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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 Die Papillomviren

Die Papillomviren (PV) bilden die einzigen Vertreter der Familie
Papillomaviridae. Die Durchseuchung der menschlichen Bevolkerung mit den DNA-
Tumorviren ist weltweit hoch. Von Geburt an findet eine Ubertragung durch direkten
Kontakt mit infizierten Hautregionen oder Uber kontaminierte Gegenstande im
familiaren Bereich statt. Auch durch die allgemeine Nutzung von Freizeitanlagen
kommt es zu einer gehauften Ubertragung. Uberdies kdnnen genitale PV sowohl
wahrend des Geburtsvorganges auf das Neugeborene als auch ab dem jungen
Erwachsenenalter durch Geschlechtsverkehr tUbertragen werden (MobRow, 2003).
PV sind die haufigsten sexuell Ubertragenen, viralen Infektionserreger (GARLAND,
2002) und Infektionen mit bestimmten humanen PV (HPV) bergen ein erhdhtes
Risiko der malignen Entartung. Hierbei ist die Assoziation bestimmter Typen mit dem
Gebarmutterhalskrebs von besonderer klinischer Bedeutung (Kapitel 1.3). Bisher
wurden uber 90 HPV Typen vollstandig sequenziert und zurzeit sind Uber 120
partielle DNA-Sequenzen bekannt (Hou et al., 2002; zurR HAUSEN, 2002 und 2000),
welche vermutlich neue Typen darstellen. Neben humanen wurden auch animale PV
aus Saugern, wie nicht-menschlichen Primaten und Rindern (,Bovine“, BPV), aber
auch aus Vogeln (DE VILLIERS, 2001), Kaninchen (erstes PV-Isolat 1932), Hunden,
Schafen, Elchen und Hirschen isoliert (Mobrow, 2003). Die Definition eines PV-Typs
beruht auf dem Vergleich der Nukleotidsequenzen des konservierten Hauptstruktur-

proteingens L1, wobei bei unter 90% Sequenzhomologie ein neuer Typ definiert wird.

PV infizieren die Basalzellen der Haut und induzieren dort eine verstarkte
Proliferation des Epithels, wobei sie eine hohe Wirts- und Gewebespezifitat
aufweisen (ZUR HAUSEN und DE VILLIERS, 1994). Aufgrund ihres Tropismus” werden
sie in haut- und schleimhautinfizierende Typen unterteilt. Die bekanntesten
schleimhautinfizierenden Vertreter sind HPV16, 18, 45 und 56, wahrend einige der
wichtigsten kutanen Typen aus Lasionen von Patienten mit der seltenen Krankheit
Epidermodysplasia verruciformis (Ev) isoliert wurden (Kapitel 1.3). Hier sind die
bedeutendsten Typen HPV5 und 8.
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1.2 Der Aufbau der menschlichen Haut und die PV-Infektion

Die komplexe Struktur der menschlichen Haut wird von innen nach aul3en in
Subcutis (Unterhaut), Dermis (Lederhaut) und Epidermis (Oberhaut) gegliedert,

wobei die Epidermis in mehrere Schichten unterteilt wird (Abb.1).

Stratum corneum Reifung und Freisetzung der Virionen

starke Expression der Strukturproteine

Stratum granulosum
veget.Replik.: bis zu 1000 Kopien/Zelle

Expression der Strukturprot. L1 und L2

Stratum spinosum
starke Expression von E1, E2, E5, E6, E7
Beginn der vegetativen Replikation

geringe Expression von E1,E2,E5,E6,E7
Stratum basale ‘

wenige episomale Genomkopienzahl
pro Zelle

Basalmembran

Abb. 1 Querschnitt der Epidermis und Lebenszyklus der PV
Der Querschnitt der Epidermis zeigt ihre einzelnen Schichten und den damit eng verknipften
Lebenszyklus der PV.

Die PV gelangen vermutlich nach Mikrotraumata der Haut bzw. Schleimhaut
zu den Zellen der Basalschicht des Epithels und infizieren diese. Der Virus-Zell-
Kontakt erfolgt Uber Bindung an das a6p4-Integrin, das als Rezeptor fungiert
(EVANDER et al., 1997), jedoch nach jungsten Erkenntnissen nicht von allen PV
gebunden zu werden scheint. Weiterhin kann der Kontakt durch eine Bindung des
L1-Hauptkapsidproteins an das auf der Wirtszelle exponierte Heparin stattfinden
(JOYCE et al., 1999; GIROGLOU et al., 2001). Anschliellend wird das Virus endosomal
internalisiert (SELINKA et al., 2002) und das virale Genom Uber einen unbekannten
Mechanismus in den Zellkern transportiert. Wundheilung sowie die Aktivitat der
frihen viralen Proteine helfen dem Virus wahrscheinlich, sich in den normalerweise
ruhenden Zellen zu etablieren. Nach der Replikation der viralen DNA im Zellkern
liegen die Genome in geringer Kopienzahl als Episom vor und nur die fruhen Gene

werden exprimiert. Mit fortschreitender Differenzierung der Zellen beginnen die
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vegetative Replikation der viralen DNA und die Expression der Strukturproteingene
(Abb. 1). Die zeitlich versetzte Induktion der viralen Promotoren ist wahrscheinlich
auf in den spezifischen Differenzierungsstadien unterschiedlich exprimierte
Transkriptionsfaktoren zurlGckzufiihren (TUREK, 1994). Die Virionen werden
schlie3lich in den differenzierten Zellen der oberen Hautschicht zusammengefugt und

beim Absterben der Zellen des Stratum corneum freigesetzt.

1.3 Die Pathologie

Wahrend des Infektionszyklus induziert die Aktivitat viraler Proteine eine
verstarkte Proliferation (Hyperproliferation) der suprabasalen Zellen und so z.B. die
Bildung von Warzen (CHow und BROKER, 1994; ZUR HAUSEN und DEVILLIERS, 1994;
HoOwLEY und Lowy, 2001). Diese primar gutartigen Tumoren (Warzen, Kondylome,
Papillome), bilden sich haufig — wahrscheinlich infolge einer zellvermittelten
Immunreaktion — spontan zuruck. Oft bleiben die Infektionen subklinisch. Die
benignen Tumoren weisen eine intakte basale Epithelschicht auf. Dabei verursachen
genetisch verwandte HPV-Typen haufig ahnliche klinische Bilder und zeigen eine

ahnliche Gewebespezifitat.

Manche HPV-Typen tragen zur malignen Progression der epithelialen
Tumoren im Bereich des Anogenitaltraktes, des Respirationstraktes sowie der Haut
bei. FUr die maligne Progression pradisponiert sind Hautwarzen von Ev-Patienten,
Larynxpapillome von Erwachsenen und Dysplasien der Gebarmutterhalsschleimhaut.
Die Ausbildung von intraepithelialen Neoplasien (CIN | bis CIN Ill) der Schleimhaut
der Zervix uteri (Gebarmutterhals) ist von grofRRer klinischer Bedeutung. Dabei
reprasentieren die steigenden Zahlen der CIN den Schweregrad der Neoplasien von
milden (CIN ) Uber moderate (CIN IlI) zu schweren Neoplasien (CIN Ill), welche
Vorlaufer des invasiven Karzinoms darstellen. Diese Vorlaufer kénnen sich in 10-
30% der Falle zum invasiven Zervixkarzinom weiterentwickeln, der zweithaufigsten
Krebsform der Frau weltweit (WALBOOMERS et al., 1999; EINSTEIN und GOLDBERG,
2002). Neuere Studien belegen, dass uber 99% der invasiven Zervixkarzinome HPV-
DNA enthalten. Dabei wurde in den meisten Fallen HPV16 (53%) gefolgt von HPV18
(15%) isoliert (MuNoOz, 2000). Diese und andere HPV-Typen, die augenscheinlich ein

hoheres onkogenes Potential besitzen, werden als Hochrisiko-Typen bezeichnet
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(high risk) im Gegensatz zu denjenigen Typen, die offensichtlich ein sehr geringes

onkogenes Potential bergen (low risk) wie HPV6 und 11.

Eine weitere grole Untergruppe der PV umfasst HPV-Typen, die mit Ev
assoziiert sind (MYERS et al., 1997). Ev ist eine aulderst seltene, genetisch bedingte
Hauterkrankung (JABLONSKA und MAJEWSKI, 1994) und zeichnet sich durch eine
ausgepragte Pradisposition fur HPV-Infektionen aus, die zu lebenslang
persistierenden, gutartigen Hautlasionen — wie flachen Warzen und makularen
Lasionen — flhren. Die genetische Pradisposition fur diese Hautkrankheit wird
autosomal rezessiv vererbt und konnte kurzlich einem DNA-Lokus auf Chromosom
17 zugeordnet werden (RAMOZz et al., 2002). Mutationen in den Genen EVERT und
EVER2 kénnen mit der Erkrankung assoziiert werden. Die Gene kodieren flr
Membranproteine unbekannter Funktion. In einem Zeitraum von 10-30 Jahren
entwickeln sich am ganzen Korper Lasionen, die bei 30-60% der Ev-Patienten
maligne entarten und zu Plattenepithelkarzinomen fuhren koénnen (FucHs und
PFISTER, 1996). Obwohl sich in den benignen Ev-Lasionen etwa 20 verschiedene Ev-
assoziierte Virustypen nachweisen lassen, treten in Ev-Karzinomen vorwiegend
HPV5 oder 8 auf, was mdglicherweise auf ein besonderes onkogenes Potential
dieser Typen hinweist (PFISTER, 1992). Neuere Studien zeigen, dass Ev-assoziierte
HPV nicht nur in Plattenepithelkarzinomen von Ev-Patienten, sondern auch in
malignen, nicht-melanozytaren Hauttumoren (NMSC) — zu denen Basaliome (BCCs)
und Plattenepithelkarzinome (SCCs) gezahlt werden — von Organtransplantat-
empfangern und immunkompetenten Patienten sowie in normaler Haut vorkommen
(PFISTER und TER SCHEGGET, 1997; BOXMANN et al., 1999; BERKHOUT et al., 2000;
HARwWOOD et al., 2000). Der nicht-melanozytare Hautkrebs ist der haufigste maligne
Tumor des Menschen (CORONA, 1996). Zu den Risikofaktoren beim NMSC zahlen
ein geschwachter Immunstatus, extensive Sonnenexposition, ein sensibler (heller)
Hauttyp, ionisierende Strahlung, verschiedene chemische Karzinogene und das Alter
der gefahrdeten Person (BOUWES BAVINCK und BERKHOUT, 1997). Als wichtigster
Risikofaktor gilt der Grad der natlrlichen UV-Bestrahlung, da BCCs, SCCs und Ev-
Tumore zumeist an lichtexponierten Korperstellen lokalisiert sind (JABLONSKA und
MAJEWSKI, 1994).
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Wahrend humane PV eine rein epitheliale Proliferation verursachen, induziert
u.a. BPV1 fibroepitheliale Tumoren. Im Gegensatz zu epithelialen Warzen entwickeln
sich Fibropapillome schnell nach der PV Infektion (PFISTER, 1987). Da die
Transformation von Fibroblasten schon frih in vitro reproduziert werden konnte und
somit ein Zellkultursystem zur Verfugung stand, wurde BPV1 vor allem als

Modellvirus fur viele molekularbiologische Studien herangezogen.

1.4 Der Kapsid- und Genomaufbau

PV sind kleine, nicht-umhillte, ikosaedrische DNA Viren mit einem
Durchmesser von ca. 55nm und einem aus 72 Kapsomeren zusammengesetzten

Kapsid. Sie besitzen ein kovalent geschlossenes, zirkulares, doppelstrangiges

HPV8 (1-7654)

P
P75 7535

y
E7

BPV1 (1-7946)

P-o40 P89 P718s
L
- E1 HEs} L1 LCR

<+«— friihe Region——— » «— spite Region—»

Abb. 2 Die Genomorganisation von HPV8 und BPV1

Das Genom der PV wird zusatzlich zur NCR oder LCR in die frilhe und spate Region unterteilt und
wurde flur die Darstellung innerhalb der NCR/LCR gedffnet. Die einzelnen ORF, deren Lage
zueinander und die Promotoren sind dargestellt (modifiziert nach PFISTER und FUCHS, 1987).
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Genom, welches etwa 7,000 - 8,000 Basenpaare (bp) umfasst (PFISTER, 1984) und
in einer nukleosomenahnlichen Struktur mit zellularen Histonen assoziiert vorliegt
(FAVRE et al., 1977). Das Genom wird in einen kodierenden und einen nicht-
kodierenden Bereich (,non coding region“, NCR oder ,long control region“, LCR)
unterteilt. Der kodierende Bereich umfasst mindestens sieben offene Leserahmen
(ORF), deren Produkte entsprechend ihrer Expression im viralen Lebenszyklus als
frihe (,early”, E) und spate (,late”, L) Proteine bezeichnet werden (Abb.2). Wahrend
Produkte der spaten Gene, L1 und L2, die Strukturproteine des Kapsids darstellen,
erfullen die Produkte der frihen Gene regulatorische Funktionen bei der Replikation,
Transkription und Zelltransformation. Zwischen den offenen Leserahmen L1 und E6
befindet sich die NCR oder LCR, die bei allen bisher untersuchten PV die wichtigsten
cis-Kontrollelemente flr die Regulation der Transkription und Replikation des viralen
Genoms enthalt. Die Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung der
Genomorganisation von HPV8 und BPV1. Alle ORFs liegen auf demselben DNA-
Strang und sind trotz groler Sequenzunterschiede zwischen den verschiedenen PV-
Typen in ihrer GroRe und Funktion innerhalb der PV gut konserviert (PFISTER und
FucHs, 1987). Die Transkription der polycistronischen mRNA erfolgt Uber mindestens
zwei Promotoren, wobei durch alternatives Spleilden eine Vielzahl von Transkripten
entsteht, die neben den vollstandigen Proteinen auch flr Fusionsproteine und
verkurzte Formen kodieren kénnen (BAKER, 1993). In der Regel erzeugt der friihe
Promotor Transkripte fur ES, E6, E7, E1 und E2, wahrend der spate Promotor die
Expression fur L1 und L2 sowie fur E1, E2 und E4 steuert (STUBENRAUCH und
LAIMINS, 1999).

1.5 Die Funktion der viralen Genprodukte

L1, L2: Die Leserahmen fur die L Proteine codieren fur das Hauptstruktur-
protein L1 mit etwa 57 kDa und fur ein weiteres Strukturprotein L2 mit etwa 75 kDa.
In den infektidsen Viren liegen die beiden Proteine in einem Verhaltnis von etwa 30:1
vor. Durch intermolekulare Disulfidbricken bilden die L1 Proteine Pentamere und
sind so in der Lage, ikosaedrische Partikel zu bilden. Dabei erhoht die Inkorporation
von L2 augenscheinlich die Infektiositat der Viren (MobrRow, 2003).

E4: Die Funktion dieses Proteins ist wenig verstanden. Der E4 Leserahmen

besitzt kein eigenes Startcodon. Durch alternatives Spleil’en wird hauptsachlich ein
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E17E4-Transkript gebildet, welches nur wenige Nukleotide des E1-Leserahmens
enthalt und bei HPV1 fur ein 17 kDa grol3es Zinkfingerprotein (ROBERTS et al., 1994),
bei HPV11 fur ein 11 kDa grofRes Protein (MoDROw, 2003) kodiert. Obwohl E4 im
Bereich der frihen Gene kodiert ist, wird es erst spat im viralen Lebenszyklus
exprimiert. Das Phosphoprotein lokalisiert zytoplasmatisch und ist mit Zytokeratin
assoziiert. Es scheint so in der Lage zu sein, den Zusammenbruch der
Zytokeratinmatrix zu induzieren und damit die Freisetzung der reifen Virionen zu
beglnstigen (DOORBAR et al., 1991).

ES5, EG6, E7: Diese drei Onkoproteine vermitteln ihre Funktionen Uber Protein-
Protein-Wechselwirkungen u.a. mit Tumorsuppressorproteinen der Wirtszelle. Um die
Replikation zu ermdglichen, heben die Genprodukte dieser drei ORFs den G;-
Zellzyklusblock auf und induzieren den Eintritt von differenzierenden Zellen in die S-
Phase. (SMOLA-HESS und PFISTER, 2002).

Das ES5 Protein ist innerhalb der PV-Familie nur wenig konserviert, bei HPV8
fehlt es sogar (FUCHS et al., 1986). Der Leserahmen kodiert fir 40-99 Aminosauren
(AS) grolke, hydrophobe Polypeptide, die hauptsachlich im Golgi-Apparat und der
Plasmamembran lokalisiert sind (BURKHARDT et al., 1989; CONRAD et al., 1993). ES
bildet Homodimere, die mit dem ebenfalls in der Zytoplasmamembran verankerten
PDGF-B(platelet-derived growth factor [)-Rezeptor und EGF(epidermal growth
factor)-Rezeptor interagieren und diese in ligandenunabhangiger Weise aktivieren.
Somit konnen durch E5 entsprechende Signaltransduktionswege stimuliert werden
(Pm et al., 1992; LEECHANACHAI et al., 1992).

E6 und E7 sind in der Lage unabhangig voneinander immortalisierte Zellen zu
transformieren (HALBERT et al., 1991; SEDMAN et al., 1991; PHELPS et al., 1988).
Wahrend die E6 und E7 Proteine von genitalen Hochrisiko-HPV notwendig und
ausreichend fur die Immortalisierung primarer epithelialer Zellen sind (HAWLEY-
NELSON et al., 1989), weist bei den Ev-assoziierten HPV lediglich das E6 Protein ein
effizient transformierendes Potential auf (IFTNER et al., 1988; SCHMITT et al., 1994).
E6 Proteine der Ev-assoziierten Typen 5, 8 und 47 sind zwar in der Lage,
Rattenfibroblasten zu transformieren, konnen jedoch keine humanen Keratinozyten
immortalisieren (IFTNER et al., 1988; KiYyoNO et al., 1989, 1992; PFISTER, 1992;
SCHMITT et al., 1994). Mittels in situ Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass
MRNA, welche E6 und E7 Proteine kodiert, in HPV-Tumoren im Vergleich zu
gutartigen Proliferationen verstarkt vorliegt (HIGGINS et al., 1992; IFTNER et al., 1992;
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STOLER et al., 1992; HALLER et al., 1995). Diese erhohte Expression beider Gene wird
als eine der Ursachen fur die Entartung der Tumoren bei einer HPV-Infektion
gesehen (CHoOw und BROKER, 1997).

Der E6 Leserahmen kodiert fir ein 16-18 kDa groRes Phosphoprotein, das im
Nukleus und in nicht-nukledren Membranen zu finden ist (GROSSMAN et al., 1989;
GAo et al., 2000). Das E6 Protein der high-risk anogenitalen HPV interagiert mit dem
zelluldaren Tumorsuppressorprotein p53 (WERNESS et al., 1990) (s. a. Kapitel 1.9) und
fuhrt es dem Ubiquitin-abhangigen Abbau zu. Nach Bindung des E6 Proteins an die
Ubiquitinligase E6-AP (E6 associated protein) fungiert dieser Komplex als Ubiquitin-
Protein-Ligase bei der Degradation des p53 durch das Proteasom (SCHEFFNER et al.,
1990, 1993). Dergestalt kdnnen p53-abhangige Regulationswege, wie z.B. die
Einleitung der Apoptose, inhibiert werden und somit zu genetischer Instabilitat mit
erhohtem Risiko einer Aktivierung von Onkogenen oder Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen fuhren (THOMAS und LAIMINS, 1998, SOMASUNDARAM, 2000).
Die E6 Proteine der kutanen HPV-Typen interagieren weder mit p53 oder E6-AP
noch degradieren sie p53 (STEGER und PFISTER, 1992; ELBEL et al., 1997). Somit
konnte sich das onkogene Potential der E6 Proteine der kutanen HPV-Typen auf
einem anderen, bisher noch wenig bekannten Weg darstellen.

Das E7 Protein ist ein etwa 11 kDa groles Zinkfingerprotein und
hauptsachlich im Zellkern der infizierten Zellen lokalisiert. Es befindet sich jedoch
auch in geringen Mengen im Zytoplasma (ZWERSCHKE et al., 1996; SATO et al., 19809;
SMOTKIN und WETTSTEIN, 1987). E7 interagiert mit dem Retinoblastom Protein pRb
(DysoN et al., 1989) und fuhrt Uber den Ubiquitin-abhangigen Abbau zu dessen
Degradation, worauf das transformierende Potential von E7 maligeblich
zuruckgefuhrt wird (GONzALES et al., 2001; JONES und MUNGER, 1997). Die E7-
Proteine der low-risk genitalen und der Ev-assoziierten PV binden mit deutlich
geringerer Affinitat an pRb (IFTNER et al., 1988; KIYONO et al., 1989; SCHMITT et al.,
1994). Das nach der Mitose dephosphorylierte pRb bindet den =zellularen
Transaktivator E2F, wodurch dieser inaktiviert und der Eintritt der Zelle in die S-
Phase verhindert wird. Interagiert E7 jedoch mit dem dephosphorylierten pRb, kann
dieses nicht mehr mit E2F wechselwirken und die Transkription der Gene, die von
E2F-abhangigen Promotoren kontrolliert werden, wird induziert (ARMSTRONG und
RoMAN, 1997), was eine unkontrollierte Zellteilung zur Folge hat (JONES et al., 1997).
Dariiber hinaus bindet E7 die zyklinabhangigen-Kinase(CDK)-Inhibitoren p21“'*" und
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p27X'"™ welche die Replikation verhindern, und inhibiert deren Funktion (TUREK et al.,
1994; SCHULZE et al., 1995; OHTANI et al., 1995; zusammengefasst in MUNGER et al.,
2001).

E1: Abhangig vom Virustyp kodiert der Leserahmen E1 fir ein 68 — 85 kDa
grolRes, hochkonserviertes, kernlokalisiertes Protein, welches in seiner aktiven Form
phosphoryliert ist (SUN et al., 1990). Durch die Interaktion mit E2 und dessen
Bindung an benachbarte E2-Erkennungssequenzen wird die sequenzspezifische,
jedoch schwach affine Bindung von E1 an den Replikationsursprung des PV-
Genoms stabilisiert (HOLT et al., 1994; FRATTINI und LAIMINS, 1994; SEDMAN und
STENLUND, 1995). Daraufhin kdnnen sich weitere E1 Proteine zu einem hexameren
Komplex zusammenlagern, wahrenddessen E2 aus diesem entlassen wird. Das E1-
Hexamer besitzt Helikase- und ATPase-Aktivitat und rekrutiert die fir die DNA-
Synthese wichtigen zellularen Replikationsfaktoren (YANG et al., 1993; Kuo et al.,
1994; SANDERS und STENLUND, 1998; STUBENRAUCH und LAIMINS, 1999; WILSON et al.,
2002). Es konnte gezeigt werden, dass zur Einleitung der Replikation die
Phosphorylierung von E1 durch CyclinE-Cdk2 — ein Zellzyklusregulatorprotein —
notwendig ist (CUEILLE et al., 1998). Die DNA-Replikation der HPV in
differenzierendem Epithelgewebe wird in drei Stadien eingeteilt. Unmittelbar nach der
Infektion wird das virale Genom bis zum Erreichen einer bestimmten Kopienanzahl in
den Basalzellen des Epithels repliziert (Amplifikations-Phase). Darauf folgend werden
die Plasmide wahrend der S-Phase des Zellzyklus einmal dupliziert (,maintenance®-
Phase). Auf diese Weise werden die Persistenz und die latente Infektion der Zellen
gesichert. Schliel3lich wird in den differenzierten Epithelzellen eine grof3e Anzahl an
Virusgenomen produziert (,vegetative” Replikations-Phase) und in Viruskapside
verpackt (HOWLEY und Lowy, 2001). Dabei sind die Mechanismen, die diesen
Phasenwechsel steuern, nicht geklart.

E2: Der E2 Leserahmen kodiert fir ein nukleares, multifunktionales, DNA-
bindendes Phosphoprotein mit einer Grofte von 43 — 56 kDa. Das E2 Protein besitzt
einen fur die meisten Transkriptionsfaktoren typischen modularen Aufbau mit zwei
funktionell ~trennbaren Domanen. Im  N-terminalen Bereich liegt die
Transaktivierungsdomane (AD), wahrend der C-Terminus eine DNA-Binde- und
Dimerisierungsdomane (DBD) enthalt. Die N- und C-terminalen Regionen sind unter
PV gut konserviert (35% Homologie; MCBRIDE und MYERS, 1996) und werden von

einer wenig konservierten und in ihrer GroRRe stark variierenden, flexiblen Region
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(,hinge* — H) verbunden (McBRIDE et al.,, 1991), die Kernlokalisationssignale
enthalten kann (GIRI und YANIv, 1988; ANDROPHY et al., 1987b; Zou et al., 2000;
HADASCHIK, 2002). Die E2 H-Domane der Ev-assoziierten HPV ist vergleichsweise
grofl3 und erflllt Funktionen bei der Interaktion mit zellularen Transkriptionsfaktoren
sowie vermutlich beim Spleil3prozess (STEGER et al., 2002; LAl et al., 1999). Das E2
Protein bindet mit seiner DBD als Dimer an die palindromische Konsensussequenz
5-ACC(N)sGGT-3" (ANDROPHY et al., 1987), die mehrfach im viralen Genom
vorhanden ist (STEGER et al., 1996). Die E2 Bindestelle (E2 BS) ist unter den
einzelnen PV-Typen hochkonserviert, wobei deren Anzahl in der NCR/LCR innerhalb
der PV stark variiert. Das Protein kann die virale Genexpression sowohl aktivieren als
auch reprimieren (Kapitel 1.6). Neben den regulatorischen Aktivitaten bei der
Transkription ist E2 auch in der Lage, das Zellwachstum in der Gi-Phase zu
blockieren sowie Zellalterung und Apoptose uber p53 und Caspase 8 auszuldsen.
Somit kdnnte E2 die durch E6 und E7 gestorte Zellzykluskontrolle in den oberen
Epithelschichten wiederherstellen. Der hierfir zu Grunde liegende Mechanismus ist
noch unklar (DESAINTES et al., 1997, 1999; DOWHANICK et al., 1995; WELLS et al.,
2000; WEBSTER et al., 2000; DEMERET et al., 2003). Weiterhin spielt das E2 Protein
auch eine Rolle bei der Verpackung von Virus-DNA in Kapside (DAY et al., 1998) und
— wie bereits erwahnt — bei der effizienten Aktivierung der Replikation des viralen
Genoms im Zusammenspiel mit E1 (MOHR et al., 1990).

Im Gegensatz zu E2 Proteinen von genitalen Hochrisiko-HPV wurde flr
HPV8 E2 zelltransformierendes Potential gezeigt (IFTNER et al., 1989). Der
Mechanismus hierfir ist ebenfalls noch nicht geklart. Die transformierenden
Eigenschaften des E2 Proteins sind von einer intakten AD abhangig, so dass der
transformierende Effekt moglicherweise auf einer transkriptionellen Fehlregulierung
wichtiger Wachstumskontrollgene beruht (FUCHS et al., 1993).

Uberdies ist BPV1 E2 in der Lage, tiber seine AD an mitotisches Chromatin zu
binden und damit die Segregation der an der DBD gebundenen viralen DNA bei der

Zellteilung zu gewabhrleisten (SKIADOPOULOS und MCBRIDE, 1998).
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1.6 Die virale Transkription

Die LCR/NCR enthalt verschiedene cis-regulatorische Kontrollelemente, die
die Genexpression und Replikation des Virusgenoms steuern (Abb. 3). Die nicht-
kodierenden Bereiche eng verwandter PV ahneln sich sehr, wahrend sich grolle
Unterschiede zwischen Vertretern mit unterschiedlicher Gewebespezifitat zeigen. Die
NCR von HPV8 ist mit nur 400 bp etwa halb so grofl3 wie die LCR der genitalen HPV
und des BPV1 (FucHs et al., 1986; KRUBKE et al., 1987; FucHs et al., 1993). Der
frihe Promotor von HPV8 (P475) befindet sich — wie auch bei anderen PV — am 3'-
Ende der NCR unmittelbar vor dem E6-ORF. Die Lage des spaten Promotors ist
dagegen nicht konserviert und liegt bei HPV8 innerhalb der NCR (P7s35). Von diesem
werden neben den Transkripten, welche fur die beiden Kapsidproteine L1 und L2
kodieren, auch die fur E2 initiiert (STUBENRAUCH et al., 1992). Innerhalb der

Kontrollregionen befinden sich neben den BS fir das virale E2 Protein zahlreiche

HPV8 NCR
P7535 P175
PO Pt P2 P3 P4 P
N N\/NYN
__|E E F Flr(F] [B| [E 1
L1 |2 2 UDAAT/ AT [2] [2] [] E6
NRE M33 TATA CAAT \og AT
BPV1 LCR
P7185 I:,L P7940 P89
—> — — —>
E E|E||E|[E| [E||E||E E||E El| E
L1 2 2(|2|2]|2 2|(2|(2 2|2 2(| 12]|[Es
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
| [
E2 RE ori

Abb. 3 Schematische Darstellung der NCR von HPV8 und der LCR von BPV1

Konservierte E2 BS sind bei HPV8 mit PO bis P4, bei BPV1 mit 1 bis 12 gekennzeichnet. Weiterhin
wurden Sequenzmotive wie M33, die CAAT-Box, M29 und die A/T-reiche Region, das negativ
regulierende Element (NRE) sowie Bindestellen einiger zellularer Transkriptionsfaktoren dargestellt,
dabei steht die Farbe blau fir aktivierende, die Farbe orange flr reprimierende Elemente. Pfeile
stehen fur Promotoren, wobei der Index der Promotorkennung der Nukleotidposition entspricht (nach
FucHs und PFISTER, 1996).

Aufgrund der grol3en Anzahl an E2 BS in der BPV1 LCR wurde hier auf die Darstellung von BS fir
zellulare Transkriptionsfaktoren verzichtet. Das E2 Enhancer Element (E2 RE = E2 ,responsive
element) beinhaltet die E2 BS 7 bis 10.



EINLEITUNG 12

Erkennungssequenzen fur zellulare Transkriptionsfaktoren, die unter anderem ein
gewebespezifisches Verstarkerelement (Enhancer) bilden, welches nur in
epithelialen Zellen aktiv ist. Hier Gben Faktoren wie AP-1, NF-1, Sp1 und Oct-1 einen
transaktivierenden Einfluss aus, wahrend z.B. YY1 reprimierend wirkt. Die meisten
Studien zu diesen Faktoren wurden in mukosen HPV durchgefuhrt (DESAINTES und
DEMERET, 1996; O'CONNOR 1996; FUCHS und PFISTER, 1994 und 1996). Die HPV8
NCR enthalt finf E2 BS (PO — P4) sowie die innerhalb der mit Ev-assoziierten HPV
hochkonservierten Sequenzmotive M29 und M33 (bestehend aus 29 bzw. 33
Nukleotiden), eine CAAT-Box und eine 50 bp lange A/T-reiche Region (FUCHS und
PFISTER, 1996). Stromaufwarts des spaten Promotors befindet sich ein 38 bp
umfassendes negativ regulierendes Element (NRE), welches mit der E2 BS 1
Uberlappt und den spaten Promotor reprimiert (MAY et al., 1994). Es konnte gezeigt
werden, dass das M33-Motiv in Verbindung mit der proximalen AP1-Bindestelle
einen konstitutiven Enhancer des spaten Promotors darstellt (HORN et al., 1993).
Weiterhin wirken M29 und nach Bindung von E2 auch das P2-Palindrom negativ auf

den spaten Promotor (STUBENRAUCH und PFISTER, 1994).

E2 moduliert die virale Genexpression, wobei es bei Bindung an seine
Erkennungssequenz sowohl aktivieren als auch reprimieren kann. Die Position der
E2 BS innerhalb der NCR/LCR relativ zu Erkennungssequenzen fur positiv wirkende
zellulare Transkriptionsfaktoren ist hierbei fur den jeweiligen Effekt verantwortlich
(STEGER et al., 1993; THIERRY, 1993; GARRIDO-GUERRO et al., 1996). Unterschiedliche
Affinitaten zu seinen BS bedingt durch variable Nukleotide im Zentrum erlauben dem
E2 Protein eine dosisabhangige Regulation der Genexpression (STUBENRAUCH et al.,
1994; BOUVARD et al., 1994; STEGER und CORBACH, 1997). Z.B. aktiviert HPV8 E2
den spaten Promotor Uber die Bindung an die hochaffinen BS PO, P1, P3 und P4.
Die niedrigaffine promotorproximale BS P2 Uberlappt mit Erkennungssequenzen fur
die zellularen Faktoren RUNX1 und PBF, welche beide die Basalaktivitat des spaten
Promotors positiv regulieren (SCHMIDT et al., 1997; BOECKLE et al., 2002). Die
Bindung von E2 an P2 flhrt dabei zur Verdrangung der zellularen Faktoren und
damit zur Repression. DarUber hinaus resultiert dies in einer negativen
Ruckkopplung, da der spate Promotor auch die Expression des E2-Proteins reguliert
(STUBENRAUCH et al., 1996). Innerhalb der LCR von BPV1 befinden sich 12 E2 BS
(Abb.3) unter welchen einige ein E2-abhangiges Verstarker-Element bilden (E2 RE).



