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1 Einleitung

Krebs ist verantwortlich fur jeden 8. Todesfall mit wahrscheinlich stark zunehmender
Tendenz in den nachsten Jahren (Garcia et al, 2007). Krebsentstehung ist ein
multifaktorieller Prozess, der durch eine Folge von genetischen und Umwelt-
bedingten Faktoren voran getrieben wird. Kontinuierliche proliferative Signale,
Resistenz gegenltber Wachstums-inhibitorischen Signalen, und gegen Zelltod, die
Fahigkeit zu replikativer Immortalitat, die Induktion von Angiogenese und Aktivierung
der Invasion und Metastasierung sind die 6 Merkmale von Krebs (Hanahan and
Weinberg, 2011). Diese Prozesse sind begleitet von Genom-Instabilitdt und

Entzindung.

Entzindungsreaktionen sind nicht nur Kofaktoren bei der Pathogenese von
chronischen Erkrankungen sondern auch bei der Karzinogenese (Balkwill und
Mantovani, 2010; Grivennikov et al, 2010; Qian und Pollard, 2010; Erez und
Coussens; 2011). Frihere Schatzungen besagen, dass 20 Prozent aller Krebsarten
an Entzindungsprozesse gekoppelt sind (Coussens und Werb, 2002), wobei der
tatsachliche Prozentsatz wahrscheinlich noch hoher liegt (Karin und Greten, 2005).
Mittlerweile gilt die Tumor-promovierende Entzindung als weiteres Merkmal von
Krebs (Hanahan und Weinberg, 2011).

Genom-weite Expressionsanalysen haben in den letzten Jahren zur ldentifizierung
von Krebs-assoziierten Stoffwechselwegen und Faktoren geflihrt. In diesem Rahmen
wurde wiederholt gefunden, dass die Expression des bisher kaum charakterisierten
Transkriptionsfaktors PBF (Papillomavirus Binding Factor, offizieller Genname
ZNF395) in Karzinomen erhoht war, und zwar als ein Hypoxie-induziertes Protein
und als Zielgen des Hypoxie-induzierbaren Faktors HIF-1. So war die Expression von
PBF in Glioblastomen und Neuroblastomen als Teil der hypoxischen Reaktion erhéht
(Murat et al, 2009; Fardin et al, 2010). In Neuroblastomen korrelierte die Expression
einer Gruppe Hypoxie-induzierter Gene, zu denen auch PBF gehort, mit einer
schlechten Prognose (Fardin et al, 2010). In Glioblastom- sowie Brust-,
Nasopharyngeal-, Nierenzell- oder Kolonkarzinom- Zelllinien wurde PBF nach
Kultivierung unter hypoxischen Bedingungen und/oder Uberexpression von HIF-1a
induziert (Lal et al, 2001; Jiang et al, 2003; Elvidge et al, 2006; Sung et al, 2007).

PBF war aulerdem Uberexprimiert in Nierenzellkarzinomen und in Osteosarkomen



(Tsukahara et al, 2004; Skubitz et al, 2006; Dalgin et al, 2007). Zudem korrelierte die
Expression von PBF in Ewing Sarkomen mit einer schlechten Prognose (Yabe et al,
2008). Dies indiziert, dass PBF eine funktionelle Rolle spielt in
Signaltransduktionswegen der zellularen Hypoxie-Antwort und in Karzinomen. PBF
wurde ursprunglich in unserer Arbeitsgruppe identifiziert aufgrund seiner Fahigkeit,
an die regulatorische Region des humanen Papillomvirus (HPV) Typ 8 zu binden
(Boeckle et al, 2002). PBF ist in der Lage, die Transkription von HPV8 zu
reprimieren, was auf eine mogliche antivirale Aktivitat im Rahmen der angeborenen
Immunitat hinweist (Sichtig et al, 2007b). Die genaue zellulare Funktion ist allerdings

unbekannt.
1.1 Der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF) 1

Als Hypoxie wird der Sauerstoffmangel in Geweben bezeichnet. Sie ist ein Merkmal
von entzundlichen Reaktionen und von schnell proliferierenden Geweben wie soliden
aber auch hamatologischen Tumoren (Moehler et al, 2003; Brahimi-Horn et al, 2007;
Nizet und Johnson, 2009). Im Falle von soliden Tumoren ist Hypoxie ein Resultat des
gestorten Gleichgewichts zwischen Proliferation und Vaskularisation. Aufgrund der
schlechten Versorgung mit Medikamenten und der geringeren Verfugbarkeit an
sauerstofffreien Radikalen sind maligne Zellen in solchen Regionen auch resistenter
gegenuber Strahlen- oder Chemotherapie (Moeller et al, 2007). Die Zellen begehen
verschiedene Adaptationen, die es ihnen ermdglichen unter diesen Bedingungen zu
Uberleben und zu proliferieren. Als Hauptregulator der Sauerstoff-Homdostase
fungiert der heterodimere Transkriptionsfaktor HIF. Er gehdért zur Familie der
basischen Helix-Loop-Helix Proteine und besteht aus einer konstitutiv exprimierten
HIF-1B-Untereinheit und einer durch Sauerstoff regulierten HIF-a Untereinheit (HIF-
1a, HIF-2a und HIF-3a), wovon HIF-1a am besten charakterisiert ist (Kaelin und
Ratcliffe, 2008). In Anwesenheit von Sauerstoff wird HIF-1a kontinuierlich Uber das
Proteasom abgebaut, was sich in der geringen Halbwertszeit (<5 min) des Proteins
widerspiegelt (Berra et al, 2001). Sauerstoff-, 2-oxoglutarat- und Eisen-abhangige
Prolylhydroxylasen (PHD) hydroxylieren humanes HIF-1a an Prolin 402 und 564
(lvan et al, 2001; Jaakkola et al, 2001; Bruick und McKnight, 2001; Epstein et al,
2001). Diese Modifikation fuhrt zu einer Interaktion mit dem Tumorsuppressorprotein
von Hippel-Lindau (VHL), Komponente eines E3-Ligase Komplexes, wodurch HIF-1a
polyubiquitiniert und der Proteasom-abhangigen Degradation zugefuhrt wird (Maxwell
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et al, 1999; Kallio et al, 1999). Zusatzlich hydroxyliert FIH (factor inhibiting HIF) einen
Asparaginrest (N803) in der carboxyterminalen Aktivierungsdomane von humanem
HIF-1a. Dadurch wird die Interaktion mit transkriptionellen Koaktivatoren, wie p300
oder CBP verhindert (Mahon et al, 2001; Webb et al, 2009). Unter hypoxischen
Bedingungen kénnen PHDs und FIH wegen des Sauerstoffmangels nicht mehr
hydroxylieren, was zu einer Erhéhung der HIF-1a Stabilitat fuhrt. HIF-1a kann mit
HIF-1B dimerisieren und im Nukleus an sogenannte Hypoxie-responsive Elemente
(HRE) binden und dadurch die Expression von mehr als 100 Genen induzieren
(Majmundar et al, 2010). HIF-1a regulierte Gene sind involviert bei der Regulation
des Glucose Metabolismus, der Zellzykluskontrolle, der Apoptose, der Angiogenese
und der Immuntoleranz (Denko, 2008; Nizet und Johnson, 2009; Majmundar et al,
2010). Die Expression von HIF-1a kann auch unabhangig von Hypoxie, z.B. durch
Onkogene induziert werden (Majmundar et al, 2010). Untersuchungen verschiedener
Krebsarten zeigten, dass eine Uberexpression von HIF-1a oft mit schlechter

Prognose korreliert (Semenza, 2007).
1.2 Der IKK-Komplex

An der hypoxischen Antwort der Zellen sind neben HIF-1 weitere
Transkriptionsfaktoren beteiligt, unter anderem NF-kB (Cummins und Taylor, 2005;
Kenneth und Rocha, 2008). NF-kB regulierte Gene sind wichtig fir die angeborene
Immunitat, fir Zellproliferation, -differenzierung und -Uberleben (Pasparakis et al,
2006; Hayden und Ghosh, 2011). Der NF-kB-Signaltransduktionsweg ist in vielen
malignen und nicht-malignen Erkrankungen dereguliert (Kumar et al, 2004; Courtois
und Gilmore, 2006; Karin, 2008; Baker et al, 2011; Ben-Neriah und Karin, 2011). Die
funf Mitglieder der NF-kB Familie bestehend aus NF-kB1 (p50 bzw. das
Vorlauferprotein p105), NF-kB2 (p52 bzw. das Vorlauferprotein p100), RelA (p65),
RelB und c-Rel, formen Homo- und Heterodimere. Alle besitzen eine Rel Homologie-
Domane, die wichtig fur DNA-Bindung und Dimerisierung ist (Hayden und Ghosh,
2008). In ,ruhenden“ Zellen binden Mitglieder der IkB Proteinfamilie (hauptsachlich
IkBa, IkBB und IkBg) an die NF-kB Dimere, wodurch die Bindung an DNA verhindert
wird und die Komplexe Uberwiegend im Cytoplasma zurickgehalten werden (Nolan
et al, 1991; Tergaonkar et al, 2005; Basak et al, 2007). Die Freisetzung und damit die
Aktivierung der NF-kB Dimere erfolgt durch Degradation des Inhibitors. Die
Phosphorylierung der IkB Proteine durch den IKK (IkB Kinase) Komplex erlaubt die
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Bindung der SCF* TP E3-Ligasen, die IkB K48-polyubiquitinieren gefolgt von dem
Abbau durch das 26S Proteasom (Yaron et al, 1998; Tan et al, 1999, Fuchs et al,
2004). Der IKK-Komplex besteht aus den Kinasen IKKa (IkB Kinase a, IKBKA, IKK1)
und IKKB (IkB Kinase B, IKBKB, IKK2) und der regulatorischen Untereinheit IKKy
(NEMO) (DiDonato et al, 1997; Mercurio et al, 1997; Woronicz et al, 1997; Zandi et
al, 1997; Rothwarf et al, 1998; Yamaoka et al, 1998). Obwohl beide Kinasen eine
ahnliche Struktur (50% Sequenzubereinstimmung) haben, sind ihre Substrate
verschieden (Chariot, 2009; Israél, 2010). Die Aktivierung von NF-kB erfolgt
hauptsachlich durch zwei Signalkaskaden. Der klassische oder kanonische Weg wird
durch die meisten physiologischen Stimuli ausgeldst. Dazu gehdéren Signale von
Zytokinrezeptoren, wie dem Tumor Nekrose Faktor (TNF) Rezeptor 1,
Antigenrezeptoren und Rezeptoren, die Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMP) erkennen, wie TLR (toll-like receptor) 3 (Oeckinghaus et al, 2011). Dieser
Weg ist IKKB und NEMO abhangig und resultiert meist in der Phosphorylierung von
IkBa und der transkriptionellen Aktivitat von Uberwiegend p65-enthaltenden NF-kB
Heterodimeren (siehe Abbildung 1). Der nicht-kanonische Weg wird von spezifischen
Mitgliedern der TNF-Zytokinfamilie induziert und fuhrt zur IKKao-abhangigen
Phosphorylierung von p100 und dessen Prozessierung zu p52, wodurch RelB/p52

Dimere aktiviert werden (Sun, 2011).
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Abbildung 1: Der kanonische Weg der NF-kB-Aktivierung

Schematische Darstellung. Die Bindung von TNF-a an den TNFR1-Rezeptor flhrt zur Assoziation von
Adaptorproteinen wie TRADD, welches eine Plattform fir weitere Proteine wie TRAF (TNFR-
assoziierte Faktoren) 2 (oder TRAF5) bietet. Diese Proteine besitzen ein RING-Finger Doméane, die
ihnen potentiell ermodglicht als E3-Ligasen zu funktionieren (Bradley und Pober, 2001; Chen, 2005).
TRAF2 assoziert mit den Ubiquitinligasen clAP1 und clAP2 (nicht gezeigt) und der Kinase RIP1
(Mahoney at al, 2008). RIP1 wird polyubiquitiniert (linear oder K63-verknupft), wodurch die Bindung
und Aktivierung von TAK1 vermittelt durch TAB2/3 induziert wird (Kanayama et al, 2004; Ea et al,
2006; Gerlach et al, 2011). Anschliefend wird IKK3 an den Serinen 177 und 181 phosphoryliert und
aktiviert. Der aktive IKK-Komplex phosphoryliert [kBa, welches K48-polyubiquitiniert und Gber das
Proteasom abgebaut wird. Das aktivierte p50/p65 Heterodimer bindet an entsprechenden NF-kB
Bindestellen im Genom und aktiviert die Expression einer Vielzahl an Genen. Zusatzliche Proteine
kénnen Teil des Signalkomplexes sein, sind aber nicht dargestellt (Chen et al, 2002; Ducut Sigala et
al, 2004;). Ub: Ubiquitin; P: Phosphorylierung (modifiziert nach Chariot, 2009).

Die IKK- Untereinheiten haben auch NF-kB- unabhangige Funktionen, die wichtig fur
die Immunitat sind aber auch Karzinogenese fordern (Chariot, 2009). IKKB kann eine
Tumorprogression durch direktes Phosphorylieren von Tumorsuppressorproteinen
beeinflussen. So wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von Foxo3a zu dessen
Export aus dem Nukleus mit anschlieender Proteasom-vermittelter Degradation
fiihrt (Hu et al, 2004). In Ubereinstimmung damit korreliert die Menge an nukleérem

Foxo3a negativ mit der Expression von IKKB in Mammakarzinomen, und positiv mit
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der Uberlebensrate der betroffenen Patienten (Hu et al, 2004). IKKB kann ebenfalls
das Tumorsuppressorprotein p53 phosphorylieren, wodurch der SCF* " E3-Ligase
Komplex rekrutiert und das polyubiquitinierte Protein proteasomal degradiert wird
(Xia et al, 2009). Bekannte IKKB-Substrate sind in Abbildung 2 zusammengefasst.

IKKB
®
® \/ ™~ 1sc1 — mroRr
IRS-1 J_ X’ ® l
Insulin- ‘/ Dok1® @ Foxo3a
resistenz \/ R \ Entziindungs-
vermittelte
l Apapices Anigiogenese
ERK-MAPK DNA-Damage Zellzykhus-
Responss arrest

Abbildung 2: Substrate und Funktionen von IKKB unabhangig von NF-kB

Schematische Darstellung. IKKB phosphoryliert, neben den IkB Proteinen, viele Substrate, die haufig
antiapoptotische und proinflammatorische Prozesse fordern. Hier sind einige dieser Substrate mit den
entsprechenden Auswirkungen dargestellt. Die Phosphorylierung von IRS-1 inhibiert die
Signaltransduktion von Insulin und tragt damit zur Entwicklung einer Insulinresistenz bei (Tilg und
Moschen, 2008). Phosphoryliertes Dok1 inhibiert effizient die Aktivierung der Kinasen ERK
(extracellular signal-regulated kinase) 1 und 2 und fordert die Zellmotilitat (Lee et al, 2004). Die
Phosphorylierung der Tumorsuppressorproteine p53 und Foxo3a resultiert in deren proteasomalen
Degradation (Xia et al, 2009; Hu et al, 2004). Tuberous sclerosis (TSC) 1 und TSC2 reprimieren
zusammen die mTOR-Signalkaskade. Phosphorylierung von TSC1 durch IKKB interferiert mit dessen
Funktion und fuhrt damit zur Aktivierung von mTOR, wodurch die Angiogenese in Tumoren gesteigert
wird (Lee et al, 2007). P: Phosphorylierung (modifiziert nach Oeckinghaus et al, 2011).

Die Expression und Aktivitdt von IKKB wird durch Hypoxie erhdht. Daran sollen
sowohl Prolylhydroxylasen als auch aktivierte Kinasen, wie CaMK2, beteiligt sein
(Cummins et al, 2006; Culver et al, 2010; Melvin et al, 2011).

1.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Wie oben beschrieben, hat die Ubiquitin-abhangige Degradation von Onkoproteinen
und Tumorsuppressorproteinen eine besondere Bedeutung fur die Entstehung von
manchen Krebsarten (Mani und Gelmann, 2005). Daneben spielt die Ubiquitinierung-
die kovalente Bindung von Ubiquitin an Proteine- eine Rolle bei der Regulation von

verschiedenen anderen zellularen Prozessen wie Zellzykluskontrolle, Induktion der
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Immunantwort, Proteinqualitatskontrolle oder Signaltransduktion (Kerscher et al,
2006) (siehe auch Kapitel 1.1 und 1.2). Ubiquitinierung ist hierarchisch geordnet und
erfolgt unter ATP-Verbrauch. In einer enzymatischen Kaskade wird im ersten Schritt
Ubiquitin, ein 76 Aminosauren grol3es Protein, das von der Hefe bis zum Menschen
konserviert ist, an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) konjugiert. Im zweiten
Schritt wird das aktivierte Ubiquitin auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2)
transferiert. Im dritten Schritt erfolgt die Ubertragung auf das Substrat mit Hilfe einer
Ubiquitin-Protein Ligase (E3). Das Resultat ist meistens eine Isopeptid-Bindung
zwischen dem carboxyterminalen Glycin von Ubiquitin und der e-Aminogruppe eines
internen Lysin-Restes. Nach der Monoubiquitinierung kann die Ubiquitinkette durch
weitere Ubiquitin-Ubiquitin Isopeptid Bindungen elongiert werden (Hoppe, 2005).
Ubiquitin besitzt sieben Lysine (K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63) und alle
konnen fur eine Kettenverlangerung benutzt werden (Peng et al, 2003). K48-
Ubiquitinketten, mit einer Mindestlange von 4 Ubiquitinen, fUhren zu einer
Degradation des Substrats durch das 26S Proteasom, einem grof3en, multimeren
Protease-Komplex (Thrower et al, 2000). K63-Ubiquitinketten regulieren
hauptsachlich Protein-Protein Interaktionen. Mehrere Komponenten der IKK-
Signalkaskade, u. a. RIP1 und NEMO, werden K63-polyubiquitiniert und diese
Modifikation ist wichtig fur die Aktivierung des IKK-Komplexes (Chen, 2005; Wu et al,
2006; Israel, 2010).

1.4 Aktivierung von Interferon-stimulierten Genen

Wie bereits im Kapitel 1.2 erwahnt, wird IKK im Rahmen der angeborenen Immunitat
durch Rezeptoren die Pathogen-assoziierte molekulare Muster erkennen, aktiviert.
Toll-like Rezeptoren binden ein breites Spektrum an PAMPs, wobei jeder
Rezeptortyp ein ganz bestimmtes PAMP z.B. Lipolpolysaccharide (TLR4) oder
Flagellin (TLRS) detektiert (Akira et al, 2006). TLRs fungieren somit als Sensoren flr
bakterielle und virale Infektionen und leiten eine Immunantwort ein. Abbildung 3 zeigt
die Aktivierung von TLR3.
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Abbildung 3: Aktivierung der TLR3-Signalkaskade resultiert in Expression von Interferon,
Interferon-stimulierten Genen und pro-inflammatorischen Zytokinen.

TLR3 gehort zu einer Gruppe von zelluldren Rezeptoren, die Pathogen-assoziierte molekulare Muster
erkennen und essentiell fir die angeborene Immunantwort sind. TLR3 ist, unter anderem, in
Endosomen lokalisiert und erkennt dsRNA, sowie synthetische dsRNA-Analoga wie z.B. Poly I:.C
(Blasius und Beutler, 2010). Die Bindung der Liganden fiihrt zur Rekrutierung des Adaptors TRIF (TIR-
domain-containing adaptor protein-inducing IFNB) (Hoebe et al, 2003). TRIF assoziiert mit weiteren
Proteinen wie TRAF3, TRAF6, RIP1 und 3 (nicht alle dargestellt). TRAF6, RIP1, TRADD und TAK1
aktivieren den IKK-Komplex und damit NF-kB (siehe auch Abbildung 2) (Ermolaeva et al, 2008;
Pobezinskaya et al, 2008). Uber TRAF3 phosphorylieren TBK1 und IKKe IRF3 und aktivieren diesen
Transkriptionsfaktor (Fitzgerald et al, 2003; Hacker et al, 2006). IRF3 bildet Homodimere, transloziert
in den Nukleus und induziert die Expression von IFNB und von Interferon-stimulierten Genen (Honda
et al, 2006). Die Darstellung ist stark vereinfacht. Die Aktivierung von AP-1 ist nicht gezeigt.
P:Phosphorylierung. Ub:Ubiquitinierung.

TLR3 erkennt doppelstrangige RNA, ein haufiges Zwischenprodukt viraler
Replikation. Stimulierung der TLR3-Signalkaskade resultiert in Aktivierung von NF-
kB, durch den IKK-Komplex, und IRF3, mittels Phosphorylierung durch die Kinasen
TBK (tank-binding kinase) 1 und IKKe (Kawai und Akira, 2010). IRF3 ist ein sog. IFN
regulatory factor. Diese Proteine kdnnen die Expression von einigen Interferon-
stimulierten Genen (ISG) direkt, ohne die Notwendigkeit zuerst Interferon zu
induzieren, stimulieren (Tamura et al, 2008). IRF3 induziert die Expression der ISG56
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Genfamilie, zu der die 4 Mitglieder 1SG54, 1ISG56, ISG58 und ISG60 gehdren und
tragt so direkt zur Etablierung eines antiviralen Status in der infizierten Zelle bei.
Diese 4 Gene wurden auch als viral stress-inducible genes (VSIG) bezeichnet.
ISG56, der Namengeber dieser Familie, ist das am starksten in Interferon (IFN)-
behandelten Zellen induzierte Gen. Die ISG56 Proteine agieren als Inhibitoren
verschiedener viraler und zellularer Prozesse. Sie hemmen u. a. Translation,
Zellmigration, Proliferation, Signalwege und virale Replikation. IRF3 ist auch an der
Aktivierung der Expression von Typ | Interferonen beteiligt. Interferone sind eine
Familie von Zytokinen, die eine essentielle Rolle bei der Bekampfung solider und
hamatologischer Tumoren sowie viraler und bakterieller Infektionen spielen (Vilcek,
2006). IFN werden in drei Gruppen (Typ I, Il und IIl) mit zum Teil unterschiedlichen
Funktionen unterteilt. Zu der Gruppe der Typ | Interferone gehdren unter anderem
IFNa und B. IFNy ist ein Typ Il Interferon, wahrend IFNA die dritte Gruppe bildet. Typ
| und Il IFN- Rezeptoren assoziieren mit der Janus Kinase JAK1 und der Tyrosin
Kinase TYK2, wahrend Typ Il Rezeptoren mit JAK1 und 2 interagieren (Honda et al,
2006). Die Bindung von Typ | IFN an den entsprechenden Rezeptor initialisiert eine
Signalkaskade in deren Verlauf STAT (signal transducers and activators of
transcription) 1 und 2 phosphoryliert werden (Platanias, 2005). Die Proteine bilden
ein Heterodimer durch die Interaktion der phosphorylierten Tyrosin-Reste und der
SH2-Domane des Dimerpartners. Das Heterodimer assoziiert mit IRF9 (IFN
regulatory factor 9), wodurch der Transkriptionskomplex ISGF3 entsteht (Horvath et
al, 1996; Martinez-Moczygemba et al, 1997). Dieser bindet an sogenannte ISREs
(interferon  stimulated  response element), mit der Konsensussequenz
AGTTCNNTTTCC, die sich in den Promotorbereichen von Interferon-stimulierten
Genen befinden (Darnell et al, 1994). Promotoren kdnnen eine oder multiple ISREs
enthalten, die deren Induktion durch IFN vermitteln (Pellegrini und Schindler, 1993).
IRFs erkennen ebenfalls ISREs aber nur von einigen ISGs (Tamura et al, 2008). Die
konzertierte Aktion verschiedener Faktoren u.a. Interferone, IRFs, NF-kB, fuhrt zur

Etablierung der antiviralen Antwort.



1.5 Der SIN3-HDAC-Komplex und die Regulation der Stabilitat von

Transkriptionsfaktoren

Interessanterweise benodtigen sowohl ISGF3 als auch IRF3 die Aktivitat von
Histondeacetylasen (HDAC), um ISGs zu aktivieren (Chang et al, 2004; Nusinzon
und Horvath, 2005). HDACs kdénnen sowohl als positive als auch als negative
Regulatoren wahrend der TLR-Signaltransduktion agieren (Aung et al, 2006; Halili et
al, 2010). Im IFN-Signalweg ist beispielsweise die Acetylierung wichtig fur die Bildung
des ISGF3 Transkriptionskomplexes. HDACs sind notwendig, um STAT1 zu
deacetylieren, damit es fur die Reinitiation als Reaktion auf IFN zur Verfliigung steht
(Kramer et al.,, 2009). Die Inhibition von HDACs wird zunehmend als neue
Therapiemoglichkeit bei malignen Erkrankungen eingesetzt (Leggatt und Gabirielli,
2011), was auf eine Aktivitat von HDACs in Karzinomen hinweist. Verschiedene

HDAC-Inhibitoren werden zurzeit in klinischen Studien getestet (Ma et al, 2009).

Der Kern des SIN3/HDAC-Komplexes besteht aus SIN3, HDAC1/2, SAP30, SAP18,
SDS3 und RBBP4/7 (Zhang et al, 1997; Hassig et al, 1997; Laherty et al, 1998,
Zhang et al, 1998). SIN3 dient als Hauptgerustprotein (Grzenda et al, 2009). HDAC1
und 2 gehoren zur Klasse | von Histondeacetylasen (De Ruijter et al, 2003). SAP30,
ein evolutionar konserviertes Protein, bindet direkt an SIN3 und an anderen

Mitgliedern des Komplexes, und scheint diesen zu stabilisieren (Zhang et al, 1998).

