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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Papillomviren - Klassifizierung und Onkogenese

Papillomviren (PV) sind DNA-Tumor-Viren und bilden die eigene Familie Papillomaviridae.
Neben humanen wurden auch animale PV aus Saugern (Rind, Primaten), Vogeln und
Reptilien isoliert (DE VILLIER, 2001). Humane PV (HPV) sind die haufigsten sexuell
Ubertragenen, viralen Infektionserreger (GARLAND, 2002). Sie infizieren die Basalzellen
der Haut und Schleimhaut und induzieren dort Hyperproliferationen des Epithels. Sie
weisen dabei eine hohe Wirts- und Gewebespezifitdt auf (ZUR HAUSEN und DE VILLIERS,
1994). Infektionen resultieren in primar benignen Tumoren wie Warzen, Papillomen und
Kondylomen. Sie sind in der Regel harmlos, da sie ein begrenztes Wachstum aufweisen
und sich, vermutlich in Folge einer zellvermittelten Immunantwort, spontan zurtickbilden
(SHAH und HOWLEY, 1996). Infektionen mit bestimmten HPV bergen jedoch ein erhdhtes

Risiko der malignen Entartung.

Bis zum Jahr 2000 wurden die Genome von Uber 80 humanpathogenen PV vollstandig
sequenziert und ca. 120 weitere potentielle Typen Uber Teilsequenzen identifiziert (zZUR
HAUSEN, 2000). Die Definition eines PV-Typs beruht auf einem Vergleich der
Nukleotidsequenzen des konservierten L1-Gens. Liegt die Homologie unter 90%, wird ein
neuer Typ definiert. Auf Grund von Sequenz-Homologien werden PV in Subgruppen
zusammengefasst. Eine groRe Subgruppe (A) bilden die schleimhautinfizierenden PV mit
Uber 40 Typen. Die bekanntesten Vertreter sind hier HPV16 und HPV18. Kutane PV
bilden die Subgruppe B, in der HPV, die aus Lasionen von Patienten mit
Epidermodysplasia verruciformis isoliert wurden, eine grol3e Untergruppe (B1) darstellen.
Hier sind HPV5 und HPV8 die bedeutendesten Typen. In weiteren Subgruppen befinden
sich vor allem animale PV wie zum Beispiel das bovine PV Typ 1 (BPV1), das vor allem
als Modellvirus fur viele molekularbiologische Studien herangezogen wird. (DE VILLIERS,
2001)

Schleimhautassoziierte HPV werden aus Tumoren der anogenitalen und orolaryngealen
Mukosa isoliert. Warzen des Anogenitaltrakts (Condylomata acuminata) werden haufig
von HPV6 oder HPV11 hervorgerufen (BROWN et al., 1999). Diese werden als
Niedrigrisiko-Typen bezeichnet, da die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartung
gering ist. Von groRer klinischer Bedeutung ist die Ausbildung zervikaler intraepithelialer
Neoplasien (CIN). In gutartigen HPV-induzierten Tumoren sind noch alle Schichten des

differenzierten Epithels vorhanden. Im Verlauf der malignen Entartung kommt es jedoch
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zu einem zunehmenden Verlust der normalen Differenzierung. Je nach Anteil der
abnormen Zellen am Gesamtepithel unterscheidet man zunachst zwischen milden (CIN 1)
und moderaten Neoplasien (CIN 1), in denen bis zu 2/3 des Epithels undifferenziert sind.
Beide sind Vorstufen von schweren Dysplasien (CIN 1llI) bzw. des Karzinoma in situ, die
sich in 10-30% der Falle zu einem invasiven Zervixkarzinom, der zweithaufigsten
Krebsform bei Frauen (10%) weltweit, weiterentwickeln kdnnen (WALBOOMERS et al.,
1999; EINSTEIN UND GOLDBERG, 2002). In den niedergradigen Lasionen fand man ein
breiteres Spektrum an HPV-Typen als in hohergradig entarteten Neoplasien. Neuere
Studien belegen, dass Uber 99% der invasiven Zervixkarzinome HPV-DNA enthalten.
HPV16 wird dabei mit 53% am haufigsten isoliert, gefolgt von HPV18 mit 15% (MuUNOz,
2000). Diese und andere HPV-Typen, die man vorwiegend in Karzinomen findet und die
augenscheinlich ein hdheres onkogenes Potential haben, werden als Hochrisiko-Typen

bezeichnet.

HPV-DNA konnte auch aus Tumoren des Kopf- und Halsbereiches (HNSCC) isoliert
werden. Vor allem in Oropharynx- (45%) und Tonsillenkarzinomen (58%) fand man eine
hohe HPV-Pravalenz. HPV 16 wurde hier in 84% aller HPV-positiven HNSCC mit Abstand
am haufigsten identifiziert (KLUSSMANN et al., 2001).

Kutane Niedrigrisiko-HPV-Typen (z.B. HPV 1, 2, und 3) induzieren Hautwarzen
unterschiedlicher Morphologie (SHAH und HOWLEY, 1996). Einige kutane Hochrisiko-
Typen sind mit der seltenen, autosomal rezessiv vererbten Hautkrankheit
Epidermodysplasia verruciformis (Ev) assoziiert, bei der sich am ganzen Korper makulése
Hautlasionen und flache Warzen entwickeln. In 30-60% der Falle kdnnen diese nach
langer Persistenz (10-30 Jahre), meist an sonnenlichtexponierten Stellen maligne
entarten und zu Plattenepithelkarzinomen fiihren, in denen zu 90% DNA von HPV5 oder
HPV8 gefunden wird (FUCHS und PFISTER, 1996). Bislang ist der zu Grunde liegende
Mechanismus, wie diese HPV zur malignen Entartung der Haut flUhren, nicht geklart.
Neue Kartierungsstudien in finf unabhangigen Familien mit Ev-Patienten konnten die
Gene EVER1 und EVER2, die fir zwei integrale Membranproteine des
Endoplasmatischen Retikulums kodieren, als Loci fir Ev-Empfanglichkeit identifizieren
(RAMOZ et al., 2002). Deren Funktion ist jedoch noch unbekannt. Ev-assoziierte HPV
wurden dariber hinaus in Plattenepithelkarzinomen von Organtransplantatempfangern,
aber auch in Hauttumoren immunkompetenter Patienten, gefunden (PFISTER und TER
SCHEGGET, 1997).
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1.2 Kapsidaufbau und Genomorganisation

PV sind ikosaedrische, nicht umhiilite Viren, deren Kapsid einen Durchmesser von ca.
55 nm hat und sich aus 72 Kapsomeren zusammensetzt. Das Genom der PV besteht aus
ringféormig geschlossener, doppelstrangiger DNA mit 7200 - 8000 Basenpaaren (bp)
(PFISTER, 1984). Die DNA ist mit zellularen Histonen assoziiert und bildet
nukleosomenahnliche Strukturen aus (FAVRE et al., 1977).

Das PV-Genom umfasst mindestens finf offene Leserahmen (ORF) fur frihe (E, early)
regulatorische Proteine und zwei ORFs flr spate (L, /ate) Strukturproteine sowie eine
nicht-kodierende Region (NCR), bzw. ,long control region“ (LCR), die Kontrollelemente flir
die Regulation der viralen Transkription und Replikation enthalt. Abbildung 1 zeigt die
Genomorganisation von HPV8 und HPV16. Alle ORFs liegen auf demselben DNA-Strang
und sind trotz groRer Sequenzunterschiede zwischen den einzelnen PV-Typen in ihrer
Funktion, GréRe und Anordnung innerhalb der PV gut konserviert. (PFISTER und FUCHS,
1987)
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1
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] ["Pws ) ‘ . ‘ ) ‘ .
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Abb. 1 Genomorganisation von HPV8 und HPV16

Das Genom von HPV unterteilt sich in die friihe, spate und nicht-kodierende Region (NCR/LCR).
Dargestellt sind die relative Lage der einzelnen ORF in den drei Leserastern und die Positionen der
Promotoren und Poly-Adenylierungssignale. Das zirkulare Genom wurde innerhalb der NCR/LCR
gedffnet (nach: BAKER und CALEF, 1995, 1996).
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Die Transkription der polycistronischen mRNA erfolgt Gber mindestens zwei Promotoren.
Durch alternatives Spleillen entsteht eine Vielzahl von Transkripten, die neben den
vollstandigen Proteinen auch fur Fusionsproteine und verkurzte Formen kodieren kénnen
(BAKER, 1993). In der Regel erzeugt der frihe Promotor Transkripte fur E6, E7, E1 und
E2. Der spate Promotor steuert die Expression flr L1 und L2 sowie ebenfalls flir E1 und
E2 (STUBENRAUCH und LAIMINS, 1999). Polyadenylierungssignale befinden sich hinter
dem E5- und dem L1-Leserahmen (TERHUNE et al., 1999).

1.3 Der Lebenszyklus von Papillomviren

Der produktive Lebenszyklus aller PV ist eng an die Keratinozytendifferenzierung
gekoppelt (Abb. 2). PV infizieren die Zellen in der Basalschicht der Epidermis, die sie Uber
Mikrotraumata der Haut und Schleimhaut erreichen. Der erste Virus-Zell-Kontakt erfolgt
vermutlich Uber das L1-Hauptkapsidprotein und das auf der Wirtszelle exponierte
Heparan-Sulfat, gefolgt von der endosomalen Internalisierung des Virus (SELINKA et al.,
1999). Alternativ wird auch das Oberflachenmolekul a6p4-Integrin als allgemeiner PV-
Rezeptor erdrtert (EVANDER et al., 1997). Uber einen bislang nicht geklarten Mechanismus
transloziert die virale DNA in den Kern, wo die virale Replikation und die Reifung der
neuen Virionen erfolgen.

In den Basalzellen findet eine geringe Expression der friihen viralen Gene statt und die
PV-Genome etablieren in niedriger Kopienzahl als extrachromosomale Elemente im Kern.
Die virale DNA wird bei der Mitose der Basalzellen vermutlich tber Kopplung an die
Chromosomen auf die Tochterzellen verteilt (SKIADOPOULOS und MCBRIDE, 1998). Nach
der Zellteilung 16st sich eine Tochterzelle von der Basalmembran und beginnt sich zu
differenzieren. Da die Virusreifung auf differenzierende Zellen beschrankt ist, werden die
Zellen der Basalschicht nicht durch Virusproduktion geschadigt und proliferieren weiter.
Auf diese Weise konnen infizierte Zellen mehrere Jahre in der Basalschicht persistieren
(STUBENRAUCH und LAIMINS, 1999). Die differenzierungsabhangige Expression der viralen
Proteine wird vermutlich Uber zellulare Transkriptionsfaktoren gesteuert, die differenziell
im Epithel exprimiert werden (TUREK, 1994). In den Zellen des Stratum spinosum nimmt
die Expression der regulatorischen Proteine zu und es beginnt die vegetative Replikation
der viralen DNA. PV bendtigen hierfur zellulare Replikationsfaktoren, die in den
differenzierenden suprabasalen Zellen nicht mehr vorliegen. Daher wird der
Zellzyklusblock der in der G4-Phase arretierten Keratinozyten Uber die viralen Proteine E6
und E7 aufgehoben, und die Zellen werden wieder in die S-Phase gefuhrt (THOMAS et al.,
1998). In den obersten Zellen des Stratum spinosum beginnt die Expression der spaten

Proteine L1 und L2. Im Stratum granulosum findet neben der vegetativen Replikation eine
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starke Expression der Strukturproteine statt. Die gereiften infektidsen Virionen werden
schliel3lich beim Zerfall des Stratum corneum freigesetzt (DOORBAR, 1998). Durch die
verzogerte Differenzierung und verstarkte Proliferation der infizierten Keratinozyten
kommt es zu einer lokalen vertikalen Ausdehnung des Gewebes, die sich makroskopisch
in Form von Warzen, Papillomen und Kondylomen aullert.

In Karzinomen wird in der Regel eine erhdhte Expression der viralen Onkogene E6 und
E7 beobachtet. Verantwortlich fir die gesteigerte Expression ist meistens eine
ungerichtete Integration der viralen DNA in das Genom der Wirtszelle. Durch die
Integration gerat die Expression der viralen Onkogene E6 und E7 aufier Kontrolle und
wird gesteigert (TUREK, 1994). Dies fihrt zu einer Stérung der genetischen Stabilitat der
Zelle und somit zu einer Anhaufung von Mutationen und der Aktivierung von Onkogenen.
Fur die Entstehung von Krebs sind jedoch noch weitere zellulare Veranderungen und/oder
genetische Pradispositionen notwendig (GALLOWAY und MCDOUGALL, 1996; MAGNUSSON
und GYLLENSTEN, 2000).

Reifung und Freisetzung der Virionen

starke Expression der Strukturproteine

veget. Replik.: bis zu 1000 Kopien/Zelle

Expression der Strukturproteine L1 und L2

f W*\ ~. 3 ) |starke Expression von E1, E2, E6 und E7

Stratum spinosum [ G\ "‘l\\k} 7) f’i\ y/ Beginn der vegetativen Genomreplikation
i ) \E 3 J
\"q r ﬁ ‘[ N geringe Expression von E1, E2, E6 und E7
\ |
/‘ |

Stratum basale \ 1| |
NI VVAR Y wenige episomale Genomkopien pro Zelle
Lok

D J
Basalmembran —Lﬁ:ﬂ“‘“\fﬁm

Abb. 2 Aufbau der Epidermis und Lebenszyklus von PV
Dargestellt ist ein Querschnitt der Epidermis mit der Unterteilung in die einzelnen Schichten sowie
die in ihnen stattfindenden viralen Prozesse (Zeichnung verandert nach MobDRoOw, 1998).
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1.4 Funktionen der viralen Genprodukte

1.4.1 E5, E6 und E7

Die Hauptfunktion der onkogenen E5-, E6- und E7-Genprodukte ist die Aufhebung des
G;-Zellzyklusblocks und die Induktion der S-Phase in suprabasalen, differenzierenden
Zellen, um somit die virale Replikation zu ermoéglichen. Alle drei Proteine besitzen keine
intrinsische Enzymaktivitdt, so dass sie ihre Funktionen Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit zellularen Faktoren austben. (SMOLA-HESS und PFISTER, 2002)

E6 und E7 von genitalen Hochrisiko-HPV sind notwendig und ausreichend fir die
effiziente Immortalisierung primarer epithelialer Zellen (HAWLEY-NELSON et al., 1989).
Beide Proteine sind auRerdem in der Lage unabhangig voneinander immortalisierte Zellen
zu transformieren (SEDMAN et al., 1991; PHELBS et al., 1988). Bei Ev-assoziierten HPV
kann nur das EG-Protein immortalisierte Zellen transformieren, wahrend das E7-Protein
ein schwaches immortalisierendes Potential gegeniber primaren Keratinozyten aufwies
(IFTNER et al., 1988; SCHMITT et al., 1994).

E7 ist 11 kDa grof3, besitzt ein Zinkfinger-Motiv, mit dem es Dimere bilden kann, und ist
hauptsachlich im Nukleus aber auch im Cytoplasma lokalisiert (ZWERSCHKE et al., 1996;
SATO et al., 1989; SMOTKIN und WETTSTEIN, 1987). E7 besitzt gro3e strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten mit Adenovirus-E1A und SV40-T-Antigen (VOUSDEN und
JAT, 1989). E7-Proteine von Hochrisiko-HPV-Typen binden Mitglieder der Retinoblastom-
Familie (pRB, p107 und p130) und beschleunigen deren Degradation Uber den Ubiquitin-
abhangigen Abbau, worauf das transformierende Potential von E7 malgeblich
zurtickgefuhrt wird (GONZALES et al., 2001; JONES und MUNGER, 1997). Uber eine
kompetitive Bindung an pRB und dessen Proteolyse wird der Transkriptionsfaktor E2F
freigesetzt, der in ruhenden Zellen mit hypophosphoryliertem pRB assoziiert ist. E2F
aktiviert daraufhin die Expression von Proteinen fiir die DNA-Synthese (Thymidin-Kinase,
Dihydrofolat-Reduktase, DNA-Polymerase o) und von Zellzyklusregulatoren (Zyklin A und
E), die den G4/S-Ubergang steuern. Dariiber hinaus bindet E7 die zyklinabhangige-Kinase
(CDK)-Inhibitoren p21*' und p27"*, die die Replikation verhindern, und inhibiert deren
Funktion (TUREK et al, 1994, SCHULZE et al., 1995; OHTANI et al., 1995;
zusammengefasst in MUNGER et al.,, 2001). Durch diese Ereignisse werden Zellen, in
denen E7 exprimiert wird, in die S-Phase geleitet und optimale Bedingungen fir die
vegetative Replikation der viralen DNA geschaffen.

Um die Homeostase aufrechtzuerhalten, kommt es in verstarkt proliferierendem Gewebe
zu p53-abhangiger Apoptose. Dieser wirkt E6 durch das Ausschalten der p53-Funktion

entgegen.




Einleitung

E6 ist ein 18 kDa grolRes Phosphoprotein und lokalisiert im Nukleus sowie in nicht
nuklearen Membranen (GROSSMAN et al., 1989; GAO et al, 2000). Es bildet zwei
Zinkfinger aus, die mit jeweils 29-30 Aminosauren (As) ungewdhnlich grof® sind (Abb. 3).
Sie sind wichtig fur die Proteinstabilitdt und -aktivitdt (SMOLA-HESS und PFISTER, 2002).
E6-Proteine von Hochrisiko-HPV-Typen binden spezifisch an kruziforme DNA und sind in
der Lage unter bestimmten Konditionen Dimere auszubilden (RISTRIANI et al., 2000;
DANIELS et al., 1997). E6-Proteine liegen in der Zelle nur in geringen Mengen vor und
haben im Fall von 16E6 eine Halbwertzeit von 30 min bis 4 h in transformierten Zellen
(ANDROPHY et al., 1987a).