EINLEITUNG 13

Durch das vollstandige E2 Protein werden mehrere Promotoren aktiviert (P7g40, Pso,
P2443 P3080) (SPALHOLZ et al., 1985, 1987 und 1991; VANDE PoL und HOWLEY, 1990;
BARKSDALE und BAKER, 1993), wahrend die Bindung von E2 an die niedrigaffine BS 1
den P74g5 reprimiert (LI et al., 1989; STENLUND und BOTCHAN 1990; VANDE PoL und
HowLEY, 1990). Die umgebenden Sequenzen der Repression vermittelnden BS 1
aus BPV1 und P2 aus HPV8 sind hoch konserviert und es konnte gezeigt werden,
dass RUNX1 und PBF auch an die BPV1 BS 1 binden (SCHMIDT et al., 1997,
BOECKLE et al., 2002).

E2 bendtigt zur Aktivierung der Transkription seine N-terminale AD. Deren
Interaktion mit zellularen Transkriptionsfaktoren wie TBP, TFIIB, Sp1, AMF-1/Gps2
und p300/CBP konnte hierfur essentiell sein (LI et al., 1991; HAm et al., 1991,
USHIKAI et al., 1994; RANK und LAMBERT et al., 1995; STEGER et al., 1995; BENSON
et al., 1997; BREIDING et al., 1997; YAO et al., 1998a; MULLER 2003; LEE et al., 2000;
PENG et al., 2000). So ist z.B. BPV1 E2 in der Lage, die Transkription in Kooperation
mit zelluldren Faktoren wie AP-1, Oct-1 und TEF-1 zu stimulieren (USHIKAI et al.,
1994). LI et al konnten Uberdies frih zeigen, dass eine kooperative Aktivierung der
Transkription durch E2 und SP1 fir die effiziente Aktivierung der BPV1

Genexpression essentiell ist (LI et al., 1991).

Zusatzlich zur sequenzspezifischen DNA-Bindung kann das E2 Protein Uber
Wechselwirkungen mit zellularen Transkriptionsfaktoren an zellulare Promotoren
gebracht werden und Promotoren, die keine E2 BS aufweisen, aktivieren. Die AD von
BPV1 E2 ist hierfur ausreichend (HAUGEN et al., 1988; HEIKE et al., 1989). Sp1 ist
z.B. in der Lage, das E2 Protein von HPV8 an den p21-Promotor zu rekrutieren,
welcher daraufhin aktiviert wird (STEGER et al., 2002).

Neben der Kompetition um DNA-Bindung mit positiv regulierenden zellularen
Faktoren durch das vollstandige E2 Protein, kann E2 die PV Genexpression auch
durch N-terminal verkurzte Formen hemmen. Der genaue Mechanismus hierfur ist
noch nicht geklart. MCBRIDE et al. konnten zeigen, dass N-terminal verkurzte BPV1
E2 Proteine Homodimere bilden und so mit dem Wildtyp(wt)-E2 um die DNA-Bindung
kompetieren. Weiterhin ist ebenso die Entstehung von inaktiven Heterodimeren

bestehend aus vollstandigen E2 Proteinen moglich (MCBRIDE et al., 1991). Das
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molare Verhaltnis der wt-Form zu der deletierten Variante wird zellzyklusspezifisch
reguliert (YANG et al., 1991) und spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Modulation der viralen Genexpression. Andere Studien belegen, dass durch
alternatives Spleilen E2 Proteine entstehen kénnen, welche N-terminal einen aus 11
AS bestehenden Anteil des E8 Proteins anstelle der E2 AD tragen (E8*E2-TR) und
so ebenfalls nach Bindung an promotordistale BS als Transrepressor fungieren
konnen. Der Mechanismus hierfur ist bisher nicht bekannt (STUBENRAUCH et al.,
2001).

Die Regulation der Transkription durch E2 ist vermutlich auch auf
chromatinmodulierende Eigenschaften zurtckzufuhren. So konnte einerseits gezeigt
werden, dass die Aktivierung der Transkription durch E2 mit einer Auflockerung des
Chromatins stromaufwarts der E2 BS einhergeht (LEFEBVRE et al., 1997) und dass
weiterhin die AD fur eine effiziente Bindung der promotorproximalen BS in der
chromatinverpackten HPV16 LCR notwendig ist (NISHIMURA et al., 2000). Zusatzlich
hat auch der Zustand des Chromatins selbst einen Einfluss auf die Aktivitat des E2
Proteins. Liegt das HPV-Genom im Wirtsgenom integriert vor, kann HPV16 E2 den
Pg7-Promotor reprimieren, was nicht maoglich ist, wenn die virale DNA episomal in
dichterer Chromatin-Verpackung vorliegt (BECHTOLD et al., 2003). Diese Studien
weisen auf direkte oder indirekte Interaktionen der AD mit chromatinmodulierenden
Faktoren wie z.B. den Histon-Acetyl-Transferasen p300/CBP oder p/CAF (LEE et al.,
2000a; 2002) hin, durch die E2 dem inhibitorischen Effekt der in Nukleosomen

verpackten DNA entgegenwirken konnte.

Es konnte gezeigt werden, dass HPV8 E2 und p300 bei der Aktivierung der
HPV8 Genexpression kooperieren (Muller, 2003). Da auch in der vorliegenden Arbeit
die Kooperativitat zwischen HPV8 E2 und p300 eine Rolle spielt, wird der Koaktivator

hier detaillierter vorgestellit.

1.7 Der zellulare Koaktivator p300

Das Phosphoprotein p300 und das homologe CBP (CREB Binding Protein)
sind etwa 270 kDa grof3 und ubiquitar exprimiert. Sie dienen bei der Transkription als

Koaktivatoren und sind als solche an physiologischen Prozessen wie Proliferation,
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Differenzierung und Apoptose beteiligt (GOODMAN und SMOLIK, 2000). P300 besitzt
drei cystein- und histidinreiche Regionen (C/H1, C/H2 und C/H3) sowie eine KIX-
Domaéne, an welche eine Vielzahl von zellularen und viralen Faktoren binden. Eine
wichtige enzymatische Funktion stellt die Histon-Acetyl-Transferase-(HAT)-Aktivitat
dar (CHAN und LA THANGUE, 2001; OGRYzZKO et al., 1996). Mit Hilfe seiner HAT-
Domane, die im mittleren Bereich des Proteins liegt, vermag p300 sowohl Histone als
auch nicht-Histon Proteine zu acetylieren. Neben dieser intrinsischen besitzt p300
durch Bindung an p/CAF, SRC1 und ACTR auch assoziierte HAT-Aktivitat (YAO et
al., 1996; CHEN et al., 1997). Die Acetylierung der N-terminalen Lysin-Reste von in
Nukleosomen organisierten Histonen kann internukleosomale Interaktionen
schwachen und somit geordnete Chromatin-Strukturen destabilisieren (TSE et al.,
1998). Da die positive Ladung der Histone durch die Acetylierung neutralisiert wird,
was mit einem Verlust ihrer Affinitat zur DNA einhergeht (VETTESE-DADEY et al.,
1996), erhalten Transkriptionsfaktoren so moglicherweise einen besseren Zugang zu
ihren Erkennungssequenzen. Weiterhin kdnnte die Acetylierung die Prozessivitat der
RNA-Polymerase durch die mit Nukleosomen assoziierte DNA erhéhen (NIGHTINGALE
et al., 1998).

Die Einleitung der Transkription bendtigt neben der basalen Transkriptions-
Maschinerie in der Regel sequenzspezifisch DNA-bindende Transkriptionsfaktoren.
Es wird angenommen, dass p300 als Brickenprotein Effekte zwischen beiden
vermittelt, indem es einerseits mit DNA-bindenden Transaktivatoren und andererseits
mit Faktoren des Prainitiationskomplexes (PIC) wie TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF und
RHA interagiert (CHAN und THANGUE, 2001; NAKAJIMA et al., 1997). Diese Faktoren
konnten dann Uber p300 effizienter an den Zielpromotor rekrutiert und innerhalb des

PIC stabilisiert werden.

1.8 Das zellulare Tumorsuppressorprotein p53

Neben dem E2 Protein wurde innerhalb dieser Arbeit noch ein weiterer
Aktivator der Transkription — das zellulare p53 — untersucht. Das humane p53 Gen
kodiert fur ein multifunktionales, nukleares Phosphoprotein, das u.a. an der
Steuerung der Apoptose und des Zellzyklusblocks beteiligt ist. In ca. 50 bis 60% aller
menschlichen Tumoren liegt p53 genetisch verandert vor, weshalb das Protein unter

allen bisher bekannten Tumorsuppressoren eine besondere Rolle einnimmt. Die
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Mutationen, die in menschlichen Tumoren gefunden werden, betreffen hauptsachlich
innerhalb der DBD Proteindomane vier hochkonservierte Regionen (GREENBLATT et
al., 1994; WALKER et al., 1999). Die Mutationen kdnnen hier die Konformation und
Stabilitat des p53 Proteins offenbar entscheidend verandern.

Zellen in der Go/G4-Phase des Zellzyklus konnen von p53 in seiner aktivierten
Form arretiert werden, um eine Reparatur von DNA-Schaden vor der DNA-
Replikation zu gewahrleisten (LANE, 1992). Dabei stimuliert p53 die Synthese von
p21, das die Funktion Cyclin-abhangiger Kinasen (CDKSs) inhibiert, durch welche
Uber Phosphorylierung der Ubergang zwischen den einzelnen Zellzyklusphasen
gesteuert wird (EL-DEIRY et al., 1993; DuLic et al., 1994; Ko und PRIVES, 1996). In
vielen Tumoren ist eine Veranderung des p53-Gens die Ursache fir die
unkontrollierte Proliferation der Zellen (HOLLSTEIN et al., 1994). Alternativ flhrt bei
einem irreparablen DNA-Schaden die Apoptose zur Elimination der geschadigten
Zelle (CANMAN und KASTAN, 1996). p53 unterdrickt die Synthese des Bcl-2 Proteins,
welches Apoptose-inhibierende Funktionen ausubt, und stimuliert die Synthese des
Apoptose-fordernden Proteins bax.

FUr die Aktivierung der Transkription muss p53 als Tetramer sequenzspezi-
fisch an das zweimal vorkommende DNA-Motiv 5’-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3’
binden (EL-DEIRY et al., 1992). Es wurde gezeigt, dass die p300/CBP Koaktivator
Familie mit p53 interagiert und dessen sequenzspezifische DNA-Bindung stimuliert
(Gu und Roeder, 1997; Gu et al.,, 1997). Somit reprasentiert p53 einen weiteren
Aktivator der Transkription, welcher mit p300 kooperiert, was auch hier zur effizienten

Aktivierung der Transkription beitragt.

1.9 Das Nucleosome Assembly Protein

Die Nucleosome Assembly Proteine 1 und 2 (NAP-1 und -2) sind in
eukaryoten Zellen universal exprimierte, konservierte molekulare Histon-Chaperone.
Die Grolken der Proteine liegen zwischen 40 und 55 kDa. Es wurde beschrieben,
dass das humane NAP-1 (hNAP-1) und das NAP-1 der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster (ANAP-1) und das der Hefe (yNAP-1) die Core-Histone H2A und H2B
und das Dimer bestehend aus beiden Histonen in vitro und in vivo binden kdnnen,
wobei ebenfalls eine Affinitat zum H3-H4-Tetramer besteht (MCBRYANT et al., 2003).

Mit Hilfe dieser Histon-Bindung tragt NAP zur Formation der Nukleosomen-Struktur
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(Nucleosome Assembly) bei, indem es als ,Shuttle-Protein® zwischen dem
Zytoplasma und dem Zellkern Histone zur neu replizierten DNA bringt. (ISHIMI et al.,
1984, 1987 und 1991, BULGER et al., 1995; ITO et al., 1996; MOSAMMAPARAST et al.,
2002; RODRIGUEZ et al., 1997). Es wurde weiterhin gezeigt, dass der Chromatin
Assembly Factor-1 (CAF-1) die Histone H3 und H4 bindet und hier die
entsprechenden Funktionen erfullt (SMITH und STILLMAN, 1991; KAMAKAKA et al.,
1996; ADAMS und KAMAKAKA, 1999). Fur die Ausbildung geordneter, regelmafiger
Nukleosomen in vitro ist jedoch neben Histon-Chaperonen wie NAP-1 und/oder CAF-
1 ein weiterer Faktor — ACF (ATP-utilizing Chromatin Assembly Factor) — essentiell.
Dieser besteht aus vier Polypeptiden, wobei das grote eine Nukleosomen-
abhangige ATPase ist. Der Mechanismus und die Rolle des ATP in diesem
Zusammenhang sind noch nicht bekannt (ITo et al., 1997; ADAMS und KAMAKA, 1999;
KRUDE und KELLER, 2001; NAKAGAWA et al., 2001).

Neuere Studien verdichten Hinweise auf eine Rolle von Histon-Chaperonen
bei der Aktivierung der Transkription. So konnte gezeigt werden, dass Histon-
Chaperone in vitro die Bindung von Transkriptionsfaktoren (Gal4-AH, USF=Upstream
Stimulatory transcription Factor und Sp1) an nukleosomale DNA stimulieren und
somit ebenfalls bei der Destabilisierung von Nukleosomen eine Rolle spielen (CHEN
et al., 1994; WALTER et al., 1995; JIANG et al., 2000). Dabei erleichtert die
Acetylierung von Histonen durch p300 deren Ubertragung auf NAP (ITo et al., 2000).
hNAP-1 und hNAP-2 binden p300 in vitro und sind gemeinsam mit diesem in der
Lage, die Genexpression durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie E2F und
p53, welche p300 als Koaktivator nutzen, zu stimulieren (SHIKAMA et al., 2000). Dabei
steigt die Formation von NAP-1-p300-Komplexen in der S-Phase des Zellzyklus
(ASAHARA et al., 2002).

1.10 Das Ziel der vorliegenden Arbeit

Obwohl das E2 Protein bisher intensiv untersucht wurde, ist seine Funktion im
viralen Lebenszyklus noch nicht verstanden. Um die Rolle von E2 als Regulator der
PV Transkription besser zu verstehen, sollte systematisch nach zellularen Proteinen
gesucht werden, die mit E2 interagieren. In einem in unserem Haus von Herrn Dr.
Hanns-Martin Schmidt etablierten Yeast two-Hybrid System wurde unter anderem
das hNAP-1 als Interaktionspartner fur BPV1 E2 identifiziert. Diese Wechselwirkung
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konnte in Hefe mit an die Gal4-Bindedomane fusioniertem BPV1 E2 und an die
Gal4-AD fusioniertem hNAP-1 bestatigt werden, was ebenfalls mit einer E2 Mutante,
der die H-Region fehlt, moglich war. Weiterhin konnte von Herrn Schmidt innerhalb
seiner Dissertation gezeigt werden, dass an die Glutathione-S-Transferase (GST)
fusioniertes hNAP-1 mit den in vitro translatierten, radioaktiv markierten E2 Proteinen
von BPV1, HPV8 und HPV18 interagiert. Diese Interaktion lie} sich im Fall von BPV1
auf die AD des E2 Proteins (BPV1 E2 AS 1-203) eingrenzen. (SCHMIDT, 1999). Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war neben dem in vivo Nachweis der Interaktion
zwischen hNAP-1 und den E2 Proteinen eine weiterfUhrende Charakterisierung
dieser Wechselwirkung. Hierflr sollten die beteiligten essentiellen Regionen
innerhalb des NAP Proteins herausgearbeitet und in diesem Zusammenhang auch
die funktionelle Bedeutung der Bindung von E2 fur die Regulation des PV
Lebenszyklus geklart werden. Analysen mit moglichen weiteren zellularen
Interaktionspartnern, welche an dieser Funktion beteiligt sein konnten, sollten
weiteren Aufschluss Uber die Aufgabe des NAP Proteins bei der Aktivierung der

Transkription geben.
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2. MATERIAL

2.1 Bakterienstamme

e Epicurian coli® XL1-Blue
Genotyp: recA1, endA1, gyr96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac[F proAB
laciZAM15 Tn10(Tet")] (Stratagene, La Jolla, USA) — flr Klonierungen

e Escherischia coli DH5a-T1®
Genotyp: F, @80lacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17
(rc, m¢’), phoA, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, tonA (Invitrogen, Groningen,
Niederlande) — fur Klonierungen

e Epicurian coli® BL21(DE3)pLysS
Genotyp: B, F-, dcm, ompT, hsdS(rs-mg), gal, A(DE3), [pLysS Cam'] (Stratagene,

La Jolla, USA) — fur Proteinexpressionen

2.2 Eukaryote Zellen

e RTS3b
Humane Plattenepithelkarzinom-Zelllinie aus einer Ev-ahnlichen Lasion eines
Nieren-Transplantat Empfangers; urspringlich HPV5 und HPV8 positiv, nach
mehreren Passagen HPV-negativ (PURDIE et al., 1993)

e NHEK-neo
Normal Human Epidermal Keratinocytes - neonatal
.gepoolte“ primare neonatale normale humane epidermale Keratinozyten der
1. Passage (Bio-Whittaker, Walkersville, USA)

e 293T (ATCC: CRL-1573)
Humane embryonale, renale, Adenovirus transformierte Epithelzelllinie -
exprimiert E1A und das SV40 T-Antigen (NUMA et al., 1995)
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2.3 Nukleinsauren

2.3.1 Synthetisch hergestelite Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden HPLC-gereinigt von den Firmen Eurogentec
(Ulm) und
Zahlenangaben entsprechen den

(Brussel, Belgien), Interactiva Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Positionen der Aminosauren im Protein
(ausgenommen Oligonukleotide fur die PCR des Chromatin-Immunprazipitations-
experimentes, hier entsprechen die Zahlen der jeweiligen Nukleotidposition innerhalb
der verdffentlichten Sequenz pALuc). Enzymschnittstellen sowie Punktmutationen
sind fett dargestellt. Stop- und Startcodons wurden unterstrichen. Die jeweilig
angegebene Aminosaure im Namen des Oligonukleotids bzw. die erste und letzte

Aminosaure im Protein wurde fett und kursiv gestaltet.

¢ Oligonukleotide fir Klonierungen von hNAP-1-Konstrukten:

Name

Sequenz

NAP Bam for

GGGGATCCGCAGACATTGACAACAAAGAACAG

NAP Bam 92 for

GGGGATCCGAAGCCAAATTCTATGAGGAAGTTCATGATCTTGAAAGG

NAP Bam 162 for

GGGGATCCGAAGACCCCAAAGGAATTCCTG

NAP Bam 291 for

GGGGATCCACAGTTTCCAATGACTCTTTCT

NAP Bam back

GGGGATCCTCACTGCTGCTTGCACTCTGCTGGG

Bam NAP stop 91 back

GGGGATCCTCATATCTGTGCACATTTAACTTGCAGGTTTTTGAG

Bam NAP stop 162 back

GGGGATCCTCATTCTTTTTCTTCATCCTTTTTCTCATCTTCAATCTTGG

Bam NAP stop 290 back

GGGGATCCTCATTTAGTCACAGTACGAACTGTCCCACG

HA-NAP1.up

GGGGATCCGGACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGCCAGGTGGT
ATGGCAGACATTGACAACAAAGAACAGTCTG

BamHA-NAP 92 for

GGGGATCCGGACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGCCAGGTGGT
GAAGCCAAATTCTATGAGGAAGTTCATGAT

BamHA-NAP 162 for

GGGGATCCGGACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGCCAGGTGGT
GAAGACCCCAAAGGAATTCCTGAATTTTGG

BamHA-NAP 291 for

GGGGATCCGGACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGCTTGCCAGGTGGT
ACAGTTTCCAATGACTCTTTCTTTAACTTT

e Oligonukleotide fur die PCR der gesamtzellularen DNA aus den stabil
transfizierten RTS3b Zellen:

P2 TATAA

AACCGACCGCACCCGGTACATAAAGGTGAGT

BPV1E2BS 1B

TGGACAGGATGTGTACCGGGTGTGGTTCCAA

LUC/575-606 for

CAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATC

LUC/1800-1768 back

CCTCTAGAGTCATTACAATAGCTAAGAATTTC
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¢ Oligonukleotide flr Klonierungen von E2-Konstrukten:

Name Sequenz

BPV1 E2 aa204 Eco for CATCGAGAATTCAGATTTTAGAGATCGCCCAGACGGAGTC
BPV1 E2 2a203 Bam back | CGCATGGGATCCTTAAGAAGAGGTGGATGAGACACCAGC
BPV1E2 Ep.u CTAGCTGGATCCTCAGAAGTCCAAGCTGGCTGTAAAGC
BPV1 E2 Ep.o GATCGAGAATTCGGAGACAGCATGCGAACGTTTACATG
E39A.A CTGTTAGAACTGCGAACACACTGC

E39A.B GCAGTGTGTTCGCAGTTCTAACAG

I73A.A GCCAAGCAGGCCGCTGAAATGCAGTTG

I73A.B CAACTGCATTTCAGCGGCCTGCTTGGC

2.3.2 Expressionsvektoren

PGEX2T (4.9 kb) erlaubt unter der Kontrolle eines tac-Promotors (IPTG
induzierbar) die Expression eines Proteins, das N-terminal mit der Glutathion-S-
Transferase (~28 kDa) fusioniert ist (Amersham Biosciences, Freiburg).
PET14b/pET8c (4.7 kb) erlauben unter der Kontrolle eines T7-Promotors die
Expression eines Proteins, das N-terminal mit einem Epitop aus sechs Histidinen
fusioniert ist (Novagen, Madison, USA).

pXJ41 (4.3 kb) ist ein Expressionsvektor mit einem CMV- und einem T7-Promotor
sowie Ampicillin- und Tetracyclinresistenz (XIA0 et al., 1991).

pcDNA3.1 (5.4 kb) erlaubt die Expression unter dem T7- und dem CMV-Promotor.
Der Vektor enthalt einen SV40-Replikationsursprung und vermittelt eine
Neomycin-Resistenz (Invitrogen, Karlsruhe).

pCB6 (6.2 kb) ermdglicht die Expression eines Proteins unter der Kontrolle des
CMV-Promotors (STINSKI, unveroffentlicht).

PCMV2FLAG (4.7 kb) erlaubt die Expression eines Proteins mit N-terminal
fusioniertem FLAG-Epitop unter Kontrolle des CMV-Promotors (Kodak, New
Haven, USA).

pCMV-Myc (3.8 kb) erlaubt unter der Kontrolle eines CMV-Promotors die
Expression von Proteinen, die N-terminal mit einem Myc-Epitop versehen sind (BD
Biosciences, California, USA).

pPM (3.5 kb) ermdglicht unter der Kontrolle des SV40-Promotors die Expression
eines Proteins, das N-terminal an die Gal4-DBD fusioniert ist (Clontech,
Heidelberg).
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e pJ3Q (3.5 kb) mit einem SV40 Promotor und Ori (erhalten von J. Ham, Paris),
pCMV1 (4.8 kb) mit einem CMV-Promotor, und pUC18 (2.7 kb) wurden zum
Auffullen von DNA-Mengen in Transfektionsansatzen verwendet (Invitrogen,
Karlsruhe).

e pTCF-Neo (7.9 kb) kodiert fur die f-Lactamase (Neomycin-Derivat) und ermaoglicht
zur Herstellung stabil transfizierter Zellen die Selektion mit G418 (PAN et al.,
1994).

e pCMV1-EGFP (8.5 kb) enthalt ein Gen flir die Expression eines grin floureszierenden

Proteins Enhanced Green Flourescence Protein und ein Kanamycin-Resistenzgen

(HADASCHIK, personliche Mitteilung).

2.3.3 Reporterplasmide

e pALuc (5.2 kb) ermdglicht stromaufwarts des firefly-Luciferase-Gens den Einbau
eines Promotors fur transiente Transfektionen (DONG et al., 1994).

e pBPV1LCR-Luc (6.7 kb) enthalt die LCR von BPV1 von Position 6958 bis 475 aus
dem Gesamtgenom. Das Hindlll/Pstl-Fragment aus pdBPV1 wurde in pALuc
kloniert.

e pNCRS8-Luc (6.3 kb) enthalt die NCR von HPV8 mit Teilen der flankierenden L1-
und E6-Leserahmen (Position 7077-558). Das Hindlll/Bglll-Fragment aus pNCR8-
CAT (STUBENRAUCH et al., 1992) wurde in die Hindlll/BamHI-Schnittstellen von
pALuc kloniert (LEMME, 1998).

e pG5Luc (5.3 kb) enthalt das EcoRI/BamHI-Fragment (138 bp) aus pG5CAT
(AUSg 17mer x 5) im Vektor pALuc (STEGER, pers. Mitteilung).

e p53CON (5.2 kb) wurde abgeleitet von pGUP.PA.8 und enthalt eine p53-
Bindestelle vor dem minimalen basalen Promotor von hsp70 und dem Luciferase-
Gen (FuNK et al., 1992).

e pNCRS8-CAT (5.5 kb) wurde von pBL-CAT3, einem enhancer- und promotorlosen
CAT-Vektor, abgeleitet (Luckow und ScHUTz, 1987). Das Plasmid enthalt das
1133 bp grolle EcoRI/EcoRV-Fragment von HPVS8, welches die gesamte HPV8
NCR und Teile der flankierenden L1- und E6-Gene (Nt 7077-558) umfasst
(STUBENRAUCH et al., 1992).
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2.3.4 Rekombinante Plasmide

E2-Konstrukte:

e pCB6-HPV8BE2 kodiert fir den ORF von HPV8 E2. Ein Bcll/Bglll-Fragment aus
pAM2-HPV8 (bp 2682-4220) wurde uber Bglll in pCB6 kloniert (STUBENRAUCH et
al., 1994).

e pCMV2FLAG-BPV1E2 kodiert fur den ORF von BPV1 E2. Ein PCR-Fragment
wurde uber EcoRI/BamHI in pPCMV2FLAG kloniert (STEGER, pers. Mitteilung).

e pCMV2FLAG-BPV1E2A1-203 (BPV1 E2AN) kodiert fur die Hinge-Region und den
C-Terminus von BPV1 E2 von AS 204-410. Ein mit den Oligonukleotiden BPV1 E2
aa204 Eco for und BPV1 E2 Ep.u amplifiziertes PCR-Fragment wurde Uber
EcoRI/BamHI in pPCMV2FLAG kloniert.

e pCMV2FLAG-BPV1E2A204-410 (BPV1 E2 N) kodiert fur den N-Terminus von
BPV1 E2 von As 1-203. Ein mit den Oligonukleotiden BPV1 E2 Ep.o und BPV1 E2
aa203 Bam back amplifiziertes PCR-Fragment wurde uber EcoRI/BamHI in
pCMV2FLAG kloniert.

e pCMV2FLAG-HPVS8E2 kodiert fur den ORF von HPV8 E2, der Uber EcoRI/BamHI
in den Vektor pCMV2FLAG kloniert wurde, mit N-terminal fusioniertem FLAG-
Epitop (STEGER et al., 2002).

e pCMV2FLAG-HPV18E2 kodiert fiur den ORF von HPV18 E2, der uber
EcoRI/BamHI in den Vektor pCMV2FLAG kloniert wurde, mit N-terminal
fusioniertem FLAG-Epitop (STEGER, pers. Mitteilung).

e pC59 kodiert fur den ORF von BPV1 E2 (Klon 59) von Position 2360-4203 unter
der Kontrolle des SV40 Promotors. (YANG et al., 1985).

e pC59-A1-203 (BPV1 E2AN) kodiert fur die Hinge-Region und den C-Terminus von
BPV1 E2 von AS 204-410 (STEGER, pers. Mitteilung).

e pC59-A195-282 (BPV1 E2AH) kodiert fur den N- und C-Terminus von BPV1 E2
ohne die Hinge-Region von AS 195-282 (STEGER, pers. Mitteilung).

e pC59-E39A kodiert fur den ORF von BPV1 E2 mit einer Punktmutation. Aus der
Glutaminsaure an Position 39 wurde uber in vitro Mutagenese mit den
Oligonukleotiden E39A.A und E39A.B die AS Alanin.
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e pC59-173A kodiert fir den ORF von BPV1 E2 mit einer Punktmutation. Aus dem
Isoleucin an Position 73 wurde Uber in vitro Mutagenese mit den Oligonukleotiden
173A.A und /73A.B die AS Alanin.

e pET8c-BPV1E2 kodiert fur den ORF von BPV1 E2, das N-terminal mit einem
Epitop aus sechs Histidinen fusioniert ist (erhalten von J. HAMm, Paris).

e pET8c-BPV1E2A326-410 (BPV1 E2AC) kodiert fir den N-Terminus und die
Hinge-Region von BPV1 E2 von AS 1-325 (STEGER, pers. Mitteilung).

e pET8c-BPV1E2 E39A kodiert fir den ORF von BPV1 E2 mit einer Punktmutation.
Aus der Glutaminsaure an Position 39 wurde Uber in vitro Mutagenese mit den
Oligonukleotiden E39A.A und E39A.B die AS Alanin.

e pET8c-BPV1E2 I73A kodiert fir den ORF von BPV1 E2 mit einer Punktmutation.
Aus dem lIsoleucin an Position 73 wurde Uber in vitro Mutagenese mit den
Oligonukleotiden /73A.A und /73A.B die AS A.

e pET14b-HPV8E2 kodiert flir den ORF von HPV8 E2 mit N-terminal fusioniertem
Histidin-Epitop. Ein PCR-Fragment wurde uber BamHI| in den Vektor pET14b
kloniert (STEGER, pers. Mitteilung).

o pGEX2T-HPV8E2 kodiert fur 8E2. Der ORF von 8E2 wurde Uber BamHI/EcoRlI in
pGEX2T kloniert (ENZENAUER et al., 1998).

e pM-8E2 AD kodiert fur die Aktivierungsdomane von HPV8 E2 mit N-terminal
fusionierter Gal4-DBD. Ein PCR-Fragment wurde tUber BamHI/EcoRlI in den Vektor
pM kloniert (STEGER, pers. Mitteilung).

hNAP-1-Konstrukte:

e pGEX2T-hNAP-1 kodiert fir den ORF von hNAP-1. Ein mit den Oligonukleotiden
NAP BAM for und NAP Bam back amplifiziertes PCR-Fragment wurde Uber
BamHI in pGEX2T kloniert.

o pGEX2T-hNAP-1 A1-A10 kodieren fur Deletionsmutanten von hNAP-1. Die PCR-
Fragmente wurden Uber BamHI in pGEX2T kloniert. Dabei wurden die o.a.
entsprechenden Oligonukleotide ohne das HA-Epitop (vgl. Abb. 14 des
Ergebnisteils) fur die PCR verwendet.

e pET14b-hNAP-1 kodiert fur den ORF von hNAP-1, der Gber BamHI in den Vektor
pET14b kloniert wurde.
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o pXJ41-HA-hNAP-1 kodiert fur hNAP-1. Der ORF von hNAP-1 wurde mit einem N-
terminalen Hamagglutinin(HA)-Epitop Gber BamHI in pXJ41 kloniert.

e pXJ41-HA-hNAP-1 A1-A10 kodieren fir Deletionsmutanten von hNAP-1. Die
PCR-Fragmente wurden tber BamHI in pGEX2T kloniert. Dabei wurden die o.a.
entsprechenden Oligonukleotide mit dem HA-Epitop (vgl. Abb. 14 des
Ergebnisteils) fur die PCR verwendet.

e pXJ41-HA-hNAP-1 NESmut kodiert fur hNAP-1 mit drei Punktmutationen. Aus
der AS Valin an Position 78 und den AS Leucin an den Positionen 81 und 84
wurden Uber in vitro Mutagenese mit den Oligonukleotiden NAP NESmut for und
NAP NESmut back die AS Alanin.

e pcDNA3.1-HA-hNAP-1 kodiert fur hNAP-1. Der ORF von hNAP-1 wurde mit
einem N-terminalen HA-Epitop Uber BamHI in pGEX2T kloniert.

e pcDNA3.1-HA-hNAP-1 A1-A10 kodieren fur Deletionsmutanten von hNAP-1. Die
PCR-Fragmente wurden Uber BamHI in pGEX2T kloniert. Dabei wurden die o.a.
entsprechenden Oligonukleotide mit dem HA-Epitop (vgl. Abb. 14 des
Ergebnisteils) fur die PCR verwendet.

e pCMV-Myc-hNAP1 kodiert fir hNAP-1 mit einem N-terminal fusionierten Myc-
Epitop. Der ORF wurde Uber Bglll/BamHI in pCMV-Myc kloniert.

p300-Konstrukte:

e pCMVB-p300HA kodiert fur p300, das uber Notl/Hindlll in den Expressionsvektor
pCMVp kloniert wurde. C-terminal wurde Uber eine Nhel-Schnittstelle ein
Hamagglutinin-Epitop angefugt, weswegen 108 bp im C-Terminus von p300
wedfielen (ECKNER et al., 1994).

e pGEX2T-p300-4 kodiert fur ein Fragment von p300, das die AS 1453-1882
enthalt. Das PCR-Fragment wurde uber BamHI| in pGEX2T kloniert (MULLER,
1999).

e pET14b-p300HAT: Die HAT-Domane von p300 wurde mit den Oligonukleotiden
p300-4782Xhoup und p300-6482Xhodo Uber PCR amplifiziert und tGber Xhol in
pET14b kloniert. Ein Fehler in p300-4782Xhoup (1 Basen-Insertion) wurde Uber
in vitro-Mutagenese mit den Oligonukleotiden p300HATok5" und p300HATOk3’
korrigiert (MULLER, 2003).
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p53-Konstrukte:

e pCp53-wt wurde von pCMV-Neo-BAM abgeleitet und enthalt den p53-ORF (Nt
66-1794) (NIGRO et al., 1989).

e pQE30-p53 kodiert fur p53. Der ORF wurde Uber BamHI/Hindlll in den Vektor
pQE30 kloniert (ZIMMERMANN et al. 1999).

e pGEX2T-p53 kodiert fur p53. Der ORF wurde Uber BamHI/EcoRI in den Vektor
pGEX2T kloniert (ZIMMERMANN et al. 1999).

weitere Konstrukte:

e pET15b-H2B kodiert fir das Histon H2B. Der ORF wurde in pET15b kloniert
(erhalten von A. HOFFMANN).

e pM-TEF-1 AD kodiert fur die AD von TEF-1. Das Fragment wurde Uber PCR
amplifiziert und GUber BamHlI in den Vektor pM kloniert (MULLER, 2003).

o pXJ41-TEF-1 AD kodiert fur die AD von TEF-1, die Uber BamHI in den Vektor
pXJ41 kloniert wurde (R. DEGENKOLBE).

e pCMV2FLAG-BAP kodiert fur eine Phosphatase: Bacterial Alkaline Phosphatase
(Kodak, New Haven, USA).

e pCB6-HPVS8E1 kodiert fir den HPV8 E1 Leserahmen, der tber BamHI/Pvull aus
dem Vektor pi8E1 (IFTNER et al., 1988) in pCB6 kloniert wurde.

