patienten).

Stadium 2: Lokalisierter Tumor, entfernbar unter Zurucklassen von
makroskopischen Resten (12 % der Patienten).

Stadium 3: Lokalisierter Tumor mit infiltrativem Uberschreiten der Mittellinie
(Wirbelsaule) und makroskopisch nicht komplett entfernbar (18 % der Patienten).
Stadium 4: Fernmetastasen (39,9 % der Patienten).

Stadium 4S: Fernmetastasen beschrankt auf Leber, Knochenmark, Knochen und

Alter < 1 Jahr (19,5 % der Patienten).
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1.5.4. Prognose

Die 10-Jahresuberlebensrate fur Kinder mit Neuroblastomen betragt 61 + 1 %
(Berthold et al., 2000). Sie ist allerdings stark abhangig von den Stadien und dem
Vorhandensein von Prognosefaktoren.

Die Prognose ist relativ gut im Stadium 1 und 2. Im Stadium 3 ist sie bedeutend

ungunstiger und im Stadium 4 ist der Krankheitsverlauf fatal.

Interessanterweise ist Stadium 4S trotz Fernmetastasen mit einer gunstigen
Prognose behaftet. Die 5-Jahresiiberlebenswahrscheinlichkeit betragt 99 % fur
Stadium 1, 98 % fur Stadium 2, 80 % fur Stadium 3, 31 % fur Stadium 4 und bei
Stadium 4S betragt sie 77 % (Neuroblastomstudie NB, 1997).

Zu den gangigen Prognosefaktoren zahlt das Alter der Patienten, wobei ein Alter
von uber einem Jahr als prognostisch gunstig gilt. Auch die Amplifikationsrate
von N-Myc ist ein wichtiger Prognosefaktor. Hierbei korreliert eine hohe
Amplifikationsrate mit einer schlechteren Prognose (Berthold et al., 1997,

Brodeur et al., 1984 und 1995).

Abhangig von histologischen Einteilungen unterscheidet man Malignitatsgrad I, II
und III, wobei ein niedriger Malignitatsgrad mit einer fortgeschritteneren
Differenzierung verknuipft ist. Je differenzierter der Tumor, desto giinstiger ist die
Prognose. Ferner gibt es eine Reihe von cytogenetischen und
molekularbiologischen Parametern, die bei der Einschiatzung der Prognose von
Bedeutung sein konnen. So sind Parameter wie 1p-Deletion (Christiansen et al.,
1988; Caron et al., 1996; Gehring et al., 1995), DNA-Euploidie (Carlsen et al.,
1992; Look et al., 1991) und fehlende Expression von CD 44 (Trepe et al., 1994;
Combaret et al., 1997), Trk A (Kogner et al., 1993; Nakagawara et al., 1993), p5S7
und N-Ras Zeichen eines ungiinstigen Verlaufs von Neuroblastomerkrankungen

(eine Ubersicht gibt Joshi und Tongalis, 1997).
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1.5.5. Formale Pathogenese und klinisch-biologische Verlaufsformen

Das biologische Verhalten von einzelnen Neuroblastomen ist sehr variabel. Nach
derzeitigem Verstandnis unterscheidet man drei biologisch-klinische

Verlaufsformen.

Spontane Regression: Bei Sauglingen, die das 1. Lebensjahr noch nicht vollendet
haben, konnen Neuroblastome, vor allem Tumore im Stadium 4S, spontan uiber
mehrere Monate ohne therapeutische Eingriffe regredieren (Evans et al., 1981).
Eine Neuroblastom-Screening-Studie in Kanada, die 3 Wochen und 6 Monate
postnatal durchgefuhrt wurde, zeigt eine 2,4- bis 15,9- fach erhohte Diagnoserate
im Vergleich zu Gebieten, in denen keine Screeninguntersuchung durchgefuhrt
wurde (Berthold et al., 1998). Aus diesen Daten kann vermutet werden, dass die
erhohte Diagnoserate in Screeninggebieten den Neuroblastomféllen entspricht, die
im Gebiet ohne Screeninguntersuchung eine spontane Regression erfahren und
sich so der Diagnose entziehen. Hierbei kann die Fahigkeit zu einer spontanen
Regression wahrscheinlich nicht nur den Tumoren im Stadium 4S zugeschrieben
werden. Vielmehr scheint die spontane Regression ein moglicher Verlauf von
Neuroblastomen zu sein, wobei man Tumoren mit diesem Verlauf als spate
embryonale Residuen verstehen konnte, die einen verzogerten Involutionsprozef3

durchlaufen.

Progression: Patienten mit Neuroblastomen im Stadium 4 oder mit einer N-Myc-
Amplifikation und anderen genetischen Prognosefaktoren weisen typischerweise
einen progressiven Verlauf und eine hohe Therapieresistenz auf. Unklar ist
derzeit, ob die Tumore mit einer raschen Progression regelméfig aus zunachst
prognostisch gunstigen Neuroblastomen hervorgehen. Bei vielen Malignomen ist
die schrittweise Ansammlung von genetischen Veranderungen bekannt, die mit
einem ungunstigen Verlauf korrelieren. Auch bei Neuroblastomen konnte dies der
Fall sein. So wurde im Rahmen einer sequenziellen Untersuchung bei ca. 10 %
der Neuroblastome beobachtet, dass ein Primartumor ohne Amplifikation von N-

Myc mit progredientem Krankheitsverlauf eine Amplifikation von N-Myc
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entwickelt hat (Christiansen, personliche Mitteilung). Ca. 40 % aller Patienten

mit Neuroblastomen gehoren zu dieser Risikogruppe (Berthold et al. 2000).

Maturation: Ganglioneurome sind benigne neuronale Tumore. Primire
Ganglioneurome sind selten zu finden, meistens stellen sie einen sekundar
durch eine Chemotherapie maturierten neuronalen Tumor dar. Auch
Neuroblastome konnen zu Ganglioneuromen maturieren, wobei das Einwandern
von Schwannzellen aus dem extratumordsen Gewebe in das Tumorgewebe eine

wichtige Rolle zu spielen scheint (Ambros et al., 1996).

1.5.6. Das Neuroblastom und p27**'

Eine erhohte Expressionsrate von p27*"' ist in vielen Tumoren als Zeichen
gunstiger Prognose bekannt (Esopito et al., 1997; Loda et al., 1997; Porter et al.,
1997; Tan et al., 1997; Yang et al. 1998). Dies lasst sich auch auf
Neuroblastomerkrankungen ubertragen (Bergmann et al., 2001). Bei
Neuroblastomen spielen unterschiedliche Parameter bei der Abschiatzung der
Prognose eine Rolle. Ein mehrfach bestatigter Prognosefaktor ist die
Amplifikationsrate des N-Myc-Gens. Hierbei korreliert die schlechte Prognose
mit der Amplifikationsrate des N-Myc-Gens (Brodeur et al., 1984; Schwab et al.,
1984). Auch die Akkumulation von p27%"', verursacht durch den verminderten
Ubiquitin-Proteasomen-vermittelten Abbau, ist bekannt als ein gunstiger
prognostischer Faktor bei Neuroblastomen (Borriello et al., 2000; Matsuo et al.,
1998).

Das c-Myc stimuliert die Transkription von Cyclin D2- und cul-1-Gene, wodurch
es konsequent zu einer Degradation von p27*"' kommt (Bouchard et al., 1999;
O’Hagan et al., 2000; Perez-Roger et al., 1999). Die Vermutung liegt nahe, dass
sich diese Erkenntnis auch auf N-Myc und p27%"' ibertragen lassen konnte. Es hat
sich jedoch gezeigt, dass N-Myc und p27*"' zwei voneinander unabhingige
prognostische Faktoren bei Neuroblastomen darstellen (Bergmann et al., 2001).
Des Weiteren zeigten Untersuchungen mit reprasentativen Tumorproben, die der

tatsdchlichen Stadienverteilung in der Bevolkerung weitgehend entsprechen,
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folgende weitere Anhaltspunkte zur Bedeutung von p27%*" in Neuroblastomen:
Neuroblastomproben, die eine erhohte Expressionsrate an p27<*" aufweisen und
mit einer hohen Proliferationsrate einhergehen, zeigen eine trotz Proliferation
giinstige Prognose. Obwohl p27%*" hierbei durch D-Typ Cycline — insbesondere
Cycline D1 und D3 — sequestriert vorliegt, scheint allein die Verfugbarkeit an
p27%"" zu einer besseren Prognose beizutragen. Das bedeutet, dass die
Prognosebesserung durch p27%*' in Neuroblastomen nicht nur uber den
Zellzyklusarrest sondern iiber andere Funktionen von p27*?' wie Apoptose oder

neuronale Differenzierung erfolgen muss (Bergmann et al., 2001).

1.6. Gentherapie bei Tumoren

Gentherapie kann definiert werden als das Einfuhren von genetischem Material in
Zellen im Sinne eines therapeutischen Eingriffes. Urspringlich entstand die Idee
einer Gentherapie in Hinblick auf die Behandlung monogener Gendefekte, heute
hofft man durch die Gentherapie ein breiteres Spektrum von Erkrankungen, vor

allem Tumoren, behandeln zu kénnen.

Seit 1990 ist die Gentherapie in klinische Studien aufgenommen worden. Eine
statistisch signifikante Erfolgsquote liegt allerdings noch nicht vor, da einerseits
der Beobachtungszeitraum noch nicht ausreichend ist und andererseits immer
noch einige ungeloste Probleme existieren. Die hauptsachlichen Probleme sind
hierbei die ungenuigende Effizienz der Genuibertragung in die Zellen, die
Unspezifitit der Zielzellen bzw. Zielorgane, eine oft zu kurze Expressionsdauer
des eingefuhrten Genmaterials und technische Schwierigkeiten bei der

Herstellung des Gentransportvehikels.

Als Vehikel fur einen Gentransfer werden zurzeit virale und nicht virale Vektoren
eingesetzt. Ist die Entscheidung fur einen der in Frage kommenden Vektoren
getroffen, gibt es zwei Moglichkeiten der weiteren Vorgehensweise: die ex vivo
Therapie, bei der dem Patienten die eigenen Zellen entnommen werden, um

sie nach der Behandlung mit Vektoren zu reimplantieren, und die in vivo
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Therapie, die eine direkte Applikation der Vektoren beim Patienten erfordert. Da
Viren die biologische Eigenschaft besitzen, ihr Genmaterial in Fremdorganismen
einzuschleusen, lag es nahe, sie als Vektoren einzusetzen, wobei
gentherapeutisch im Allgemeinen vier Virustypen in Frage kommen.

Retroviren wie MuLV (Murine Leukaemia Virus) werden ca. in 60 % aller
klinischen Studien eingesetzt. Sie transferieren Gene zum Wirtsgenom und
ermoglichen so eine stabile Genexpression. Allerdings konnen Retroviren nur
Genmaterial in die sich teilenden Zellen transduzieren. Da die meisten
somatischen Zellen, die potenziell fur eine Gentherapie zuganglich sein sollen,
sich in einem sich nicht teilenden Stadium befinden — z.B. Nervenzellen — sind

andere virale Vektoren erforderlich, die diesen Nachteil iberwinden konnen.

Einen solchen Vektor stellen die Lentiviren dar. Ein bekannter Vertreter dieser
Gruppe ist HIV (Human Immunodeficiency Virus). Der Gentransfer mit Hilfe von
HIV kann sowohl die sich teilenden als auch die ruhenden Zellen betreffen. Dabei
beobachtet man eine lingere Expressionsdauer des transduzierten Genmaterials
als bei einem Gentransfer durch andere Retroviren. Jedoch wird diskutiert, dass
Lentiviren wie HIV auf das Wirtsgenom einen mutagen Effekt ausuben konnten,

der seinerseits zu einer Malignombildung fuhren kann.

Die dritte Klasse der in der Gentherapie eingesetzten Viren sind die Adenoviren.
Sie sind humane DNA-Viren und in der Lage, groBe DNA-Sequenzen bis zu 35
Kilobasen zu transferieren. Die Transfereffizienz ist in in vitro Bedingungen fast
100 %, wobei sowohl die sich teilenden als auch die ruhenden Zellen ins
Zielspektrum kommen. Der entscheidende Nachteil ist allerdings die heftige
Immunreaktion des Wirtsorganismus nach der Behandlung, welche in einigen
Fallen nicht nur die Behandlung an sich, sondern auch eine wiederholte

Behandlung unmoglich macht.

Eine weitere Virusgruppe in der Gentherapie sind die sogenannten AAV, (Adeno-
assoziierte Viren). Sie sind nicht pathogene Einzelstrang-DNA-Viren. Zur
eigenen Replikation benotigen sie Helferviren. AAV Vektoren transduzieren

ruhende Zellen und fuhren zu einer stabilen Expression der uibertragenen Gene.
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Auf Grund fehlender Pathogenitit gelten sie als sichere Vektoren. Jedoch konnen
AAYV Vektoren nur Gene in der GroBle von 3,5 bis 5,0 Kilobasen uibertragen. Ein
weiterer Nachteil ist die weit verbreitete Antikorperprasenz in der Bevolkerung.
So besitzen etwa 80 % aller Erwachsenen Antikorper gegen AAV (Verma and

Somia, 1997; Kay et al., 1997; Anderson, 1998).

Wie bereits oben erwiahnt, sind virale Vektoren nicht das optimale
Transportvehikel. Vor allem die potentielle Pathogenitit der Viren und die
Immunreaktion schrinken den Einsatz viraler Vektoren ein. Prinzipiell ideal
waren daher nicht virale Vektoren wie Liposomen, die auf kationischen Lipiden
basieren. Im Gegensatz zu den viralen Vektoren sind DNA / Lipid-Komplexe
leicht zu préaparieren, weisen keine Einschrankung der zu ubertragenden
GengroBlen auf. Da sie keinen Proteinanteil besitzen, resultiert eine geringere
Immunreaktionen. Auf der anderen Seite gibt es bislang keinen soliden Hinwelis
auf eine hinreichende Transduktionseffizienz in vivo. DNA / Lipid-Komplexe
werden in den Zellen relativ rasch abgebaut. Zudem ist ein gezielter Einsatz

wegen der fehlenden Zellspezifitat nicht moglich.

Zurzeit sind uber 300 klinische Gentherapieprotokolle in der Erprobungsphase,
von denen sich nur die Studie von Inc./Novartis zur Behandlung des Glioblastoma
multiforma in der Phase III befindet. Die uibrigen Studien befinden sich noch in
der Phase II bzw. I, sodass trotz bestehender Schwierigkeiten in naher Zukunft
weitere nutzliche Daten erwartet werden konnen. Nicht zuletzt werden auch auf
dem Gebiet der Molekularbiologie zunehmend Erkenntnisse gewonnen, die
zum besseren Verstandnis und zu neuen technischen Moglichkeiten fuihren

konnten.