HPV E6:
PDZ-Binde-
motiv
Zn2+ Zn2+

p53, E6-AP, p33,Bak,  ppig

MCM7 CBP/p300,  pscrib
Paxillin MUPP1

TBP, TAFs (8E6 :
s (8E6) E6.BP MAGUKs

Abb. 3 Schematische Darstellung von E6

Dargestellt ist das EB6-Protein mit seinen zwei Zinkfingern und dem PDZ-Bindemotiv (nur bei
Hochrisiko-E6-Proteinen) sowie eine Auswahl an Interaktionspartnern von 16/18E6 (sofern nicht
anders angegeben) mit ihren Bindedomanen (verandert nach SMOLA-HESS und PFISTER, 2002).

Die Hauptfunktion des E6-Proteins flir die Aufhebung der Zellzykluskontrolle und Inhibition
von Apoptose ist die Inaktivierung von p53, das normalerweise bei DNA-Schaden als
Transkriptionsfaktor aktiv wird und durch Aktivierung von p21°"" den Zellzyklus anhilt.
Liegen in der Zelle irreparable DNA-Schaden vor, I6st p53 Apoptose aus. Das
Ausschalten von p53 fihrt daher zu genetischer Instabilitdt mit dem erhdhten Risiko einer
Aktivierung von Onkogenen oder Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen
(SOMASUNDARAM, 2000). Mukoése Hochrisiko-E6-Proteine kénnen p53 binden und
ubiquitinabhangig degradieren. Dazu wird ein ternarer Komplex mit der Ubiquitin-Ligase
E6-AP (E6 associated protein) gebildet (SCHEFFNER et al., 1990, 1993). Mukdse
Niedrigrisiko-E6-Proteine binden mit geringerer Affinitdt an p53 und konnen dieses nicht
degradieren. E6 von Ev-assoziierten HPV hat ebenfalls onkogenes Potential, bindet aber
nicht an p53 (ELBEL et al., 1997; STEGER und PFISTER, 1992). Diese EG6-Proteine
transformieren Zellen folglich auf einem anderen Weg, Uber den jedoch bisher noch wenig

bekannt ist.
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Eine weitere Moglichkeit von E6 die p53-Aktivitat zu beeinflussen ist die Wechselwirkung
mit dem zellularen Koaktivator p300/CBP. Dieser wird von p53 flr die spezifische
Aktivierung seiner Zielgene rekrutiert. Es wird vermutet, dass mukdse Hochrisiko-E6-
Proteine Uber kompetitive Bindung an p300 die p53-vermittelte Transaktivierung seiner
Zielgene inhibieren kénnen. Diese Funktion scheint dabei nicht nur auf p53 beschrankt zu
sein, da auch fir NF-«xB und Mitglieder der AP-1-Familie eine Repression der
transkriptionellen Aktivitdt durch E6 Uber Bindung an p300/CBP gezeigt werden konnte.
(PATEL et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1999; HUANG et al., 2002)

Eine Interferenz mit p300/CBP-abhangiger Aktivierung konnte auch fir eine Bindung von
mukosen EB-Proteinen an AMF-1/Gps2 gezeigt werden. AMF-1/Gps2 ist imstande als
Koaktivator die Bindung von p53 oder auch von PV E2-Proteinen an p300/CBP zu
verstarken (BREIDING et al., 1997; PENG et al., 2000; 2001) und kann von mukdsen
Hochrisiko-E6-Proteinen degradiert und dadurch in seiner Funktion geschwacht werden
(DEGENHARDT und SILVERSTEIN, 2001). In vielen Studien wurde 16E6 aber auch als ein
Aktivator von Transkription beschrieben. So aktiviert E6 z.B. die Telomerase hTERT-,
c-myc- und eine Reihe heterologer Promotoren (VELDMAN et al., 2001; KINOSHITA et al.,
1997; DESAINTES et al., 1992; SHIRASAWA et al., 1994).

Ein strukturelles Motiv mit der Konsensussequenz X-S/T-X-V/L befindet sich im C-
Terminus von mukoésen Hochrisko-E6-Proteinen. Mit diesem so genannten PDZ-
Bindemotiv kann E6 eine Anzahl von Proteinen mit PDZ-Doméanen (hDLG, hScrib,
MUPP1, MAGUKSs) binden und in die Proteolyse fihren (GARDIOL et al., 1999; NAKAGAWA
et al., 2000; LEE et al., 2000b; THOMAS et al., 2002). Das Motiv scheint unabhangig von
der p53-Inaktivierung fur das onkogene Potential der E6-Proteine eine wichtige Rolle zu
spielen (KIYONO et al., 1997).

E5 ist ein 40-99 Aminosauren grofdes hydrophobes Polypeptid und ist hauptsachlich im
Golgi-Apparat und in Plasmamembranen lokalisiert (BURKHARDT et al., 1989; CONRAD et
al., 1993). E5 ist innerhalb der PV-Familie nur wenig konserviert. Bei HPV8 fehlt sogar ein
ES5 ORF (FucCHS et al., 1986). E5 aktiviert ligandenunabhangig Transmembranrezeptoren
der Wachstumsfaktoren PDGF (platelet-derived growth factor) sowie EGF (epidermal
growth factor) und stimuliert somit die entsprechenden Signaltransduktionswege (PIM et
al., 1992; LEECHANACHAI et al., 1992).

1.4.2 E1undE2

E2 ist ein 45-56 kDa groRRes, multifunktionales, nukledres Phosphoprotein. Es weist einen
modularen Aufbau auf und besitzt eine N-terminale Aktivierungsdomane (AD) sowie eine
C-terminale Dimerisierungs- und DNA-Bindedomane (DBD), mit der E2 als Dimer an die

palindromische Konsensussequenz ACC(Ng)GGT bindet. Beide Domanen sind innerhalb
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der PV gut konserviert (35% Homologie; MCBRIDE und MYERS, 1996) und werden von
einer flexibelen Linkerdoméane (Hinge) verbunden, die Kernlokalisationssignale enthalt,
aber nur wenig konserviert ist und in ihrer GroRRe stark variiert (GIRI und YANIv, 1988;
ANDROPHY et al., 1987b; Zou et al., 2000; HADASCHIK, 2002). Besonders die Hinge-
Region von E2 der Ev-assoziierten HPV ist vergleichsweise grof} und erflllt Funktionen
bei der Interaktion mit zellularen Transkriptionsfaktoren sowie vermutlich beim
Spleilprozess (STEGER et al., 2002; LAl et al., 1999).

E2 ist ein Modulator der viralen Transkription und fungiert dabei sowohl als Aktivator als
auch als Repressor, worauf spater noch naher eingegangen wird (vgl. Kapitel 1.6). Uber-
expressionsstudien in HPV-positiven Zelllinien (Hela, SiHa, Caski) zeigten, dass E2 das
Zellwachstum in der Gy-Phase blockieren sowie Zellalterung und Apoptose Uber p53 und
Caspase 8 auslosen kann. Somit konnte E2 die von E6 und E7 gestorte Zell-
zykluskontrolle in den oberen Epithelschichten wiederherstellen. Der hierflir zu Grunde
liegende Mechanismus ist noch unklar (DESAINTES et al., 1997, 1999; DOWHANICK et al.,
1995; WELLS et al., 2000; WEBSTER et al., 2000; DEMERET et al., 2003). BPV1 E2 kann
Uber seine AD an mitotisches Chromatin binden und somit die an der DBD gebundene
virale DNA bei der Zellteilung auf die Tochterzellen verteilen (SKIADOPOULOS und
MCBRIDE, 1998). Daruber hinaus erfullt E2 Funktionen bei der Verpackung von Virus-DNA
in Kapside (DAY et al., 1998). Im Gegensatz zu E2-Proteinen von genitalen Hochrisiko-
HPV wurde fur HPV8 E2 (8E2) gezeigt, dass es zelltransformierendes Potential besitzt
(IFTNER et al., 1989). Der Mechanismus hierflr ist noch nicht geklart. Eine weitere
wichtige Funktion von E2 ist die effiziente Aktivierung der Replikation des viralen Genoms

im Zusammenspiel mit E1 (MOHR et al., 1990).

E1 ist ein ca. 70 kDa grofes nukleares Phosphoprotein. Es bindet nur mit schwacher
Affinitat an den Replikationsursprung im PV-Genom. Die Bindung von E1 an die DNA wird
stabilisiert, indem E1 einen Komplex mit E2 bildet, welches an benachbarte E2-
Erkennungssequenzen bindet (FRATTINI und LAIMINS, 1994). Nach der Bindung an die
DNA lagern sich weitere E1-Proteine an, wahrend E2 aus dem Komplex entlassen wird.
Der hexamere E1-Komplex besitzt Helikase- und ATPase-Aktivitat und rekrutiert fir die
DNA-Synthese zellulare Replikationsfaktoren (SANDERS und STENLUND, 1998; WILSON et
al., 2002).
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1.4.3 E4,L1undL2

Die Funktion von E4 ist nur wenig verstanden. Durch alternatives SpleiRen wird
hauptsachlich ein E1*E4-Transkript gebildet, welches jedoch nur wenige Nukleotide des
E1-Leserahmens enthalt. Es kodiert fir ein 17 kDa grofRes Zinkfingerprotein (ROBERTS et
al., 1994), das erst spat im viralen Lebenszyklus exprimiert wird. E4 lokalisiert
cytoplasmatisch und ist mit Cytokeratin assoziiert. Es wird vermutet, dass es dadurch den
Kollaps des Cytokeratin-Netzwerks induzieren und damit die Freisetzung der reifen
Virionen begunstigen kann (DOORBAR et al., 1991).

L1 und L2 bilden als Strukturproteine das Viruskapsid. L2 ist zusatzlich in der Lage
sowohl L1 als auch E2 zu PODs (PML oncogenic domains) zu rekrutieren. Diese haben

eine potentielle Bedeutung fur die virale Replikation (HEINO et al., 2000).

1.5 Die nicht-kodierende Region (NCR)

Die meisten cis-aktiven Kontrollelemente fir die komplexe virale Transkription und fir die
Replikation befinden sich innerhalb der NCR/LCR von PV, die sich zwischen dem L1- und
E6-Leserahmen befindet (Abb. 4). Wahrend sich die Kontrollregionen eng verwandter PV
sehr ahneln, gibt es groRe Unterschiede zwischen Vertretern mit unterschiedlicher
Gewebesperzifitat. So ist die NCR von Ev-assoziierten HPV mit 400 bp nur etwa halb so
grol3 wie die der mukdsen Typen (FUCHS et al., 1993). Der friihe Promotor von HPV8
(P475) befindet sich, wie auch bei anderen PV (HPV16: Pg;), am 3'-Ende der NCR
unmittelbar vor dem E6-ORF. Die Lage des spaten Promotors ist nicht konserviert. Bei
genitalen PV liegt er in der Regel im E7-Leserahmen (HPV16: Pg70), bei HPV8 jedoch
zentral innerhalb der NCR (P7s35). (vgl. Abb. 1)

Die Kontrollregion enthalt neben Bindestellen fur das virale E2-Protein zahlreiche
Erkennungssequenzen fiur zelluldare Transkriptionsfaktoren, die unter anderem ein
gewebespezifisches Verstarkerelement (Enhancer) bilden, das nur in epithelialen Zellen
aktiv ist. Von den an die NCR bindenden Faktoren haben einige einen transaktivierenden
(AP-1, NF-1, PEF-1, TEF-1, Oct1, Sp1), andere einen reprimierenden (YY1, CDP)
Einfluss. Die meisten Studien zu diesen Faktoren wurden in mukésen HPV durchgefihrt
(DESAINTES und DEMERTET, 1996; O'CONNOR 1996; FUCHS und PFISTER, 1994).
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HPV8 NCR:

HPV16 LCR: Enhancer-Element

Abb. 4 Schematische Darstellung der NCR von HPV8 und der LCR von HPV16

HPV8: Dargestellt sind die innerhalb der Ev-assoziierten HPV konservierten E2-Bindestellen (PO-
P4) und Sequenzmotive (M33, CAAT, M29 und A/T-reiche Region), das negativ regulierende
Element (NRE) sowie Bindestellen einiger zellularer Transkriptionsfaktoren. Aktivierende Elemente
sind in grin, reprimierende in rot dargestellt. Die Initiationsorte der Transkription sind als Pfeile
angezeigt. Der Index der Promotorkennung entspricht der Nukleotidposition (nach FUCHS und
PFISTER, 1996).

HPV16: Die LCR von HPV16 enthalt am 5°-Ende ein Transkriptions-Terminationssignal (poly-A)
und in zentraler Position ein gewebespezifisches Enhancer-Element. Aulerdem sind die E2-
Bindestellen (#1-#4) sowie Bindestellen einiger zellularer Transkriptionsfaktoren dargestellt (nach
O’CONNOR et al., 1996; BERNARD, 2000).

Bei der Funktion des gewebespezifischen Enhancers dirfte AP-1 eine wichtige Rolle
spielen. AP-1 ist ein Heterodimer-Komplex aus Faktoren der Jun- und Fos-Familie, deren
Gewebeverteilung und Expressionsmuster im Verlauf der Keratinozyten-Differenzierung
variieren. AP-1 fuhrt so bei HPV18 zusammen mit HMG-I(Y), einem Chromatin-bindenen
Gerustprotein, zur Aktivierung des frihen Promotors (THIERRY et al., 1992 ; BOUALLAGA et
al., 2000). Bei HPV8 wird die spate virale Genexpression von AP-1, das hier ein integraler
Bestandteil des M33/AP-1 Enhancer-Motivs ist, aktiviert (HORN et al., 1993). Dieses und
weitere Sequenzmotive wie das CAAT- und M29-Motiv sowie eine A/T-reiche Region sind
wie die Anzahl und Lage der E2-Bindestellen PO-P4 innerhalb der Ev-assoziierten HPV
konserviert (FUCHS und PFISTER, 1996). Die P1-Bindestelle bei HPV8 Uberlappt mit einem
negativ regulierenden Element (NRE), das einen reprimierenden Einfluss auf die Aktivitat
des spaten Promotors hat. Dieser wird nach Bindung von E2 aufgehoben (MAY et al.,
1994).
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Die virale DNA ist mit Nukleosomen assoziiert und deren Positionierung ist fir die
Regulation der viralen Genexpression und Replikation ebenfalls von Bedeutung.
Nukleosomen kénnen im deacetylierten Zustand Bindestellen flr Transkriptionsfaktoren
blockieren und somit den Promotor reprimieren. Hierbei spielt der Faktor CDP (CCAAT
displacement protein) eine Rolle. CDP ist mit Histon-Deacetylasen (HDAC) assoziiert und
besitzt Bindestellen innerhalb der LCR von genitalen PV. Hier kdnnte CDP in der Lage
sein mittels Uberlappender Bindestellen Faktoren wie zum Beispiel E1 zu verdrangen oder
Uber die HDAC Histone zu deacetylieren. In differenzierenden Zellen nimmt die Aktivitat

von CDP und somit auch sein reprimierender Einfluss ab. (O'CONNOR et al., 2000)

1.6 Bedeutung des E2-Proteins fiir die virale Transkription

Eine wichtige Funktion des E2-Proteins ist die Modulation der viralen Transkription. E2
bindet hierfur an seine Erkennungssequenzen innerhalb der NCR. Diese besitzen durch
variable Nukleotide im Zentrum der Bindestelle unterschiedliche Affinitdten zu E2
(STUBENRAUCH et al., 1994). Fiur die Aktivierung der Transkription interagiert E2
vermutlich Gber seine N-terminale AD mit zellularen Transkriptionsfaktoren wie TBP,
TFIB, Sp1, AMF-1/Gps2 und p300/CBP (LI et al., 1991; RANK und LAMBERT et al., 1995;
STEGER et al., 1995; BENSON et al., 1997; BREIDING et al., 1997; YAO et al., 1998a;
MULLER, 1999; LEE et al., 2000a; PENG et al., 2000). Der genaue Mechanismus hierfur ist
jedoch noch ungeklart. N-terminal verktirzte Formen von E2 reprimieren die Transkription.
Im Fall von BPV1 E2 bilden diese entweder Homodimere und kompetieren mit dem
Wildtyp-E2 um die DNA-Bindung oder es entstehen inaktive Heterodimere mit dem
vollstandigen E2-Protein (MCBRIDE et al., 1991). Das molare Verhaltnis der Wildtyp-Form
zu der deletierten Variante wird zellzyklusspezifisch reguliert (YANG et al., 1991) und spielt
wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Regulation der viralen Genexpression. Des
Weiteren sind E2-Formen beschrieben, bei denen durch alternatives SpleiRen die AD
durch einen kleinen E8-Anteil ersetzt wird (E8"E2). Diese kénnen nach Bindung an
promotordistale Bindestellen als Transrepressor fungieren. Der Mechanismus hierfir ist
noch nicht bekannt (STUBENRAUCH et al., 2001).