Alle im Rahmen dieser Arbeit Uber PCR hergestellten Konstrukte wurden dber

Sequenzierung verifiziert.

2.3.5 DNA-Langenstandards

e 1 kb DNA-Leiter (GibcoBRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein)
e 1 kb plus DNA-Leiter (GibcoBRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein)
¢ DNA-Molekulargewichtsmarker VIl (Roche Diagnostics, Mannheim)

2.3.6 sonstige natiirliche Nukleinsduren

e Desoxynukleotide (dNTPs) (Roche Diagnostics, Mannheim)
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2.4 Proteine

2.4.1Enzyme

¢ Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (Roche Diagnostics, Mannheim)

¢ Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | aus E.coli (Roche Diagnostics, Mannheim)

e Pwo DNA Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)
e Proteinase K (GibcoBRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein)
e RNAse A (GibcoBRL/Life Technologies GmbH, Eggenstein)
e T4 DNA-Ligase (New England BioLabs, Schwalbach)
e T4 Polynukleotidkinase (New England BioLabs, Schwalbach)

¢ Restriktionsendonukleasen wurden von folgenden Firmen bezogen:

Invitrogen, Karlsruhe
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
New England BioLabs GmbH, Schwalbach

Roche Diagnostics, Mannheim

2.4.2 Antiseren

e o-hNAP-1: monoklonaler Antikorper gegen das hNAP-1 aus der Maus (erhalten von
Y. ISHIMI, Tokyo, Japan).

e a-p53 (D10): monoklonaler Antikorper gegen das humane p53 aus der Maus
(Santa Cruz, Heidelberg).

e oa-p21: monoklonaler Antikérper gegen das humane p21 aus der Maus (BD
Biosciences Pharmingen, California, USA).

e o-H2B: polyklonaler Antikdrper gegen das humane Histon H2B aus dem
Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg).

e o-HA: monoklonaler Antikorper gegen das humane Hamagglutinin-Epitop aus der
Ratte (Roche Diagnostics, Mannheim).

e o-Myc: monoklonaler Antikorper gegen das humane Myc-Epitop aus der Maus (BD
Biosciences Pharmingen, California, USA).

e o-FLAG (M5): monoklonaler Antikorper gegen das FLAG-Epitop aus der Maus
(Kodak, New Haven, USA).

e a-His HRP: mit HRP konjugiertes Ni**-NTA-Konjugat gegen 6xHis (Qiagen, Hilden).
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a-Maus/Kaninchen POD: mit POD gekoppelter Antikérper gegen Maus- und
Kaninchen-lgG (Roche Diagnostics, Mannheim).

a-Maus POD (kappa): mit POD gekoppelter Antikdrper gegen die leichte Kette des
Maus-IgG (DPC Biermann, Bad Nauheim).

a-Kaninchen POD: mit POD gekoppelter Antikdrper gegen Kaninchen-lgG (Sigma-
Aldrich, Steinheim).

o-Ratte POD: mit POD gekoppelter Antikdrper gegen Ratten-lgG (Boehringer,
Mannheim).

a-p53 (D10) Agarose beads: an Agarose beads gekoppelter p53 Antikorper (D10,
s.0.).

a-p300 (N15) Agarose beads: an Agarose beads gekoppelter p300 Antikdrper
(Santa Cruz, Heidelberg).

o-FLAG (M2) Agarose beads: an Agarose beads gekoppelter monoklonaler
Antikérper gegen das FLAG-Epitop (Kodak, New Haven, USA).

2.4.3 GroRenstandards

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker, niedermolekular, farblos und vorgefarbt
(BioRad, Munchen)

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker, niedermolekular, vorgefarbt (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot)

2.5 Protease Inhibitoren

Aprotinin: Serin-Protease-Inhibitor, inhibiert: Trypsin, Plasmin, Kallikrein und
Chymotrypsin (Sigma-Aldrich, Steinheim).

Leupeptin: Serin-, Thiol-Protease-Inhibitor, inhibiert: Trypsin, Plasmin, Kallikrein,
Proteinase K, Papain, Thrombin, Cathepsin A und B (Sigma-Aldrich, Steinheim).
Pepstatin: Aspartat-Protease-Inhibitor, inhibiert: Pepsin, Renin, Cathepsin D und
mikrobische Saureproteasen (AppliChem, Darmstadt).

PMSF: Serin-, Cystein-Protease-Inhibitor, inhibiert: Trypsin, Chymotrypsin,
Thrombin und Papain (Sigma-Aldrich, Steinheim).
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2.6 Radioaktivitat

e 35S-Methionin
e ¥3-Cystein
o ¥p_qdATP

2.7 Medien

(Amersham Biosciences, Freiburg)
(Amersham Biosciences, Freiburg)

(Amersham Biosciences, Freiburg)

2.7.1 Medien und Antibiotika fur die Bakterienkultivierung

LB-Broth-Base (Luria-Bertani-Medium)
Fertigmedium von USB (Cleveland, USA)

Bacto-Trypton 10 g/l
Bacto-Hefe-Extrakt 54/l
NaCl 8 g/l
(pH 7.2)

20 g/l H20, 20 min bei 121°C autoklaviert

und anschlief3end bei 4°C gelagert.

LB-Agar (Luria-Bertani-Agar)
Fertigmedium von USB (Cleveland, USA)

Bacto-Trypton 10 g/l
Bacto-Hefe-Extrakt 549/l
Bacto-Hefe-Extrakt 5 g/l
NaCl 8 g/l
Bacto-Agar 15 g/l
(pH 7.2)

32 g/l H,O

20 min bei 121°C autoklaviert.

Der Agar wurde auf ca. 50°C abgekuhlt und dann in Petrischalen gegossen, welche

anschlief3end bei 4°C gelagert wurden.

Zur Selektion wurden 100ug/ml Ampicillin hinzugegeben.

Ampicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Stocklosung: 100 mg/ml in HO, steril filtriert. Eingesetzt wurde eine Konzentration

von 100 pg/ml.
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2.7.2 Medien und Zusatze fur die Kultivierung eukaryoter Zellen

e Dulbecco’s MEM (Modified Eagle Medium, fur 293T-Zellen) (Invitrogen, Karlsruhe)

mit Glutamax, 4500 mg Glucose, Pyridoxin, ohne Natriumpyruvat

Zusétze:

FCS 7.5% (GibcoBRL/Life Tech., Eggenstein)
Streptomycinsulfat 120 mg/I

Penicillin 120 mg/l (beide Invitrogen, Karlsruhe)

e E-Medium (fur RTS3b-Zellen)

Dulbecco’s MEM 50%
Dulbecco’s Nut Mix F-12 50% (beide Invitrogen, Karlsruhe)
Transferrin 5 pg/ml
Triiodo-thyronin 2x10" M
Adenin 1.8x10* M
Insulin 5 pg/ml
Hydrocortison 0.4 yg/ml
Choleratoxin 10" M
EGF 10 ng/ml (alle Sigma-Aldrich, Steinheim)
FCS 10%
Streptomycinsulfat 100 mg/I
Penicillin 100 mg/l (alle Invitrogen, Karlsruhe)

e Trypsin/EDTA

e PBS (beide Invitrogen, Karlsruhe)
o KGM-2 Medium fur NHEK-neo

e HBBS fur NHEK-neo

e Trypsin fir NHEK-neo

e TNS (Neutralisierungslosung) fur NHEK-neo (alle Bio Whittaker, Walkersville, USA)
e (G418 flr die Herstellung stabiler Zelllinien (Gibco BRL/Life Tech., Eggenstein)

e Einfriermedium:
DMSO 10%
FCS 90%
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2.8 Reagenzien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wurden von Amersham

Biosciences (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), BioRad (Munchen), Difco (Detroit,
USA), ICN (Aurora, USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck AG (Darmstadt), Pharmacia
(Freiburg), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen und besalen

den Reinheitsgrad ,reinst” oder ,p.a.“(zur Analyse).

2.8.1 Puffer und Losungen

Fur Proteingele:
SDS-Ployacrylamidgel (PAG)
Trenngel:

Acrylamid/Bisacrylamid 8-15%/0.2-0.4%

TrisCl/SDS, pH 8.8 25%
10% Ammoniumpersulfat 0.33%
TEMED 0.1%
Sammelgel:

Acrylamid/Bisacrylamid 3.9%/0.1%
TrisCIl/SDS, pH 6.8 25%
10% Ammoniumpersulfat 0.5%
TEMED 0.1%

2x SDS-Probenpuffer

TrisCl, pH 6.8 125 mM
Glycerin 20%
SDS 2%
B-Mercaptoethanol 2%
Bromphenol-Blau 15uM

(mit 1N HCI auf pH 6.8 eingestellt)

Entfarbelosung
Methanol 5%

Essigsaure 7%

4x TrisCI/SDS, pH 8.8

Tris-Base 1.5M
SDS 0.4%
(mit HCI auf pH 8.8 eingestellt)

4x TrisCl/ SDS, pH 6.8

Tris-Base 0.5M
SDS 0.4%
(mit HCI auf pH 6.8 eingestellt)
SDS-Elektrophorese-Puffer
Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0.1%
Coomassie Farbelosung

Methanol 50%
Essigsaure 10%
Coomassie brillant blue 0.05%
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Fiir Western Blots:

Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycerin 192 mM
Methanol 20%
Abblock-Lésung

BSA 2%
Milchpulver 2%
oder (bei Verwendung des FLAG Ak)
Milchpulver 4-5%

jeweils in TBST

Fur Affinitatschromatographien:
HSLB (High Salt Lysis Buffer)

Glycerin 10%
Tris/Cl pH 8.0 20 mM
NaCl 0.5M
B-Mercaptoethanol 10 mM
PMSF 1 mM
Leupeptin 10 pg/mi
Pepstatin 10 pg/ml
Aprotinin 10 pg/mi
Imidazol 5 mM

Fur Ultrazentrifugationen:

HEMG Puffer (HEPES-EDTA-Mg-Glycerin)

HEPES 25 mM
EDTA 1 mM
MgCl, 12.5 mM
KCI 100 mM
NP40 0.1%
Glycerin 7.5-30%

TBST

TrisCl, pH7.9 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0.05%

Antikorper-Verdinnungslosung

BSA 0.2%
oder (Verwendung des FLAG Ak)
Milchpulver 4-5%

jeweils in TBST

Puffer Ay (verschiedene Puffer)

Glycerin 10%
Tris/Cl pH 8.0 20 mM
KCI (0 — 1000 mM) x mM
Imidazol (0 — 1000 mM) y mM
B-Mercaptoethanol 10 mM
PMSF 1 mM
Fur Koimmunprazipitationen:

LSDB (Low Salt Dilution Buffer)

Glycerin 20%
Tris/Cl pH 7.9 50 mM
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
NP40 0.1%
KCI 0-1000 mM
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Als Resuspendierpuffer wurde der LSDB mit Proteaseinhibitoren (PI) versetzt. (A, L,

P je 10 pyg/ml)

Fur die Extraktion episomaler DNA aus Eukaryotenzellen:

Resuspensionspuffer
Tris

EDTA pH 8.6

Glucose

Lysepuffer |
NaOH
SDS

Fur Southern Blots:
Prahybridisierungspuffer
SSC

Denhardt

Hefe-RNA

Hybridisierungslosung
Formamid

SSC

Denhardt

Hefe-RNA

SDS

Na-P-Puffer

Waschpuffer
SSC
SDS

25 mM
10 mM
50 mM

0.2M
1%

2X
1x

0.1 mg/ml

50%

S5X

1x

0.1 mg/ml
0.1%

20 mM

6Xx
0.5%

Lysepuffer Il
NaCl
EDTA pH 8.6
SDS

Proteinase K

20x SSC
NaCl
NasCitrat

50x Denhardt
BSA
Polyvinylpyrolidon
Ficoll 400

50x Na-P-Puffer
NaH,PO4
NazHPO4
NasP204

0.1 M

10 mM
0.2%

0.2 mg/ml

3M
0.3 M

1%
1%
1%

1M
1™
0.1 M
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Fur die Isolierung gesamtzellularer DNA aus Eukaryotenzellen :

Extraktionspuffer

NaCl 0.1 M
Tris-HCI, pH 7.5 10 mM
EDTA 10 mM

Fur die Herstellung von Zellkernextrakten:

Puffer A

HEPES, pH 7.9 10 mM
KCI 10 mM
EDTA 0.1 mM
EGTA 0.1 mM
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
Aprotinin 5 ug/ml
Leupeptin 5 pg/ml
Pepstatin 5 pg/ml
Fur Luciferase-Tests :

KPO4-Puffer 1 M

K2HPO4 915 mM
KH2PO4 85 mM
Luciferin-Stock (50 x)

D-Luciferin 100 mg

in 7140 pl Luciferase-Reaktions-Puffer

ATP-Stammloésung
ATP 100 mM
TrisCl, pH 7.9 200 mM

Lysispuffer
Extraktionspuffer + 0.5% SDS

Puffer C

HEPES, pH 7.9 20 mM
NaCl 0.4 M
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
Aprotinin 5 pg/mi
Leupeptin 5 ug/ml
Pepstatin 5 ug/ml
Reportersol-Puffer

KPO4-Puffer, pH 7.8 100 mM
NP40 0.5%
DTT 1 mM
Luciferase-Reaktions-Puffer
KPO4-Puffer, pH 7.8 100 mM
MgSO4 15 mM
ATP 5 mM



MATERIAL 35

Fur Agarosegele :

50x TAE-Puffer (pH 8.0)

Tris-Acetat 2M
EDTA 50 mM

Ethidiumbromidbad
Ethidiumbromid
in H»0

0.5 pug/ml

sonstige Puffer:
PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 137 mM
KCI 2.7 mM
Na,HPO4 4.3 mM
KH2PO4 1.4 mM

TSB (Transformation Storage Buffer)

PEG (Mw = 3350) 30 mM
DMSO 5%
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM

in LB-Medium; anschlielRend steril filtriert

Farbmarker (6x)

Glycerin 30%
Bromphenolblaulésung 0.25%
Xylen-Cyanol-L6sung 0.25%
Tris pH 7.5 10 mM
EDTA 1 mM
2x HBS

NaCl 280 mM
KCI 10 mM
NaHPO4 x12H,0 1.5 mM
HEPES pH 7.05 50 mM
TE Puffer (pH 7.9)

TrisCl 10 mM
EDTA 1 mM

2.8.2 Sonstige Chemikalien und Materialien

e Agarose
e Agarose, Ultra Pure
e Albumin Fraktion V

o Amplifizierer (Amplify Fluographic Reagent)

e [-Mercaptoethanol (14,1 M)
e Chloramphenicol

e D-Luciferin, freie Saure

e DMSO (Dimethylsulfoxid)

¢ Formaldehyd

(Biozym, Hess. Oldendorf)
(BioRad, Munchen)

(Applichem, Darmstadt)
(Amersham, Freiburg)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Merck AG, Darmstadt)
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e FuGene6

e Glutathion-Sepharose™ 4B

e Glycogen

e Hybond-N*-Nylonmembran

e Hyperfilme fur ECL und Autoradiographie

e IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactopyranosid)
e Ni**-NTA-Agarose

e PCI (Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 25:24:1)
e Ponceau-S-Rot

e Protein Assay Dye Reagent Concentrate

e Rifampicin

e RNA (aus der Hefe)

e RNAsiIn

e TEMED (N,N,N’,N"- Tetramethylendiamin)
e TSA (Trichostatin A)

e Ultrazentrifugationsrohrchen (Polyallomer)

(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Amersham, Freiburg)

(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Amersham, Freiburg)
(Amersham, Freiburg)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Qiagen, Hilden)

(Roth, Karlsruhe)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(BioRad, Mlnchen)
(AppliChem, Darmstadt)
(Roche Diagnostics, Mannheim)
(Promega, Madison, USA)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Beckman, California, USA)

e Western Blot Membranen (Nitrocellulose 0,45/0,2 ym) (BioRad, Miinchen)

2.8.3 Reagenziensysteme (Kits)

e QIAprep Spin/QlAprep 8 Miniprep Kit

¢ QIAGEN Plasmid Midi und Maxi Kit

e QIAquick Gel Extraction Kit

¢ QIAquick PCR Purification Kit

e Quik Change™ Site-directed Mutagenesis Kit

e T4-Rapid DNA-Ligase

e TNT Coupled Reticulocyte Lysate System

e TOPO Cloning 5-min PCR cloning Kit

e BM Chemiluminescence Western Blotting Kit

e MICROCON Centrifugal Filter Devices (YM-30)

(Qiagen, Hilden)

(Qiagen, Hilden)

(Qiagen, Hilden)

(Qiagen, Hilden)
(Stratagene, Heidelberg)
(Promega, Madison, USA)
(Promega, Madison, USA)

(Invitrogen, Groningen, Niederlande)

(Roche Diagnostics, Mannheim)

(Millipore, Billerica, USA)

e Random Primers DNA Labeling System (GibcoBRL/Life Tech. GmbH, Eggenstein)



METHODEN 37

3. METHODEN

3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Kulturen zur Plasmidisolierung

Da fast alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide uber ein
Ampicillin-Resistenzgen verfugen (Ausnahme: pCMV1-EGFP [Enhanced Green
Fluorescence Protein], welches ein Kanamycin-Resistenzgen tragt), konnte durch
Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin (bzw. 200 pg/ml Kanamycin) sowohl in
Flissigmedium als auch in Agarplatten eine Selektion auf plasmidtragende Bakterien
durchgefuhrt werden. Zur analytischen Plasmidisolation wurden 5 ml LB-Medium in
einem 13 ml-PE-Rohrchen (Sarstedt) mit einer Bakterienkolonie angeimpft und uber
Nacht im Rotationsinkubator wachsen gelassen. Fur die praparative Plasmidisolation
wurden die Kulturen in einem Volumen von 200 ml LB-Medium in einem sterilen 1 L

Erlenmeyer-Kolben angesetzt und tber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert.

3.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien fir die Transformation

Die kompetenten E. coli XL1-Blue Bakterien wurden nach der Methode von
Chung und Miller (1988) hergestellt. 100 ml LB-Medium wurden in einem 1 Liter
Erlenmeyerkolben mit 2.5 ml einer frischen Bakterienvorkultur angeimpft und bei
37°C unter Schutteln bis zu einer optischen Dichte (OD) bei 600nm von 0.5 inkubiert.
Mit 20 ml dieser Kultur wurde nun eine zweite Kultur von 100 ml LB-Medium
angeimpft, welche wiederum bis zu einer Absorption von 0.5 inkubiert wurde. Der
Kolben mit den Bakterien wurde dann fur 10 Minuten (min) auf Eis gestellt und die
Bakterien anschlieRend 10 min bei 4°C und 3,000g pelletiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Bakterien in 5 ml eiskaltem TSB resuspendiert und 10 min
auf Eis gestellt. AnschlieRend wurden sie in vorgekuhlte Eppendorfgefalle zu je 500
pl aliquotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —
80°C.

Um die Effizienz der kompetenten Bakterien zu testen, wurden 100 pl der
Bakterien mit 1 ng eines Testplasmids transformiert. Anhand der Anzahl der Kolonien

konnte so die Effizienz der Bakterien flir 1 uyg zu transformierende DNA berechnet
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werden. Die Effizienz lag in der Regel zwischen 5x10° und 3x10° Kolonien/ug DNA.

3.1.3 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation von kompetenten XL1 Bakterien wurde die zu
transformierende DNA mit 100 ul Bakterien vermischt und 20-30 min auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 0.4 ml TSB/20 mM Glucose inkubierten die Zellen bei 37°C unter
Schutteln fur eine Stunde, um das Resistenzgen zu exprimieren. Anschlie3end
erfolgte die Selektion der transformierten Zellen auf einer ampicillin- bzw.

kanamycinhaltigen LB-Agar-Platte Gber Nacht bei 37°C.

3.1.4 Langzeitlagerung von Bakterien

Einer dichten Bakterienvorkultur wurden 750 pl entnommen, mit 250 pl 50%

Glycerin vermischt, auf Trockeneis eingefroren und bei —80°C gelagert.

3.2 Zellkulturen

3.2.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Die 293T- und RTS3b-Zellen wurden bei 37°C, 6% CO; und 85-90%
Luftfeuchtigkeit in entsprechendem Medium kultiviert. Da strikt adharente Zelllinien
kontaktinhibiert sind, sobald der Boden der Petrischalen bzw. Zellkulturflaschen zu
100% bedeckt ist, wurden die Zellen in regelmaliigen Abstédnden passagiert. Dabei
wurden die Monolayer unter der Sterilbank bei einer Konfluenz von hochstens 90%
mit 1x PBS gewaschen und mit einer entsprechenden Menge an Trypsin versetzt, die
den Zellrasen gerade bedeckte. Nachdem sich die Zellen gelést hatten, wurden
sie in frischem Medium resuspendiert und je nach erwinschtem Dichtegrad und
Bedarf in ein neues Gewebekulturgefald ausgesat.

Die NHEK-Zellen wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert. Zum
Passagieren wurden die 60-80% konfluent gewachsenen Zellen mit HBSS
gewaschen und der Menge Trypsin/EDTA, die ausreichend ist, den Zellrasen gerade
zu bedecken, ca. 5 min im  Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der 5 min wurde
vorsichtig mit den Handen alle 30 Sekunden (sec) gegen die Kulturschale geklopft

bis sich nahezu alle Zellen vom Boden gelost hatten. Das Trypsin wurde
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anschlielfend durch die Zugabe der gleichen Menge Trypsin-Neutralisationslésung
(TNS) inaktiviert, die Keratinozyten resuspendiert und in ein 15 ml Zentrifugations-
rohrchen Uberfuhrt. Um eine mdglichst hohe Ausbeute an Zellen zu erhalten wurde
daraufhin die Kulturschale ein weiteres Mal mit HBSS gespllt. Alle abgeldsten
Keratinozyten wurden fir 5 min bei 250g zentrifugiert, der Uberstand bis auf 100—
200 pl abgenommen und die Zellen in 5 ml frischem Medium resuspendiert und je

nach Dichtegrad und Bedarf in ein neues Gewebekulturgefall ausgesat.

3.2.2 Einfrieren und Lagerung von Zellen

Fir die Lagerung von 293T- und RTS3b-Zellen wurde ein 60-80% konfluenter
Zellrasen einer Petrischale mit einem Durchmesser von 15 cm oder einer T-150
Kulturflasche mit PBS gewaschen, die Zellen mit 4 ml Trypsin/EDTA vom Boden
geldst, mit 15 ml des entsprechenden Mediums vermischt und bei 250g flur 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieRend in 4.5 ml FCS und 0.5 ml DMSO
resuspendiert und zu je 1.7 ml in Einfrierrdhrchen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte
bei —80°C.

3.2.3 Zellzahlbestimmung

Um die Zellzahl in einer Suspension zu ermitteln, wurde eine Neubauer-
Zahlkammer verwendet. Sie war in neun gro3e zu einem Quadrat angeordnete
Hauptfelder unterteilt, hatte eine Tiefe von 0.1 mm und eine Flache von 0.002 mZ. Mit
einer Pasteur-Pipette wurde von der zuvor gut gemischten Suspension ein Aliquot
entnommen und mit Hilfe der Kohasionskrafte unter ein auf der Neubauer-Kammer
haftendes Deckglas gesogen. Unter dem Mikroskop wurden anschliel3end die Zellen
der vier Hauptfelder der Ecken gezahlt und der Mittelwert gebildet. Die Anzahl der in
einem Hauptfeld gezahlten Zellen multipliziert mit 10* entsprach der Anzahl an Zellen

in einem ml der Suspension.

3.2.4 Transfektion von Zellen

Mit 293T-, RTS3b- und NHEK-Zellen wurden transiente Transfektionsanalysen
durchgefuhrt. Dabei wurden Transfektionsreagenzien verwendet, deren Prinzip

darauf beruht, dass die eingesetzte DNA mit dem Reagenz eine Komplexbildung
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eingeht. Diese Komplexe kdonnen von den Zellen aufgenommen werden, wobei die
dabei eingeschleuste DNA in der Regel nicht in das Genom der Zelle integriert wird
und somit im Verlauf der Zellteilung wieder verloren geht. Die so transfizierten Zellen
wurden etwa 48 h nach der Transfektion auf die Expression eines Reportergens
untersucht.

Die NHEK veranderten sich bis zur 6. Passage morphologisch nicht
wesentlich und liefden sich bis zur 5. Passage gut transfizieren. Aus diesem Grund
wurden die transienten Transfektionen zwischen der 2. und der 5. Passage
durchgefuhrt.

3.2.4.1 Transfektion mit ,,FUGENE*“

FuUr die Transfektion mit ,FUGENE" wurden konfluente Zellrasen von RTS3b-
bzw. NHEK-Zellen mit 1x PBS gewaschen, die Zellen mit Trypsin/EDTA vom Boden
abgeldst, in Medium aufgenommen und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Entsprechend der Anzahl der 6-Loch-Platten (J = 2.5
cm/Loch) wurde die Menge der bendtigten Zellen in der Gesamtmenge des Mediums
verdiinnt und auf die einzelnen Lécher verteilt, so daR sich in jedem Loch 1x10°
RTS3b-Zellen bzw. 2x10° NHEK-Zellen in 2 ml Medium befanden. Die so ausgesaten
Zellen wurden anschliel3end bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert.

Am folgenden Tag wurden ca. 1-2 pg DNA transfiziert. In einem
Gesamtansatz wurden hierfur pro Probe 100 pl serumfreies Medium und 2-4 l
,FUGENE"“-Transfektionsreagenz fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert,
jeweils 100 ul des Gemisches auf die DNA getraufelt und zur Komplexbildung 15 min
bei RT inkubiert. Das DNA-,FUGENE" Gemisch wurde anschlieBend auf die Zellen
eines Lochs der 6-Loch-Platte pipettiert, die Platten leicht geschwenkt und bis zur
Ernte flr ca. 48 h bei 37°C in den Brutschrank gestellt.

3.2.4.2 Transfektion mit CaCl,

Fur die Transfektion mittels Calciumphosphat-Prazipitation (nach AUSUBEL et
al., 1992) wurden die Gewebegefalle 60-80% subkonfluenter 293T-Zellen wie unter
3.2.1 beschrieben mit Trypsin versetzt, die Zellen fur 5 min bei 250g zentrifugiert, in
Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Pro 15 cm Zellkulturschale wurden

6x10° Zellen in 25 ml Medium verdiinnt in die Schalen gegeben und diese dann (iber
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Nacht in den Brutschrank gestellt. Am darauf folgenden Tag wurde unter der
Sterilbank die zu transfizierende DNA (bis zu 30 pg) mit H,O auf ein Volumen von
650 ul aufgeflllt und mit 650 pl 2x HBS vermischt. Nach Zugabe von 102 ul 2M
CaCl, wurden die Proben sofort 10 sec mit Hilfe eines Vortexers gemixt und 15 min
bei RT inkubiert. Anschlie®Bend wurde das Prazipitat vorsichtig auf die Zellen
getraufelt und die Schalen Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag
erfolgten ein einmaliges Waschen der Zellen mit PBS und eine weitere Inkubation in
frischem Medium Uber Nacht im Brutschrank. Schliel3lich wurden die Zellen am 2.

Tag nach der Transfektion geerntet.

3.2.5 Ernte der transfizierten Zellen

3.2.5.1 Ernte durch physikalischen Zellaufschluss

Die 293T-Zellen der 15 cm Zellkulturschalen wurden einmal mit 10 ml PBS
gewaschen und in jeweils 10 ml PBS mit einem Gummischaber vom Boden
abgekratzt, in ein 15 ml Réhrchen auf Eis Uberfuhrt und 5 min bei 4°C und 2509
pelletiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in 300-500
LSDB-Puffer resuspendiert und uber vier ,Frier-Tau“-Zyklen bestehend aus je 2-
minutigem Einfrieren im Trockeneis-gekuhlten-Ethanolbad, 1-minatigem Auftauen im
37°C-Wasserbad und darauf folgendem Mixen auf dem Vortexer aufgebrochen. Bei
einer 10- bis 15-minutigen Zentrifugation bei 4°C und 21,000g pelletierten die
unldslichen Zellbestandteile. Der im Uberstand enthaltene Zellextrakt wurde z.B.

weiter flr eine Koimmunprazipitation eingesetzt.

3.2.5.2 Ernte durch chemischen Zellaufschluss

Besonders fest am Boden des Gewebegefalles haftende Zellen wie RTS3b-
und NHEK-Zellen werden wahrend des Abkratzens mit dem Gummischaber
beschadigt und verlieren dadurch einen Grofteil ihrer Luciferase—Aktivitat. Diesem
Effekt konnte durch einen chemischen Zellaufschluss mit NP40 entgegengewirkt
werden. Die Zellen wurden hierfur zweimal mit 2 ml PBS gewaschen, mit 300 pl
Reportersol Uberschichtet und 5 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation
konnte der Uberstand mit dem Zellextrakt fiir die Luciferase-Analyse eingesetzt

werden.
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3.2.6 Luciferase-Test

Die Messung der Luciferase-Aktivitat erfolgte im Lumat LB9501 (Berthold,
Wildbach). Hierfur wurde eine entsprechend der Anzahl der Proben adaquate Menge
an Luciferase-Reaktions-Puffer 1:100 mit D-Luciferin versetzt. Nach 3
Waschschritten mit diesem Luciferinpuffer wurden jeweils 20-30 ul Zellextrakt in ein
Messrohrchen gegeben und dieses unmittelbar danach in den Lumat gestellt. Nach
Injektion von 300 pl Luciferinpuffer mal® der Lumat die Lichtemission Uber einen
Zeitraum von 10 sec. Der ermittelte Wert (RLU) war proportional zur Aktivitat der
exprimierten Luciferase, die zur Anzahl der Zellen (Proteinkonzentrationsbestimmung

aller Proben) relativiert wurde (RLU/Protein-konzentration).