1.7. Fragestellung

Das Fehlen von p27%"' bzw. eine mangelnde Expression von p27*"*' scheint
entscheidend zur Pathogenese und Progression des Neuroblastoms beizutragen

(Bergmann et al., 2001). Folglich entsteht die Frage, ob eine externe Substitution
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des fehlenden Proteins in den malignen Prozess reparativ eingreifen und somit zur
Verhinderung der Tumorprogression fuhren wiirde.

Eine technische Moglichkeit zu einer solchen Substitution bieten Tat-
Fusionsproteine. Das kiirzlich beschriebene Tat- p27**'-Fusionsprotein soll in der
Lage sein, Zellmembranen zu uiberwinden und so das an ihm fusionierte Protein

zu transduzieren (Schwarz et al., 2000; Nahagara et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob sich diese neue biotechnische
Mboglichkeit auf Neuroblastomzelllinien ubertragen lasst. Zunachst ist die
beschriebene Fahigkeit des Tat- p27%*'-Proteins, Lipiddoppelmembran zu
passieren, nachzuvollziehen, indem das transduzierte p27*"'-Protein in

behandelten Zellen mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen wird.

Unter der Voraussetzung, dass das Tat- p27*"'-Fusionsprotein von den Zellen
aufgenommen wird, sind die funktionellen Auswirkungen des intrazellulér
eingeschleusten p27%"*' zu untersuchen.

Es wurde berichtet, dass eine Uberexpression von p27%?' zu einem
Zellzyklusarrest fuhren kann (Nourse et al., 1994; Kato et al., 1994). Dies wird
mit Hilfe der FACS-Analyse untersucht. Des Weiteren ist bekannt, dass ein
Wachstumsarrest, induziert durch die Zugabe von Trijodthyronin, mit einem
erhohten Gehalt an p27%"*' und einer neuronalen Differenzierung der behandelten

Neuroblastomzellen einhergeht (Perez-Juste und Aranda, 1999).

Nach einer erfolgten Transduktion von p27*?' werden daher mikroskopisch die

Veranderungen der Zellmorphologie beobachtet.
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2. Material

2.1. Chemikalien, Enzyme und Medien

Soweit nicht besonders aufgefuihrt, wurden Chemikalien in Analysequalitit von
den Firmen Sigma, Merck und Serva verwendet. Feinchemikalien mit hohstem
Reinheitsgrad, sowie Zellkulturmedien, Trypsin-EDTA-L6sung und
Penicillin/Streptomycinlosung wurden von der Firma GIBCO geliefert. Andere

Liferanten werden in Klammern nach dem jeweiligen Material aufgefuhrt.

2.2. Materialien fur die Zellkultur

Vollmedium 500 ml RPMI-1640 Medium
50 ml FCS (PAA Laboratories),
wiarmeinaktiviert (30 mim bei +56°C),
5,5 ml Penicillin/Streptomycin Stammlosung
(10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin),
5,5 ml L-Glutamin (200 mM).

Hungermedium wie Vollmedium, anstelle von 50 ml FCS nur 2,5 ml.
Trypsin-EDTA 1x EDTA-Trypsin.
PBS pH 7,5 137 nM NacCl,
3 mM KCl,
6,4 mM Na,HPO,,
1,5 mM KH, HPO,,
pH 7,4 mit HCL einstellen.
DMSO Dimethylsulfoxid 100% (Merck).
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2.3. Saugetierzelllinien

SH-SYS5Y Humane Neuroblastom-Zelllinie,

Spender : Kaukasisch, weiblich, 4 Jahre alt, aus

Knochenmark.
2.4. Bakterienkultur
Agarmedium LB-Medium
1,5 % (v/v) Bacto-Agar
LB-Medium 10 g Bacto Tryptone (DIFCO),
5 g Yeast Extrakt (DIFCO),
10 g NaCl,
in 11 Aqua dest.
Ampicillin Stammlosung ; 100 mg/ml

2.5. Proteinexpression in Bakterienkultur
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid

(AppliChem), fur 1 M Stammlosung ;
2,383 g IPTG in 10 ml Aqua dest.

2.6. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS

Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
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Laufpuffer pH 8,3

Acrylamidstammlosung

3x SDS Probenpuffer

TEMED

Isopropanol

Molekulargewichtsmarker

0,4 % (w/v) SDS

25 mM Tris
0,2 M Glycin
0,1% (w/v) SDS

30 % (w/v) Acrylamid,
0,8 % (w/v) N,N'-Methylenbisacrylamid in
H,O, Lagerung bei 4°C, lichtgeschiitzt.

4,8 ml 4 x Trenngelpuffer,

0,6 g SDS (6 % SDS),

0,420 ¢ DTT (0,3 M DTT),

kleine Spatelspitze Bromphenolblau, 3,5 ml Glycerin,
ad 10 ml in H,0

Ammoniumpersulfat 10 % (w/v) in H,O
Tetramethylathylendiamin

(Roth) 100 %

Full Range Rainbowmarker RPN 800
(Amersham)

Low Range Rainbowmarker RPN 755

(Amersham)

Benchmark (Gibco)

2.7. Coomassie-Farbung

Farbelosung

2 g Coomassie brilliant blue R250 (Sigma),
450 ml Aqua bidest.,
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Entfarbelosung

450 ml Methanol (J.T.Baker),
100 ml Eisessig.

100 ml Eisessig,
250 ml Methanol,
650 ml Aqua bidest..

2.8. Proteinisolierung aus Bakterien

HEPES

Puffer Z

Imidazol

Puffer A

Puffer B

Ni-NTA

PD-10

Proteaseninhibitoren

Fur 0,1 M Stammlosung; 23,83 ¢ HEPES/I,
entsprechender pH-Wert mit KOH eingestellt.

200 ml 0,1 M HEPES (20 mM) pH 8,0,
4 ¢ NaCl (0,1 M),

480,48 g Urea (8 M),

ad 1 I mit Aqua dest.

1,3- Daza-2,4-Cyclopentadin

2,9 g/1 NaCl (50 mM NacCl),
200 ml 0,1M HEPES pH 6,5 (20 mM HEPES).

58,44 g/l NaCl (1M),
200 ml 0,1M HEPES pH 6,5.

QIAGEN, Hilden

Amersham Pharmarcia

Aprotinin (Boehriger Mannheim) 5 mg/ml in

PBS, Leupeptin (B.M.) 5 mg/ml in H,0,
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Pepstatin (B.M.) 1 mg/ml in Methanol PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid) 0,2 M in Ethanol,

Glycerol

2.9. Proteinbestimmung nach Bradford

Bradford Reagenz 0,01 % (w/v) Coomassie brilliant blue G-25,
4,75 % (v/v) Ethanol,
10% (v/v) Orthophosphorsaure in H,O,

filtrieren, lichtgeschutzt lagern.

Referenz Stocklosung BSA (Fraktion V, AppliChem) 1 mg/ml in
Lysepuffer.

Sonstiges 0,15 M NaCl-Losung.

2.10. Immunfluoreszenzfarbung

Fixierlosung Paraformaldehyd 3,7 % (w/v),

frisch angesetzt und filtriert.

Waschlosungen 1x PBS pH 7.4,
1x PBS /0,1 M Glycin pH 7,4,
1x PBS /0,1 % (v/v) NP-40 pH 7.4,
I1x PBS /0,5 % NP-40 / 5% (v/v) FCS.

Antikorper a-p27%"', IgG monoklonal-Maus (Transduction

Laboratories),
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a-Maus,Chromophor (Cy3)-Konjugat (Jackson
ImmunoResearch Laboratories), alle Antikorper

in 1:50 Verdunnung in PBS/ 0,5 % NP-40/ 5 % FCS.

DAPI 4,6-Diamino-2-Phenylindol (Sigma),
Stocklosung 5 mg/ml.

Entsiegelungsmedium PBS pH 7.4,
40 % (v/v) Glyzerin,
0,1 % (v/v) Na-Azid.

2.11. Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Puffer A 143,9 g Guanidin-HCI (6 M),
3,5 g NaH,PO, (0,1 M),
ad 250 ml Aqua dest., pH auf 8,0 mit 5 M NaOH.

Puffer B mit 5 M Urea ; 75 g Urea,
3,44 ¢ NaH,PO, (0,1 M),
ad 250 ml Aqua dest., pH auf 8,0
mit 10 M NaOH.
mit 1 M Urea ; 15 g Urea,

sonst wie oben.

Puffer C 1,9 g KCI (100 mM),
3,45 g Na,HPO, (0,1 M),
0,05 g MgCl, (1 mM),
ad 259 ml Aqua dest.,
jeweils ohne pH-Einstellung (pH 8,6) und mit pH-
Einstellung auf 7,0.

G-50 Saule 10 g Sephadex® G-50 Fine (Pharmacia Biotech),
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100 ml 1x PBS, 1h bei 90°C im Wasserbad,

entgasen, aufladen des Saulenmaterials, mit PBS

waschen.
FluoroLink™ Cy3™ Amersham LIFE SCIENCE
2.12. FACS-Analyse
1x PBS Siehe 2.2.
Trypsin-EDTA Siehe 2.2.
Eiskaltes Ethanol Riedel-de Héaen
0,1% NP40 in 1x PBS Siehe 2.10.
RNAse A 10 mg/ml Stammlosung
Propidiumiodid 2 mg/ml Stammlosung (Sigma)

2.13. Praparation von Plasmid

STET-Puffer 8 % (w/v) Saccharose,
0,5 % (v/v) Triton X-10,
50 mM EDTA,
50 mM Tris-HCI,
pH 8,0.

Lysozym 50 mg/ml in H,0

Natrium-Azetat 3Min H,0O
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden im Wesentlichen nach
Standardmethoden durchgefuhrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden
in Adhasionskultur gehalten. Fur die im Folgenden beschriebenen Experimente
wurden Saugetierzellen im Allgemeinen auf 6 cm, 10 cm oder 15 cm Polystyrol
Zellkulturschalen (Nunc, Greiner) kultiviert.

Entsprechend den jeweiligen Versuchsbedingungen wurden ein RPMI-1640
Medium mit Zusatz von 10 % FCS (v/v), 1 % L-Glutamin (v/v) und 1 % Penicillin /
Streptomycin (v/v) Stammlosung verwendet. In das Hungermedium wurde statt 10
9% FCS nur 0,5 % FCS zugegeben. Die Inkubation der Zellen geschah in einem
Heraeus Brutschrank (B5060 EC-CO,) bei 37°C, 96 % relativer Feuchte und 5 %
CO..

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer sterilen

Arbeitsbank (Heraecus HeraSafe) durchgefuhrt.

3.1.2. Passagieren von Zellen

Um einen Wachstumsstopp durch eine Kontaktinhibierung zu vermeiden, wurden
die Zellen abhangig von ihrer Wachstumsdichte, alle 2-4 Tage zwischen 1:5 und
1:20 verdunnt und neu ausplattiert bzw. passagiert. Da die verwendeten Zelllinien
adhérent wuchsen, wurden sie zuniachst durch die Behandlung mit Trypsin-EDTA
von der Kulturschale abgelost.

Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen einmal mit sterilem
PBS pH 7,4 gewaschen, um die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren zu

entfernen.
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Danach wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA Losung uberschichtet und
zwischen 2 und 5 Minuten bei 37°C inkubiert, bis sie sich vollstandig von der
Kulturschale gelost hatten.

Die Zellen wurden entsprechend der erwiunschten Endverdunnung in
Zellkulturschalen, die mit frischem Medium vorbereitet worden waren,

ausplattiert.

3.1.3. Auftauen der Zellen

Um Zellschadigungen wahrend des Auftauens zu vermeiden, wurde dieser
Prozess moglichst schnell durchgefuhrt. Die eingefrorenen Zellen (1 ml in 1,8 ml
Cyro-Tubes) wurden hierzu bei 37°C im Wasserbad soweit erwarmt, dass das
Medium gerade wieder flussig wurde. Die Zellsuspension wurde anschliefend mit
10 ml vorgewarmtem Medium gemischt und in einem 15 ml Falcon-
Reaktionsgefal fur 5 Min. bei 1000 rpm in einer Heraeus Minifuge
abzentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in
10 ml Medium resuspendiert. Je nach Zelldichte wurden die Zellen dann auf 10

oder 15 cm Zellkulturschalen ausgesit.

3.1.4. Einfrieren von Zellen

Fur die langfristige Lagerung wurden die eukaryotischen Zellen in flussigem
Stickstoff bei -190°C aufbewahrt. Um die schadliche Bildung von Eiskristallen
beim Einfriervorgang zu vermeiden, wurden die Zellen in einem speziellen
Einfriermedium langsam auf die Lagertemperatur gebracht. Dazu wurden die
Zellen zunéchst wie in 3.1.3. beschrieben, in Suspension gebracht.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 5 Min. in einer Heraeus Minifuge in
Raumtemperatur bei 1000 rpm vom Kulturmedium isoliert. Das Zellpellet wurde
dann in eiskaltem RPMI Medium mit 25 % FCS (v/v) DMSO (1 ml pro
konfluenter 15 cm Platte) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Nunc

Cyrovials (2 ml) abgekuhlt und fur einige Minuten in einem Eisbad auf 0°C
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gebracht. Dann wurde die Zellsuspension fur drei Tage bei -80°C gelagert
und schlieBlich in Lagertanks mit flussigem Stickstoff zur Langzeitlagerung
uberfuhrt.

Die Zellen wurden tublicherweise in einer Dichte von 5 x 10° bis 1 x 10’

eingefroren.

3.1.5. Bestimmungen der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Auf dem Zahlgitter der Kammer wurde ein Deckglas so angebracht, dass die
Newton’schen Ringe erkennbar wurden. Frisch trypsinisierte und in einem
definierten Volumen Medium resuspendierte Zellen wurden dann auf die
Zahlkammer unter das Deckglas pipetiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl in 25
Feldern ausgezahlt und hieraus der Mittelwert ermittelt.

Durch Multiplikation des Mittelwertes mit 1 x 10* erhalt man die Zellzahl pro ml.

3.1.6. Arretieren von Zellen

Um ein definiertes Ausgangsstadium des Zellzyklus herzustellen, kann man
Zellen arretieren, d.h. Zellen durch bestimmte Kulturbedingungen in die G1 / GO
Phase des Zellzyklus versetzen.

Zu diesem Zwecke wurden die Zellen nach Erreichen eines konfluenten Zustandes
nicht passagiert, sondern einmal mit frischem Vollmedium versorgt und
anschliefend fur 72 Stunden in diesem Zustand belassen. Die Zellen befinden sich

dann nach Ablauf dieser Inkubationszeit in der G1 / GO Phase.
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3.2. Bakterienkultur

3.2.1. Allgemeine Kulturbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich BL 21-Bakterien kultiviert,
die von S.F. Dowdy Lab., bereits mit Tat-p27**"" Wildtyp transformiert, zur
Verfugung gestellt wurden. Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium mit 100
ul/ml Ampicillin bei 37°C in Schiuittelinkubatoren.