Lysin Acetylierung ist eine posttranslationale Modifikation, bei der eine Acetylgruppe
von Coenzym A mit der e-Gruppe eines Lysins verknupft wird, was zur
Neutralisierung der positiven Ladung fuhrt. Durch Deacetylierung von Lysin-Resten in
Histonenden vermittelt der SIN3/HDAC-Komplex in den meisten Fallen
transkriptionelle Repression auf Ebene des Chromatins (Hassig et al, 1997).
Acetylierung und Deacetylierung spielen auch eine Rolle bei der Kontrolle von
Transkriptionsfaktoren selbst, unter anderem durch Regulation ihrer Stabilitat (Sadoul
et al, 2008; Yang und Seto, 2008). Da Lysine auch bei der Ubiquitinierung Ziel der
posttranslationalen Veranderungen sind, besteht eine Wechselwirkung zwischen
diesen beiden posttranslationalen  Modifikationssystemen.  Unterschiedliche
Mechanismen der Regulation der intrazellularen Proteinmenge von Faktoren mittels
Ubiquitinierung und Acetylierung/Deacetylierung wurden beschrieben. Die Lysin-

Acetylierung/Deacetylierung kann direkt oder indirekt mit der Ubiquitinierung des
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Proteins wechselwirken. Im Fall von RelA verhindert die Acetylierung bestimmter
Lysine deren Ubiquitinierung durch eine direkte Kompetition um die Lysin
Akzeptorstellen, wodurch das Protein stabilisiert wird. Diese Acetylierung ist
verantwortlich fur Repression und Aktivierung spezifischer NF-kB-responsiver Gene
(Li et al.,, 2011). Ein alternativer Mechanismus der posttranslationalen Kontrolle
wurde fir Cyclin A beschrieben. Hier dient die Acetylierung von Lysinen als Signal fir
die Ubiquitinierung anderer Lysine und destabilisiert somit das Protein wahrend eine
Deacetylierung die Stabilitat erhdht (Mateo et al, 2010).

Bei der Kontrolle von RUNX1, einem Schlusselregulator der Hdmatopoese, wurde
eine Abhangigkeit zwischen Phosphorylierung und Ubiquitinierung gezeigt. RUNX1
ist eines der am haufigsten mutierten Gene in menschlichen Leukamien (Look, 1997;
Speck und Gillland, 2002). Die ERK1-abhangige Phosphorylierung von RUNX1
stimuliert die Transkriptionsaktivitat des Proteins und fuhrt gleichzeitig zum
proteasomalen Abbau, indem die Bindung an den SIN3-HDAC-Komplex verhindert
wird. Die Bindung des SIN3-HDAC-Komplexes an nicht ERK-phosphoryliertes
RUNX1 stabilisiert es (Imai et al, 2004). Auf diese Weise ist sicher gestellt, dass die
transkriptionelle Aktivitdt von RUNX1 gering und nur vorubergehend ist (Bae und
Lee, 2006). Eine Beteiligung der Deacetylase-Aktivitat wurde fur die oben

beschriebene Regulation der RUNX1 Proteinmenge allerdings nicht untersucht.
1.6 Das zellulare Protein PBF

PBF wurde urspringlich Uber seine Fahigkeit, an regulatorische Sequenzen
innerhalb der Kontrollregion einiger Papillomvirus (PV)-Typen zu binden, identifiziert
(Boeckle et al, 2002). Es wurde gezeigt, dass PBF auch an regulatorische Elemente
innerhalb des humanen Huntingtin Promotors binden kann, weshalb das Protein
auch HDBP2 (Huntington Disease Binding Protein 2) genannt wurde (Tanaka et al,
2004). Das Protein weist Homologien zu GEF (GLUT4 Enhancer Factor) und dem
murinen Protein GIG1 (Glucocorticoid Induced Gene 1 oder Zfp 704, human
ZNF704) auf. Alle drei Proteine haben das Potential einen Zinkfinger auszubilden
und besitzen hochkonservierte Regionen (CR1, 2 und 3) mit bis zu 86%
Sequenzibereinstimmung, weshalb vorgeschlagen wurde, dass sie eine neue
Familie von Transkriptionsfaktoren bilden (Tanaka et al, 2004). Wie in Abbildung 4

dargestellt, ist das humane PBF Protein 513 Aminosauren (AS) grof3 und besitzt eine
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funktionelle nukledre Exportsequenz (NES) und zwei potentielle nukleare
Lokalisationssequenzen (NLS), welche PBF als nukleo-cytoplasmatisches ,shuttle®-

Protein charakterisieren (Tanaka et al, 2004).

NLS 1 NLS 2
As:1 156-162 273-276 513
I I
NES Zn*
165-174 282-305
CR1 CR2 CR3
165-188 311-325 A77-513

Abbildung 4: Schematische Darstellung von PBF

Eingezeichnet sind die Position der funktionellen nukledren Exportsequenz (NES), die Positionen der
zwei potentiellen nuklearen Lokalisationssequenzen (NLS) und des Zinkfingers. CR1, 2 und 3 sind
konservierte Regionen in PBF, GEF und GIG1. As: Aminosaure.

Die subzellulare Lokalisation von PBF wird durch Wachstumsfaktoren kontrolliert. In
deren Anwesenheit wird das Protein durch die AKT Kinase und eine weitere
Phosphatidylinositol 3- Kinase (PI3K)- abhangige Kinase phosphoryliert, wodurch
eine Bindestelle fur 14-3-3, ein zellulares Chaperon, geschaffen wird. Die Interaktion
mit 14-3-3 tragt zur Sequestrierung von PBF im Cytoplasma bei. Nach Entzug von
Wachstumsfaktoren transloziert das Protein in den Zellkern. Die Uberexpression von
PBF resultierte in einer Inhibition der Zellproliferation, die zum Teil durch die
Interaktion mit 14-3-3 reduziert wurde (Sichtig et al, 2007a). Der Mechanismus der

PBF-vermittelten Wachstumsinhibition ist bisher nicht naher untersucht.

PBF besitzt innerhalb der CR3 zwei Regionen, die zu dem sogenannten E-Talil
bestimmter Isoformen der T-Zell-Faktoren TCF-1, -3 und -4 hochkonserviert sind. In
PBF ist die CR3 wichtig fur die Sequenz-spezifische DNA-Bindung (Sichtig et al,
2007b). Mutationsanalysen grenzten die Sequenz, die notwendig ist flr die Bindung
von PBF an die regulatorische Region von HPV8 und BPV1, auf CCGG (Boeckle et
al, 2002) und an den Huntingin-Promotor auf GCCGGCG ein (Tanaka et al, 2004).
Mutationen der jeweiligen DNA-Erkennungssequenzen fuhrten zur Reduktion der
basalen Promotoraktivitaten, woraus geschlossen wurde, dass PBF ein
transkriptioneller Aktivator der PV- und Huntingtin Promotoren ist (Boeckle et al,
2002; Tanaka et al, 2004). Im Fall von HPV8 konnte gezeigt werden, dass PBF mit
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RUNX1, das an eine zum PBF Motiv direkt benachbarte Bindestelle bindet, bei der
Aktivierung kooperiert (Schmidt et al., 1997). Darauf aufbauende Versuche
offenbarten, dass PBF direkt mit RUNX1 interagiert und beide bei der DNA-Bindung
an HPV8 kooperieren (Steger, personliche Mitteilung). Allerdings fuhrte die
Uberexpression von PBF zu einer Repression der Promotoren von PV und
Huntingtin, die jeweils die DNA-Bindedomane CR3 von PBF bendtigte (Sichtig et al,
2007b; Jordanovski et al, 2011). Im Fall von HPV8 war diese Repression durch
Trichostatin A (TSA), einen Inhibitor von HDAC, aufgehoben, was impliziert, dass
Histondeacetylasen beteiligt sind (Sichtig et al, 2007b). Die PBF-vermittelte
Repression ist ebenfalls abhangig von der Interaktion mit Komponenten des
SIN3/HDAC-Komplexes, vermittelt Uber eine direkte Interaktion von PBF mit SAP30.
Dies impliziert, dass PBF als Aktivator und Repressor fungieren kann. Koexpression
von PBF mit SAP30 (oder HDAC1) verstarkte nicht nur die transkriptionelle
Repression durch PBF, sondern erhdhte auch die Menge an rekombinantem PBF,
was auf eine mdgliche Regulation der Proteinstabilitat von PBF durch SAP30 bzw.
den mSIN3A/HDAC1 Komplex schlielen lasst (Sichtig et al, 2007b). Abbildung 5

fasst die bisherigen Ergebnisse zusammen.

Wachstums-
faktoren

PI3K-abhangige M

Cytoplasma - angel an

i Kinase Wachstums-
faktoren

Repressionder
Nukleus Transkription .~

el
HPV8/zell.Gene

BF-Bindestelle

Abbildung 5: Model der bekannten Regulationen und Funktionen von PBF

In Anwesenheit von Wachstumsfaktoren phosphoryliert AKT und eine weitere Phosphatidylinositol 3-
Kinase (PI3K)- abhangige Kinase PBF, wodurch eine Bindestelle fiir 14-3-3, ein zellulares Chaperon,
geschaffen wird. Die Bindung an 14-3-3 tragt zur Sequestrierung von PBF im Cytoplasma bei. Nach
Entzug von Wachstumsfaktoren transloziert das Protein in den Zellkern, wo es an spezifischen DNA-
Sequenzen bindet und mit Komponenten des SIN3-HDAC-Komplexes die Transkription der Zielgene
reprimiert.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Genom-weite Expressionsstudien indizieren eine funktionelle Beteiligung von PBF an
Signalwegen, die unter hypoxischen Bedingungen und in Karzinomen aktiv sind. Die
biologische Aktivitat des Proteins ist allerdings uberwiegend unbekannt. Da gezeigt
wurde, dass PBF ein Transkriptionsfaktor ist, konnte die Identifizierung seiner
zellularen Zielgene zum Verstandnis der Funktion von PBF in der Zelle beitragen.
Daher sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Zielgene von PBF bestimmt
werden. Transkriptionsfaktoren werden durch posttranslationale Modifikationen und
Protein-Protein-Interaktionen reguliert. Die Bindung an SAP30 fiuhrte zur
Stabilisierung von PBF. Diese Interaktion sollte naher charakterisiert und die
Regulation der Stabilitat und Aktivitat des Proteins durch Phosphorylierung

untersucht werden.
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2.2

2.3

2.3.1

MATERIAL

Bakterienstamme

Epicurian coli® XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, USA)
Genotyp: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac[F proAB
lac’ZAM15 Tn10 (Tet")]

Eukaryote Zellen

RTS3b:
Plattenepithelkarzinom-Zelllinie aus einer Epidermodysplasia verucciformis-
ahnlichen Lasion eines Nieren-Transplantat-Empfangers; ursprianglich HPVS
und HPV8 positiv, nach mehreren Passagen HPV-negativ (Purdie et al.,
1993).

C33A (ATCC: HTB-31):
Spontan immortalisierte humane Zervixkarzinom-Zelllinie ohne HPV-Genom

und mit epithelialer Morphologie (Auersperg, 1969; Del Vecchio, 1992).

U937 (ATCC: CRL-1593.2):
Maligne monozytische Zelllinie isoliert aus dem Pleuraerguss eines Patienten

mit histiozytaren Lymphom (Sundstrom und Nilsson, 1976).

U-87 MG (ATCC: CRL-1616):

Humane Glioblastom (Astrozytom)- Zelllinie (Ponten und Macintyre, 1968).

Nukleinsauren

Synthetisch hergestellte Oligonukleotide

Die HPLC- gereinigten Oligonukleotide wurden von den Firmen Operon (Koéln) und

Biolegio (Nimwegen, Niederlande) bezogen. Die Zahlenangaben beziehen sich
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jeweils auf die Positionen der Aminosauren im Protein. Gegenuber der Wildtyp-

Sequenz veranderte Nukleotide sind schwarz hervorgehoben.

e Oligonukleotide fur in vitro Mutagenesen:

Name ‘ Sequenz in 5—3’

PBF-T229A CAGTGGTGTCTCCGCCCCCTCGCCCCCCCAC

PBF-T229A-r GTGGGGGGGCGAGGGGGCGGAGACACCACTG

PBF-T229E CAGTGGTGTCTCCGAACCCTCGCCCCCCCAC

PBF-T229E-r GTGGGGGGGCGAGGGTTCGGAGACACCACTG

PBF-T348A GGCACCCCAGTCCCTGGGGCCCCCACCTCCGAGCCAG

PBF-T348A-r CTGGCTCGGAGGTGGGGGCCCCAGGGACTGGGGTGCC

PBF-T348E GGCACCCCAGTCCCTGGGGAACCCACCTCCGAGCCAG

PBF-T348E-r CTGGCTCGGAGGTGGGTTCCCCAGGGACTGGGGTGCC

PBF-S365A GCATGACTGGCCTGCCTCTGGCTGCTCTTCCACCACCTCTG

PBF-S365A CAGAGGTGGTGGAAGAGCAGCCAGAGGCAGGCCAGTCATGC

PBF-S365E GCATGACTGGCCTGCCTCTGGAAGCTCTTCCACCACCTCTG

PBF-S365E-r CAGAGGTGGTGGAAGAGCTTCCAGAGGCAGGCCAGTCATGC

PBF-K281R CTGTGAAGGTGATGTACAGGTGCCTGTGGCC

PBF-K281R-r GGCCACAGGCACCTGTACATCACCTTCACAG

PBF-K289R GGCCAAACTGTGGCAGAGTTCTGCGCTCCATTG

PBF-K289R-r CAATGGAGCGCAGAACTCTGCCACAGTTTGGCC

PBF-K298R/K302R GCGCTCCATTGTGGGCATCAGACGACACGTCAGAGCCCTCCAT
CTGGGGG

PBF-K298R/K302R-r | CCCCCAGATGGAGGGCTCTGACGTGTCGTCTGATGCCCACAAT
GGAGCGC

PBF-S212A/T216A GGTGACATCTCGGACGCCGGCAGCAGCGCTACCAGCGGTCAC
TGG

PBF-S212A/T216A-r | CCAGTGACCGCTGGTAGCGCTGCTGCCGGCGTCCGAGATGTC
ACC

PBF-S214A/S215A GACATCTCGGACAGCGGCGCCGCCACTACCAGCGGTCACTGG

PBF-S214A/S215A-r | CCAGTGACCGCTGGTAGTGGCGGCGCCGCTGTCCGAGATGTC

PBF- GACATCTCGGACGCCGGCGCCGCCGCTACCAGCGGTCACTGG
S$212/214/215/216A
PBF- CCAGTGACCGCTGGTAGCGGCGGCGCCGGCGTCCGAGATGTC

S$212/214/215/216A-r
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ISG56-Promotor-

GCTTTAGTTTCACTTTCCAGTTTCACTTTCCCTAGGTTTCCAACT

mutISREI TG

ISG56-Promotor- CAAGTTGGAAACCTAGGGAAAGTGAAACTGGAAAGTGAAACTA
mutIiSREI-r AAGC

ISG56-Promotor- CAGGAATTCCGCTAGCTTTCCTTTCGGTTTCCCCTTTCGGTTTC
mutISREII CcC

ISG56-Promotor- GGGAAACCGAAAGGGGAAACCGAAAGGAAAGCTAGCGGAATT
mutISREIl-r CCTG

¢ Oligonukleotide fur die quantitative PCR:

Forward-Primer Reverse-Primer

Sequenz in 5’—3’ Sequenz in 5’'—3’

ZNF395/PBF | CGAAAAAGAAAGAACTCTGTG CTGTGTCCCCCAGATGGAG

IFIT1/1ISG56 TCATCAGGTCAAGGATAGTCTG | GGTGTTTCACATAGGCTAGTAG

IFIT2/1SG54 ACTGCAACCATGAGTGAGAAC GCCTCGTTTTGCCCTTTGAG

IFl44 TGGCAGTGACAACTCGTTTGA CCGCTTCCCTCCAAAA

IFI16 CTGCACCCTCCACAAG CCATGGCTGTGGACATG
MEF2C GCCCTGAGTCTGAGGACAAG AGTGAGCTGACAGGGTTGCT
PEG10 AACAACAACAACAACTCCAAGC | TCTGCACCTGGCTCTGCAG
HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Falls nicht anders angegeben enthalten die im Folgenden aufgefuhrten Plasmide das

B-Laktamasegen zur Selektion in Bakterien mittels Ampicillin.

2.3.2 Prokaryote Expressionsvektoren

e pGEX5x2 (4,9 kb) erlaubt die Expression von Proteinen, die N-terminal mit der

Glutathion-S-Transferase (~28 kDa) fusioniert sind, unter der Kontrolle eines

Lac-Promotors (IPTG induzierbar) (Amersham Biosciences, Freiburg).

2.3.3 Eukaryote Expressionsvektoren
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pcDNA3.1+FLAG (5,4 kb) exprimiert Proteine, die N-terminal mit einem FLAG-
Epitop fusioniert sind unter dem T7- und dem CMV Promotor. Hierfur wurden
die komplementaren Oligonukleotide FLAG-Hindlll/EcoRI-5’ und FLAG-
Hindll/EcoRI-3’ dber Hindlll und EcoRIl in pcDNA3.1+ kloniert (Steger,
personliche Mitteilung).

pCMV-HA (3,8 kb) erlaubt die Expression von Proteinen, die N-terminal mit
einem Hamagglutinin-Epitop fusioniert sind, unter der Kontrolle eines CMV
Promotors (BD Biosciences, Heidelberg).

pCMV-Myc (3,8 kb) ermdglicht unter Kontrolle eines CMV Promotors die
Expression von N-terminal fusionierten Proteinen mit einem Myc-Epitop
(Clontech, Heidelberg).

pcDNA4/TO (5.1 kb) ermdglicht in Anwesenheit des Tetracyclin Repressors
eine Tetracyclin-induzierbare Expression von Proteinen. Der Vektor beinhaltet
2 Tetoperator 2 Sequenzen platziert stromaufwarts des humanen
Cytomegalovirus immediate-early Promotors und kodiert flr eine Zeocin-
Resistenz (Invitrogen, Karlsruhe).

pCMV-BL enthalt einen CMV Promotor vor der MCS (Muiltiple cloning side)
vom Bluescript BL Vektor (Lin et al, 1994).

2.3.4 Reporterplasmide

ISG56-Prom-Luc beinhaltet die Nukleotide -3 bis -654 des ISG56 Promotors.
Diese wurden uber Sacl/Hindlll in pGL3-Basic kloniert (Grandvaux et al,
2002).

ISG56-Prom-2x ISREI beinhaltet zwei Kopien des ISREI. Uber in vitro
Mutagenese mit den Oligonukleotiden 1ISG56-Promotor-mutlSREIl und 1ISG56-
Promotor-mutISREII-r wurde im ISG56-Prom-Luc das ISREII durch das ISREI
ersetzt (vorliegende Arbeit).

ISG56-Prom-2x ISREIl beinhaltet zwei Kopien des ISREIl. Uber in vitro
Mutagenese mit den Oligonukleotiden ISG56-Promotor-mutlSREI und 1SG56-
Promotor-mutlSREI-r wurde im 1SG56-Prom-Luc das ISREI durch das ISREII

ersetzt (vorliegende Arbeit).

18



e pISRE beinhaltet vier direkt auf einander folgende Kopien des ISREIlI aus dem
ISG56 Promotor, platziert stromaufwarts eines synthetischen Promotors und
des Luciferase Gens (Panomics, Mailand, Italien).

e BPV1-3xBS1-wt-Luc kodiert vor dem Luciferase Gen 3x die BS-1 von BPV1
vor dem MLP (major late promoter) (Boeckle et al, 2002).

e HPV8-NCR-Luc Die NCR von HPV8 mit Teilen der flankierenden L1- und E6-
Leserahmen (Position 7077-558) wurde als Hindlll/Bglll-Fragment aus NCR8-
CAT (Stubenrauch et al., 1992) in die Hindlll/BamHI-Schnittstellen von pALuc
kloniert (Steger, personliche Mitteilung).

2.3.5 Rekombinante Plasmide

PBF-Konstrukte:

e pcDNA3.1-FLAG-PBF kodiert fir den ORF von PBF. PBF wurde aus pET14b
isoliert und in pcDNA3.1-FLAG Uber Xhol kloniert (Sichtig, 2006).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFAN kodiert fur eine Deletionsmutante von PBF (AS
114-513), die aus pET14b isoliert und Uber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert
wurde (Sichtig, 2006).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFA3 kodiert fur eine Deletionsmutante von PBF (AS 189-
378), die aus pET14b isoliert und tber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert wurde
(Steger, personliche Mitteilung).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFA4 kodiert fur eine Deletionsmutante von PBF (AS 223-
378), die aus pET14b isoliert und tber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert wurde
(Sichtig, 2006).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFAS5 kodiert fur eine Deletionsmutante von PBF (AS 114-
378), die aus pET14b isoliert und Gber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert wurde
(Sichtig, 2006).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFA9 kodiert fur eine Deletionsmutante von PBF (AS 263-
513), die aus pET14b isoliert und tber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert wurde
(Sichtig, 2006).

e pcDNA3.1-FLAG-PBFA10 kodiert flr eine Deletionsmutante von PBF (AS
379-513), die aus pET14b isoliert und uber Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert

wurde (Sichtig, 2006).
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pcDNA3.1-FLAG-PBFmtCR3 kodiert fir den ORF von PBF mit AS-
Austauschen (AS 484-488 und AS 502-506), der aus pET14b isoliert und uber
Xhol in pcDNA3.1-FLAG kloniert wurde (Sichtig, 2006).
pcDNA3.1-FLAG-PBF-3xT/S-A (T229/348/S365A) kodiert fur den ORF von
PBF mit AS-Austauschen. Die Threonine an den Positionen 229 und 348 bzw.
das Serin an Position 365 wurden Uber mehrere in vitro Mutagenesen mit den
Oligonukleotiden PBF-T229A bzw. PBF-T229A-r, PBF-T348A bzw. PBF-
T348A-r und PBF-S365A bzw. PBF-S365A-r in Alanine mutiert (vorliegende
Arbeit).

pcDNA3.1-FLAG-PBFA4-3xT/S-A (T229/348/S365A) kodiert fir den ORF
von PBFA4 mit AS-Austauschen. Die Threonine an den Positionen 229 und
348 bzw. das Serin an Position 365 wurden Uber mehrere in vitro
Mutagenesen mit den Oligonukleotiden PBF-T229A bzw. PBF-T229A-r, PBF-
T348A bzw. PBF-T348A-r und PBF-S365A bzw. PBF-S365A-r in Alanine
mutiert (vorliegende Arbeit).

pcDNA3.1-FLAG-PBF-3xT/S-E (T229/348/S365E) kodiert fir den ORF von
PBF mit AS-Austauschen. Die Threonine an den Positionen 229 und 348 bzw.
das Serin an Position 365 wurden uber mehrere in vitro Mutagenesen mit den
Oligonukleotiden PBF-T229E bzw. PBF-T229E-r, PBF-T348E bzw. PBF-
T348E-r und PBF-S365E bzw. PBF-S365E-r in Glutaminsaure mutiert
(vorliegende Arbeit).

pcDNA3.1-FLAG-PBF-4xK/R (K281/289/298/302R) kodiert fur den ORF von
PBF mit AS-Austauschen. Die Lysine an den Positionen 281, 289, 298 und
302 wurden uber mehrere in vitro Mutagenesen mit den Oligonukleotiden
PBF-K281R bzw. PBF-K281R-r, PBF-K289R bzw. PBF-K289R-r und PBF-
K298R/K302R bzw. PBF-K298R/K302R-r in Arginine mutiert (vorliegende
Arbeit).

pcDNA3.1-FLAG-PBF-S212/214/215/T216A kodiert fir den ORF von PBF mit
AS-Austauschen. Die Serine an den Positionen 212, 214, 215 bzw. das
Threonin an Position 216 wurden uber in vitro Mutagenese mit den
Oligonukleotiden PBF-S212/215/215/T216A und PBF-S212/214/215/T216A-r
in Alanine mutiert (vorliegende Arbeit).
pcDNA3.1-FLAG-PBFA3-S212/214/215/T216A kodiert fir den ORF von

PBFA3 mit AS-Austauschen. Die Serine an den Positionen 212, 214, 215 bzw.
20



das Threonin an Position 216 wurden Uber in vitro Mutagenese mit den
Oligonukleotiden PBF-S212/215/215/T216A und PBF-S212/214/215/T216A-r
in Alanine mutiert (vorliegende Arbeit).

pcDNA3.1-FLAG-PBFA280-312 kodiert flr eine Deletionsmutante von PBF.
Uber in vitro Mutagenese wurden die AS 280-312 deletiert (Steger,
personliche Mitteilung).

pcDNA4/TO-FLAG-PBF ermdglicht die Expression von FLAG-PBF unter der
Kontrolle eines Tetracyclin responsiven Promotors. Der ORF, welcher fur PBF
fusioniert mit einem N-terminalen FLAG-Epitop kodiert, wurde aus pcDNA3.1-
FLAG-PBF isoliert und in pcDNA4/TO Uber Pmel ligiert (vorliegende Arbeit).

SAP30-Konstrukt:

pCMV-HA-SAP30 kodiert den ORF von SAP30 der aus pACT2 isoliert und
uber EcoRl und Xhol in pCMV-HA kloniert wurde (Steger, personliche
Mitteilung).

HDAC1-Konstrukte:

pCMV-Myc-HDAC1 kodiert den ORF fir HDAC1. Das Uber PCR mit dem
Template pOTB7-HDAC1 (RZPD) und den Oligonukleotiden HDAC1-EcoRI-5’
und HDAC1-Xhol-3’ amplifizierte Fragment wurde uUber EcoRI und Xhol in
pCMV-Myc kloniert wurde (Sichtig, 2006).

pGEX-5x2-HDAC1 kodiert den ORF fur HDAC1. Das uber PCR mit dem
Template pOTB7-HDAC1 (RZPD) und den Oligonukleotiden HDAC1-EcoRI-5’
und HDAC1-Xhol-3’ amplifizierte Fragment wurde uUber EcoRI und Xhol in
pGEX-5x2 kloniert wurde (Sichtig, 2006).