E2-Proteine kdnnen heterologe Promotoren mit zwei oder mehr E2-Bindestellen
synergistisch aktivieren (GAUTHIER, 1991). Die naturlichen HPV-Promotoren innerhalb der
NCR werden abhangig von der Lage der E2-Bindestellen aktiviert oder reprimiert
(GARRIDO-GUERRO et al., 1996). E2 beeinflusst zudem die Genexpression dosisabhangig.
Im Fall von HPV18 bindet E2 bei niedrigen Konzentrationen an eine hochaffine
promotordistale Erkennungssequenz und aktiviert die virale Transkription, wahrend bei

hohen E2-Mengen auch die niedrigaffinen proximalen Bindestellen erkannt werden,
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wodurch die Genexpression dann reprimiert wird (STEGER und CORBACH, 1997). Bei
HPV16 und HPV18 Uberlappen die zum frihen Promotor proximalen E2-Bindestellen mit
Erkennungssequenzen fir Sp1 und TBP. Es wird spekuliert, dass durch die Bindung von
E2 die Sp1-Bindung und/oder die Ausbildung des Pra-Initiationskomplexes (PIK) sterisch
behindert und der Promotor somit reprimiert wird (THIERRY, 1993). Ein analoger
Mechanismus wird bei HPV8 vermutet, wo E2 Uber Bindung an die hochaffinen PO-, P1-,
P3- und P4-Bindestellen den spaten Promotor (P;s3s5) aktiviert. Hier Uberlappt die
niedrigaffine promotorproximale P2-Bindestelle mit Erkennungssequenzen fir die
zellularen Faktoren RUNX1 und PBF, die beide die Basalaktivitat des spaten Promotors
positiv regulieren (SCHMIDT et al., 1997; BOECKLE et al., 2002). Die Bindung von E2 an P2
fuhrt zu einer negativen Rickkopplung, da der spate Promotor auch die Expression des
E2-Proteins reguliert (STUBENRAUCH et al., 1996).

E2 kann auch heterologe und zellulare Promotoren ohne E2-Bindestellen aktivieren. In
diesem Zusammenhang wurde beobachtet, dass die AD von BPV1 E2 daflr ausreichend
ist. Der Mechanismus hierfur ist noch wenig untersucht, aber es ist wahrscheinlich, dass
E2 Uber Wechselwirkungen mit zellularen Transkriptionsfaktoren an zellulare Promotoren
gebracht wird (HEIKE et al., 1989; HAUGEN et al., 1988). So ist z.B. Sp1 imstande HPV8
E2 an den Promotor von p21"WAFYCIPT
et al., 2002).

Die Regulation der Transkription durch E2 ist vermutlich auch auf chromatinmodulierende

zu rekrutieren, der daraufhin aktiviert wird (STEGER

Eigenschaften zurlckzufiihren. So wurde beobachtet, dass die Aktivierung der
Transkription durch E2 mit einer Auflockerung des Chromatins stromaufwarts der E2-
Bindestellen korreliert (LEFEBVRE et al., 1997). Des Weiteren bendétigt E2 seine AD flr
eine effiziente Bindung der promotorproximalen Bindestellen in der chromatinverpackten
HPV16 LCR (NISHIMURA et al., 2000). Aber auch der Zustand des Chromatins selbst hat
einen Einfluss auf die Aktivitat von E2. So kann 16E2 den Pg,-Promotor reprimieren, wenn
HPV im Wirtsgenom integriert ist, nicht aber wenn die virale DNA episomal vorliegt, was
mit einer dichteren Chromatin-Verpackung der episomalen DNA korreliert wird (BECHTOLD
et al., 2003). Insgesamt impliziert dies direkte oder indirekte Interaktionen der AD mit
chromatinmodulierenden Faktoren wie z.B. den Histon-Acetyl-Transferasen p300/CBP
oder p/CAF (LEE et al., 2000a; 2002), mit denen E2 den inhibitorischen Effekt der

Nukleosomen aufheben konnte.
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1.7 Der zellulare Koaktivator p300

p300 und das homologe CBP (CREB Binding Protein) sind ca. 270 kDa grof3e, ubiquitar
exprimierte Phosphoproteine, die als Koaktivatoren der Transkription an vielen
physiologischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt sind
(GOODMAN und SMOLIK, 2000). p300 und CBP teilen eine Anzahl konservierter Domanen
(Abb. 5). Hierzu gehdren drei cystein- und histidinreiche Regionen (C/H1, C/H2 und C/H3)
sowie eine KIX-Domane, die wichtige Funktionen bei Protein-Protein-Interaktionen
ausuben und an die eine Vielzahl von zellularen und viralen Faktoren bindt (CHAN und
THANGUE, 2001). Eine wichtige enzymatische Funktion ist die Histon-Acetyl-Transferase-
(HAT)-Aktivitat (OGRYZKO et al., 1996). Hiermit ist p300 in der Lage sowohl Histone als
auch Nicht-Histon-Proteine zu acetylieren. Des Weiteren besitzt p300 eine
Bromodomane, die als Acetyl-Lysin-Bindedoméane bei einer Anzahl von zellularen
Koaktivatoren konserviert ist. Man vermutet, dass durch sie verschiedene Muster

acetylierter Nukleosomen erkannt werden kdnnen (ZENG und ZHOU, 2002).

300:
e HAT
| |
1 C/H1 KIX Bromo. C/H2 C/H3 2414
l | ] 1 ] — —
nukl. E2F-1, CREB, E1A, Fos, SRC-1
Rez. p53, RelA, SVAOT-Ag, | |
MDM2 Myb, NAP, E2F-1,  —o'F)
Jun P53, pICAF  Bovi'E2
1 . . ,
8EG6, 16E6,
18E2, 8E2, 18E2, BPV1 E6
BPV1 E2, BPV1 E2,
8E6, 16E6, 8EG6, 16E6,
BPV1 E6, BPV1 E6
6E6, 11E6
L J 1 ]
TBP TBP, Jun, TFIIB, YY1

Abb. 5 Schematische Darstellung von p300

Die funktionellen Doméanen von p300 sind angezeigt: die cystein-/histidinreichen Doméanen
(C/H1, C/H2 und C/H3), die KIX- und die Bromodomane (Bromo.). Die Histon-Acetyltransferase-
Aktivitat (HAT) befindet sich in einer zentralen Position. Eine Auswahl von Faktoren, die mit p300
interagieren, inklusive der PV E2- und EG6-Proteine, ist mit der Lage ihrer Bindedomanen
dargestellt.

p300 stehen verschiedene Mechanismen zur Verfligung, um als Koaktivator Transkription
zu aktivieren. Die Einleitung der Transkription bendtigt in der Regel sequenzspezifische

DNA-bindende Transkriptionsfaktoren und die basale Transkriptions-Maschinerie. Es wird
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daher angenommen, dass p300 als Brlickenprotein Effekte zwischen beiden vermittelt,
indem es einerseits mit DNA-bindenden Transaktivatoren und andererseits mit Faktoren
des PIKs wie TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF und RHA interagiert (CHAN und THANGUE, 2001;
NAKAJIMA et al., 1997). Diese Faktoren konnten dann Uber p300 effizienter an den
Zielpromotor rekrutiert und innerhalb des PIKs stabilisiert werden. AuRerdem kénnte p300
als Gerist fur die  Zusammenschaltung  verschiedener = DNA-bindender
Transkriptionsaktivatoren dienen, wodurch es die relative Konzentration dieser Faktoren
in der Promotorregion erhéhen und deren Protein-Protein- sowie Protein-DNA-
Interaktionen erleichtern wirde. Solche p300-abhangigen Verstarkerkomplexe
(Enhanceosome) wurden z.B. fur die Regulation der TNFa-Genexpression beschrieben
(BARTHEL et al., 2003).

Neben seiner intrinsischen HAT-Aktivitat besitzt p300 durch Bindung an p/CAF, SRC1
und ACTR auch assoziierte HAT-Aktivitat (YAO et al., 1996; CHEN et al., 1997a). Hiermit
ist p300 imstande, die N-terminalen Lysin-Reste von Histonen in Nukleosomen zu
acetylieren. Hyper-Acetylierung von Chromatin wird aus mehreren Grinden mit
transkriptioneller Aktivierung korreliert: 1) Transkriptionsfaktoren kénnten besser an ihre
Erkennungssequenzen binden, da die Acetylierung die positive Ladung der Histone
neutralisiert und diese daraufhin ihre Affinitdt zur DNA verlieren (VETTESSE-DADEY et al.,
1998). 2) Acetylierung konnte internukleosomale Interaktionen schwachen und somit
geordnete Chromatin-Strukturen destabilisieren (TSE et al., 1998). 3) Es konnte die
Prozessivitat der RNA-Polymerase durch die mit Nukleosomen assoziierte DNA erhéhen
(NIGHTINGALE et al., 1998).

Wie bereits erwahnt werden auch Nicht-Histon-Proteine von p300 acetyliert. Hierzu
gehoren sowohl Transaktivatoren (z.B. p53, E2F-1) als auch Komponenten der basalen
Transkriptionsmaschinerie (TFIIE, TFIIF und TAF(1)68). Die Acetylierung der
Transaktivatoren verstarkt in den meisten Fallen ihre DNA-Bindungsaffinitat.
(zusammengefasst in: CHAN und THANGUE, 2001)

1.8 Ziele der Arbeit

Die flr 8E2, 18E2 und BPV1 E2 demonstrierten Interaktionen mit p300 konnten mit einer
Aktivierung von synthetischen Promotoren mit E2-Bindestellen korreliert werden (MULLER,
1999; LEE et al., 2000a). Die Bedeutung fiur die virale Genexpression wurde jedoch noch
nicht analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher der Einfluss der Wechselwirkung
von 8E2 mit p300 fir die HPV8-Genexpression untersucht werden. In diesem
Zusammenhang sollte auch die Rolle der einzelnen Domanen von 8E2 fur die Interaktion

und den Synergismus mit p300 geklart werden.
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Einleitung

Wie bereits erwahnt, interagieren auch die E6-Proteine von HPV mit p300. 16E6 bindet an
den N- und C-Terminus sowie an die C/H3-Doméane von p300. Es wurde vorgeschlagen,
dass eine kompetitive Bindung an ein 19 Aminosduren grofles Modul (TRAM -
transcriptional adapter motif) innerhalb der C/H3-Region flr die Inhibition von p300-
Koaktivator-Funktionen (z.B. bei p53) verantwortlich ist. Dieses Bindemotiv wird von
Niedrigrisiko-E6-Proteinen der HPV-Typen 6 und 11 nicht erkannt. Sie binden nur
schwach an den N-Terminus von p300 (PATEL et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1999).
Kirzlich konnte in unserem Labor gezeigt werden, dass das E6-Protein von HPV16,
analog zu p53, auch die von 8E2 und p300 vermittelte Aktivierung der Transkription
inhibieren kann. 8E6, das wie 16E6 an den N- und C-Terminus sowie die C/H3-Domane
von p300 bindet, konnte jedoch p300-vermittelte Aktivierung Uber E2 und p53 zusatzlich
stimulieren (BECKMANN, 2001). Daher war das Ziel im zweiten Teil der Arbeit, die dem
gegenteiligen Effekt zugrunde liegenden Mechanismen dieser doch relativ konservierten

Proteine aufzuklaren.
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2. Material

2.1 Bakterienstamme

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

e Epicurian coli BL21(DE3)pLysS - Genotyp : B, F-, dcm, ompT, hsdS(rs-mg), gal,
MDE3), [pLysS Cam'] (Stratagene, La Jolla, USA) - flr Proteinexpression

2.2 Eukaryotische Zellen

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

e C33A (ATCC: HTB-31): Spontan immortalisierte humane Zervixkarzinom-Zelllinie
ohne HPV-Genom und mit epithelialer Morphologie (AUERSPERG, 1969; DEL VECCHIO,
1992).

e HelLa (ATCC: CCL-2): Humane epitheliale Zelllinie aus einem zervikalen Adeno-
karzinom, aneuploid, HPV18-positiv (GEY et al., 1952, MINCHEVA et al., 1987).

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

e COS-7 (ATCC: CRL-1651): SV40-transformierte Fibroblasten-Zelllinie aus CV-1
Affennierenzellen (African green monkey) (GLUZMAN, 1981).

¢ NHEK-neo (Normale humane epidermale Keratinozyten - neonatal): ,gepoolte”

primare Keratinozyten der 1. Passage (Bio-Whittaker, Walkersville, USA).

2.3 Patientenmaterial

5 um Kryoschnitte von gesunder Haut, enthommen aus Randbezirken einer Lasion am
Oberarm (RITzKOWSKY, pers. Mitteilung).
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2.4 Nukleinsauren

2.41 Synthetisch hergestellte Oligonukleotide

Folgende HPLC-gereinigten Oligonukleotide wurden von Eurogentec (Brissel, Belgien),
Interactiva (UIm) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Die Positionsangaben beziehen
sich jeweils auf die veréffentlichten Sequenzen von p300 (ECKNER ef al., 1994), HPV8
(FucHs et al., 1986), HPV16 (SEEDORF et al., 1985) und TEF-1 (XIAO et al., 1991).
Enzymschnittstellen sowie Punktmutationen sind fett unterstrichen. Start- und Stopcodons

sind kursiv dargestellt.

e Oligonukleotide fur die Klonierung von HPV8 E2-Konstrukten:

Name: Sequenz: Position:

HPV8E20Pr1 GGGGTACCAAGAAGACGAGGGCGAACATG 2687-2707
HPV8E2HPr2 GGTACAAGCTTGGGGGGGGTGGAGCTGG 3316-3300
8E2pETBamup GATCGAGGATCCTTACAGTAGTCTTCCAAGTCGCCCT 3931-3910

e Oligonukleotide fur die Klonierung von HPV E6-Konstrukten:

FLAGHind/Bam5- | AGCTTGGACCATGGACTACAAGGACGACGATGATAAGGG

CGGG
FLAGHIind/Bam3- | GATCCCCGCCCTTATCATCGTCGTCCTTGTAGTCCATGGT

CCA
HPVBEGPETS’ CCGGATCCGATGGACGGGCAGGACAAGGCTTC 197-219
8E6-NdoEco CGGATCGAATTCTTATAGCACAGTTTGCTCATAATATTC 475-452
8E6-CupBam GGGATCGGATCCGGGCAGAGATATTGAATTAGCTACAGG | 476-501
HPV8EGPET3’ CCGGATCCTTACCAATCATGATACAAATGCTTAC 661-639
HPV16E6-Bamup | GGTCGTGGATCCGATGTTTCAGGACCCACAGGAG 104-124

16E6-NdoEco CGGATCGAATTCTTAATACAAACTATAACAATAATGTCTATAC | 355-328

16E6-CupBam CGGATCGGATCCGGGAACAACATTAGAACAGCAATACAAC | 356-382

HPV16E6Bamdo | GGACGAGGATCCTTACAGCTGGGTTTCTCTACG 556-539

16E6JETQLEcodo | CGGATCGAATTCTTATCTACGTGTTCTTGATGATCTGC 544-522

8E6+ETQLEcodo | CGGATCGAATTCTTACAGCTGGGTTTCCCAATCATGATAC | 661-633
AAATGCTTACAAAGCC

8E6-NdoHind CGGATCAAGCTTTAGCACAGTTTGCTCATAATATTC 475-452

8E6-CupHind GGGATCAAGCTTGGCAGAGATATTGAATTAGCTACAGG 476-501

16E6-NdoHind CGGATCAAGCTTATACAAACTATAACAATAATGTCTATAC 355-328

16E6-CupHind CGGATCAAGCTTGGAACAACATTAGAACAGCAATACAAC 356-382
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e Oligonukleotide fur die Klonierung von p300-Fragmenten:

Name: Sequenz: Position:

p3004B-6102up | CGCTAGGGATCCAGGGACAAGCACCTGGAGTTCTCTTCAC |6102-6129
p3004B-6506do | CGCTAGGAATTCCTTGGTATGCTGCACAACCCGCTTCATC 6506-6479
p3004B-6507up | GGGTACGGATCCGGTTGCAAACGGAAAACCAATGGCGGG 6507-6533
p3004B-6563do | GGGTACGAATTCGAGGGCAATGAGCTGCTTGCAGATGGG 6563-6537
p3004B-6564up | GGGATCGGATCCTGCTGCTACCATGCCAAGCACTGCCAGG |6564-6591
p3004B-6584do | CGGATCGAATTCGTGCTTGGCATGGTAGCAGCAGAGGGC 6584-6558
p3004B-6585up | GGGATCGGATCCTGCCAGGAGAACAAATGCCCGGTGCCG 6585-6611
p3004B-6641do | GGGATCGAATTCCCGGAGCTTCTGCTTGATGTTTAGGCAG 6641-6614
p3004B-6642up | GGGATCGGATCCCAGCAACAGCTGCAGCACCGACTACAG 6642-6668
p3004B-6860do | GGGATCGAATTCCAAGTAGGGTGGCATGCTATTGGGAGGG |6860-6833
p3004782Xhoup | CCGCTCGAGCAGAACAGGTATCATTT(T)CTGTGA *) |4782-4804
p3006482Xhodo | GGCCTCGAGCATCTTCTGGCAGGATGGCAGTGA 6482-6459

*) fehlerhaft (s.u)

¢ Oligonukleotide flr die Klonierung von TEF-1-Konstrukten:

TEF1-PMBamup GGTCGTGGATCCCCGAGCCCAGCAGCTGGAGCGGCAGT 544-567
GAG
TEF1-PMBamdo |GGTCGTGGATCCGTCCTTTACAAGCCTGTAAATATGATG 1818-1792
TEF1ADNLSG GATGGAGGATCCTCATACCTTTCTCTTCTTTTTTGGAGGTC |1818-1792
CTCCTGGGTCCTTTACAAGCCTGTAAATATGATGTTG
TEF1ADEcoup CATGGAGAATTCATGGAGCCCAGCAGCTGGGGC 544-567
e Oligonukleotide fur in vitro-Mutagenesen:
8E2mt430C-R | GGGGAGGCAAACACATTAAAACGCTTTCGCAACAGAGCT 3968-4006
8E2mt430C-R |AGCTCTGTTGCGAAAGCGTTTTAATGTGTTTGCCTCCCC 4006-3968
p300HATok5" | CAGAACAGGTATCATTTACTGTGAGAAGTGTTTCAATGAGATCC |4782-4824
p300HATok3" | GGATCTCATTGAAACACTTCTCACAG*AAATGATACCTGTTCTG |4824-4782
16E6del123-127A | GACATCTGGACAAAAAGMATAAGGGGTCGGTGGACCGG 453-504
16E6del123-127B | CCGGTCCACCGACCCCTTATACTTTTTGTCCAGATGTC 504-453
8E6del132-136A | GATTGCTGTGGGAGAGGC GTTAGAGGAGGCTGGAAAGGAG |572-626
8E6del132-136B | CACCTTTCCAGCCTCCTC(A)AACMGCCTCTCCCACAGCAATC *)|626-572
16E6 SDmt 5" | GTTACTGCGACGCGAGCTATATGACTTTGCTTTTCGGG 211-248
16E6 SDmt 3~ | CCCGAAAAGCAAAGTCATATAGCTCGCGTCGCAGTAAC 248-211
M29E2mutA TTTGCCTGTCTGGTTTTCGATCACACCATA 92-121
M29E2mutB TATGGTGTGATCGAAAACCAGACAGGCAAA 121-92
*) fehlerhaft
e Oligonukleotid fir EMSA:
|P2C | AACCGACCGCAAACGGTACATAAAGGTGAGT | 7487-7517 |

Falls nicht anders angegeben enthalten die im Folgenden aufgefuhrten Plasmide das

B-Laktamasegen zur Selektion in Bakterien mittels Ampicillin.
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2.4.2 Prokaryote Expressionsvektoren

pET14b (4,7 bp) erlaubt die Expression von Proteinen, die N-terminal mit einem
Epitop aus sechs Histidinresten fusioniert sind, unter der Kontrolle eines T7-Promotors
(Novagen, Madison, USA).