3.2.2. Konservierung von Bakterienvorrat

1 ml 0,1% Ampicillin/LB-Medium wurde in ein Glasrohrchen gegeben und mit
einer Kolonie der BL 21-Bakterien geimpft. Diese Bakterienkultur wurde bei
37°C uber Nacht unter Schutteln inkubiert. Nach der Inkubation wurde jeweils 1
ml der Ubernachtkultur 1 ml Glycerol zugegeben und bei -80°C in einem

Kyrorohrchen aufbewahrt.

3.2.3. Analytische Praparation von Plasmid DNA aus Bakterien (Mini-Prap)

1 ml der ,,Ubernachtkultur” von transformierten E. coli wurde fur 1 Min. bei 7000
rpm in der Heraeus Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in
110 ul STET Puffer mit Lysozym (0,5 mg/ml) aufgenommen und fur 5 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Suspension fur 1 Min. bei 95°C
inkubiert und anschlieBend fur 15 Min. bei 13000 rpm in der Heraeus
Tischzentrifuge bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde entfernt und der
Uberstand mit 110 ul Isopropanol versetzt und erneut bei 13000 rpm in der
Tischzentrifuge fur 15 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit 70
% (v/v) Ethanol gewaschen, anschlieend kurz getrocknet und in 30 ul TE Puffer

aufgenommen.
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3.2.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung wurde diese in eine
Quarzkuvette mit einer Schichtdicke von 1 cm uberfuhrt und die Absorption bei
260 nm gemessen. Die Reinheit einer DNA-Préparation kann durch die Messung
der DNA-haltigen Losung bei 280 nm und des Quotienten A, /A, abgeschatzt
werden. Eine ausreichend reine Préparation sollte einen Quotienten A,q/A,q, von

1,8 + 0,2 aufweisen.

3.3. Biochemische Methoden

3.3.1.Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde die von
Bradford beschriebene Methode (1976) benutzt. Die Methode beruht auf der
Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren Losung aus
Coomassie Brillant-Blau G-250 von 465 nm zu 595 nm verschiebt, wenn
Proteinbindungen auftreten. Dabei ist die Extinktionszunahme einer Zunahme der
Proteinkonzentration annahernd proportional. Mit Hilfe einer BSA-Referenzkurve
kann der Proteingehalt der Zelllysate bestimmt werden. Hierzu wurden 1, 2, 4, 6
und 8 ul der BSA-Losung (1 mg/ml) mit einer 150 mM NaCl Losung auf 100 ul
aufgefullt und mit je 1 ml Bradford-Losung versetzt. In der gleichen Weise
wurden 1 pl und 2 ul des Proteinlysates eingesetzt. Nach 10 Min. Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die OD,,; der Proben gegen einen Leerwert ohne Protein
bestimmt. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde dann an der erstellten BSA-

Referenzkurve abgelesen.

3.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine lassen sich entsprechend ihrer Molekillmasse in einem Acrylamidgel

auftrennen. Je nach gewidhlten Pufferbedingungen konnen native und
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denaturierende Acrylamidgele verwendet werden. Im Allgemeinen wurden in der
vorliegenden Arbeit denaturierende, diskontinuierliche Acrylamidgele verwendet.
SDS denaturiert Proteine und geht nicht kovalente Wechselwirkungen mit dem
hydrophobem Bereich ein. Dabei ist das Verhdltnis von SDS-Molekiilen pro
Aminosédure anndhernd konstant. Durch die komplette Entfaltung der Proteine und
deren Verbindung mit SDS werden Ladungsunterschiede ausgeglichen. Alle
Proteine erhalten negative Ladung und wandern im elektrischen Feld zur Anode.
Da die spezifische Ladung gleich ist, hiangt die Wanderung neben der
Durchlassigkeit der Matrix nur vom Molekulargewicht der Proteine ab.
Verwendet wurden vertikale Gelapparaturen, die ein kurzes, niedrigprozentiges
Sammelgel enthalten, in dem zunéchst eine schmale Proteinfront aufgebaut wird.
Diese wird nach dem Erreichen des Trenngels, in dem andere Pufferbedingungen
herrschen, entsprechend der Molekillgrofle der enthaltenen Proteine aufgetrennt.
Sowohl Sammel- als auch Trenngel wurden durch Mischen der jeweiligen
Gelpuffer mit Acrylamid-/Bisacrylamid Stammlosung und H,O hergestellt. Dem
Trenngel wurde zusatzlich 1 % lineares Polyacrylamid gegeben, um eine bessere
mechanische Festigkeit des Gels zu erreichen. Die Polymerisation der Gele wurde
durch Zugabe von TEMED (0,08 % v/v) und APS (1 % v/v) gestartet.

Die Gele wurden in einer Dicke von 0,8 oder 1 mm zwischen Glasscheiben der
GroBe 12 x 10 cm, 20 x 20 cm oder 20 x 36 cm gegossen. Um eine glatte
Oberflache des Trenngels zu erreichen, wurden die Gele bis zum Abschluss der
Polymerisation mit Isopropanol uberschichtet. Danach wurde das Sammelgel
aufgegossen. Je nach Volumen der aufzutrennenden Proben wurden
unterschiedlich groBe Ladetaschen zwischen 50 und 200 mm® im Sammelgel
durch Einsetzen eines Kammes gebildet.

Die aufzutrennenden Proteinproben wurden mit 3 x SDS-Probenpuffer versetzt,

fur 5 Min. bei 100 °C inkubiert und dann auf das Gel aufgetragen.

Fur das rekombinante Tat-p27*"" wurden ausschlieBlich 12 %ige SDS Trenngele
verwendet. Bei einer angelegten Spannung von 10 V/cm ergibt sich je nach Lange
des Gels nach 1 bis 2 Stunden eine Auftrennung nach Molekulgro3e mit einer

Auflosung von ca. 1 kD, welches etwa 10 Aminosaureresten entspricht.
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3.3.3. Proteinexpression mit IPTG

Die verwendeten BL21(DE3)pLysS-Bakterien enthalten die pRSET-Vektor, der
die gewiinschte Sequenz fur Tat-p27%P'-Protein enthalt. Wichtig fur die
Expressionskontrolle ist die zweifach vorhandene lac-Repressor Bindungsstelle,
die eine effiziente Repression des T7-Promotors garantiert. Durch die Bindung an
die Operatorregion blockieren lac-Repressor-Proteine den T7-Promotor. Wird der
Bakterienkultur IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactosid; Studier und Moffat, 1986)
zugesetzt, bindet sich dieser an [ac-Repressor-Proteine, sodass die T7-
Promotorregion freiliegt. Nun konnen die RNA-Polymerasen, beginnend am
Promotor, die Sequenz translatieren.

Eine Kolonie der fur die vorliegende Arbeit zur Verfugung gestellten (SF Dowdy
Lab, Washington University School of Medicine, St. Louis, USA) BL2I-
Bakterien wurde in 1 L 0,1 % Ampicillin-LB-Medium geimpft und uiber Nacht bei
37 °C geschiuttelt. 200 ml dieser Ubernachtkultur wurden am nachsten Tag mit
800 ml 0,1 % Ampicillin-LB Medium gemischt und auf 1 mM IPTG eingestellt.
Anschliefend wurde die Bakterienkultur funf Stunden lang bei 37 °C geschittelt,
wobei zum Zeitpunkt 0, 1, 2, 3, 4 und 5 h der Inkubation jeweils 1 ml Kulturprobe
zum Nachweis der Induktion entnommen wurde. Diese Proben wurden bei 13000
rpm 5 Min. zentrifugiert und die Zellpellets mit 50 ul 3 x SDS gemischt. Mit Hilfe
von 12 % SDS-PAGE wurden die Proteinproben aufgetrennt und anschlieend

nach der Coomassie-Methode gefarbt.

3.3.4. Herstellung von Proteinlysaten aus Bakterien

Die Gesamtkultur wurde in Puffer Z aufgenommen und die Bakterien durch
dreimalige Behandlung mit einem Zellhomogenisator Typ Art-Micra D8
aufgebrochen. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert. Das
Bakterienlysat wurde fur die nachfolgende Ni-NTA Reinigung auf 10 mM

Imidazol eingestellt.
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3.3.5. Nickelsaulen-Reinigung von His tag-Protein (Ni-NTA)

Das NTA (Nitrilotriacetic) ist ein tetrarer Komplexbildner. Es besetzt vier von
sechs Ligand-Bindungsstellen von einem Nickel-Ion, wobei zwei Stellen fur die
Interaktion mit 6xHis tag freigelassen werden. Die Imidazoldoméane von His tag
bindet sich an Nickel-Ionen. Zur Vermeidung von Kontaminanten an der
Nickelsaule wird 10 mM Imidazol hinzugefugt. Auf Grund der
Strukturdhnlichkeit bindet sich Imidazol an die Nickel-Ione und verhindert so die
Bindung von diversen Histidindomédnen verschiedener nicht markierter
(“untagged”) Hintergrundproteine.

Die Nickel-NTA-Agarose wurde mit 2 ml Puffer Z / 30 mM Imidazol dquilibriert.
Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und der Nickel-NTA-
Agarose dem zuvor auf 10 mM Imidazol gebrachte Bakterienlysat gegeben und
fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Nach wiederholter Zentrifugation wurde der
Uberstand aufgehoben und die Nickel-NTA-Saule mit 10fachem Saulenvolumen
Puffer Z / 30 mM Imidazol gewaschen. Dann begannen die eigentlichen
Elutionsschritte mit Puffer Z / 250 mM Imidazol, Puffer Z / 500 mM Imidazol
und Puffer Z / 1 M Imidazol, wobei die Inkubationszeit jeweils 30 Min. bei 4°C
betrug. Der Uberstand wédhrend der einzelnen Schritte wurde gesondert
gesammelt.

Alle Reinigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie Farbung
uberpruft.

3.3.6. Mono-S-Saule-Reinigung auf FPLC™

FPLC (fast protein, peptide and polynucleotide liquid chromatography) wurde fur
die Separation von Biomolekulen entwickelt. Diese Technik basiert auf
Ladungsunterschieden  verschiedener Biomolekille, wobei fur den
Anionenaustausch eine Mono Q- oder Mono P-Siule verwendet wird und fur
einen Kationenaustausch eine Mono S-Saule zum Einsatz kommt. Eine
ausreichend hohe Selektivitat wird garantiert durch verschiedene Variablen wie

Medium, pH, Puffer, Salzkonzentration und die Biomolekule selbst. Der
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besondere Zweck der Verwendung von FPLC in der vorliegenden Arbeit ist vor
allem, die hohe Konzentration des Harnstoffs im Eluat nach der Ni-NTA
Reinigung zu eliminieren und durch einen HEPES-haltigen Puffer (PufferB) zu
ersetzen.

Fur die vorliegende Arbeit wurde eine Mono S-Saule auf FPLC (Pharmacia)
verwendet. Die Mono S-Saule tragt auf der Matrix Sulphonate (SO;y), die
zunachst mit Puffer A (50 mM NaCl, 20 mM HEPES) #quilibriert werden.
Danach flieBt die Probe, die die gewinschten Fraktionen von Schritt 3.3.5.
enthilt, durch die Saule. Hierbei binden sich die positiv geladenen Proteine an die
Matrix. Im nachsten Schritt werden die gebundenen Proteine systematisch von der
Matrix gelost und aufgefangen, indem man die Mono S-Saule mit Puffer B (1 M
NaCl, 20 mM HEPES) in steigender Beimengung zu Puffer A wascht. Wahrend
dieses Prozesses wird standig die Absorption der aufgefangenen Losungen
gemessen und in einer Kurve aufgetragen, wobei die jeweils entsprechende
Fraktion des Eluats zu 1 ml in einer Eppendorfer Tube gesammelt wird. Die
Fraktionen des Eluats mit hochster Absorption enthalten in der Regel das
separierte Protein. Jeweils 10 ul solcher Fraktionen werden auf einem 12 % SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie Farbung auf das

Vorhandensein des gewunschten Proteins hin uberpruft.

3.3.7. PD-10-Reinigung

Fur den Austausch von NaCl in Proteinproben durch PBS/Proteaseinhibitoren
wurde eine PD 10-S4aule von der Firma amersham pharmacia biotech verwendet.

Die Tragersubstanz der PD 10-Séule ist Sephadex G-25 M, welche zunéchst mit
25 ml PBS/Proteaseinhibitoren aquilibriert wird. Danach wird die Saule mit 2,5
ml der Proteinproben geladen. Die so vorbereitete Saule wird mit 5 ml
PBS/Proteaseinhibitoren eluiert und die Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Hierbei
werden proteinhaltige Fraktionen auf Grund der hoheren Molekillmasse zuerst
zusammen mit PBS/Proteaseinhibitoren eluiert. Diesen folgt dann die NaCl-

haltige Fraktion ohne Proteine.
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Je 10 ul der Fraktionen wurden auf 12 % SDS-PAGE aufgetrennt und das Protein
durch Coomassie Farbung nachgewiesen. Die Fraktionen, die das gewiinschte
Protein enthielten, wurden in 5 %iges Glycerol aufgenommen und bei -80°C

aufbewabhrt.

3.3.8. Immunfluoreszenzfarbung

Zum Nachweis der subzellularen Verteilung eines Proteins kann man das zu
beobachtende Protein direkt oder indirekt immunfluoreszent markieren, um es

dann mikroskopisch sichtbar zu machen.

Hierfur wurden Zellen auf mikroskopischen Deckglaschen kultiviert. Die Zellen
wurden zum gewiinschten Zeitpunkt mit PBS pH 7,4 gewaschen und mit
Formaldehydlosung (3,8 % in PBS pH 7.4) fixiert. Nach zweimaliger Inkubation
in 0,1 M Glycin fur jeweils 5 Minuten und 0,1 % (v/v) NP-40 fur 10 Min., beide
gelost in PBS pH 7.4, wurden die Zellen fur 30 Min. bei Raumtemperatur in IF-
Blocklosung (0,1 % v/v NP-40, 5 % v/v FCS in PBS pH 7.4) behandelt, um
unspezifische Antikorperbindungen zu minimieren. Anschliefend wurden die
Zellen 60 Min. in IF-Blocklosung inkubiert, welche den primiaren, gegen das zu
untersuchende Protein gerichteten AntikOrper enthielt. Die verwendeten
Antikorper wurden ublicherweise in einer Verdinnung von 1:50 angesetzt. Dann
wurden die Zellen dreimal fur 5 Min. mit IF-Blocklosungen gewaschen.

Danach erfolgte die Inkubation fur 60 Min. mit sekunddarem Antikorper, der an ein
Chromophor gekoppelt ist. Dieser Inkubationslosung wurde zusatzlich zur
Gegenfarbung der DNA DAPI (50 mg/ml) in einer Verdunnung von 1:50
beigegeben.