Sonstige Konstrukte:

CMVBL-IRF3-5D kodiert fur eine konstitutiv aktive Form des IRF3
Transkriptionsfaktors (Lin et al, 1998).
pcDNAG/TR kodiert fur den Tetracyclin Repressor und fur ein Blasticidin-

Resistenzgen (Invitrogen, Karlsruhe).
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2.3.6 DNA-Langenstandards

e 1 kb DNA-Leiter (Invitrogen, Karlsruhe)
e 0O’ Range Ruler™ 100 bp+500 bp DNA-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
e Mass Ruler™ mix DNA-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

2.3.7 Sonstige Nukleinsauren

e Desoxynukleotide (ANTP’s) (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

2.4 Radioisotope

e 3S_Cystein (Amersham Biosciences,
Freiburg)
2.5 Proteine
2.51 Enzyme

¢ Restriktionsendonukleasen wurden von folgenden Firmen bezogen:
- MBI Fermentas, St.Leon-Rot
- New England BiolLabs, Schwalbach

¢ Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e Taqg DNA-Polymerase (Ampligon, Kopenhagen,
Danemark)

e AccuPOL DNA-Polymerase (Ampligon, Kopenhagen,
Danemark)

e T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e T4 Polynukleotidkinase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

e A-Phosphatase (Santa Cruz, Heidelberg)
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2.5.2

2.5.3

GroRenstandards

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker, nieder- und hochmolekular, farblos und

vorgefarbt (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

Antiseren

a-PBF ein aus Kaninchen isoliertes, gereinigtes polyklonales Antiserum gegen
bakteriell exprimiertes PBF (Boeckle et al, 2002).

a-Aktin (C-11): polyklonaler AntikOrper gegen humanes B-Aktin aus der Ziege
(Santa Cruz, Heidelberg).

a-FLAG (M2): monoklonaler Antikérper gegen das FLAG-Epitop aus der Maus
(Sigma-Aldrich, Steinheim).

a-HA (3F10): monoklonaler Antikdrper gegen das Hamagglutinin-Epitop des
Influenza Virus aus der Ratte (Roche Applied Sciences, Mannheim).

a-c-Myc (9E10): monoklonaler Antikérper gegen das humane c-Myc-Epitop
aus der Maus (Roche Applied Sciences, Mannheim).

a-pERK1/2 (E10): monoklonaler Antikorper gegen humane
dualphosphorylierte (Thr202/Tyr204) ERK1/2 aus der Maus (Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts, USA).

a-pThr/pSer-Pro (AB3192): polyklonaler Antikorper gegen phosphorylierte
Threonine und Serine lokalisiert vor einem Prolin aus dem Kaninchen
(Millipore, Schwalbach).

a-Ub POD (FK2): Peroxidase (POD)-gekoppelter Antikbrper gegen mono- und
polyubiquitinierte Proteine (Biomol, Hamburg).

a-Maus/Kaninchen POD: POD-gekoppelter Antikorper gegen Maus- und
Kaninchen-1gG (Roche Applied Sciences, Mannheim).

a-Maus POD: POD-gekoppelter Antikorper gegen Maus-IgG (dianova,
Hamburg).

a-Kaninchen POD: POD-gekoppelter Antikorper gegen Kaninchen-1gG
(Sigma-Aldrich, Steinheim).

a-Ratte POD: POD-gekoppelter Antikorper gegen Ratten-IgG (Boehringer,
Mannheim).
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2.54

Prazipitationsreagenzien

ANTI-FLAG® M2 Agarose: Agarosekugelchen mit gekoppelten monoklonalen
Antikorpern gegen das FLAG-Epitop (Sigma-Aldrich, Steinheim).

Glutathion-Sepharose™ 4B (Amersham Biosciences, Freiburg).

2.6 Protease- und Phosphatase-Inhibitoren

Aprotinin: Serin-Protease-Inhibitor, inhibiert: Trypsin, Plasmin, Kallikrein und
Chymotrypsin (AppliChem, Darmstadt).

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).
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF): Serin-, Cystein-Protease-Inhibitor,
inhibiert  Trypsin, Chymotrypsin, Thrombin und Papain (AppliChem,
Darmstadt).

Natriumorthovanadat: Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor (Sigma-Aldrich,
Steinheim).

Natriumfluorid: Serin/Threonin-Phosphatase-Inhibitor (Sigma-Aldrich,

Steinheim).

2.7 Medien

2.71

Medien und Antibiotika fir die Kultivierung von Bakterien

LB-Broth-Base
Fertigmedium von AppliChem (Darmstadt)

Trypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 54/
NaCl 10 g/l
(PH 7.2)

25 g/l H,0O
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20 Minuten bei 121°C autoklaviert und anschlieend bei 4°C gelagert. Zur Selektion

wurde das Medium mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt.

e LB-Agar
Fertigmedium von AppliChem (Darmstadt)
Trypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 5 g/l
Agar 15 g/l
NaCl 10 g/l
(PH 7,2)
40 g/l H,O

20 Minuten bei 121°C autoklaviert und nach Abkuhlung auf ca. 50 °C, sowie Zugabe

von 100 pg/ml Ampicillin, in Petrischalen gegossen; Lagerung bei 4 °C.

e Ampicillin (AppliChem, Darmstadt)
Stockldsung: 100 mg/ml in H2O; steril filtriert
Endkonzentration: 100 ug/ml

2.7.2 Medien und Zusatze fiir die Kultivierung eukaryoter Zellen

e Dulbecco’s MEM (Modified Eagle Medium) fur C33A und U-87 MG Zellen

(Invitrogen, Karlsruhe) mit Glutamax, 4500 mg/ml Glucose, Pyridoxin, ohne

Natriumpyruvat

Zusatze:

FCS 10%

Streptomycinsulfat 100 mg/l

Penicillin 100 mu/l (alle Invitrogen, Karlsruhe)
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RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 fur U937 Zellen (Invitrogen,

Karlsruhe) mit Glutamax

Zusatze:
FCS 10%
Streptomycinsulfat 100 mg/l
Penicillin 100 mu/l

E-Medium fur RTS3b Zellen
Dulbecco’'s MEM 50%
Dulbecco’s Nut Mix F-12  50%
Transferrin 5 ug/ml
Triiodo-thyronin 2x 10" M
Adenin 1,8x 10" M
Insulin 5 ug/ml
Hydrocortison 0,4 pug/ml
Adrenalin 1 pug/ml
EGF 10 ng/ml
FCS 10%
Streptomycinsulfat 100 mg/l
Penicillin 100 mu/I

PBS

Trypsin/EDTA

Fir die Selektion stabiler Zelllinien:

Zeocin

Blasticidin

G418

Einfriermedium:
Dimethylsulfoxid (DMSO)
FCS

10%
90%

(alle Invitrogen, Karlsruhe)

(beide Invitrogen, Karlsruhe)

(alle Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Calbiochem, Schwalbach)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

(alle Invitrogen, Karlsruhe)

(beide Invitrogen, Karlsruhe)

(Invitrogen, Karlsruhe)
(PAA, Pasching, Osterreich)
(PAA, Pasching, Osterreich)

(AppliChem, Darmstadt)
(Invitrogen, Karlsruhe)

26



e Sonstige Reagenzien:

Name ‘ Konzentration Inkubationsdauer Hersteller

TNF-a 1 ng/ml 24 h Cell Signaling Technology, USA
BMS-345541 | 5 uM 24 h Sigma-Aldrich, Steinheim

Poly I:C 10 ng/ml 24 h InvivoGen, Toulouse, Frankreich
MG132 25 uM 16 h Biomol, Hamburg

u0126 15 uM 2h Biomol, Hamburg

IFNa 1000 U/ml 6 h Biomol, Hamburg

2.8 Reagenzien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wurden mit dem
Reinheitsgrad ,reinst® oder ,zur Analyse“ von folgenden Firmen bezogen: Amersham
Biosciences (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), BioRad (Minchen), Difco (Detroit,
USA), ICN (Aurora, USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck AG (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Steinheim).

2.8.1 Puffer und Losungen

Fur Proteinaufreinigung:

LSDB (Low Salt Dilution Buffer)

0-1000 mM

Glycerin 20%
Tris/HCI pH 7,9 50 mM
NP40 0,1%
DTT 1 mM
PMSF 1 mM
KCI 0-1000 mM
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Fur Proteingele:
SDS-Polyacrylamidgele (PAG)
Trenngel 8-15%
Acrylamid/Bisacrylamid 0,2-0,4%

4x Tris/HCI/SDS, pH 8,8 25%
Ammoniumpersulfat 0,03%
TEMED 0,1%

4x Tris/HCI/SDS, pH 8,8

Tris-Base 1,5M
SDS 0,4%
(mit HCI auf pH 8,8 eingestellt)

2x SDS-Probenpuffer

Tris/HCI, pH 6,8 125 mM
Glycerin 20%
SDS 2%
B-Mercaptoethanol 2%
Bromphenol-Blau 15 uM

(mit 1N HCI auf pH 6,8 eingestellt)

Coomassie Blau Farbeldsung

Methanol 50%
Essigsaure 10%
Coomassie brilliant blue 0,05%

Fiir Western Blots:

Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20%

Sammelgel 3,9%

Acrylamid/Bisacrylamid 0,1%
4x Tris/HCI/SDS, pH 6,8 25%
Ammoniumpersulfat 0,05%
TEMED 0,1%

4x Tris/HCI/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%

Entfarbelosung

Methanol 5%
Essigsaure 7%
TBST

Tris/HCI, pH 7,9 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05%
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Abblock-Losung
Magermilchpulver 4%
(in TBST)

Fur Luciferase-Tests:

KPO4-Puffer 1 M

K2HPO4 915 mM
KH2PO4 85 mM

Luciferase-Reaktions-Puffer

KPQOg4-Puffer, pH 7,8 100 mM
MgSO4 15 mM
ATP 5mM

Luciferin-Stammlosung (100x)
D-Luciferin 100 mg

in 7140 ul Luciferase-Reaktions-Puffer

Fur Agarosegele:

TAE-Puffer (pH 8,0)

Tris-Acetat 40 mM
EDTA 1 mM

Ethidiumbromidbad
Ethidiumbromid Tug/mi
in Hzo

Sonstige Puffer:
PBS (Phosphate Buffer Saline)

NaCl 137 mM
Na;HPO4 4,3 mM
KCI 2,7mM
KH2PO4 1,4 mM

Antikorper-Verdiinnungslosung
Magermilchpulver 4%
(in TBST)

Reportersol-Puffer

KPO,-Puffer, pH 7,8 100 mM
NP40 0,1%
DTT 1 mM

ATP-Stammldsung
ATP 100 mM
Tris/HCI, pH 7,9 200 mM

Farbmarker (6x)

Glycerin 30%
Bromphenolblau-Losung 0,25%
Xylen-Cyanol-L6sung 0,25%
Tris/HCI, pH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM
2x HBS

NaCl 280 mM
HEPES, pH 7,05 50 mM
KCI 10 mM
Na;HPO4 x 12 H,O 1,5 mM
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TE-Puffer
Tris/ClI 10 mM
EDTA 1 mM

2.8.2 Sonstige Chemikalien und Materialien

e Agarose
e Albumin Fraktion V

AppliChem, Darmstadt)
AppliChem, Darmstadt)
o Amplifizierer (Amplify Fluorographic Reagent)(Amersham, Freiburg)

e [3-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt)

e D-Luciferin, freie Saure Synchem, Felsberg)

e DMSO AppliChem, Darmstadt)
e FCS Invitrogen, Karlsruhe)
e FuGENEG6 Roche, Mannheim)

e X-tremeGene9 Roche, Mannheim)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

e |PTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid) (AppliChem, Darmstadt)
AppliChem, Darmstadt)

e Protein Assay Reagens BioRad, Munchen)

e RNase-Inhibitor MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
e TEMED (N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin) (AppliChem, Darmstadt)

e Western Blot Membranen aus Nitrocellulose 0,45 ym (Schleicher&Schuell,

e Ponceau-S-Rot

(
(
(
)

Dassel)

Plastikwaren wurden von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Greiner (Solingen),
Sarstedt (NUrnbrecht) und TPP (Trasadingen, Schweiz) bezogen.

Der Chemilumineszenz-Nachweis sowie Autoradiographien erfolgten mit ECL-
Hyperfilmen (Amersham, Freiburg) oder Ultracruz Autoradiography blue Filmen

(Santa Cruz, Heidelberg).

2.8.3 Reagenziensysteme (Kits)

e Pure Link™ HiPure Plasmid Filter Midi- und Maxiprep Kit

(Invitrogen, Karlsruhe)
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o QIAprep Spin/QlAprep 8 Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

e QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

e QuickChange™ Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA)
e Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden)
e TNT Coupled Reticulocyte Lysate System Promega, Madison, USA)
e BM Chemiluminescence Western Blotting Kit
e SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit

e LightCycler FastStart SYBR Green | Kit (Roche, Mannheim)

Roche, Mannheim)

(
(
(
(

Invitrogen, Karlsruhe)

2.9 In dieser Arbeit verwendete Gerate

e Eppendorf Thermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg)

e Eppendorf Centrifuge 5417 (Eppendorf, Hamburg)

e Heraeus Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments, Hanau)

e Heraeus Multifuge L-R (Heraeus Instruments, Hanau)

e Hettich Universal 320 (Hettich, Tuttlingen)

e Stericult 200 Incubator (Labotect, Gottingen)

e Labovert FS (Leica, Wetzlar)

e Biorupter (Diagenode, Liege, Belgien)

e Reinstwasseranlage Milli-QPlusPF (Millipore, Eschborn)

e Light Cycler Systems (Roche Applied Sciences,
Mannheim)
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3 Methoden

3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Transformationskompetente E.coli XL1-Blue-Bakterien wurden nach der Methode
von Chung und Miller (1988) hergestellt. 100 ml LB-Medium wurden in einem sterilen
1 Liter Erlenmeyerkolben mit 2,5 ml einer frischen Bakterienvorkultur inokuliert und
bei 37°C unter Schutteln bis zu einer ODggp von 0,5 inkubiert. 20 ml dieser Kultur
wurden verwendet, um weitere 100 ml LB-Medium anzuimpfen, welche wiederum bis
zu einer ODggo von 0,5 inkubiert wurden. Die Bakterien wurden dann fur 10
Minuten (min) auf Eis gestellt und anschlieffend 10 min bei 4°C und 3000 g pelletiert.
Das Bakterienpellet wurde in 5 ml eiskaltem TSB resuspendiert und erneut 10 min
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in vorgekuhite
Eppendorfgefalle aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C.

Um die Effizienz der neu hergestellten kompetenten Bakterien zu testen, wurden
100 ul der Bakterien mit 1 ng eines Testplasmids transformiert. Als Referenz diente

dabei ein Aliquot der aktuell verwendeten Bakterien.

3.1.2 Transformation kompetenter Bakterien

Die Transformation kompetenter XL1-Blue-Bakterien erfolgte mittels Hitzeschock.
Hierfir wurde die zu transformierende DNA (ca. 1 ng bzw. ein Ligationsansatz) mit
100 pl Bakteriensuspension 30 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurden die
Bakterien einem 45-sekindigem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Dabei entstehen
kurzzeitig Poren in der Zellmembran, die eine Aufnahme der Plasmid-DNA
ermdglichen. Nach einer weiteren Inkubation (ca. 3 min) auf Eis wurden die Bakterien
zur Selektion auf eine Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C
Uber Nacht inkubiert.
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3.1.3 Kurzzeitlagerung von Bakterien

Mit Parafilm abgedichtete Plattenkulturen oder dicht verschlossene Flussigkulturen

wurden bis zu 2 Wochen bei 4°C aufbewahrt.

3.1.4 Langzeitlagerung von Bakterien

Fur die Langzeitlagerung wurden 1000 pl einer dichten Bakterienvorkultur mit 500 pl
50% Glycerin vermischt und auf Trockeneis eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.

3.2 Zellkulturmethoden

Die hier verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 6% CO; und 80-90%
Luftfeuchtigkeit mit geeignetem Medium in Zellkulturflaschen kultiviert. Die gesamten
Zellkulturarbeiten fanden unter einer Sterilwerkbank (CA/REV4; CleanAir,
Minneapolis, USA) statt.

3.2.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Die C33A, RTS3b, und U-87 MG Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90%
subkultiviert. Hierfur wurden sie zweimal mit PBS gewaschen, mit einer
entsprechenden Menge an Trypsin/EDTA versetzt, die den gesamten Monolayer
bedeckte, und bei 37°C inkubiert. Je nach Zelllinie 16sten sich die Zellen nach 2-7
min vom Flaschenboden ab. Die abgelosten Zellen wurden in frischem Medium
resuspendiert und je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinie, erwinschtem
Dichtegrad und Bedarf in neue Zellkulturgefalde ausgesat.

U937 Zellen wurden bei einer Zellkonzentration von maximal 2 x 10° Zellen/ml
subkultiviert. Hierfur wurde die Zellsuspension 5 min bei Raumtemperatur (RT) und
250 x g zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in PBS resuspendiert und erneut
pelletiert (5 min, 250 x g, RT). AnschlieRend wurden die Zellen in frischem Medium

aufgenommen und in gewinschtem Verhaltnis in neue Zellkulturgefalde Ubertragen.
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3.2.2 Einfrieren und Lagerung von Zellen

Fir die Lagerung von Zellen wurden die in einer groRen Zellkulturflasche (150 cm?)
zu 80-90% konfluent gewachsenen Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 4 ml
Trypsin/EDTA vom Boden abgeldst und anschlielend in 10 ml frischem Medium
aufgenommen. Danach wurden sie 5 min bei 250 g zentrifugiert. Davon abweichend
wurden U937 Zellen mit einer maximalen Dichte von 1 x 10° Zellen/ml pelletiert (5
min, 250 x g) mit PBS gewaschen und anschlieRend wieder pelletiert. Das Zellpellet
wurde dann in 4,5 ml Einfriermedium resuspendiert und die Zellsuspension zu je

1,5 ml in Einfrierréhrchen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -80 oder -150°C.
3.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Anzahl der Zellen in einer Suspension wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Diese hatte eine Tiefe von 0,1 mm und eine Flache von 0,002
m? Mit einer Pasteur-Pipette wurde ein Aliquot von der zuvor gut gemischten
Suspension in die Neubauer-Zahlkammer transferiert. Unter dem Mikroskop wurden
anschlielend die Zellen in den vier Hauptquadraten gezahlt und der Mittelwert
gebildet, welcher multipliziert mit 10* der Anzahl der Zellen in einem ml der

Suspension entsprach.
3.2.4 Transfektion eukaryoter Zellen mit Plasmid-DNA

C33A und RTS3b Zellen wurden fur transiente Transfektionsanalysen verwendet. Da
die  Zellen reine DNA  normalerweise  nicht  aufnehmen,  wurden
Transfektionsreagenzien eingesetzt, die mit der Plasmid-DNA einen Komplex bilden,
welcher anschlie®end in den Zellen gelangen kann. Die transfizierten Zellen wurden
etwa 48 Stunden (h) nach der Transfektion auf die Expression der Plasmide

untersucht.
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3.2.4.1 Transiente Transfektion mittels Calciumphosphat-Prazipitation

C33A Zellen wurden mittels Calciumphosphat-Prazipitation (nach Ausubel et al.,
1992) transfiziert. Die folgenden Angaben beziehen sich auf Transfektionen in
Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser. Dafiir wurden 3,16x 10° Zellen in
Zellkulturschalen ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurde unter der Sterilwerkbank
die zu transfizierende DNA (bis zu 15 pg) mit H,O auf ein Volumen von 429 pli
aufgefullt und mit 493 ul 2xHBS vermischt. Nach Zugabe von 63 ul 2M CaCl, wurden
die Proben sofort 20 sec mit Hilfe eines Vortexers gemixt und 20 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieRend wurde das Prazipitat vorsichtig auf die
Zellen pipettiert, die Schalen geschwenkt und in den Brutschrank gestellt. Nach ca.
24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Die Ernte erfolgte ca. 48 h nach der

Transfektion.
3.2.4.2 Transiente Transfektion mittels ,,FUGENE*“

RTS3b Zellen wurden mit ,FUGENE"® transfiziert. Die folgenden Angaben beziehen
sich auf Transfektionen in 6-Loch-Platten. Bei groReren oder kleineren Gefalken
wurden die Mengen entsprechend angepasst. Fiir ein 6-Loch wurden 9 x 10* Zellen
in zwei ml Medium eingesetzt. Am folgenden Tag wurden pro Ansatz 100 pl
serumfreies Medium und bis zu 4 yl ,FUGENE"-Transfektionsreagenz (entspricht
einem Verhaltnis von 1:2 DNA zu ,FUGENE®) fir 5min bei RT inkubiert.
Anschlieltend wurden jeweils 100 ul des Gemisches zu der zu transfizierenden DNA
(bis zu 2 pg) gegeben und zur Komplexbildung 15 min bei RT inkubiert. Die
Transfektionsansatze wurden schlieBlich vorsichtig auf die Zellen pipettiert, die

Platten leicht geschwenkt und bis zur Ernte flr ca. 48 h inkubiert.

3.2.5 Generierung einer stabilen Zelllinie

Fur die Generierung einer Zelllinie, welche die induzierbare Expression von PBF
ermdglicht, wurde ein sogenanntes Tet-on System benutzt. Hierflr wurden in 6-Loch-
Platten RTS3b Zellen mit dem Vektor pcDNAG6/TR, welcher den Tet-Repressor
exprimiert und ein Blasticidin-Resistenzgen tragt, transfiziert. 48 h nach Transfektion

wurden die Zellen trypsiniert, und in Blasticidin-haltiges Medium (10 pg/ml) in ein
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neues 6-Loch ausgesat. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage durch frisches
Blasticidin-haltiges Medium ersetzt. Nachdem die Kontrollzellen, die ohne DNA
transfiziert wurden, abgestorben waren, wurde die Antibiotikumkonzentration
erniedrigt (2 pg/ml). Die transfizierten Zellen wurden monoklonal expandiert und auf
die Expression des Repressors getestet. Die Zelllinie mit der héchsten Menge wurde
fur eine zweite Transfektion mit 1 uyg pcDNA4/TO bzw. pcDNA4/TO-FLAG-PBF in 6-
Loch-Platten verwendet. Da der Vektor fur ein Zeocin-Resistenzgen kodiert, erfolgte
die Selektion der transfizierten Zellen mit Zeocin. Dazu wurden die Zellen 48 h nach
Transfektion trypsiniert, in Zeocin (400 pg/ml)- und Blasticidin (2 pg/ml)-haltiges
Medium resuspendiert und in eine neue 6-Loch-Platte Uberfuhrt. Alle zwei bis drei
Tage wurde ein Mediumwechsel mit frischem Zeocin-Blasticidin-haltigem Medium
durchgefuhrt. Nach Abschluss der Selektion wurde die Zeocin-Konzentration halbiert.
Transfizierte Zellen waren gegenuber Zeocin und Blasticidin resistent und wurden
gepoolt expandiert. Zur Induktion der Expression von FLAG-PBF wurden diese
Zellen (RTS3b-TR-FLAG-PBF) in Gegenwart von 1 jpg/ml Doxycyclin fur 24 h
inkubiert.

3.2.6 Ernte der transfizierten Zellen

3.2.6.1 Ernte durch physikalischen Zellaufschluss

Zellen einer 10 cm Zellkulturschale wurden zweimal mit 5 ml PBS gewaschen und in
200 ul 0,1 M LSDB-Puffer (bei grélkeren oder kleineren Ansatzen wurden die
Mengen entsprechend angepasst) mit einem Gummischaber vom Boden abgekratzt.
AnschlieBend wurden die Zellen 5x 30 sec in Eiswasser sonifiziert, um die
Zellmembran zu zerstéren und die DNA zu fragmentieren. Bei einer 10-mindtigen
Zentrifugation bei 4 °C und 21000 g wurden die Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand
wurde in neue vorgekuhlte Eppendorfgefalle auf Eis Uberfuhrt. Dieser Zellextrakt
konnte direkt flr Protein-Protein-Interaktionsstudien oder Expressionsanalysen

eingesetzt werden. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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3.2.6.2 Ernte durch chemischen Zellaufschluss

RTS3b Zellen haften sehr fest am Boden von Zellkulturgefalden. Dadurch werden sie
beim Abkratzen mit dem Gummischaber beschadigt und verlieren einen Grofteil
ihrer Luciferase-Aktivitat. Dieser Effekt konnte durch einen chemischen
Zellaufschluss mit NP40 verhindert werden. Hierfir wurden die Zellen zweimal mit 1
ml PBS gewaschen, mit 300 yl Reportersol Uberschichtet und 5 min bei RT inkubiert.
Der Uberstand wurde in vorgekihlte Eppendorfgefale auf Eis Uberfiihrt und konnte
direkt, oder nach Abzentrifugation von Zellresten flr die Luciferaseanalysen

eingesetzt werden.
3.2.7 Bestimmung der Luciferase-Aktivitat

Die Messung der Expression des Luciferase-Reportergens ist eine schnelle Methode
zur Aktivitatsbestimmung von Promotorsequenzen (de Wet et al., 1987), und erfolgte
im Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, Waltham, USA). Zunachst
wurde eine adaquate Menge Luciferase-Reaktionspuffer hergestellt und mit D-
Luciferin 1:100 versetzt. Je nach Aktivitat des Reporterkonstruktes wurde ein Aliquot
des Zellextraktes in eine 96-Loch Platte (Perkin Elmer, Waltham, USA) pipettiert,
welche unmittelbar danach in den Victor? gestellt wurde. Nach Injektion von 150 i
Luciferase-Reaktions-Puffer wurde die Lichtemission Uber einen Zeitraum von 10 sec
gemessen. Der ermittelte Wert (RLU) war proportional zur Aktivitat der exprimierten
Luciferase, die zur Anzahl der Zellen (Proteinkonzentrations-bestimmung) relativiert

wurde (RLU/Proteinkonzentration).

3.2.8 Wachstumsassay

RTS3b Zellen wurden mit 200 ng der FLAG-Expressionsplasmide fur PBF, bzw.
PBFmMtCR3 und dem entsprechenden Leervektor in 6-Loch-Platten mit FUGENE
transfiziert. Der hierbei verwendete Grundvektor pcDNA3.1 kodiert flir ein G418-
Resistenzgen und ermoglicht daher eine Selektion der transfizierten Zellen. Zur
Selektionskontrolle wurde ein Loch der Transfektion ohne DNA unterzogen. 48 h

nach Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und in G418-haltiges Medium (800
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pg/ml) Gberfuhrt. Nachdem die Kontrolizellen abgestorben waren, wurde die
Antibiotikum-Konzentration halbiert. Nach Inkubation in G418-haltigem Medium Uber
einen Gesamtzeitraum von 11 Tagen wurden die Zellen trypsiniert und anschlieend
via FACS (FACSCalibur; BD Biosciences, Heidelberg) quantifiziert.