3.2.7 Herstellung stabil transfizierter Zellinien

Mit 1.6 pg DNA in einem Verhaltnis von 1:10 bestehend aus pTCF-Neo und
dem Plasmid BPV1 LCR-Luc (bzw. pTCF-Neo und dem Kontrollplasmid pCMV1-
EGFP, um die Transfektionseffizienz optisch mit Hilfe des Mikroskops zu prifen)
wurden RTS3b-Zellen mit dem Transfektionsreagenz ,FUGENE" wie beschrieben in
6-Loch-Platten transfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen jeweils 1:3 in G418-
haltigem Medium (800 pg/ml) passagiert und weiterhin alle 2 Tage mit G418 (600-
400 pg/ml) versetzt. Transfizierte Zellen waren durch das pTCF-Neo Plasmid
gegenutber dem Zellantibiotikum G418 resistent und konnten innerhalb von 2-4
Wochen Zellkolonien bilden. Die Klone wurden anschlieRend vereinzelt und weiter
kultiviert.

3.2.8 Behandlung von stabil transfizierten Zellen mit TSA

Stabil transfizierte Zellen wurden 24 h nach transienter Transfektion mit 400
pMg/ml TSA (einem Histon-Deacetylasen-Inhibitor) versetzt. Weitere 24 h spater

erfolgte die Zellernte durch chemischen Aufschluss.
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3.3 DNA-Methoden

3.3.1 DNA-Standardmethoden

Die hier aufgefuhrten Methoden wurden nach Protokollen von MANIATIS et al.
(1989) und AUSUBEL et al. (1997) durchgeflhrt.

e Ethanol- und Phenolfallung von DNA

e Konzentrationsbestimmung von DNA

e Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

e Dephosphorylierung der 5°-Enden von DNA-Fragmenten mit alkalischer
Phosphatase

e Auffiillen von 5 -Uberhangen mit Klenow-Polymerase

e Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

¢ Gelelektrophorese von Nukleinsauren (Agarosegele)

¢ Reinigung von PCR-Produkten

3.3.2 Plasmidpraparation

Sowohl fur analytische und praparative Plasmidisolationen als auch fir DNA-
Fragment Reinigungen wurden Reagenziensysteme (Kits) der Firma QIAGEN
verwendet  (QlAprep Spin/QlAprep 8 Miniprep, Plasmid Midi und Maxi, Gel
Extraction und PCR Purification Kit). Die Reagenziensysteme basieren auf der
alkalischen Extraktionsmethode nach BIRNBOIM und DoLy (1979) und der Bindung
der DNA an Anionen-Austauscher-Saulen (Quarzgel). Die Uber Nacht gewachsenen
Kulturen wurden nach der Ernte entsprechend den Protokollen von QIAGEN
behandelt. AnschlieBend wurde der DNA-Gehalt spektralphotometrisch in

Quarzkuvetten bei einer OD von 260 nm bestimmt.

3.3.3 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden im ZMMK (Zentrum fur Molekulare Medizin
KoIn) der Universitat zu Koln mit einer automatisierten Methode nach SANGER

(SANGER et al., 1977) mit Fluoreszenz-markierten Primermolekulen durchgefuhrt.
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Hierfur wurden jeweils 3-10 pmol beider Primer und 250-350 ng Plasmid-DNA
eingesetzt. Die Auswertung erfolgte Uber das Programm Edit View Version 1.0.2

(PERKIN ELMER).

3.3.4 Isolierung gesamtzellularer DNA aus eukaryoten Zellen

Die Zellen wurden wie unter 3.2.5.1 beschrieben gewaschen, abgeschabt und
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 800 pl Lysispuffer resuspendiert, in ein
Eppendorfgefaly dberfuhrt und fir 30 min bei 56°C inkubiert. Es folgte eine
Inkubation mit von 0.1 mg RNAse A bei 37°C fur 1 h und eine Inkubation mit 0.5 mg
Proteinase K fir eine weitere Stunde bei 37°C. Daraufhin wurde fur die DNA-
Extraktion 1 Volumen PCI hinzugegeben und das Gemisch mit einer 2 ml Spritze (40
x 0.9 mm Kanule) 5-10 x auf- und abgezogen, um die DNA zu scheren. Nach
Zentrifugation fir 5 min mit 10,0000g wurde mit dem wéssrigen Uberstand eine
Ethanolfallung durchgefiihrt, anschlielend das getrocknete Pellet in 200ul sterilem
destilliertem H,O resuspendiert und die DNA-Konzentration spektralphotometrisch

bei einer DNA-Verdinnung von 1:50 bis 1:100 bestimmt.

3.3.5 Transienter Replikationstest

Der Replikationstest wurde als Modifikation der Methode von USTAvV und
STENLUND et al., 1991 etabliert.

3.3.5.1 Transfektion und Extraktion der episomalen DNA

Die (wie bereits beschrieben) mit Hilfe eines Gummischabers geernteten und
pelletierten Zellen einer 10 cm Zellkuturschale wurden zur Extraktion der episomalen
DNA zunachst in 200 ul Resuspensionspuffer aufgenommen und durch Zugabe von
400 ul frisch angesetztem Lysepuffer |, leichtem Vortexen und einer 2-minatigen
Inkubation bei RT lysiert. Es folgte eine Zugabe von 300 ul Neutralisierungspuffer (3
M KAc; pH 4.8) und eine 10-minutige Inkubation auf Eis. Um die Zellfragmente
abzutrennen, wurde anschlielend der Rohextrakt fur 5 min mit 21,000 g zentrifugiert,
der Uberstand in einem neuen Eppendorfreaktionsgefa® mit 540 ul Isopropanol
versetzt und die Ansatze 5 min bei RT inkubiert. Nun erfolgte eine weitere

Zentrifugation flr 15 min bei 21,000 g. Zur Entfernung der Proteinverunreinigungen
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wurde das trockene Pellet in 200 pul Proteinase-K-haltigen Lysispuffer I
resuspendiert, fur 1 h bei 37°C inkubiert und eine Phenol-Chloroform-Extraktion und
Ethanolfallung durchgefuhrt. Das hierbei erhaltene getrocknete Pellet wurde in 20 pl
einer RNaseA-Losung (62.5 pg/ml) aufgenommen und in zwei gleiche Ansatze
aufgeteilt. Wahrend die zu testende DNA in einem Ansatz mit der
Restriktionsendonuklease BamHI linearisiert wurde, wurde sie im anderen Ansatz
zusétzlich mit einem Uberschuss an Dpnl gespalten. Dieses Enzym schneidet DNA,
die am Adenosin im Motiv 5’-GATC-3" methyliert ist. Da die transfizierte DNA aus
dam™-Bakterien isoliert wurde und entsprechend methyliert ist, wird sie so in einer
Dpnl-Spaltung in kurze Fragmente gespalten und kann nach der elektrophoretischen
Auftrennung leicht von der neu replizierten, nicht-methylierten DNA, die von Dpnl
nicht gespalten wird, unterschieden werden. Nach einer zweistindigen Inkubation
erfolgte eine Gelelektrophorese mit einem 0.8%igen Agarosegel, um die DNA

aufzutrennen.

3.3.5.2 Southern Blot

Um die DNA zu depurinieren, wurde nun das zu blottende Agarosegel
zunachst 20 min in 0,25 M HCI geschwenkt. Danach wurde das Gel kurz mit Wasser
gespult und zur Denaturierung der DNA in 0,4 M NaOH inkubiert. An diesem Punkt
wurde die DNA unter alkalischen Bedingungen Uber Nacht auf eine Hybond-N*-
Nylonmembran transferiert. Am nachsten Morgen folgte die Prahybridisierung der
Membran fur 3 h bei 65°C in 100 ml Prahybridisierungspuffer. Anschlieliend wurde
dieser dekantiert und 20 ml Hybridisierungs-Losung mit der radioaktiv markierten
Sonde zur Membran gegeben. Als Hybridisierungs-Sonde wurden 25 ng pNCRS8-
CAT mit dem Random Primers DNA Labeling System nach den Angaben des
Herstellers radioaktiv markiert. Die Hybridisierung erfolgte bei 37°C Uber Nacht. Am
folgenden Tag wurde der Filter zweimal in je 100 ml Waschpuffer bei 65°C
gewaschen, in 2x SSC gespult, mit Frischhaltefolie umschlagen und daraufhin gegen

einen Rdéntgenfilm exponiert.
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3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur selektiven Amplifikation einer DNA-Sequenz,
die durch die Bindung zweier Oligonukleotide an eine DNA-Matrize begrenzt wird
(MuLLis und FALOONA, 1987). Die beiden Oligonukleotide werden so gewahlt, dass
sie den zu amplifizierenden DNA-Bereich einrahmen und jeweils in 5°-3"-Richtung an
einen der beiden DNA-Strange hybridisieren.

Auf Eis wurden je nach Plasmid-Grof3e 1-30 ng der Plasmid-DNA und jeweils
0.5 ug beider Primer in sauberstem H,O zusammenpipettiert. Alle Reaktionen
wurden mit einer Konzentration von 25 uM der vier Desoxynukleotide und einer
Mg?*-Konzentration von 1-2 mM durchgefiihrt. Unmittelbar nach Zugabe von 0.5 pl
Pwo DNA-Polymerase wurden die Ansatze in das auf 94°C vorgeheizte PCR-Gerat
(T3-Thermocycler Biometra, Gottingen) gestellt. Dabei wurde jede Reaktion nach

folgendem Basisschema gestartet:

1 Temperaturzyklus: 94°C 2 min
25 Temperaturzyklen: 94°C 15 sec (Denaturierung)
52°C 30 sec (Hybridisierung)

72°C 1.5-3 min (Polymerisierung)
1 Temperaturzyklus: 72°C 7 min

Je nach Grolle des zu amplifizierenden DNA-Bereiches und der
Schmelztemperatur der Oligonukleotide wurden die Temperaturen und Zeiten der
Hybridisierung und/oder der Polymerisierung variiert. Bei der Amplifikation von DNA-
Sequenzen mit einem grollen GC-Gehalt wurde die Reaktion in 2-10% DMSO
durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde schliel3lich einer Gelelektrophorese
unterzogen und so auf GroRe und Menge des Produktes und Spezifitat der

gewahlten Oligonukleotide und Bedingungen Uberpruft.

3.3.7 In vitro Mutagenese

Mit Hilfe des Reagenziensystems ,Quik Change™ Site-directed Mutagenesis
Kit* (Stratagene, La Jolla, USA) wurden Punktmutationen in DNA eingefuhrt. Dieses
System arbeitet mit der PfuTurbo DNA-Polymerase und dem Restriktionsenzym

Dpnl. Far die In vitro Mutagenese wurden 20-50 ng des Plasmides, in welches die
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gewunschte Mutation eingefuhrt werden soll, je 125 ng eines zueinander
komplementaren Primerpaares, das die Mutation enthalt, 5 yl des Reaktionspuffers
und 1 ul des dNTP-Mixes in einem 50 ul Gesamtansatz mit 1 pl PfuTurbo DNA
Polymerase versetzt und unmittelbar danach in das auf 94°C vorgeheizte PCR-Gerat

gestellt. Fur diese PCR wurde folgendes Programm verwendet:

1 Temperaturzyklus: 94°C 30 sec
16 Temperaturzyklen: 94°C 30 sec
55°C 1 min

68°C 2 min/kb der zu amplifizierenden DNA-Lange
1 Temperaturzyklus: 68°C 1 0 min

Die komplementare DNA wurde von der Polymerase synthetisiert. Nachdem
die Proben auf 37°C abgekuhlt waren, wurde 1 ul des Restriktionsenzyms Dpnl,
welches die parentale methylierte und nicht die neu synthetisierte dsDNA schneidet,
hinzugegeben und bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Mit 1 ul des Spaltansatzes
folgte eine Transformation in 50 pl XL1-Blue Bakterien. Anschliefend wurde der
gesamte Ansatz auf LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen und Uber Nacht in den
Brutschrank gestellt. Schlieldlich wurde die Plasmid-DNA der Klone durch

Sequenzierung auf die Anwesenheit der Mutation Uberpruft.

3.4 Proteinmethoden

3.4.1 Herstellung von Zellextrakten

Fur die Herstellung von Zellextrakten wurden je nach Bedarf nicht-transfizierte

oder transfizierte Zellen nach unterschiedlichen Methoden hergestellt (s. 3.2.5).

3.4.2 Herstellung von Zellkernextrakten

FUir die Herstellung von Zellkernextrakten wurden 3x10cm Schalen
subkonfluenter Zellen mit PBS gewaschen, in 10 ml PBS/Schale mittels
Gummischaber abgekratzt und in ein 50 ml Réhrchen Uberflhrt. Durch Zentrifugation
fur 5 min bei 4°C und 250g wurden die Zellen pelletiert, in 400ul Puffer A + PI
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resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Unmittelbar nach der Zugabe von 25 pl
10% NP40 wurde das Gemisch fur 10 sec auf dem Vortexer gemixt und fur 1 min bei
21,000g zentrifugiert. AnschlieBRend wurde das Pellet in 50 ul Puffer C + PI
resuspendiert, die Proben 30 min bei 4°C geschiittelt und anschlieend fir 10-15 min
bei 4°C und 21,000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 5 ul Aliquots bei —80°C
gelagert.

3.4.3 Quantitative Proteinbestimmung

Die Konzentration der Proteine wurde nach BRADFORD (1976) bestimmt.
Hierfir wurde in eine 96-Loch-Platte eine Verdinnungsreihe mit 0-10 ug BSA als
Eichkurve pipettiert und die proteinhaltige Losung in der 96-Loch-Platte (unverdunnt
oder bis zu 1:20 verdinnt) mit 150 pl einer 1:5 Verdinnung des BioRad Protein
Assay Reagens versetzt. Anschliefend wurde die ODegpo im Spektralphotometer

bestimmt und die Proteinkonzentration aus der jeweiligen Verdunnung errechnet.

3.4.4 Proteinaufreinigung

3.4.4.1 Reinigung von Proteinen mit Histidin-Epitop

Fur die Expression von Proteinen mit einem Histidin-Epitop wurden 200 ml
ampicillinhaltiges LB-Medium 1:100-1:50 mit einer Vorkultur entsprechend
transformierter BL21pLysS Bakterien angeimpft und bis zu einer ODgoo von 0.7-0.9
bei 30°C oder 37°C inkubiert. Die Expression erfolgte Uber die in den BL21-Zellen
enthaltene T7-Polymerase, deren Expression durch die Zugabe von 1 mM IPTG
induziert wurde. Um die Aktivitat der bakteriellen Polymerasen zu inhibieren, wurde
45 min nach IPTG-Induktion 1 mM Rifampicin zugegeben. Nach insgesamt 2-3 h
wurden die Zellen 10 min bei 3,000g und 4°C zentrifugiert.

Die Reinigung der Proteine mit einem Epitop aus sechs Histidinresten erfolgte
anschlieRend mittels Affinitatschromatographie tber Ni**-NTA-Agarose. 500 ul Ni**-
NTA-Agarose-Suspension (Saulenvolumen (SV) = 250 pyl) wurden im Kihlraum bei
4°C auf die Matrix einer noch verschlossenen Saule getraufelt. Nachdem die
Agarose sedimentiert war, wurde die Saule gedffnet und zweimal mit 10 ml kaltem,
sterilem H,O gewaschen und mit 16 SV HSLB equilibriert. Wahrend dieses

Vorganges wurde das Pellet der induzierten Bakterien in 3-5 ml HSLB resuspendiert,
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viermal fur 20 sec bei 100 Watt auf Eis sonifiziert und die Zelltrimmer tber 10-
minutige Zentrifugation bei 21,000g und 4°C pelletiert. Daraufhin wurde der
Uberstand insgesamt 3x hintereinander auf die equilibrierte Séule gegeben. Um den
Rest der Zellextrakte aus der Saule zu entfernen, wurde anschlielend 1 SV HSLB
auf die Saule gegeben. Nun wurde diese mit 2 SV Aqpo00 und 24 SV Aszpo-20
gewaschen, bevor die Proteine in 4 SV A1gp-150 eluiert wurden. Je 10 Fraktionen zu je
2 Tropfen (~100 ul) wurden aufgefangen, von jeder Fraktion 2-5 pl in ein gesondertes
Eppendorfgefall pipettiert und alle 20 Gefalle in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80°C gelagert. Um den Gehalt des aufgereinigten Proteins in jeder Fraktion
zu Uberprufen, wurden die 2-5 ul jeder Fraktion aufgetaut und in 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen. Anschlief3end folgte eine Auftrennung der Proteine Uber
ein SDS-PAG und die Identifikation Uber einen Western Blot mit einem gegen das

Histidin-Epitop gerichteten Antikorper.

3.4.4.2 Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Proteine, welche an die Glutathion-S-Transferase fusioniert waren, wurden in
BL21-pLysS-Bakterien exprimiert. Hierfir wurden 200 ml ampicillinhaltiges LB-
Medium 1:100-1:50 mit einer dichten Vorkultur der Bakterien angeimpft und bei 37°C
unter Schutteln bis zu einer ODgpo von 0.7-0.9 inkubiert. Die Proteinexpression wurde
durch Zugabe von 0.5-1 mM IPTG induziert und erfolgte fur einen Zeitraum von 2-3 h
bei 30 oder 37°C. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation fir 10 min
bei 4°C und 3,000g pelletiert und daraufhin in 3-5 ml 0.5 M LSDB aufgenommen.
Durch viermaliges Sonifizieren fur je 20 sec auf Eis bei 100 Watt wurden die
Bakterien lysiert und die Zelltrimmer bei 4°C und 21,000g abzentrifugiert. Der so
entstandene Extrakt wurde in 2 ml Eppendorfgefale Uberfihrt und bei —80°C
gelagert.

Fur die Reinigung der im Zellextrakt befindlichen GST-Fusionsproteine wurde
Glutathion-Sepharose (Amersham) verwendet. Hierbei wird das an der Oberflache
der Sepharose exponierte Glutathion sehr effizient und spezifisch von dem GST-
Fusionsanteil gebunden. Pro Ansatz wurden je 20 ul der Sepharose mit 0.75 ml H,O
und 0.75ml 0.5 M LSDB gewaschen. Wahrend dieser Waschschritte wurden die
Eppendorfgefalle mit den Sepharosekugelchen etwa fur 1 min in der Hand

geschwenkt und anschlief3end fur 1 min bei 1,000g pelletiert.
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Fur eine Testaufreinigung wurden 100 und 250 ul Zellextrakt auf die so
equilibrierte Sepharose-Matrix gegeben und der Ansatz ,Uber Kopf* schwenkend fur
1 h bei 4°C inkubiert. Daraufhin wurde 4x mit 1 M und 2x mit 0.1 M LSDB
gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Durch die Zugabe
von 20 pl 2x SDS-Probenpuffer und 5-mindtige Inkubation bei 95°C wurden die
gereinigten GST-Fusionsproteine von der Sepharose gelost, Uber ein SDS-PAG
aufgetrennt und anschlielend durch eine 30-minltige Inkubation des Gels mit

Coomassie brillant blue visualisiert.

3.4.5 Aufkonzentration von gereinigten Proteinen mit Histidin-Epitop

Um die Konzentration des gereinigten p300 Proteins mit Histidin-Epitop zu
erhdhen, wurden ,MICROCON Centrifugal Filter Devices“ der Grolke YM-30
(Millipore), welche fur die Aufkonzentration von Proteinen groRer oder gleich 30 kDa

geeignet sind, nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.4.6 Western Blot

Flr Western Blot Analysen wurden die uber ein SDS-PAG aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (BioRad) ubertragen. Dafur wurde eine
luftblasenfreie Schichtung aus einem in Transfer-Puffer getrankten Schwamm, zwei
Whatman-Papieren, dem Gel, der Membran, zwei weiteren Whatman-Papieren
sowie einem weiteren Schwamm hergestellt und nach der Fixierung zwischen zwei
Kunststoffplatten in eine Blotkammer Ubertragen. Es wurde entweder eine Spannung
von 40V Uber Nacht oder von 80V Uber mindestens 2 h so angelegt, dass sich der
Filter zwischen dem Gel und der Anode der Kammer befand. Bei Western Blots mit
dem p300 Protein wurde aufgrund der Grolke des Proteins und der daraus
resultierenden schlechteren Ubertragbarkeit auf die Membran grundsatzlich
mindestens eine einstindige Spannung von 80V und eine anschlieRende Spannung
von 40V Uber Nacht gewahlt.

Nach dem Transfer folgte, sofern kein vorgefarbter Proteinmarker verwendet
worden war, eine einminutige Anfarbung der Proteine mit einer Ponceau-S-Rot-
Losung. Anschlielend wurde durch Waschen des Filters mit HxO die
Hintergrundfarbung entfernt und die Markerproteinbanden mit einem Stift

nachgezeichnet. Mit einem Skalpell wurde die Membran zurechtgeschnitten und in
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TBST wieder vollstandig entfarbt. Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper an
die proteinfreien Stellen zu verhindern, wurde der Filter fur 1 h in Abblocklésung auf
dem Taumler inkubiert und dann 3x5 min mit TBST gewaschen. Daraufhin wurde die
Membran auf Parafilm gelegt, mit einer entsprechenden Menge an in Antikérper-
Verdinnungslosung verdunntem 1.Antikorper Uberschichtet und 2 h bei RT inkubiert.
Es folgten drei 10-minutige Waschschritte in TBST und auf Parafilm eine einstindige
Inkubation in verdinntem POD-gekoppelten 2.Antikoérper. Die einzige Ausnahme
bildete hier das Ni**-NTA-Konjugat, welches bereits mit einer POD gekoppelt ist, so
dass keine 2. Antikorper-Inkubation notwendig war. Anschlielend wurde 4x10 min in
TBST gewaschen, die Membran erneut auf Parafilm gelegt und fur 1 min mit 0.5-1.0
ml ,BM Chemiluminescent Blotting Substrat® (10 pyl Losung A + 990 pl B pro ml)
uberschichtet. Diese Losung enthalt Luminol, das durch die an den 2. Antikorper
gekoppelte POD in einer Oxidationsreaktion umgesetzt wird. Das entstandene
Zwischenprodukt zerfallt unter Emission von Licht. Der Filter wurde vorsichtig auf
Whatman-Papier abgetropft und zwischen zwei Klarsichtfolien in einer Expositions-
Kassette fixiert. In der Dunkelkammer konnte nun, je nach Starke des Signals, fur

einige sec bis hin zu mehreren min ein ECL-Film aufgelegt und entwickelt werden.

3.4.7 In vitro Translation

Um Proteine in vitro zu translatieren wurde das ,TNT Coupled Reticulocyte
Lysate System“ (Promega) mit **S-Methionin zur Markierung verwendet. Hierbei

wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.
3.4.8 Protein-Protein Interaktionsanalysen

3.4.8.1 Interaktionen mit in vitro translatierten, GST- und gereinigten

Proteinen mit Histidin-Epitopen

Fir Interaktionen von GST-Proteinen mit in vitro translatierten Proteinen
wurden die GST-Fusionsproteine wie bereits beschrieben an Sepharosekligelchen
gebunden und gereinigt, wobei 100 pl des 0.1 M LSDB des letzten Waschschrittes im
Eppendorfgefall belassen wurden. Nun folgte eine Zugabe von 7-10 ul des in vitro
Translationsansatzes und eine zweistlindige Inkubation der Ansatze auf Eis
taumelnd. Daraufhin wurden 5-6 Waschschritte mit 0.1-0.3 M LSDB durchgeflhrt,
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um unspezifische Interaktionen zu minimieren, und es folgte ein letzter Waschschritt
mit 0.1 M LSDB. AnschlieBend wurden die Sepharosekiugelchen mit den
gebundenen Proteinen in 20 ul 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und far 5 min
bei 95°C inkubiert. Die so denaturierten Proteine wurden Uber ein SDS-PAG
aufgetrennt, das Gel zur Verstarkung des Signals 10-30 min in Amplifizierer
geschwenkt und zuletzt fur 45 min im Geltrockner getrocknet. Ein Uber Nacht bei -
80°C radiosensitiver, exponierter Film lieferte den Nachweis der radioaktiv
markierten, gebundenen Proteine.

Fir das Kompetitionsexperiment wurden die gereinigten, an die
Sepharoseklgelchen gebundenen GST-Fusionsproteine mit 0.3, 0.75 und 1.5 pg
gereinigtem Hisg-Protein 2 h bei 4°C ,uber Kopf* schittelnd vorinkubiert, 2x mit 0.1 M
LSDB gewaschen und anschlieRend folgte eine weitere 2-stindige Inkubation mit
den in vitro translatierten Proteinen. Daraufhin wurden die Sepharosekugelchen 4x
mit 0.1 M LSDB gewaschen und weiter verfahren wie oben beschrieben. Um das
gebundene His-Protein nachzuweisen, wurde in einem gleichen Experiment das
SDS-PAG nicht getrocknet, sondern einem Western Blot mit einem gegen das

Histidin-Epitop gerichteten Antikorper unterzogen.

3.4.8.2 Direkte Interaktionen

Fir eine direkte Interaktion wurde das gereinigte GST bzw. GST-hNAP-1 mit
0.2 ug gereinigtem His-BPV1 E2 oder mit 0.6 pg gereinigtem His-BPV1 E2AC fur 2 h
bei 4°C ,uber Kopf* schuttelnd inkubiert und 4x mit 0.1 M LSDB gewaschen. Die
Sepharoseklgelchen mit den gebundenen Proteinen wurden nun in 20 yl 2x SDS-
Probenpuffer aufgenommen und fir 5 min bei 95°C inkubiert. Nach der Auftrennung
der Proteine Uber ein SDS-PAG wurde ein Western Blot dem entsprechenden
Antikodrper durchgefuhrt.

Fur weitere direkte Interaktionen wurde GST bzw. GST-hNAP-1 mit 0.1 ug
gereinigtem His-p53 oder GST bzw. GST-p53 mit 0.3 ug gereinigtem His-hNAP-1

inkubiert und weiter verfahren wie oben beschrieben.
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3.4.8.3 Koimmunprazipitationen

Fur die Koimmunprazipitationen wurden pro Ansatz ein bis zwei 15 cm
Zellkulturschalen mit 293T-Zellen mit Expressionsvektoren fur die entsprechenden
Proteine transfiziert und nach etwa 48 h Zellextrakte hergestellt. Nach einer
Proteinkonzentrationsbestimmung wurden 0.5-2 mg Extrakt fur 2-3 h mit FLAG-AK-
gekoppelten oder fur 4-5 h mit p300-AK-gekoppelten Sepharoseklgelchen inkubiert.
Es folgten 4—10 Waschschritte mit 0.1-0.3 M LSDB und ein letzter mit 0.1 M LSDB,
bevor 20 ul 2x SDS-Probenpuffer zugefligt wurden und eine 5-minutige Inkubation
bei 95°C durchgefuhrt wurde. AnschlieRend wurden die Proteine im SDS-PAG
aufgetrennt und im Western Blot mit Hilfe entsprechender Antikorper visualisiert.

Fur die Koimmunprazipitation der beiden endogenen Proteine p53 und hNAP-
1 wurden RTS3b- und NHEK-Zellkernextrakte hergestellt, je 85 ug mit p53-AK-

gekoppelten Sepahrosekugelchen inkubiert und entsprechend verfahren.

3.4.8.4 Analyse von Interaktionen mittels Ultrazentrifugation

Fur die Interaktion wurden gereinigte Proteine mit Histidin-Epitop in 150 pl 0.1
M LSDB Puffer bei 4°C ,uber Kopf‘ schuttelnd fur 2 h inkubiert. In dieser Zeit wurde
ein Glycerolgradient angelegt, indem je eine Schicht von 0.5 ml HEMG mit einer
Glycerolkonzentration von 30%, 22.5%, 15% bzw. 7.5% in dunnwandige 2.2 ml
Zentrifugenrohrchen (Beckman) pipettiert wurde und daraufhin eine Inkubation dieser
Rohrchen fur 30 min bei RT und fur 1 h bei 4°C erfolgte. Nach Zentrifugation der
Interaktionsansatze fur 10 min bei 10,000g und 4°C wurden diese vorsichtig auf den
Glycerolgradienten pipettiert und 8 h bei 250,000 in einer TL100 Tisch-
Ultrazentrifuge (Beckman) und dem TLS-55 ausschwingenden Rotor zentrifugiert.
AnschlieBend wurden langsam und sehr vorsichtig von oben beginnend 36
Fraktionen von je 60 pl in 1.5 ml Eppendorfgefalle auf Trockeneis pipettiert. Fur die
Analyse wurden von jeder 2.-3. Fraktion 10 yl entnommen, diese mit 10 yl 2x SDS-
Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C inkubiert und die Proteine in einem SDS-PAG
aufgetrennt. Die anschlieRenden Western Blots wurden mit dem gegen das Histidin-

Epitop gerichteten Antikdrper durchgefuhrt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 GST-8E2 bindet hNAP-1 in vitro

Das E2 Protein der PV ist ein multifunktionales Protein, welches wichtige
regulatorische Funktionen sowohl bei der viralen Transkription als auch bei der
Replikation erflllt. Neben diesen Aktivitaten spielt E2 in der infizierten Zelle auch
eine Rolle innerhalb des Zellzyklus, der Apoptose, der Zelltransformation, der
Zellalterung und der Aktivierung zellularer Promotoren (s. Einleitung). Diese Effekte
vermittelt das E2 Protein durch seine Interaktion mit zellularen Faktoren, weshalb
eine Charakterisierung der Wechselwirkung von E2 mit zellularen Proteinen von
Bedeutung ist, um Aufschluss dariber zu erlangen, inwiefern diese mit ihren

jeweiligen Funktionen zu den E2-vermittelten Aktivitaten einen Beitrag leisten.

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass an die Glutathion-S-Transferase
(GST) fusioniertes hNAP-1 mit den in vitro translatierten (ivt), *°*S-markierten E2
Proteinen von BPV1, HPV8 und HPV18 interagiert. Bei der Analyse zweier
Deletionsmutanten des BPV1 E2 =zeigte sich nur noch eine schwache
Wechselwirkung mit BPV1 E2A1-160, welchem die 160 N-terminalen Aminosauren
(AS) fehlen. Mit einer Deletionsmutante, die nur die H und den C-Terminus besitzt
(BPV1 E2A1-203) konnte dagegen keine Interaktion mehr beobachtet werden. Somit
lie sich die Wechselwirkung im Fall von BPV1 E2 auf die AD eingrenzen (SCHMIDT,
1999).

Um diese Bindung weiter zu Uberprifen wurde in einem umgekehrten
Experiment bakteriell exprimiertes und Uber Glutathion-Sepharose gereinigtes GST-
8E2 mit ivt, **S-markiertem hNAP-1 inkubiert (Abb. 4). Unspezifisch gebundene
Proteine wurden Uber vier Waschschritte mit 0.2 M LSDB entfernt. Die Spuren 4 und
5 in Abbildung 4B zeigen die eingesetzten Mengen der GST-Proteine nach einer
Farbung des SDS-PAG mit Coomassie brillant blue. Wahrend eine Interaktion von
hNAP-1 mit dem GST-8E2 Protein nachgewiesen werden konnte (Abb. 4A, Spur 3),
lieferte die Inkubation mit GST allein nur ein Hintergrundsignal (2).
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Abb. 4 GST-8E2 bindet in vitro translatiertes, radioaktiv markiertes hNAP-1.