PGEX2T (4,9 kB) erlaubt die Expression von Proteinen, die N-terminal mit der
Glutathion-S-Transferase (~28 kDa) fusioniert sind, unter der Kontrolle eines tac-

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

2.4.3 Eukaryote Expressionsvektoren

pXJ41 (4,3 kB) ist ein von J.H. XIAO (1990) konstruierter Expressionsvektor mit einem
CMV- und einem T7-Promotor sowie Ampicillin- und Tetracyclinresistenz.

pCB6 (6,2 kB) ermdglicht die Expression von Proteinen unter der Kontrolle des CMV-
Promotors (Stinski, unverdffentlicht).

pCDNA 3.1+ (5,4 kB) erlaubt die Expression unter dem T7- und dem CMV-Promotor.
Er enthalt ausserdem einen SV40-Replikationsursprung und eine Neomycin-Resistenz
(Invitrogen, Karlsruhe).

pM (3,5 kB) ermdglicht die Expression eines Proteins, das N-terminal an die Gal4-
DBD fusioniert ist, unter der Kontrolle des SV40-Promotors (Clontech, Heidelberg).
PCMV2FLAG (4,7 kB) erlaubt die Expression eines Proteins mit N-terminal
fusioniertem FLAG-Epitop unter Kontrolle des CMV-Promotors (Kodak, New Haven,
USA).

pCMV1 (4,8 kB), mit einem CMV-Promotor, und pUC18 (2,7 kB) wurden zum
Auffillen von DNA-Mengen in Transfektionsansatzen verwendet (Invitrogen,

Karlsruhe).

2.4.4 Reporterplasmide

pALuc (5,2 kb) ermdglicht den Einbau eines Promotors stromaufwarts des firefly-
Luciferasegens (DONG et al., 1994).

PNCR8-Luc: Die NCR von HPV8 mit Teilen der flankierenden L1- und EG6-
Leserahmen (Position 7077-558) wurde als Hindlll/Bglll-Fragment aus NCR8-CAT
(STUBENRAUCH et al., 1992) in die Hindlll/BamHI-Schnittstellen von pALuc kloniert
(LEMME, 1998).

PNCR8-Luc-mt P01, -mt P2, -mt P34: Die NCR von HPV8 mit den entsprechenden

mutierten  E2-Bindestellen  wurde jeweils als  Hindlll/Bglll-Fragment aus
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NCR8-Cat-mt P01, -mtP2 bzw. -mtP34 (STUBENRAUCH et al., 1994) in die
Hindlll/BamHI-Schnittstelle von pALuc kloniert.

PNCR8-Luc mt P0-P5 enthalt die NCR von HPV8 mit mutierter PO-, P1-, P2-, P3-, P4-
und P5-Bindestelle. Zunachst wurde ein Hindlll/Bglll-Fragment aus NCR8-Cat mtPO-
P4 (STUBENRAUCH et al., 1994) in die Hindlll/BamHI-Schnittstelle von pALuc kloniert.
AnschlieRend wurde Uber in vitro-Mutagenese mit den Oligonukleotiden M29E2mutA
und M29E2mutB die Bindestelle P5 (AKGUL, 2002) mutiert.

p16LCR-E7-Luc enthalt ein BamHI/Kpnl-Fragment aus pBR322HPV16 (bp 6150-885)
mit der LCR von HPV16 vor dem Luciferasegen (STEGER, pers. Mitteilung).

pC18Luc enthalt vier 18E2-1 Bindestellen vor dem Adenovirus-MLP. Diese wurden
als PCR-Fragment tber Hindlll/BamHI in pALuc kloniert (STEGER, pers. Mitteilung).
p53CON wurde abgeleitet von pGUP.PA.8 und enthalt eine p53-Bindestelle vor dem

minimalen basalen Promotor von hsp70 und dem Luciferasegen (FUNK et al., 1992).

2.4.5 Rekombinante Plasmide

E2-Konstrukte:

pCB6-8E2 kodiert fir den ORF von 8E2. Ein Bcll/Bglll-Fragment aus pAM2-HPV8 (bp
2682-4220) wurde Uber Bglll in pCB6 kloniert (STUBENRAUCH et al., 1994).
pCB6-8E2-mt429 kodiert fir 8E2 mit einer Mutation in nt 1285, die zu einem
Austausch der Aminosaure in Position 429 von Cystein nach Arginin fuhrt. Das
Konstrukt wurde uber in vitro-Mutagenese mit den Oligonukleotiden 8E2mt430C-R5"
und 8E2mt430C-R3" hergestellt.

pCB6-8E2-N kodiert fur die AD von 8E2 (As 1-204). Das uber PCR mit den
Oligonukleotiden HPV8E20Pr1 und HPV8E2HPr2 amplifizierte Fragment wurde Uber
Kpnl/Hindlll in pCB6 kloniert.

pCB6-8E2-AC kodiert fur die AD und die Hinge von 8E2 (As 1-409). Das Uber PCR
mit den Oligonukleotiden HPV8E20Pr1 und 8E2pETBamup amplifizierte Fragment
wurde Uber Kpnl/BamHI in pCB6 kloniert.

pCB6-8E2-AN kodiert fur die die Hinge und die DBD von 8E2 (As 205-499). Das Uber
PCR amplifizierte Fragment wurde Uber Kpnl/BamHI in pCB6 kloniert (STEGER, pers.
Mitteilung).

CMV2FLAG-BPV1 E2 kodiert fur den ORF von BPV1 E2. Ein PCR-Fragment wurde
uber EcoRI/BamHI in CMV2FLAG kloniert (STEGER, pers. Mitteilung).
CMV2FLAG-8E2-AN kodiert fir die Hinge und die DBD von 8E2 (As 205-499) mit N-
terminal fusioniertem FLAG-Epitop (STEGER et al., 2002).
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PET14b-8E2-N, -8E2-H, -8E2-C kodieren fur die AD (As 1-204), die Hinge (As 205-
409) bzw. die DBD (As 410-499) von 8E2. Entsprechende PCR-Fragmente wurden
jeweils Uber BamHlI in pET14b kloniert (STEGER et al., 2002).

pPET14b-8E2-C mt429 kodiert fir die DBD von 8E2 (As 410-499) mit einer Mutation in
nt 1285 von 8E2, die zu einem Aminosaurenaustausch in Position 429 von Cystein
nach Arginin fihrt. Das Konstrukt wurde Uber in vitro-Mutagenese mit den
Oligonukleotiden 8E2mt430C-R5" und 8E2mt430C-R3" hergestellt.

pET14b-8E2-AN, -AC, -AH kodieren fir eine N-terminal verkirzte (As 205-499) bzw.
eine C-terminal verkurzte Form (As 1-409) von 8E2 sowie eine E2-Mutante mit
deletierter Hinge (As 1-204/410-499) (STEGER, pers. Mitteilung).

pPGEX2T-8E2 kodiert fir 8E2. Der ORF von 8E2 wurde Gber BamHI/EcoRI in pGEX2T
kloniert (ENZENAUER et al., 1998).

pPGEX2T-8E2-N, -8E2-H, -8E2-C kodieren fir die AD (1-204), die Hinge (205-409)
bzw. die DBD (410-499) von 8E2 Entsprechende PCR-Fragmente wurden Gber BamHI
in pGEX2T kloniert (STEGER et al., 2002).

PGEX2T-18E2-N, -18E2-H, -18E2-C kodieren fir die AD (As 1-208), die Hinge (As
209-284), bzw. die DBD (As 285-365) von 18E2. Entsprechende PCR-Fragmente
wurden Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert (STEGER et al., 2002).

E6-Konstrukte:

pCDNA-8EG6: Der ORF von 8E6 wurde Uber BamHI in pCDNA 3.1+ kloniert (SMOLA,
pers. Mitteilung).

pPCDNA-16E6: Der ORF von 16E6 wurde Uber Ddel aus pBR322-HPV16 (bp 24-654)
isoliert und Uber EcoRV in pCDNAS3.1+ kloniert (SMOLA, pers. Mitteilung).

pCDNA 3.1+ FLAG exprimiert Proteine die N-terminal mit einem FLAG-Epitop
fusioniert sind unter dem T7- und dem CMV-Promotor. Hierfir wurden die
komplementaren Oligonukleotide FLAG-Hind/Bam5™ und FLAG-Hind/Bam3" Uber
Hindlll/BamHI in pCDNAS3.1+ kloniert.

PCDNA-FLAG-8E6 kodiert fir 8E6. Ein mit den Oligonukleotiden HPV8EGpPET5" und
HPVBEGPET3 " amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierfir Gber BamHI in pCDNA
3.1+FLAG kloniert.

PCDNA-FLAG-16E6 kodiert flir 16E6. Ein mit den Oligonukleotiden HPV16E6Bamup
und HPV16E6Bamdo amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierfur Uber BamHI in
pCDNA 3.1+FLAG kloniert.

pCDNA-FLAG-8EG6-N kodiert fur die As 1-93 von 8E6. Ein mit den Oligonukleotiden
HPVBEGPET5" und 8E6-NdoEco amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierflr Gber
BamHI/EcoRI in pCDNA 3.1+FLAG kloniert.
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PCDNA-FLAG-8EG6-C kodiert fur die As 94-155 von 8E6. Ein mit den Oligonukleotiden
8E6-CupBam und HPV8BEGpET3 " amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierfir Uber
BamHI in pCDNA 3.1+FLAG kloniert.

PCDNA-FLAG-16E6-N kodiert fiir die As 1-84 von 16E6. Ein mit den Oligonukleotiden
HPV16E6Bamup und 16E6NdoEco amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierflr Gber
BamHI/EcoRI in pCDNA 3.1+FLAG kloniert.

PCDNA-FLAG-16E6-C kodiert fir die As 85-151 von 16E6. Ein mit den
Oligonukleotiden 16E6CupBam und HPV16E6Bamdo amplifiziertes PCR-Fragment
wurde hierfur Gber BamHI in pCDNA 3.1+FLAG kloniert.

pPCDNA-FLAG-8E6 A132-136 kodiert fir 8E6 mit einer Deletion (As 132-136) im
zweiten Zinkfinger. Das Konstrukt wurde hierflr Gber in vitro-Mutagenese mit den
Oligonukleotiden 8E6del132-136A und 8E6del132-136B hergestellt.

PCDNA-FLAG-8E6-C A132-136 kodiert fur die As 94-155 von 8E6 mit einer Deletion
im Zinkfinger (As 132-136). Das Konstrukt wurde hierfir Uber in vitro-Mutagenese mit
den Oligonukleotiden 8E6del132-136A und 8E6del132-136B hergestellt.

PCDNA-FLAG-16E6 A123-127 kodiert fir 16E6 mit einer Deletion (As 123-127) im
zweiten Zinkfinger. Das Konstrukt wurde hierflir Uber in vitro-Mutagenese mit den
Oligonukleotiden 16E6del123-127A und 16E6del123-127B hergestellt.

PCDNA-FLAG-16E6-C A123-127 kodiert fir die As 85-151 von 16E6 mit einer
Deletion im Zinkfinger (As 123-127). Das Konstrukt wurde hierfur Uber in vitro-
Mutagenese mit den Oligonukleotiden 16E6del123-127A und 16E6del123-127B
hergestellt.

PCDNA-FLAG-16E6-ETQL kodiert fir 16E6 mit einer C-terminalen Deletion von vier
Aminosauren (As 1-147). Ein mit den Oligonukleotiden HPV16E6Bamup und 16E6-
ETQLEcodo amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierfur Uber BamHI/EcoRI in den
Vektor pPCDNA3.1+FLAG kloniert.

PCDNA-FLAG-16E6-C-ETQL kodiert fur die As 85-147 von 16E6. Ein mit den
Oligonukleotiden 16E6CupBam und 16E6-ETQLEcodo amplifiziertes PCR-Fragment
wurde hierfur Gber BamHI/EcoRlI in den Vektor pPCDNA3.1+FLAG kloniert.

pCDNA-FLAG-8E6-C+ETQL kodiert fir die As 94-155 von 8EG6, an die C-terminal die
As 148-151 von 16E6 (ETQL) fusioniert wurden. Ein mit den Oligonukleotiden
8E6CupBam und 8E6+ETQLEcodo amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierflr Uber
BamHI/EcoRlI in den Vektor pCDNA3.1+FLAG kloniert.

pPCDNA-FLAG-16E6L50G -ETQL kodiert fir ein C-terminal um vier Aminosauren
verkirztes 16E6 (As 1-147) mit einer Punktmutation, die zu einem Austausch der
Aminosaure in Position 50 von Leucin nach Glycin fihrt. Ein mit den Oligonukleotiden
HPV16E6Bamup und 16E6dETQLEcodo amplifiziertes PCR-Fragment wurde hierfur
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Uber BamHI/EcoRI in den Vektor pCDNA3.1+FLAG kloniert. Als Matrize diente
pXJ4016E6L50G (ZIMMERMANN et al., 1999).

e pCDNA-FLAG-8E6N/16E6C kodiert fur ein Hybrid-Protein aus den As 1-93 von 8E6
und As 85-151 von 16E6. Die Teilfragmente wurden Uber PCR mit den
Oligonukleotiden HPV8EGPET5" und 8E6-NdoHind (8E6N) sowie 16E6-CupHind und
HPV16E6Bamdo (16E6C) amplifiziert und tber HindlIl fusioniert. Das Konstrukt wurde
schlie3lich dber BamHI in den Vektor pPCDNA3.1+FLAG kloniert.

e pCDNA-FLAG-8E6N/16E6C-ETQL kodiert fur ein Hybrid-Protein aus den As 1-93 von
8E6 und As 85-147 von 16E6. Die Teilfragmente wurden Uber PCR mit den
Oligonukleotiden HPV8EGPET5" und 8E6-NdoHind (8E6N) sowie 16E6-CupHind und
16E6JETQLEcodo (16E6C-ETQL) amplifiziert und uber Hindlll fusioniert. Das
Konstrukt wurde schlieBlich Uber BamHI/EcoRI in den Vektor pCDNA3.1+FLAG
kloniert.

e pCDNA-FLAG-16E6N/8E6C kodiert fur ein Hybrid-Protein aus den As 1-84 von 16E6
und As 94-155 von 8EG6. Die Teilfragmente wurden Uber PCR mit den Oligonukleotiden
HPV16E6Bamup und 16E6-NdoHind (16E6N) sowie 8E6-CupHind und HPV8EGPET3"
(8E6C) amplifiziert und uber Hindlll fusioniert. Das Konstrukt wurde schlieRlich tUber
BamHI in den Vektor pCDNAS3.1+-FLAG kloniert.

p300-Konstrukte:
e pCMVB-p300HA: p300 wurde Uber Notl/Hindlll in den Expressionsvektor pCMVf3

kloniert. C-terminal wurde Uber eine Nhel-Schnittstelle ein Hamagglutinin-Epitop

angefligt, weswegen 108 bp im C-Terminus von p300 wegfielen (ECKNER et al., 1994).

e pGEX2T-p300-1, -2, -3, -4, -5, -4A,-4B kodieren flir Fragmente von p300, die fur die
As 1-438, As 439-1038 , As 1039-1452, As 1453-1887, As 1888-2378, As 1453-1634
bzw. As 1635-1887 kodieren. Entsprechende PCR-Fragmente wurden uber BamHI (1,
4,5, 4A, 4B) oder Smal (2,3) in pGEX2T kloniert (MULLER, 1999).

e pGEX2T-p300-4B-1: Ein Fragment von p300, das fur die As 1635-1769 kodiert, wurde
mit den Oligonukleotiden p300-4B-6102up und p300-4B-6506do tUber PCR amplifiziert
und Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

o pGEX2T-p300-4B-2: Ein Fragment von p300, das fur die As 1635-1788 kodiert, wurde
mit den Oligonukleotiden p300-4B-6102up und p300-4B-6563do Uber PCR amplifiziert
und Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

o pGEX2T-p300-4B-TR: Ein Fragment von p300, das fir die As 1770-1788 kodiert,
wurde mit den Oligonukleotiden p300-4B-6507up und p300-4B-6563do Uber PCR
amplifiziert und Gber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.
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PGEX2T-p300-4B-4: Ein Fragment von p300, das fir die As 1770-1887 kodiert, wurde
mit den Oligonukleotiden p300-4B-6507up und p300-4B-6860do Uber PCR amplifiziert
und Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

PGEX2T-p300-4B-5: Ein Fragment von p300, das flr die As 1789-1887 kodiert, wurde
mit den Oligonukleotiden p300-4B-6564up und p300-4B-6860do tUber PCR amplifiziert
und Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

PGEX2T-p300-4B-TR+7: Ein Fragment von p300, das fir die As 1770-1795 kodiert,
wurde mit den Oligonukleotiden p300-4B-6507up und p300-4B-6584do Ulber PCR
amplifiziert und Uber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

pGEX2T-p300-4B-TR+26 : Ein Fragment von p300, das fur die As 1770-1814 kodiert,
wurde mit den Oligonukleotiden p300-4B-6507up und p300-4B-6641do uber PCR
amplifiziert und Gber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

pGEX2T-p300-4B-5-7: Ein Fragment von p300, das fur die As 1796-1887 kodiert,
wurde mit den Oligonukleotiden p300-4B-6585up und p300-4B-6860do Utber PCR
amplifiziert und Gber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

pPGEX2T-p300-4B-5-26: Ein Fragment von p300, das fir die As 1815-1887 kodiert,
wurde mit den Oligonukleotiden p300-4B-6642up und p300-4B-6860do Utber PCR
amplifiziert und Gber BamHI/EcoRI in pGEX2T kloniert.