3.3 DNA-Methoden
3.3.1 Kulturen zur Plasmidisolierung

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthielten ein Ampicillin-
Resistenzgen, so dass durch Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin sowohl in LB-Medium
als auch auf Agar-Platten eine Selektion auf plasmidtragende Bakterien durchgefuhrt
werden konnte. FUr die Plasmidisolierung wurden Bakterien aus Vorkulturen oder
von einer LB-Agar-Platte in Ampicillin-haltigem LB-Medium angeimpft und bei 37°C
und 200 rpm Uber Nacht wachsen gelassen. Fur eine analytische Plasmidisolierung
wurden 5 ml LB-Medium in einem 13 ml PE-Rohrchen (Sarstedt, Nurnbrecht) und far
eine praparative Plasmidisolierung bis zu 200 ml in einem sterilen Erlenmeyer-

Kolben inokuliert.
3.3.2 Plasmidpraparation

Praparative Plasmidisolationen (Mini-, Midi-, Maxipraparationen) als auch DNA-
Fragment-Aufreinigungen (PCR-Produktaufreinigungen, Gel-Extraktionen) wurden
mit Reagenziensystemen der Firma Qiagen (QlAprep Spin/QlAprep 8 Miniprep Kit,
QIAquick PCR Purification Kit, QIAquick Gel Extraction Kit) und der Firma Invitrogen
(Pure Link™ HiPure Plasmid Filter Midi- und Maxiprep Kit) nach Protokoll des
Herstellers durchgeflihrt. Diese Reagenziensysteme basieren auf der alkalischen
Extraktionsmethode nach Birnboim und Doly (1979) und der Bindung der DNA an
Anionen-Austauscher-Saulen (Quarzgel). Der DNA-Gehalt wurde am NanoDrop ND-

1000 Spektrophotometer (Peglab, Erlangen) bestimmt.
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3.3.3 DNA-Sequenzierung

Fir die DNA-Sequenzierung wurden jeweils 3-10 pmol Primer, 200- 500ng DNA-
Plasmid und 2 pl T-Mix (BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v1.1) in einem

Gesamtvolumen von 5 pl eingesetzt.

1 Temperaturzyklus: 94 °C 10 sec

30 Temperaturzyklen: 94 °C 10 sec (Denaturierung)
variabel °C 10 sec (Hybridisierung)
60 °C 3 min (Polymerisierung)

1 Temperaturzyklus: 4°C o0

Die Analyse erfolgte an einem 16 Kapillar-Sequencer (ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems Hitachi, Foster City, CA, USA).

3.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht die selektive Amplifikation
einer DNA-Sequenz. Dabei werden zwei Oligonukleotide (Primer) so gewahlt, dass
sie in 5°- und 3'-Richtung an einem der beiden DNA-Strange hybridisieren und somit
den zu amplifizierenden Bereich auf der DNA-Matrize einrahmen (Mullis und
Faloona, 1987).

Amplifikationen fir praparative Zwecke wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 ul
durchgefuhrt. 5-30 ng Plasmid-DNA wurden als Matrize eingesetzt und jeweils 10
pmol beider Primer sowie je 10 pmol der vier Desoxynukleotide. Unmittelbar nach
Zugabe von 1,25 u AccuPol- bzw. 2,5 u Tag-DNA-Polymerase wurden die Ansatze in
das auf 94 °C vorgeheizte PCR-Gerat (T3-Thermocycler, Biometra, Goéttingen)

gestellt und die 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 1-3 min (Polymerisierung)

1 Temperaturzyklus: 72 °C 10 min
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Die PCR-Bedingungen (Temperaturen und Zeiten der Hybridisierung und/oder der
Extension) wurden je nach Schmelztemperatur der Oligonukleotide und der Grofie
des zu amplifizierenden DNA-Bereiches variiert. Die Grofe und Menge des
erhaltenen PCR-Produktes sind ein Indikator fur die Spezifitat der Oligonukleotide

und der PCR-Bedingungen. Diese wurden mittels Gelelektrophorese Uberprift.

3.3.5 Echtzeit-PCR

Das Verfahren der Echtzeit-PCR (quantitative Real-Time PCR; gPCR) basiert auf der
herkdbmmlichen PCR, ermdoglicht aber neben der Amplifikation der Zielsequenz, die
Quantifizierung der Transkripte noch wahrend der Reaktion. Eine Mdglichkeit hierbei
stellt der Gebrauch von interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen dar. In dieser Arbeit
wurde SYBRGreen | verwendet, dessen emittierte Fluoreszenz nach Einlagerung in
doppelstrangiger (ds) DNA ansteigt. Somit korreliert die emitierte Fluoreszenz mit der
Menge an dsDNA. Um die Spezifitat der Reaktion zu Uberprifen, wurde im
Anschluss an die gPCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Hierbei wurde die
Temperatur langsam erhoht, wodurch eine Denaturierung der dsDNA und damit eine
Freisetzung von SYBRGreen | erfolgt. Anhand der detektierten Fluoreszenzabnahme
kann die Schmelztemperatur des Amplifikats bestimmt werden. Diese ist von der
Fragmentlange und von der DNA-Sequenz abhangig und somit spezifisch fur das
Amplifikat. Dadurch kdnnen auch unerwunschte Nebenprodukte detektiert werden.

Standardreihe: Fur PBF und HPRT1 wurde je eine Standardreihe zur absoluten
Quantifizierung erstellt. Hierzu wurden Plasmide, die das entsprechende Gen
kodieren und deren Konzentration bekannt war, entsprechend verdinnt. Fur
IFIT1/1SG56, IFIT2/1ISG54, IFl44, IFI16, MEF2C und PEG10 diente die serielle
Verdinnung der Proben als relativer Standard. Die Expressionsrate der zellularen

Gene wurde auf die absolute HPRT1 Expression normiert.
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2  ulcDNA

1,6 ul 25 mM CaCl,

12,4 ul H,0

1 pl Primer 1 (10 uM)

1 Ml Primer 2 (10 uM)

2  ul10x LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |

PCR-Bedingungen:

Vorinkubation: 95°C 10 min
Amplifikation: 95°C 10 sec
(40 Zyklen) variabel 10 sec
72°C 15 sec
Schmelzkurve: 95°C 10 sec
65°C 20 sec
90°C 1 sec
Kuhlung: 40°C 30 sec

3.3.6 In vitro Mutagenese

Mit Hilfe des Reagenziensystems ,QuickChange™ Site-directed Mutagenesis Kit “
(Stratagene, La Jolla, USA) wurden Punktmutationen in DNA (und dadurch
resultierenden Aminosaureaustausche in Proteinen) eingefuhrt. HierfUr wurde die zu
mutierende Plasmid-DNA mit zwei zueinander komplementaren Oligonukleotiden, die
jeweils die gewunschte Mutation enthielten, in einer PCR-Reaktion nach folgendem
Schema eingesetzt:

5 ul Reaktionspuffer

1 pl Plasmid (50 ng/ul)

1 pl Oligonukleotid A (125 ng/ul)
1 ul Oligonukleotid B (125 ng/pl)
1 pl dNTP-Mix

1 ul Pfu Turbo DNA-Polymerase

ad 50 ul H,O
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PCR-Bedingungen:

1 Temperaturzyklus: 95 °C 30 sec

18 Temperaturzyklen: 95 °C 30 sec
55 °C 1 min
68 °C 12 min

1 Temperaturzyklus: 68 °C 10 min

Die PCR-Bedingungen wurden je nach Grolle der Plasmid-DNA und Sequenz der
Oligonukleotide angepasst. Nach Beendigung der PCR und Abkuhlung des
Mutagenese-Ansatzes wurde 1 pl des Restriktionsenzyms Dpnl hinzugegeben und
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dieses Enzym schneidet nicht die neu synthetisierte
sondern nur die parentale methylierte Plasmid-DNA, welche nicht die gewlnschte
Mutation tragt. Fur die Transformation in E.coli wurden jeweils 1 und 5 pul des
Ansatzes und 100 upl XL1-Blue-Bakterien verwendet. Aus den gewachsenen
Bakterienklonen wurde die Plasmid-DNA prapariert und durch Sequenzierung auf die

Anwesenheit der Mutation Uberpruft.

3.3.7 DNA-Standardmethoden

Die hier aufgefuhrten Methoden wurden nach Protokollen von Maniatis et al., (1989),

Ausubel et al., (1994) oder nach Protokoll des Herstellers durchgeflhrt.

e Ethanolfallung von DNA

¢ DNA-Konzentrationsbestimmung

e Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

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

e Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

e Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren in Agarosegelen

¢ Reinigung von PCR-Produkten und DNA-Gelextraktion

3.4 RNA-Methoden
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3.4.1 RNA-Isolierung aus eukaryoten Zellen

Die Isolierung von RNA aus eukaryoten Zellen wurde mit Hilfe von
Reagenziensystemen (RNeasy Mini Kit und Q/Ashredder) der Firma Qiagen (Hilden)
durchgefuhrt. Die RNA wurde saulenchromatographisch durch Adsorption an eine
Silica-Gel-basierte Membran isoliert. Hierzu wurden in 6 cm Zellkulturschalen
ausgesate Zellen in Gegenwart eines Guanidin-Isothiocyanat-haltigem Puffers lysiert
und mittels QIAshredder homogenisiert. Die Isolierung und Aufreinigung wurden
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Der RNA-Gehalt wurde am NanoDrop
ND-1000 Spektrophotometer (Peglab, Erlangen) bestimmit.

3.4.2 RT-PCR

Fir die RT-PCR (Reverse-Transciptase PCR) wurde ein Reagenziensystem
(SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit) der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach
Angaben des Herstellers verwendet. 1 uyg RNA wurden in die RT-PCR-Reaktion

eingesetzt.

3.4.3 Microarray Analysen

Acht unabhangige Kulturen der RTS3b-TR-FLAG-PBF Zelllinie (unter 3.5.2
beschrieben) wurden fir 24 h in Ab- bzw. Anwesenheit von Dox inkubiert. Aus den
daraus resultierenden vier Probensets wurde gesamtzellulare RNA isoliert (unter
3.5.1 Dbeschrieben) und deren Konzentration gemessen. cDNA Synthese,
Hybridisierung auf eine Oligonukleotid Plattform (U133 Plus 2.0, Affymetrix) und
Auswertung wurden im Cologne Center for Genomics (AG Prof. Dr. Nlrnberg,

Universitat zu Koln) durchgefihrt.

3.5 Proteinmethoden

3.5.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

43



Ganzzellextrakte wurden durch physikalischen Zellaufschluss (wie unter 3.2.5.1

beschrieben) hergestellt.

3.5.2 Quantitative Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. 1 pl Ganzzellextrakt
oder 2 pl Luciferaseprobe wurden als Doppelansatz in eine 96-Loch-Platte pipettiert.
Als Eichkurve diente eine BSA-Verdunnungsreihe (0-10 pg). Die Proben wurden mit
150 pl einer 1:5 Verduinnung des BioRad Protein Assay Reagens (BioRad, Munchen)
versetzt. AnschlieRend wurde die ODsgyo in einem Spektralphotometer (Spectra,
Tecan, Crailsheim) gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Eichkurve

ermittelt.

3.5.3 Behandlung von Ganzzellextrakt mit A-Phosphatase

20 bis 50 ug Ganzzellextrakt (siehe 3.2.5.1) wurden 30 min bei 30°C mit 600 Units A-
Phosphatase (Santa Cruz, Heidelberg) und entsprechendem Reaktionspuffer
inkubiert. Nach Zugabe von 2x SDS-Probenpuffer wurden die Proben 5 min bei 95
°C inkubiert. Uber ein SDS-PAG wurden die denaturierten Proteine aufgetrennt und
anschlieRend in Western Blot Analysen mit dem entsprechenden Antikorper

nachgewiesen.

3.5.4 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Fur die Isolierung der GST-Fusionsproteine wurden 200 ml Ampicillin-haltiges LB-
Medium 1:40 mit einer Vorkultur der Bakterien angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm
bis zu einer ODggp von 0,6-0,9 inkubiert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte
durch Zugabe von 0,5 mM IPTG. Anschlieliend wurden die Erlenmeyerkolben mit
den Bakterienkulturen bei 37 °C und 200 rpm fir 2 h ins Wasserbad gestellt. Durch
10-minutige Zentrifugation bei 4 °C und 4000 rpm wurden die Bakterien pelletiert und

in 5 ml 0,5 M LSDB resuspendiert. Nach der Lyse der Bakterien durch viermaliges
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Sonifizieren der Suspension fir je 30 sec bei 100 Watt auf Eis wurden die
unléslichen Zelltrimmer 10 min bei 4 °C und 21000 g abzentrifugiert. Der im
Uberstand vorhandene Extrakt wurde in 2 ml EppendorfgefaRRe aliquotiert und bei -80
°C gelagert.

Die Aufreinigung der im Zellextrakt enthaltenen GST-Fusionsproteine wurde mit Hilfe
von Glutathion-Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg) durchgefuhrt. Der
Vorteil hierbei ist, dass der GST-Fusionsanteil sehr effizient und spezifisch das an
der Oberflache der Sepharose exponierte Glutathion bindet. Pro Ansatz wurden 15 ul
der Sepharose mit 1 ml H,O gewaschen und anschlieRend mit 1 ml 0,5 M LSDB
equilibriert. Bei jedem Schritt wurden die Sepharosekigelchen in den
Eppendorfgefallen 8- bis 10-mal invertiert und fur 1 min bei 1000 x g pelletiert.

Auf die equilibrierte Sepharose-Matrix wurden fur eine Testaufreinigung zwischen
150 und 200 pl Zellextrakt gegeben und 1 h bei 4 °C inkubiert. Um unspezifisch
gebundene Proteine zu entfernen, wurde anschlieBend insgesamt viermal mit 1 M
LSDB und zweimal mit 0,1 M LSDB gewaschen. Durch die Zugabe von 20 pl 2x
SDS-Probenpuffer und 5-minudtige Inkubation bei 95 °C wurden die aufgereinigten
GST-Fusionsproteine von den Sepharosekugelchen gelost und Uber ein SDS-PAG
aufgetrennt. Zur Visualisierung erfolgte nach der Auftrennung der Proteine eine 20-
minUtige Inkubation des Gels in Coomassie brilliant blue. Der Hintergrund wurde in
H2O uber Nacht entfarbt.

3.5.5 In vitro Translation

Fur die in vitro Translation von Proteinen wurde das ,TNT Coupled Reticulocyte
Lysate System“ (Promega, Madison, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Die Proteine wurden hierbei mit **S-Cystein radioaktiv markiert.

3.5.6 Protein-Protein Interaktionsanalysen

3.5.6.1 Interaktionen von GST-Fusionsproteinen mit in vitro translatierten

Proteinen
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Die fUr die Interaktionsanalysen bendtigten GST-Fusionsproteine wurden (wie unter
3.6.4 beschrieben) aufgereinigt und in 100 ul 0,1 M LSDB vorgelegt. Der Zugabe von
10 ul des in vitro Translationsansatzes des jeweiligen %S-markierten Proteins folgte
eine zweistundige Inkubation des Gemisches unter leichtem Schutteln auf Eis. Vier
Waschschritte mit 0,1 M LSDB wurden durchgefuhrt, um unspezifische Interaktionen
zu minimieren. AnschlieRend wurden die Sepharoseklgelchen mit den gebundenen
Proteinen in 20 ul 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C inkubiert.
Uber ein SDS-PAG wurden die im Probenpuffer denaturierten Proteine aufgetrennt.
Das Gel wurde 20 min in Coomassie brilliant blue gefarbt und 1 bis 2 h im
Entfarberbad geschwenkt.

Fur den Nachweis gebundener in vitro translatierter Proteine wurde das Gel zur
Verstarkung des Signals 20 bis 30 min in Amplifizierer inkubiert und eine Stunde im
Geltrockner (Gel Dryer Model 583, BioRad, Munchen) getrocknet.

Ein bei -80 °C exponierter, radiosensitiver Film lieferte den Nachweis der radioaktiv

markierten, gebundenen Proteine.
3.5.6.2 Ko- bzw. Immunprazipitation

0,2 bis 1 mg der Ganzzellextrakten aus transient transfizierten C33A Zellen
(beschrieben unter 3.2.4.1 und 3.2.5.1) wurden flur 2 bis 4 Stunden mit 15 pl FLAG-
Antikdrper-gekoppelten Agarose-Kugelchen (ANTI-FLAG® M2 Agarose, Sigma-
Aldrich, Steinheim) bei 4 °C im Rollinkubator inkubiert. Anschlieend wurden die
Ansatze 4- bis 5-mal mit 0,1 bis 0,3 M LSDB gewaschen, wobei der letzte
Waschschritt immer mit 0,1 M LSDB durchgefuhrt wurde. Durch Zugabe von 20 pl 2x
SDS-Probenpuffer und 5-mindtige Inkubation bei 95 °C wurden die Proteine
denaturiert. Der Auftrennung der Proteine im SDS-PAG folgte die Visualisierung im

Western Blot mit Hilfe entsprechender Antikorper.
3.5.7 Western Blot

Fur Western Blot Analysen wurden die Uber ein SDS-PAG aufgetrennten Proteine
auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher&Schuell, Dassel) mit Hilfe des Mini
Trans-Blot Cell- Systems (BioRad, Muinchen) Ubertragen. Ein in Transfer-Puffer

getrankter Schwamm, zwei Whatman-Papiere, das PAG, die Membran, zwei weitere
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Whatman-Papiere und ein zweiter in Transfer-Puffer getrankter Schwamm wurden
zwischen zwei Plastikplatten fixiert und in die Blot-Kammer eingesetzt. Dabei wurde
besonders darauf geachtet, dass die Schichtung der einzelnen Lagen luftblasenfrei
bleibt. Der Transfer der Proteine erfolgte Uber Nacht bei einer Spannung von 35 Volt.
Am darauf folgenden Tag wurde die Membran wieder freigelegt und die auf der
Membran transferierten Proteine mit Ponceau-S-Rot-Lésung angefarbt. Nach dem
Entfernen der Hintergrundfarbung durch Waschen mit TBST wurden die
Markerbanden mit einem Stift nachgezeichnet und die Membran mit einem Skalpell
zurechtgeschnitten. Anschlieend wurde die Membran in TBST wieder vollstandig
entfarbt. Die folgenden Angaben beziehen sich auf ein Standardprotokoll. Die
Inkubationszeiten wurden abhangig vom verwendeten Antikorper variiert. Um eine
unspezifische Bindung der Antikorper an die proteinfreien Stellen der Membran zu
verhindern, wurde sie 1 h in 25 ml Abblocklosung auf dem Taumler inkubiert. Im
Anschluss darauf wurde die Membran auf Parafilm gelegt und mit ein bis zwei ml in
Antikorperverdunnungslosung verdunnten ersten Antikorper Uberschichtet. Den zwei
Stunden Inkubation, wobei darauf zu achten war, dass die Membran nicht trocknete,
folgten drei 10-minutige Waschschritte mit TBST, um nicht gebundene Antikdrper zu
entfernen. Danach wurde die Membran wieder auf Parafilm mit ein bis zwei ml des
zweiten verdinnten Peroxidase-gekoppelten Antikdrpers uUberschichtet und fir 1 h
bei RT, ohne auszutrocknen, inkubiert. Nach weiteren vier 10-minutigen
Waschschritten mit TBST wurde die Membran erneut auf Parafilm gelegt und mit 1
bis 2 ml ,BM Chemiluminescent Blotting Substrate“ (Roche, Mannheim), welches 20
min zuvor angesetzt wurde, fur 1 min Uberschichtet. Das in der Lésung enthaltene
Luminol wurde nun von der an dem zweiten Antikorper gekoppelten Peroxidase in
einer Oxidationsreaktion unter Lichtemission umgesetzt. Die Substratldsung wurde
vorsichtig abgetropft und die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Danach
konnten die Protein-Antikdrper-Komplexe aufgrund von Chemilumineszenz als
Banden detektiert werden. Dieses erfolgte bei einem starken Signal in einer
Geldokumentationsanlage (BioRad, Munchen). War das Signal schwach, wurde die
Membran in einer Expositionskassette fixiert und ein ECL-Film aufgelegt. Der
belichtete ECL-Film wurde nach verschieden langen Expositionszeiten entwickelt.
Eine Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit dem Programm Quantity One
(BioRad, Munchen).
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3.5.8 Proteinstandardmethoden

Folgende Standardmethoden wurden wie in den Quellen angegeben, durchgefuhrt.

e Elektrophorese von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli,
1970)

e Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen (Bramhall et al., 1969)
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4 Ergebnisse

41 DNA-Bindung ist notwendig fiur die PBF-vermittelte

Wachstumsinhibition

Da der zellulare Transkriptionsfaktor PBF eine funktionelle Rolle bei
Signaltransduktionswegen spielen konnte, die unter Hypoxie und in Karzinomen
aktiviert sind, ist es wichtig die molekular-biologische Aktivitat von PBF zu
charakterisieren. Es liegt nahe, dass PBF Uber die Regulation seiner Zielgene agiert,
die allerdings nicht bekannt sind (s. Einleitung). Vorarbeiten aus unserer Gruppe
indizieren, dass die PBF-vermittelte Wachstumsinhibition von der nuklearen
Lokalisation abhangig ist (Sichtig et al, 2007a). Um die Bedeutung der Funktion von
PBF als Transkriptionsfaktor fur diese Inhibition naher zu bestimmen, sollte zunachst
das inhibitorische Potential einer DNA-bindungsdefekten Mutante ermittelt werden.
Dazu wurden RTS3b Zellen - humane Keratinozyten isoliert aus einem
Plattenepithelkarzinom - mit den Expressionsplasmiden fur PBF und PBFmtCR3
transfiziert. In PBFmtCR3 sind die beiden sogenannten CRARF-Domanen mutiert,
was den Verlust der DNA-Bindung zur Folge hatte. Der entsprechende Leervektor
diente als Negativkontrolle. Nach 48 h wurden die transfizierten Zellen mit G418-
haltigem Medium fur 11 Tage selektioniert, anschlieRend trypsiniert und via FACS
gezahlt. Wie in Abbildung 6 zu erkennen ist, fiihrte die Uberexpression von PBF zu
einer fast 60prozentigen Reduktion der Anzahl resistenter Zellen. Die Transfektion
mit dem Expressionsvektor fir PBFmMtCR3 hatte dagegen keinen Effekt und war mit
dem Leervektor vergleichbar. Daraus resultiert, dass die DNA-Bindung fir die

wachstumsinhibierende Aktivitat von PBF notwendig ist.
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Abbildung 6: PBF-erzeugte Wachstumsinhibition ist abhdngig von der DNA-Bindung
Wachstumsassay. RTS3b Zellen wurden mit 200 ng der FLAG-Expressionsplasmide fiir PBF, bzw.
PBFmMtCR3 und dem entsprechenden Leervektor transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die
Zellen Uber einen Zeitraum von 11 Tagen in G418-haltigem Medium inkubiert und anschlielRend via
FACS quantifiziert. Die Anzahl der mit dem Leervektor transfizierten Zellen wurden als eins definiert
und die anderen dazu in Relation gesetzt. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus zwei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.

4.2 Generierung einer PBF-induzierbaren Zelllinie

Das beschriebene Experiment belegt, dass PBF bei der Kontrolle des Zellwachstums
als Transkriptionsfaktor agiert. Um die Funktion diesbezuglich zu untersuchen,
soliten die Zielgene von PBF durch Analyse der transkriptionellen Veranderungen
nach Uberexpression von PBF mit Hilfe eines Microarrays identifiziert werden.
Frihere Versuche eine stabile Zelllinie zu etablieren, welche PBF Uberexprimiert,
haben sich allerdings wegen der antiproliferativen Aktivitdt von PBF als dulerst
schwierig erwiesen (Sichtig, 2006). Um diese Probleme zu umgehen, sollte eine
Zelllinie generiert werden, die eine induzierbare Expression von PBF ermaoglicht.
Dabei wurde ein sogenanntes Tet-on System benutzt. Dieses erlaubt die Expression
des gewunschten Gens nur in Anwesenheit von Tetracyclin/Doxycyclin (Tet/Dox)
(siehe Abbildung 7A). Da eukaryote Zellen den Tetracyclin-Repressor (Tet-
Repressor) nicht exprimieren, wurden im ersten Schritt RTS3b Zellen mit dem Vektor
pcDNAG/TR transfiziert. Dieser Vektor exprimiert den Tet-Repressor und kodiert fur
ein Blasticidin-Resistenzgen. Nach Selektion mit Blasticidin wurden mehrere
monoklonale Zelllinien isoliert und auf die Expression des Repressors getestet. Dazu
wurden die Zellen mit einem Luciferase-Reporterkonstrukt, welches 7 Tetoperator 2
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(TetO,) Sequenzen vor dem Promotor beinhaltet, transfiziert. In Abwesenheit von
Dox bindet der Tet-Repressor an die Operator-Sequenzen und verhindert die
Transkription des Luciferase Gens. Die Zugabe von Dox hebt die Repression auf und
ermoglicht die Expression der Luciferase. Der Vergleich der Luciferase Aktivitat in
An- bzw. Abwesenheit von Dox ist ein Mal} fir den Grad an Repression und korreliert
mit der Menge an Tet-Repressor. Die Zelllinie mit der hochsten Menge wurde fiir eine
zweite Transfektion mit einem Vektor, welcher die Expression von FLAG-PBF unter
der Kontrolle eines Tet/Dox responsiven Promotors ermdoglicht, bzw. dem
dazugehdrigen Leervektor, verwendet. Der Vektor pcDNA4/TO beinhaltet 2 TetO,-
Sequenzen platziert stromaufwarts des humanen Cytomegalovirus immediate-early
Promotors und wurde hierfur benutzt. Der ORF, welcher fur PBF fusioniert mit einem
N-terminalen FLAG-Epitop kodiert, wurde aus pcDNA3.1-FLAG-PBF isoliert und in
pcDNA4/TO ligiert. Da der Vektor fur ein Zeocin-Resistenzgen kodiert, erfolgte die
Selektion der transfizierten Zellen mit Zeocin. Zur Induktion der Expression von
FLAG-PBF wurden diese Zellen (RTS3b-TR-FLAG-PBF) in Gegenwart von Dox flr
24 h inkubiert. Die erfolgreiche Expression von FLAG-PBF wurde im Western Blot mit
einem gegen das FLAG-Epitop gerichteten Antikorper Uberpruft. Wie in Abbildung 7B
erkennbar, ist FLAG-PBF nur nach Inkubation der Zellen mit Dox (Spur 4) zu sehen.