SchlieBlich wurden die Zellen dreimal 5 Min. mit PBS pH 7,4 / 0,1 % (v/v) NP-40
und je einmal mit PBS pH 7,4 und H,O gewaschen. Die Deckgldaschen wurden
dann mit Hilfe von Entsiegelungsmedium auf Objekttragern fixiert.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem DMIRB Mikroskop.
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3.3.9. Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Um die rekombinanten Tat-p27"' Proteine spezifisch markieren zu konnen,
wurden die rekombinanten Proteine mit Hilfe des FluoroLink™ Cy3™
(Amersham) kovalent markiert. Die Trennung der markierten Proteine von
uberschuissigen Chromophor Cy3 erfolgte durch die G-50 Sepharose-Saulen. Die
Elutionen wurden gesammelt und mit SDS-PAGE und Coomassie Farbung

uberpruft.

3.3.10. FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analyse

Die menschlichen Chromosomen lassen sich auf Grund ihrer unterschiedlichen
GroBlen und Basenzusammensetzungen mit Hilfe einer Durchflusssortierung
auftrennen (daher auch Durchfluss-Cytometrie genannt; Bartholdi et al. 1987).
Bei diesem Verfahren farbt man Chromosomenpriparate mit einem DNA-
bindenden Farbstoff, der in einem Laserstrahl fluoresziert. Die Fluoreszenzstirke
eines Chromosoms ist proportional zur gebundenen Farbstoffmenge und dadurch

weitgehend proportional zum DNA-Gehalt und zur Grofle des Chromosoms.

Da die einzelnen Chromosomen unterschiedliche Mengen fluoreszierender
Farbstoffe binden, kann man sie in einem Durchfluss-Cytometer auftrennen. Ein
kontinuierlicher Strom von Tropfen, die die gefarbten Chromosomen enthalten,
wandert mit einer Geschwindigkeit von 1000 bis 2000 Chromosomen pro
Sekunde durch einen genau fokussierten Laserstrahl. Ein Lichtdetektor
(Photomultipler) misst die Fluoreszenzintensititen der Chromosomen, die jeweils
einzeln in den Tropfen vorliegen.

Anhand dieser Tatsachen kann man den DNA- und Proteingehalt in jeder Zelle
bestimmen. Da in jeder Zellzyklus-Phase ein unterschiedlicher DNA- und
Proteingehalt vorliegt, ist es moglich, die Zellzyklus-Situation der zu

untersuchenden Proben durch FACS zu analysieren.
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Als DNA-Farbstoff konnen Propidiumiodid (PT) und DAPI verwendet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlielich PI verwendet.

Die zu untersuchenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit ca. 2 ml Trypsin behandelt. Die von der Kulturplatte
gelosten Zellen wurden in 5 ml PBS aufgenommen und in ein 15 ml Falcongefal3
uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde dann 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 300 ul PBS und 900 ul eiskaltes
Ethanol aufgenommen, gut gemischt und entweder zur sofortigen Farbung weiter

verarbeitet oder bei —20°C bis zur Farbung gelagert.

Zur Farbung wurden Zellen in PBS und Ethanol 5 Min. bei 1500 rpm
abzentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
500 ul PBS/0,1 % NP40 resuspendiert. Das Resuspensat wurde dann 10 Min. auf
Eis inkubiert und anschlieBend nochmals 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert. Dem
entstandenen Zellpellet wurde 1 ml PBS, 20 ul RNAse A (10 mg/ml) und 30 wl
Propidiumiodid (2 mg/ml in PBS) zugesetzt. Dieses Gemisch wurde mindestens
30 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und in ein FACS-Rohrchen
uberfuhrt. Bis zur tatsichlichen Messung wurden die Proben dunkel auf Eis

gehalten.
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden im Wesentlichen nach
Standardmethoden durchgefuhrt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden
in Adhasionskultur gehalten. Fur die im Folgenden beschriebenen Experimente
wurden Saugetierzellen im Allgemeinen auf 6 cm, 10 cm oder 15 cm Polystyrol
Zellkulturschalen (Nunc, Greiner) kultiviert.

Entsprechend den jeweiligen Versuchsbedingungen wurden ein RPMI-1640
Medium mit Zusatz von 10 % FCS (v/v), 1 % L-Glutamin (v/v) und 1 % Penicillin /
Streptomycin (v/v) Stammlosung verwendet. In das Hungermedium wurde statt 10
% FCS nur 0,5 % FCS zugegeben. Die Inkubation der Zellen geschah in einem
Heraeus Brutschrank (B5060 EC-CO,) bei 37°C, 96 % relativer Feuchte und 5 %
CO.,.

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer sterilen

Arbeitsbank (Heraeus HeraSafe) durchgefiihrt.

3.1.2. Passagieren von Zellen

Um einen Wachstumsstopp durch eine Kontaktinhibierung zu vermeiden, wurden
die Zellen abhéngig von ihrer Wachstumsdichte, alle 2-4 Tage zwischen 1:5 und
1:20 verdunnt und neu ausplattiert bzw. passagiert. Da die verwendeten Zelllinien
adhérent wuchsen, wurden sie zunachst durch die Behandlung mit Trypsin-EDTA
von der Kulturschale abgelost.

Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen einmal mit sterilem
PBS pH 7,4 gewaschen, um die im Serum enthaltenen Proteaseinhibitoren zu

entfernen.
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Danach wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA Losung uberschichtet und
zwischen 2 und 5 Minuten bei 37°C inkubiert, bis sie sich vollstandig von der
Kulturschale gelost hatten.

Die Zellen wurden entsprechend der erwiunschten Endverdunnung in
Zellkulturschalen, die mit frischem Medium vorbereitet worden waren,

ausplattiert.

3.1.3. Auftauen der Zellen

Um Zellschadigungen wahrend des Auftauens zu vermeiden, wurde dieser
Prozess moglichst schnell durchgefuhrt. Die eingefrorenen Zellen (1 ml in 1,8 ml
Cyro-Tubes) wurden hierzu bei 37°C im Wasserbad soweit erwarmt, dass das
Medium gerade wieder flussig wurde. Die Zellsuspension wurde anschliefend mit
10 ml vorgewarmtem Medium gemischt und in einem 15 ml Falcon-
Reaktionsgefal fur 5 Min. bei 1000 rpm in einer Heraeus Minifuge
abzentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in
10 ml Medium resuspendiert. Je nach Zelldichte wurden die Zellen dann auf 10

oder 15 cm Zellkulturschalen ausgesit.

3.1.4. Einfrieren von Zellen

Fur die langfristige Lagerung wurden die eukaryotischen Zellen in flussigem
Stickstoff bei -190°C aufbewahrt. Um die schadliche Bildung von Eiskristallen
beim Einfriervorgang zu vermeiden, wurden die Zellen in einem speziellen
Einfriermedium langsam auf die Lagertemperatur gebracht. Dazu wurden die
Zellen zunéchst wie in 3.1.3. beschrieben, in Suspension gebracht.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation fur 5 Min. in einer Heraeus Minifuge in
Raumtemperatur bei 1000 rpm vom Kulturmedium isoliert. Das Zellpellet wurde
dann in eiskaltem RPMI Medium mit 25 % FCS (v/v) DMSO (1 ml pro
konfluenter 15 cm Platte) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in Nunc

Cyrovials (2 ml) abgekuhlt und fur einige Minuten in einem Eisbad auf 0°C
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gebracht. Dann wurde die Zellsuspension fur drei Tage bei -80°C gelagert
und schlieBlich in Lagertanks mit flussigem Stickstoff zur Langzeitlagerung
uberfuhrt.

Die Zellen wurden tublicherweise in einer Dichte von 5 x 10° bis 1 x 10’

eingefroren.

3.1.5. Bestimmungen der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Auf dem Zahlgitter der Kammer wurde ein Deckglas so angebracht, dass die
Newton’schen Ringe erkennbar wurden. Frisch trypsinisierte und in einem
definierten Volumen Medium resuspendierte Zellen wurden dann auf die
Zahlkammer unter das Deckglas pipetiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl in 25
Feldern ausgezahlt und hieraus der Mittelwert ermittelt.

Durch Multiplikation des Mittelwertes mit 1 x 10* erhalt man die Zellzahl pro ml.

3.1.6. Arretieren von Zellen

Um ein definiertes Ausgangsstadium des Zellzyklus herzustellen, kann man
Zellen arretieren, d.h. Zellen durch bestimmte Kulturbedingungen in die G1 / GO
Phase des Zellzyklus versetzen.

Zu diesem Zwecke wurden die Zellen nach Erreichen eines konfluenten Zustandes
nicht passagiert, sondern einmal mit frischem Vollmedium versorgt und
anschliefend fur 72 Stunden in diesem Zustand belassen. Die Zellen befinden sich

dann nach Ablauf dieser Inkubationszeit in der G1 / GO Phase.
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3.2. Bakterienkultur

3.2.1. Allgemeine Kulturbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich BL 21-Bakterien kultiviert,
die von S.F. Dowdy Lab., bereits mit Tat-p27**"" Wildtyp transformiert, zur
Verfugung gestellt wurden. Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium mit 100
ul/ml Ampicillin bei 37°C in Schiuittelinkubatoren.

3.2.2. Konservierung von Bakterienvorrat

1 ml 0,1% Ampicillin/LB-Medium wurde in ein Glasrohrchen gegeben und mit
einer Kolonie der BL 21-Bakterien geimpft. Diese Bakterienkultur wurde bei
37°C uber Nacht unter Schutteln inkubiert. Nach der Inkubation wurde jeweils 1
ml der Ubernachtkultur 1 ml Glycerol zugegeben und bei -80°C in einem

Kyrorohrchen aufbewahrt.

3.2.3. Analytische Praparation von Plasmid DNA aus Bakterien (Mini-Prap)

1 ml der ,,Ubernachtkultur” von transformierten E. coli wurde fur 1 Min. bei 7000
rpm in der Heraeus Tischzentrifuge abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in
110 ul STET Puffer mit Lysozym (0,5 mg/ml) aufgenommen und fur 5 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Suspension fur 1 Min. bei 95°C
inkubiert und anschlieBend fur 15 Min. bei 13000 rpm in der Heraeus
Tischzentrifuge bei 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde entfernt und der
Uberstand mit 110 ul Isopropanol versetzt und erneut bei 13000 rpm in der
Tischzentrifuge fur 15 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde einmal mit 70
% (v/v) Ethanol gewaschen, anschlieend kurz getrocknet und in 30 ul TE Puffer

aufgenommen.
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3.2.4. Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration einer Losung wurde diese in eine
Quarzkuvette mit einer Schichtdicke von 1 cm uberfuhrt und die Absorption bei
260 nm gemessen. Die Reinheit einer DNA-Préparation kann durch die Messung
der DNA-haltigen Losung bei 280 nm und des Quotienten A, /A, abgeschatzt
werden. Eine ausreichend reine Préparation sollte einen Quotienten A,q/A,q, von

1,8 + 0,2 aufweisen.

3.3. Biochemische Methoden

3.3.1.Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde die von
Bradford beschriebene Methode (1976) benutzt. Die Methode beruht auf der
Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren Losung aus
Coomassie Brillant-Blau G-250 von 465 nm zu 595 nm verschiebt, wenn
Proteinbindungen auftreten. Dabei ist die Extinktionszunahme einer Zunahme der
Proteinkonzentration annahernd proportional. Mit Hilfe einer BSA-Referenzkurve
kann der Proteingehalt der Zelllysate bestimmt werden. Hierzu wurden 1, 2, 4, 6
und 8 ul der BSA-Losung (1 mg/ml) mit einer 150 mM NaCl Losung auf 100 ul
aufgefullt und mit je 1 ml Bradford-Losung versetzt. In der gleichen Weise
wurden 1 pl und 2 ul des Proteinlysates eingesetzt. Nach 10 Min. Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die OD,,; der Proben gegen einen Leerwert ohne Protein
bestimmt. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde dann an der erstellten BSA-

Referenzkurve abgelesen.

3.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine lassen sich entsprechend ihrer Molekillmasse in einem Acrylamidgel

auftrennen. Je nach gewidhlten Pufferbedingungen konnen native und
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denaturierende Acrylamidgele verwendet werden. Im Allgemeinen wurden in der
vorliegenden Arbeit denaturierende, diskontinuierliche Acrylamidgele verwendet.
SDS denaturiert Proteine und geht nicht kovalente Wechselwirkungen mit dem
hydrophobem Bereich ein. Dabei ist das Verhdltnis von SDS-Molekiilen pro
Aminosédure anndhernd konstant. Durch die komplette Entfaltung der Proteine und
deren Verbindung mit SDS werden Ladungsunterschiede ausgeglichen. Alle
Proteine erhalten negative Ladung und wandern im elektrischen Feld zur Anode.
Da die spezifische Ladung gleich ist, hiangt die Wanderung neben der
Durchlassigkeit der Matrix nur vom Molekulargewicht der Proteine ab.
Verwendet wurden vertikale Gelapparaturen, die ein kurzes, niedrigprozentiges
Sammelgel enthalten, in dem zunéchst eine schmale Proteinfront aufgebaut wird.
Diese wird nach dem Erreichen des Trenngels, in dem andere Pufferbedingungen
herrschen, entsprechend der Molekillgrofle der enthaltenen Proteine aufgetrennt.
Sowohl Sammel- als auch Trenngel wurden durch Mischen der jeweiligen
Gelpuffer mit Acrylamid-/Bisacrylamid Stammlosung und H,O hergestellt. Dem
Trenngel wurde zusatzlich 1 % lineares Polyacrylamid gegeben, um eine bessere
mechanische Festigkeit des Gels zu erreichen. Die Polymerisation der Gele wurde
durch Zugabe von TEMED (0,08 % v/v) und APS (1 % v/v) gestartet.

Die Gele wurden in einer Dicke von 0,8 oder 1 mm zwischen Glasscheiben der
GroBe 12 x 10 cm, 20 x 20 cm oder 20 x 36 cm gegossen. Um eine glatte
Oberflache des Trenngels zu erreichen, wurden die Gele bis zum Abschluss der
Polymerisation mit Isopropanol uberschichtet. Danach wurde das Sammelgel
aufgegossen. Je nach Volumen der aufzutrennenden Proben wurden
unterschiedlich groBe Ladetaschen zwischen 50 und 200 mm® im Sammelgel
durch Einsetzen eines Kammes gebildet.

Die aufzutrennenden Proteinproben wurden mit 3 x SDS-Probenpuffer versetzt,

fur 5 Min. bei 100 °C inkubiert und dann auf das Gel aufgetragen.

Fur das rekombinante Tat-p27*"" wurden ausschlieBlich 12 %ige SDS Trenngele
verwendet. Bei einer angelegten Spannung von 10 V/cm ergibt sich je nach Lange
des Gels nach 1 bis 2 Stunden eine Auftrennung nach Molekulgro3e mit einer

Auflosung von ca. 1 kD, welches etwa 10 Aminosaureresten entspricht.
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3.3.3. Proteinexpression mit IPTG

Die verwendeten BL21(DE3)pLysS-Bakterien enthalten die pRSET-Vektor, der
die gewiinschte Sequenz fur Tat-p27%P'-Protein enthalt. Wichtig fur die
Expressionskontrolle ist die zweifach vorhandene lac-Repressor Bindungsstelle,
die eine effiziente Repression des T7-Promotors garantiert. Durch die Bindung an
die Operatorregion blockieren lac-Repressor-Proteine den T7-Promotor. Wird der
Bakterienkultur IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactosid; Studier und Moffat, 1986)
zugesetzt, bindet sich dieser an [ac-Repressor-Proteine, sodass die T7-
Promotorregion freiliegt. Nun konnen die RNA-Polymerasen, beginnend am
Promotor, die Sequenz translatieren.