PET14b-p300HAT: Die HAT-Domane von p300 wurde mit den Oligonukleotiden
p300-4782Xhoup und p300-6482Xhodo Uber PCR amplifiziert und Uber Xhol in
pET14b kloniert. Ein Fehler in p300-4782Xhoup (1 Basen-Insertion) wurde Uber
in vitro-Mutagenese mit den Oligonukleotiden p300HATokS ™ und p300HATOK3"
korrigiert.

weitere Konstrukte:

pXJ42-TEF1-AD/8E2HC: enthalt die AD von TEF-1 (A55-121/A143-204) fusioniert an
die As 329-499 von 8E2 (MAY, pers. Mitteilung).

pXJ42-TEF1-AD/8E2HC mt429: wie zuvor mit zusatzlicher Mutation in nt 1285 von
8E2, die zu einem Austausch der Aminosaure in Position 429 von Cystein nach Arginin
fuhrt. Das Konstrukt wurde Uber in vitro-Mutagenese mit den Oligonukleotiden
8E2mt430C-R5" und 8E2mt430C-R3" hergestellt.

pCMV2FLAG-TEF1AD-NLS kodiert fir die AD von TEF-1 (A55-121/A143-204) mit C-
terminal fusioniertem Kernlokalisationssignal (NLS). Hierfur wurde ein Bst11071/Smal-
Fragment aus pXJ41-TEF1AD-NLS Uber Bst1107l/Smal in pCMV2FLAG-TEF kloniert.
PMTEF-AD kodiert fir die AD von TEF-1 (A55-121/A143-204). Das Fragment wurde
mit den Oligonukleotiden pMTEFBamup und pMTEFBamdo tdber PCR amplifiziert und
Uber BamHI in den Vektor pM kloniert.

25



Material

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

Alle im Rahmen dieser Arbeit Uber PCR hergestellten Konstrukte wurden Uber

Sequenzierung verifiziert.

2.4.6 DNA-Langenstandards

e 1 kb DNA-Leiter und 1kb-plus DNA-Leiter (Invitrogen, Karlsruhe)

e DNA-Molekulargewichtsmarker VIl (Roche Diagnostics, Mannheim)
2.4.7 Sonstige Nukleinsauren

e sss-DNA (sonicated salmon sperm DNA) (Amersham Biosciences, Freiburg)

e Desoxynukleotide (ANTPs) (Roche Diagnostics, Mannheim)

2.5 Radioaktivitat

e 3P-y-Adenosintriphosphat
e 3°S-Methionin

e ¥S_Cystein (alle Amersham Biosciences, Freiburg)

2.6 Proteine

2.6.1 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von folgenden Firmen verwendet:
New England BiolLabs, Schwalbach; Invitrogen, Karlsruhe; Roche Diagnstics,
Mannheim; MBI, St.Leon-Rot

e Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm Roche Diagnostics, Mannheim)

e T4 DNA-Ligase New England BioLabs, Schwalbach)

e T4 Polynuleotidkinase (New England BiolLabs, Schwalbach)

(
(
e Pwo DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei (Roche Diagnostics, Mannheim)

e RNase A (Qiagen, Hilden)

2.6.2 GroBRenstandards

e SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker, nieder- und hochmolekular

farblos und vorgefarbt (alle: BioRad, Miinchen)
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2.6.3 Antiseren

p300 (Ab1): monoklonaler Antikdrper gegen p300 aus Maus (Calbiochem, Schwalbach)
CBP (C-1): monoklonaler Antikérper gegen CBP aus Maus  (Santa Cruz, Heidelberg)
H10 aYY1: monoklonaler Antikorper gegen YY1 aus Maus  (Santa Cruz, Heidelberg)
M5-a-FLAG: monoklonaler Antikdrper gegen FLAG aus Maus (Kodak, New Haven, USA)
Ni**-NTA (a-His) : mit HRP konjugierter Antikérper gegen Hisg (Qiagen, Hilden)
FITC-a-Maus: FITC-gekoppeltes a-Maus IgG aus Ziege (Sigma-Aldrich, Steinheim)
a-Maus/Kaninchen POD: POD-gekoppelter Antikérper gegen Maus- und Kaninchen-IgG

(Roche, Mannheim)
2.7 Reagenzien

2.7.1 Reagenziensysteme (Kits)

¢ QIAGEN Plasmid Midi und Maxi Kit (Qiagen, Hilden)

e Concert high purity plasmid maxiprep system (Invitrogen, Karlsruhe)

e QIlAprep 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 TNT Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega, Madison, USA)
e T4-Rapid DNA-Ligase (Promega, Madison, USA)
e BM Chemiluminescence Western Blotting Kit (Roche, Mannheim)

e Biotin-Streptavidin Super Sensitive Nachweissystem (BioGenex, San Ramon, USA)

2.7.2 Puffer und Léosungen

Fur Proteinaufreinigung:

Puffer A fiir Kernextrakte e Puffer C fur Kernextrakte
HEPES pH 7.9 10 mM HEPES pH 7.9 20 mM
KClI 10 mM NaCl 400 mM
EDTA 0,1 mM EDTA 1 mM
EGTA 0,1 mM EGTA 1 mM
DTT 1mM DTT 1mM
PMSF 0,5mM PMSF 1 mM
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Fur Proteingele:
4x Tris/CI-SDS, pH 8.8

LSDB (Low Salt Dilution Buffer) -

0-1000 mM

Glycerin 20%
Tris/Cl pH 7.9 50 mM
DTT 1mM
NP40 0,1%
KCI 0-1000 mM
HSLB (High Salt Lysis Buffer)
Glycerin 10%
Tris/Cl pH 7.9 20 mM
NaCl 500 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM
PMSF 1mM
Leupeptin 10 pg/ml
Pepstatin 10 pg/mi
Aprotinin 10 pg/ml
Imidazol 5mM

Puffer A,., (verschiedene Puffer fur die

Affinitatschromatographie)

Glycerin
Tris/Cl pH 7.9
KCI

Imidazol
PMSF

B-Mercaptoethanol

Tris/Cl pH 8.8
SDS

4x Tris/CI-SDS, pH 6.8

Tris/Cl pH 8.8
SDS

10%
20 mM
x mM
y mM
1 mM
10 mM

1,5M
0,4%

500 mM
0,4%

SDS-Polyacrylamidgel (PAG)

Trenngel :

Acrylamid/Bisacrylamid  7,5-15% /

Tris/CI-SDS pH 8.8

Ammoniumpersulfat

TEMED

Sammelgel:

Acrylamid/Bisacrylamid
Tris/CI-SDS pH 8.8

Ammoniumpersulfat

TEMED

0,2-0,4%
25%
0,03%
0,1%

3,9% /1 0,1%
25%

0,05%

0,1%

SDS-Elektrophoresepuffer

Tris-Base
Glycin
SDS

2x SDS-Proben-Puffer

Tris/Cl pH6.8
Glycerin
SDS

B-Mercaptoethanol

Bromphenol-Blau

25 mM
192 mM
0,1%

125 mM
20%
2%
2%
15 UM

Coomassie-Blau - Farbelosung

Methanol
Essigsaure

Coomassie

Entfarbeldsung

Methanol

Essigsaure

50%
10%
0,05%

5%
7%
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Fiir Western-Blots:

Transferpuffer

Tris-Base 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20%

TBST (Tris Buffered Saline + Tween)

Tris/Cl pH 8.0 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,05%

Abblocklésung (in TBST)

BSA
Milchpulver

2%
2%

Fiir EMSA:

5 % Polyacrylamid-Gel

Acrylamid/Bisacrylamid 5% / 0,267%

TBE 0,5x
Ammoniumpersulfat 0,04%
TEMED 0,2%
Bindungs-Puffer
Glycerin 10%
HEPES pH 7.9 12 mM
EDTA 0,5mM
MgCl, 4 mM
KCI 60 mM
NP40 0,1%
BSA 50 ng/ul
DTT 2mM
Spermidin 4 mM
sssDNA 25 ng/pl
poly di/dC 50 ng/pl

Fir Luciferase-Tests:
e KPO,-Puffer 1M
K;HPO,
KH,PO,

915 mM
85 mM

e Luciferase-Extraktions-Puffer

KPQO,-Puffer, pH 7.8 100 mM
DTT 1 mM

e Reportersol-Puffer
KPO,-Puffer, pH 7.8 100 mM
DTT 1 mM
NP40 0,5%

e Luciferase-Reaktions-Puffer

KPO,-Puffer, pH 7.8 100 mM
MgSO, 15 mM
ATP 50 mM
DTT 1mM
¢ ATP-Stammlosung
ATP 100 mM
Tris/Cl, pH7.9 192 mM
¢ Luciferin-Stock (50x)
D-Luciferin 100 mg

In 7140 pl Luciferase-Reaktions-Puffer

Sonstige Puffer:
e TSB (Transformation and Storage
Buffer) in LB-Medium

PEG (MW = 3350) 30 mM
DMSO 5%

MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
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PBS (Phosphate Buffered Saline)

NaCl 137 mM
KCI 2,7mM
Na,HPO,4x 7H,0 4,3 mM
KH,PO, 1,4 mM

o TELT-Puffer (Tris-EDTA-LiCI-Triton)

Tris/Cl pH 8.0 50 mM
EDTA 62,5 mM
LiCl 25M
TritonX 100 0,4 %
e 2x HBS
NaCl 280 mM
KCI 10 mM
Na,HPO4 x12H,0 1,5 mM
HEPES  pH7,05 50 mM
o Fixierer
Methanol 10%
Essigsaure 10%

2.7.3 Sonstige Chemikalien und Materialien

Alle hier nicht aufgefiihrten Laborchemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad ,reinst® oder

,zur Analyse“ von folgenden Firmen bezogen: Amersham Biosciences (Freiburg), Roth
(Karlsruhe), Difco (Detroit, USA), ICN (Aurora, USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck

(Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Steinheim).

e Agarose

e Agarose, héchster Reinigungsgrad

e Albumin Fraktion V

e Ampicillin

o Amplifizierer (Amplify Fluographic Reagent)
e Aprotinin (Serin-Protease-Inhibitor)

e Aquatex

e Chloramphenicol

(Biozym, Hess. Oldendorf)
(BioRad, Munchen)
(Applichem, Darmstadt)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Amersham, Freiburg)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
(Merck, Darmstadt)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)
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e D-Luciferin, freie Saure (Roche Diagnostics,Mannheim)
e DMSO (Dimethylsulfoxid) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

o Fotales Kalberserum (FCS) (Invitrogen, Karlsruhe)

e FuGENE®6 (Roche Diagnostics,Mannheim)
e Glutathion-Sepharose™ 4B (Amersham, Freiburg)

e Hematoxilin (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e |IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactopyranosid) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e LB-Agar (USB, Cleveland, USA)

e LB-Broth (USB, Cleveland, USA)

e Leupeptin (Serin-, Thiol-Protease-Inhibitor) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Lysozym aus Hihnereiweil} (Serva, Heidelberg)

e Ni**-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden)

e Pepstatin A (Aspartat-Protease-Inhibitor) (AppliChem, Darmstadt)

e PMSF (Serin-, Cystein-Protease-Inhibitor) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Ponceau-Rot (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e Protein Assay Reagens (BioRad, Mlnchen)

¢ Rifampicin (AppliChem, Darmstadt)

¢ RNAsin (Promega, Madison, USA)

e Saponin (Fluka, Deisenhofen)

e Spermidin, freie Base (N-[3-Aminopropyl]-1,4-butandiamin) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

e TEMED (N,N,N’,N’- Tetramethylendiamin) (Sigma-Aldrich, Steinheim)
o Western Blot Membranen aus Nitrocellulose 0,45/0,2 um (BioRad, Minchen)
e [B-Mercaptoethanol (14,1 M) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Plastikwaren wurden von den Firmen Falcon BD (Heidelberg), Greiner (Solingen),
Sarstedt (Nurnbrecht) und TPP (Trasadingen, Schweiz).
Der Chemilumeneszenz-Nachweis sowie Autoradiographien erfolgten mit ECL-

Hyperfilmen (Amersham-Pharmacia, Freiburg).
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2.8 Medien und Losungen fur die Zellkultivierung

Dulbecco’s MEM (Modified Eagle Medium)  (Invitrogen, Karlsruhe)

mit Glutamax, 4500 mg Glucose, Pyridoxin, ohne Natriumpyruvat

Zusatze:
FCS

Streptomycinsulfat

Penicillin

E-Medium (fir RTS3b-Zellen)
Dulbecco’s MEM
Dulbecco’s Nut Mix F-12
Transferrin
Triiodo-thyronin
Adenin
Insulin
Hydrocortison
Choleratoxin
EGF
FCS
Streptomycinsulfat

Penicillin

Trypsin/EDTA

PBS

KGM-2 Medium fur NHEK-neo
HBBS fur NHEK-neo

Trypsin fur NHEK-neo

TNS (Neutralisierungslésung) fiur NHEK-neo

Einfriermedium:
DMSO
FCS

Medium

7,5 % (fur C33A- und HeLa-Zellen)
10 % (fur Cos7- und 293T-Zellen)
120 mg/l

120 mg/l (alle Invitrogen, Karlsruhe)

50 %

50 % (Invitrogen, Karlsruhe)
5 ug/ml

2x10™""M

1,8x10* M

5 pg/ml

0,4 pug/ml

10"M

10 ng/ml (alle Sigma-Aldrich, Steinheim)

10 %
100 mg/I
100 mg/I

Invitrogen, Karlsruhe)
Invitrogen, Karlsruhe)
Bio Whittaker, Walkersville, USA
Bio Whittaker, Walkersville, USA
Bio Whittaker, Walkersville, USA

(
(
(
(
(
(Bio Whittaker, Walkersville, USA

)
)
)
)

fir NHEK-neo:

10% 10%
90% 60%
- 30%
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3. Methoden

3.1 Bakterienkultur

3.1.1 Erzeugung transformationskompetenter Bakterien

Transformationskompetente XL1-Blue- und BL21-pLysS-Bakterien wurden nach der
Methode von CHUNG und MILLER (1988) hergestellt. 100 ml LB-Medium wurden in einem
1 Liter Erlenmeyerkolben mit 2,5 ml einer frischen Bakterienvorkultur angeimpft und bei
37°C unter Schutteln bis zu einer ODggo von 0.5 inkubiert. Mit 20 ml dieser Kultur wurden
nun weitere 100 ml LB-Medium angeimpft und die wiederum bis zu einer ODgyo von 0.5
inkubiert. Bei BL21-Bakterien wurde das Medium zur Selektion auf das pLysS-Plasmid
zusatzlich mit 170 pg/ml Chloramphenicol versetzt. Der Kolben mit den Bakterien wurde
dann fur 10 min auf Eis gestellt und die Bakterien anschlielend 10 min bei 0°C und 30009
pelletiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Bakterien in 5 ml eiskaltem TSB
resuspendiert, erneut 10 min auf Eis inkubiert, anschlieBend in vorgekuhlte
Eppendorfgefale zu je 500 pl aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -80°C.