Die Spuren 1 und 2 dienten als Negativkontrolle.
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Abbildung 7: Generierung einer PBF-induzierbaren Zelllinie

(A) Schematische Darstellung der Regulation der Transkription von Genen durch den Tetracyclin-
Repressor (Tet-Repressor) und Doxycyclin. In Zellen, die den Tet-Repressor exprimieren, wird die
Transkription durch die Bindung eines Homodimers an der Tet Operator 2 (TetO,)-Sequenz
verhindert. Nach Zugabe von Doxycyclin diffundiert der Tet-Repressor von dem Promotor ab und
macht den Weg fiir die Polymerase Il frei. Damit wird die Produktion der mRNA induziert. (B) Stabil
transfizierte RTS3b Zellen, die FLAG-PBF unter der Kontrolle des TET responsiven Promotors
exprimieren (Spur 3 und 4) oder den Leervektor (Spur 1 und 2) enthalten, wurden fir 24 h in
Doxycyclin-haltigem (1 pg/ml; Spur 2 und 4) oder Doxycyclin-freiem Medium (Spur 1 und 3) kultiviert.
Jeweils 35 pg Gesamtzellextrakt wurde in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt. Die erfolgreiche
Expression von FLAG-PBF wurde im Western Blot mit dem FLAG-Antikdrper nachgewiesen. 3-Aktin
diente als Beladungskontrolle.
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4.3 Identifizierung der zellularen Zielgene von PBF

Acht unabhangige Kulturen der oben beschriebenen Zelllinie wurden fir 24 h in Ab-
bzw. Anwesenheit von Dox inkubiert. Aus den daraus resultierenden vier Probensets
wurde gesamtzellulare RNA isoliert und cDNA synthetisiert, die dann jeweils auf eine
Oligonukleotid Plattform (U133 Plus 2.0, Affymetrix) hybridisiert wurde, gefolgt von
einer Auswertung. Die Unterschiede in der Genexpression wurden mittels t-Test
bestimmt. Gene mit einem g-Wert der False Discovery Rate (Storey et al, 2003) unter
0,05 und einer mindestens 1,5 fachen Induktion oder Repression wurden
bertcksichtigt. Wahrend kein Gen als signifikant reprimiert gefunden wurde, erfillten
lediglich 11 Gene diese Kriterien und wurden als aktiviert angesehen (Tabelle 1).
Sechs der PBF-induzierten Gene, namlich IFIT1 (ISG56), IFIT2 (1ISG54), IFI16, IF144,
CARD6 und SAMD9, werden durch Interferon reguliert (Tabelle 1). Vier weitere
(MACC1, PEG10, CALCOCO1 und MEF2C) wurden als Krebs assoziiert
beschrieben. Die Funktion von ARMCX6 dagegen ist bisher unbekannt.
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Genname; Zugangsnummer | Fache ind. | Vollstdndiger Name; Funktion

-Interferon-reguliert:
IFIT1/1SG56; NM_018660 2,94 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1,
antivirale Aktivitat (Fensterl und Sen, 2011)

IF116; NM_005531 1,51 Interferon-induced protein 16, (Hin200), angeborener Sensor fiir

DNA, induziert Seneszenz (Unterholzner et al, 2010)

IF144; NM_006417 2,89 Interferon-induced protein 44, antiproliferative Aktivitat (Hallen et
al, 2007)
IFIT2/1SG54; NM_001547 1,6 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2,

induziert Apoptose, antivirale Aktivitat (Stawowczyk et al, 2011)

CARDG6; NM_032587 1,58 Caspase recruitment domain family, member 6, NF-kB Aktivator,

assoziiert mit Karzinomen (Kim et al, 2010)

SAMD9; NM_017654 1,6 Sterile alpha motif domain containing 9; angeborener antiviraler
Faktor, TNF- a responsiv (Chefetz et al, 2008)

-Krebsassoziiert:
CALCOCO1; NM_020898 1,67 Calcium binding and coiled-coil domain 1, transkriptioneller
Koaktivator fur B-Catenin (Yang et al, 2006)

MEF2C; NM_002397 1,64 Myocyte enhancer factor 2C, Transkriptionsfaktor, potentielles
Onkogen in T-akute lymphoblastische Leukdmie (Homminga et al,
2011)

PEG10; NM_015068 1,57 Paternally expressed 10, mogliche Beteiligung in hepatozellulares

Karzinom (Tsuji et al, 2010)

MACC1; NM_182762 1,59 Metastasis associated in colon cancer 1, assoziiert mit
Karzinomen (Stein et al, 2009)

-unbekannt

ARMCX6; NM_019007 1,66 Armadillo repeat containing, X-linked 6; unbekannt

Tabelle1: Ergebnisse der Microarray Analyse. Identifizierung von 11 differenziell regulierten Genen
nach Uberexpression von PBF.

Die PBF-vermittelte Aktivierung ausgewahlter Gene wurde durch eine gPCR
verifiziert. Gesamtzellulare RNA aus Doxycyclin-behandelten und unbehandelten
RTS3b-TR-FLAG-PBF-Zellen wurde revers transkribiert und die Menge der
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jeweiligen RNAs durch gPCR im Light Cycler gemessen. Als relativer Standard
diente eine serielle Verdinnung der Proben. Die Ergebnisse der qPCR Analyse
bestatigten im Wesentlichen die im Microarray detektierte Hochregulation der mRNA
Expression fur IFIT1, IFI44, IFIT2, IFI16, MEF2C und PEG10 nach Induktion von
PBF (Abbildung 8). Die Induktion der Expression der ubrigen Zielgene wurde nicht
getestet. Auffallig ist, dass die Aktivierung der mRNA Mengen der Faktoren in Folge
der PBF Expression nur relativ gering war. Die Zugabe von Dox bewirkte auch nur
eine rund 5 fache Induktion der mRNA von PBF, obwohl die Zunahme der
Proteinmenge unter identischen Bedingungen deutlich gesteigert war, wie der
Western Blot in Abbildung 7B zeigt.

IIIII[

PBF IFIT1 IFi44 IFIT2 IFIllt6 MEF2C PEG10

Abbildung 8: Verifizierung der Ergebnisse des Microarrays mittels qPCR

Gesamtzellulare RNA aus Doxycyclin-behandelten und unbehandelten RTS3b-TR-FLAG-PBF-Zellen
wurde revers transkribiert und die Expression der Gene mittels gPCR gemessen. Der Wert erhalten
aus unbehandelten Zellen wurde jeweils als eins definiert. Als relativer Standard diente eine serielle
Verdinnung der Proben. Die Quantifizierung der cDNA erfolgte im Doppellansatz. Die
Expressionsrate der zelluldaren Gene wurde auf die absolute HPRT1 Expression normiert. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen
sind angegeben.

4.4 PBF aktiviert den ISG56 Promotor liber beide ISREs

Bisherige Uberexpressionsstudien charakterisierten PBF als einen transkriptionellen
Repressor (Sichtig et al, 2007a). Die Ergebnisse des Microarrays belegten dagegen
eine Aktivierung der Zielgene und keine Repression. Unter den Zielgenen von PBF
waren mehrere Interferon-regulierte Gene. Um mehr Uber die Rolle der ISREs bei der
PBF-vermittelten Aktivierung zu erfahren, wurden transiente Transfektionsanalysen
von RTS3b Zellen mit einem Reporterkonstrukt, welches die Nukleotide -3 bis -654
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des I1SG56 Promotors vor dem Luciferase Gen beinhaltet, durchgefihrt. Der
Promotor enthalt zwischen den Nukleotiden -93 und -117 zwei ISRE-Sequenzen
(ISREI und Il) (Abbildung 9A), die die Aktivierung durch IRF3 und ISGF3 vermitteln.
Um stets die gleiche Menge an Gesamt-DNA zu transfizieren, wurden die einzelnen
Ansatze in allen transienten Transfektionen mit den entsprechenden Mengen an
Leervektoren ausgeglichen. Als Positivkontrolle diente ein Expressionsvektor flr
IRF3-5D, eine konstitutiv-aktive Form des IRF3-Transkriptionsfaktors, die den
Promotor ca. 8 fach stimulierte. Wie in Abbildung 9 dargestellt, aktivierte PBF den
Promotor maximal ca. 4-fach, was mit den Ergebnissen des Microarrays
Ubereinstimmt. Die Uberexpression der DNA-bindungsdefekten Mutante PBFmtCR3
hatte dagegen keine Aktivierung zur Folge. Demnach erzielt PBF die Aktivierung
abhangig von der DNA-Bindung.

A ISG56-Prom-Luc

654 -117 92

| ISREI | ISREI }—,-{_)Luciferase

B 12
10
8
6
x |
= 1
N | H .
‘A ._‘
LV PBF PBFmM{CR3 IRF3-5D

Abbildung 9: PBF aktiviert den ISG56 Promotor

(A) Schematische Darstellung des Reporterkonstrukts 1SG56-Prom-Luc. Angegeben ist die Position
der ISREI und Il. (B) Transiente Transfektionsstudie. RTS3b Zellen wurden mit 500 ng des
Reporterkonstrukts ISG56-Prom-Luc, 5 bzw. 10 ng pcDNA-FLAG-PBF oder 5 bzw. 10 ng pcDNA-
FLAG-PBFmMtCR3 oder 5 ng des Expressionsvektors fur IRF3-5D kotransfiziert. Die verschiedenen
DNA-Mengen wurden mit entsprechendem Leervektor ausgeglichen. Die basale Luciferase-Aktivitat
wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten.
Die Standardabweichungen sind angegeben.

Mutagenesestudien im Rahmen einer in der Arbeitsgruppe angefertigten
Diplomarbeit zeigten, dass PBF Uber eines oder beide ISREs den ISG56 Promotor
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stimuliert (Pawlowski 2011). Um zu bestimmen, welches ISRE dafur
ausschlaggebend ist, wurden hier uber in vitro Mutagenese Konstrukte hergestellt,
die entweder zwei Kopien des ISREI (ISG56-Prom-2x ISREI) oder zwei Kopien des
ISREIl  (ISG56-Prom-2x ISREIlI) enthalten (Abbildung 10A). Transiente
Transfektionen belegten, dass PBF zwar in der Lage war, mit beiden Konstrukten zu
aktivieren, die Hohe der Aktivierung war allerdings im Vergleich zum Wildtypkonstrukt
um die Halfte reduziert (Abbildung 10B). Im Gegensatz dazu, war die Aktivierung
durch Uberexpression von IRF3-5D kaum vermindert. Dies zeigt, dass es sich hierbei
um einen PBF-spezifischen Effekt handelt. Die Sequenz-Zusammensetzung der

beiden ISREs im wt-ISG56 Promotor ist also optimal fur die Aktivierung durch PBF.
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Abbildung 10: PBF aktiviert den ISG56 Promotor liber beide ISREs

(A) Schematische Darstellung der Reporterkonstrukte ISG56-Prom-2x ISREII-Luc (enthalt zwei Kopien
der ISREII) und ISG56-Prom-2x ISREI-Luc (enthalt zwei Kopien der ISREI). Angegeben ist die
Position der ISREI bzw II. (B) Transiente Transfektionsanalyse. RTS3b Zellen wurden mit 500 ng des
Reporterkonstrukts 1ISG56-Prom-2x ISREII-Luc oder ISG56-Prom-2x ISREI-Luc, 5 bzw. 10 ng pcDNA-
FLAG-PBF oder 5 bzw. 10 ng pcDNA-FLAG-PBFmMtCR3 oder 5 ng des Expressionsvektors flir IRF3-
5D Kkotransfiziert. Die verschiedenen DNA-Mengen wurden mit entsprechendem Leervektor
ausgeglichen. Die basale Luciferase-Aktivitdt wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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Um zu bestatigen, dass eine effiziente Aktivierung durch PBF auf die spezifische
Sequenz der ISREs und ihrer Umgebung angewiesen ist, wurde ein synthetisches
Reporterkonstrukt pISRE (Panomics, ISRE Luciferase Vector), das allgemein zur
Untersuchung des Interferon-Signaling eingesetzt wird, verwendet. Dieses beinhaltet
vier direkt aufeinander folgende Kopien des ISREIl aus dem ISG56 Promotor,
platziert stromaufwarts eines synthetischen Promotors und des Luciferase Gens.
Wahrend IRF3-5D, das als positive Kontrolle verwendet wurde, die Luciferase
Aktivitdt um das 5 fache erhéhte, hatte die Uberexpression von PBF keinen Effekt
(Abbildung 11). Das heildt, dass selbst die 4-fache Kopie des ISREIIl nicht fur eine
Aktivierung ausreicht. Daraus folgt, dass die PBF-vermittelte Aktivierung des 1ISG56
Promotors nicht nur von der spezifischen Sequenz der ISREs abhangig ist, sondern

auch von die ISREs flankierenden Sequenzen.
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Abbildung 11: ISREs sind fiir die PBF-vermittelte Aktivierung nicht ausreichend

Schematische Darstellung des Reporterkonstrukts pISRE-Luc. Eingetragen sind 4 Kopien der ISREII
mit der Sequenz, wie sie im ISG56 Promotor vorkommt. (B) Transiente Transfektionsstudie. In RTS3b
Zellen wurden 500 ng des Reporterkonstrukts pISRE-Luc, 5 bzw. 10 ng pcDNA-FLAG-PBF oder 5
bzw. 10 ng pcDNA-FLAG-PBFmtCR3 oder 5 ng des Expressionsvektors fur IRF3-5D kotransfiziert.
Die verschiedenen DNA-Mengen wurden mit entsprechendem Leervektor ausgeglichen. Die basale
Luciferase-Aktivitat wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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4.5 PBF wird nach Stimulation der Zellen mit Poly I:C degradiert

Die Ergebnisse des Microarrays weisen daraufhin, dass PBF eine Rolle bei der
angeborenen Immunantwort spielen konnte. Wie in der Einleitung dargestellt, wird
die Expression von ISG56 im Rahmen einer Immunantwort sowohl direkt durch
aktiviertes IRF3, als auch Uber den Weg der IFN-Induktion aktiviert. Vorarbeiten aus
unserer Gruppe konnten nur einen geringfligigen Einfluss des Typl Interferon a auf
die PBF-vermittelte Stimulierung des ISG56 Promotors und keine Induktion des PBF
Promotors durch IFNa nachweisen. Dies fuhrte zum Schluss, dass PBF kein IFN-
induziertes Gen ist und Uber einen IFN-unabhangigen Mechanismus agieren kénnte.
Die Rolle von PBF bei der Aktivierung des ISG56 Promotors im Rahmen einer
Induktion der angeborenen Immunantwort sollte untersucht werden. DsRNA, die
haufig als Zwischenprodukt bei der viralen Replikation auftritt, wird von dem Toll-like
Rezeptor 3 erkannt, der von Immunzellen und von Zellen epithelialen Ursprungs
exprimiert wird. Fruhere Arbeiten zeigten, dass die Behandlung von transient
transfizierten Zellen mit Polyinosinischen-polycytidylischen Saure (Poly I:C), einem
synthetischen doppelstrangigen RNA-Analogon, eine signifikante Reduktion der
PBF-vermittelten Aktivierung zur Folge hatte (Pawlowski, 2011). Um diesen Effekt zu
verstehen, sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die Aktivierung dieser
Signalkaskaden auf die Proteinmenge von PBF hat. RTS3b Zellen wurden mit dem
Expressionsvektor fur FLAG-PBF bzw. dem entsprechenden Leervektor transfiziert.
24 h spater wurden die Zellen mit IFNa, Poly I:C oder den entsprechenden
Lésungsmitteln inkubiert. Die extrahierten Proteine wurden Uber ein SDS-PAG
aufgetrennt und in Western Blot Analysen mit einem gegen das FLAG-Epitop
gerichteten Antikorper detektiert. Als Beladungskontrolle diente B-Aktin (Abbildung
12). Wahrend die Inkubation mit Poly I:C zu einer eindeutigen Abnahme der Menge
an PBF fuhrte (Spur 5), hatte die Behandlung mit Interferon keine Auswirkungen
(Spur 6) auf dessen Proteinmenge. Dies deutet daraufhin, dass die Aktivierung des

TLR3-Signaltransduktionswegs einen spezifischen Abbau von PBF induziert.
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Abbildung 12: PBF wird nach Stimulation der Zellen mit Poly 1:C degradiert aber nicht durch
IFNa

Expressionsnachweis. RTS3b Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBF (Spur 4-6)
oder dem Leervektor (Spur 1-3) transfiziert. Die Zellen wurden vor Ernte 6 h mit 1000 U/ml IFNa (Spur
3 und 6), oder 24 h mit 10 ng/ml Poly I:C (Spur 2 und 5) oder mit den entsprechenden Lésungsmitteln
inkubiert. 25 ug Gesamtprotein wurden in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt. Im WB erfolgte die
Detektion von PBF mit dem FLAG-Antikérper. Aktin wurde nach Reinkubation des WB mit dem Aktin-
Antikérper nachgewiesen.

Um dies zu bestatigen und um auszuschlie®en, dass die Reduktion der Menge an
PBF nicht durch den Tod der transfizierten Zellen bedingt ist, wurden RTS3b Zellen
mit den Expressionsvektoren fur FLAG-PBF und HA-hNAP1 bzw. den
entsprechenden Leervektoren in verschiedenen Kombinationen kotransfiziert.
hNAP1, ein Histon-Chaperon, ist kein bekanntes Ziel der TLR3-Signalkaskade und
diente hierbei als interne Kontrolle. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fur
weitere 24 h mit oder ohne Poly I:C, inkubiert. Die rekombinanten Proteine wurden in
Western Blot Analysen mit Antikdrpern, welche PBF bzw. das HA-Epitop erkennen,
detektiert. Bei dem PBF-Antikorper handelt es sich um ein aus Kaninchen isoliertes,
gereinigtes polyklonales Antiserum gegen bakteriell exprimiertes PBF (Boeckle et al,
2002). Als Beladungskontrolle diente wieder B-Aktin (Abbildung 13). Die Zugabe von
Poly I:C zum Kulturmedium (Spuren 4 und 6) fuhrte zu einer drastischen Reduktion
der PBF-Menge im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Spuren 3 und 5). Im
Gegensatz dazu war die Menge an rekombinantem hNAP1 (Spuren 7 und 8) nicht
verandert, unabhangig davon, ob der Expressionsvektor fur PBF kotransfiziert wurde
oder nicht (Spuren 5 und 6). Dies spricht fur einen spezifischen Effekt von Poly I:C
auf die PBF-Menge und schliel3t aus, dass die Reduktion der PBF-Menge durch den

Tod der transient transfizierten Zellen bedingt ist.
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Abbildung 13: PBF wird nach Stimulation der Zellen mit Poly I:C degradiert
Expressionsnachweis. RTS3b Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBF (Spur 3-6),
HA-hNAP (Spur 5-8) oder den entsprechenden Leervektoren (Spur 1-4, 7-8) kotransfiziert. 24 h vor
Ernte wurden die Zellen mit 10 ng/ml Poly I:C (Spur 2, 4, 6 und 8) bzw. DMSO (Spur 1, 3, 5und 7)
behandelt. 25 pyg Gesamtprotein wurden in einem 10%iges SDS-PAG aufgetrennt. Die rekombinanten
Proteine wurden im oberen WB mit dem PBF- und im mittleren mit dem HA-Antikdrper detektiert. Der
untere WB (B-Aktin) diente als Beladungskontrolle.

4.6 PBF wird ubiquitiniert

Die Aktivierung der TLR3-Signalwege fuhrt unter anderem zur Stimulation einer
Signalkaskade, die mit der Ubiquitinierung und Degradation von IkBa und damit der
Freisetzung von NF-kB endet. Vorarbeiten zeigten, dass die PBF-Konzentration
durch Inhibition des Proteasoms erhoht wird (Sichtig, 2006). Dies lasst auf eine
proteasomale Degradation von PBF schliel3en, die durch Poly I:C induziert ist. Um
eine Ubiquitinierung von PBF nachzuweisen, wurden C33A Zellen, eine HPV
negative Zervixkarzinom Zelllinie, mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBF
transfiziert und 16 h vor Ernte in An- bzw. Abwesenheit von MG132 kultiviert. Die
Extrakte wurden Uber FLAG-AK gekoppelte Agaroseklgelchen gereinigt und im
SDS-Gel aufgetrennt. Western Blot Analysen mit einem Antikdrper, welcher mono-
und polyubiquitinierte Proteine detektiert, zeigten eine deutliche Zunahme an
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Ubiquitinierung nach Inkubation mit MG132 (Abbildung 14). PBF wird in C33A Zellen

also ubiquitiniert und Uber das Proteasom abgebaut.

FLAG-PBF
MG132 +
IP: a- FLAG
- WB:a- Ub
1 2

Abbildung 14: PBF wird ubiquitiniert

Immunprazipitation. C33A Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fur PBF transfiziert und 16 h vor
Ernte mit 25 yM MG132 (Spur 2) bzw. Ethanol (Spur 1) inkubiert. 200 pyg Proteinextrakt wurden mit
FLAG-Antikdrper gekoppelten Agarosekiigelchen inkubiert. Anschliefend wurden unspezifisch
gebundene Proteine durch Waschen mit 3 x 0,25 M LSDB entfernt. Die Detektion erfolgte mit einem
Antikorper gerichtet gegen mono- und polyubiquitinierte Proteine.

4.7 PBF wird nach Behandlung der Zellen mit TNF-a degradiert

Die Stimulation der TLR3-Signalkaskade fuhrt zur Aktivierung von IKK. IKK wird
ebenfalls aktiviert, wenn TNF-a, ein wichtiges Zytokin des Immunsystems, an die
entsprechenden Oberflachenrezeptoren von Zellen bindet. Falls aktive IKK an der
Degradation von PBF beteiligt ist, sollte TNF-a den gleichen Effekt wie Poly |:C auf
die Proteinkonzentration von PBF haben. Um dies zu untersuchen, wurden mit dem
Expressionsvektor fur FLAG-PBF bzw. dem Leervektor transfizierte RTS3b Zellen 24
h mit bzw. ohne TNF-a inkubiert. Wie in Abbildung 15 erkennbar, reduzierte die
Behandlung der Zellen mit TNF-a die PBF-Menge deutlich (Spur 4). Unterschiedliche
Transfektionseffizienzen konnen als Ursache fur diesen Effekt ausgeschlossen
werden, da Versuche mit der PBF-induzierbaren Zelllinie (beschrieben unter Kapitel
4.2) ein vergleichbares Resultat lieferten (Daten nicht gezeigt). Dieses untermauert

eine Beteiligung von IKK an der Regulation der Proteinmenge von PBF.

62



LV FLAG-PBF

TNF-a + +

WB: a-PBF - s - | «—FLAG-PBF

WB: a--Aktin <+— [B-Aktin

1 2 3 4

Abbildung 15: PBF wird nach Behandlung der Zellen mit TNF-a degradiert

Expressionsnachweis. RTS3b Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBF (Spur 3 und
4) bzw. dem Leervektor (Spur 1 und 2) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h
mit 1 ng/ml TNF-a (Spur 2 und 4) behandelt. 25 pg Gesamtprotein-Extrakt wurden in einem
zehnprozentigen SDS-PAG aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert, auf der
FLAG-PBF detektiert wurde. Als Beladungskontrolle wurde B-Aktin nachgewiesen.

4.8 IKK ist an der Regulation der Stabilitat von PBF beteiligt

Die mogliche Beteiligung von IKK bei der Regulation der Proteinmenge von PBF
sollte durch eine spezifische Hemmung des Enzyms bestatigt werden. Dazu wurden
wieder transient transfizierte RTS3b Zellen in Anwesenheit von Poly I:C, TNF-a oder
den entsprechenden Solventia in Doppelansatzen Kkultiviert. Jeweils einer der
Ansatze wurde zusatzlich mit BMS-345541, einem allosterischen, hoch-spezifischen
Inhibitor fur IKKB und a (Burke et al. 2003), inkubiert. Wie die Western Blot Analyse
in Abbildung 16 =zeigt, fuhrte die Anwesenheit des IKK-Inhibitors zu einer
Stabilisierung von rekombinantem PBF (Spur 3). Darlber hinaus konnte die
Behandlung mit BMS-345541 die Poly I:C- und TNF-a- induzierte Degradation (Spur
4 und 6) von PBF verhindern (Spur 5 und 7). Daraus folgt, dass die Poly I:C- und
TNF-a-abhangigen Effekte durch IKK vermittelt werden.
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Abbildung 16: Inhibition von IKK verhindert die Poly I:C- und TNF-a- abhdngigen Degradation
von PBF.

Expressionsnachweis. RTS3b Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBF (Spur 2-7)
bzw. dem Leervektor (Spur 1) transfiziert. 24 h vor Ernte wurden die Zellen mit 1 ng/ml TNF-a (Spur 6
und 7), 10 ng/ml Poly I:C (Spur 4 und 5), 5 yM BMS-345541 (Spur 3, 5 und 7) oder den Solventia
inkubiert. 25 pg Extrakt wurden in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und die Expression der
Proteine mit dem FLAG-Antikérper nachgewiesen. Als Kontrolle fir eine gleichmaRige Auftragung
wurde B-Aktin detektiert.