(A) Interaktionsanalyse. 2 pyg GST (Spur 2) oder GST-8E2 (3) wurde Uber Glutathion-Sepharose
gereinigt und mit 10 pl in vitro translatiertem, %°S-markiertem hNAP-1 inkubiert. Nach viermaligem
Waschen mit 0.2 M LSDB Puffer wurden gebundene Proteine in einem 10%igen SDS-PAG
aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. Spur 1 zeigt 10% des eingesetzten in vitro
Translationsproduktes. (B) SDS-PAG. Zur Kontrolle wurden die fir die Interaktionsanalyse
eingesetzten Mengen an GST und GST-8E2 uber Glutathion-Sepharose gereinigt, in einem 10%igen
SDS-PAG aufgetrennt und mit Coomassie brillant blue gefarbt. (ivt = in vitro translatiertes)

4.2 Die Bindung von hNAP-1 an BPV1 E2 ist direkt

Um auszuschlieen, dass die Interaktion von hNAP-1 mit BPV1 E2 Uber einen
dritten Faktor vermittelt wird, der sich in dem fir die in vitro Translationen
verwendeten Retikulozytenlysat befindet und somit als Bruckenprotein dienen
konnte, wurde untersucht, ob E2 und hNAP-1 direkt aneinander binden. Hierfur
wurden bakteriell exprimierte, gereinigte, an ein Histidin-Epitop (Hiss) fusionierte
BPV1 E2 Proteine verwendet. Da das gesamte His-BPV1 E2 vergleichsweise gering
exprimiert wurde, fungierte Hise-BPV1 E2AC als Kontrolle. Entsprechend den
Vorversuchen, welche die AD von BPV1 E2 fur die Bindung verantwortlich machten,
sollte hier das BPV1 E2AC hNAP-1 ebenso binden. Bakteriell exprimiertes GST-
hNAP-1 oder GST wurde Uber die Glutathion-Sepharose Matrix gereinigt (Abb. 5B,
Spuren 9 und 10) und mit den Hisg-Proteinen (Abb. 5B, Spuren 7 und 8) inkubiert.
Gebundene Proteine wurden in einem Western Blot (WB) mit einem Ni**-NTA-
konjugierten Antikérper (Ak), der das Histidin-Epitop erkennt, detektiert (Abb. 5A).
GST-hNAP-1 (3 und 6) war in der Lage Hisg-BPV1 E2 (3) und Hise-BPV1 E2AC (6)
zu prazipitieren, wahrend GST alleine (2 und 5) kein Signal erzeugte. Hierbei sind die
gebundenen volle-Lange Proteine mit einem Stern gekennzeichnet. Eine N-

terminale, das Histidin-Epitop enthaltende, proteolytische Form des E2 Proteins
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wurde ebenfalls in beiden Fallen von GST-hNAP-1 gebunden (3 und 6). Jeweils 10%
der eingesetzten Hise-Proteine wurden in Spuren 1 und 4 aufgetragen. Dies
demonstriert, dass E2 direkt an hNAP-1 bindet.

A : : B N
His-BPV1 His-BPV1 O o
E2 E2AC o 8 I
10% Einsatz| + + wo = T
0 -
> 2 0 0
o @ :
GST-hNAP-1 + + £ T |™ 66
His-BPV1 E2 —» | = * P — 45
45 —
His-BPV1 —» — T T— — 31
E2AC | id e W J—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Western Blot : a-His (Ni**-NTA Antikorper) SDS-PAG

Abb. 5 BPV1 E2 bindet direkt an hNAP-1.

(A) Interaktionsanalyse mit bakteriell exprimierten, gereinigten Proteinen. 1 uyg GST (Spur 2 und 5)
oder GST-hNAP-1 (3 und 6) wurde Uber Glutathion-Sepharose gereinigt und mit 0.2 ug gereinigtem
His-BPV1 E2 oder 0.6 pg gereinigtem His-BPV1 E2AC inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0.1
M LSDB Puffer wurden gebundene Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und diese in
einem anschlieRenden Western Blot mit einem Ni2+-NTA-konjugierten Antikorper detektiert.

(B) Coomassie gefarbte SDS-PAG zeigen die eingesetzten, gereinigten His- und GST-Proteine.

4.3 hNAP-1 interagiert mit E2 Proteinen in vivo

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Interaktion zwischen hNAP-1 und
E2 in vivo nicht nur in der Hefe, sondern auch in humanen eukaryoten Zellen
stattfindet und somit von funktioneller Relevanz fur die Infektion mit PV sein kdnnte.
Fir Koimmunprazipitationen wurde der ORF fur das mit einem Hamagglutinin(HA)-
Epitop fusionierte hNAP-1 in den Vektor pXJ41 und samtliche fur die mit einem
FLAG-Epitop fusionierten E2 Proteine kodierenden Gene in den Vektor pCMV2
kloniert. Die entsprechenden Expressionsvektoren wurden allein und in
Kombinationen in 293T Zellen (humane, Adenovirus transformierte Epithelzelllinie)
transfiziert und die Extrakte Uber an Sepharosekligelchen gebundene FLAG-
Antikorper gereinigt. Hierbei wurden unspezifische Wechselwirkungen uber vier
Waschschritte in LSDB mit bis zu 0.25 M KCI entfernt. Gebundene Proteine wurden
uber ein 10%iges SDS-PAG aufgetrennt und in WB Analysen mit Antikérpern,
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welche das HA- bzw. FLAG-Epitop erkennen, detektiert (Abb. 6). In Spuren 5 bis 8 ist
im WB, der mit einem gegen das HA-Epitop gerichteten AK entwickelt wurde, jeweils
1/40 des Einsatzes der Extrakte fur die Immunprazipitation (IP) zu sehen. Nur FLAG-
BPV1 E2 war in der Lage, HA-hNAP-1 zu prazipitieren (Spur 3), wahrend HA-hNAP-
1 allein eine minimale Affinitat zu der a-FLAG-gekoppelten Sepharose-Matrix zeigte
(2). Extrakte aus Zellen, die entweder mit beiden Leervektoren (4) oder mit dem
Expressionsvektor fur FLAG- BPV1 E2 allein (1) transfiziert worden waren, lieferten
kein Signal. Die Spuren 1 bis 4 des unteren WB, welcher mit dem FLAG-AkK
entwickelt wurde, zeigen die Expression des E2 Proteins. In diesem WB ist auf
annahernd gleicher Hbéhe ebenfalls ein anderes, mit dem FLAG-Antikdrper
kreuzreagierendes Protein sichtbar, weshalb das EZ2-Protein mit einem Stern

gekennzeichnet wurde. Da die Bindung zwischen BPV1 E2 und hNAP-1 in vitro auf

IP: a-FLAG Einsatz IP: a-FLAG Einsatz
Leervekt. P‘;I;(“J‘ﬁFEQG . T M M *
FLAG-BPV1 E2 | + + + + + +
FLAG-BPV1 E2N + +
FLAG-BPV1 E2AN + +
HA-hNAP-1 + + + + + + + + |+ + + +
1 2 3 4|5 6 7 8|9 10 11 12|13 14 15 16

HA- . 97— - st ‘.“

66 — = -
hNAP-1 - e

66— | —
FLAG-E2—>, | &% « | FLAG-E2—>| = _—

2 « FLAG-E2AN
FLAG-E2N —» .

obere Western Blots: a-HA
untere Western Blots: o-FLAG

Abb. 6 FLAG-BPV1 E2 prazipitiert HA-hNAP-1.

Koimmunprazipitation. 293T-Zellen wurden mit jeweils 10ug pPCMV2FLAG-BPV1 E2 (Spuren 1, 3, 5,
7, 10 und 14), pPCMV2FLAG-BPV1 E2 N (11 und 15), pPCMV2FLAG-BPV1 E2AN (12 und 16), jeweils 5
Mg pXJ41-HA-hNAP-1 (2, 3, 6, 7 und 9-16) und entsprechenden Leervektoren transfiziert. 1.5 mg der
nach 45h hergestellten Zellextrakte wurden mit FLAG-Antikérper-gekoppelten Sepharosekiigelchen
inkubiert, gebundene Proteine nach viermaligem Waschen mit 0.25 M LSDB Puffer in einem 10%igen
SDS-PAG aufgetrennt und in einem anschlieBenden Western Blot mit Antikdrpern gegen das
Hamagglutinin(HA)- und gegen das FLAG-Epitop (untere WB) detektiert. Spuren 5-8 und 13-16 zeigen
im HA-WB 1/40 des Einsatzes fir die Immunprazipitation (IP) (Spuren 1-4 und 9-12). Die FLAG-
getaggten Proteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. (Leervekt. = Leervektoren)
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die AD des E2 Proteins eingegrenzt werden konnte, sollte untersucht werden, ob
diese auch fur die in vivo Bindung verantwortlich ist. Hierfir wurde ein aquivalentes
Experiment zusatzlich mit Expressionsvektoren durchgefihrt, welche entweder flr
den N-Terminus (FLAG-BPV1 E2N) oder fur die Hinge-Region und den C-Terminus
(FLAG-BPV1 E2AN) des BPV1 E2 Proteins kodieren (Spuren 9 bis 16). In Spuren 13
bis 16 ist jeweils 1/40 des Einsatzes der Extrakte fur die IP im WB, der mit dem HA-
Ak entwickelt wurde, mit HA-hNAP-1 (6 und 7) zu sehen und Spuren 9 bis 12 zeigen
die gebundenen Proteine nach der IP. Sowohl FLAG-BPV1 E2 als auch FLAG-
BPV1 E2N waren in der Lage, HA-hNAP-1 zu prazipitieren (10 und 11), wahrend
die Inkubation mit FLAG-BPV1 E2AN nur ein Hintergrundsignal lieferte (12). Auch
hier wurde eine geringe Affinitat des HA-hNAP-1 zu der o-FLAG-gekoppelten
Sepharose-Matrix beobachtet (9). Die Expression der E2 Proteine ist im unteren Tell
im WB, welcher mit dem FLAG-Ak entwickelt wurde, sichtbar (9 bis 12). Somit ist die
BPV1 E2 AD auch in vivo fur die Interaktion mit hNAP-1 verantwortlich.

Weiterhin sollte gepruft werden, ob auch andere E2 Proteine in vivo hNAP-1
binden. Da in vitro bereits positive Ergebnisse bezlglich HPV8 E2 und HPV18 E2
vorlagen und diese neben dem animalen Vertreter BPV1 E2 jeweils ein

reprasentatives Mitglied fur einen Ev-assoziierten und einen mit dem Zervixkarzinom

IP: a-FLAG Einsatz
FLAG-HPVS E2 + + + +
FLAG-HPV18 E2 | + + + +
HA-hNAP-1 | + + + | + 4+ +
97 —

66 —] - — ‘ <+— HA-hNAP-1

- -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Western Blot: a-HA

Abb. 7 FLAG-HPV8 und HPV18 E2 binden HA-hNAP-1.

Koimmunprazipitation. 293T-Zellen wurden mit jeweils 10 yg pCMV2FLAG-HPV8 E2 (Spuren 2, 4, 7
und 9), pCMV2FLAG-HPV18 E2 (1, 3, 6 und 8), 5 ug pXJ41-HA-hNAP-1 (1, 2, 5 - 7 und 10) sowie den
entsprechenden Leervektoren transfiziert, geerntet, wie in Abb. 6 beschrieben mit FLAG-Antikdrper-
gekoppelten Sepharosekigelchen inkubiert, gewaschen und gebundene Proteine in einem 10%igen
SDS-PAG aufgetrennt. In einem Western Blot mit einem Antikérper gegen HA wurde das HA-getaggte
hNAP-1 detektiert.
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assoziierten Typen darstellen, wurde eine entsprechende Koimmunprazipitation mit
diesen E2 Proteinen durchgefuhrt (Abb.7). In Spuren 6 bis 10 ist jeweils 1/80 des
Einsatzes der Extrakte fur die IP im WB, der mit dem HA-Ak entwickelt wurde, mit
HA-hNAP-1 (6, 7 und 10) zu sehen. Spuren 1 bis 5 zeigen die gebundenen Proteine
nach der IP. Sowohl FLAG-HPV18 E2 (1) als auch FLAG-HPV8 E2 (2) waren in der
Lage, HA-hNAP-1 zu prazipitieren. Extrakte aus Zellen, welche entweder mit dem
Expressionsvektor fur FLAG-18E2 oder dem fir FLAG-8E2 transfiziert worden waren
(3 und 4), lieferten kein Signal. Dieses Experiment bestatigt somit eine
Wechselwirkung von HPV8 E2 und HPV18 E2 mit hNAP-1 in vivo.

4.4 Uberexprimiertes BPV1 E2 prazipitiert endogenes hNAP-1

Da bis hierher alle Proteine entweder in vitro translatiert oder Uberexprimiert
worden waren, stellte sich die Frage nach der Wechselwirkung der beiden Proteine
innerhalb  ihrer physiologischen Konzentrationen. Aufgrund der aktuellen
biologischen, experimentellen Systeme gibt es keine Madglichkeit, E2 Proteine
innerhalb ihrer normalen physiologischen Konzentrationen wahrend einer Infektion
zu untersuchen. In allen existierenden HPV positiven Zelllinien liegt das HPV Genom
im zellularen Genom integriert vor. Dieses Ereignis hatte jeweils die Zerstdrung des
offenen E2 Leserahmens zur Folge (SCHWARZ et al., 1985; MATSUKURA et al., 1986).
Somit sollte untersucht werden, ob Uberexprimiertes BPV1 E2 mit endogenem
hNAP-1 interagiert. Hierfir wurden Expressionsvektoren fir BPV1 E2 oder fir die
bakterielle, alkalische Phosphatase (BAP = Bacterial Alkaline Phosphatase) als
Kontrolle in 293T-Zellen transfiziert und die Extrakte Uber die a-FLAG-gekoppelte
Sepharose-Matrix gereinigt. Gebundene Proteine wurden in einem 10%igen SDS-
PAG aufgetrennt und in einem WB mit einem gegen das humane NAP-1 gerichteten
Antikorper detektiert (Abb. 8). Spuren 1 bis 3 zeigen 1/160 des Einsatzes der
Extrakte fir die IP. Uberexprimiertes FLAG-BPV1 E2 war in der Lage, das endogene
hNAP-1 zu prazipitieren (Spur 6), wahrend in den Spuren mit Extrakten aus Zellen,
welche mit dem Leervektor oder mit dem Expressionsvektor fur BAP transfiziert
worden waren, kein entsprechendes Signal beobachtet wurde (4 und 5). Um die
Expression der FLAG-Proteine zu demonstrieren, wurden die Spuren 4 bis 6 zur
Kontrolle zusatzlich mit dem FLAG-Ak inkubiert (unterer WB).
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Abb. 8 Uberexprimiertes FLAG-BPV1 E2 prizipitiert endogenes hNAP-1.

Koimmunprazipitation. 293T-Zellen wurden mit jeweils 15 yg pCMV2FLAG-BPV1 E2 (Spuren 3 und
6), pPCMV2FLAG-BAP (Bacterial Alkaline Phosphatase) (2 und 5) oder dem Leervektor (1 und 3)
transfiziert und 815 pug der nach 45h hergestellten Zellextrakte wurden mit FLAG-Antikorper-
gekoppelten Sepharosekiigelchen inkubiert. Gebundene Proteine wurden nach achtmaligem
Waschen mit 0.25 M LSDB Puffer in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und in einem
anschlieRenden Western Blot mit Antikérpern gegen das humane NAP-1 und gegen das FLAG-Epitop
detektiert. Spuren 1-3 zeigen im hNAP-1-WB 1/160 des Einsatzes fur die Immunprazipitation (IP)
(4-6). Auf ahnlicher Hohe befindet sich ein weiteres, mit beiden Antikérpern kreuzreagierendes
Protein, welches mit einem Stern gekennzeichnet wurde.

Somit binden verschiedene E2 Proteine der PV hNAP-1 in vitro und in vivo, was
im Falle von BPV1 auf die Aktivierungsdomane des E2 Proteins zurlckgefuhrt
werden konnte. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass BPV1 E2 das in seinen

physiologischen Mengen in der Zelle vorliegende hNAP-1 bindet.
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4.5 hNAP-1 und BPV1 E2 aktivieren synergistisch die
Transkription des synthetischen Reporterkonstruktes
BPV1 LCR-Luc

Nachdem nun nachgewiesen worden war, dass die E2 Proteine hNAP-1 auch
in vivo binden, sollte untersucht werden, ob diese Bindung von funktioneller
Relevanz ist. Wie bereits erwahnt, agiert die Familie der NAP Proteine als Histon
Chaperone, welchen Funktionen sowohl bei der Transkription als auch bei der
Replikation zugeschrieben wurden (ASAHARA et al., 2002; ITo et al., 1996 und 2000;
JIANG et al., 2000; LERoY et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2001 und SHIKAMA et al.,
2000). In transienten Transfektionsanalysen sollte die Verwendung eines
Konstruktes, welches die regulatorische Region von BPV1 einschliellich mehrerer
viraler Promotoren, die von E2 reguliert werden, enthalt, erste Hinweise Uber eine
mogliche Funktion der Wechselwirkung bei der E2-vermittelten Aktivierung der

Transkription geben.

Es wurde bereits frih gezeigt, dass das vollstandige BPV1 E2 Protein durch
Bindung an die 12 E2 BS innerhalb der LCR von BPV1 mehrere Promotoren
aktivieren kann (SPALHOLZ et al., 1985, 1987 und 1991; VANDE PoL und HOWLEY,
1990; BARKSDALE und BAKER, 1993). Fur die Transfektionsstudien wurde zunachst
die gesamte BPV1 LCR in den Vektor pALuc kloniert (Abb. 9A). Als
Expressionsplasmide dienten das bereits in den Immunprazipitationen eingesetzte
pXJ41-HA-hNAP-1 und pC59 (beschrieben in YANG et al., 1985), welches BPV1 E2
unter der Kontrolle des SV40 Promotors exprimiert. RTS3b-Zellen — HPV-negative
Keratinozyten, die aus einem Plattenepithelkarzinom der Haut isoliert wurden —
welche natirliche PV Zielzellen darstellen (PURDIE et al., 1993), wurden wie in
Methoden beschrieben mit dem Reporterkonstrukt und den Expressionsplasmiden
kotransfiziert. Um stets die gleiche Menge an Gesamt-DNA zu transfizieren, wurden
die jeweiligen Ansatze variabler DNA-Mengen in allen in dieser Arbeit prasentierten
transienten Transfektionen mit den entsprechenden Mengen an Leervektoren
erganzt. So lag aul’erdem flr zellulare DNA-bindende Faktoren grundsatzlich eine
vergleichbare Anzahl an Promotoren vor. Zur Ermittlung der Transfektionseffizienz
standen verschiedene [(-Galactosidase-Konstrukte als interner Standard zur
Verfugung. In Vorversuchen stellte sich jedoch heraus, dass deren Promotoren durch

die Uberexpression von E2 ebenfalls beeinflusst wurden und somit nicht geeignet
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waren. Aus diesem Grund wurden die ermittelten Luciferase-Werte gegen

entsprechende Protein-Konzentrationen der jeweiligen Ansatze relativiert.

Die basale Aktivitat nach Transfektion des Reporterkonstruktes allein wurde
als 1 definiert und alle weiteren Werte dazu in Beziehung gesetzt. Wie in Abb. 9B zu
sehen ist, flhrte die Transfektion des Expressionsplasmides fir BPV1 E2 je nach
eingesetzter Menge zu einer 100- bis 130-fachen Aktivierung der Luciferase-
Expression, wahrend hNAP-1 die Promotoraktivitdt zweifach stimulierte. Die
Koexpression beider Proteine resultierte bei geringen E2 Konzentrationen in einer
500-fachen Aktivierung. Diese Kooperativitat bei der Aktivierung der Transkription
durch hNAP-1 und BPV1 E2 sank bei hoheren E2 Mengen.

A

P7185 B
Reporterkonstrukt: 't P7940

—
BPV1 LCR-Luc —JJjIlH—IH—H4ﬁ Luc

B 500

Pso

400 -

g 300 -
BPV1 LCR-Luc S
(500 ng) 2

2 200 4
<
transiente Transfektion: o

in RTS3b-Zellen S 100 -
I

HA-hNAP-1 - - - + +  +

Abb. 9 BPV1 E2 und hNAP-1 kooperieren bei der Aktivierung der BPV1 Genexpression.

(A) Schematische Darstellung des Reporterkonstruktes BPV1 LCR-Luc. Angegeben sind die in der
LCR von BPV1 lokalisierten E2-Bindestellen (blaue Boxen) und die Promotoren. (B) Transiente
Transfektionsstudie. In RTS3b-Zellen wurden 500ng des Reporterkonstruktes BPV1 LCR-Luc, 5 bzw.
20 ng BPV1 E2 (pc59) und 500 ng pXJ41-HA-hNAP-1 kotransfiziert. Die basale Luciferase-Aktivitat
wurde als 1 definiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment.
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Die Koexpression der hier verwendeten Mengen an Expressionsplasmiden fur
E2 und hNAP-1 fahrte nicht zu einer erhdhten Aktivitat des frihen SV40 Promotors,
unter dessen Kontrolle das E2 Protein exprimiert wurde (Daten nicht gezeigt), was
die Mdglichkeit ausschlieBt, dass der stimulierende Effekt auf erhdhte Expression
von E2 durch hNAP-1 zurtckzufuhren ist. Somit konnte demonstriert werden, dass
das E2 Protein und hNAP-1 die BPV1 Genexpression synergistisch aktivieren, was in

Ubereinstimmung zu einer direkten Bindung der beiden Proteine steht.

4.6 Die AD von BPV1E2 ist fur die Kooperation mit hNAP-1
verantwortlich

FERGUSON und BOTCHAN konnten durch die EinfUuhrung einer Vielzahl
verschiedener Punktmutationen in das BPV1 E2 Protein zeigen, dass eine Anderung
der Glutaminsaure an Position 39 in Alanin (E39A) zwar nur einen geringen Einfluss
auf die Transkription hatte, die Replikation jedoch auf nur noch 15% der Wildtyp(wt)-
Aktivitat reduzierte. Eine Mutation des lIsoleucins an Stelle 73 in Alanin (I73A)
beeinflusste anders herum nicht die Replikation, fuhrte aber zum Verlust der
Transkriptionsaktivierung (FERGUSON und BOTCHAN, 1996). Um zu testen, ob diese
Mutationen die durch E2 und hNAP-1 vermittelte Aktivierung der Genexpression von

BPV1 beeinflussen, sollte zunachst in einem GST pull-down Experiment untersucht

BPV1 E2 E39A BPV1 E2 I73A
] GST und
10% Einsatz + + GST-hNAP-1
wie in Abb. 5b
GST-hNAP-1 + +
GST + +

45— -. <« ivt BPV1 E2:

o E39A + I73A
1 2 3 4 5 6

Abb. 10 GST-hNAP-1 bindet beide in vitro translatierten BPV1 E2 Mutanten.

Interaktionsstudie. 1 uyg GST (Spur 2 und 5) oder GST-hNAP-1 (3 und 6) wurden Uber Glutathion-
Sepharose gereinigt und mit 10yl des in vitro Translationsansatzes von BPV1 E2 E39A
(replikationsdefizient, Spuren 1-3) oder BPV1 E2 I73A (transkriptionsdefizient, Spuren 4-6) inkubiert.
Nach viermaligem Waschen mit 0.2 M LSDB Puffer wurden gebundene Proteine in einem 10%igen
SDS-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. Die Spuren 1 und 3 zeigen 10% des
Einsatzes des jeweiligen in vitro Translationsproduktes. (ivt = in vitro translatiertes)
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werden, ob hNAP-1 die E2-Mutanten binden kann (Abb. 10). Mit Hilfe von in vitro
Mutagenesen wurden hierfur die beiden Mutationen wie in Methoden beschrieben
jeweils in das Konstrukt pET8c-BPV1 E2 eingeflihrt, welches die Expression von E2
unter der Kontrolle des T7-Promotors ermdglicht. Wie in der Abb. 10 zu sehen ist,
beeinflussten beide Mutationen die Bindung an GST-hNAP-1 nicht (Spuren 3 und 6),
wobei GST allein nur ein Hintergrundsignal lieferte (2 und 5). Spuren 1 und 4 zeigen

jeweils 10% des Einsatzes der in vitro translatierten Proteine.
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Abb. 11 Die Mutationen haben keinen Einfluss auf die Kooperation zwischen hNAP-1 und
BPV1 E2 bei der Aktivierung der Genexpression.
Transiente Transfektionsanalyse. In RTS3b-Zellen wurden 500ng des Reporterkonstruktes BPV1

LCR-Luc, 5 ng BPV1 E2, BPV1 E2 E39A oder 173A, zur Kontrolle BPV1 E2AN oder AH (pc59
Konstrukte) und 500 ng pXJ41-HA-hNAP-1 kotransfiziert. Die Aktivierung durch BPV1 E2 wurde als 1
definiert und die fache Stimulierung der E2-Aktivierung durch hNAP-1 dargestellt. Die alleinigen
Aktivierungen der jeweiligen E2 Proteine sind in % angegeben, wobei die Aktivierung durch BPV1 E2
als 100% definiert wurde. Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben. (AS = Aminosaure)
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Fur die transienten Transfektionen wurden die beiden entsprechenden
Mutationen — ebenfalls durch in vitro Mutagenese — in das Konstrukt pC59
eingefuhrt. Neben dem Reporterkonstrukt BPV1 LCR-Luc (Abb. 9A), den
Expressionsvektoren fir hNAP-1 und BPV1 E2 wurden diejenigen flir die beiden E2
Mutanten E39A und I73A in RTS3b-Zellen transfiziert (Abb.11). Wie bereits friher
gezeigt wurde, wird die Interaktion mit hNAP-1 von der AD des E2 Proteins vermittelt.
Entsprechend war BPV1 E2AN — im Gegensatz zu BPV1 E2AH — nicht in der Lage
hNAP-1 zu binden (Schmidt, 1999). Um die Rolle der AD bzw. der H-Domane bei der
Kooperativitat mit hNAP-1 zu ermitteln, wurden zusatzlich Expressionsvektoren fur
BPV1 E2AN und E2AH transfiziert. Aufgetragen ist die fache Stimulierung der
Aktivierung der verschiedenen E2 Proteine durch hNAP-1. Im oberen Teil der
Abb.11 sind die E2-Proteine schematisch dargestellt. Im unteren Teil sind die
relativen Aktivierungen der jeweiligen E2-Proteine angegeben, wobei diejenige durch
das wt-E2 als 100% definiert wurde. Die Expression von E2 E39A resultierte dabei in
56% und die Expression von E2 I73A in 33% der Transkriptionsaktivierung im
Vergleich zum wt-E2. Die jeweilige Koexpression dieser beiden E2-Mutanten
zusammen mit hNAP-1 fuhrte nicht zu einer signifikanten Verringerung der vier- bis
funffachen Stimulierung durch hNAP-1. Wie erwartet, konnte jedoch weder durch die
Expression der Mutante, der die AD von E2 fehlt (E2AN), allein (3%) noch durch
Koexpression von hNAP-1 eine Aktivierung beobachtet werden. E2AH wies dagegen
im Vergleich zum wt-E2 noch 22% der Aktivierung auf, welche durch hNAP-1
vierfach stimuliert werden konnte.

Somit wird die Bindung an hNAP-1 und die daraus resultierende Kooperativitat
bei der Aktivierung der Transkription nicht durch die replikationsreduzierende
Mutation E39A, aber auch nicht durch die transkriptionsreduzierende Mutation 173A
beeintrachtigt. Uberdies konnte gezeigt werden, dass die AD von BPV1 E2 nicht nur
fur die Bindung an hNAP-1, sondern ebenfalls fur die Kooperativitat der beiden

Proteine verantwortlich ist.
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4.7 hNAP-1 und BPV1 E2 kooperieren bei der Aktivierung des
stabil in das zellulare Genom integrierten Reporterkonstruktes

Als Histon Chaperon kénnte hNAP-1 bei der Kooperativitat mit BPV1 E2
wahrend der Aktivierung der BPV1 Genexpression den Status des Chromatins
andern. Es ist bekannt, dass transient transfizierte DNA zwar mit Histonen assoziiert
in Nukleosomen-ahnlichen Strukturen vorliegt, jedoch wird sie nicht in gleichmaliig
angeordnete Nukleosomen oder in Chromatin verpackt und ist so fir
Transkriptionsfaktoren zuganglicher (ARCHER et al., 1992; FRYER und ARCHER, 1998;
CERVONI und SzYF, 2001; CHow et al., 2002). Um den Effekt von hNAP-1 bei der E2-
vermittelten Aktivierung zu untersuchen, wenn die Promotor/Enhancer-Region in
Chromatin organisiert vorliegt, wurde eine stabile Zelllinie hergestellt, welche das
Reporterkonstrukt BPV1 LCR-Luc im zellularen Genom integriert tragt. Um
sicherzustellen, dass BPV1 LCR-Luc in den Zellen vorlag, wurde nach Transfektion
von RTS3b-Zellen und anschlieliender Selektion aus jeweils zwei verschiedenen
Einzelklonen und einem gepoolten Mischklon (bestehend aus etwa 20 Kolonien) die
gesamte DNA der Zellen aus je einer 15 cm Schale extrahiert und mit 1/30 des
EtOH-gefallten Extraktes eine spezifische Polymerase-Kettenreaktion durchgefuhrt
(Abb. 12). Hierfir wurden zwei Oligonukleotidpaare verwendet: eines liel? eine
Amplifikation der DNA im Luciferase-Gen von Nukleotid 575 bis 1800 (etwa 1.2 kb;
Nukleotidpositionen nach DONG) zu und eines diente der Amplifikation der DNA
vom Luciferase-Gen des Nukleotids 1800 bis zur E2 BS 1 innerhalb der BPV1 LCR
(etwa 3 kb). Als Positivkontrolle wurde das Konstrukt BPV1 LCR-Luc selbst
verwendet (Spuren 1 und 2). Sowohl der gepoolte Einzelklon (3 und 4) als auch die
beiden Einzelklone (6-9) zeigten das erwartete Bandenmuster der Positivkontrolle.
Die ohne DNA oder Extrakt durchgefuhrte Negativkontrolle (11 und 12) lieferte
dagegen keine DNA-Amplifikation.

Nachdem beide Einzelklone und der gepoolte Mischklon einige Wochen
kultiviert worden waren, lieferte eine wiederholte DNA-Extraktion und die
anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion ebenfalls die hier gezeigte DNA-

Amplifikation.
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PCR DNA-Marker + +
BPV1 E2BS1| + + + + +
Oligo- Luc 1800-1768B | + + | + + + + + + + +
nukleotide
Luc 575-606 A + | + + + +

BPV1 LCR-Luc | +

gepoolter Kion 1 + +
Einzelklon 2 + +

Einzelklon 3 + +

3 kb

2 kb
1.6 kb

1 kb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 12 Nachweis des stabil in das Genom integrierten Reporterkonstruktes BPV1 LCR-Luc
DNA-Agarosegel. RTS3b-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt BPV1 LCR-Luc und dem
Resistenz-vermittelnden Selektionsplasmid pTCF-Neo transfiziert und mit G418 selektioniert. Von
gepoolten (Spur 3 und 4) und Einzel-Zellklonen (Spuren 6-9) wurde eine DNA-Extraktion durchgefihrt,
die jeweilige DNA in einer PCR amplifiziert und in einem 0.8%igen Agarosegel aufgetrennt. Die mit
dem Reporterkonstrukt durchgefiihrten Positivkontrollen sind in Spuren 1 und 2 gezeigt, die
Negativkontrollen ohne DNA in Spuren 11 und 12.

Diese drei BPV1 LCR-Luc stabilen RTS3b-Zelllinien wurden daraufhin
transient mit Expressionsvektoren fur BPV1 E2 und hNAP-1 wie bereits beschrieben
transfiziert. Es konnte jedoch keinerlei Aktivierung der Genexpression durch E2
gemessen werden, unabhangig davon, ob hNAP-1 kotransfiziert worden war oder
nicht (Daten nicht gezeigt). Eine fehlende Aktivierung der Transkription durch
Transkriptionsfaktoren von in Chromatin organisierter DNA wurde bereits haufig
beobachtet (z.B. ARCHER et al., 1992; FRYER und ARCHER, 1998; CHow et al., 2002).
Da maoglicherweise der inhibitorische Effekt der in Nukleosomen verpackten DNA
das E2 Protein daran hinderte, Zugang zu seinen BS zu erhalten, wurden in weiteren
Studien die stabilen Zellen 24 h nach transienter Transfektion mit TSA — Trichostatin
A — einem Histon-Deacetylasen-Inhibitor behandelt (Abb. 13). Durch diese
Behandlung wurden einmal acetylierte Histone nicht mehr deacetyliert. Nun war
BPV1 E2 in der Lage, die BPV1 Genexpression zweifach zu aktivieren, was durch
die Koexpression von hNAP-1 leicht auf etwa vierfach erhdht wurde. Hier wurden mit

allen drei getesteten Klonen ahnliche Aktivierungen beobachtet. Dies deutet
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darauf hin, dass hNAP-1 mit geringerer Effizienz ebenfalls in der Lage ist, die E2-

vermittelte Aktivierung der Transkription von Promotoren, welche in Chromatin

organisiert vorliegen, zu stimulieren.