Eine Kolonie der fur die vorliegende Arbeit zur Verfugung gestellten (SF Dowdy
Lab, Washington University School of Medicine, St. Louis, USA) BL2I-
Bakterien wurde in 1 L 0,1 % Ampicillin-LB-Medium geimpft und uiber Nacht bei
37 °C geschiuttelt. 200 ml dieser Ubernachtkultur wurden am nachsten Tag mit
800 ml 0,1 % Ampicillin-LB Medium gemischt und auf 1 mM IPTG eingestellt.
Anschliefend wurde die Bakterienkultur funf Stunden lang bei 37 °C geschittelt,
wobei zum Zeitpunkt 0, 1, 2, 3, 4 und 5 h der Inkubation jeweils 1 ml Kulturprobe
zum Nachweis der Induktion entnommen wurde. Diese Proben wurden bei 13000
rpm 5 Min. zentrifugiert und die Zellpellets mit 50 ul 3 x SDS gemischt. Mit Hilfe
von 12 % SDS-PAGE wurden die Proteinproben aufgetrennt und anschlieend

nach der Coomassie-Methode gefarbt.

3.3.4. Herstellung von Proteinlysaten aus Bakterien

Die Gesamtkultur wurde in Puffer Z aufgenommen und die Bakterien durch
dreimalige Behandlung mit einem Zellhomogenisator Typ Art-Micra D8
aufgebrochen. AnschlieBend wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert. Das
Bakterienlysat wurde fur die nachfolgende Ni-NTA Reinigung auf 10 mM

Imidazol eingestellt.
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3.3.5. Nickelsaulen-Reinigung von His tag-Protein (Ni-NTA)

Das NTA (Nitrilotriacetic) ist ein tetrarer Komplexbildner. Es besetzt vier von
sechs Ligand-Bindungsstellen von einem Nickel-Ion, wobei zwei Stellen fur die
Interaktion mit 6xHis tag freigelassen werden. Die Imidazoldoméane von His tag
bindet sich an Nickel-Ionen. Zur Vermeidung von Kontaminanten an der
Nickelsaule wird 10 mM Imidazol hinzugefugt. Auf Grund der
Strukturdhnlichkeit bindet sich Imidazol an die Nickel-Ione und verhindert so die
Bindung von diversen Histidindomédnen verschiedener nicht markierter
(“untagged”) Hintergrundproteine.

Die Nickel-NTA-Agarose wurde mit 2 ml Puffer Z / 30 mM Imidazol dquilibriert.
Nach kurzer Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und der Nickel-NTA-
Agarose dem zuvor auf 10 mM Imidazol gebrachte Bakterienlysat gegeben und
fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Nach wiederholter Zentrifugation wurde der
Uberstand aufgehoben und die Nickel-NTA-Saule mit 10fachem Saulenvolumen
Puffer Z / 30 mM Imidazol gewaschen. Dann begannen die eigentlichen
Elutionsschritte mit Puffer Z / 250 mM Imidazol, Puffer Z / 500 mM Imidazol
und Puffer Z / 1 M Imidazol, wobei die Inkubationszeit jeweils 30 Min. bei 4°C
betrug. Der Uberstand wédhrend der einzelnen Schritte wurde gesondert
gesammelt.

Alle Reinigungsschritte wurden mittels SDS-PAGE und Coomassie Farbung
uberpruft.

3.3.6. Mono-S-Saule-Reinigung auf FPLC™

FPLC (fast protein, peptide and polynucleotide liquid chromatography) wurde fur
die Separation von Biomolekulen entwickelt. Diese Technik basiert auf
Ladungsunterschieden  verschiedener Biomolekille, wobei fur den
Anionenaustausch eine Mono Q- oder Mono P-Siule verwendet wird und fur
einen Kationenaustausch eine Mono S-Saule zum Einsatz kommt. Eine
ausreichend hohe Selektivitat wird garantiert durch verschiedene Variablen wie

Medium, pH, Puffer, Salzkonzentration und die Biomolekule selbst. Der
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besondere Zweck der Verwendung von FPLC in der vorliegenden Arbeit ist vor
allem, die hohe Konzentration des Harnstoffs im Eluat nach der Ni-NTA
Reinigung zu eliminieren und durch einen HEPES-haltigen Puffer (PufferB) zu
ersetzen.

Fur die vorliegende Arbeit wurde eine Mono S-Saule auf FPLC (Pharmacia)
verwendet. Die Mono S-Saule tragt auf der Matrix Sulphonate (SO;y), die
zunachst mit Puffer A (50 mM NaCl, 20 mM HEPES) #quilibriert werden.
Danach flieBt die Probe, die die gewinschten Fraktionen von Schritt 3.3.5.
enthilt, durch die Saule. Hierbei binden sich die positiv geladenen Proteine an die
Matrix. Im nachsten Schritt werden die gebundenen Proteine systematisch von der
Matrix gelost und aufgefangen, indem man die Mono S-Saule mit Puffer B (1 M
NaCl, 20 mM HEPES) in steigender Beimengung zu Puffer A wascht. Wahrend
dieses Prozesses wird standig die Absorption der aufgefangenen Losungen
gemessen und in einer Kurve aufgetragen, wobei die jeweils entsprechende
Fraktion des Eluats zu 1 ml in einer Eppendorfer Tube gesammelt wird. Die
Fraktionen des Eluats mit hochster Absorption enthalten in der Regel das
separierte Protein. Jeweils 10 ul solcher Fraktionen werden auf einem 12 % SDS-
PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie Farbung auf das

Vorhandensein des gewunschten Proteins hin uberpruft.

3.3.7. PD-10-Reinigung

Fur den Austausch von NaCl in Proteinproben durch PBS/Proteaseinhibitoren
wurde eine PD 10-S4aule von der Firma amersham pharmacia biotech verwendet.

Die Tragersubstanz der PD 10-Séule ist Sephadex G-25 M, welche zunéchst mit
25 ml PBS/Proteaseinhibitoren aquilibriert wird. Danach wird die Saule mit 2,5
ml der Proteinproben geladen. Die so vorbereitete Saule wird mit 5 ml
PBS/Proteaseinhibitoren eluiert und die Fraktionen zu je 1 ml gesammelt. Hierbei
werden proteinhaltige Fraktionen auf Grund der hoheren Molekillmasse zuerst
zusammen mit PBS/Proteaseinhibitoren eluiert. Diesen folgt dann die NaCl-

haltige Fraktion ohne Proteine.
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Je 10 ul der Fraktionen wurden auf 12 % SDS-PAGE aufgetrennt und das Protein
durch Coomassie Farbung nachgewiesen. Die Fraktionen, die das gewiinschte
Protein enthielten, wurden in 5 %iges Glycerol aufgenommen und bei -80°C

aufbewabhrt.

3.3.8. Immunfluoreszenzfarbung

Zum Nachweis der subzellularen Verteilung eines Proteins kann man das zu
beobachtende Protein direkt oder indirekt immunfluoreszent markieren, um es

dann mikroskopisch sichtbar zu machen.

Hierfur wurden Zellen auf mikroskopischen Deckglaschen kultiviert. Die Zellen
wurden zum gewiinschten Zeitpunkt mit PBS pH 7,4 gewaschen und mit
Formaldehydlosung (3,8 % in PBS pH 7.4) fixiert. Nach zweimaliger Inkubation
in 0,1 M Glycin fur jeweils 5 Minuten und 0,1 % (v/v) NP-40 fur 10 Min., beide
gelost in PBS pH 7.4, wurden die Zellen fur 30 Min. bei Raumtemperatur in IF-
Blocklosung (0,1 % v/v NP-40, 5 % v/v FCS in PBS pH 7.4) behandelt, um
unspezifische Antikorperbindungen zu minimieren. Anschliefend wurden die
Zellen 60 Min. in IF-Blocklosung inkubiert, welche den primiaren, gegen das zu
untersuchende Protein gerichteten AntikOrper enthielt. Die verwendeten
Antikorper wurden ublicherweise in einer Verdinnung von 1:50 angesetzt. Dann
wurden die Zellen dreimal fur 5 Min. mit IF-Blocklosungen gewaschen.

Danach erfolgte die Inkubation fur 60 Min. mit sekunddarem Antikorper, der an ein
Chromophor gekoppelt ist. Dieser Inkubationslosung wurde zusatzlich zur
Gegenfarbung der DNA DAPI (50 mg/ml) in einer Verdunnung von 1:50
beigegeben.

SchlieBlich wurden die Zellen dreimal 5 Min. mit PBS pH 7,4 / 0,1 % (v/v) NP-40
und je einmal mit PBS pH 7,4 und H,O gewaschen. Die Deckgldaschen wurden
dann mit Hilfe von Entsiegelungsmedium auf Objekttragern fixiert.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit einem DMIRB Mikroskop.
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3.3.9. Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Um die rekombinanten Tat-p27"' Proteine spezifisch markieren zu konnen,
wurden die rekombinanten Proteine mit Hilfe des FluoroLink™ Cy3™
(Amersham) kovalent markiert. Die Trennung der markierten Proteine von
uberschuissigen Chromophor Cy3 erfolgte durch die G-50 Sepharose-Saulen. Die
Elutionen wurden gesammelt und mit SDS-PAGE und Coomassie Farbung

uberpruft.

3.3.10. FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analyse

Die menschlichen Chromosomen lassen sich auf Grund ihrer unterschiedlichen
GroBlen und Basenzusammensetzungen mit Hilfe einer Durchflusssortierung
auftrennen (daher auch Durchfluss-Cytometrie genannt; Bartholdi et al. 1987).
Bei diesem Verfahren farbt man Chromosomenpriparate mit einem DNA-
bindenden Farbstoff, der in einem Laserstrahl fluoresziert. Die Fluoreszenzstirke
eines Chromosoms ist proportional zur gebundenen Farbstoffmenge und dadurch

weitgehend proportional zum DNA-Gehalt und zur Grofle des Chromosoms.

Da die einzelnen Chromosomen unterschiedliche Mengen fluoreszierender
Farbstoffe binden, kann man sie in einem Durchfluss-Cytometer auftrennen. Ein
kontinuierlicher Strom von Tropfen, die die gefarbten Chromosomen enthalten,
wandert mit einer Geschwindigkeit von 1000 bis 2000 Chromosomen pro
Sekunde durch einen genau fokussierten Laserstrahl. Ein Lichtdetektor
(Photomultipler) misst die Fluoreszenzintensititen der Chromosomen, die jeweils
einzeln in den Tropfen vorliegen.

Anhand dieser Tatsachen kann man den DNA- und Proteingehalt in jeder Zelle
bestimmen. Da in jeder Zellzyklus-Phase ein unterschiedlicher DNA- und
Proteingehalt vorliegt, ist es moglich, die Zellzyklus-Situation der zu

untersuchenden Proben durch FACS zu analysieren.
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Als DNA-Farbstoff konnen Propidiumiodid (PT) und DAPI verwendet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlielich PI verwendet.

Die zu untersuchenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit ca. 2 ml Trypsin behandelt. Die von der Kulturplatte
gelosten Zellen wurden in 5 ml PBS aufgenommen und in ein 15 ml Falcongefal3
uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde dann 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert und
der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 300 ul PBS und 900 ul eiskaltes
Ethanol aufgenommen, gut gemischt und entweder zur sofortigen Farbung weiter

verarbeitet oder bei —20°C bis zur Farbung gelagert.

Zur Farbung wurden Zellen in PBS und Ethanol 5 Min. bei 1500 rpm
abzentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
500 ul PBS/0,1 % NP40 resuspendiert. Das Resuspensat wurde dann 10 Min. auf
Eis inkubiert und anschlieBend nochmals 5 Min. bei 1500 rpm zentrifugiert. Dem
entstandenen Zellpellet wurde 1 ml PBS, 20 ul RNAse A (10 mg/ml) und 30 wl
Propidiumiodid (2 mg/ml in PBS) zugesetzt. Dieses Gemisch wurde mindestens
30 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und in ein FACS-Rohrchen
uberfuhrt. Bis zur tatsichlichen Messung wurden die Proben dunkel auf Eis

gehalten.
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4. Ergebnisse

4.1. Isolierung von Tat-p27*"' aus BL21-Bakterien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten BL21-Bakterien enthielten einen
pTat-HA Expressionsvektor, der das Tat-p27*"*" Fusionsprotein kodiert. Der pTat-
HA Expressionsvektor besitzt eine N-terminale 6x Histidin-Region, der 11
Aminosauren folgen, die die Tat-Protein Transduktionsdoméne (PTD) codieren
(Green et al., 1988). Dabei folgt der Tat-Sequenz der N-Terminus des p27<"'-
Proteins (Abb.1(a) und 1(b)).

Die Bakterien mit pTat-HA Expressionsvektor wurden freundlicherweise von S.F.
Dowdy (Howard Hughes Medical Institute, Depts of Pathology and Barnes-
Jewish Hospital, Washington University School of Medicine) zur Verfugung
gestellt. Als Kontrolle wurden aufler Bakterien, die pTat-p27-Wildtyp enthielten,
auch Bakterien mit pTat-p27* in Kultur gehalten, die auf Grund einer

Punktmutation im CDK-Bindungsbereich von p27**! funktionell inaktiv waren.

4.1.1. Induktion von Proteinexpression durch IPTG

Die zu jeder Stunde wahrend der 6-stiindigen Inkubation entnommenen
Kulturproben zeigen eine zunehmende Expression eines ca. 26-39 kD groflen
Proteins (siehe Abb.2), welches dem Tat-p27*"', einen 27 kD groBen und
zusatzlich die Tat-Sequenz enthaltenden Protein, entspricht (Nahagara et al.,
1998). Die ubrigen Proteinfraktionen, die zwar ebenfalls exprimiert werden,
jedoch durch das IPTG wiahrend der Inkubation nicht induziert werden, zeigen
keine Zunahme der Expression.

Sowohl Tat-p27*" als auch Tat-p27"* lieBen sich bei ca. 26-39 kD detektieren.
Daher werden bei weiteren Proteinreinigungsschritten reprasentative Bilder von
Tat-p27"" gezeigt. AuBer der erwarteten Proteinfraktion zeigt sich eine weitere

Fraktion, die ebenfalls durch das IPTG induziert wird, bei ca. 21-26 kD.
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4.1.2. Proteinreinigung durch Ni-NTA

6x Histidin markiertes Tat-p27"' Fusionsprotein wurde in hochster Quantitit und
in seiner qualitativ reinsten Form durch 500 mM Imidazol/PufferZ eluiert (siehe
Abb.3). Das Eluat mit 250 mM Imidazol/PufferZ enthialt noch andere Proteine
neben dem gewunschten Fusionsprotein. Das Eluat mit 1 M Imidazol/Puffer Z
weist zwar am wenigsten Verunreinigungen auf, enthialt jedoch ebenso wenig Tat-

p27%"", sodass sich das Protein in SDS-PAGE kaum darstellen lésst.