4.9 BMS-345541 stabilisiert endogenes PBF

Alle vorherigen Versuche in der Arbeitsgruppe, endogenes PBF in verschiedenen
Zelllinien nachzuweisen, waren nicht erfolgreich. Da die Behandlung von Zellen mit
BMS-345541 zur Stabilisierung von rekombinantem PBF fuhrt, wurde getestet, ob die
Inhibition von IKK auch eine Auswirkung auf die Menge an endogenem PBF hat.
RTS3b, U937, eine maligne monozytische Zelllinie, und U-87 MG, eine Glioblastom-
Astrozytom Zelllinie, wurden fur 24h in Ab- bzw. Anwesenheit von BMS-345541
kultiviert. Aus den Zellen wurde Gesamtprotein isoliert und mittels Western Blot
untersucht. Als Positivkontrolle dienten Extrakte aus der unter 4.2 beschriebenen,
PBF-induzierbaren RTS3b Zelllinie. Wie in Abbildung 17 dargestellt, konnte in allen
drei Zelllinien, nach BMS-345541-Behandlung (Spur 2, 4 und 6) eine spezifische
Bande, welche sich auf gleicher Hohe wie die Positivkontrolle befindet, detektiert
werden. Die konstitutive Aktivierung von IKK in den malignen Zelllinien kdénnte also

zu einer kontinuierlichen Degradation von PBF flhren.
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Abbildung 17: BMS-345541 stabilisiert PBF

Expressionsnachweis. RTS3b (Spur 2 und 3), U937 (Spur 4 und 5) und U-87 MG (Spur 6 und 7)
Zellen wurden fir 24 h in Ab (-) bzw. Anwesenheit (+) von BMS-345541 (5 uM) kultiviert. 50 ug
Ganzzellextrakt wurden in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt und die Expression der Proteine mit
dem PBF-Antikorper nachgewiesen. In Spur 1 wurden Extrakte (10 yg) von RTS3b-TR-FLAG-PBF
Zellen 24 h in Anwesenheit von Doxycyclin (1 pg/ml) kultiviert, verwendet. PK: Positivkontrolle.

4.10 Durch BMS-345541 stabilisiertes endogenes PBF ist nicht
phosphoryliert

Die bisherigen Ergebnisse legen die Vermutung nah, dass PBF durch IKK
phosphoryliert wird. Um diese Annahme zu Uberprufen, wurden Proteinextrakte aus
transient transfizierten RTS3b Zellen mit A-Phosphatase, einem Enzym aktiv gegen
phosphorylierte Serin-, Threonin- und Tyrosin-Reste, behandelt und anschliel3end
Uber ein SDS-PAG aufgetrennt. Ein mit dem PBF-spezifischen Antikérper
entwickelter WB (Abbildung 18) zeigte eine Veranderung des Laufverhaltens des
rekombinanten PBF-Proteins nach Behandlung mit A-Phosphatase. Die
korrespondierende Bande (Spur 3) migrierte dabei schneller im SDS-PAG als bei
unbehandelten Extrakten (Spur 2). Wurden dagegen Proteinextrakte aus
untransfizierten RTS3b Zellen, die in Anwesenheit von BMS-345541 kultiviert
wurden, verwendet, waren keine Unterschiede im Migrationsverhalten nach
Inkubation mit A-Phosphatase feststellbar (Spur 4 und 5). Das endogene PBF,
welches durch BMS-345541 stabilisiert wird, scheint also nicht oder hochstens
schwach phosphoryliert zu sein. Dieser Befund steht im Einklang mit den vorherigen
Ergebnissen und unterstitzt die Annahme, dass die Phosphorylierung durch IKK

notwendig fur die Degradation von PBF ist.
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Abbildung 18: Durch BMS-345541 stabilisiertes endogenes PBF ist nicht phosphoryliert
Expressionsnachweis. 25 ug Gesamtprotein-Extrakt aus transient transfizierten RTS3b Zellen (Spur 1-
3) bzw. 50 ug Gesamtprotein-Extrakt aus RTS3b Zellen kultiviert in Anwesenheit von BMS-345541
(Spur 4 und 5) wurden 30 min mit 600Units A-Phosphatase inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proteine im 8%igen SDS-PAG aufgetrennt und mit dem PBF-Antikérper visualisiert.

4.11 Aktive IKK ist fiir die PBF-vermittelte Stimulierung des 1SG56-

Promotors notwendig

Es wurde bereits gezeigt, dass die Phosphorylierung durch IKK eine Auswirkung auf
die transkriptionelle Aktivitat der Zielsubstrate haben kann, wobei im Fall von Foxo3a
IKK die Aktivierung der Zielgene hemmt (Hu et al, 2004). Um den Effekt von IKK auf
die PBF-vermittelte Stimulierung des ISG56 Promotors zu untersuchen, wurden
RTS3b Zellen mit Expressionsvektoren fur PBF bzw. PBFmMtCR3 und dem
Reporterkonstrukt ISG56-Prom-Luc jeweils in Doppelansatzen kotransfiziert. Als
Kontrolle diente der Expressionsvektor fur IRF3-5D. Ein Ansatz der transient
transfizierten Zellen wurde 24 h vor Ernte mit BMS-345541 behandelt. Wie in
Abbildung 19A deutlich erkennbar, hatte die Inkubation mit BMS-345541 eine starke
Reduktion der PBF-vermittelten Aktivierung zur Folge, obwohl die Menge an PBF
unter diesen Bedingungen erhoht ist. Die Aktivierung durch IRF3-5D war in
Anwesenheit von BMS-345541 sogar leicht verstarkt, was die Spezifitat der
beobachteten Reduktion unterstreicht. Da PBF in der Lage ist, die Transkription auch
zu reprimieren (Sichtig et al, 2007b), wurde getestet, ob sich die Inhibition von IKK
auch darauf auswirkt. Als Reporterkonstrukt wurde HPV8-NCR-Luc verwendet.
Dieses beinhaltet die sogenannte non coding region, einschlieldlich des frhen und
spaten Promotors von HPV8, vor dem Luciferase Gen (siehe Abbildung 19B). Im
Gegensatz zur PBF-vermittelten Aktivierung wurde die Repression durch BMS-
345541 nur moderat beeinflusst (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Aktive IKK beeinflusst die transkriptionelle Aktivitidt von PBF

(A) Oben: Schematische Darstellung des Reporterkonstrukts 1SG56-Prom-Luc. Angegeben ist die
Position der ISREI und Il. Unten: Transiente Transfektionsstudie. RTS3b Zellen wurden mit 500 ng
des Reporterkonstrukts 1ISG56-Prom-Luc und 5 bzw. 10 ng pcDNA-FLAG-PBF oder 5 bzw. 10 ng
pcDNA-FLAG-PBFmtCR3 oder 5 ng des Expressionsvektors fur IRF3-5D kotransfiziert. (B) Oben:
Schematische Darstellung des Reporterkonstrukts HPV8-NCR-Luc. Angegeben sind die E2-
Bindestellen P0-P4, inklusive der PBF-Bindestelle innerhalb P2, sowie der spate (P7535) und der friihe

(Pﬂs) Promotor. Unten: Transiente Transfektionsstudie. RTS3b Zellen wurden mit 500 ng des

Reporterkonstrukts 8NCR-Luc und 5 bzw. 10 ng des Expressionsvektors fir FLAG-PBF oder
PBFmtCRS3 kotransfiziert. (A) und (B) Die verschiedenen DNA-Mengen wurden mit entsprechendem
Leervektor ausgeglichen. 24 h vor Ernte wurde die Halfte der Ansatze mit 5 yM BMS-345541
inkubiert. Die basale Luciferase-Aktivitat wurde als 1 definiert. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.

67



Die Behandlung der Zellen mit BMS-345541 hatte keine Auswirkung auf die

subzellulare Lokalisation von PBF (Daten nicht gezeigt).

412 PBF enthalt mindestens zwei IKK-abhangige

Degradationsmotive

Um die Rolle der Phosphorylierung durch IKK bei der PBF-vermittelten Regulation
der Transkription zu bestatigen, ware eine PBF Mutante, die nicht mehr durch IKK
phosphoryliert werden kann, notwendig. Daflr sollte zunachst die fur die IKK-
abhangige Degradation wichtige Region mit Hilfe von Deletionsmutanten von PBF
eingegrenzt werden. Die N- und C-terminal verkirzten Mutanten decken dabei das
gesamte Protein ab (Abbildung 20). Die IKK-abhangige Degradation wurde durch
Kultivierung von transient transfizierten RTS3b Zellen in Ab- bzw. Anwesenheit von
Poly I:C induziert. Der WB in Abbildung 20 zeigt, dass alle Deletionsmutanten, mit
Ausnahme von PBFA4 (Abbildung 20, Spur 12), in Folge von Poly |:C abgebaut
wurden. PBFA4 und A3 unterscheiden sich um 34 Aminosauren (Position 189-222),
die im PBFA4 fehlen und somit die Degradation von PBFA3 induzieren. Dartber
hinaus gibt es mindestens ein weiteres Motiv im C-Terminus, das in PBFA9 und A10
fur den Abbau verantwortlich ist. Dies impliziert, dass mindestens zwei Regionen an

der IKK-abhangigen Degradation beteiligt sind.
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Abbildung 20: PBF enthélt mindestens zwei IKK-abhéngige Degradationsmotive
Expressionsnachweis. RTS3b Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fiir FLAG-PBF (Spur 3 und
4), -PBFAN (Spur 5 und 6), -PBFA9 (Spur 7 und 8), -PBFA10 (Spur 9 und 10), -PBFA4 (Spur 11 und
12) und -PBFA3 (Spur 13 und 14) oder dem Leervektor (Spur 1 und 2) transfiziert. 24 h spater wurde
Poly I:C in einer Endkonzentration von 10 ng/ml fir weitere 24 h ins Medium gegeben (Spur 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14). 25 pg Ganzzellextrakte wurden fur Western Blot Analysen mit dem FLAG-Antikdrper
eingesetzt. Die Lange der einzelnen Fragmente ist schematisch dargestellt. Die Position der
rekombinanten Proteine im Blot ist mit einem Sternchen markiert. Die Charge des FLAG-Antikorpers
mit der der obere Blot entwickelt wurde, zeigte viele unspezifische Signale.

413 Die Aminosauren 189-222 in PBF sind wichtig fir die

Degradation des Proteins

Die Sequenz ,DpSGWXpS/T* (p=phospho, W=hydrophober Rest, X=beliebiger Rest)
fungiert als Phosphoakzeptorstelle in einigen IKK-Substraten (Chariot, 2009). Dieses

[B-TRCP

Motiv dient ebenfalls meist als Erkennungssequenz fur SC , einen E3-Ligase

Komplex. Dabei ist die Phosphorylierung innerhalb dieser Sequenz notwendig flr

69



eine hochaffine Bindung von SCFP*™R°P mit anschlieRender Ubiquitinierung des
Substrats (Cardozo und Pagano, 2004; Ang und Wade Harper, 2005; Petroski und
Deshaies, 2005). Die Aminosauren an Position 211-216 (DSGSST) in PBF
entsprechen dieser Konsensussequenz und stellen somit ein potentielles
Phosphodegron dar. Wie bereits erwahnt und in Abbildung 21 dargestellt, fehlen
PBFA4, das nicht durch Poly I:C abgebaut wird, die entsprechenden Aminosauren.
Folglich sollte diese Deletionsmutante, anders als PBFA3, auch nicht durch TNF-a
degradiert und nicht durch BMS-345541 stabilisiert werden. Die Ergebnisse der
Western Blot Analyse (Abbildung 21) bestatigen diese Hypothese und indizieren,

dass die Aminosauren 189-222 ein IKK-abhangiges Degradationsmotiv beherbergen.

PBFA4 223 378
PBFA3 189 |378
—

TEANFSASRAACDPWKESGDIS@T SGHWSGSSGVSTP

Lv FLAG-PBFA3 FLAG-PBFA4
TNF-a + + + +
BMS-345541 + + + +
WB: a-FLAG FLAG-PBF
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 21: Die Aminosauren 189-222 in PBF enthalten ein Degradationsmotiv
Expressionsnachweis. Oben: schematische Darstellung von PBFA4 und A3, die sich durch 34
Aminosauren wie angegeben, unterscheiden. Das potentielle Degradationsmotiv ist durch ein
Rechteck hervorgehoben. Unten: RTS3b wurden mit Plasmiden, welche fir FLAG-PBFA3 (Spur 2-5)
bzw. FLAG-PBFA4 (Spur 6-9) kodieren, oder dem Leervektor (Spur 1) transfiziert. Die Zellen wurden
24 h in Anwesenheit von 1 ng/ml TNF-a (Spur 3, 4, 7 und 8), 5 yM BMS-345541 (Spur 4, 5, 8 und 9)
oder den Lésungsmitteln kultiviert. 25 pg der daraus hergestellten Ganzzellextrakte wurden in einem
12%igen SDS-PAG aufgetrennt. Im anschlieRenden WB wurden die Proteine mit einem gegen das
FLAG-Epitop gerichteten Antikorper detektiert.
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4.14 Die AS S212/214/215 und T216 sind wichtig fur die Stabilitat

des Proteins

Falls die Aminosauren 189- 223 ein IKK-Phosphorylierungsmotiv beherbergen, sollte
PBFA3 nach Expression in RTS3b Zellen phosphoryliert sein. Um dies zu
Uberpriufen, wurden die Zelllysate mit Uberexprimiertem PBFA4 bzw. A3 mit A-
Phosphatase behandelt. Wie in Abbildung 22 zu erkennen, fihrte die Inkubation mit
A-Phosphatase zu einer schnelleren Migration beider Proteine (Spur 2 und 4). Dies
belegt, dass beide Fragmente von PBF phosphoryliert sind und die héher laufenden
Banden durch die Phosphorylierung bedingt sind. Neben der IKK-Konsensusstelle
befinden sich viele weitere potentielle Erkennungssequenzen fir andere Kinasen in
PBFA3 und PBFA4, die fur die Phosphorylierung in PBFA4 verantwortlich sein
koénnten (siehe auch Kapitel 4.15).

FLAG- FLAG- Lv
PBFA3 PBFA4

A-Phosphatase

WB: a-FLAG FLAG-PBF

Abbildung 22: PBFA3 und A4 sind phosphoryliert.

Expressionsnachweis. 25 ug Ganzzellextrakt aus transient transfizierten RTS3b Zellen (FLAG-PBFA3:
Spur 1 und 2; FLAG-PBFA4: Spur 3 und 4 und Leervektor: Spur5) wurden 30 min mit 600 Units A-
Phosphatase behandelt. AnschlieRend wurden die Proteine im 12%igen SDS-PAG aufgetrennt und
mit dem FLAG-Antikérper nachgewiesen.

Um die Relevanz des potentiellen Phosphodegrons als IKK-Konsensusmotiv zu
Uberprufen, wurden in PBFA3 die Aminosauren S212/214/215 und T216 in Alanin,
welches nicht phosphoryliert werden kann, mutiert. Die resultierende
Vierfachmutante war nicht nur stabiler als das Wildtyp-Protein, auch die Effekte von

TNF-a und BMS-345541 waren weitestgehend aufgehoben (Abbildung 23A). PBFA3-
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S212/214/215/T216A war erwartungsgemal phosphoryliert, wie die Behandlung mit
A-Phosphatase zeigt (Abbildung 23B). S212/214/215 und T216 sind also flr die
Degradation verantwortlich. Im Gesamtprotein hatten die Mutationen jedoch nur
einen geringen Einfluss auf dessen Stabilitat. Die Menge des Proteins war zwar im
Vergleich zum Wildtyp etwas erhoht, allerdings hatte die Behandlung mit BMS-
345541 immer noch eine deutliche Stabilisierung zur Folge (Daten nicht gezeigt). Die
Aminosauren S212/214/215 und T216 scheinen somit an der Regulation der
Stabilitdt von PBF beteiligt zu sein. Die eher geringen Effekte im Kontext des
Gesamtproteins sind auf die Existenz mindestens eines weiteren Degradationsmotivs
zuruckzufihren, dessen Phosphorylierung durch IKK wohl ausreichend ist, um den
Abbau zu induzieren. Wie in Kapitel 4.12 bereits gezeigt, liegt ein Degradationsmotiv
in PBFA10.
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Abbildung 23: Stabilisation von PBFA3 durch Mutation der Aminosduren $212/214/215 und
T216

Expressionsnachweis. (A) RTS3b Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBFA3 (Spur
1-4) bzw. FLAG-PBFA3-S212/214/215/T216A (Spur 5-8) oder dem Leervektor (Spur 9) transfiziert.
Anschlieend wurden die Zellen fiir 24 h mit 10 ng/ml TNF-a (Spur 2, 3, 6 und 7), 5 yM BMS-345541
(Spur 3, 4, 7 und 8) oder den Lésungsmitteln inkubiert. 25 ug Gesamtproteinextrakte wurden in einem
12%igen SDS-PAG aufgetrennt. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit dem FLAG-Antikorper. (B) 25
ug der Extrakte (siehe A, Spur 1, 5 und 9) wurden 30 min mit 600 Units A-Phosphatase behandelt. Der
Nachweis erfolgte wieder mit dem FLAG-Antikorper.

4.15 PBF ist kein Substrat von ERK1/2

Wie in Abbildung 22 deutlich wird, ist PBFA4, das die Aminosauren 223 - 378, kodiert
ebenfalls phosphoryliert. Frihere Befunde aus der Arbeitsgruppe beweisen eine

Rolle der Phosphorylierung bei der Regulation der subzellularen Lokalisation und des
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Wachstums. Das PBF-Protein wird in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren, durch
AKT und eine weitere PI3K-abhangige Kinase an S394/396 und S447/449/451
phosphoryliert, welches die Interaktion von PBF mit 14-3-3 reguliert. Die Bindung an
14-3-3 tragt zur Kontrolle der subzelluldren Lokalisation und der
wachstumsinhibierenden Funktion von PBF bei (Sichtig et al, 2007a). Allerdings weist
eine 14-3-3 interaktionsdefekte PBF-Mutante in  Anwesenheit  von
Wachstumsfaktoren immer noch eine grof3tenteils cytoplasmatische Lokalisation auf,
was indiziert, dass weitere posttranslationale Modifikationen als Reaktion auf die
Gegenwart von Wachstumsfaktoren notwendig sind. Eine In silico Analyse von
potentiellen Phosphorylierungsstellen ergab die Aminosauren Threonin an Position
229, Threonin an Position 348 und Serin an Position 365 als potentielle
Phosphoakzeptorstellen fir ERK1/2. Diese befinden sich somit in PBFA4. ERK
Kinasen gehoren zur MAP (mitogen activated protein) Kinase Familie und werden
durch Wachstumsfaktoren, Differenzierungsstimuli und Zytokine aktiviert. Sie sind
essentiell fur die Transition von G1 zur S-Phase und inhibieren antiproliferative Gene
(Meloche und Pouyssegur, 2007). Um zu Uberprufen, ob diese Aminosauren in PBF
Phosphorylierungsstellen von ERK1/2 sind, wurden im ersten Schritt RTS3b Zellen
mit dem Expressionsvektor fir FLAG-PBFA4 bzw. dem Leervektor transfiziert. Da
EGF eine Komponente des E-Mediums ist, das zur Kultivierung von RTS3b Zellen
verwendet wird, sollte ERK in diesen Zellen aktiv sein. Um die Aktivitat von ERK1/2
zu verstarken, wurde 48 h spater ein Ansatz transfizierter Zellen mit zusatzlichem
EGF inkubiert. Die Proteinextrakte wurden mit FLAG-Antikérper gekoppelten
Agarosekiigelchen aufgereinigt. Der Nachweis der Phosphorylierung durch MAP-
Kinasen erfolgte durch die Inkubation des FLAG-Prazipitats in einem WB mit einem
Antikdrper der phosphorylierte Threonine und Serine lokalisiert vor einem Prolin
erkennt, was ein typisches Merkmal der Phosphoakzeptorstellen von MAP Kinasen
ist. Wie in Abbildung 24 (oberes Bild) erkennbar, detektierte der Antikérper nur in der
Probe mit FLAG-PBFA4 (Spur 3 und 4) ein spezifisches Signal. Das prazipitierte
FLAG-PBFA4 wurde mit dem PBF-Antikorper detektiert (mittleres Bild, Spur 3 und 4).
Als Kontrolle fur die Aktivitat von ERK1/2 diente der Nachweis des phosphorylierten
Proteins in den Extrakten. Das Bild in Abb. 24 unten, zeigt, dass ERK unter normalen
Zellkultur Bedingungen aktiv ist. Diese Ergebnisse belegen, dass PBF in der Region

von PBFA4 an Serin-Prolin oder Threonin-Prolin Motiven phosphoryliert wird.

74



FLAG-

Y| pBFA4

EGF + +

WB: a- pThr/pSer-Pro ]  FLAG-PBFA4

IP: a- FLAG

WB: a- PBF ]  FLAG-PBFA4

Einsatz WB: a- pERK1/2 <«—pERK1/2

Abbildung 24: PBFA4 wird phosphoryliert

Immunprazipitation. RTS3b Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBFA4 (Spur 3 und
4) bzw. dem Leervektor (Spur 1 und 2) transfiziert. 30 min vor Ernte wurde je ein Ansatz mit 5 ng/ml
EGF (Spur 2 und 4) behandelt. Zum Aufreinigen von FLAG-PBFA4 wurden je 1 mg der
Ganzzellextrakte mit FLAG-Antikorper gekoppelten Agarosekiigelchen inkubiert und anschlief3end
gewaschen (3x 0,3 M LSDB). Die gebundenen Proteine wurden in einem 12%gen SDS-PAG
aufgetrennt und mit verschiedenen Antikdrper (oberes Bild: phospho-Threonin/phospho-Serin-Prolin-
Antikérper, mittleres Bild: PBF-Antikorper) detektiert. Spuren 1-4 (unteres Bild) zeigen im pERK1/2-
WB 1/45 des Einsatzes flr die Immunprazipitation (IP).

Die Mutation der vorhergesagten Phosphoakzeptorstellen in ein Alanin, das nicht
phosphoryliert werden kann, in PBFA4 sollte deren Rolle bei einer ERK1/2-
vermittelten Modifikation aufzeigen. Da ERK unter normalen Zellkulturbedingungen
aktiv ist, wurde zusatzlich U0126, ein nicht kompetitiver Inhibitor von MEK1/2, welche
ERK1/2 aktivieren, verwendet. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse (Abbildung
25) zeigen, dass die Mutationen der potentiellen ERK1/2
Phosphoakzeptoraminosauren T229/T348/S365 zu einer leichten Veranderung des
Bandenmusters flihrten (Vergleich Spur 4-6 mit Spur 7-9). Dies weist auf eine
unterschiedliche Phosphorylierung von PBFA4 als Resultat der eingeflhrten
Mutationen hin. Allerdings hatte die Hemmung von ERK1/2 (siehe unteres Bild, Spur
2, 4 und 8) durch U0126 keine Auswirkungen auf das Laufverhalten von PBFA4
(oberes Bild, vergleiche Spur 4 mit Spur 5, 6), was eine Phosphorylierung durch
ERK1/2 unwahrscheinlich macht. Die Effizienz des Inhibitors wurde durch einen WB

mit dem phospho-spezifischen ERK-AK bestatigt.
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Abbildung 25: PBFA4 ist kein Substrat von ERK1/2

Expressionsnachweis. C33A Zellen wurden mit den Expressionsplasmiden fir FLAG-PBFA4 (Spur 4-
6), FLAG-PBFA4-3xT/S-A (Spur 7-9) oder dem Leervektor (Spur 1-3) transfiziert. 46 h spater wurden
die Zellen in serumfreiem Medium versetzt mit 15 yM U0126 (Spur 2, 4 und 8) bzw. DMSO (Spur 1,
5und 7) oder serumhaltiges Medium (Spur 3, 6 und 9) fiir 2 h inkubiert. 15 ug Gesamtproteinextrakte
wurden im 12%igen SDS-PAG aufgetrennt. Der Western Blot wurde mit dem FLAG-Antikérper (oberes
Bild) bzw. dem PhosphoERK1/2-Antikorper (unteres Bild) entwickelt.

Die oben beschriebenen Experimente zeigen, dass eine oder mehrere der
eingefuhrten Mutationen das Laufverhalten von PBFA4 im SDS Gel verandern, was
auf eine unterschiedliche Phosphorylierung schlieRen lasst. Allerdings werden die
hier untersuchten Aminosauren wohl nicht von ERK1/2 oder ERKS phosphoryliert,
die alle von U0126 indirekt gehemmt werden. Um eine Rolle dieser Phosphorylierung
auf die transkriptionelle Fahigkeit von PBF zu untersuchen, wurden im
Gesamtprotein die entsprechenden Aminosauren in Alanin, welches nicht mehr
phosphoryliert werden kann, oder Glutaminsaure, welches die negative Ladung
durch die Phosphatgruppe simuliert, mutiert. In transienten Transfektionsanalysen
wurde ein synthetisches Reporterkonstrukt verwendet, von dem bereits gezeigt
wurde, dass eine Uberexpression von PBF zu einer Reduktion der Promotoraktivitat
fuhrt (Sichtig et al, 2007b). Wie in Abbildung 26B zu sehen, gab es keine
Unterschiede zwischen dem Wildtyp Protein und den Mutanten in der Fahigkeit den
Promotor zu reprimieren. Die Inkubation der transfizierten Zellen mit dem U0126-

Inhibitor hatte auch keinen Effekt auf die transkriptionelle Repressionsfahigkeit,
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weder auf die des wt-PBF noch auf die der beiden mutierten Proteine (Abbildung
26C). Die Mutationen hatten ebenfalls keine Auswirkungen auf die PBF-vermittelte
Aktivierung des ISG56 Promotors (Daten nicht gezeigt) oder auf die Proteinstabilitat
von PBF nach Behandlung der Zellen mit Poly I:C (Daten nicht gezeigt). Obwohl PBF
an einer dieser Stellen phosphoryliert sein kdnnte, bleibt sowohl die verantwortliche

Kinase als auch die Funktion dieser posttranslationalen Modifikation unklar.

A BPV1-3xBS-1-wt Luc

BPV1 MLE:

3xBS-1

—Q- 90— _1amn IN,R_>|—| Luciferase

Lv PBF PBF-3xT/S-A PBF-3xT/SE
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i hll.l 1 | L1 Ill“[“[

L PBF PBF- PBF- L PBF PBF- PBF- L PBF PBF- PBF-
v 3xTIS-A 3xT/IS-E V 3xT/IS-A 3xTIS-E Vv 3xTIS-A 3xTIS-E
unbehandelt DMSO uo126

Abbildung 26: Hemmung der ERK1/2 Kinasen hat keinen Einfluss auf die PBF-vermittelte
Repression.