4
+ TSA
transiente
Transfektion 3 7
in RTS3b-Zellen, 3
welche die S
BPV1 LCR-Luc Kassette g 2
stabil ins zelluldre £
Genom integriert haben <
21 A
o
8
BPV1 E2 - + - - + +
HA-hNAP-1 | - | - |

Abb. 13 BPV1 E2 und hNAP-1 kooperieren bei der Aktivierung der BPV1 Genexpression von
stabil in das zelluldre Genom integrierter DNA.

Transiente Transfektionsstudie. RTS3b-Zellen mit stabil in das zellulare Genom integriertem
Reporterkonstrukt BPV1 LCR-Luc wurden mit Expressionsvektoren fir HA-hNAP-1 (500 ng) und
BPV1 E2 (5 ng) kotransfiziert. Nach 24 Stunden wurde dem Medium Trichostatin A (TSA) in einer
Konzentration von 400ug/ml zugegeben und die Zellen nach weiteren 24 Stunden geerntet. Die
basale Luciferase-Aktivitdt wurde als 1 definiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment des

Einzelklons 2.
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4.8 Analyse der Interaktion der E2 Proteine und des Histons H2B

mit hNAP-1 Deletionsmutanten

Wie bereits beschrieben bindet das BPV1 E2 Protein hNAP-1 mit seiner AD.
Um weitere Einsichten in den Mechanismus der Kooperativitat der beiden Proteine
zu erhalten, wurde untersucht, welche Region in hNAP-1 fur diese Wechselwirkung
verantwortlich ist. Hierfur wurden zehn hNAP-1 Deletionsmutanten (Dm) hergestellt.
Die N- und/oder C-terminal verklrzten Fragmente decken dabei das gesamte Protein
ab (Abb. 14), wobei hNAP-1A1 dem Teil des Proteins entspricht, welches zu Beginn
der Arbeit im Yeast two-Hybrid System mit BPV1 E2 gefischt worden war. hNAP-1A5,
A6, A7 und A10 reprasentieren diejenigen Fragmente, die dem gesamten hNAP-1
ohne Uberlappung entsprechen. Dabei stellt die Dm hNAP-1A9 das einzige Protein
dar, in welchem durch die Fusion zweier im nativen Protein nicht aneinander

grenzender Bereiche eine neue Region entsteht.

AS: 1 92 162 290 392
fl : : : : |

A1 | ,
A2 : |
A3 I I

A = =

A5 : |
A6 : |

AT —_—

A8 : |

A9 f I\/l i
A0 I |

Abb. 14 Schematische Darstellung der hNAP-1 Deletionsmutanten
(fl = full length, AS = Aminosaure)

Nach der Klonierung der entsprechenden mit GST fusionierten ORFs wurden
die Dm in Bakterien exprimiert, Uber Glutathion-Sepharose gereinigt, in einem
10%igen SDS-PAG aufgetrennt und mit Coomassie brilliant blue gefarbt (Abb. 15A,

Spuren 3-13). Spur zwei zeigt das gereinigte GST allein. Dabei zeigte sich im Fall
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des GST-hNAP-1A10 hauptsachlich ein starkes Degradationsprodukt, das dem GST

allein entsprechen konnte.

Um die Bindung an BPV1 E2 zu Uberprufen, wurden in einem GST pull-down
Experiment jeweils 1.5 ug GST, GST-hNAP-1 oder 1.5 pg der GST-hNAP-1-Dm mit
10 ul in vitro translatiertem, **S-markiertem BPV1 E2 inkubiert (Abb. 15B). In Spur 1
sind 10% des Einsatzes des radioaktiv markierten Proteins zu sehen. Wahrend
BPV1 E2 nicht oder kaum an GST allein (Spur 2), hNAP-1A4 (7), A7 (10) und A10
(13) band, konnte eine effiziente Interaktion mit dem internen Fragment A6 (9) und
mit dem C-terminalen Fragment A5 (8) beobachtet werden. Wie erwartet wurde das
E2 Protein auch durch die Dm hNAP-1A9, welcher die interne Region mit den AS
162-290 fehlt, prazipitiert (12). Dies deutet darauf hin, dass BPV1 E2 an zwei
trennbare Bereiche innerhalb von hNAP-1 binden kann: an eine interne Region von
AS 162-290 und an eine C-terminale Region von AS 291-392. Ein aquivalentes
Experiment wurde mit HPV8 E2 durchgefuhrt (Abb. 15C). Auch HPV8 E2 band nicht
GST allein (2), hNAP-1A4 (7), A7 (10) und A10 (13), wahrend hier das interne
Fragment A6 (9) und das dieses enthaltende Fragment A8 (11) starker gebunden
wurden. Im Vergleich zu BPV1 E2 war die Interaktion mit hANAP-1A5 und A9, welche
beide die C-terminalen 102 AS enthalten, schwacher. Somit wurden mit
unterschiedlicher Starke von HPV8 E2 die gleichen beiden Regionen innerhalb von
hNAP-1 gebunden wie von BPV1 E2. Der Lauf der E2 Proteine wurde in diesen
Interaktionsstudien dabei durch die Anwesenheit einiger GST-Proteine, welche eine

ahnliche Grolie wie das jeweilige E2 Protein aufweisen, beeinflusst.

Wie bereits beschrieben, ist bekannt, dass hNAP-1 als Histon Chaperon die
Core-Histone — mit einer Praferenz fur das Histon-Dimer H2A / H2B — bindet (s.
Einleitung 1.9). Diese Ergebnisse konnten hier mit in vitro translatiertem, 3°S-
markiertem hNAP-1 und mit an GST fusionierten Histonen H2A, H2B, H3 und H4
bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Bisher wurde nicht untersucht, an welche
Region von hNAP-1 Histone binden. Daflr wurde exemplarisch das Histon H2B mit
einem Histidin-Epitop fusioniert in Bakterien exprimiert, gereinigt (Abb. 15D, Spur a)
und jeweils 0.1 pg in einem GST pull-down Experiment mit den GST-hNAP-1-Dm
inkubiert. Gebundenes H2B wurde in einem WB mit einem gegen das humane H2B

gerichteten Antikdrper detektiert. In Spur 1 sind 10% des eingesetzten Hisg-H2B zu
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sehen. Hier prazipitierten GST, GST-hNAP-1A4 (7), A5 (8) A7 (10) und A10 (13) das
His-H2B nicht. Alle Ubrigen Fragmente von hNAP-1 banden annahrend 100% des
eingesetzten H2B Proteins. Diese Analyse verdeutlicht, dass H2B nur diejenigen
Fragmente bindet, die die AS 162-290 enthalten. Allerdings prazipitierte hNAP-1A9,
welchem genau diese Region fehlt, mit der gleichen Effizienz, so dass hier letztlich
keine sichere Aussage mdglich ist. Hier kdnnte die neu entstandene Region in

hNAP-1A9 zu einer unspezifischen Wechselwirkung gefuhrt haben.

A

GST-hNAP-1 und GST-hNAP-1 Dm

-
B fl Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
66— & = -~ -
gefarbtes - T —
SDS-PAG 45— == W ol
.- - -
-85 .05 T -
ivt BPVIE2 |
C 66 — t oD & p— -
ivt HPV8 E2
- - -
D 14— o T T .- d - -

a 1 2 4 7 10 11 12 13
WB: His-H2B 3 > 8 8 9

Abb. 15 Interaktionsstudien mit hNAP-1 Deletionsmutanten

(A) Coomassie gefarbtes SDS-PAG mit den Uber eine Sepharose-Matrix gereinigten, fir die
Interaktionen eingesetzten GST-Proteinen (Spuren 2-13). (B und C) 1.5 ug bakteriell exprimiertes
GST (2), GST-hNAP-1 oder 1.5 pg der GST-hNAP-1-Deletionsmutanten (3-13) wurden Uber
Glutathion-Sepharose gereinigt und mit 10ul des in vitro Translationsansatzes von BPV1 E2 (B) oder
HPV8 E2 (C) inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0.25 M LSDB Puffer wurden gebundene
Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. (D)
Direkte Interaktion der GST-Proteine mit 0.1 pg bakteriell exprimiertem, gereinigtem Histon H2B mit
His-Epitop. Nach der Inkubation der Proteine und viermaligem Waschen mit 0.1 M LSDB Puffer
wurden die gebundenen Proteine in einem 15%igen SDS-PAG aufgetrennt und in einem
anschlieRenden Western Blot mit einem gegen das humane H2B gerichteten Antikérper detektiert. Die
fur die Analyse eingesetzte Menge des gereinigten His-H2B Proteins ist in einem Coomassie
gefarbten SDS-PAG dargestellt. Die Spur 1 zeigt 10% des Einsatzes des jeweiligen in vitro
Translationsproduktes bzw. des gereinigten His-H2B Proteins, Spur a zeigt 0.1 ug des gereinigten
His-H2B im gefarbten SDS-PAG. (ivt = in vitro translatiertes, WB = Western Blot, Dm =
Deletionsmutanten)
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich E2 Proteine in ihrer
Wechselwirkung mit hNAP-1 unterscheiden. HPV8 E2 und BPV1 E2 erkennen
effizient sowohl die AS 162-290 als auch die AS 291-392 von hNAP-1, jedoch mit
unterschiedlicher Starke. Die Bindung von H2B an die hNAP-1-Fragmente gleicht der
Bindung von HPVS8 E2.

4.9 Fur die synergistische Aktivierung der Transkription mit E2
wird das gesamte hNAP-1 Protein benotigt

Als nachstes sollte untersucht werden, ob die Bindung von E2 an hNAP-1 fur
die Kooperativitat beider Proteine notwendig ist. Daflir wurden die ORFs aller Dm mit
einem N-terminal fusionierten HA-Epitop in den Vektor pXJ41 kloniert und zunachst
die Expression Uberpruft. Extrakte von 293T-Zellen, welche mit den entsprechenden
Expressionsvektoren transfiziert worden waren, wurden in einem Western Blot mit
einem gegen das HA-Epitop gerichteten Antikdrper analysiert, um die Expression der
Dm nachzuweisen. Wie die Intensitat der spezifischen Signale des WB in Abbildung
16 vermuten lasst, scheinen alle Mutanten in vergleichbaren Mengen exprimiert zu
werden (Abb. 16, Spuren 2-7 und 9-12). Lediglich das Fragment A8 (8) scheint
schwacher produziert zu werden. Eine aquivalente Expressionsstarke zeigte sich

auch bei Verwendung der RTS3b-Zellen (Daten nicht gezeigt).

HA-hNAP-1 und HA-hNAP-1 Dm

- fl A1 A2 A3 A4 A5 A8 A9 A6 A7 A10

97 kDa — — 97 kDa
66kDa —| P — 66 kDa
< P R W U 45 kDa

45 kDa _— [ * *
St _ e — 31kDa

o
i * ‘ — 21 kDa
31 kDa — | o B — 14 kDa
21/14 kDa — . i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Western Blot: a-HA

Abb. 16 Nachweis der Expression der HA-hNAP-1 Deletionsmutanten

293T-Zellen wurden mit Expressionsvektoren flir HA-hNAP-1 oder den Deletionsmutanten wie in Abb.
14 dargestellt, transfiziert. 10 ug des 45 h spater hergestellten Zellextraktes wurden in einem 10%igen
(Spuren 1-9) oder 15%igen (10-12) SDS-PAG aufgetrennt. Im anschlie@enden Western Blot wurden
die Proteine mit einem gegen das HA-Epitop gerichteten Antikérper detektiert. Die volle-Lange
Proteine sind mit einem Stern gekennzeichnet. (fl = full length, Dm = Deletionsmutanten)
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Um die Rolle der einzelnen Regionen von hNAP-1 bei der Kooperation mit E2
zu untersuchen, wurden RTS3b-Zellen wie bereits beschrieben mit BPV1 LCR-Luc
und Expressionsvektoren fur BPV1 E2 und fur die hNAP-1 Derivate transfiziert (Abb.
17). In Abb. 17A ist der Effekt durch die einzelnen hNAP-1 Dm allein dargestellt. Das
gesamte hNAP-1 aktivierte die basale Promotoraktivitat, welche hier als 1 definiert
wurde, 1.6-fach. Die Mutanten hNAP-1A3 und A6 zeigten keinen signifikanten
Einfluss, jedoch flhrte die Expression der anderen Mutanten zur Repression der
Promotoraktivitat von etwa 30-60% (A2, A4, A5 und A8-A10) bis zu etwa 80% (A1
und A7). In Abb. 17B ist die fache Stimulierung der E2-vermittelten Aktivierung in
Gegenwart von hNAP-1 bzw. der jeweiligen hNAP-1 Dm dargestellt, wobei hier die
Aktivierung durch BPV1 E2 als 1 definiert wurde. Es stellte sich heraus, dass hNAP-
1 Mutanten, denen beide E2-Bindestellen (A4, A7 und A10) oder die ersten 91 AS
fehlen (A1, A2, A5, A6 und A8), nicht mehr mit BPV1 E2 bei der Aktivierung der
Genexpression kooperieren konnten und diese teilweise sogar stark reprimierten (A2,
A5 und A7). Diese Repression resultierte dabei nicht aus einem moglichen
Squelching aufgrund unphysiologisch hoher Proteinmengen in den Zellen im
Vergleich zum gesamten hNAP-1 Protein, da alle Dm — mit Ausnahme von Fragment
A8 — in ahnlichen Mengen exprimiert wurden (s. Abb. 16). Des Weiteren zeigte eine
Titration dieser Proteine eine konstante Dosis-abhangige Repression (Daten nicht
gezeigt). Lediglich die beiden Dm, welche sowohl die ersten 91 AS als auch eine der
beiden E2-Bindestellen enthielten (A3 und A9), vermochten den Promotor noch
gemeinsam mit E2 synergistisch zu aktivieren. Dies geschah jedoch im Vergleich zur
zehnfachen Stimulierung durch das gesamte hNAP-1 in reduziertem Mal. Dass
hNAP-1A3 die E2-vermittelte Aktivierung noch etwa vierfach und hNAP-1A9 noch
etwa dreifach stimulierte, weist auf die Notwendigkeit sowohl mindestens einer der
beiden E2-Bindestellen innerhalb von hNAP-1 als auch der ersten 91 AS fur die
Stimulierung der E2-vermittelten Aktivierung der Genexpression hin. Fur die volle
Kooperativitat zwischen BPV1 E2 und hNAP-1 ist jedoch das gesamte hNAP-1

Protein notwendig.
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Abb. 17 Fir die Kooperativitat zwischen BPV1 E2 und hNAP-1 bei der Aktivierung der BPV1
Genexpression ist das gesamte hNAP-1 notwendig.

(A) Transiente Transfektionsanalyse. In RTS3b-Zellen wurden 500ng des Reporterkonstruktes BPV1
LCR-Luc und jeweils 500 ng pXJ41-HA-hNAP-1 bzw. hNAP-1 Deletionsmutanten kotransfiziert.
Dargestellt ist die fache Aktivierung. Die basale Aktivitat in Gegenwart des Reporterkonstruktes wurde
als 1 definiert. (B) Transiente Transfektionsanalyse wie in (A). RTS3b Zellen wurden zusatzlich mit 5
ng BPV1 E2 (pc59) kotransfiziert und die fache Stimulierung der E2-Aktivierung durch hNAP-1
dargestellt. Hier wurde die Aktivierung der Luciferase-Expression durch E2 als 1 definiert.

Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus funf unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angegeben. (fl = full length)

Um wiederum zu untersuchen, ob auch die Bindung von HPV8 E2 an hNAP-1
mit der kooperativen Aktivierung der Transkription durch beide Faktoren korreliert,

wurden weitere transiente Transfektionsstudien mit dem Reporterkonstrukt NCR8-
Luc, welches die gesamte NCR von HPV8 — mit seinen funf E2 BS von P0-P4 (blaue
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Boxen) und beiden Promotoren (Abb. 18A) — vor dem Luciferase-Gen tragt,
durchgefuhrt (Abb. 18). In Abb. 18B ist der Effekt von hNAP-1 und der Dm auf die
HPV8 Promotoraktivitat ohne E2 dargestellt. hNAP-1 allein aktivierte hier vierfach,
hNAP-1A3 aktivierte noch zweifach. Die Expression aller anderen Mutanten flhrte zu
keiner deutlichen Aktivierung, dabei wurden jedoch keine Repressionen wie bei der
Verwendung des BPV1 LCR-Luc Reporterkonstruktes beobachtet. In Abb.18C
wurde die Aktivierung durch HPV8 E2 als 1 definiert und die fache Stimulierung der
E2-vermittelten Aktivierung der Genexpression durch hNAP-1 bzw. durch die Dm
dargestellt. Im Gegensatz zu den transienten Transfektionsstudien mit BPV1 E2
zeigte sich hier eine Korrelation zwischen den Effekten der Mutanten mit oder ohne
koexprimiertes E2. Lediglich hNAP-1A5 und A7 reprimierten die E2-vermittelte
Aktivierung leicht, wahrend hNAP-1 diese vierfach und das Fragment A3 sie 2.3-fach
stimulierte. Alle anderen Mutanten waren nicht in der Lage, die Genexpression mit
HPV8 E2 synergistisch zu verstarken. Auch das Fragment A9, welches mit BPV1 E2
noch bei der Aktivierung der Genexpression kooperierte, konnte die HPV8 E2-
vermittelte Aktivierung der Transkription nicht signifikant stimulieren. Jedoch stellte
sich hier ebenfalls heraus, dass das gesamte hNAP-1 fur die volle Kooperativitat
mit HPV8 E2 bendtigt wird.

Diese Resultate weisen auf eine Korrelation der Transkriptionsaktivierung
durch E2 mit der Bindung an hNAP-1 hin. BPV1 E2 wurde stark von den hNAP-1
Mutanten A5 (AS 291-392) und A6 (AS 162-290) gebunden. Die beiden Mutanten,
die je eine dieser E2-Bindedomanen und die essentiellen N-terminalen AS enthalten
(A3 und A9), aktivierten noch synergistisch die E2-vermittelte Aktivierung der BPV1
Genexpression. Dagegen zeigte sich eine starke Bindung von HPV8 E2 an A6 und
eine schwachere an A5. Hier konnte dementsprechend nur mit der Mutante, welche
die AS 162-290 und die essentiellen N-terminalen AS besitzt (A3), eine Kooperation
beobachtet werden. Die Dm hNAP-1A3 wurde somit als das Fragment von hNAP-1
identifiziert, das mindestens flr den Synergismus zwischen E2 und hNAP-1
notwendig ist. Dies impliziert, dass innerhalb von hNAP-1 die interne E2-Bindestelle
von AS 162-290 fur die Kooperation wichtiger ist als die C-terminale von AS 291-392.
Jedoch wird fUr die effiziente Aktivierung der Transkription in beiden Fallen das

gesamte hNAP-1 bendtigt.
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Abb. 18 Fiir die Kooperativitit zwischen HPV8 E2 und hNAP-1 bei der Aktivierung der HPV8
Gen-expression ist ebenfalls das gesamte hNAP-1 notwendig.

(A) Schematische Darstellung des Reporterkonstruktes NCR8-Luc. Angegeben sind die unter den Ev-
assoziierten HPV konservierten E2-Bindestellen (P0-P4, blaue Boxen) sowie der spate (P7s35) und
frihe Promotor (P475). (B und C) Transiente Transfektionsanalysen entsprechend der Abb. 17 (A und
B) mit dem Reporterkonstrukt pNCR8-Luc und HPV8 E2 (pCB6-8E2). Die Balken reprasentieren
Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben. (fl =

full length)
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410 HPV8 E2, hNAP-1 und p300 aktivieren synergistisch das
synthetische Reporterkonstrukt NCR8-Luc

Es wurde bereits publiziert, dass NAP-1 und NAP-2 mit p300 interagieren,
wobei p300 — ahnlich wie E2 — an zwei Regionen innerhalb von hNAP bindet: an eine
von AS 123-230 und eine zweite C-terminal ab AS 290 (SHIKAMA et al., 2000;
ASAHARA et al., 2002). Somit schlieRen die Regionen in hNAP-1, welche fir die
Stimulierung der E2-vermittelten Aktivierung der Transkription notwendig sind, die
Interaktionsdomane fur p300 ein. Dies konnte darauf hinweisen, dass auch p300 bei
dieser Stimulierung eine Rolle spielt. Da unsere Arbeitsgruppe und andere gezeigt
haben, dass die E2 Proteine von BPV1, HPV8 und HPV18 ebenfalls direkt und
funktionell mit p300 interagieren (LEE et al., 2000; PENG et al., 2000; MULLER et al.,
2002), sollte der Effekt von hNAP-1 und p300 gemeinsam auf die E2-vermittelte
Aktivierung untersucht werden. Die Koexpression von p300 mit dem
Reporterkonstrukt BPV1 LCR-Luc fuhrte dabei jedoch zur Repression der
Promotoraktivitdt  (Daten  nicht gezeigt)) so dass diese transienten
Transfektionsanalysen nur im HPV8 System mit dem Reporterkonstrukt NCR8-Luc
und HPV8 E2 getestet werden konnten. Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurde
dabei bereits beobachtet, dass HPV8 E2 und p300 bei der Aktivierung der HPV8
Genexpression kooperieren, wobei auch die Uberexpression von p300 die

Expression des E2 Proteins nicht veranderte (MULLER et al., 2002).

Wie erwahnt, wurden bei den in dieser Arbeit prasentierten transienten
Transfektionen die Ansatze mit variablen Mengen gleicher Expressionsvektoren stets
mit entsprechenden Leervektoren erganzt, um immer die gleiche Menge an Gesamt-
DNA zu transfizieren. Im Fall des pCMVp-p300HA-Expressionsvektors, welcher flr
die folgenden transienten Transfektionen verwendet wurde, wurde dabei nur zu 1/3
mit dem Leervektor pCMV1 erganzt, da dieser mit 4.8 kb nur etwa 1/3 der GroRRe des
p300-Expressionsvektors aufweist. Hier wurden zusatzlich 2/3 der Menge mit pUC18

Leervektor aufgefullt, um die Gesamt-DNA Menge dennoch konstant zu halten.

Abb. 19A zeigt das Ergebnis der transienten Transfektionen in RTS3b-Zellen.
HPV8 E2 bzw. p300 stimulierten die HPV8 Genexpression jeweils vierfach und
hNAP-1 dreifach. In Ubereinstimmung mit den bisherigen Daten fiihrte die

Koexpression von p300 und HPV8 E2 zu einer 15.5-fachen, die von hNAP-1 und
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Abb. 19 HPV8 E2, hNAP-1 und p300 aktivieren synergistisch die HPV8 Genexpression.
Transiente Transfektionsstudien. (A) In RTS3b-Zellen und (B) in NHEK wurden 500ng des
Reporterkonstruktes pNCR8-Luc, 10 ng HPV8 E2 (pcB6-HPV8 E2) und jeweils 500 ng pcDNA3.1-HA-
hNAP-1  und pCMV-p300-HA kotransfiziert. Die Luciferase-Aktivitat in Gegenwart des
Reporterkonstruktes wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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p300 zu einer 17-fachen und die von hNAP-1 und E2 zu einer 23-fachen Aktivierung.
Nach Uberexpression aller drei Proteine zusammen wurde die HPV8 Genexpression
134-fach stimuliert. Somit kooperieren alle drei Faktoren bei der Aktivierung der

Genexpression von HPVS.

RTS3b-Zellen kommen den Zielzellen von HPV zwar sehr nahe, weisen
jedoch als immortalisierte Zelllinie ein anderes zellulares Milieu auf als primare
Keratinozyten. So sind RTS3b-Zellen z.B. p53-negativ. Moglicherweise spielt das
Protein jedoch fur die Regulation der HPV8 Genexpression eine Rolle, denn die NCR
von HPV8 enthalt p53-Bindestellen (AKGUL, 2002). Daher wurden die transienten
Transfektionen in primaren humanen Keratinozyten (NHEK), die den naturlichen
Zielzellen von HPV entsprechen (FRATTINI et al., 1996), wiederholt (Abb. 19B). Die
dreifache Aktivierung der HPV8 Genexpression durch HPV8 E2 wurde in Gegenwart
von hNAP-1 auf 16-fach erhoht. hNAP-1 kooperierte ebenfalls mit p300, dessen
Aktivierung von vierfach bei Koexpression von hNAP-1 auf 24-fach anstieg. HPV8 E2
und p300 gemeinsam stimulierten die Transkription siebenfach. Die Uberexpression
aller drei Proteine zusammen resultierte in einer 80-fachen Stimulierung der HPV8
Genexpression. Obwohl in diesen Experimenten keine synergistische Aktivierung
zwischen HPV8 E2 und p300 beobachtet werden konnte, kooperierten auch in den
primaren Keratinozyten alle drei Proteine bei der Aktivierung der HPV8

Genexpression.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass hNAP-1 funktional mit E2 und mit
p300 interagieren kann. Diese synergistische Aktivierung wurde dabei durch das
jeweilige dritte Protein noch stark erhoht. Somit konnte die Kooperation bei der HPV8
Genexpression durch alle drei Proteine das Resultat eines ternaren Komplexes aus

diesen sein, welcher zur Stimulierung der Transkription sehr effizient beitragen kann.

Ein ternarer Komplex aus E2, hNAP-1 und p300 ware nur moglich, wenn E2
und p300 verschiedene Motive von hNAP-1 binden. Um dies zu untersuchen wurden
transiente Transfektionen und Interaktionsanalysen mit den hNAP-1 Dm und p300
durchgefuhrt.
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411 Auch fiir die synergistische Aktivierung der Transkription
mit p300 wird das gesamte hNAP-1 Protein bendétigt

In transienten Transfektionsstudien sollte untersucht werden, welche Region
von hNAP-1 fur die Kooperation mit p300 bei der HPV8 Genexpression notwendig
ist. Hierfur wurden RTS3b-Zellen mit dem Reporterkonstrukt pNCR8-Luc und den
entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert (Abb. 20). Der Effekt von hNAP-1
bzw. der einzelnen hNAP-1 Dm auf die Luciferase-Aktivitat ist bereits in Abb. 18B
dargestellt und anderte sich hier durch das Vorhandensein der p300-Leervektoren
nicht. Die dreifache Aktivierung der HPV8 Genexpression durch p300 konnte durch
hNAP-1 auf das 12-fache erhoht werden. Nach Expression von p300 und hNAP-1A3,
A4 bzw. A8, welche jeweils allein 1.5- bis zweifach aktivierten (s. Abb. 18B), kam es
zu einer funf- bis sechsfachen Stimulierung, was nur noch einer additiven Wirkung
entsprach. Alle anderen Dm hatten keinen signifikanten Einfluss auf die p300-

vermittelte Aktivierung.

1 -
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10 Transfektion
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5 8
s |
g 6
<
2 4 T
1) 1 T T
HA-hNAP-1| - - fl MM A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
p300 | - -+
Abb. 20 Fiur die Kooperativitat zwischen hNAP-1 und p300 wird das gesamte hNAP-1 Protein

benotigt.

Transiente Transfektionsanalyse. In RTS3b-Zellen wurden 500ng des Reporterkonstruktes pNCR8-
Luc, jeweils 500 ng pcDNA3.1-HA-hNAP-1 bzw. der hNAP-1 Deletionsmutanten und 500 ng pCMV-
p300-HA kotransfiziert. Dargestellt ist die fache Aktivierung. Die basale Aktivitat in Gegenwart des
Reporterkonstruktes wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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Dies zeigt, dass das gesamte hNAP-1 Protein fur die Kooperation mit p300 bei

der Aktivierung der HPV8 Genexpression notwendig ist.

4.12 Analyse der Interaktion des p300 mit den hNAP-1
Deletionsmutanten

Da die hNAP-1 Dm sich hier von den friher verwendeten (SHIKAMA et al.,
2000; ASAHARA et al., 2002) unterschieden, sollte die Region, an welche p300 bindet,
noch genauer bestimmt werden. Die Domane innerhalb von p300, welche NAP-2
bindet, liegt innerhalb der AS 1572 und 1906 (SHIKAMA et al., 2000) und ist ebenfalls
Teil der HAT-Aktivitat (s. Einleitung). Fur die Bindungsstudie mit den GST-hNAP-1
Mutanten wurde ein Fragment von p300 von AS 1195-1761 (p300-HAT) in
Gegenwart von *°S-Methionin in vitro translatiert, mit GST, GST-hNAP-1 bzw. den
Dm inkubiert und die Bindungen analysiert (Abb. 21). Eine starke Bindung konnte mit
Fragmenten A5 (Spur 8), A6 (9), A8 (11), A9 (12) und dem volle-Lange hNAP-1 (3)
festgestellt werden (vgl. schematische Darstellung der Mutanten, Abb. 14). Hingegen
banden Fragmente A4 (7), A7 (10) und A10 (13) p300 nur schwach. Somit interagiert
p300 — wie das E2 Protein — mit zwei Regionen von hNAP-1: mit den internen AS
162-290 und dem C-terminalen Bereich von AS 291-392. Allerdings konnte mit der
Mutante A1 nur eine sehr schwache Interaktion beobachtet werden, obwohl es beide

Regionen enthalt. Die fur die Wechselwirkung verantwortlich gefundenen Bereiche
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Abb. 21 p300 bindet an dhnliche Regionen in hNAP-1 wie die E2 Proteine.

Interaktionsstudie (wie in Abb.15). 1.5 pg bakteriell exprimiertes GST (2), GST-hNAP-1 oder GST-
hNAP-1-Deletionsmutanten (3-13) wurden Uber Glutathion-Sepharose gereinigt und mit 10ul des in
vitro Translationsansatzes von p300-HAT inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0.3 M LSDB
Puffer wurden gebundene Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und mittels
Autoradiographie visualisiert. (ivt = in vitro translatiertes, fl = full length, Dm = Deletionsmutanten)
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korrelieren gut mit den veroffentlichten Daten (SHIKAMA et al., 2000; ASAHARA et al.,
2002). Die schwachere Bindung von p300 an den N-terminalen Bereich von hNAP-1
wurde ebenfalls vorher fur NAP-2 gefunden und als unspezifisch eingestuft (SHIKAMA
et al., 2000).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass E2 und p300 ahnliche Regionen
von hNAP-1 binden. Da die beiden Fragmente jedoch relativ grof® sind, ist es nicht

ausgeschlossen, dass E2 und p300 dennoch gemeinsam an hNAP-1 binden kénnen.
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4.13 hNAP-1, HPV8 E2 und p300 interagieren in vivo miteinander

Um zu testen, ob E2, hNAP-1 und p300 in vivo miteinander interagieren,
wurden — ahnlich wie bereits fur die E2 Proteine und hNAP-1 allein gezeigt —
Koimmunprazipitationen durchgefthrt. Hierfir wurden 293T-Zellen transient mit
Expressionsvektoren fur HA-p300, FLAG-HPV8 E2 und Myc-hNAP-1 transfiziert und
deren Extrakte mit an Sepharose gekoppelten p300-Antikdrpern inkubiert. An p300
gebundene Proteine wurden in WB Analysen mit Antikdrpern gegen das Myc- bzw.
FLAG-Epitop nachgewiesen (Abb. 22). In den oberen drei WB (von oben: a-HA, a-
FLAG, a-Myc) ist jeweils 1/133 des Einsatzes der Extrakte fur die IP zu sehen, wobei
Spur 1 die Negativkontrolle reprasentiert, in welcher keines der drei Proteine
Uberexprimiert vorlag. Diese WB zeigen, dass p300 (2, 5, 6 und 8), HPV8 E2
(Spuren 3, 5, 7 und 8) und hNAP-1 (4 und 6-8) in den jeweiligen Extrakten vorlagen.

HA-p300 | - | + - - | + + - | +
FLAG-HPV8 | - | - + - | + - + | +
Myc-hNAP-1 - - - + - + + +
N
p300 — | » . B -
- e i
PveEz | W W W | Eneat
hNAP-1 —> - oo
J
N
p300 — 270 — . -- - IP:
66 " a-p300
HPV8 E2 —» ‘ a-p
hNAP-1 — e |
1 2 3 4 5 6 7 8

Western Blots: a-HA, -FLAG, -Myc

Abb. 22 p300 prazipitiert ANAP-1 und HPV8 E2 in vivo.