Um die Effizienz der kompetenten Bakterien zu testen, wurden 100 ul der Bakterien mit
1 ng eines Testplasmids transformiert. Anhand der Anzahl der Kolonien konnte nun die
Effizienz der Bakterien fur 1 ug zu transformierender DNA berechnet werden. Die

Effizienz lag in der Regel zwischen 5x10° bis 3x10° Kolonien/ug DNA.

3.1.2 Transformation kompetenter Bakterien

Fur die Transformation kompetenter XL1-Blue- und BL21-pLysS-Bakterien wurden 1 ng
DNA bzw. die DNA eines Ligationsansatzes mit 100 ul Bakterien 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Bakterien einem 45 sekiindigem Hitzeschock bei 42°C
ausgesetzt. Nach Zugabe von 400 ul LB/10 mM Glukose erfolgte eine Inkubation von
einer Stunde bei 37°C unter Schitteln, um das Resistenzgen zu exprimieren. Die
Bakterien wurden dann auf selektive LB-Agar-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei
37°C inkubiert.

3.1.3 Langzeitlagerung von Bakterien

Fur die Langzeitlagerung wurde 1 ml einer dichten Bakterienvorkultur mit 500 pl

50% Glycerin vermischt und auf Trockeneis eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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3.2 DNA-Methoden

3.2.1 Plasmidisolierung aus Bakterien

Fur die Plasmidisolierung wurden Bakterien aus Vorkulturen oder von einer LB-Agar-
Platte in LB-Medium mit geeigneten Selektionsmarkern Uberimpft und bei 37°C unter
Schitteln Uber Nacht dicht wachsen gelassen. Fir eine analytische Plasmidisolation
wurden 5 ml LB-Medium in einem 13 ml PE-Rohrchen (Sarstedt) und flir eine praparative

Plasmidisolierung bis zu 200 ml in einem sterilen Erlenmeyer-Kolben angeimpft.

3.2.2 Plasmidpraparationen

Praparative Plasmidisolationen (Mini-, Midi-, Maxipraparationen, Gel-Extraktionen, PCR-
Produktaufreinigungen) wurden mit Reagenzsystemen der Firma QIAGEN (Hilden) und
der Firma Invitrogen (Karlsruhe) nach dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Sie
basieren auf der alkalischen Extraktionsmethode nach BIRNBOIM & DoLY (1979) und der
Bindung der DNA an Anionen-Austauscher-Saulen (Quarzgel). Die DNA wurde zum
Schluss in 10 mM Tris pH 8.0 aufgenommen.

Analytische Plasmid-Praparationen wurden nach der TELT-Methode durchgefuhrt. Hierftr
wurden jeweils 4 ml Bakterienkultur fur 1 min bei 175009 pelletiert und in 200 yl TELT-
Puffer und 20 ul Lysozym (10 pg/ul) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
wurden die Ansatze fur 1 min bei 95°C und anschlieend 3 min auf Eis inkubiert. Die
Zelltriummer wurden Uber eine 10-minutige Zentrifugation bei 17500g pelletiert und der
Uberstand in 100 pl Isopropanol aufgenommen. Die DNA wurde nun Uber einen weiteren
Zentrifugationsschritt bei 17500g Uber 10 min prazipitiert und anschlief3end in 200 pl 70%-
igem eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 40 yl 10 mM
Tris/Cl pH 8.0 aufgenommen.

Der DNA-Gehalt wurde spektrometrisch bei 260 nm in Quarzkivetten bestimmt.

3.2.3 DNA-Standardmethoden

Die unten aufgefiihrten Methoden wurden nach Protokollen von MANIATIS et al., (1989),
AUSUBEL et al., (1997) oder nach Protokoll des Herstellers durchgefuhrt.

e Phenolaufreinigung von DNA

e Ethanolfallung von DNA

e Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

e Phosphorylierung von DNA mit T4-Polynukleotidkinase

e Ligation von DNA mit T4-Ligase

o Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

¢ Reinigung von PCR-Produkten und Gelextraktion von DNA
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3.2.4 DNA-Sequenzierung

Jeweils 3-10 pmol Primer und 400 ng DNA-Matrize in einem Gesamtvolumen von 6 pl
wurden auf einem ABI-Prism 377-Sequenzierer (Applied Biosystems, Perkin Elmer) im
Servicelabor des ZMMK der Universitat zu Koln sequenziert. Die Auswertung erfolgte

Uber das Programm Edit View Vers. 1.0.2 (Perkin Elmer).

3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur selektiven Amplifikation
von DNA-Sequenzen, die uber die Bindung von zwei Oligonukleotiden, die in
entgegengesetzter Orientierung an eine DNA-Matrize binden, definiert werden (MULLIS et
al., 1987).

Amplifikationen fiir praparative Zwecke wurden in einem Reaktionsvolumen von 100 pl
durchgefiihrt. Als Matrize wurden 10 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Zwei Oligonukleotide,
die zu je einem DNA-Strang komplementar waren und dort das zu amplifizierende DNA-
Fragment eingrenzten, dienten als Primer und wurden jeweils in einer Menge von 1 ug
hinzugefiigt. Alle Amplifikationen wurden mit einer Mg®*-Konzentration von 1.875 mM und
je 25 uM der vier Desoxynukleotide durchgefuhrt. Die Komponenten wurden auf Eis
zusammenpipettiert. Nach Zugabe von 0.5 pl Pwo-Tag-DNA-Polymerase wurden die
Ansatze in das auf 94°C vorgeheizte PCR-Gerat (T3-Thermocycler, Biometra, Gottingen)

gestellt und die Temperaturzyklen nach folgendem Basisschema gestartet.

94°C 2 min
2. 94°C 15 sec (Denaturierung)
52°C 30 sec (Hybridisierung)
72°C 1-3 min (Polymerisierung)
3. 72°C 20 min

Der 2. Schritt wurde insgesamt 25 mal wiederholt. Je nach unterschiedlicher
Beschaffenheit der Oligonukleotide und Gréflke der zu amplifizierenden Bereiche wurden
die Hybridisierungstemperatur und die Extensionszeit des Basisprotokolls angepasst. Die
Grofie und die Menge der amplifizierten DNA wurde anschliefiend auf einem Agarose-Gel

Uberprift.

3.2.6 In vitro-Mutagenese

Punktmutationen, sowie Deletionen von ein und mehreren Aminosauren wurden mit Hilfe
des ,Quick Change Site-Directed Mutagenesis System“ (Stratagene, La Jolla, USA)

eingefuhrt. Hierfir wurde das zu mutierende Plasmid mit zwei zueinander
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komplementaren Oligonukleotiden, die jeweils die gewinschte Mutation enthielten, in

einer PCR-Reaktion nach folgendem Schema eingesetzt:

5 ul Reaktionspuffer

1 pl Plasmid (50 ng/pl)

1 pl Oligonukleotid A (125 ng/ul)
1 pl Oligonukleotid B (125 ng/ul)

1 ul dNTP-Mix
1 ul Pfu Turbo DNA-Polymerase
ad 50 pl H,O
PCR-Bedingungen: 1x 95°C 30 sec
18x 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 12 min

1x 68°C 15 min

Die PCR-Bedingungen wurden je nach Sequenz der Oligonukleotide und Grofe des
Plasmids angepasst. Die parentale nicht mutierte Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von
1 pl Dpnl 1 h bei 37 °C verdaut. Fir die Transformation in E.coli wurden jeweils 1 pl des

Ansatzes und 50 pl XL-1-Bakterien verwendet.

3.3 Zellkulturmethoden

Die hier verwendeten adhérenten Zelllinien wurden bei 37°C, 6% CO, und 80-90%
Luftfeuchtigkeit mit geeignetem Medium in Zellkulturflaschen gehalten. Alle Arbeiten mit

den Zelllinien fanden unter einer Sterilbank statt.

3.3.1 Kultivierung von RTS3b, C33A, HelLa, 293T und Cos7-Zellen

Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen subkultiviert. Hierfir wurden sie
zunachst mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Trypsin/EDTA je nach Zellinie fir 2-
6 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen vom Boden zu I6sen. Durch leichtes Schlagen der
Kulturflaschen gegen die Handflache wurden noch nicht abgel6ste Zellen suspendiert. Die
Zellen wurden in Medium aufgenommen und danach in neue Gewebekulturgefalle je
nach Bedarf 1:3 bis 1:12 gesplittet.

3.3.2 Einfrieren und Lagerung von Zellen

Fur die Langzeit-Lagerung von Zellen wurden die in einer gro3en Gewebekulturflasche

(150 cm?) zu 80-90% konfluent gewachsenen Zellen mit PBS gewaschen, mit 5 ml
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Trypsin/EDTA vom Boden abgeldst und anschlieBend in 9 ml Medium aufgenommen.
Danach wurden sie 5 min bei 200g pelletiert, das Pellet in 4.5 ml Einfriermedium
resuspendiert und zu je 1.5 ml in Einfrierrdhrchen aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.

3.3.3 Kultivierung von NHEK (primare Keratinozyten)

Die NHEK-Zellen wurden nach der Lieferung sofort aufgetaut und auf 25cm?*
Gewebekulturflaschen zu je 3500 Zellen/cm? verteilt. Hierfiir wurde das Kryo-GefaR mit
den gefrorenen Zellen fur 1-2 min in einem 37°C-Wasserbad inkubiert. Nachdem das
letzte Eis gerade geschmolzen war, wurden die Zellen vorsichtig mit einer 1000 pl-Pipette
resuspendiert und auf die mit je 5 ml KGM-2-Medium geflllten Zellkulturflaschen verteilt.
Das verwendete Medium wurde vor dem Einsatz stets mindestens 30 min im Brutschrank
erwarmt. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit 5 ml HBSS
gewaschen und 5 ml frisches Medium hinzugefligt. Danach erfolgte der Mediumwechsel
alle zwei Tage.

Bei einer Konfluenz von 60-80% wurden alle Zellen bis auf die einer Flasche weggefroren.
Hierfir wurde das Medium abgenommen, 2,5 ml Trypsin hinzugegeben und die Zellen
5 min im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Boden geldst hatten, wurde
die Reaktion mit 2,5 ml TNS gestoppt. Die Zellen wurden resuspendiert und in ein 15 ml-
Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt. Restliche Zellen wurden in 5 ml HBSS aufgenommen
und ebenfalls in das Rdhrchen Uberflhrt, in dem die Zellen anschlieRend 5 min bei 200g
pelletiert wurden. Der Uberstand wurde dann bis auf ca. 200 ul verworfen und die Zellen
durch ,anschnippsen® resuspendiert. Danach wurden sie in jeweils 1,5 ml Einfriermedium
aufgenommen, in 2 ml-Kryogefale Uberfihrt und bei -80°C eingefroren.

Die Zellen einer Flasche wurden weiter kultiviert. Hierzu wurden die Zellen wie oben
beschrieben trypsiniert und pelletiert. Das Pellet wurde dann aber in 20 ml Medium
aufgenommen und in eine 150 cm?-Gewebekulturflasche Uberfilhrt. Am néchsten Tag
erfolgte ein Mediumwechsel, der danach alle zwei Tage durchgefihrt wurde. Bei einer
Konfluenz von 60-80% wurden die Zellen 1:6 gesplittet und nach dieser 3. Passage
erneut weggefroren. Hier wurden die Zellen einer 150 cm?Flasche auf vier Einfrier-
Roéhrchen verteilt.

Beim Auftauen der NHEK wurden Zellen aus der 1.Passage auf eine 150 cm?-Flasche

und Zellen aus der 3. Passage auf eine 150 cm? und eine 75 cm*Flasche ausgesét.

3.3.4 Transfektion eukaryoter Zellen

FUr analytische transiente Transfektionsanalysen wurden zwischen 0,8-2,0 x 10° Zellen
24 h vor der Transfektion in 6-Loch-Gewebekulturplatten ausgesat, so dass die Zellen am

Tag der Transfektion zu 40-50% konfluent waren. Fir praparative Transfektionen wurden
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entsprechend Zellen in Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm oder
15 cm ausgesat.

Fur die Transfektion von NHEK wurden Zellen aus der 3. Passage aufgetaut. Am
nachsten Tag (Tag 2) und an Tag 4 erfolgte ein Mediumwechsel. Am 5. Tag wurden die
Zellen zu 1,5 x 10° Zellen pro Ansatz in 6-Loch-Platten ausgesat. Am néchsten Tag wurde
das Medium vor der Transfektion gewechselt und die Zellen mittels ,FUGENE" transfiziert.

FUr die Zellzahl-Bestimmung wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet.

3.3.4.1 Transfektion mittels Calciumphosphat-Prazipitation

Fur praparative Transfektionen von eukaryoten Zellen wurde die Calciumphosphat-
Methode angewandt (AUSUBEL et al., 1992). Die folgenden Angaben beziehen sich auf
Transfektionen in 10 cm-Schalen. Je nach Zelltyp wurden 0,5-1,0 x 10° Zellen ausgesét.
Am darauffolgenden Tag wurde vier Stunden vor der Transfektion das Medium
abgenommen und durch frisches ersetzt. Die zu transfizierende DNA wurde mit H,O auf
426 ul aufgefillt. Kurz vor der Transfektion wurden 489 ul 2xHBS hinzugegeben. Unter
der Sterilbank erfolgte dann die Zugabe von 63 yl 2M CacCl,, woraufhin die Probe sofort
10 sec auf dem Vortexer gemixt wurde. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurde das
Prazipitat dann vorsichtig auf die Zellen getraufelt. Die Schalen wurden leicht geschwenkt
und dann Uber Nacht in den Brutschrank gestellt. Am nachsten Morgen wurde das
Medium mit dem Prazipitat abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und

10 ml frischem Medium hinzugefiigt. Die Ernte erfolgte 48 h nach der Transfektion.

3.3.4.2 Transfektion mittels ,,FuGene"

FUr die Transfektion mit ,FuGene" wurden je Ansatz 100 pl serumfreies Medium mit 2 pl
.FuGene“-Transfektionsreagenz pro pg DNA fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurden jeweils 100 yl des Gemisches zu der DNA gegeben und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Transfektionsansatze wurden dann vorsichtig auf die
Zellen gegeben, die Platten danach leicht geschuttelt und bis zur Ernte flr 40-48 h in den

Brutschrank gestellt.

3.3.4.3 Ernte der transfizierten Zellen mittels physikalischen Zellaufschluss

Fur die Zellernte bei analytischen Transfektionen wurden die Zellen in 6-Loch-Platten
zunachst mit PBS gewaschen, anschlieBend in 1 ml PBS mit einem Gummischaber vom
Boden abgekratzt, in ein Eppendorfgefal® auf Eis Uberfihrt und 3 min bei 4°C und 7500g
pelletiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurden die Zellen in 50 pl Luciferase-
Extraktions-Puffer resuspendiert und Uber vier Zyklen aus je 1-minutigem Einfrieren im
Trockeneis-geklUhlten Ethanolbad, 2-mindtigem Auftauen im 37°C-Wasserbad und

anschlielendem Mixen auf dem Vortexer aufgebrochen. Die Zelltrimmer wurden dann
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Uber 5-minitige Zentrifugation bei 4°C und 17500g pelletiert und der Uberstand in ein
neues Eppendorfgefall auf Eis Gberfuhrt.

3.3.4.4 Ernte der transfizierten Zellen mittels chemischen Zellaufschluss

Im Laufe der Arbeit konnte beobachtet werden, dass Zellen, die besonders fest am Boden
haften (RTS3b, NHEK), wahrend des Abkratzens mit dem Gummischaber beschadigt
werden und dadurch einen Grofteil ihrer Luciferase-Aktivitat verlieren. Dieser Effekt
konnte durch einen chemischen Zellaufschluss mit NP40 verhindert werden.

Hierfir wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen. Danach wurden 300 pl
Reportersol auf die Zellen gegeben und 5 min bei RT inkubiert. Der Uberstand konnte

nach Abzentrifugation von Zellresten direkt fur die Luciferaseanalysen eingesetzt werden.

3.3.4.5 Luciferase-Test

Zunachst wurden je Ansatz 300 yl und fir zwei Waschschritte 3600 ul Luciferase-
Reaktions-Puffer hergestellt und dieser 1:100 mit D-Luciferin versetzt. Die Messung der
Luciferaseaktivitdt erfolgte im Lumat LB9501 (Berthold, Wildbad). Nach zwei
Waschschritten mit dem Puffer wurde, je nach Aktivitat des Reporterkonstruktes, ein
Aliquot des Zellextraktes in ein 5 ml-Messrohrchen (Sarstedt) gegeben, welches
unmittelbar danach in den Lumat gestellt wurde. Nach Injektion von 300 pl Luciferase-
Reaktions-Puffer wurde die Lichtemmission Uber einen Zeitraum von 10 sec gemessen.

Der ermittelte Wert (RLU) war proportional zur Aktivitat der exprimierten Luciferase.