Transiente Transfektionsanalyse. (A) Schematische Darstellung des Reporterkonstrukts BPV1-3xBS-
1-wt-Luc. Angegeben sind die drei BS-1 von bovinen Papillomvirus Typ (BPV)1 sowie der Promotor
(MLP, major late promoter). (B) RTS3b Zellen wurden mit 500 ng des Reporterkonstrukts BPV1-3xBS-
1-wt-Luc und 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-PBF oder 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-PBF-3xT/S-A
oder 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-PBF-3xT/S-E kotransfiziert. Die verschiedenen DNA-Mengen
wurden mit entsprechendem Leervektor ausgeglichen. Die basale Luciferase-Aktivitdt wurde als 1
definiert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angegeben. (C) RTS3b Zellen wurden mit 500 ng des Reporterkonstrukts
BPV1-3xBS-1-wt-Luc und 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-PBF oder 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-
PBF-3xT/S-A oder 5, 10 bzw. 20 ng pcDNA-FLAG-PBF-3xT/S-E kotransfiziert. Vor Ernte wurden die
Zellen in serumfreiem Medium versetzt mit 15 yM U0126, DMSO oder serumhaltiges Medium
(unbehandelt) fir 2 h inkubiert. Die verschiedenen DNA-Mengen wurden mit entsprechendem
Leervektor ausgeglichen. Die basale Luciferase-Aktivitdt wurde als 1 definiert. Dargestellt ist ein
reprasentatives Experiment.
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4.16 Regulation der Proteinstabilitit durch den SIN3-HDAC-

Komplex

Die bisher prasentierten Daten indizieren, dass PBF von mehreren Kinasen
phosphoryliert wird. Wahrend die Rolle der Phosphorylierungen in PBFA4 hier nicht
definiert werden konnte, wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung durch IKK die
Stabilitat von PBF reguliert. Frihere Beobachtungen weisen darauf hin, dass die
Interaktion mit SAP30, einer Komponente des SIN3-HDAC-Komplexes, nicht nur fur
die Repression der Transkription durch PBF notwendig ist, sondern auch
Auswirkungen auf dessen Proteinstabilitat hat. So war die Proteinmenge von PBF
nach Koexpression von SAP30 erhoht (Sichtig et al., 2007b). Eine Mutante mit
Deletion der Aminosauren 280-312 war stabiler im Vergleich zum Wildtyp Protein und
mit Hilfe von GST Pulldown Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese
Aminosauren die Interaktion mit SAP30 vermitteln (G. Steger, unverdffentlicht). Die
Bindung an SAP30 konnte somit in PBF Aminosauren maskieren, die normalerweise
einer Ubiquitinierung unterliegen. Da sich in der SAP30-Binderegion von PBF
zwischen den Aminosauren 280 und 312 vier Lysine an den Positionen 281, 289,
298 und 302 befinden, wurden diese zunachst in Arginine, welche nicht mehr
ubiquitiniert werden konnen, mutiert. Bei einer funktionellen Relevanz der vier Lysine,
solite die Vierfachmutante stabiler als das Wildtyp Protein sein. Ein Vergleich der
Mengen an exogenem Protein zeigte allerdings, dass die Konzentration an PBF-
4xK/R keineswegs erhoht ist im Vergleich zum wt-PBF (Abbildung 27B, Spur 2 und
4). Auch wurde die Menge beider Proteine durch Hemmung des Proteasoms
gesteigert (Abbildung 27B, Spur 1 und 3). Daher ist eine potentielle Ubiquitinierung
dieser Aminosauren, die zum Abbau des Proteins fuhren wirde, zu verneinen. In
Ubereinstimmung damit hatte auch die Deletion der ganzen SAP30 Binderegion von
Aminosaure 280-312 keinen Effekt auf den Proteasom-vermittelten Abbau. So
resultierte eine Inkubation von Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 in einer
weiteren Stabilisierung von PBFA280-312. Wie bereits fruher beobachtet, ist
PBFA280-312 (Spur 4) zwar stabiler als PBF (Abbildung 27C, Spur 2), die Hemmung
des Proteasoms aber flhrte zu einer deutlichen Zunahme der Menge beider Proteine
(Spur 1 und 3).
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Dies zeigt, dass die Region von 280-312 zwar die Stabilitdt von PBF reduziert, da
PBFA280-312 in hoheren Mengen vorliegt. Allerdings sind nicht die Lysine und deren
Ubiquitinierung daran beteiligt. Deshalb ist es unwahrscheinlich, dass die Bindung
von SAP30 an PBF zur Maskierung der Ubiquitinakzeptorstellen fuhrt und dies der

Mechanismus dieser Kontrolle der Stabilitat ist.
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MG132 + +
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WB: a- FLAG

WB: a- B-Aktin <+«——B-Aktin

Abbildung 27: MG132 stabilisiert PBF-4xK/R und PBFA280-312

(A) Schematische Darstellung von PBF. Eingezeichnet sind die SAP30-Binderegion und die Lysine,
die sich darin befinden und in PBF-4xK/R mutiert sind. (B) Expressionsnachweis. C33A Zellen wurden
mit den Expressionsvektoren fur FLAG-PBF (Spur 1 und 2) bzw. FLAG-PBF-4xK/R (Spur 3 und 4)
transient transfiziert. 32 h spater wurden die Zellen mit 25 yM MG132 (Spur 1 und 3) bzw. Ethanol
(Spur 2 und 4) inkubiert und die Ganzzellextrakte (30 pg) anschlieRend in einem 10%igen SDS-PAG
aufgetrennt. (C) C33A Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBF (Spur 1 und 2) bzw.
FLAG-PBFA280-312 (Spur 3 und 4) transient transfiziert. 32 h spater wurden die Zellen mit 25 uM
MG132 (Spur 1 und 3) bzw. Ethanol (Spur 2 und 4) inkubiert und die Ganzzellextrakte (30 ug)
anschlieBend in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt. (B) und (C) Die rekombinanten Proteine
wurden im Western Blot mit dem FLAG-Antikérper visualisiert. Als Kontrolle fir eine gleichmaRige
Auftragung wurde B-Aktin detektiert.
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Um weitere Einsichten in den Mechanismus dieser Regulation zu erhalten, sollte die
Interaktionsdefizienz der Deletionsmutante von PBF mit SAP30 in der Zelle Uberpruft
werden. Dazu wurden C33A Zellen mit den Expressionsvektoren fur FLAG-PBF bzw.
FLAG-PBFA280-312 und HA-SAP30 sowie mit entsprechenden Leervektoren allein
und in Kombination transient transfiziert und die Extrakte tGber an Agarosekugelchen
gebundene FLAG-Antikdrper gereinigt. Gebundene Proteine wurden Uber ein
12%iges SDS-PAG aufgetrennt und in Western Blot Analysen mit Antikorpern,
welche das HA- bzw. FLAG-Epitop erkennen, detektiert. Wie im oberen Western Blot
erkennbar (Abbildung 28), war sowohl PBF (Spur 3) als auch PBFA280-312 (Spur 5)
in der Lage SAP30 zu prazipitieren. Extrakte aus Zellen, die mit den
Expressionsvektoren fur die Faktoren alleine (Spur 2, 4 und 6) bzw. den
Leervektoren (Spur 1) transfiziert wurden, lieferten keine Signale. Die Expression von
SAP30 ist im mittleren Blot, die der PBF Proteine im unteren Blot belegt. Obwohl die
PBF-spezifischen Banden relativ schwach waren, wird deutlich, dass die Menge an
PBF in Gegenwart von SAP30 erhéht war, und in ahnlichen Mengen wie PBFA280-
312 vorlag, das nicht durch SAP30 verandert wurde. Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu friheren GST Pulldown Experimenten, in denen in vitro translatiertes
PBFA280-312 nicht durch GST-SAP30 prazipitiert werden konnte.

FLAG-PBF T |+
FLAG-PBF A280-312 ¥ | +
HA-SAP30 4 | &
IP: a- , - ~  |«——HA-SAP30
FLAG | WBia-HA
—
WB: a- HA — — — |l——HAsAP30
Input T e e | FLAG-PBF
* K
WB: a- FLAG L B (| AG_PBF
A280-312
e

1 2 3 4 5 6

Abbildung 28: PBFA280-312 prazipitiert SAP30

Koimmunprazipitation. C33A Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBF bzw. FLAG-
PBFA280-312 und HA-SAP30 sowie mit entsprechenden Leervektoren allein und in Kombination
transient transfiziert. 1 mg Extrakt wurden mit an Agarosekugelchen gebundenen FLAG-Antikdrpern
inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch 3 Waschschritte mit 0,2 M LSDB entfernt
und die prazipitierten Proteine in einem 12%igen SDS-PAG aufgetrennt. Zusatzlich wurden 35 g
Gesamtproteinextrakte aufgetrennt (Einsatz). Western Blot Analysen mit Antikérpern gerichtet gegen
das HA- (oberes und mittleres Bild) bzw. FLAG-Epitop (unteres Bild) wurden durchgefiihrt um die
rekombinanten Proteine zu detektieren. Die Position der rekombinanten PBF Proteine im Blot ist mit
einem Sternchen markiert. IP: Immunprazipitation.

80



Wie bereits erwahnt, ist SAP30 eine Komponente des SIN3-HDAC-Komplexes.
HDAC1 bindet sowohl an SAP30 als auch an PBF (Sichtig et al, 2007b). Damit
kénnte endogenes HDAC1 im Fall von PBFA280-312 als Brickenprotein fungieren
und die oben beobachtete Interaktion vermitteln. Um diese Vermutung zu testen,
wurde in einem GST Pulldown Experiment die Region in PBF naher bestimmt, die
wichtig fur die Interaktion mit HDAC1 ist. Hierfur wurden N- und/oder C-terminale
Deletionsmutanten von PBF in vitro translatiert und mit aufgereinigtem GST bzw.
GST-HDAC1 inkubiert (Abbildung 29).

PBF-N 1 113

PBFA5 114] | 378

PBFA10 379] 1513
IVT-PBF-N IVT-PBFA5 IVT-PBFA10

10% Einsatz + + +

GST-HDAC1 + + +

GST + + +

«———PBFA5

PBF-N—— <——PBFA10

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 29: HDAC1 bindet hauptsachlich am C-Terminus von PBF

Oben: Schematische Darstellung der verwendeten PBF Mutanten. Unten: GST Pulldown Assay. GST-
HDAC1 (Spur 2, 5 und 8) oder GST (Spur 3, 6 und 9) wurden Uber Glutathion-Sepharose gereinigt
und mit 10 pl in vitro translatiertem (IVT), **S-markiertem PBF-N (Spur 2 und 3), PBFA5 (Spur 5 und
6) und PBFA10 (Spur 8 und 9) inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0,1 M LSDB Puffer wurden
gebundene Proteine in einem 15%igen SDS-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie
visualisiert. Spuren 1, 4 und 7 zeigen 10% des eingesetzten in vitro Translationsproduktes.

Die Abbildung 29 zeigt, dass nur die Inkubation von HDAC1 mit PBFA10 (Spur 8) ein
deutliches Signal lieferte. Daraus resultiert, dass die Interaktion hauptsachlich im C-
Terminus (AS 379-513) und damit aul3erhalb der AS 280-312 stattfindet. Um dies zu
bestatigen, wurde die Bindung von HDAC1 an PBFA280-312 in einer
Koimmunprazipitation GOberprift. Dafir wurden C33A Zellen transient mit den
Expressionsvektoren fir FLAG-PBF bzw. FLAG-PBFA280-312 und Myc-HDAC1
transfiziert. Im oberen Western Blot (Abbildung 30) ist erkennbar, dass PBF und
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PBFA280-312 HDAC1 prazipitiert hatten (Spur 3 und 5), wahrend HDAC1 allein eine
minimale Affinitat zu der FLAG-AK gekoppelten Agarose-Matrix zeigte (Spur 6).
Somit konnte die in Abbildung 28 erkennbare Prazipitation von SAP30 durch
PBFA280-312 eine indirekte Interaktion, als Resultat der Bindung dieser beiden
Proteine an HDAC1, darstellen. Beide PBF Proteine wurden ganz deutlich durch die
Koexpression von HDAC1 stabilisiert. In diesem Experiment war die Menge von PBF
allein nicht nachweisbar (Spur 2), wahrend PBFA280-312 detektierbar war (Spur 4).
Hier wird wieder deutlich, dass PBFA280-312 stabiler ist.
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Abbildung 30: PBFA280-312 prazipitiert HDAC1

Koimmunprazipitation. C33A Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBF
(Spur 2 und 3) bzw. FLAG-PBFA280-312 (Spur 4 und 5) und Myc-HDAC1 (Spur 3, 5 und 6) sowie mit
entsprechenden Leervektoren (Spur 1) allein und in Kombination transfiziert. 1 mg Extrakt wurden mit
an Agarosekigelchen gebundenen FLAG-Antikorpern inkubiert. Nach 3 Waschschritten mit 0,2M
LSDB wurden die gebundenen Proteine in einem 10%igen SDS-PAG aufgetrennt. Zusatzlich wurden
35 yg Gesamtproteinextrakte aufgetrennt (Einsatz). Western Blot Analysen mit Antikbrpern, die das
Myc- (oberes und mittleres Bild) bzw. FLAG-Epitop (unteres Bild) detektieren, wurden durchgefihrt um
die Proteine zu visualisieren. IP: Immunprazipitation.

Die gezeigten Ergebnisse indizieren, dass Regionen aul3erhalb des Bereichs von AS
280-312 wichtig fur die HDAC1/SAP30-vermittelte Stabilitdt von PBF sind. Dieses
Modell kann mit anderen Ergebnissen, die dieser Arbeit vorangegangen sind, in
Einklang gebracht werden. Es wurde beobachtet, dass PBFA8 (AS 189-312) durch
die Koexpression von SAP30 deutlich stabilisiert wurde, wahrend die Menge an
PBFA9 (AS 263-513) unbeeinflusst blieb, obwohl beide Proteine SAP30 binden
konnen (Sichtig et al, 2007b). Lysin Acetylierung durch Acetyltransferasen und deren
Deacetylierung durch HDAC ist eine posttranslationale Modifikation, involviert nicht
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nur in der Modulation der Transkription, sondern auch in der Regulation der Stabilitat
von Proteinen (Sadoul et al, 2008; Yang und Seto, 2008). Diese Modifikation kann
Proteine stabilisieren z.B. Smad7, p53, Runx3 und Myc (Simonsson et al, 2005;
Kume et al, 2007; Ito et al, 2002; Jin et al, 2004; Vervoorts et al, 2006) oder
destabilisieren z.B. E2F1, HIF-1a, SV40 T-Antigen, pRB und Cyclin A (Galbiati et al,
2005; Jeong et al; 2002; Shimazu et al, 2006; Leduc et al, 2006; Mateo et al, 2010).
Die Acetylierung kann eine Ubiquitinierung verhindern oder als Signal fur eine
Ubiquitinierung fungieren. Die beschriebenen Daten implizieren, dass im Fall von
PBF, der HDAC1 Komplex, der uUber mehrere Motive an PBF gebunden wird,
acetylierte Lysine deacetyliert, was eine Ubiquitinierung und anschlieRende
Degradation verhindert. Aus diesem Modell folgt, dass hierbei unterschiedliche
Lysine von Acetylierung und Ubiquitinierung betroffen sein mussen.
Dementsprechend wurde untersucht, ob in Gegenwart von Uberexprimiertem SAP30,
PBF weniger ubiquitiniert vorliegt. C33A Zellen wurden mit den Expressionsvektoren
fur FLAG-PBF und HA-SAP30 transient transfiziert und 16 h vor Ernte mit MG132
oder Ethanol inkubiert. Die Extrakte wurden mit FLAG-AntikOrper gebundenen
Agarosekugelchen aufgereinigt. Der obere Western Blot (Abbildung 31), entwickelt
mit dem FLAG-Antikorper, zeigt 10% des Einsatzes fur die Immunprazipitation. Wie
in den Spuren 1 und 3 erkennbar, fihrte die Koexpression von SAP30 zu einer
Stabilisierung von PBF, die durch Zugabe von MG132 weiter erhoht wurde (Spur 4).
Der untere Blot, der mit einem Antikorper gegen Ubiquitin entwickelt wurde, belegt,
dass PBF in Gegenwart von SAP30 deutlich weniger ubiquitiniert war (vergleiche
Spur 2 und 4), obwohl die Menge an PBF in beiden Ansatzen vergleichbar ist (oberer
Blot, Spur 2 und 4). Die Stabilitat von SAP30 scheint ebenfalls durch das Proteasom

reguliert zu werden, wie die Inkubation mit MG132 indiziert.
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Abbildung 31: Verringerte Ubiquitinierung von PBF nach Koexpression von SAP30
Koimmunprazipitation. C33A Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-PBF (Spur 1-4)
und HA-SAP30 (Spur 3 und 4) transient transfiziert. 170 pyg Ganzzellextrakt wurden mit an
Agarosekigelchen gebundenen FLAG-Antikérpern inkubiert. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden durch 3 Waschschritte mit 0,25 M LSDB entfernt und die prazipitierten Proteine in einem
12%igen SDS-PAG aufgetrennt. Zusatzlich wurden 30 pg Gesamtproteinextrakte aufgetrennt
(Einsatz). Western Blot Analysen mit Antikérpern gerichtet gegen das HA- (mittlerer Blot) bzw. FLAG-
Epitop (Einsatz: oberes Bild) oder gegen mono- und polyubiquitinierte Proteine (unterer Blot) wurden
durchgefiihrt um die rekombinanten Proteine zu detektieren. IP:Immunprazipitation.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Microarray Analysen durchgefihrt, um zum ersten Mal
potentielle zellulare Zielgene von PBF zu bestimmen. Die hier identifizierten Gene
sind einerseits Teil von Signalwegen bei der angeborenen Immunitat und
andererseits von Pathways, die an der Karzinomentstehung beteiligt sind. Sechs der
PBF-induzierten Gene sind als Interferon-reguliert bekannt. Die Expression von
ISG56, dem am starksten durch PBF induzierten Gen, und seinem Familienmitglied
ISG54 wird durch Interferon a und B, molekulare Pathogen-assoziierte Muster, sowie
Infektion mit einer Vielzahl an RNA- oder DNA-Viren im Rahmen der angeborenen
Immunantwort aktiviert (Der et al, 1998; Zhu et al, 1997; Nicholl et al, 2000; Dorn et
al, 2005; Elco et al, 2005; Terenzi et al, 2005; Smith et al, 2005; Daffis et al, 2007,
Janssen et al, 2007; Wacher et al, 2007; Fensterl und Sen, 2011). Die Proteine
beeinflussen eine Vielzahl von zellularen und viralen Prozessen, unter anderem die
Inhibition der Translationsinitiation, der Zellproliferation und —migration, sowie der
viralen Replikation (Guo et al, 2000; Hui et al, 2003; Terenzi et al, 2006; Terenzi et al,
2008; Lai et al, 2008). lhre Aktivitat tragt zur antiviralen Antwort der Zelle bei. Fur
zwei weitere IFN-sensitive Zielgene von PBF, IFI44 und IFI16, wurden ebenfalls
antiproliferative Aktivitaten berichtet. Uberexpression von IFI44 induzierte einen
antiproliferativen Zustand selbst in Zellen, die nicht auf IFNa ansprechen (Hallen et
al, 2007). Die erhdhte Expression von IFI16 dagegen war assoziiert mit Seneszenz-
induziertem Wachstumsarrest (Xin et al, 2003; Xin et al, 2004). Frihere Versuche
zeigten, dass uUberexprimiertes PBF das Wachstum der Zellen inhibiert (Sichtig et al,
2007a). Mutationen der DNA-Bindedomane von PBF hoben diesen Effekt vollstandig
auf. Daraus resultiert, dass die DNA-Bindung und damit wahrscheinlich auch die
Funktion als Transkriptionsfaktor fur die wachstumsinhibierende Aktivitat von PBF
notwendig ist. Moglicherweise beruht dieser PBF-vermittelte Effekt auf der
Aktivierung von ISG56 und IFl44, den zwei Genen mit der héchsten Induktion im
Microarray nach Uberexpression von PBF. Dies kdnnte durch siRNA-induziertes
Ausschalten von ISG56 und IFl44 untersucht werden. Die PBF-vermittelten Effekte

auf das Wachstum sollten dann reduziert oder eliminiert sein.

Genom-weite Expressionsstudien unterstutzen die Annahme, dass PBF an der
antiviralen Immunantwort beteiligt ist. So war die Menge an PBF mRNA reduziert in

CD8+ T-Zellen von viramischen HIV-Patienten verglichen mit CD8+ T-Zellen von

85



uninfizierten Personen oder HIV-infizierten, Therapie-naiven Langzeitliberlebenden,
den sogenannten long-term non-progressors (Hyrczka et al, 2007; Wu et al, 2008).
Dies konnte bedeuten, dass PBF Expression niedrig sein muss, um eine effiziente
HIV Replikation zu ermoglichen. PBF konnte auch eine antivirale Aktivitat spezifisch
gegen humane Papillomviren haben. |ISG56 bindet direkt das E1-Protein
verschiedener HPV-Typen (Terenzi et al, 2008). Bei dem E1-Protein handelt es sich
um einen hochkonservierten Replikationsinitiator mit ATPase und Helikase-Aktivitat,
der essentiell fur die Vermehrung des viralen Genoms ist (Hughes und Romanos,
1993; Seo et al, 1993; Yang et al, 1993; Chow und Broker, 1994). Die Interaktion von
ISG56 mit E1 inhibiert die Helikase-Aktivitat und verhindert die Replikation der viralen
DNA (Terenzi et al, 2008). PBF konnte also einerseits direkt Uber seine
transkriptionelle Repression die HPV Genexpression inhibieren (Sichtig et al, 2007b)
und andererseits indirekt Uber die Induktion von ISG56 die HPV-Replikation

verhindern.

Im Rahmen einer diese Doktorarbeit begleitenden Diplomarbeit konnte mit Hilfe von
transienten Transfektionsanalysen die Aktivierung des ISG56 Promotors durch PBF
gezeigt werden, welche hier bestatigt wurde (Pawlowski, 2011). PBF aktivierte den
ISG56 Promotor ca. 4-fach, was mit den Ergebnissen des Microarrays
Ubereinstimmt. Daflr brauchte PBF die beiden sogenannten CRARF-Domanen,
welche zu Regionen in ,E“-Varianten von T-Zell-Faktoren hochkonserviert sind. Im
Fall der T-Zell-Faktoren sind diese Segmente notwendig fur die DNA-Bindung und
die Aktivierung von LEF-1 und Cdx Promotoren durch B-Catenin und CBP/p300
Komplexe (Atcha et al, 2003; Hecht et al, 2003; Atcha et al, 2007). Die Mutation einer
der beiden CRARF-Sequenzen war bereits ausreichend, um die DNA-Bindung von
PBF in einem Gelretardierungsexperiment an das CG reiche PBF-Bindeelement von
HPV8 zu unterbinden (Sichtig et al, 2007b). Obwohl eine Beteiligung dieser Region
an Interaktionen mit zellularen Faktoren im Fall von PBF nicht ausgeschlossen
werden kann, ist es somit wahrscheinlich, dass die DNA-Bindung notwendig ist fur
die PBF-vermittelte Aktivierung. PBF scheint also den ISG56 Promotor als ein
klassischer Transkriptionsfaktor zu aktivieren. Im Rahmen der frGheren Diplomarbeit
wurde gezeigt, dass PBF die ISREs dafur braucht. Eine Deletion beider ISREs des
ISG56 Promotors, die fur die Aktivierung durch IRF3 und ISGF3 notwendig sind,
sowie Punktmutationen in beiden ISREs erniedrigten die basale Aktivitat des

Promotors und hoben die PBF-vermittelte Aktivierung auf, was zeigt, dass PBF Uber
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eines oder beide Elemente agiert (Pawlowski, 2011). Die Tatsache, dass sechs
Zielgene von PBF, welche in den Microarray Analysen identifiziert wurden, Interferon-
stimulierte Gene sind und ISREs in ihren Promotorsequenzen haben, unterstreicht
weiter die Rolle der ISREs in der PBF-vermittelten Aktivierung der Genexpression.
Diese Ergebnisse sind allerdings kontrar zu friheren Berichten, die CG reiche
Sequenzen als Bindemotive flir PBF und sein Familienmitglied GEF identifizierten.
PBF band CCGG in der regulatorischen Region von HPV8 (Boeckle et al, 2002),
sowie ein GCCGGCG Motiv in dem Huntingtin Promotor (Tanaka et al, 2004),
wahrend GEF die Nukleotide ACCGG im Enhancer des humanen GLUT4-Gens
brauchte (Knight et al, 2003). Die Beteiligung eines CG-Motivs wird durch Genom-
weite Studien unterstutzt, die eine stark erniedrigte Affinitat von PBF zu DNA nach
deren CpG-Methylierung offenbarten (Bartke et al, 2010). Die hier vorgestellten
Daten indizieren, dass PBF flur die Aktivierung des ISG56 Promotors nicht auf CG
reiche Sequenzen angewiesen ist. So zeigte sich kein Unterschied bei der PBF-
vermittelten Stimulation eines ISG56 Promotors, der entweder zwei ISRE | oder zwei
ISRE Il Sequenzen enthalt, obwohl nur die ISRE | ein CGG Element beinhaltet. Der
Grad der Aktivierung erreichte aber nur die Halfte der Aktivierung im Vergleich zu
dem Wildtyp Konstrukt. PBF braucht also eine spezifische
Sequenzzusammensetzung, um optimal die [ISG56 Genexpression und
wahrscheinlich auch die anderen ISRE enthaltenden Gene zu aktivieren. Unterstutzt
wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass PBF nicht in der Lage war, ein
synthetisches Reporterkonstrukt, welches vier Kopien des ISRE Il aus dem ISG56-
Promotor beinhaltet, zu stimulieren. Sequenzbereiche, die sich aulerhalb der ISREs
befinden, beeinflussen die PBF-vermittelte Aktivierung. Aufgrund dieser Sequenz-
Spezifitat aktiviert PBF wahrscheinlich nur wenige IFN-sensitive Gene, was sich in
den Ergebnissen des Microarrays widerspiegelt. Weitere detailierte Analysen sind
notwendig, um die DNA-Bindesequenz von PBF zu definieren. Es kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass PBF durch Interaktion mit Kofaktoren an die ISREs
rekrutiert wird. Frihere Versuche charakterisierten PBF als einen transkriptionellen
Repressor (Sichtig et al, 2007b). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass PBF als
transkriptioneller Repressor aber auch als Aktivator fungieren kann. Uberexprimiertes
PBF reprimierte den HPV8 Promotor, aktivierte aber den 1ISG56 Promotor. Da die
entsprechenden Experimente parallel in den gleichen Zellen mit den gleichen

Expressionsvektoren durchgefihrt wurden, waren die zellularen Bedingungen, wie
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die Expression von Kofaktoren oder die posttranslationale Modifikationen des
Proteins, identisch. Die unterschiedlichen transkriptionellen Effekte von PBF missen
also durch die Sequenzzusammensetzung innerhalb bzw. auch au3erhalb des PBF-

Bindemotivs bestimmt sein.