Koimmunprazipitation. 293T-Zellen wurden mit pCMV-p300-HA (Spuren 2, 5, 6 und 8), pCMV2FLAG-
HPV8 E2 (3, 5, 7 und 8), pCMV-Myc-hNAP-1 (4, 6, 7 und 8) und entsprechenden Leervektoren
transfiziert. 2 mg der 48h spater hergestellten Zellextrakte wurden 4h mit p300-Antikdrper-gekoppelten
Sepharoseklgelchen inkubiert, gebundene Proteine nach viermaligem Waschen mit 0.1 M LSDB
Puffer in einem 8% SDS-PAG aufgetrennt und in anschlieRenden Western Blots mit Antikdrpern
gegen das Hamagglutinin (HA), das FLAG-Epitop und das Myc-Epitop detektiert. Die drei oberen
Western Blots zeigen einen Teil des Einsatzes (15 pg der Extrakte), die unteren die
Immunprazipitation (IP).
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Die beiden unteren WB (von oben: a-HA, a-Myc/a-FLAG) zeigen die gebundenen
Proteine nach der IP. Der HA-Antikorper detektierte das an die a-p300-
Sepharoseklgelchen gebundene p300 (2, 5, 6 und 8). Das hNAP-1 Protein konnte —
dargestellt im unteren WB, der mit einer Mischung bestehend aus a-Myc und o-
FLAG Antikorpern entwickelt wurde — nur detektiert werden, wenn ebenfalls p300 in
dem Extrakt exprimiert worden war (6 und 8). Extrakte, in denen hNAP-1 allein vorlag
(4) lieferten kein Signal. Wurden hNAP-1 und HPV8 E2 gemeinsam exprimiert (7)
wurde nur ein Hintergrundsignal beobachtet. Auch das E2 Protein konnte nur dann
vom o-FLAG Antikérper nachgewiesen werden, wenn es gemeinsam mit p300
exprimiert worden war (5 und 8). Weder wenn es allein (3) noch wenn es nur mit
hNAP-1 vorlag (7), wurde HPV8 E2 durch den p300-Ak prazipitiert. Ein aquivalentes
Experiment wurde mit BPV1 E2 durchgefuhrt. Auch in diesem Fall konnte p300 beide

Proteine prazipitieren (Daten nicht gezeigt).

Das Ergebnis zeigt, dass sowohl HPV8 E2 als auch hNAP-1 in vivo an p300
binden. Jedoch gibt dies keinen Aufschluss darlber, ob eine gleichzeitige Bindung
beider Proteine an das gleiche p300-Molekul moglich ist und somit ein ternarer

Komplex bestehend aus E2, hNAP-1 und p300 gebildet werden kann.
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4.14 hNAP-1, BPV1 E2 und p300 bilden einen ternaren Komplex in
vitro

Um zu testen, ob die drei Proteine in der Lage sind, einen ternaren Komplex
zu bilden, sollten in vitro Experimente die gleichzeitige Bindung von hNAP-1, E2 und

p300 aneinander demonstrieren.

4141 BPV1 E2, hNAP-1 und p300 sedimentieren gemeinsam im Glycerol-
gradienten

Eine Maoglichkeit, einen ternaren Komplex in vitro zu untersuchen, ist die
Analyse der Sedimentation eines Proteins allein bzw. in Anwesenheit der anderen
Proteine in einem Dichtegradienten, da sich durch eine Interaktion mit einem oder
mehreren Proteinen die Sedimentation des zu testenden Faktors andern kann. Flr
die Untersuchung, ob die Sedimentation des E2 Proteins in Anwesenheit von hNAP-
1 und p300 verandert wird, wurde eine Glycerolgradient-Analyse durchgefuhrt. Es
wurde bisher gezeigt, dass zusatzlich zur KIX-Domane (ASAHARA et al., 2002) ein
Fragment von p300, welches die AS 1572-1818 kodiert, von NAP-1 und NAP-2
gebunden wird (SHIKAMA et al., 2000). Fur das hier dargestellte Experiment wurden
p300-HAT — welches die AS 1195-1761 kodiert und auch die E2-Bindedomane
einschliel3t (MULLER et al., 2002) — hNAP-1 und BPV1 E2AC (jeweils fusioniert an ein
Hisg-Epitop) bakteriell exprimiert und gereinigt. Dabei wurde die C-terminal verkurzte
Form von BPV1 E2 verwendet, da sie in Bakterien besser exprimiert wird als das
volle-Lange Protein (s. Abb. 5). Die gereinigten Proteine wurden in
Interaktionsansatzen miteinander inkubiert und jeweils anschliefend wie bereits
beschrieben (TANESE et al., 1997) auf einen zuvor angelegten 7.5%-30%igen
Glycerolgradienten geladen. Nach achtstindiger Zentrifugation wurden von jedem
Gradienten 36 Fraktionen oben beginnend entnommen und die Proteine in WB
Analysen analysiert. Da alle drei Proteine anhand ihrer charakteristischen Groflien
leicht im WB zu unterscheiden waren, wurde hierflir der mit Ni2+-NTA-konjugierte
Antikorper, welcher das Histidin-Epitop erkennt, verwendet. BPV1 E2AC wurde dabei
in limitierenden Mengen zugegeben, um sicherzustellen, dass der grofte Teil des E2
Proteins durch hNAP-1 und/oder p300 gebunden wurde. Zu Beginn stellte sich
heraus, dass alle drei Proteine in den Fraktionen 10 bis 31 sedimentierten, weshalb
nur diese hier dargestellt sind (Abb. 23).
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Die Abb. 23A zeigt, dass sich der grofdte Teil des E2 Proteins in Fraktionen 22
bis 24 befand. Nach einer Inkubation mit hNAP-1 sedimentierte E2 weiter oben im
Gradienten mit den hochsten Konzentrationen innerhalb der Fraktionen 19 bis 22,

was mit einer Bindung von hNAP-1 und BPV1 E2AC korreliert. Die Inkubation von

auf den Gradienten Western Blots : a-His (Ni**-NTA Antikorper)
geladene Proteine
E2 . [ — . A
E2+hNAP-1 - -
s BPV1
E2+p300 — - —— E2AC
E2+hNAP-1+p300 B S S w— )
Fraktion 10 13 16 19 22 24 25 28 31
B A
hNAP-1 T W S -
hNAP-1+E2 A G =
| > hNAP-1
hNAP-1+p300 — —
hNAP-1+E2+p300 s — ———— )
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C p300 e B £ T
p300+E2 .- >
. .. B RN 3 > p300_
p300+E2+hNAP-1 —_——_— D . = )
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Abb. 23 Glyceroldichtegradient Analyse mit bakteriell exprimierten, gereinigten His-getaggten
Proteinen.

200 ng His-BPV1 E2AC, 600 ng His-hNAP-1 und 800 ng His-p300-HAT wurden wie links angegeben
miteinander inkubiert und auf einen 7.5-30% Glycerolgradienten gegeben. Nach achtstindiger
Zentrifugation bei 250,000 g wurden von jedem Gradienten (oben beginnend) 36 Fraktionen
entnommen, die Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und in einem Western Blot mit
einem gegen das Histidin-Epitop gerichteten Antikdrper visualisiert. Abb. A zeigt die Sedimentation
des E2 Proteins, Abb. B die des hNAP-1 und Abb. C die des p300 (auch rechts neben den Abb.
angegeben). Auf der linken Seite der Abb. sind die Proteine angegeben, die jeweils auf den
entsprechenden Gradienten geladen worden waren, auf der rechten Seite ist dasjenige Protein
aufgefiihrt, dessen Sedimentation in der jeweiligen Teilabb. betrachtet wird.
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E2 mit p300 hatte im Gegensatz dazu den Effekt, dass E2 verstarkt in Richtung
des Bodens sedimentierte und nun auch in den Fraktionen bis 31 detektiert wurde,
dafir kaum noch in Fraktion 13. Somit kann durch dieses System eine direkte
Bindung von BPV1 E2AC an p300 bestatigt werden. Wurde das E2 Protein mit
hNAP-1 und p300 vorinkubiert, befand sich dessen grofiter Anteil wieder weiter
oben im Gradienten. Die hier erhaltene Verteilung des E2 Proteins unterschied sich
jedoch von den drei vorherigen, was vermuten lasst, dass zumindest ein Teil des
BPV1 E2AC durch beide Proteine komplexiert wurde, da sich z.B. verglichen mit der
Sedimentation des E2 Proteins allein nun weniger E2 in Fraktionen 24 und 25
befand, daflr jedoch mehr in Fraktionen 12 bis 16.

Die Abb. 23B zeigt, dass der groRte Teil des hNAP-1 in Fraktionen 22 bis 25
sedimentierte, nach Zugabe des BPV1 E2AC jedoch weiter oben im Gradienten
vorlag und dann hauptsachlich in Fraktionen 16 bis 22 nachgewiesen wurde. Die
Vorinkubation von hNAP-1 mit p300 hatte zur Folge, dass es ebenfalls weiter oben
im Gradienten sedimentierte, nun aber in einer groleren Anzahl an Fraktionen
ahnlich stark vertreten war (Fraktionen 16 bis 25). Die Inkubation beider Proteine mit
hNAP-1 fuhrte dazu, dass dieses nun auch bis in Fraktion 31 detektierbar war, was
durch einen ternaren Komplex erklarbar ist.

In der letzten Teilabb. 23C ist die Sedimentation von p300 zu sehen. Auch hier
findet sich nach Inkubation mit den beiden anderen Proteinen ein verandertes
Verteilungsmuster, da hier im Vergleich der grof3te Anteil an p300 in Fraktionen 19

bis 24 sedimentierte.

Somit wurden alle drei Proteine, nachdem sie miteinander inkubiert worden
waren, jeweils in hdheren Mengen in Fraktionen 13 bis 22 detektiert. Dies legt den
Schluss nahe, dass in vitro ein ternarer Komplex bestehend aus BPV1 E2AC, hNAP-
1 und p300 gebildet werden kann. Jedoch stellt auch dieses Experiment hierfur noch

keinen Beweis dar.
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4.14.2 BPV1 E2 und hNAP-1 kompetieren nicht um die Bindung an p300-4

Da die Sedimentation im Glycerolgradienten keinen klaren Beweis fur die
mogliche gleichzeitige Bindung von hNAP-1, E2 und p300 aneinander in vitro
erbracht hatte, wurde dies nun in einem Kompetitionsexperiment untersucht.
Innerhalb unserer Gruppe konnte bereits gezeigt werden, dass das an GST
fusionierte Fragment vier von p300, welches die AS 1453-1882 kodiert (p300-4), von
BPV1 E2, HPV8 E2 und HPV18 E2 gebunden wird (MULLER et al., 2002). Fur das
Kompetitionsexperiment wurde GST-p300-4 (Abb. 24A, Spuren 2-5 und 7-10) oder
GST (Abb. 24B, Spuren 12-15 und 17-20) mit steigenden Mengen an bakteriell
exprimiertem, gereinigtem His-hNAP-1 flr 2h vorinkubiert (3-5, 8-10, 13-15 und 18-
20). Um ungebundenes His-hNAP-1 zu entfernen, wurde zweimal mit 0.1 M LSDB
Puffer gewaschen. Anschlie3end folgte eine weitere zweistliindige Inkubation mit in
vitro translatiertem, *°S-markiertem BPV1 E2 (2-5 und 12-15) oder hNAP-1 (7-10 und
17-20). Nach vier Waschschritten wurden die Proteine in einem 10%igen SDS-PAG
aufgetrennt und autoradiographisch visualisiert. Spuren 1 und 6 bzw. 11 und 16
zeigen 10% (BPV1 E2) bzw. 20% (hNAP-1) des Einsatzes der radioaktiv markierten
Proteine. Wahrend in Abwesenheit von nicht-radioaktivem hNAP-1 59% des
radioaktiven hNAP-1 an GST-p300-4 banden (7), reduzierte die Vorinkubation mit
steigenden Mengen an His-hNAP-1 diese Bindung auf 19% (8-10). Dies lasst darauf
schlie®en, dass die meisten Bindestellen innerhalb des p300-4 fir hNAP-1 bereits
durch das His-hNAP-1 besetzt waren. Dagegen flhrte die Vorinkubation mit den
gleichen steigenden Mengen an His-hNAP-1 nicht zu einer reduzierten Bindung von
BPV1 E2 an p300-4 (2-5). In Abwesenheit von gereinigtem hNAP-1 banden 17%
radioaktives BPV1 E2, wobei 20% nach der Vorinkubation prazipitiert wurden. Dies
zeigt, dass in vitro translatiertes BPV1 E2 an den Komplex bestehend aus GST-
p300-4 und His-hNAP-1 binden kann.

Dabei ist in der Teilabb. 24B zu sehen, dass die Interaktionen mit GST-p300-4
in beiden Fallen spezifisch fur GST-p300-4 sind, da keinerlei Signal durch die
Verwendung des GST allein erhalten wurde (12-15 und 17-20).
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Abb. 24 BPV1 E2 und hNAP-1 kompetieren nicht um die Bindung an p300-4.
Kompetitionsexperiment. (A und B) Zu GST-p300-4 (Spuren 1-10) oder GST (11-20) wurden
steigende Mengen gereinigtes, His-getaggtes hNAP-1 gegeben und flr 2 h inkubiert (3-5, 8-10, 13-15
und 18-20). Nach zweimaligem Waschen mit 0.1 M LSDB Puffer folgte eine weitere zweistiindige
Inkubation mit in vitro translatiertem, **S-markiertem BPV1 E2 (2-5 und 12-15) oder hNAP-1 (7-10 und
17-20). Spuren 1, 6, 11 und 16 zeigen jeweils 10 bzw. 20% des Einsatzes der radioaktiven Proteine.
Nach viermaligem Waschen mit 0.1 M LSDB Puffer wurden gebundene Proteine in einem 10%igen
SDS-PAG aufgetrennt und autoradiographisch visualisiert. Die Signale wurden mittels Phospholmager
quantifiziert und prozentual in der Teilabb. A angegeben (% gebunden). (C) Western Blot eines der
Abb. 24A entsprechenden Experimentes. Gebundenes hNAP-1 wurde mit einem spezifischen,
monoklonalen Antikdrper gegen hNAP-1 detektiert.
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Um zu testen, ob BPV1 E2 das nicht-radioaktive hNAP-1, welches nach der
Vorinkubation an GST-p300-4 gebunden hatte, verdrangte, wurde eine WB Analyse
mit einem Antikorper, der gegen das humane NAP-1 gerichtet ist, durchgefuhrt (Abb.
24C). Spuren 22 und 23 zeigen das an GST-p300-4 gebundene His-hNAP-1. Die
anschliellende Inkubation des radioaktiv markierten BPV1 E2 und dessen Bindung
an den Komplex verdrangte dabei das His-hNAP-1 nicht (26 und 27). Dies bestatigt,
dass in vitro translatiertes BPV1 E2, GST-p300-4 und His-hNAP-1 einen ternaren

Komplex bilden kdnnen.

Die Ergebnisse aus den transienten Transfektionen, der Koimmunprazipitation,
der Glycerolgradient-Analyse und dem Kompetitionsexperiment deuten darauf hin,
dass die einzelnen Wechselwirkungen zwischen E2 und p300, E2 und hNAP-1 und
p300 und hNAP-1 dazu beitragen, dass ein ternarer Komplex entsteht. Damit wurde
hier zum ersten Mal demonstriert, dass ein solcher Komplex in vivo bestehend aus
einem Aktivator (E2), hNAP-1 und p300 effizient zur Transkriptionsaktivierung

beitragen konnte.
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4.15 hNAP-1 stimuliert die Replikation von HPV8 NCR-CAT

Die sequenzspezifische Bindung von E1 an den Replikationsursprung wird
durch die Interaktion mit E2 und dessen Bindung an benachbarte E2-
Erkennungssequenzen des PV-Genoms stabilisiert (HOLT et al., 1994; FRATTINI und
LAIMINS, 1994; SEDMAN und STENLUND, 1995). Wie in der Einleitung erwahnt, wurde
bereits gezeigt, dass NAP Histone aus dem Zytoplasma in den Zellkern zur neu
replizierten DNA bringt und so als Shuttle-Protein nach der Replikation zur Formation
der Nukleosomen beitragt. Aufgrund dieser bekannten Funktion der NAP Proteine
sollte untersucht werden, ob die Interaktion von hNAP-1 mit E2 neben der
Aktivierung der Transkription auch bei der PV Replikation eine Rolle spielt. Innerhalb
unseres Institutes war bereits die HPV8 Replikation unter Verwendung der
Konstrukte pNCR8-CAT, pCB6-8E1 und pCB6-8E2 nachgewiesen worden (Akgul,
1999).

RTS3b-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt pNCR8-CAT, den
Expressionsvektoren fur HPV8 E1 und E2 sowie hNAP-1 transfiziert und nach 72 h
ein klassisches Replikationsexperiment durchgefuhrt (Modifikation nach USTAvV und
STENLUND et al., 1991). Die extrahierte episomale DNA wurde dabei in zwei gleiche
Ansatze unterteilt. Die DNA des einen Ansatzes wurde mit dem Restriktionsenzym
BamHI linearisiert, wahrend die des anderen Ansatzes zusatzlich mit Dpnl behandelt
wurde, welches nur die transfizierte, bakterielle, methylierte, isolierte DNA spaltet.
Auf diese Weise lasst sich die neu replizierte DNA von der transfizierten DNA im
Southern Blot unterscheiden (Abb. 25). Im Vergleich zu der Behandlung der DNA nur
mit BamHI (Spuren 1, 3, 5 und 7) war nach der zusatzlichen Spaltung mit dem
Restriktionsenzym Dpnl (2, 4, 6 und 8) nicht weniger DNA nachweisbar. Dies weist
darauf hin, dass hier ausschlieBlich neu replizierte DNA betrachtet wird. In dem in
Abbildung 25 dargestellten Experiment resultierte die Kotransfektion von 1 ug hNAP-
1 Expressionsvektor in einer leichten Reduktion der Replikation um 34.5% (4).
Jedoch fuhrte eine Kotransfektion von 1.5 und 2 ug hNAP-1 Expressionsvektor zu
einer Stimulierung der Replikation auf 126% (6) bzw. 168% (8). Diese Aktivierung
sank bei einem Einsatz von 2.5 ug Expressionsvektor fir hNAP-1 wieder auf 132%

und ab 3 pg auf etwa 100% (Daten nicht gezeigt).
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B = BamHI Restriktion |[B DB | B DB | B DB | B DB
DB = Dpnl + BamHI
pPNCR8-CAT o=
pCB6-8E1 + -8E2 .
pXJ41-hNAP-1 - 1 ug 1.5 ug 2 ug
NCR8-CAT — |~ = — —

Phospholmager-Auswertung [%] 100 65.5 126 168

Abb. 25 hNAP-1 stimuliert die Replikation von HPVS.

RTS3b Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt pNCR8-CAT und Expressionsvektoren fir hNAP-1,
HPV8 E1 und E2 transfiziert. Die extrahierte, episomale, gespaltene DNA wurde einem Southern Blot
unterzogen und nach Hybridisierung mit der NCR8-CAT Sonde mittels Autoradiographie visualisiert.
Die DNA-Menge, die ohne Zugabe des Expressionsplasmides fir hNAP-1 erhalten wurde, wurde als
100% definiert. Die Signale wurden mit Hilfe des Phospholmagers quantifiziert und prozentual unten
in der Abb. angegeben.

Der Replikationsassay wurde mehrmals durchgefuhrt, wobei die Stimulierung
nicht immer reproduzierbar war, was maoglicherweise in der geringen Sensitivitat der
Methode, welche von Southern Blot Analysen abhangig ist, begrindet liegt. In einem
Experiment kam es jedoch zu einer Stimulierung von 100% auf 590% (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass hNAP-1 in der Lage ist, die

HPV8 Replikation bis zu sechsfach zu stimulieren.
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4.16 p53 bindet hNAP-1 direkt in vitro

Nachdem die Rolle der Interaktion zwischen hNAP-1 und E2 bei der
Aktivierung der Transkription charakterisiert worden war, sollte untersucht werden, ob
auch andere Aktivatoren hNAP-1 als Koaktivator verwenden. Es wurde bereits
beschrieben, dass NAP-2 die Transkription durch Aktivatoren wie p53 und EZ2F,
denen p300 als Koaktivator dient, verstarkt. Es wurde angenommen, dass die
Interaktion von hNAP-1 mit p300 daflr essentiell ist (SHIKAMA et al., 2000). Hier war
jedoch nicht untersucht worden, ob diese Aktivatoren direkt an NAP binden. Um zu
testen, ob p53 und hNAP-1 direkt miteinander interagieren, wurde GST oder GST-
hNAP-1 mit bakteriell exprimiertem, gereinigtem His-p53 inkubiert (Abb. 26). Im WB,
der mit einem Ni**-NTA-konjugierten Antikdrper entwickelt wurde, der das Histidin-
Epitop erkennt, zeigte sich, dass His-p53 durch GST-hNAP-1 prazipitiert wurde (Spur
3), wahrend das GST allein kein Signal lieferte (2). In einem umgekehrten
Experiment unter Verwendung von GST-p53 und gereinigtem His-hNAP-1 konnte

ebenfalls eine spezifische direkte Interaktion beobachtet werden (6).

His-p53 | His-hNAP-1 Western Blots: a-His
2+ ag, e
10% Einsatz | + + Ni“"-NTA Antikorper
GST + +

GST-hNAP-1 +

GST-p53 +

— 66
His-p53 — . | - W»| < His-hNAP-1
45

A 1 2 3 4 5 6 B

Abb. 26 hNAP-1 bindet p53 direkt in vitro.

Direkte Interaktionen. GST (Spur 2) oder GST-hNAP-1 (3) wurde mit 0.1 ug bakteriell exprimiertem,
gereinigtem p53 mit His-Epitop (A, SDS-PAG) inkubiert; GST (5) oder GST-p53 (6) wurde mit 0.3 pg
bakteriell exprimiertem, gereinigtem His-hNAP-1 (B, SDS-PAG) inkubiert. Nach viermaligem Waschen
mit 0.1 M LSDB Puffer wurden die gebundenen Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und
in einem anschliefenden Western Blot mit einem gegen das Histidin-Epitop gerichteten Antikdrper
detektiert. Die Spuren 1 und 4 zeigen jeweils 10% des Einsatzes des jeweiligen His-Proteins.
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4.17 Endogenes p53 prazipitiert endogenes hNAP-1

Um zu untersuchen, ob p53 und hNAP-1 auch in normalen physiologischen
Konzentrationen in der Zelle aneinander binden, sollten Koimmunprazipitationen
durchgefuhrt werden. Hierfir wurden primare Keratinozyten (NHEK), welche das
wt-p53 exprimieren, und p53-negative RTS3b-Zellen verwendet. Von beiden
Zelllinien wurden Kernextrakte hergestellt, diese mit einer p53-Antikorper-
gekoppelten Sepharosematrix inkubiert (Abb. 27, Spur 3 und 4) und gebundene
Proteine in einem WB mit einem gegen das humane NAP-1 gerichteten Antikorper
detektiert (oberer WB). Nur aus dem NHEK-Kernextrakt wurde hNAP-1 durch den
p53-spezifischen Antikorper prazipitiert (3), wahrend kein hNAP-1 aus den p53-
negativen RTS3b-Zellen nachgewiesen werden konnte (4). Zur Kontrolle wurde ein
Teil des WB anschlie3end mit einem p53-Antikorper inkubiert, um die Expression des
p53 zu uberprifen (unterer WB, Spuren 3 und 4). Wie erwartet, zeigte lediglich der
Extrakt aus den NHEK eine p53 Expression.

Diese Daten demonstrieren, dass p53 und hNAP-1 direkt aneinander binden
kénnen. Demnach muss die friher publizierte funktionelle Wechselwirkung also nicht
notwendigerweise Uber p300 vermittelt worden sein, wie bisher spekuliert wurde
(SHIKAMA et al., 2000).

Einsatz IP: a-p53
RTS3b - + - +
Western Blots:
NHEK + - + -
endogenes hNAP-1 —» "
s . a~-hNAP-1
endogenes p53 —» £ a-p53

1 2 3 4

Abb. 27 Endogenes p53 prazipitiert endogenes hNAP-1.

Koimmunprazipitation. 85 pg eines Kernextraktes der p53-negativen Zelllinie RTS3b (Spuren 2 und 4)
und von primaren Keratinozyten NHEK (1 und 3) wurden mit p53-Antikorper-gekoppelten
Sepharosekugelchen inkubiert (3 und 4). Anschlielend wurde viermal mit 0.2 M LSDB Puffer
gewaschen, gebundenes hNAP-1 in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und im Western Blot mit
einem monoklonalen Antikdrper detektiert. Spuren 1 und 2 zeigen 1/6 des Einsatzes der Extrakte.
Spuren 3 und 4 wurden zusatzlich mit einem Antikdrper gegen das humane p53 inkubiert. (IP =
Immunprazipitation)
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418 hNAP-1 und p53 aktivieren kooperativ den Promotor des
synthetischen Reporterkonstruktes p53CON

Um zu Uberprifen, ob die Bindung von p53 an hNAP-1 funktional ist und
hNAP-1 hier als Koaktivator fungiert, wurden transiente Transfektionsstudien mit dem
synthetischen Reporterkonstrukt p53CON (FUNK et al., 1992) durchgefuhrt (Abb. 28).
In der Teilabb. A ist eine schematische Darstellung des Reporterkonstruktes,
welches eine p53 BS stromaufwarts des Hsp70 Promotors besitzt, zu sehen. Die
p53-negative  Zelllinie RTS3b wurde mit dem Reporterkonstrukt und
Expressionsvektoren fur p53 und hNAP-1 kotransfiziert (Abb. 28B). Es stellte sich
heraus, dass hNAP-1 allein keinen signifikanten Einfluss auf den Promotor hatte,
wahrend p53 die Transkription der Luciferase zehnfach aktivierte. Diese p53-
vermittelte Aktivierung konnte durch die Koexpression des hNAP-1 auf 44-fach
stimuliert werden, was zeigt, dass hNAP-1 ohne die gleichzeitige Uberexpression
von p300 in der Lage ist, die p53-vermittelte Aktivierung der Transkription zu

stimulieren.

A B 60 _
Reporterkonstrukt:
p53CON 40
p53CON (500 ng) g
[,
K}
S
transiente i
Transfektion < 20-
Hsp70 in RTS3b-Zellen g
_> o
p53 BS &
4 Luc
e ]
HA-hNAP-1 - 4+ = +
p53 | - - + +

Abb. 28 hNAP-1 und p53 kooperieren bei der Aktivierung der Transkription.

(A) Schematische Darstellung des synthetischen Reporterkonstruktes p53CON mit dem Hsp70
Promotor und der p53 Bindestelle. (B) Transiente Transfektionsanalyse. Die p53-negative Zelllinie
RTS3b wurde mit dem Reporterkonstrukt p53CON und Expressionsvektoren fir p53 und hNAP-1
kotransfiziert. Die Luciferase-Aktivitat in Gegenwart des Reporterkonstruktes wurde als 1 definiert. Die
Balken reprasentieren Mittelwerte aus finf unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen
sind angegeben.
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4.19 hNAP-1 und p53 stimulieren die Expression von p21

Um zu bestatigen, dass die Interaktion von p53 mit hNAP-1 fur die p53-
vermittelte Aktivierung von Bedeutung ist, wurde der Effekt der Koexpression von
p53 und hNAP-1 auf die p21 Expression, dessen Promotor p53-abhangig ist,
analysiert (Abb. 29). Hierfir wurden Expressionsvektoren fir p53 und hNAP-1 in der
p53-negativen RTS3b-Zelllinie kotransfiziert. Das endogene p21 wurde anschlie3end
in einem WB, der mit einem gegen das humane p21 gerichteten Antikorper
entwickelt wurde, visualisiert. Lediglich die Koexpression von p53 und hNAP-1 in der
hdchsten hier eingesetzten Menge flihrte zum Nachweis des p21 Proteins (Spur 5).
Dagegen konnte weder in Gegenwart der leeren Expressionsvektoren (1) noch durch
p53 und/oder hNAP-1 in geringen Mengen die p21 Expression nachweisbar induziert
werden (2-4). Zur Kontrolle wurde der WB anschlieend zusatzlich mit einem gegen
das p53 Protein gerichteten Antikérper inkubiert. Wie in den Spuren 2, 4 und 5 zu
sehen ist, wurde die p53 Expression durch hNAP-1 nicht signifikant stimuliert.

Somit ist hNAP-1 in der Lage, gemeinsam mit p53 die Expression des p21
Proteins zu verstarken und folglich auch die p53-vermittelte Aktivierung eines

endogenen Promotors zu stimulieren.

HA-hNAP-1 | - -  ++ + ++

p53 - + - + +

Western Blots:

endogenes p21 —» / a-p21

1 2 3 4 5

Abb. 29 hNAP-1 und p53 stimulieren die Expression von p21.

Western Blots. Expressionsvektoren fir p53 (Spuren 2, 4 und 5) und fir HA-hNAP-1 in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen (3-5) wurden in RTS3b-Zellen kotransfiziert. 90 ug der
Kernextrakte wurden fur ein SDS-PAG und den anschlieBenden Western Blot mit einem gegen das
humane p21 gerichteten Antikérper verwendet. Der Blot wurde zusétzlich mit einem Antikdrper gegen
das humane p53 inkubiert.
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4.20 hNAP-1 interagiert nicht mit dem Aktivator TEF-1

Um schliel3lich zu testen, ob eine funktionelle Interaktion mit hNAP-1 eine
allgemeine Strategie flr Aktivatoren der Transkription darstellt oder ob sie nur auf
Faktoren beschrankt sein konnte, welche mit p300 interagieren, wurde der
Transcriptional Enhancer Factor-1 (TEF-1) untersucht (Abb. 30). Dieser Faktor ist ein
sequenzspezifischer Transkriptionsaktivator, der p300 weder in vitro bindet noch als
Koaktivator verwendet (SLEPAK et al., 2001; MULLER et al., 2002). Zunachst sollte
analysiert werden, ob hNAP-1 an TEF-1 bindet (Abb. 30A). Wie das GST pull-down

Experiment zeigt, konnte weder mit GST allein noch mit hNAP-1 eine Bindung der

B

Reporterkonstrukt: E1B taTA
5x GAL4 17mer [
pG5-Luc @ Luc
C pG5-Luc (500 ng)
20 -
transiente Transfektion:
in RTS3b-Zellen
5 15 1
S
A N 5 o
© & S| 10
= k>
iz z <
=) QO
2 ltz lu_a g 5 -
45 — l—
— <« TEF1AD |  mgE2AD| - |- |- - |+ +
31 —
PM-TEF-1AD | - | - |+ +| - -
1 2 3 HA-hNAP-1 | - |+ | - +| - +

Abb. 30 TEF-1 interagiert nicht mit hNAP-1.