3.3.5 Erzeugung von Ganzzellextrakten

Fir das Herstellen von Ganzzellextrakten wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschliellend in PBS mit einem Gummischaber abgekratzt. Die Zellen wurden Uber eine
funfminltige Zentrifugation bei 200g pelletiert und das Pellet je nach Grofie in 200-500 pl
100 MM LSDB aufgenommen. AnschlieBend wurden sie Uber vier Zyklen aus je
1-mindtigem Einfrieren im mit Trockeneis gekuhltem Ethanolbad, 2-minutigem Auftauen
im 37°C-Wasserbad und anschlielfendem Mixen auf dem Vortexer aufgebrochen. Die
Zelltrimmer wurden dann Uber 5-minttige Zentrifugation bei 4°C und 175009 pelletiert
und der Uberstand in ein neues EppendorfgefaRR auf Eis tberfiihrt. Da in den Zellresten
auch die groftenteils unversehrten Zellkerne enthalten waren, wurden diese in 50-100 pl
Puffer C resuspendiert und 30 min auf einem Ruttler im Kihlraum inkubiert. Nach einer
15-miniitigen Zentrifugation bei 4°C und 17500g wurde der Uberstand abgenommen und

mit dem zuvor gewonnenem Uberstand vereint. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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3.3.6 Erzeugung von Kernextrakten

Kernextrakte wurden nach SCHREIBER et al. (1989) hergestellt. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und anschlieBend unter PBS mit einem Gummischaber abgekratzt.
AnschlieBend wurden sie Uber eine funfminutige Zentrifugation bei 200g pelletiert, in
400 pl Puffer A resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 25 ul 10%
NP40 wurde sofort 10 sec auf dem Vortexer gemixt und anschlieRend 30 sec bei RT und
17500g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 uyl Puffer C aufgenommen und 30 min im
KlOhlraum auf einem Rdattler inkubiert. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 4°C und

175009 wurde der Uberstand aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.3.7 Immunfluoreszensanalysen

FUr Immunofluoreszensanalysen wurden zunachst je nach Zellart 0,2-0,4 x 10° Zellen in
24-Loch-Platten ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit der DNA, die fir das
zu untersuchende Protein kodiert, mittels ,FUGENE"® transfiziert. Die DNA-Menge wurde
mit pUC18 als Tager-DNA auf 400 ng aufgeflllt. Nach ca. 40 h wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieRend wurden sie mit
500 pl 2% Formaldehyd 10 min bei RT fixiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 1 ml PBS
fur je 15 min. Die Zellen wurden daraufhin mit 500 pyl PBS/10% FCS fur 20 min blockiert.
Der 1. Antikdrper wurde 1:200 in PBS/10% FCS/0,1% Saponin verdinnt und 5 min bei
175009 zentrifugiert um unl6sliche Prazipitate zu entfernen. Von der
Antikérperverdiinnung wurden je 200 pl auf die Zellen gegeben und 1 h inkubiert. Danach
wurde dreimal mit 1 ml PBS/ 10% FCS gewaschen. Der FITC-konjugierte 2. Antikdrper
wurde wie zuvor 1:200 verdinnt und die Zellen wurden mit 200 ul 1 h inkubiert.
AnschlielRend wurden sie erneut dreimal mit 1 ml PBS/ 10% FCS gewaschen und dann
mit 500 pl PBS Uberschichtet. Die Zellen konnten nun unter dem Fluoreszenzmikroskop

(Axiovert 135, Zeiss, Oberkochen) betrachtet werden.

3.4 Proteinmethoden

3.4.1 Proteinaufreinigung

3.4.1.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine wurden in BL21-pLysS-Bakterien exprimiert. Flr die Isolierung der
Fusionsproteine wurden 200 ml LB-Medium 1:100 mit einer dichten Vorkultur der
Bakterien angeimpft. Zur Selektion wurden 100 pg/ml Ampicillin zugegeben. Die Zellen
wurden bei 37°C unter Schitteln bis zu einer ODgyy von 0.6-0.9 inkubiert. An diesem

Punkt wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die
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Expression der Proteine erfolgte Uber einen Zeitraum von 2 h. AnschlieBend wurden die
Bakterien durch 10-minutige Zentrifugation bei 4°C und 30009 pelletiert. Das Pellet wurde
in 5ml 500 mM LSDB aufgenommen. Danach wurden die Zellen viermal 30 sec bei
100 Watt auf Eis sonifiziert. Die Zelltrimmer wurden in 10 min bei 4°C und 17500 g
abzentrifugiert und der Uberstand in 2 ml Aliquots bei —80°C eingefroren.

Die im Zellextrakt befindlichen GST-Fusionsproteine wurden Uber Glutathion-Sepharose
aufgereinigt. Hierbei wird das an der Oberflache der Sepharose exponierte Glutathion
sehr effizient und spezifisch von dem GST-Fusionsanteil gebunden. 30 yl Sepharose
wurden mit 1 ml HO und anschlieBend mit 1 ml 500 mM LSDB gewaschen und
equilibriert. Bei jedem Waschschritt wurden die Sepharosektigelchen fir 1 min bei 1000 g
pelletiert und der Uberstand entfernt.

Fur eine Testaufreinigung wurden 500 ul Zellextrakt auf die Sepharose-Matrix gegeben
und der Ansatz fur eine Stunde bei 4°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Um
unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde anschlieRend insgesamt viermal
mit 1 M LSDB und zweimal mit 100 mM LSDB gewaschen. Die aufgereinigten Proteine
wurden dann durch Zugabe von 20 ul 2x SDS-Probenpuffer und 5-minitige Inkubation bei
95°C von den Sepharosekulgelchen geldst und Uber ein SDS-PAG aufgetrennt. Fir die
Visualisierung erfolgte nach der Auftrennung der Proteine eine 30-minutige Inkubation in
einem Coomassie-blau-Bad. Der Hintergrund wurde im Entfarbebad Gber Nacht entfernt.

Das Gel wurde schlieRlich im Geltrockner getrocknet.

3.4.1.2 Aufreinigung von Proteinen mit Histidin-Epitopen

Die Aufreinigung in BL21-pLysS exprimierter Proteine mit einem Epitop aus sechs
Histidinresten erfolgte mittels Affinitatschromatographie (iber Ni**-NTA-Agarose.

200 ml ampicillinhaltiges LB-Medium wurden 1:100 mit einer Vorkultur angeimpft und bis
zu einer ODgyo = 0.6 - 0.9 bei 37°C inkubiert. Die Expression der Proteine erfolgte tber
die in den BL21-Zellen enthaltene T7-Polymerase, deren Expression durch Zugabe von
1 mM IPTG induziert wurde. Nach 1 h wurde die Aktivitat der bakteriellen Polymerasen
durch Zugabe von 1 mM Rifampicin inhibiert. Die Zellen wurden schliellich nach
insgesamt 2 h Uber eine 10-mindtige Zentrifugation bei 3000g und 4°C geerntet.

Im Kihiraum (4°C) wurden 400 pl Ni**-NTA-Agarose-Suspension (Saulenvolumen (SVo)
= 200 ul) in eine Plastiksaule gefullt, die unten verschlossen war und, nachdem die
Agarose sedimentiert war, gedffnet wurde. Die Saule wurde zweimal mit 10 ml kaltem und
sterilem H,O gewaschen und mit 10 SVo HSLB equilibriert.

Das Pellet der geernteten Bakterien wurde in 5 ml HSLB resuspendiert, viermal fiir 30 sec
bei 100 Watt auf Eis sonifiziert und die Zelltrimmer Uber 10-minltige Zentrifugation bei
175009 und 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde nun auf die equilibrierte S8ule gegeben

und die FlieRgeschwindigkeit auf 2-3 Tropfen/min eingestellt. Der Durchflull wurde
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aufgefangen und erneut auf die Saule gefullt. Um den Rest der Zellextrakte aus der Saule
zu entfernen, wurde anschlieRend 1 SVo HSLB auf die Saule gegeben. Dann wurde die
Saule mit 2 SVo Asggo-0 Und 20 SVo Asgo-20 gewaschen, bevor die Proteine Uber insgesamt
4 SVo A1goa00 €luiert wurden. Das Eluat wurde in insgesamt 8 Fraktionen zu je 2 Tropfen
(~ 100 pl) aufgefangen. Um den Gehalt des aufgereinigten Proteins in jeder Fraktion zu
Uberprifen, wurden 5 pl jeder Fraktion in 2xSDS-Probenpuffer aufgenommen und die
Proteine Uber ein SDS-PAG aufgetrennt. Die Identifikation des Proteins erfolgte nach
einen Western Blot mit einem Antikérper, der gegen das Histidin-Epitop gerichtet war. Der

Rest wurde bei —80°C gelagert.

3.4.2 In vitro-Translation

Fur die in vitro-Translation von Proteinen wurde das TNT Coupled Reticulocyte Lysate
System (Promega) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Proteine wurden hierbei

entweder mit **S-Methionin und/oder **S-Cystein radioaktiv markiert.

3.4.3 Protein-Protein Interaktionsstudien

Fur Interaktionsstudien wurden GST-Fusionsproteine entweder mit in vitro translatierten
Proteinen, mit Uber ein Histidin-Epitop bakteriell aufgereinigten Proteinen oder mit
Zellextrakten inkubiert.

Die GST-Fusionsproteine wurden, wie oben beschrieben, aufgereinigt und in 200 pl
100 mM LSDB vorgelegt. Hierzu wurden nun entweder 10 pl des in vitro-
Translationsansatzes mit dem exprimierten und **S-markierten Protein oder 2-10 pg des
aufgereinigten Hisg-Proteins oder 100 ug Zellextrakte gegeben. Das Gemisch wurde zwei
Stunden auf Eis unter leichtem Schitteln inkubiert. Um unspezifische Interaktionen zu
minimieren wurde der Ansatz anschlieRend drei- bis finfmal mit 100-250 mM LSDB und
anschlief3end einmal mit 100 mM LSDB gewaschen. Bei jedem Waschschritt wurden die
Proben 2 min unter leichtem Schutteln inkubiert, dann 1 min bei 1000g zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Die Sepharose-Kiigelchen mit den gebundenen Proteinen wurden
dann in 20 yl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die im Probenpuffer geldsten Proteine
wurden 5 min bei 95°C denaturiert und Uber ein SDS-PAG aufgetrennt.

Fur den Nachweis gebundener in vitro translatierter Proteine wurde das Gel 30 min im
Fixierbad fixiert, anschlieRend zur Verstarkung des Signals 25 min in Amplifizierer
inkubiert und zum Schluss eine Stunde im Geltrockner getrocknet. Das Gel wurde
schliel3lich (Uber Nacht bei —-80°C in einer Autoradiographie-Kassette auf einen
radiosensitiven Film exponiert.

Fir den Nachweis von Proteinen mit einem Histidin-Epitop wurde ein Western Blot
durchgefuhrt.
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3.4.4 Western-Blot

Fir Western-Blot-Analysen wurden die Uber ein SDS-PAG aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Hierfur wurde eine luftblasenfreie Schichtung
aus zwei in Transfer-Puffer getrankten Schwammen, dazwischen pro Seite zwei
Whatman-Papieren sowie dem Gel und der Membran im Zentrum aufgestapelt, zwischen
zwei Plastikplatten mit Druck fixiert und in die Blot-Kammer eingesetzt. Uber Nacht wurde
dann eine Spannung von 30 Volt so angelegt, dass sich die Membran zwischen dem Gel
und der Anode der Kammer befand.

Nach dem Transfer wurde die Membran zunachst in H,O eingeweicht. Es folgte eine
Anfarbung der Proteine mit einer Ponceau-Rot-Losung. Durch Waschen mit H,O wurde
die Hintergrundfarbung entfernt. AnschlieRend wurden die Markerproteinbanden mit
einem Stift nachgezeichnet und die Membran mit einem Skalpell zurecht geschnitten. Die
Membran wurde danach mit 15ml TBST wieder vollstandig entfarbt. Um eine
unspezifische Bindung der Antikdrper an die proteinfreien Stellen der Membran zu
verhindern, wurde sie eine Stunde in 50 ml Abblockldsung auf dem Taumler inkubiert und
dann 10 min mit 15 ml TBST gewaschen. Anschlieliend wurde die Membran auf Parafilm
gelegt, mit 1,5-2ml einer Verdinnung (TBST + 0,2% BSA) des 1. Antikorpers
Uberschichtet und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte, von je 10 min Lange, mit jeweils 15 ml TBST. Danach wurde der Filter
wieder auf Parafilm mit 1,5-2 ml einer Verdunnung des 2. Antikdrpers Uberschichtet und 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal 10 min in 15 ml
TBST gewaschen und anschlielend auf Parafilm mit 2 ml ,BM Chemiluminescent Blotting
Substrate (20 pyl Lésung A + 1980 pl Lésung B), welches eine halbe Stunde zuvor
angesetzt wurde, fur 60 sec Uberschichtet. Das in der Losung enthaltene Luminol, wurde
nun von der Peroxidase unter Lichtemission umgesetzt. Der Filter wurde auf Whatman-
Papier abgetropft und zwischen zwei Klarsichtfolien in einer Exposition-Kassette fixiert,

worin anschlieRend ein ECL-Film mit der Membran belichtet wurde.

3.4.5 Quantitative Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde nach BRADFORD (1976) bestimmt. 2 pl der proteinhaltigen
Lésung wurden in 96-Loch-Platten mit 150 pl des 1:5 verdiinnten Protein-Assay-Reagens
(BioRad) versetzt. Zusatzlich wurde auf dieser Platte eine BSA-Verdinnungsreihe als
Eichkurve angelegt. Anschliefend wurde die ODgyy in einem Spektralphotometer
(Spectra, Tecan, Crailsheim) bestimmt und die Proteinkonzentration anhand der

Eichkurve bestimmt.
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3.4.6 Gelretardierungsanalysen ,,EMSA“

Der EMSA dient der Analyse der Bindungsfahigkeit eines Proteins an DNA in vitro. Die zu
untersuchenden Proteine wurden mit 250 pg des radioaktiv markierten Oligonukleotids in
20 pl Bindungspuffer 20 min bei RT inkubiert. Dann wurden die Proben auf ein 5%-PAG
geladen und eine Spannung von 160 V angelegt. Das Gel wurde 15 min fixiert und 1 h bei

80°C getrocknet. AnschlieRend wurde es auf einem Rdntgenfilm exponiert.

3.5 Immunhistochemische Farbung von Hautschnitten

Die hier gezeigten 5 um Kryo-Hautschnitte wurden mit dem Biotin-Streptavidin-Super-
Sensitive Nachweissystem von BioGenex gefarbt. Zunachst wurden die Schnitte 30 min
luftgetrocknet und anschlief3end in einer Inkubationswanne fiir 10 min in eiskaltem Aceton
fixiert. Um die Inkubationsmengen zu reduzieren, wurden die Schnitte mit einem DAKO-
Fettstift umkreist. Dann wurden sie 5 min in PBB (PBS + 0,5% BSA) gewaschen. Die
Objekttrager mit den Schnitten wurden in eine Feuchtkammer plaziert und die umkreisten
Schnitte mit 200 pl der Antikoérperverdinnung (1,5 pug/ml) 30 min bei RT inkubiert.
Anschlielend wurden die Objekttrager dreimal fir 5 min in der Inkubationswanne mit PBB
gewaschen. Es folgte nun nacheinander eine 20-minutige Inkubation der Schnitte mit zwei
Tropfen eines Link-Antikdrpers und zwei Tropfen des ,Label“-Enzyms, jeweils gefolgt von
dreimaligem Waschen mit PBB. SchlieRlich wurden 100 yl des DAB-Substrats auf die
Schnitte gegeben. Die Reaktion wurde nach 5 min bei RT durch Waschen der
Objekttrager in H,O gestoppt. Es folgte eine fUnfminltige Gegenfarbung der Kerne im
Hematoxilin-Bad (nach Mayer) und erneutes Waschen in H,O. Zum Schluss wurden die

Schnitte mit Aquatex eingedeckelt.
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4. Ergebnisse

4.1 HPV8 E2 und p300 interagieren direkt miteinander

PV E2-Proteine kooperieren mit dem zellularen Koaktivator p300 bei der Aktivierung der
Transkription. Der Synergismus konnte mit einer Bindung der E2-Proteine an p300
korreliert werden (MULLER, 1999; LEE et al.,, 2000a; PENG et al., 2000). In meiner
Diplomarbeit wurde p300 fir Interaktionsanalysen in finf Fragmente (p300-1 bis -5)
unterteilt: p300-1 (As 1-438) enthalt die C/H1-Domane. Innerhalb von p300-2 (As 439-
1038) befindet sich die sogenannte KIX-Region. p300-3 (As 1039-1452) beinhaltet die
C/H2-Domane, die Bromodomane und einen grol3en Anteil des Bereiches, dem die HAT-
Aktivitat zugeschrieben wird. p300-4 (As 1453-1887) besitzt die C/H3-Domane und den C-
terminalen Anteil der HAT-Aktivitat, und in p300-5 (As 1888-2378) ist die glutaminreiche
Region lokalisiert (MULLER, 1999). Mit diesen Fragmenten konnte eine Bindung von
HPV8 E2 (8E2) an p300-4 nachgewiesen werden, wahrend 18E2 und BPV1 E2 zusatzlich
auch p300-1 und p300-5 erkannten (Abb. 5). Bei einer ndheren Analyse wurden zwei
Bindedomanen fir 8E2 innerhalb von p300-4 identifiziert, wobei 8E2 eine deutlich hdhere
Affinitat zu den As 1528-1634 zeigte, als zu den As 1635-1887 (MULLER, 1999). Die
Interaktionsanalysen wurden mit E2-Proteinen, die im Retikulozytenlysat in vitro
translatiert wurden, und mit bakteriell gereinigten GST-fusionierten p300-Fragmenten
durchgefiihrt. In vitro-Translationsansatze enthalten neben den zu analysierenden
Faktoren noch weitere zellulare Proteine, so dass bei diesen Experimenten nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die Interaktion zwischen E2 und p300 Uber einen
dritten Faktor vermittelt wird und somit nicht direkt ist.