4.1.3. Mono-S-Reinigung auf FPLC

Die vier initialen Balken in der Abbildung 4(a) markieren die viermalige Injektion
der Probe zur Mono S-Sidule. Danach beginnt die Absorptionsmessung der
einzelnen Fraktionen des Eluats, das nach dem Durchlauf durch die Mono S-Saule
zu je 1 ml gesammelt wird. Die einzelnen Fraktionen des Eluats sind im
Kurvenverlauf (Abb. 4(a)) erkennbar an den negativen Spitzen.

Man sieht ab der dritten Fraktion positive Absorptionsspitzen, die dem Tat-
p27%*'-Protein entsprechen, wobei das Absorptionsmaximum zwischen der
vierten und der funften Fraktion erreicht wird. Die ersten sieben Fraktionen
wurden mit Hilfe von SDS-PAGE und Coomassie-Farbung auf das
Vorhandensein von Tat-p27*"" hin iiberpriift (Abb.4(b)). Die Hauptmenge an Tat-
p27%"®" befindet sich in den 3., 4. und 5. Fraktionen.

4.1.4. PD-10-Reinigung (desalting)

In einem sehr hohen Reinheitsgrad wurde das Tat-p27<"' Fusionsprotein ohne
andere in SDS-PAGE nachweisbare Proteine durch die PD-10-Reinigung eluiert
(Abb.5). Die ersten sieben Fraktionen des Eluates, in dem das Tat-p27*"'-Protein
enthalten ist, ergaben ein Gesamtvolumen von 3,5 ml. Diesem wurde zur

Aufbewahrung 0,5 % Glycerol zugefugt. Die anschlielende

55



Proteinkonzentrationsmessung nach Bradford ergab eine Proteinkonzentration

zwischen 0,17 - 0,4 ug pro ml Puffer, je nach Versuchsserie.

4.2. Tat-p27%*'-Behandlung der Zellen

4.2.1. Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie

Die SH-SY5Y Neuroblastomzellen wurden mit rekombinantem Tat-p27?""T in
unterschiedlicher Konzentration und Behandlungsdauer inkubiert. Die
transduzierten Proteine wurden anschlieBend mit Chromophor(Cy3)-Konjugat
markiert und mikroskopiert. Dabei wurden o-p27*"'-Antikorper und o.-mouse-

Cy3-Antikorper (Chromophor-Konjugat) eingesetzt.

Zunichst sieht man in den Abbildungen 6(a)-(c) die Konzentrationsabhangigkeit
der inkubierten Tat-p27%"' Proteine bei zweistiindiger Inkubationsdauer. Hierbei
wurden jeweils 50, 100 und 200 nM Tat-p27*'-Protein eingesetzt. Die
Quantifizierung der Transduktion durch das Auszdhlen der mit Cy3 markierten
Zellen war nicht moglich, da fast alle Zellen nach der Behandlung Fluoreszenzen

zeigten, die sich in ihrer Intensitat unterschieden.

In Abb.6 (a), nach zweistiindiger Behandlung mit 50 nM Tat-p27**', ist die
Fluoreszenz nicht nur an den Zellrandern, sondern auch sparlich uiber die gesamte
Zellflache zu beobachten. Abb.6 (b) zeigt Zellen nach der Behandlung mit 100
nM Tat-p27%"' bei gleicher Behandlungsdauer. Die beobachtete Fluoreszenz ist
fast nur an den Zellrandern zu sehen. In Abb. 6 (c¢) ist die Fluoreszenz nach
zweistundiger Behandlung mit 200 nM Tat-p27%"' iber die gesamte Zellflache
verteilt.

Die Intensitit der Immunfluoreszenz der mit Tat-p27“"' behandelten Zellen
korreliert tendenziell positiv mit steigender Tat-p27*"'-Konzentration bei gleicher

Inkubationsdauer.
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Fur die Versuche, die die Abhingigkeit der Tat-p27**'-Behandlung von der
Inkubationsdauer zeigen sollen, wurde die Proteinkonzentration von 200 nM
gewahlt. In dieser Konzentration wurden die Zellen jeweils fur eine, zwei und drei
Stunden inkubiert und anschlieBend das p27*"'-Protein mit Cy3 markiert.

In Abb.7 (a) kann man die Fluoreszenz nur an den Zellrindern beobachten,
wahrend sie nach zweistiindiger Inkubation (Abb.7 (b)) bereits iiber die gesamte
Zellflache verteilt ist. Nach dreistiindiger Inkubation weisen die Zellen sowohl an
den Zellrandern als auch spirlich uber die gesamte Zellflache verteilt Fluoreszenz
auf (Abb., 7 (¢)).

Die Fluoreszenzintensitat der mit Tat-p27*?' behandelten Zellen korreliert
tendenziell positiv mit steigender Inkubationsdauer bei gleicher Tat-p27*"'-

Konzentration.

4.2.2. Direkte Immunfluoreszenzmikroskopie

Im Kapitel 4.2.1. wurde mit Hilfe einer indirekten Immunfluoreszenzfarbung das
transduzierte Tat-p27**'-Protein in den Zellen detektiert. Es stellt sich allerdings
die Frage, ob die durch die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
nachgewiesenen Proteine in den Zellen tatsichlich das rekombinante Tat-p27%"'
darstellen. Es besteht auch die Moglichkeit, dass es sich nicht um das
rekombinante Tat-p27**' handelt, sondern um endogenes p27*' der SH-SY5Y-
Zellen (im Vorfeld wurde das Vorhandensein des endogenen p27%"' im
Westernblot nachgewiesen; Ergebnis nicht gezeigt). Um diese Moglichkeit
auszuschlieBen, wurde das rekombinante Tat-p27*"'-Protein direkt mit

FluoroLink™Cy3™ kovalent markiert.

In der Abbildung 8 sieht man die Reinigungsschritte des Reaktionsgemisches, das
aus Tat-p27*"" und FluorLink™Cy3™ besteht, mit Hilfe der G-50-Saule. In der
funften Fraktion des Eluates wird das markierte Protein bei 26-39 kD gezeigt.
Diese Fraktion enthalt noch zwei schwach nachweisbare Verunreinigungen, die

ca. 21-26 kD und 15-21 kD gro8 sind.
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Analog zu den Versuchen im Kapitel 4.2.1., sollte auch mit Hilfe von direkter
Immunfluoreszenzmikroskopie die Transduktionseffizienz in Abhédngigkeit von
Proteinkonzentration und Inkubationsdauer gezeigt werden.

In Abb. 9 wird die Transduktionseffizienz bei einer einstindigen
Inkubationsdauer gezeigt. So weisen die Zellen bereits bei der Inkubation mit 50
nM Tat-p27%"*" eine deutlich sichtbare Fluoreszenz auf, wobei diese die Zellrander
umrandet (Abb. 9(a)). Die mit 100 nM Tat-p27%?'-Protein inkubierten Zellen
zeigen punktformig uber die gesamte Zellflache verteilte Fluoreszenz (Abb.9(b)).
Bei der Inkubation mit 200 nM Tat-p27%"" ist die Fluoreszenz homogen uiber die
gesamte Zellflache zu beobachten (Abb.9(c)).

Die Fluoreszenzintensitat der behandelten Zellen korreliert positiv mit steigender

Proteinkonzentration von Tat-p27*"' bei gleicher Inkubationsdauer.

Um die Abhédngigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Inkubationsdauer zu
zeigen, wurde eine Tat-p27"'-Proteinkonzentration von 200 nM ausgewahlt. SH-
SY5Y-Zellen wurden in dieser Konzentration mit Tat-p27%"*" jeweils 10, 30 und
60 Minuten lang inkubiert.

Wurden die Zellen 10 Minuten lang inkubiert, ist die Fluoreszenz nur an den
Zellrandern zu sehen (Abb.10 (a)). Bei 30-minutiger Inkubationsdauer nahm die
Fluoreszenzintensitiat zu und ist punktformig uber die gesamte Zellflache zu
beobachten (Abb.10(b)). Bei einer Inkubationsdauer von 60 Minuten konnte die
Fluoreszenz homogen uiber die gesamte Zellflache registriert werden (Abb.10(c)).
Die Fluoreszenzintensitat der behandelten Zellen korreliert positiv mit steigender

Inkubationsdauer bei gleich bleibender Tat-p27%*'-Proteinkonzentration.

4.2.3. Konfokalmikroskopie

Physiologischerweise zeigen exogen zugefuhrte Proteine auf Grund ihrer
Ladungsverhiltnisse eine Adhésionstendenz zur Zellmembran. Daher sollte
untersucht werden, ob die durch die Immunfluoreszenz detektierten Proteine

moglicherweise nur eine Anlagerung an der Zelloberflache oder tatsichlich eine
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intrazellulare Lokalisation darstellen. Zu diesem Zwecke wurden die Praparate

von 4.2.1. konfokal mikroskopiert.

Abb.11(a) zeigt ein reprasentatives Praparat in konfokalmikroskopischen
Schnittaufnahmen. Die ursprunglich rote Cy3-Farbung wurde im Rahmen der
elektronischen Bildaufnahme zur Verdeutlichung blau dargestellt. Die Linie in der
Préaparatmitte ist ein Artefakt, das durch den Bruch des Deckglases zustande kam.
Der Schnitt fuhrt von der unteren zur oberen Préparatseite. Die hochste Intensitét
der Cy3-Féarbung liel sich im mittleren Bereich des Praparates, also im
intrazelluldren Bereich, finden. Die Tat-p27*"™" Fusionsproteine sind nicht nur
an der Zelloberflache, sondern auch intrazellular vorhanden.

Zur praziseren Unterscheidung von intrazellulirer Lokalisation von Tat-p27*?"VT
wurde eine Zelle in 1000-facher Vergroferung aufgenommen (Abb.11(b)). Auch
hier verlauft die Schnittfuhrung von unten nach oben. Die fluoreszent markierten
Proteine sind sowohl im Zellplasma als auch im Zellkernbereich zu finden, wobei
der Zellkern eine besonders hohe Fluoreszenz aufweist und deutlich in seiner
rundlichen Gestalt zu erkennen ist.

Rekombinante Tat-p27%*"™T Fusionsproteine sind in der Lage, Zellmembranen zu

uberwinden, wobei die Verteilung der Proteine besonders das

Zellkernkompartiment bevorzugt.

4.3. FACS-Analyse

SH-SY5Y Zellen wurden mit fluoreszent markiertem Tat-p27<P""7
Fusionsprotein und als Kontrolle mit Tat-p27**"** | das auf Grund einer
Punktmutation biologisch inaktiv ist, behandelt. Dadurch sollten eventuelle
Effekte, die auf das Tat-Konstrukt zurtickzufuhren sind und nicht auf das

p27%""WT_Protein, ausgeschlossen werden.

Jeweils mit 5, 25, 50 und 150 nM Tat-p27"" bzw.Tat-p27** wurden die Zellen bei
37 °C fur 24 Stunden inkubiert und anschlieend mittels FACS-Analyse in ihrem

Zellzykluszustand untersucht.
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Abb.12 stellt zum einen die Daten aus der FACS-Analyse (Abb. 12 (a)-(i)) und
zum anderen den prozentualen Anteil der sich in der G1-Phase befindlichen
Zellen innerhalb der untersuchten Proben auf einem Diagramm (Abb.12 (j)) dar.
Hierbei traten 45,8% der Kontrollzellen, die durch die Kontaktinhibition arretiert
wurden, ohne Behandlung mit Tat-p27*"' in die G1-Phase. Wurden die Zellen mit
5 nM Tat-p27¥*"VT behandelt, traten 48,4 % der Zellen in die G1-Phase. Bei 25
nM Konzentration waren es 51,4 % der Zellen, bei 50 nM 49,8 % und bei 150
nM-Behandlung des Wildtyp-Proteins lieBen sich 51,8 % der Zellen die G1-Phase
bringen.

Ahnliche Verhiltnisse wurden auch bei der Behandlung von Tat-p27<*"¥
beobachtet. Bei der 5 nM-Behandlung befanden sich 50,4 % der behandelten
Zellen in der G1-Phase, 48,6 % der Zellen waren bei 25 nM, 41,3 % bei 50 nM
und 45,94 % bei der 150 nM-Behandlung in der G1-Phase vorzufinden.

Die mit Tat-p27**""" behandelten Neuroblastomzellen zeigten keine signifikante
Erhohung des G1-Phaseanteils im Vergleich zu den Zellen, die mit biologisch
inaktivem Tat-p27%?"**  behandelt wurden. Auch der G1-Phaseanteil der
kontaktinhibierten Zellen und der behandelten Zellen unterschied sich nicht

signifikant.
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Abb. 1 (a) pTAT-Héamaglutinin-Expressionsvektor

ATG—HiStS—TAT—PL%—MCS'

5 s

Abb. 1 (b) TAT-Fusionsproteine

TAT Cdk Binding
[ | TAT-p27 WT
[ | TAT-p27 KK
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Abb.2 SDS-PAGE/Coomassie-Fiarbung, IPTG-Induktion
0 1 2 3 4 5 6 M [h]

Je 1 ml der Kulturproben wurden zu jeder Stunde der IPT'G-Induktion
entnommen und in einem 12%igen SDS-Gel bei 150 V aufgetrennt.
-« 1) Tat-p27 Fusionsprotein
- 2) Vermutliches Abbauprodukt von Fusionsprotein

Abb.3 SDS-PAGE/Coomassie-Farbung, Ni-NTA Reinigung

1: Supematant ( Bakterienlysat in 10mM Imidazol )
2 : Wascheluat mit 30mM Imidazol in Puffer Z

3 : BEluat mit 250mM Imidazol in Puffer Z

4 : Eluat mit 500mM Imidazol in Puffer 7

5 : Bluat mit 1M Imidazol in Puffer Z
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[Abs.]

Abb.4 (a) Absorptionskurve bei Mono-S-Reinigung auf FPLC

B e 3. —
eSS i S
_J_ 2l |;|___ £ _|_ R P i i

Abb.4 (b) SDS-PAGE/Coomassie-Farbung, Mono-S-Reinigung

M 1 2 3 4 5 6 7

Je 10 ul der zu 1 ml gesammelten Fraktionen wurden mit 15 ul 3xSDS
gemischt und auf 12%igem SDS-Gel bei 150 V aufgetrennt.
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Abb.5 SDS-PAGE/Coomassie-Iirbung, PD-10-Reinigung

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Je 10 pl der zu 0,5 ml gesammelten Fraktionen wurden mit 15 z 3xSDS
gemischt und auf 12%igem SDS-Gel ber 150 V aufgetrennt.
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Abb. 6 . Indirekte Immunfluoreszenzfarbung
Konzentrationsabhangigkeit

Abb. 6 (a) Behandlung mit 50 nM Tat-p27*"'-Protein, 2 h.