Inkubation von Zellen mit Poly I1:C und TNF-a resultierte in Degradation von
Uberexprimiertem PBF. BMS-345541, ein spezifischer Inhibitor fur IKKa und IKK,
konnte diesen Poly I:C- und TNF-a- vermittelten Abbau verhindern, was ein klarer
Hinweis flr die Beteiligung aktiver IKK an der Degradation von PBF ist. Die
Stabilisierung von endogenem PBF Protein durch BMS-345541 in verschiedenen
Zelllinien unterstreicht die Rolle von aktiver IKK bei der Regulation der Proteinmenge
von PBF. Das stabilisierte Protein war nicht nachweisbar phosphoryliert, wie die
Behandlung der Extrakte mit A- Phosphatase verdeutlichte. Leider konnte in dieser
Arbeit endogenes PBF in Abwesenheit von BMS-345541 nicht detektiert werden,
aber Versuche mit rekombinantem Protein zeigten, dass PBF normalerweise
phosphoryliert in der Zelle vorliegt. Diese Ergebnisse implizieren, dass IKK den
Phosphorylierungsstatus von PBF kontrolliert, moglicherweise durch direkte
Phosphorylierung. Dies kann in einem in vitro Kinase Assay mit gereinigten IKKa
bzw. B Enzymen, GST-fusioniertem PBF und radioaktiv markiertem ATP bestatigt
werden. Mindestens zwei Regionen in PBF sind an der IKK-vermittelten Degradation
beteiligt, wovon eine sich in PBFA10 (AS 379-513) befindet. Die Verwendung von
Deletionsmutanten konnte eine weitere Region auf die Aminosauren 189-222
eingrenzen. Dieser Bereich beinhaltet an Position 211-216 die Sequenz DSGSST,
welche dem Konsensusmotiv ,DpSGWXpS/T* (p=phospho, W=hydrophober Rest,
X=Dbeliebiger Rest), das in einigen IKK-Substraten enthalten ist (Chariot, 2009),
entspricht. Duale Phosphorylierung dieses Motivs dient ebenfalls meist als
Erkennungssequenz fiir SCFPTRCP
2004; Ang und Wade Harper, 2005; Petroski und Deshaies, 2005). Mutation der
Aminosauren S212/T216 sowie S214/215 in Alanin (im Kontext von PBFA3), hatten
eine jeweils moderate Auswirkung auf die Stabilitdt des Proteins (Daten nicht

, einen E3-Ligase Komplex (Cardozo und Pagano,

gezeigt). Wurden aber alle 4 Aminosauren gleichzeitig mutiert, war das Protein
stabiler als Wildtyp PBF, und die Effekte von TNF-a und BMS-345541 waren
weitestgehend aufgehoben. Das Ergebnis impliziert, dass diese Aminosauren an der
Regulation der Stabilitat des Proteins beteiligt sind und maoglicherweise durch IKK

phosphoryliert werden. Allerdings ist es wahrscheinlich, dass eine weitere Kinase in
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der Regulation involviert ist. Die Aminosauren ESGDISDSGSSTTSGHWS (Position
206-222) entsprechen der Konsensussequenz ,D/ESGxxS/TxxxS/TxxxS/T*
bestehend aus dem B-TRCP Motiv, gefolgt von einem Tandem GSK (Glykogen
Synthase Kinase) 3 Phosphorylierungsmotiv (Xu et al, 2009). Eine Computer-
basierte systematische Analyse zur Identifizierung von potentiellen GSK3 Substraten
fand PBF mit dieser Sequenz (Xu et al, 2009). Urspriinglich als Regulator des
Glykogen-Metabolismus entdeckt, hat GSK3 auch wichtige Funktionen in
verschiedenen zelluldaren Prozessen, wie Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzierung, -
proliferation, -motilitat und Apoptose (Embi et al, 1980; Kockeritz et al, 2006). Sie ist
an der Regulation der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligt und spielt
eine Rolle bei der Tumorgenese verschiedener Karzinomtypen (Luo, 2009; Beurel et
al, 2010; Wang et al, 2011). Die Aktivitat von GSK3 wird durch den PI3K/AKT bzw.
den Wnt Signalweg negativ reguliert (Cross et al, 1995; Nusse, 2005). Das C-
terminale Serin oder Threonin in dem GSK3-Konsensusmotiv S/TxxxS/T wird haufig
von einer anderen Kinase phosphoryliert und dient als ,Signal® fir die
Phosphorylierung des N-terminalen S/T durch GSK3 (Xu et al, 2009). Im Fall von (-
Catenin und Snail fuhrt die Phosphorylierung durch GSK3 zur Ubiquitinierung und
zum proteasomalen Abbau der Proteine (Hinck et al, 1994; Papkoff et al, 1996;
Aberle et al, 1997; Kodama et al, 1999; Latres et al, 1999; Zhou et al, 2004; Yook et
al, 2005; Yook et al, 2006; Doble et al, 2007). Weitere Versuche sind notwendig um
die Beteiligung von GSK3 und die mogliche Wechselwirkung mit IKK bei der

Regulation der Stabilitat von PBF aufzudecken.

Wahrend die Repression des HPV8 Promotors durch BMS-345541 kaum beeinflusst
war, hatte die Inkubation mit BMS-345541 eine starke Reduktion der PBF-
vermittelten Aktivierung zur Folge, obwohl die Menge an PBF unter diesen
Bedingungen erhoht ist, was indiziert, dass die IKK-vermittelte Phosphorylierung
nicht nur die Proteasom-abhangige Degradation von PBF induziert, sondern
gleichzeitig fur die transkriptionelle Aktivierung von PBF notwendig ist. Folglich ware
die Aktivierung des Proteins zugleich das Signal fur dessen Degradation. Ein
Auslosen der angeborenen Immunantwort wurde somit PBF aktivieren, welches
durch Induktion seiner Zielgene zur Etablierung der Immunreaktion beitragen wurde.

Zugleich ware das Protein fur den proteasomalen Abbau markiert. Es kdnnte sich
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dabei um einen negativen Feedback-Mechanismus handeln, um sicherzustellen,

dass die Aktivierung der Zielgene durch PBF gering und nur vorubergehend ist.

Die Beobachtung, dass endogenes PBF in verschiedenen Krebszelllinien in
Gegenwart von BMS-345541 stabilisiert wird, impliziert zudem, dass PBF in diesen
Zellen exprimiert wird, transkriptionell aktiv ist und auch seine Zielgene aktiviert. PBF
wird aber kontinuierlich abgebaut wird, weshalb es in den Zellen nicht nachweisbar
ist. Das Einbringen des zusatzlichen exogenen Proteins in diese Zellen kdonnte die
Expression der Zielgene dann nur noch geringflgig steigern. Dies kdnnte die im
Microarray detektierten relativ geringen, aber signifikanten Unterschiede der mRNA
Mengen der zellularen Zielgene in Folge der PBF Expression erklaren. Die hochste
Aktivierung betrug 2,9 fach (fir ISG56 und IFI44). Die Aktivierungen, die durch qRT-
PCR gemessen wurden, waren zwar leicht hdher, aber in einem ahnlichen Bereich
(héchste durchschnittliche Induktion ca. 5 fach fur ISG56), womit Ungenauigkeiten in
der Quantifizierung, welche bei Microarray Analysen mdglich sind, als Ursache fur
die niedrigen Induktionen ausgeschlossen werden konnen. Eine ahnlich niedrige
Aktivierung des ISG56 Promotors in transienten Transfektionsanalysen durch IRF3-
5D und IFNa (Daten nicht gezeigt) unterstitzt die Vermutung, dass die Expression
von ISG56 in RTS3b Zellen, einer Karzinomzelllinie in der IKK aktiv ist, schon unter
normalen Bedingungen stattfindet.

Daruber hinaus waren ISG56 und IFl44 sogar starker oder gleich induziert wie das
PBF-Transkript selbst (2,5 fach im Microarray (Daten nicht gezeigt) und gleich in der
gRT-PCR), obwohl die Proteinmenge von PBF unter identischen Bedingungen um
mehr als das 20-fache gesteigert war, wie eine Quantifizierung der PBF-spezifischen
Bande im Western Blot ergab (Daten nicht gezeigt). Dies lasst auch auf eine
posttranslationale Regulation des Proteins zusatzlich zu seiner Expression schliel3en.
Moglicherweise ist nur eine geringe Menge dieses detektierbaren rekombinanten
Proteins phosphoryliert und somit transkriptionell aktiv. Die unphysiologische

Uberexpression in den Zellen kdnnte das IKK-Ubiquitin-System (iberlasten.

Die Ergebnisse charakterisieren PBF als Teil der IKK-kontrollierten Signalwege und
unterstutzen eine Rolle von PBF bei der angeborenen Immunitat, die schon durch die
Identifizierung der IFN-regulierten Zielgene impliziert wurde. Eine konstitutive

Aktivierung des IKK-Signalweges, wie sie oft in Karzinomen zu beobachten ist,
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induziert somit auch die Aktivierung von PBF und kdnnte zur verstarkten Expression
PBF-responsiver Gene, die mit Krebs assoziiert sind, fihren. Die Beteiligung der
PBF-Zielgene an Signalwegen, die in Tumoren aktiv sind, verstarkt diese Annahme.
MEF2C ist ein Mitglied der Familie von MADS-Box Transkriptionsfaktoren und ein
Regulator der lymphoiden Entwicklung (Stehling-Sun et al, 2009). Desweiteren ist
MEF2C an der Regulation der Proliferation von B-Lymphozyten beteiligt (Wilker et al,
2008) und es konnte gezeigt werden, dass es in bestimmten akuten
lymphoblastischen T-Zell Leukamie (T-ALL) Zelllinien dereguliert ist (Nagel et al,
2008; Nagel et al, 2011). Kirzlich wurde es sogar als potentielles Onkogen in T-ALL
propagiert (Homminga et al, 2011). In Kooperation mit p-Catenin kann CALCOCO1
als transkriptioneller Aktivator von Androgen Rezeptor und TCF/LEF agieren (Yang
et al, 2006). Uberexpression oder reinduzierte Expression von PEG10, einem
,gepragten® Gen, wurde in verschiedenen malignen Erkrankungen, wie
hepatozellularem Karzinom, Pankreaskarzinom, Wilmstumor und akuter bzw.
chronischer lymphozytarer B-Zell Leukamie festgestellt (Tsou et al, 2003; Okabe et
al, 2003; Ip et al, 2007; Dekel et al, 2006; Hu et al, 2004; Kainz et al, 2007; Dong et
al, 2011). PEG10 wurde aullerdem als Biomarker in Adenokarzinomen der
Gallenblase beschrieben (Liu et al, 2011). MACC1 ist ein Hauptregulator des HGF-
MET Signalwegs und mit primdarem und metastasiertem Kolonkarzinom assoziiert
(Stein et al, 2009). Kuirzlich wurde MACC1 als prognostischer Marker fur
hepatozellulares Karzinom (Qiu et al, 2011) und flr ein postoperatives Rezidiv von
Lungenadenokarzinomen (Chundong et al, 2011) beschrieben. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um die funktionelle Rolle von PBF bei der Kontrolle
der Genexpression dieser Faktoren zu bestimmen und somit seine Bedeutung als

Zielprotein von IKK bei dessen protumorigenen Aktivitat zu ermitteln.

Daten im Vorfeld dieser Arbeit belegten eine Rolle von Wachstumsfaktoren bei der
Kontrolle der subzellularen Lokalisation von PBF und somit seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor. Wachstumsfaktoren fuhren auch zur Aktivierung des MAP-ERK-
Weges. Da PBFA4 laut einer in silico Analyse drei potentielle
Phosphorylierungsstellen fir ERK1/2 hat, sollte eine moégliche Rolle von ERK in
dieser Arbeit untersucht werden. In der Tat konnte gezeigt werden, dass PBFA4 an
einem oder mehreren Serin-Prolin oder Threonin-Prolin Motiven phosphoryliert war,

was ein typisches Merkmal der Phosphoakzeptorstellen von MAP Kinasen ist, denn
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die Mutation der potentiellen Phosphorylierungsstellen modifizierte das Laufverhalten
des Proteins. Allerdings wurde hier gezeigt, dass ERK1/2 oder auch ERK5 PBFA4
nicht phosphorylieren. Es bleibt zu priufen, ob PBF ein Substrat anderer Mitglieder
der MAPK Familie ist, deren Kinase Aktivitat nicht durch U0126 gehemmt wird, wie
z.B. p38a, eine Kinase involviert u.a. in der Immunantwort (Zarubin und Han, 2005).
Auswirkungen dieser Phosphorylierung auf die transkriptionelle Aktivitat bzw. auf die
Proteinstabilitat von PBF konnten hier nicht gefunden werden. Schliel3lich kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese posttranslationale Modifikation Funktionen von
PBF oder Interaktionen mit zellularen Faktoren reguliert, die bisher unbekannt sind.
Subtile Effekte dieser Mutationen auf die subzellulare Lokalisation von PBF konnten
hier nicht ermittelt werden, da die Uberexpression des rekombinanten Proteins die
transfizierten Zellen stark schadigte und kleinere Veranderungen nicht sichtbar

wurden (Daten nicht gezeigt).

Diese Arbeit brachte neue Hinweise, dass die Stabilitdt von PBF neben
Phosphorylierung auch durch Acetylierung und Deacetylierung kontrolliert sein
konnte. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass die Bindung von SAP30 an PBF dessen
Stabilitat erhoht. Allerdings waren die Vorbefunde widerspruchlich. Zum einen fuhrte
die Koexpression von SAP30 mit PBFA8 (AS 189-312) zu einer drastischen
Zunahme der PBF-Menge, wahrend die Menge an PBFA9 (AS 263-513)
unbeeinflusst blieb (Sichtig et al, 2007b), obwohl beide Proteine SAP30 binden
konnen (Sichtig et al, 2007b). Andererseits resultierte die Koexpression von SAP30,
oder die Deletion der Aminosauren 280-312 von PBF, involviert in der Bindung an
SAP30, ebenfalls in einer Stabilisierung von PBF (Sichtig et al, 2007b). Im letzten
Fall konnte somit die Interaktion mit SAP30 Aminosauren in PBF maskieren, die
normalerweise einer Ubiquitinierung unterliegen, was aber durch die hier
prasentierten Daten unwahrscheinlich erscheint. Die Mutationen aller vier in diesem
Bereich liegenden Lysin-Reste in Arginine hatten keine Stabilisierung des Proteins im
Vergleich zum wt-PBF zur Folge. Allerdings wurde eine Ubiquitinierung von Cystein-,
Serin- oder Threonin-Resten berichtet (Cadwell und Coscoy, 2005; Tait et al, 2007,
Wang et al, 2007; Williams et al, 2007; Ishikura et al, 2010; Shimizu et al, 2010), so
dass nicht ganz ausgeschlossen werden kann, dass uUber die Ubiquitinierung solcher
Aminosauren, die sich in dem Segment von Aminosaure 280-312 befinden, die PBF-
Menge kontrolliert wird. Die Bindung von SAP30 an diese Region wirde dann diese

Aminosauren maskieren und deren Ubiquitinierung verhindern. Moglicherweise ist
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auch die erhéhte Menge an PBFA280-312 durch die Zerstdérung des Zinkfingers (AS
282-305) bedingt, die eine Veranderung der Konformation des Proteins zur Folge

haben konnte.

PBF interagiert mit dem SIN3/HDAC-Komplex Gber mindestens zwei Motive. So band
PBF nicht nur SAP30 uber die AS 280-312, sondern auch HDAC1 Uber seinen C-
Terminus (379-513). SAP30 und HDAC1 binden ebenfalls aneinander (Zhang et al,
1998; Sichtig, 2006). Uberexpression von HDAC1 resultierte in Stabilisierung von
PBF und PBFA280-312, was zusatzlich unterstreicht, dass Regionen aulerhalb des
Bereichs von AS 280-312 wichtig fur die SIN3/HDAC1-vermittelte Stabilitat sind.
PBFA8 (AS 189-312), welches durch SAP30 stabilisiert wird, kann somit den
SIN3/HDAC1 Komplex Uber SAP30 rekrutieren, wahrend PBFA9 (AS 263-513),
dessen Menge durch SAP30 nicht beeinflusst wurde, dies tber SAP30 und HDAC1
tun kann (Abbildung 32). Folglich sind die Aminosauren 189-262 fur die Effekte des
SIN3/HDAC1-Komplexes, die zur Erhohung der Stabilitat von PBF fuhren,
verantwortlich. Diese Erhdhung der Stabilitat resultiert aus der verminderten
Ubiquitinierung von PBF, wie Versuche mit koexprimiertem SAP30 offenbarten. Dies
impliziert, dass PBF nach verstarkter Bindung des SIN3/HDAC1-Komplexes Uber
dessen Deacetylase Aktivitat an Lysinen in den Aminosauren 189-262 deacetyliert
wird und dies seine Ubiquitinierung verhindert. Dementsprechend ware PBF ohne die
Aktivitat des SIN3/HDAC1-Komplexes an bestimmten Lysinen acetyliert und an
anderen ubiquitiniert. Aufgrund dieses Modells sollte PBF in Gegenwart von HDAC1

Inhibitoren verstarkt abgebaut werden.

Stabilisierung

SAP30 HDAC1 durch SAP30
PBF 1| | 513 +
PBFA8 189 ] 312 +

PBFA9 263 | | 513 -

Abbildung 32: Schematische Darstellung der PBF-Deletionsmutanten

Eingezeichnet ist die Binderegion von SAP30 bzw. HDAC-1. Eine Stabilisierung nach Koexpression
von SAP30 ist mit einem Plus gekennzeichnet. Die Zahlen beziehen sich auf die Position der
Aminoséaure im Wildtyp PBF.
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Die hier diskutiete SAP30/HDAC1-vermittelte Regulation der Stabilitdt durch
Acetylierung/Deacetylierung erinnert an die beschriebene fir Cyclin A. PCAF
acetyliert Cyclin A an vier Lysinen wahrend der Mitose, was zur Ubiquitinierung
anderer Lysine durch APC/C (anaphase-promoting complex/cyclosome) und zur
Degradation des Proteins durch das Proteasom fuhrt. Diese Acetylierung hat somit
eine entscheidende Bedeutung flr die biologische Funktion von Cyclin A (Mateo et
al, 2010). Im Fall von PBF bleibt weiterhin zu untersuchen, ob die Kontrolle der
Stabilitat von PBF durch IKK im Rahmen einer Aktivierung der angeborenen
Immunantwort oder bei der Karzinogenese und der durch HDAC miteinander in
Wechselwirkung stehen und sich erganzen oder komplett unabhangige Funktionen
sind. HDAC Aktivitat spielt eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort.
Sie ist notwendig fur TLR- und IFN-Signalwege und ist auch essentiell bei der
adaptiven Immunitat (Shakespear et al, 2011). Somit sind wohl beide Aktivitaten, IKK
und HDAC in Rahmen einer angeborenen Immunantwort aktiv und kdnnen die
Menge und Funktion von PBF posttranslational kontrollieren. Inhibitoren von HDAC
sind eine neue Klasse von Anti-Krebs-Medikamenten, die selektiv. Tumor-
Cytotoxizitat besitzen (Leggatt and Gabrielli, 2011). Diese Inhibitoren wirden somit
auch durch IKK-aktiviertes PBF in den Krebszellen modulieren und verstarkt
abbauen. Allerdings bleibt zu untersuchen, ob und wie die potentielle Acetylierung
von PBF die Funktion als Aktivator bzw. Repressor beeinflusst oder ob es nur auf

Ebene der Regulation der Proteinmenge agiert.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten charakterisieren PBF als Transkriptionsfaktor,
der bei der angeborenen Immunitat eine Rolle spielt und Uber Aktivierung einiger
spezifischer IFN-regulierter Gene zur Etablierung einer antiviralen zellularen Antwort
beitragen konnte. Zum anderen konnte PBF Uber Aktivierung von Krebs-assoziierten
Zielgenen auch protumorigen wirken. Die Signifikanz dieser Daten wird durch den
wiederholten Nachweis einer Deregulation der PBF Expression in Geweben bzw.
Zellen aus den assoziierten Krankheitsbildern durch Genom-weite Analysen
untermauert. In Korrelation konnte hier gezeigt werden, dass Aktivitat bzw. Menge
von PBF posttranslational multipel kontrolliert wird, und zwar durch den IKK
Signalweg und HDAC, die beide mit Immunzellen und Krebs assoziiert sind. Ein
gezieltes Ausschalten von PBF in Immunzellen und anderen Geweben im Rahmen
einer Knock-out Maus ist notwendig, um eine Beteiligung von PBF bei der

Immunantwort und Krebs in vivo zu beweisen.
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8 Zusammenfassung

Genom-weite Expressionsanalysen fanden eine erhdhte Expression des bisher kaum
charakterisierten Transkriptionsfaktors PBF (Papillomavirus Binding Factor, offizieller
Genname ZNF395) in verschiedenen Krebstypen. Das Ziel dieser Arbeit war, die
zellularen Gene von PBF zu identifizieren und die posttranslationale Kontrolle des
Proteins naher zu untersuchen. Wie Microarray Analysen und gRT-PCR zeigten,
induzierte die Uberexpression von PBF die Transkription einer kleinen Gruppe von
Interferon-stimulierten Genen, u.a. 1SG56 und IFI44, sowie mehrerer Krebs-
assoziierter Gene. Zur optimalen Aktivierung des 1ISG56 Promotors brauchte PBF
beide ISREs (interferon stimulated response element), die im ISG56 Promotor
vorliegen, wie mit Hilfe von transienten Transfektionen gezeigt wurde. Behandlung
von Zellen mit TNF-a oder Poly I:C, einem doppelstrangigen RNA Analogon, die
beide IkBa Kinase (IKK) aktivieren, resultierte in der Degradation von rekombinantem
PBF. Phosphorylierung von IkBa durch IKK ist wichtig fur die Aktivierung von NF-kB.
IKK reguliert auch andere Substrate, die an der Immunantwort und der
Karzinogenese beteiligt sind. BMS-345541, ein spezifischer IKK Inhibitor, verhinderte
die proteasomale Degradation von rekombinantem PBF und stabilisierte auch
endogenes PBF. Dies weist daraufhin, dass Phosphorylierung von PBF durch IKK als
Signal fur dessen Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau dient. Es konnte
gezeigt werden, dass die Aminosauren S212/214/215 und T216 bei der Degradation
involviert sind. Allerdings ist mindestens eine weitere Region in PBF an den IKK-
abhangigen Abbau beteiligt. Inhibition von IKK durch BMS-345541 verminderte die
PBF-vermittelte Aktivierung des ISG56 Promotors in transienten Transfektionen. Dies
impliziert, dass die IKK-abhangige Phosphorylierung nicht nur die Degradation von
PBF, sondern auch die transkriptionelle Aktivitat induziert. Es konnte sich dabei um
einen negativen Feedback-Mechanismus handeln, um sicherzustellen, dass die
Aktivierung der Zielgene durch PBF gering und nur voribergehend ist. Die Stabilitat
von PBF wurde ebenfalls durch Uberexpression von Komponenten des
Histondeacetylase (HDAC) Komplexes, SAP30 und HDAC1, die beide direkt mit PBF
interagieren, erhoht. HDAC Aktivitat ist essentiell bei der Immunantwort, wahrend
HDAC Inhibitoren spezifisch das Wachstum von Krebszellen hemmen. Die hier
identifizierten Zielgene von PBF und die Signalwege, die die Stabilitat von PBF
kontrollieren, sind essentielle Komponenten der angeborenen Immunantwort und der
Krebsentstehung. Dies untermauert eine funktionelle Rolle von PBF bei Krebs und

der angeborenen Immunantwort.
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9 Abstract

Genome-wide expression analysis found the so far poorly characterized transcription
factor PBF (Papillomavirus Binding Factor, official gene symbol ZNF395) upregulated
in various cancers. The aim of this work was to identify the cellular target genes of
PBF and to study its post-translational control.

As shown by microarray analysis and real-time PCR, overexpressed PBF induced
the transcription of a small subset of interferon-stimulated genes, including ISG56
and IFl44, as well as cancer-associated genes. Transient transfections revealed that
both interferon-stimulated response elements (ISREs) present in the ISG56 promoter
are required for optimal activation by PBF. Treatment of cells with TNF-a or poly I:C,
the mimic of dsRNA, both activating IkBa kinase (IKK), resulted in the degradation of
recombinant PBF. Phosphorylation of IkBa by IKK is crucial for the activation of NF-
KB. IKK also regulates other substrates that have roles in immunity and cancer.
Specific IKK inhibition by BMS-345541 abolished the degradation of recombinant
PBF and stabilized endogenous PBF as well. This suggests that phosphorylation by
IKK marks PBF for ubiquitin mediated degradation. It could be demonstrated here
that amino acids S212/214/215 and T216 are involved in the IKK dependent
degradation although at least one additional protein region participates in this
process as well. Furthermore, inhibition of IKK by BMS-345541 reduced PBF
mediated activation of the ISG56 promoter, which implies that IKK dependent
phosphorylation induces not only the degradation of PBF, but also is required to
allow activation of transcription. This may represent a negative feedback to ensure
that the activation of target genes by PBF is weak and transient. Overexpressed
components of the histon deacetylase complex, SAP30 and HDAC1, both interacting
directly with PBF, also enhanced the stability of PBF and thus contribute to the post-
translational control of PBF. HDAC activity is essential for the immune response,
while HDAC inhibitors specifically inhibit the growth of cancer cells. The identified
target genes of PBF and the pathways controlling the stability of PBF are essential
components of the innate immune response and in carcinogenesis, which support a

functional relevance of PBF in these pathways.
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