(A) Interaktionsanalyse. 1.5 pg GST (Spur 2) oder GST-hNAP-1 (3) wurde mit 10 pl in vitro
translatierter *°S-markierter TEF-1 AD inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0.1 M LSDB Puffer
wurden gebundene Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und autoradiographisch
visualisiert. Spur 1 zeigt 10 des Einsatzes des radioaktiv markierten Proteins. (B) Schematische
Darstellung des Reporterkonstruktes pG5-Luc. (C) Transiente Transfektionsstudie. In RTS3b-Zellen
wurden mit dem Reporterkonstruktes pG5-Luc und Expressionsvektoren fir HA-hNAP-1 bzw. fir die
Aktivierungsdomanen von HPV8 E2 oder TEF kotransfiziert. Dargestellt ist die fache Aktivierung. Die
basale Luciferase-Aktivitat des Reporterkonstruktes wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren
Mittelwerte aus funf unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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radioaktiv markierten, in vitro translatierten TEF-1 AD beobachtet werden (2 und 3).
Zusatzlich sollten transiente Transfektionen Aufschluss Uber eine mogliche
funktionelle Wechselwirkung bringen. Hierfir wurde das Reporterkonstrukt pG5-Luc
(Abb. 30B), welches finf GAL4 BS und den minimalen Adenovirus E1B Promotor vor
dem Luciferase-Gen tragt, und Expressionsvektoren, die fur Hybridproteine
bestehend aus der AD von TEF-1 bzw. HPV8 E2 jeweils fusioniert an die GAL4
DNA-Binde- und Dimerisierungsdomane (DBD) kodieren, verwendet. RTS3b-Zellen
wurden mit dem Reporterkonstrukt, den Expressionsvektoren flir die Hybridproteine
und fur hNAP-1 kotransfiziert (Abb. 30C). Durch hNAP-1 allein &nderte sich die
Promotoraktivitat nicht signifikant. Die TEF-1 AD aktivierte dagegen vierfach, was
durch die Koexpression von hNAP-1 nicht stimuliert wurde. Zur Kontrolle zeigte sich
auch in diesem System, dass hNAP-1 die siebenfache Aktivierung durch die HPV8

E2 AD auf zwolffach erhohen konnte.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass hNAP-1 nicht in der Lage ist, die
Transkription mit TEF-1 synergistisch zu stimulieren. Diese Beobachtung korreliert
mit dem Modell, dass der kooperative Effekt bei der Stimulierung der Transkription
durch hNAP-1 ausschlieBlich auf Aktivatoren beschrankt ist, die p300 als Kofaktor

verwenden.
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5. DISKUSSION

Bisher wurde noch kein Histon Chaperon mit einer Aktivierung der Replikation
der PV in Verbindung gebracht, jedoch wurde spekuliert, dass Proteine, die an der
Modulation von Chromatin beteiligt sind, beide Prozesse — die Transkription sowie
die Replikation — erleichtern konnten (LI und BOTCHAN, 1994). Da hNAP-1 hier in der
Lage war, die HPV8 Replikation in vivo von 1.7-fach bis sechsfach zu stimulieren,
gibt diese Arbeit erstmals Hinweise darauf, dass hNAP-1 Funktionen bei der
Replikation der PV erflllen konnte. Der Grund fir die unterschiedlich starke
Stimulierung der Replikation ist momentan unklar. Eine experimentelle Variation wie
die Transfektionseffizienz und/oder der Zustand der Zellen kdnnten hier die Ursache
fur die Schwankungen in der Effizienz der Aktivierung durch hNAP-1 gewesen sein.
Weiterhin waren bisher transiente Replikationsstudien, in welchen die E1/E2-
vermittelte PV Replikation detektiert wurde, von Southern Blot Analysen abhangig,
die auch in dieser Arbeit zum Nachweis der replizierten DNA angewandt wurden.
Klrzlich wurde jedoch eine neue, sensitivere Technik entwickelt, welche durch ein
Echtzeit-PCR Protokoll zum Nachweis der HPV16 Replikation flhrte, die in Southern
Blot Analysen nicht messbar gewesen war (TAYLOR und MORGAN, 2003). Der Einsatz
einer ahnlichen Methode konnte zukunftig dariber Aufschluss bringen, ob hNAP-1
grundsatzlich in der Lage ist, in Kooperation mit E2 die Replikation der PV zu
stimulieren.

Es gibt Hinweise, dass E2 noch weitere Replikationsfunktionen ausubt, die
unabhangig von der E1-Bindung sind, da z.B. einige E2-Mutanten E1 noch binden
konnen, die Replikation jedoch nicht mehr stimulieren (BROKAW et al., 1996; BREIDING
et al., 1997). Eventuell spielt hier die Bindung von hNAP-1 und/oder p300 eine Rolle.

Jungste Publikationen weisen darauf hin, dass hNAP-1 wahrend der
Aktivierung der Transkription eine wichtige Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dass NAP-
1 und andere Histon Chaperone wie z.B. ASF1 und CAF-1 mit ATP-abhangigen
Chromatin Remodeling Komplexen kooperieren (JIANG et al., 2000; NAKAGAWA et al.,
2001; ASAHARA et al., 2002; MOSHKIN et al., 2002). Weiterhin sind NAP-1 und NAP-2
Teil des p300/CBP Koaktivator Komplexes (ITo et al., 1996; SHIKAMA et al., 2000;
ASAHARA et al., 2002). In Vorarbeiten konnte in einem Yeast two-Hybrid System das
hNAP-1 als Interaktionspartner fir die AD von BPV1 E2 identifiziert werden. Die
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Bindung konnte innerhalb dieser Arbeit in GST pull-down Experimenten und in
Koimmunprazipitationen bestatigt werden. Da demnach drei verschiedene Methoden
sowie unterschiedlich exprimierte Proteine (in Hefe, in Bakterien und in humanen
Zellen) mit verschiedenen Epitopen zum Nachweis der Interaktion fuhrten, ist es
unwahrscheinlich, dass sie artifiziell ist oder auf falscher Proteinfaltung beruht.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass BPV1 E2 ebenfalls das endogene hNAP-1

prazipitiert, was einen zusatzlichen Hinweis auf eine spezifische Interaktion darstellt.

Auch die E2 Proteine von zwei humanen Hochrisiko-PV Typen interagieren in
vitro und in vivo mit hNAP-1. Dies sind die E2 Proteine von HPV8, das die Haut
infiziert und mit der Krankheit Epidermodysplasia verruciformis assoziiert ist, und von
HPV18, welches die Schleimhaut infiziert und einen bedeutenden Vertreter der aus
Zervixkarzinomen isolierten Typen darstellt. Demnach konnte die Interaktion mit

hNAP-1 unter den verschiedenen E2 Proteinen konserviert sein.

Da auch bakteriell exprimiertes, gereinigtes BPV1 E2 an gereinigtes hNAP-1
band, ist die Wechselwirkung direkt. Uberdies konnte gezeigt werden, dass ein
weiterer Aktivator — p53 — direkt an hNAP-1 bindet, was deutlich macht, dass die
Interaktion mit hNAP-1 nicht durch einen dritten Faktor vermittelt werden muss. Ein
solcher Faktor konnte der zellulare Koaktivator p300 sein, da dieser sowohl die
Transkriptionsaktivatoren E2 und p53 als auch NAP bindet (AVANTAGGIATI et al.,
1997; Gu et al., 1997; PENG et al., 2000; SHIKAMA et al., 2000; ASAHARA et al., 2002;
MULLER et al., 2002).

Fur die Interaktion mit hNAP-1 ist die AD von BPV1 E2 verantwortlich, was im
Yeast two-Hybrid System, den GST pull-down Experimenten und den
Koimmunprazipitationen deutlich wurde. Die Tatsache, dass hNAP-1 in der Lage ist,
die E2-vermittelte Aktivierung der BPV1 und HPV8 Genexpression zu stimulieren,
weist darauf hin, dass diese Interaktion spezifisch und funktional ist. Sogar in
Anwesenheit von sattigenden E2 Konzentrationen konnen hNAP-1 und E2
kooperieren, was den Schluss nahe legt, dass diese Wechselwirkung ein
limitierender Faktor fur E2 ist. Obwohl die Mutante BPV1 E2 I73A (FERGUSON und
BoTcHAN 1996) ein wesentlich geringeres Potential bei der Aktivierung der
Transkription zeigte, konnte hNAP-1 in gleicher Weise mit ihr bei der Aktivierung der
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Genexpression kooperieren wie mit dem wt-E2. Dies deutet darauf hin, dass neben
der Wechselwirkung mit hNAP-1 weitere essentielle Aktivitaten des E2 Proteins,
welche durch die Mutation 173A beeintrachtigt werden, involviert sein missen, damit
es zur effizienten Aktivierung der Transkription kommt. Diese kodnnten z. B.
Interaktionen mit den Proteinen des PIC wie TBP und TFIIB sein (RANK und
LAMBERT, 1995; BENSON et al., 1997). Uberdies bindet E2 Koaktivatoren wie AMF-
1/Gps, CBP/p300 und P/CAF (LEE et al., 2000; PENG et al., 2000; LEE et al., 2002;
MULLER et al., 2002). Es wurde bereits gezeigt, dass die E2-vermittelte Aktivierung
der Transkription in Hefe mit einer Veranderung der Chromatinstruktur einhergeht
(Lefebvre et al., 1997). Hier konnte die Interaktion mit NAP-1 die entscheidende Rolle
spielen.

Wahrend E2 die Transkription von transient transfizierten Reporterkonstrukten
stark aktivierte, war es nicht in der Lage, den Promotor zu aktivieren, wenn dieser im
zellularen Genom integriert vorlag. Transient transfizierte Plasmide werden zwar mit
Histonen in Nukleosomen-ahnliche Strukturen verpackt, jedoch werden sie nicht in
Chromatin und somit nicht in gleichmalig angeordnete Nukleosomen organisiert
(ARCHER et al., 1992; FRYER und ARCHER, 1998; CERVONI und SzYF, 2001; CHOw et
al., 2002). Die Beobachtung, dass eine Behandlung der Zellen mit TSA — einem
Histon-Deacetylasen-Inhibitor — die Fahigkeit des E2 Proteins, die Transkription zu
aktivieren und mit hNAP-1 zu kooperieren, teilweise wiederherstellt, unterstutzt die
Vermutung, dass die kompakte Chromatinstruktur den Zugang fir E2 zu seinen BS
inhibiert und dass eine Bindung von E2 notwendig ist, damit hNAP-1 die E2-
vermittelte Aktivierung verstarken kann. Demnach ist hNAP-1 offensichtlich nicht in
der Lage, in vivo die Bindung von E2 an seine in Chromatin organisiert vorliegenden

BS zu stimulieren, wie es fur GAL4 in vitro gezeigt wurde (Walter et al., 1995).

Durch die Verwendung verschiedener hNAP-1 Dm konnten die Bereiche, an
welche E2 bindet, eingegrenzt werden. Es zeigte sich, dass die E2 Proteine von
BPV1 und HPV8 mit der C-terminale Domane (AS 291-392 = A5) und einer internen
Region (AS 162-290 = A6) von hNAP-1 interagieren. Diejenigen Mutanten, welche
keine der beiden Domanen aufwiesen (A4, A7 und A10), konnten von beiden E2
Proteinen nicht mehr gebunden werden. Dabei wurde die Dm GST-hNAP-1A10 nur

sehr schwach exprimiert. Diese Region ist jedoch im Fragment A4 enthalten, an
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welches die E2 Proteine ebenfalls nicht banden. Es wurde beobachtet, dass einige
der kleineren Fragmente wie z. B. A5, A6 und A8 eine starkere Interaktion mit E2
lieferten als das gesamte hNAP-1, was mdglicherweise an einer veranderten Faltung
dieser Fragmente lag. Jedoch kdnnte hier durch die Deletion benachbarter Regionen
der Zugang flir E2 zu seinen Bindestellen innerhalb von hNAP-1 auch erleichtert
worden sein. Dabei stellte sich heraus, dass die Bindung von E2 an hNAP-1 fur die
Stimulierung der E2-vermittelten Aktivierung wichtig ist. Die Dm hNAP-1A4, welcher
beide E2-Interaktionsdomanen fehlen, konnte die Transkription durch E2 nicht mehr
stimulieren und die Dm hNAP-1A3 und A9, welche jeweils nur eine der beiden E2
Bindedomanen tragen, konnten nur noch in reduziertem Mal} oder kaum stimulieren.
Zusatzlich zu den beiden E2-Interaktionsdomanen, welche ebenfalls von p300
gebunden werden, zeigte sich, dass die N-terminalen 91 AS von hNAP-1 flr die
Kooperativitat essentiell sind. Fehlten den Proteinfragmenten diese AS, konnten sie
nicht nur nicht mehr mit E2 kooperieren, sondern reprimierten die BPV1 E2-
vermittelte Aktivierung der Transkription (hRNAP-1A1, A2, A5 und A7). Einige der N-
terminal verklrzten Mutanten kdnnten mit endogenem hNAP-1 um die Bindung an
E2 konkurrieren. Das Rekrutieren von E2 durch diese Dm konnte so zu nicht-
funktionalen Komplexen fihren, welche nicht mehr in der Lage sind, die Transkription
zu aktivieren. Uberdies ist es denkbar, dass diese hNAP-1 Mutanten andere
Faktoren, welche fur die Aktivierung der Transkription wichtig sind, binden und/oder
in ihren sonstigen Funktionen inhibieren. Dies konnte fur hNAP-1A7 und A10 gelten,
welche die E2-vermittelte Aktivierung reprimieren, E2 jedoch nicht binden koénnen.
Einige der Mutanten reprimierten nicht nur die BPV1 E2-vermittelte Aktivierung,
sondern auch die basale Promotoraktivitat, was darauf hindeutet, dass auf3er E2 und
p300 noch weitere Faktoren von hNAP-1 gebunden werden konnten, welche zur
Aktivierung der BPV1 Genexpression beitragen. Im Gegensatz dazu zeigte die
Expression der Dm unter Verwendung des HPV8 Reporterkonstruktes keinerlei
Repression der basalen Promotoraktivitat und auch kaum eine Repression der HPV8
E2-vermittelten Aktivierung der Transkription. Dies legt den Schluss nahe, dass
Faktoren, welche fur die BPV1 Genexpression wichtig sind und durch die Expression
der hNAP-1 Dm in ihren jeweiligen Funktionen beeintrachtigt werden konnten, fur die

HPV8 Genexpression keine Rolle spielen.
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Die direkten Interaktionsanalysen der hNAP-1 Dm mit bakteriell exprimiertem,
gereinigtem Histon H2B zeigten, dass sich hier die Interaktion auf die interne Region,
welche auch von E2 und p300 gebunden wird, beschrankt. Alle Mutanten, denen die
internen AS von 162-290 fehlten (A4, A5, A7 und A10), wurden von H2B nicht
gebunden. Eine Ausnahme bildet hier die Dm A9, welcher diese AS fehlen und die
dennoch gebunden wurde. Dieses Fragment stellt die einzige Mutante dar, in der
zwei im nativen Protein nicht angrenzende Bereiche aneinander fusioniert worden
waren. Moglicherweise entstand durch diese Fusion der AS 1-161 an die AS 291-392
von hNAP-1 eine neue Domane, die fur die Interaktion mit H2B verantwortlich war.
Eine nachfolgende Bindung des Histons H2B an das durch E2 zur DNA rekrutierte
hNAP-1 ist somit denkbar und koénnte effizient zur E2-vermittelten

Transkriptionsaktivierung beitragen.

Es stellt sich die Frage, welche Rolle der N-Terminus von hNAP-1 bei der
Aktivierung  der  Genexpression  spielt. Dieser Domane wird die
Dimerisierung/Multimerisierung von NAP Proteinen zugeschrieben (SHIKAMA et al.,
2000), die fur die hNAP-1-Funktion bei der Transkriptionsaktivierung wichtig sein
konnte. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Nucleosome Assembly Aktivitat des NAP-
1 aus der Hefe (yNAP-1), auf die AS 43-365 zuruckgefuhrt werden kann (FuJil-
NAKATA et al., 1992). Moglicherweise ist somit auch ein Teil des N-Terminus des
humanen NAP-1 fur diese Aktivitdt von Bedeutung und konnte hier eine
entscheidende Rolle spielen. Zieht man die aktuellen Publikationen (SHIKAMA et al.,
2000; AsAHARA et al., 2002) und die hier gefundenen Daten in Betracht, so scheint er
nicht fur die Bindung an p300 verantwortlich zu sein, da sich hier hochstens sehr
schwache Wechselwirkungen finden (SHIKAMA et al., 2000). Es wird spekuliert, dass
der Import der Histone H2A und H2B in den Zellkern flr die Funktion des NAP
Proteins bei der Aktivierung der Transkription essentiell ist. Im Falle des yNAP-1
wurde gefunden, dass Mutationen, welche ein Leucin-reiches Kern-Export-Signal
(Nuclear Export Signal = NES) innerhalb des N-Terminus inaktivierten, eine
Reduktion der Transkription einiger Gene zur Folge hatten (MOSAMMAPARAST et al.,
2002). Jedoch konnte in dieser Arbeit durch die Mutation entsprechender,
konservierter AS im humanen NAP-1 diese Reduktion nicht beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). Daruber hinaus hatten die Mutationen keinen Einfluss auf die

Lokalisation des Proteins (Daten nicht gezeigt), was darauf hindeutet, dass im
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humanen NAP-1 ein NES wahrscheinlich an anderer Stelle kodiert wird.
Lokalisationsexperimente mit den N-terminal verkirzten hNAP-1 Dm zeigten eine
starkere Farbung im Zellkern im Vergleich zu den C-terminal verkurzten Mutanten
oder dem gesamten Protein (Daten nicht gezeigt). So befand sich z.B. die Dm hNAP-
1A3, welche noch die starkste Kooperation in der Aktivierung der Transkription mit E2
zeigte, groBtenteils im Zytosol. Neben der Tatsache, dass dieser Mutante je eine
Bindedomane fur E2 und p300 fehlt, konnte somit ein weiterer Grund fur die
Reduktion ihres Aktivierungspotentials bei der Transkription die geringere
Konzentration im Zellkern sein, was demnach auch mit einem reduzierten Transport
der Histone H2A und H2B in den Zellkern einhergehen muss. Eine detaillierte
Analyse der N-terminalen 91 AS konnte hier Aufschluss daruber bringen, ob der
Import der Histone in den Zellkern, fur welchen ein funktionales NES bendtigt wird,
auch fur die Aktivierung der Transkription durch hNAP-1 bei der Kooperation mit E2

wichtig ist.

Das Rekrutieren von hNAP-1 zum Promotor durch die Fusion mit der GAL4
DBD fuhrte nicht zur Aktivierung der Transkription (Daten nicht gezeigt), was den
Schluss nahe legt, dass hNAP-1 gemeinsam mit einer AD agieren muss, um die
Genexpression effizient stimulieren zu konnen. Die Beobachtung, dass die
Stimulierung der E2-vermittelten Aktivierung durch hNAP-1 bei nicht-sattigenden E2
Konzentrationen viel starker war, kdnnte dadurch erklart werden, dass hNAP-1 die
Interaktion von E2 und einem weiteren Faktor — moglicherweise p300 — beeinflusst.
Die Bindung von p300 an zwei separate Regionen innerhalb der C-terminalen
300 AS von hNAP-1 (SHIKAMA et al., 2000), welche wie bereits erwahnt ebenfalls von
E2 gebunden werden, konnte hier bestatigt werden. Weiterhin zeigte ein
Kompetitionsexperiment, dass die Bildung eines ternaren Komplexes in vitro
bestehend aus BPV1 E2AC, hNAP-1 und p300-4 wahrscheinlich ist, da hier
radioaktiv markiertes BPV1 E2AC das an p300-4 gebundene His-hNAP-1 nicht
verdrangte, sondern daruber hinaus an diesen bestehenden Zweierkomplex band. In
einem Kontrollexperiment konnte dagegen der Komplex aus p300-4 und His-hNAP-1
das radioaktiv markierte hNAP-1 nur noch schwach binden, was darauf hinweist,
dass das His-hNAP-1 die meisten der vorhandenen BS innerhalb von p300-4 bereits
besetzt hatte. Die Tatsache, dass nach Vorinkubation mit His-hnNAP-1 prozentual

nicht signifikant mehr BPV1 E2AC band, kdnnte dadurch erklart werden, dass die
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17-20% des gebundenen BPV1 E2 die sattigende Konzentration reprasentiert und
hier alle BS fur E2 sowohl im Fragment p300-4 als auch im Zweierkomplex p300-4-
His-hNAP-1 besetzt waren.

Das Modell der Bildung eines ternaren Komplexes wurde durch eine
Glyceroldichtezentrifugation unterstitzt. Gereinigtes hNAP-1  bzw. p300-HAT
beeinflussten jeweils die Sedimentation von BPV1 E2AC, was mit einer direkten
Interaktion beider Proteine mit E2 korreliert. Dabei anderte die Vorinkubation mit
p300 die Sedimentation von E2 in Richtung des Bodens, wahrend eine Inkubation
mit hNAP-1 die entgegengesetzte Wirkung hatte. Dies impliziert, dass der
Proteinkomplex bestehend aus hNAP-1 und E2 sich moglicherweise strukturell derart
verandert hat, dass seine Sedimentation trotz der grofleren Masse verlangsamt
wurde. In Anwesenheit beider Proteine anderte sich die Sedimentation von E2
wiederum, was darauf hindeutet, dass zumindest ein Teil des E2 Proteins mit beiden
Proteinen gleichzeitig komplexiert vorlag. Die gegensatzliche Wirkung der Bindung
von hNAP-1 bzw. p300 auf die Sedimentation des E2 Proteins konnte den Effekt der
Bindungen teilweise maskiert haben, weshalb der Dreierkomplex in diesem
Experiment weniger offensichtlich ist. Ein ahnliches Resultat zeigte die
Sedimentation von p300. Wahrend auch hier die Bindung an E2 zu einer
Sedimentation von p300 in Richtung des Bodens fuhrte, hatte die Inkubation mit
hNAP-1 — wie bei der Wechselwirkung zwischen E2 und hNAP-1 — die gegenteilige
Auswirkung, so dass auch hier die Visualisierung des ternaren Komplexes durch die
beiden unterschiedlichen Effekte erschwert wurde. Daruber hinaus kosedimentierten
jedoch alle drei Proteine ahnlich stark in den gleichen Fraktionen, wenn sie
miteinander inkubiert worden waren.

Moglicherweise hatte hier eine Auftrennung mittels Molekularsiebchromato-
graphie weitere Beweise erbracht, konnte jedoch aus zeitlichen Grinden nicht mehr

durchgefuhrt werden.

Das Resultat der Koimmunprazipitation der drei Proteine unterstutzt die
Annahme einer Bildung des ternaren Komplexes in vivo. p300 prazipitierte sowohl
HPV8 E2 und hNAP-1 allein als auch beide Proteine gemeinsam. Es kann hier
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die beiden Proteine jeweils an

verschiedene p300 Molekule banden. Jedoch liegt der Schluss nahe, dass das
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prazipitierte p300 mit hNAP-1 gesattigt war und HPV8 E2 hier zusatzlich gebunden
hatte. Diese Vermutung liegt einerseits in der wesentlich starkeren Expression des
hNAP-1 im Vergleich zu HPV8 E2 oder p300 begrindet. Ferner scheint die
Interaktion von hNAP-1 mit p300 deutlich starker zu sein als die von E2 mit hNAP-1
bzw. mit p300, worauf sowohl die Interaktionsanalyse von GST-hNAP-1 mit in vitro
translatiertem, radioaktiv markiertem p300-HAT als auch das Kompetitions-
experiment hinweist. Durch diese Analyse konnte auch erstmals eine Koimmun-

prazipitation von HPV8 E2 und p300 in vivo gezeigt werden.

Die hier gefundene starke synergistische Aktivierung der HPV8
Genexpression durch E2, hNAP-1 und p300 sowohl in RTS3b-Zellen als auch in
primaren Keratinozyten deutet ebenfalls darauf hin, dass ein Komplex aus diesen
drei Proteinen auch in vivo gebildet wird. Es wurde gezeigt, dass die Acetylierung
von in Nukleosomen verpackten Histonen durch p300 den Transfer der Histone H2A
und H2B auf hNAP-1 beglinstigt (ITo et al., 2000). Uberdies wird diskutiert, dass die
Abwesenheit von H2A/H2B in vitro durch eine weniger dichte Chromatinfaltung mit
verstarkter Transkriptionsaktivitat korreliert (CHAN und LA THANGUE, 2001). Dies
impliziert, dass die Rekrutierung von hNAP-1 und p300 durch E2 dazu fuhren kann,
dass eine solche H2A/H2B freie Umgebung geschaffen wird und der inhibitorische
Effekt der Nukleosomen fir die Aktivierung der Transkription aufgehoben wird. Ein
Chromatin Assembly Experiment, dessen Durchfuhrung aus zeitlichen Grianden
leider nicht mehr moglich war, wird kunftig weitere Hinweise erbringen, ob das E2
Protein hNAP-1 und p300 zur DNA rekrutiert.

Trotz der Bindung von p300 auch an BPV1 E2 in vitro (Mlller, 2003) ist nach
Koexpression von BPV1 E2 und p300 keine synergistische Aktivierung der BPV1
Genexpression zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Die Ursache hierfur konnte
bisher nicht geklart werden. Moglicherweise spielt die unterschiedliche Komposition
von BS fir zellulare Faktoren innerhalb der BPV1 LCR bzw. HPV8 NCR eine Rolle.

Eine Funktion von hNAP-1 bei der Aktivierung der Transkription scheint nicht
auf E2 beschrankt zu sein, da gereinigtes p53 gereinigtes hNAP-1 ebenso in vitro
direkt bindet und auch beide endogenen Proteine in vivo koprazipitieren. Uberdies ist

diese Wechselwirkung funktional, denn hNAP-1 stimulierte die p53-vermittelte
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Aktivierung der Transkription eines synthetischen Reporterkonstruktes und war
dariber hinaus in der Lage, gemeinsam mit p53 die Expression von p21 zu
induzieren und somit die Aktivierung eines p53-abhangigen endogenen Promotors zu
verstarken. Die Kooperation zwischen p53 und hNAP-1 weist auf eine Interaktion
beider Proteine in vivo hin. Da p53 ebenso wie E2 p300 direkt bindet und als
Koaktivator verwendet, wurde bisher spekuliert, dass fur eine Aktivierung der
Transkription die Koexpression von p300 erforderlich ist (SHIKAMA et al., 2000). Hier
reichte offensichtlich die Menge des endogen exprimierten p300, um zur Aktivierung

der Transkription beitragen zu konnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Transcriptional Enhancer
Factor-1 (TEF-1), welcher weder an p300 bindet noch dieses als Koaktivator
verwendet (SLEPAK et al., 2001, MULLER et al., 2002), nicht mit hNAP-1 interagiert
und auch nicht mit diesem bei der Aktivierung der Transkription kooperiert. Obwohl
die Zahl der Aktivatoren, die hier untersucht wurden, gering ist, kdnnte dies darauf
hinweisen, dass hNAP-1 bei der Aktivierung der Transkription nur gemeinsam mit
p300 agiert. Zukunftige Experimente werden dartUber Aufschluss bringen, ob die
Bindung und Aktivierung durch hNAP-1 fur Faktoren spezifisch ist, welche p300
binden und als Koaktivator verwenden, wie es in dieser Arbeit fir E2 und p53 gezeigt

wurde.

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten zeigen zum ersten Mal, dass neben
p300 auch hNAP-1 ein fur Aktivatoren der Transkription essentielles Protein darstellt.
Uber seine spezifische DNA-Bindung rekrutiert E2 wahrscheinlich sowohl p300 als
auch hNAP-1 in Promotornahe. Auf diese Weise tragen offensichtlich beide Proteine
mit ihren chromatinmodulierenden Eigenschaften entscheidend dazu bei, den
inhibitorischen Effekten der Nukleosomen entgegenzuwirken, um die effiziente

Genexpression der PV zu gewahrleisten.
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8. ZUSAMMENFASSUNG

Papillomviren (PV) infizieren die Basalzellen der Haut oder Schleimhaut und
induzieren die Bildung gutartiger Tumoren, die abhangig vom infizierenden PV-Typ
maligne entarten konnen. Das virale E2 Protein spielt eine essentielle Rolle bei der
Regulation des viralen Lebenszyklus. Es kann die virale Genexpression sowonhl
aktivieren als auch reprimieren und erflullt gemeinsam mit dem PV E1 Protein
Funktionen bei der effizienten Aktivierung der viralen Replikation. Innerhalb dieser
Studie wurden Wechselwirkungen des E2 Proteins mit zellularen Proteinen, die fir
die Aktivierung der Transkription wichtig sind, untersucht. In Vorarbeiten konnte mit
Hilfe eines Yeast two-Hybrid Systems das humane Nucleosome Assembly Protein 1
(hNAP-1), ein Histon Chaperon, als Interaktionspartner der Aktivierungsdomane des
Transkriptionsaktivators BPV1 E2 (Bovine PV1 E2) identifiziert werden. Diese
Interaktion wurde in vitro in GST pull-down Experimenten mit den E2 Proteinen von
BPV1, HPV8 (Human PV8) und HPV18 bestatigt. Ziel dieser Arbeit war, die
Bedeutung der Interaktion von E2 mit hNAP-1 fur E2-spezifische Funktionen zu
charakterisieren.

Die Wechselwirkung von hNAP-1 mit diesen drei E2 Proteinen konnte in vivo
durch Koimmunprazipitationen bestatigt werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die
Interaktion direkt ist und nicht nur durch den zellularen Koaktivator p300, der E2 und
hNAP-1 bindet, vermittelt wird. Durch die Koexpression von hNAP-1 wurde die E2-
vermittelte Aktivierung der Transkription stark stimuliert, was auf eine Rolle dieser
Wechselwirkung fur die E2-spezifische Aktivator-Funktion hinweist. E2 bindet an zwei
separate Regionen von hNAP-1, an eine innerhalb des C-Terminus und eine interne
Region. Durch die Verwendung von hNAP-1 Deletionsmutanten wurde gefunden,
dass die Interaktion von hNAP-1 mit E2 fur die Kooperativitat der beiden Proteine
notwendig ist, dass jedoch Uberdies die N-terminalen 91 Aminosauren von hNAP-1
fur dessen Koaktivitor-Funktion essentiell sind. Uberdies konnte hier zum ersten Mal
die Existenz eines ternaren Komplexes bestehend aus hNAP-1, E2 und p300 in vitro
durch ein Kompetitionsexperiment und eine Glycerolgradientanalyse gezeigt werden.
Dieser ternare Komplex scheint sehr effizient zur Aktivierung der Transkription
beizutragen, denn E2, hNAP-1 und p300 kooperierten bei der Aktivierung der HPV8
Genexpression. Somit kénnten sowohl p300 als auch hNAP-1 durch E2 in
Promotornahe rekrutiert werden, um die PV Genexpression effizient zu aktivieren.
Weiterhin interagiert auch p53, das ebenfalls p300 als Koaktivator verwendet, direkt
mit hNAP-1. Es konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass auch diese Interaktion
funktional ist, da hNAP-1 die p53-vermittelte Aktivierung der Genexpression
stimulieren konnte. Dagegen band TEF-1, welches p300 nicht als Koaktivator
verwendet, in vitro nicht an hNAP-1, und in Korrelation dazu war hNAP-1 auch nicht
in der Lage, die TEF-1-vermittelte Aktivierung der Transkription zu stimulieren.
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9. ABSTRACT

Papillomaviruses (PV) infect the basal cells of the skin or mucosal epithelium
thereby inducing benign tumors which may undergo malignant transformation
dependent on the infecting PV type. The viral E2 protein plays an essential role
within the regulation of the viral life cycle. It is able to activate or repress viral gene
expression, and together with the PV E1 protein E2 fulfills functions in the activation
of viral replication. In this study the role of the interaction of E2 with cellular proteins
which are important for transcriptional activation were investigated. In previous
experiments the human Nucleosome Assembly Protein 1 (hNAP-1), a histone
chaperone, was identified as a protein interacting with the activation domain of the
transcriptional activator BPV1 E2 (Bovine PV1 E2) by a yeast two-hybrid screen. This
interaction was confirmed in vitro by GST pull-down experiments with the E2 proteins
of BPV1, HPV8 (Human PV8) and HPV18. The aim of this study was to characterize
the importance of the interaction of E2 and hNAP-1 for E2-specific functions.

The binding of hNAP-1 to these three E2 proteins was confirmed in vivo by
coimmunoprecipitations. In addition, it was shown that the interaction is direct and not
merely mediated by the cellular coactivator p300, which is bound by E2 and hNAP-1.
E2-mediated activation of transcription was strongly stimulated by coexpression of
hNAP-1, indicating a role of this interaction for the activator function of E2. Two
separable domains of hNAP-1 are bound by E2, one within the C-terminus and an
internal domain. By using hNAP-1 deletion mutants it turned out, that the binding of
hNAP-1 to E2 is necessary for the cooperativity between both factors but in addition,
the N-terminal 91 amino acids of hNAP-1 also are crucial for its coactivator function.
Moreover, for the first time evidence for the existance of a ternary complex consisting
of hNAP-1, E2 and p300 in vitro was provided by a competition experiment and a
glycerol gradient sedimentation. This ternary complex seems to be very efficient in
activation of transcription since E2, hNAP-1 and p300 cooperated in activating HPV8
gene expression. Hence, p300 and hNAP-1 as well may be recruited to the DNA by
E2 to efficiently activate PV gene expression. Furthermore, p53 which also uses
p300 as a coactivator, directly interacts with hNAP-1. This interaction was also shown
to be functional since hNAP-1 could enhance p53-mediated activation of gene
expression. In contrast, TEF-1 which does not use p300 as a coactivator did not bind
to hNAP-1 in vitro and in correlation hNAP-1 was not able to stimulate TEF-1-
mediated activation of transcription.
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dass ich eine solche Veroéffentlichung vor Abschluss des Promotionsverfahrens nicht
vornehmen werde.

Die Bestimmungen dieser Promotionsordnung sind mir bekannt. Die von mir

vorgelegte Dissertation ist von Herrn Prof. Dr. Herbert Pfister betreut worden.
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Veroffentlichung eingereicht:

Rehtanz M, Schmidt HM, Warthorst U, and Steger G (2004). Direct interaction
between nucleosome assembly protein 1 and the papillomavirus E2 proteins involved
in activation of transcription. Mol.Cell. Biol. 24(5): 2153-68.
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