DAPI Cy3

Abb. 6 (b) Behandlung mit 100 nM Tat-p27*"'-Protein, 2 h.

DAPI Cy3

Abb. 6 (c) Behandlung mit 200 nM Tat-p27*"'-Protein, 2 h.

DAPI Cy3

1. Antikorper : a-p27Kipl, IgG monoklonal-Maus
2. Antikorper : a-Maus, Chromophor (Cy3)-Konjugat
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Abb. 7. Indirekte Immunfluoreszenzfarbung
Abhangigkeit von Inkubationsdauer

Abb. 7 (a) 1-stindige Behandlung mit 200 nM Tat-p27**'-Protein

DAPI Cy3

Abb. 7(b) 2-stundige Behandlung mit 200 nM Tat-p27**'-Protein

DAPI Cy3

Abb. 7(c) 3- stindige Behandlung mit 200 nM Tat-p27%"*'-Protein

DAPI Cy3

1. Antikorper : a-p27Kipl, IgG monoklonal-Maus
2. Antikorper : a-Maus, Chromophor (Cy3)-Konjugat
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Abb.8 SDS-PAGE/Coomassie-Fiarbung, Markierung
von Tat-p27WT mit FluoroLink™ Cy3TM

R 1 2 3 4 5

M
— 64
— 52
—139
- R
" 26
L s :—
L 4
: [kD]

R : Reaktionsgemisch aus Tat-p27"WT und FluoroLinkTMCy3TM yor der
Trennung durch G-50 Siule.

1-5 : Flutionen des Reaktionsgemisches durch G-50 Siule.
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Abb. 9. Direkte Inmunfluoreszenzfiarbung mit Tat-p27**'-Cy3™
Konzentrationsabhangigkeit

Abb. 9 (a) Behandlung mit 50 nM Tat-p27*', 1 h

DAPI Cy3™

Abb. 9 (b) Behandlung mit 100 nM Tat-p27**"1 h

DAPI Cy3™

Abb. 9 (c) Behandlung mit 200 nM Tat-p27**" 1 h

DAPI Cy3™
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3TM

Abb. 10 Direkte Inmunfluoreszenzfarbung mit Tat-p27**'-Cy
Abhiangigkeit von Inkubationsdauer

Abb. 10 (a) Behandlung mit 200 nM Tat-p27**', 10 Min..

DAPI Cy3™

Abb. 10 (b) Behandlung mit 200 nM Tat-p27**', 30 Min..

DAPI Cy3™

Abb. 10 (c) Behandlung mit 200 nM Tat-p27**', 60 Min..

DAPI Cy3™
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Abb. 11 (a). Konfokalmikroskopie

unten

oben

Indirekte Cy3-Markierung nach 2-stiindiger Behandlung mit 200 nM Tat-p27%P'-Protein
Zur Verdeutlichung der Lokalisation wurde das Zellkernkompartiment blau dargestellt.
Der Schnitt in der Mitte des Praparates ist ein Artefakt.

Abb. 11 (b). Konfokalmikroskopie, x 1000 Vergrofierung

unten

oben

Indirekte Cy3-Markierung nach 2-stindiger Behandlung mit 200 nM Tat-p27¥*'-Protein
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Abb. 12. (a)-(e) FACS-Analyse nach der Behandlung mit Tat-p27<*'-WT

Abb. 12 (a) Kontrollzellen ohne Tat-p27*"*'-Behandlung

% 92111415.001
g_i Marker Left, Right Ewvents % Gated OV
8] Al 0, 1023 9356 10000 37.62
D M 0, 164 512 5.47 150.87
8% M4 M2 184, 222 4284 4579  5.88
EE M3 2P2 358 3037 3246 1500
a PON— M4 359, 424 1428 1526  4.01
0 200 400 Bug sOO 1000
FL2-Area
Abb. 12 (b) Behandlung mit 5 nM Tat-p27**'-WT
o 99111815 002
‘c'-‘ E| Markar |aft, Qight Evants % Gatsd cv
i Al 0, 1023 8306 100.00 3333
83 MI 0 164 206 317 12473
&g M2 184, 222  460C 5040 576
o1 M3 222 359 2906 32.19 15.08
e M4 350, 424 1287  13.83 3.68
L=
n 00 400 BCL RO 1000
kI 7-Area
Abb. 12 (c) Behandlung mit 25 nM Tat-p27*?'-WT
2 2311 815,003
o Marker Left, Right Events % Gated CV
= Al 0, 1022 9263 10000 33.97
2@_ M1 0, 164 274 296 138.59
éc Mz 164, 222 4503 48.61 604
it M3 222, 350 3011 3251 15.25
24 M4 359, 424 1395 15.06 4.08
o T
C 200 400 60 o0 1000
FL2-Area
Abb. 12 (d) Behandlung mit 50 nM Tat-p27*'-WT
Y911 185.004
Marker Left Right Ewvents % Gated GV
All 0, 1023 2148 AC0.0M 31.85
M 0, 164 238 261 10620
M2 164, 222 8778 413C 560
. M3 222, 358 2488 3813 1478
mg 358, 424 1544 16.88 4.08
1] 00 400 a0 300 1.’1!0‘0
ML2-Araa
Abb. 12 (e) Behandlung mit 150 nM Tat-p27**'-WT
=] 29111815.005
i Marker Loft, Right Events % Gated CW
2] Al 0, 1023 9195 10000 33.11
283 M1 0 184 337 367 109.81
33 M2 164, 222 4224 4594 5,37
o M3 222, 389 3165 34.42 14,93
c‘, Md 380, 424 1410 1533 387

] 200 400 500 300 1000
FLE-Area
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Abb. 12 (f)-(i) FACS-Analyse nach der Behandlung mit Tat-p27**'-KK

Abb. 12 (f) Behandlung mit 5 nM Tat-p27*?'-KK

=] 0g111RIS 008
& Marker Left, Right Ewents 9 Gated OCW
2 Al 0, 1023 9175 100.00 34.89
- 3 M1 0, 164 366 390 131.88
5 3 M2 164, 222 4439 4838 5.8
&8 M4 M3 222, 359 3081 3358  14.71
= M4 359, 424 1243 13.60 3.40
= 1
o 200 400 6800 a0o 1000
Fil 7-Ar=a
Abb. 12 (g) Behandlung mit 25 nM Tat-p27*"'-KK
= 29111813.007 =
& : Marker Laft, Right Evenis % Gated Cv
< Al 0, 1023 9310 10000 3572
o & M1 0, 154 ERE 441 14605
2s Mz 164, 222 4789 5144 5.85
g M3 222, 350 2g@y 3082 1503
- M4 369, 424 1218 1308  3.85
& B00 B0 RRRl4 ]
Fl Z-Area
Abb. 12 (h) Behandlung mit 50 nM Tat-p27%*'-KK
=3 SQ111RIS OCR
S Marker Left, Right Events % Gated OV
= Al D, 1023 9235 100.00 36.08
£77 M1 0 164 400 433 146.17
:‘33; M2 154, 202 4595 4976 B.46
=F M3 222, 389 3118 3376 1523
] M4 359, 424 1108 1201 371
n Ao 400 A0 /OO 1000
FlL2-Arar
Abb. 12 (i) Behandlung mit 150 nM Tat-p27**'-KK
2 9311185 009
%g Marker |eft, Right Events % Gated Cv
o Al 0, 1023 9057 10000 3498
g— M1 0, 184 413 456 13466
G 83 M2 164, 222 4691 5178 577
<3 M3 222, 358 3041 3358 1526
=3 M4 359, 424 925 10.21 342
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G1-Phase in %

Abb. 12 (j) Zusammenfassende Kurve, FACS-Analyse

1]
WT 45,79

50,4 48,61 41.3 45,94

|ﬂ227
—=— Tat-p27

[ 45,789

48,38 51,44 45,96 51,79

Konzentration von Tat-p27 in nM

Abb. 12 (j). Prozentualer Anteil der sich in der G1-Phase befindlichen SH-SY5Y-Zellen.

Probe 1:
Probe 2 :
Probe 3 :
Probe 4 :
Probe 5 :

Unbehandelte Kontrollzellen.

Behandlung mit 5 nM Tat-p27¥*.-WT bzw. -KK.
Behandlung mit 25 nM Tat-p27%P'-WT bzw. -KK.
Behandlung mit 50 nM Tat-p27%P'-WT bzw. —-KK.
Behandlung mit 150 nM Tat-p27%P.-WT bzw. -KK.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde Tat-p27"' in die Neuroblastomzelllinie
SHSYSY transduziert und dies mit Hilfe von indirekter und direkter
Immunfluoreszenzmikroskopie und von Konfokalmikroskopie nachgewiesen.
Anschliefend wurde die daraus resultierende zellulare Antwort mittels FACS
analysiert.

Im ersten Schritt erfolgte die molekularbiologische und biochemische Préparation
des Tat-Fusionsproteins aus BL 21-Bakterien. Danach wurden
Neuroblastomzellen mit dem isolierten Tat-p27%*' bzw. Cy3-markierten Tat-
p27%"" behandelt. Die mit Tat-p27**' behandelten Zellen wurden mit Hilfe von a.-
p27%"'-Maus-Antikorper und o-Maus-Cy3-Antikorper immunfluoreszent
markiert. Dann erfolgte das Mikroskopieren der Préparate.

Obwohl immunfluoreszenzmikroskopisch die transduzierten Fusionsproteine
intrazellular erkennbar waren, konnte der vermutete Zellzyklusarrest als
Konsequenz der erfolgten Transduktion von Tat-p27*"' durch die FACS-Analyse

nicht festgestellt werden.

5.1. p27¥*! und das Neuroblastom

Nach dem pathogenetischen Verstandnis der Neuroblastomerkrankungen sind
einige molekularbiologische Marker als Prognosefaktoren bekannt (siehe
Einleitung). So ist auch das p27*"'-Protein, ein von anderen Prognosefaktoren,
v.a. von N-myc, unabhangiger Prognosefaktor bei Neuroblastomen (Bergmann et
al., 2001). Dies ist insofern uberraschend, als eine der Myc-Wirkungen in der
Inhibition des p27%*'-vermittelten Zellzyklusarrests liegt (Miller et al., 1997). Die
Vorstellung iiber die Interaktion von Myc und p27%"' geht davon aus, dass
Myc mit Hilfe der Cycline D1 und D3 die Sequestration von p27*"' aus dem
Komplex mit Cyclin E / CDK 2 bewirkt (Bouchard et al., 1999; Munoz et al.,
2003). Die Folge ist ein Uberwiegen des proliferativen Myc-Einflusses. Dabei

wird die Zellzyklus-arretierende Eigenschaft von p27*?' inhibiert.
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Es gibt Neuroblastomproben, in denen zwar ein hoher Anteil an p27**'-Protein
gefunden wird, das Protein jedoch durch die Cyclin D1-Aktivierung sequestriert
von dem Cyclin E / CDK 2-Komplex vorliegt. Da diese Tumorproben trotz
vorliegender p27"'-Sequestration mit einer giinstigen Prognose einhergehen,
lasst sich vermuten, dass die prognostische Aussagekraft von p27*"' nicht allein
uber die Interaktion mit Cyclin E / CDK 2, sondern uber andere

Wirkmechanismen erklart werden muss (Bergmann et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit lieBen sich die Neuroblastomzellen nicht in der G1-
Phase arretieren, obwohl eine weit iiber die physiologisch vorkommende Menge
an p27°"'-Protein in den Zellen transduziert wurde. Dies unterstiitzt die durch
Untersuchungen an primaren Tumorproben gewonnene Erkenntnis, dass die
prognosebestimmende Wirkung von p27*?' nicht oder nicht suffizient uiber die

Induktion des Zellzyklusarrests gegeben ist.

Eine andere Wirkung von p27*"' konnte durch die Induktion der Apoptose erklart
werden. Es gibt Publikationen, in denen berichtet wird, dass eine iiber die viralen
Vektoren eingeleitete p27**'-Expression eine Apoptose der Tumorzellen bewirkte
(Katayose et al., 1997; Schreiber et al., 1999). Die Untersuchungen an priméren
Neuroblastomproben zeigen jedoch keine Korrelation zwischen der p27%P'-
Expression und der Apoptoserate (personliche Mitteilung, cand. med. C. Husken).
Eine durch das p27*"' eingeleitete Apoptose setzt intaktes pRb voraus. So sind
Zellen mit defizientem pRb nicht in der Lage, eine effektive Apoptose
durchzufuhren (Schreiber et al., 1999). Das Apoptoseverhalten der mit Tat-p27%""
behandelten Zellen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. In einem erweiterten Rahmen konnten daher Untersuchungen des
Apoptoseverhaltens sowie der pRB-E2F-Kaskade der mit Tat-p27*"' behandelten

Neuroblastomzellen unternommen werden.
Eine weitere Wirkung von p27%"' bei Neuroblastomen ist die Beteiligung an der

neuronalen Differenzierung. So wurden Neuroblastomzellinien mit BMP2 (=

Bone Morphogenetic Protein) behandelt, das als ein Mitglied der TGF (=
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transforming Tumor Growth Factor)- Superfamilie in der Lage ist, eine
neuronale Differenzierung einzuleiten. Die so behandelten Zellen zeigten ein
deutliches Neuritenwachstum im Sinne einer neuronalen Differenzierung der
Zellen und gleichzeitig eine Uberexpression von p27*"' (Nakamura et al., 2003).
Ebenso induziert die Behandlung mit cAMP, die eine neuronale Differenzierung
der behandelten Neuroblastomzellen einleitet, die Uberexpression von p27*"'
(Munoz et al., 2003).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde eine schwache Zellauslduferbildung
beobachtet, wenn die SHSY5Y-Zellen fur die FACS-Analyse mit Tat-p27**'-
Protein iber 24 Stunden inkubiert wurden (Daten nicht gezeigt).

Daher kann die Induktion einer neuronalen Differenzierung durch die Behandlung
mit Tat-p27“"" ein mogliches Beobachtungsziel in zukiinftigen

Forschungsprojekten sein.

5.2. Immunfluoreszenzmikroskopie und der Nachweis der

Transduktion

Nahagara und seine Mitarbeiter berichten, dass anndhernd 100% der mit Tat-
Fusionsproteinen behandelten Osteoklasten und peripheren Blutmonozyten nach
weniger als 15 Minuten Inkubationsdauer und in einer Tat-
Fusionsproteinkonzentration von 25 — 200 nM eine durch die direkte
Immunfluoreszenzmikroskopie homogen darstellbare Transduktion aufweisen
(Nahagara et al,. 1998; Schwarz et al., 2000).

Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachvollzogen werden. Die
SHSYS5Y-Zellen, die mit Cy3-markiertem Tat-p27%*'-Proteinen behandelt
wurden, zeigten eine mikroskopisch sichtbare Fluoreszenz ab einer
Mindestinkubationszeit von 30 Minuten mit einer Proteinkonzentration von 100 —
200 nM.

Bei kurzerer Behandlungsdauer und niedrigeren Proteinkonzentrationen waren
zunachst nur zellrandstindige Fluoreszenzen zu beobachten, die sich mit
steigender Inkubationsdauer und Proteinkonzentration uiber die gesamte Zelle

nachweisen lieBen.
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Dies unterstutzt die kiirzlich publizierten Ergebnisse, die unterschiedliche
experimentelle Konditionen bei verschiedenen Zelltypen zeigen (Ferrari et al.,
2003; Ziegler et al., 2003). So zum Beispiel konnten Ferrari und seine Mitarbeiter
bei HL3T1 (HeLa-Abkommling) und CHO (Chinese Hamster Ovary)- Zellen eine
erfolgreiche Transduktion mit Tat-GFP (Green Fluoreszenz Protein) bei erheblich
unterschiedlicher Inkubationszeit und Proteinkonzentration zeigen (Ferrari et al.,
2003).

Es ist anzunehmen, dass eine direkte Ubertragung der experimentellen
Konditionen bei Transduktionen von unterschiedlichen Tat-Fusionskonstrukten

nicht sinnvoll ist.

Des Weiteren koOnnten die in der vorliegenden Arbeit beobachteten
morphologischen Erscheinungen Hinweise auf einen moglichen
Transduktionsmechanismus der Tat-Fusionsproteine geben. Dieser ist bislang
trotz intensiver Bemuthungen noch nicht vollstandig verstanden.

Eine Endosomen/Lysosomen-vermittelte Transduktion von HIV-1 Tat wurde von
Arbeitsgruppen vermutet, die eine mehrfache Steigerung der Tat-induzierten
Transduktionsraten durch Chloroquinzusatz -einer lysosomotropen Substanz- und
Heparansulfatproteoglycan erzielen konnten (Frankel et al., 1988; Green et al.,
1988; Hakansson et al., 2003).

Einen morphologischen Hinweis auf einen Endosomen/Lysosomen-vermittelte
Transduktionsmechanismus liefern mikroskopische Aufnahmen von Zellen, die
mit fluoreszent markierten Tat-Fusionsproteinen behandelt wurden. In diesen
Aufnahmen konnten punktformige Verteilungen des Fluoreszenzfarbstoffes in
den behandelten Zellen gesehen werden, wie sie normalerweise bei einem
Transportvorgang mit Hilfe von Endosomen beobachtet werden konnen (Fawell et
al., 1994; Ferrari et al., 2003). Auch die vorliegenden Beobachtungen der mit Tat-

p27%"" behandelten Zellen unterstitzen diese Theorie.
Die Immunfluoreszenzfarbung hat den methodischen Nachteil, dass es durch die

unspezifischen Proteinanlagerungen an Zellmembranen und an sonstigen auf den

Praparaten befindlichen Partikeln zu falsch positiven Ergebnissen kommen kann.
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Um dieses Problem zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit eine direkte
Immunfluoreszenzfarbung angewandt. AnschlieBend wurden die Praparate
konfokalmikroskopiert. Im Prinzip sind auch bei dieser Methode falsch positive
Ergebnisse moglich, da eine intensive Fluoreszenz uber die markierten Areale
hinaus sichtbar werden kann, die in der mikroskopischen Auswertung als positiv
eingestuft wird.

Einen sicheren Beweis fur eine erfolgreiche Transduktion von Tat-p27**" wiirde
eine biologische Antwort liefern. In der vorliegenden Arbeit konnte ein
biologischer Effekt jedoch nicht nachgewiesen werden. Daher sind die erhobenen
Ergebnisse zunachst unter dem Vorbehalt zu interpretieren, dass der Nachweis
einer erfolgreichen Transduktion mittels Immunfluoreszenzfarbung

moglicherweise falsch positive Ergebnisse einschlieBen kann.

5.3. Biologische Wirkungen der p27%*-Transduktion in

Neuroblastomzellen

Die Transduktion von Tat-p27*"" in die Zellen wurde durch die
Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Eine nachfolgende biologische
Antwort im Sinne eines Zellzyklusarrests konnte jedoch durch die FACS —
Analyse nicht gezeigt werden. Es lassen sich hierfur zwei mogliche Ursachen

in Erwéagung ziehen:

1. In einer Hypothese zur Tat-vermittelten Transduktion wird vermutet, dass ein
hoch energetischer, denaturierter Zustand der zu transduzierenden Proteine
eine wichtige Voraussetzung fur die erfolgreiche Transduktion darstellt
(Nagahara et al., 1998). Die sich im denaturierten Zustand befindenden
Proteine sollten nach der Transduktion in den Zellen durch Chaperone wieder
korrekt gefaltet werden, so dass sie ihre biologische Aktivitat entfalten konnen
(Schneider et al., 1996; Nagahara et al., 1998). Die Faltung einer
neusynthetisierten Polypeptidkette zu einer definierten Raumstruktur ist die
Voraussetzung fur die Ubernahme spezifischer Funktionen innerhalb der

Zelle. Chaperone, die aus einer Reihe von Enzymen und Proteinen bestehen,

78



ubernehmen diese spezifische Aufgabe. Zudem ist dieser Schritt ein
energieabhangiger Prozess (Ferrari et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit
wurden denaturierte Proteine in ihrer tertidren Struktur in die Zellen
transduziert. Diese Proteine enthielten auBlerdem eine zusiatzliche, nicht
physiologische Struktur, namlich die Tat-Sequenz. Es wire vorstellbar, dass
die so transduzierten Proteine von den Chaperonen nicht erkannt wurden und /
oder die dafur erforderliche Energie von den Zellen nicht aufgebracht wurde,

so dass die Proteine ihre biologischen Funktionen nicht wahrnehmen konnen.

. Die auf Zellkulturen basierenden Beobachtungen zeigen einen engen
Zusammenhang der mitogenen Funktion von c-Myc und der Regulierung von
p27%"" (Shaeff et al., 1997; Mueller et al. 1997). Durch die Aktivierung von
Myc werden Cyclin D2 und Cul-1 hochreguliert, wodurch die Sequestration
von p27%"" aus dem Komplex mit Cyclin E / CDK 2 und folglich die
Degradation von p27**' eingeleitet wird (Bouchard et al., 1999; O’Hagen et
al., 2000; Perez-Roger et al., 1999).

Die oben geschilderte Kaskade zwischen Myc und p27%"' konnte jedoch in
Arbeiten mit primdren Neuroblastomen nicht verifiziert werden. Es wird
vermutet, dass die pradiktive Funktion von p27*"' bei Neuroblastomen nicht
nur uber seine Beteiligung am Zellzyklus erklart werden kann (Bergmann et
al., 2001). Die Transduktion von Tat-p27*"'-Fusionsproteinen in die
Neuroblastomzelllinie SHSYS5Y, die von einer Patientin im Stadium 4
abgeleitet sind, zeigte keine signifikante zellulire Antwort im Sinne eines
Zellzyklusarrestes. Dies konnte, analog zu den Ergebnissen mit den priméren
Neuroblastomen, bedeuten, dass die biologische Wirkung von p27*"' nicht
uber die Einleitung des Zellzylusarrestes die Prognose von Neuroblastomen
beeinflusst.

Mbogliche Aspekte, namlich die Apoptose und die neuronale Differenzierung
als weitere Funktionen von p27*"', sind bereits in Kapitel 5.1. diskutiert

worden.
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5.4. Tat-Fusionsproteine und ihre Bedeutung in der Medizin

Die Fahigkeit des HIV-1-Tat, Zellmembranen zu uberwinden, ist seit langerem
bekannt (Frankel et al., 1988; Green et al., 1988; Fawell et al., 1994; Vives et al.,
1997). Auch die an HIV-1 Tat gekoppelten Proteine lassen sich unabhédngig von
der GrofBe in alle untersuchten Zelltypen transduzieren (Fawell et al., 1994;
Nahagara et al., 1998; Schwarze et al., 2000). Im Gegensatz zu Antp oder VP22,
von denen ebenfalls bekannt ist, dass sie eine transduzierende Wirkung besitzen,
kann Tat anscheinend Fusionsproteine jeglicher Grofle und auch das Genmaterial
DNA transduzieren (Dowdy et al., 2000). Die vorstellbaren medizinischen
Anwendungen von solchen Tat-Fusionsproteinen sind daher sehr vielfaltig. So
wiare beispielsweise denkbar, dass eine Gentherapie oder eine
Substitutionstherapie bestimmter Krebserkrankungen mit Hilfe von Tat-
Konstrukten moglich ist. Jedoch ist zurzeit Vieles uber das molekularbiologische
und biochemische Verhalten von HIV-1 Tat und seiner Fusionskonstrukte
unerforscht, so dass bezuglich der medizinischen Anwendung zunachst

Zuruckhaltung geboten ist.

Eine der wichtigen Fragen stellt der Transduktionsmechanismus von Tat-
Konstrukten dar. In Kapitel 5.2. wurde bereits die Hypothese der
Endosomen/Lysosomen-vermittelten Transduktion erwahnt. Eine weitere
Hypothese geht von einem hochenergetischen Zustand (hohes AG) der Tat-
Fusionsproteine aus, die ein kurzfristiges, reversibles Offnen der
Lipiddoppelmembran der Zellwéande zur Folge haben soll (Nahagara et al., 1998).
Da bislang keine Klarheit tiber den Wirkmechanismus besteht, sind auch
Begleitumstande, die moglicherweise Kontraindikationen einer medizinischen
Anwendung sein konnten, nicht auszuschlieBen. Offen bleibt auch die Frage, wie
ein gezielter Angriff der Tat-Konstrukte auf Tumorzellen in einem Organismus
gewahrleistet werden kann. Dabei ware zum Beispiel auch die Halbwertzeit der
transduzierten Proteine zu bestimmen, um so die fur eine suffiziente biologische

Antwort erforderliche Konzentration derselben festzustellen.
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6. Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist eine der haufigsten Tumorerkrankungen im Kindesalter.
Parameter wie Ip-Deletion, DNA-Euploidie, N-Myc-Amplifikation und
Expressionsrate von p27“*'-Protein sind u.a. als prognostisch relevante Faktoren

bei Neuroblastomerkrankungen bekannt.

Das p27"' ist ein bekannter Tumorsuppressor, dessen zellzylusarretierende
Wirkung durch Myc-Aktivierung uber die Expression von D-Typ-Cyclinen
inhibiert werden kann. In Neuroblastomen korreliert die Expressionsrate von

p27%"" mit einer giinstigen Prognose der Erkrankung.

Die Tat-Sequenz ist ein Teil des bekannten HIV-Tat-Proteins. An dem N-
Terminus der Tat-Sequenz lassen sich sowohl DNA, RNA als auch Proteine
molekulargenetisch fusionieren, die so in der Lage sind, Zellmenbranen im Sinne
einer Transduktion zu iiberwinden. In Anlehnung daran wurde von S. Dowdy und
seiner Arbeitsgruppe das Tat-p27"'-Gen in einem kompetenten Bakterium,
BL21, kloniert. Die so klonierten Bakterien wurden fur die vorliegende Arbeit

von S. Dowdy freundlicherweise zur Verfugung gestellt .

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht :

1.  Das rekombinante Tat-p27**'-Fusionsprotein aus klonierten Bakterien in
einer transduzierbaren Form zu isolieren.

2. Das so isolierte Fusionsprotein in die humane Neuroblastomzelllinie SH-
SYSY zu transduzieren.

3 . Die Transduktion mit verschiedenen Methoden der
Immunfluoreszenzfarbung und —mikroskopie nachzuweisen.

4.  Nach erfolgter Transduktion die erwartete zellulaire Antwort im Sinne eines

Zellzyklusarrestes mittels FACS-Analyse zu uiberpriifen.

Die Isolierung des Fusionsproteins in einer transduzierbaren Form erfolgte durch

mehrere spezielle Entsalzungs- und Denaturierungsverfahren.
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Im Anschlufl daran wurde das Fusionsprotein in einem hohen Reinheitsgrad
gewonnen. Das so isolierte Tat-p27*"*'-Fusionsprotein lieB sich Inkubationsdauer-
und Proteinkonzentrationsabhiangig in SH-SY5Y-Zellen transduzieren. Hierbei
betrug die optimale Konzentration des Fusionsproteins zwischen 200 und 250 nM
bei einer Inkubationszeit von 0,5 - 2 Stunden. Der Nachweis einer Transduktion
konnte durch das Konfokalmikroskopieren der Zellen, die direkt mit Cy3-

markierten Tat-p27""'-Fusionsproteinen behandelt wurden, erbracht werden.

In der anschlieBenden FACS-Analyse der mit Tat-p27**'-Fusionsprotein
behandelten Zellen konnte kein Zellzylusarrest im Sinne eines G1-Arrestes
beobachtet werden. Kurzlich wurde in der Arbeit von Bergmann et al., 2001,
gezeigt, dass der bislang vermutete Zusammenhang zwischen N-Myc und p27<*'
uber die Expressionsregulation von D-Typ-Cyclinen bei priméren
Neuroblastomproben nicht besteht. Die Hypothese, dass p27%"' seine
antiproliferative Wirkung, die im Gegensatz zu bisherigen Annahmen, nicht uiber
den Zellzyklus, sondern iiber einen anderen Mechanismus, beispielsweise iiber die
Beeinflussung der Apoptose- und/oder die neuronale Differenzierungskaskade
entfaltet, wiare denkbar. Dass in der vorliegenden Arbeit kein Zellzyklusarrest
durch die Behandlung mit Tat-p27*"'-Fusionsprotein erreicht wurde, konnte eine

derartige Hypothese unterstuitzen.

Die Transduktionsmethode mit Tat-Fusionsproteinen konnte von einigen Gruppen
weltweit reproduziert werden. Dennoch fehlt bis dato das genaue Verstandnis
uber die biologische Grundlage der Tat-vermittelten Transduktion. Das Verfahren
zur Gewinnung von Fusionsproteinen erfordert sensible chromatographische
Schritte (z. B. FPLC), die potentiell Veranderungen der Proteinstruktur zur Folge
haben konnen, wobei das Denaturieren von Fusionsproteinen als ein
entscheidender Schritt fur eine erfolgreiche Transduktion von S. Dowdy und
seiner Arbeitsgruppe angenommen wird. Folglich wire ebenfalls denkbar, dass
die Fusionsproteine zwar in der Lage sind, Zellmembranen zu uberwinden, eine
biologische Antwort jedoch aufgrund der veranderten Proteinstruktur und der

damit verbundenen Inaktivitat des Proteins nicht erfolgen kann.
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Sprachkentnisse :

Koreanisch — Muttersprache
Deutsch — wie Muttersprache
Englisch — fliefend

Latein — groBes Latinum

Franzosisch - Grundkenntnisse
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