Fur den Nachweis einer direkten Interaktion wurde ein Fragment von p300, das flr die
HAT-Domane (As 1195-1761) kodiert und damit auch die hochaffine 8E2-Bindedomane
enthalt, mit einem Histidin-Epitop (Hisg) fusioniert, in Bakterien exprimiert und Uber eine
Ni?*-NTA-Agarose-Saule spezifisch aufgereinigt (Abb. 6 Spur 8). Jeweils 2 pg bakteriell
gereinigtes GST-8E2 und GST wurden an eine Glutathion-Sepharose-Matrix gekoppelt
und mit 10 ug Hise-p300-HAT inkubiert. Unspezifische Wechselwirkungen wurden Uber
vier Waschschritte in LSDB mit bis zu 250 mM KCI entfernt. Gebundene Proteine wurden
Uber ein 10%-Polyacrylamid-Gel (PAG) aufgetrennt und nach einem Western Blot mit
einem Ni*-NTA-konjugierten Antikdrper, der das Histidin-Epitop erkennt, detektiert. Spur
1 in Abbildung 6 zeigt 10% des eingesetzten Hisg-p300-HAT. GST-8E2 (2) war in der
Lage Hisg-p300-HAT zu prazipitieren, wahrend GST alleine (4) kein Signal erzeugte. Um
Kreuzreaktionen des Antikorpers mit GST-8E2 zu erkennen, wurde dieses in Spur 3

alleine ohne die Zugabe von Hisg-p300-HAT aufgetragen.
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Da vermutet wird, dass p300 ebenfalls an DNA binden kann (RIKITAKE und MORAN, 1992),
ware es theoretisch moglich, dass die Interaktion zwischen 8E2 und p300 uber
Nukleinsdure-Verunreinigungen der gereinigten Proteine vermittelt wurde. Um den
Einfluss von Nukleinsauren auszuschlielen, wurden den Interaktionsansatzen entweder
100 pug/ml RNase A (6) oder 50 pg/ml Ethidiumbromid (7) zugesetzt. Ethidiumbromid
interkaliert in die DNA-Doppelhelix und flihrt dadurch zu einer Uberstreckung der DNA, so
dass DNA-bindende Faktoren nicht mehr binden kénnen. Die Wechselwirkung von Hise-
p300-HAT an GST-8E2 wurde jedoch weder von RNase A noch von Ethidiumbromid
beeinflusst. Dieses Experiment konnte erstmals beweisen, dass die Interaktion von 8E2

mit p300 direkt ist und nicht von anderen Faktoren vermittelt wird.
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Western Blot: Ni**-NTA- Antikorper (a-His)

SDS-
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Abb. 6 8E2 bindet direkt an p300

Interaktionsstudie mit bakteriell exprimiertem und aufgereinigtem Hisg-p300-HAT und GST-8E2.
2 ug GST-8E2 (Spur 2, 6 und 7) und GST (4) wurden Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit
10 ug Hisg-p300-HAT inkubiert und anschlieRend viermal mit bis zu 250 mM LSDB gewaschen.
Spur 1 und 5 zeigen 10% des eingesetzten Hisg-p300-HAT. Fir den Nachweis potentieller
Kreuzreaktionen des Antikorpers, wurde GST-8E2 in Spur 3 alleine aufgetragen. Um eine
Vermittlung der Interaktion tGber Nukleinsduren auszuschlief3en, wurden den Interaktionsansatzen
in Spur 6 und 7 100 ug/ml RNase A bzw. 50 pg/ml Ethidiumbromid (Etbr) zugesetzt. Gebundene
Proteine wurden tber ein 10%-PAG aufgetrennt und nach einem Western Blot mit einem Ni®*-NTA-
konjugierten Antikorper detektiert. Spur 8 zeigt ein mit Coomassie-Blau gefarbtes SDS-PAG mit
Hisg-p300-HAT.
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4.2 Uberexprimiertes p300 hat keinen Einfluss auf die Aktivitit
des CMV-Promotors

Da die Menge an p300 innerhalb der eukaryoten Zelle limitiert ist (YAO et al. 1998b),
fuhrte Uberexprimiertes p300, nach transienter Transfektion eines entsprechenden
Expressionsvektors, zu einer Stimulierung der 8E2-vermittelten Aktivierung eines
synthetischen Promotorkonstruktes (MULLER, 1999). Bei dem in diesen Versuchen
eingesetzten Expressionsvektor stand das 8E2-Gen unter der Kontrolle des CMV-
Promotors. p300 koénnte, als Koaktivator der Transkription, auch den CMV-Promotor
stimulieren und so zu einer Erhéhung der E2-Expression beitragen, was ebenfalls eine
Ursache fur die gesteigerte E2-vermittelte Aktivierung der Transkription gewesen sein
kdnnte. Hierfur lagen bisher noch keine Daten vor. Es wurde daher zunachst Uberpruft, ob
sich die Konzentration eines E2-Proteins, das unter der Kontrolle des CMV-Promotors in
der Zelle exprimiert wird, bei gleichzeitiger Uberexpression von p300 quantitativ andert.
Jeweils 5 ug CMV2FLAG-BPV1 E2, ein Expressionsvektor der BPV1 E2 fusioniert mit
dem FLAG-Epitop exprimiert, wurden alleine oder zusammen mit 5 pug bzw. 10 ug
pCMVB-p300HA in C33A-Zellen kotransfiziert. Nach 40h wurden Kernextrakte
hergestellt, und FLAG-BPV1 E2 wurde nach einem Western Blot mit einem Antikérper
gegen das FLAG-Epitop detektiert (Abb. 7). Spur 1 zeigt die Negativ-Kontrolle, in der nur
p300 aber kein FLAG-BPV1 E2 Uberexprimiert wurde. Die Menge an BPV1 E2 (2) in den
Extrakten der transient transfizierten Zellen anderte sich nach Koexpression von p300
nicht (3,4).

Um dieses Resultat in einem sensitiveren System zu bestatigen, wurde der Einfluss von
Uberexprimiertem p300 auf ein Reporterkonstrukt untersucht, in dem das Luciferase-Gen
unter der Kontrolle des CMV-Promotors stand. 500 ng pCMV-Luc wurden alleine und
zusammen mit 50 ng bis 500 ng pCMV-p300HA in C33A-Zellen kotransfiziert. Auch hier
konnte keine nennenswerte Aktivierung des CMV-Promotors durch p300 beobachtet

werden.
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Abb. 7 Der CMV-Promotor wird durch iliberexprimiertes p300 nicht aktiviert

(A) Western Blot. C33A-Zellen wurden wie angegeben mit pCMVB-p300HA (5 ug und 10 pg) sowie
pCMV2FLAG-BPV1 E2 (5 ug) transfiziert. 10 pg Kernextrakte wurden udber ein 10%-PAG
aufgetrennt und FLAG-BPV1 E2 nach einem Western Blot mit einem Antikorper gegen das FLAG-
Epitop (M5-a—FLAG) detektiert. (B) Transiente Transfektionsanalysen. 500 ng des Reporter-
konstruktes pCMV-Luc wurden mit steigenden Mengen pCMVB-p300HA (50 ng, 100 ng, 250 ng,
500 ng) in C33A-Zellen kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Transfektionen. Die Standardabweichungen sind angegeben.

4.3 8E2 und p300 aktivieren synergistisch den spaten Promotor
von HPV8

Die Verwendung eines synthetischen Promotorkontruktes ist geeignet, um erste Hinweise
auf eine funktionelle Wechselwirkung zwischen Transkriptionsfaktoren zu erhalten. Dies
lasst jedoch keine Aussage Uber ihre Bedeutung in einer natlrlichen
Promotorkonstellation zu. Daher wurde der Effekt von Uberexprimiertem p300 auf die
8E2-vermittelte Aktivierung der HPV8-Promotoren untersucht. In friiheren Studien konnte
bereits gezeigt werden, dass 8E2 die HPV8-Genexpression dosisabhangig reguliert.
Geringe E2-Konzentrationen fuhrten zu einer 3,5-fachen Aktivierung, durch Bindung von
E2 an die hochaffinen Erkennungssequenzen PO, P1, P3 und P4 innerhalb der 8NCR.
Hohere E2-Konzentrationen reprimierten die Genexpression Uber Bindung von 8E2 an die
niedrigaffine promotorproximale P2-Bindestelle, wo E2 zelluldre Aktivatoren verdrangt
(STUBENRAUCH et al., 1996; SCHMIDT et al., 1997; BOECKLE et al., 2002).
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Das hier verwendete Luciferase-Reporterkonstrukt (NCR8-Luc) beinhaltet die 8NCR von
Position 7077 bis 558 vor dem Luciferase-Gen (vgl. Abb. 8A). Die 8NCR wird in diesem
Konstrukt im 5°- und 3’-Bereich von einem Teil des L1- bzw. des E6-Leserahmens
flankiert und beinhaltet sowohl den spaten Promotor in Position 7535 als auch den friihen
Promotor in Position 175. Dieser ist relativ schwach, und es wird angenommen, dass die
dosisabhangige Regulation der HPV8-Genexpression hauptsachlich den spaten Promotor
betrifft (STUBENRAUCH et al., 1992, 1996).

Bei den in dieser Arbeit prasentierten Transfektionen wurden Ansatze mit jeweils
variablen Mengen gleicher Expressionsvektoren stets mit entsprechenden Leervektoren
erganzt, um immer dieselbe Menge an Gesamt-DNA zu transfizieren. Auflerdem lag so
fur zellulare DNA-bindende Faktoren in allen Ansatzen eine vergleichbare Anzahl an
Promotoren vor. Im Fall des pCMVB-p300HA-Expressionsvektors wurde jedoch nur zu 1/3
mit pCMV1 erganzt, da pCMV1 mit 4,8 kb etwa nur etwa 1/3 der Grélke des p300-
Expressionsvektors aufweist. Um die Gesamtmenge an DNA konstant zu halten, wurde in
diesen Fallen zusatzlich 2/3 der Menge mit pUC18-DNA aufgefillt.

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die als interner Standard zur Verfigung
stehenden B-Galaktosidase-Konstrukte durch die Uberexpression von 8E2 oder p300
ebenfalls beeinflusst werden und somit nicht geeignet waren (MULLER, 1999). Daher
wurden die ermittelten Luciferase-Werte mit der Protein-Menge der jeweiligen Ansatze
standardisiert.

Fir die transienten Transfektionsanalysen (Abb.8B) wurde die HPV-negative
Keratinozyten-Zelllinie RTS3b verwendet, die aus einem Plattenepithelkarzinom der Haut
isoliert wurde (PURDIE et al., 1993). Um das gesamte Aktivierungsspektrum von 8E2
abzudecken, wurden zwischen 5ng und 500 ng pCB6-8E2 entweder alleine oder
zusammen mit 1puyg pCMVB-p300HA sowie 500ng des Reporters NCRS8-Luc
kotransfiziert. 8E2 stimulierte die Genexpression alleine maximal 4-fach bei 20 ng pCB6-
8E2. Hohere E2-Konzentrationen reprimierten den Promotor. Die Uberexpression von
p300 alleine aktivierte 4,5-fach. Die Koexpression von p300 zusammen mit nicht
saturierenden Mengen von 8E2 (10 ng pCB6-8E2 ) fuhrte zu einer 28-fachen Stimulation.
Die 8E2-Aktivierung wurde somit durch koexprimiertes p300 um den Faktor sieben
gesteigert. Dies deutet auf eine starke Kooperation von 8E2 und p300 beziglich der 8E2-
vermittelten Aktivierung der HPV8-Genexpression hin. In Gegenwart von hdheren E2-
Mengen nahm der Synergismus wieder ab, bis er bei 500 ng pCB6-8E2 nicht mehr
nachzuweisen war. Daher unterliegt auch die kooperative Aktivierung der HPV8-

Genexpression durch 8E2 und p300 der dosisabhangigen Regulation.

49



Ergebnisse

A
NCRS8-Luc: P7s35 P17
—p
7077 M33/AP1 CAAT M29 AIT 558
PO P1 P2 P3 P4
B L 3
5 T
g 3
2
Xl 25 T
<
()]
-§ 20
15 T
10
5
p300 (1 ug) o - + o =
8E2 (ng) — 5 10 20 100 500

Reporterkonstrukt: NCR8-Luc (500 ng)

Zelllinie: RTS3b

Abb. 8 8E2 und p300 kooperieren bei der Aktivierung der HPV8-Genexpression
(A) Schematische Darstellung des Reporterkonstruktes NCR8-Luc. Angegeben sind die unter den
Ev-assoziierten HPV konservierten E2-Bindestellen (P0-P4), die Sequenzmotive M33/AP1, CAAT,
M29 und die A/T-reiche Region sowie der spate (P535) und frihe Promotor (P475).
(B) Transiente Transfektionsanalysen. 500 ng des Reporterkonstrukts NCR8-Luc wurden wie
angegeben mit 5ng bis 500ng pCB6-8E2 und 1ug pCMVB-p300HA in RTS3b-Zellen
kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angezeigt.
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4.4 8E2 bendotigt fur die Kooperation mit p300 keine sequenz-
spezifische DNA-Bindung

4.4.1 Der Synergismus von 8E2 und p300 bleibt auch nach der Mutation von E2-
Bindestellen innerhalb der 8NCR erhalten

Die E2-Bindestellen innerhalb der 8NCR haben, wie bereits erwahnt, verschieden starke
Affinitaten zu 8E2 und dadurch fir die Regulation der HPV8-Genexpression
unterschiedliche Bedeutungen. Transaktivierung wird hauptsachlich durch Bindung von
8E2 an die hochaffinen PO- und P1-Bindestellen vermittelt. P3 und P4 werden weniger gut
erkannt und spielen auch fir die Aktivierung durch 8E2 nur eine untergeordnete Rolle. Die
P2-Erkennungssequenz hat die geringste Affinitdt zu E2 und fihrt bei hohen E2-
Konzentrationen zu einer negativen Regulation der E2-vermittelten Aktivierung
(STUBENRAUCH et al., 1994).

Um die E2-Bindestellen zu bestimmen, Uber die der Synergismus von 8E2 und p300
vermittelt wird, wurden die E2-Konsensussequenzen entweder einzeln oder in
verschiedenen Kombinationen mutiert. Innerhalb der 8NCR bindet 8E2 neben den
bekannten Erkennungssequenzen PO-P4 in vitro auch an eine von der
Konsensussequenz abweichende Region von Position 101-112 (AKGUL, 2002). Diese
P(5)-Bindestelle wurde in den Analysen ebenfalls berlcksichtigt. Fur alle hier
verwendeten Mutationen an den Bindestellen war ein Verlust der 8E2-Bindung in vitro
bereits gezeigt worden (STUBENRAUCH et al. 1994; AKGUL, 2002).

Um den Effekt dieser Mutationen auf die Kooperation von 8E2 und p300 zu untersuchen,
wurden transiente Transfektionsanalysen in RTS3b-Zellen durchgefuhrt (Abb. 9). Auch in
diesen Experimenten kooperierten 8E2 und p300 beim Einsatz des Wildtyp-NCR8-
Reporterkonstruktes (1). Die Uberexpression beider Proteine aktivierte die Gen-
expression hier 14-fach, wahrend 8E2 4-fach und p300 3,5-fach aktivierte. Eine
Punktmutation in der Repression vermittelnden P2-Bindestelle (2) verstarkte sowohl die
E2-Aktivierung alleine (11-fach) als auch die Kooperation mit p300 (22-fach). Die
Stimulation durch p300 alleine ging jedoch auf 2,5-fach zurlick. Bei einer Mutation der PO-
und der P1-Bindestelle (3) aktivierte 8E2 nur 2-fach und in Kooperation mit p300 7-fach.
Der Effekt von p300 alleine wurde hier nicht beeinflusst. Mutationen der P3- und P4-
Erkennungssequenzen hatten hingegen kaum einen Einfluss auf die Aktivierung durch
8E2 und die Kooperation von 8E2 und p300.

Diese Daten zeigen, dass auch die synergistische Aktivierung der HPV8-Genexpression
durch 8E2 und p300 hauptsachlich Uber die PO- und P1-Bindestellen vermittelt wird,

wahrend die P2-Erkennungssequenz hierauf einen negativ regulierenden Einfluss hat.
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Entgegen den  Erwartungen konnte die Promotoraktivitdt eines NCRS-
Reporterkonstruktes, in dem alle sechs bekannten E2-Bindestellen mutiert waren, immer
noch 4-fach von 8E2 stimuliert werden. Ebenso konnten E2 und p300 zusammen in
Kooperation 12-fach aktivieren. Die Aktivierung durch tberexprimiertes p300 alleine ging
auf 2,5-fach zuriick. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass 8E2 auch ohne die Bindung
an die bekannten E2-Erkennungssequenzen die HPV8-Genexpression alleine und

synergistisch mit p300 aktivieren kann.
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Abb. 9 Die Rolle der E2-Bindestellen fiir den Synergismus von 8E2 und p300

Transiente Transfektionsanalysen. Reporterkonstrukte, die entweder die Wildtyp-Form der SNCR
(NCR8-Luc wt), die 8BNCR mit einer Punktmutation in der E2-Bindestelle P2 (NCR8-Luc mt P2), in
PO und P1 (NCR8-Luc mtPO,P1) bzw. in P3 und P4 (NCR8-Luc mtP3,P4) oder mit
Punktmutationen in allen sechs bekannten E2-Bindestellen (NCR8-Luc mt PO-P5) beinhalten,
wurden wie angegeben mit 20 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCMVpB-p300HA in RTS3b-Zellen
kotransfiziert. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angezeigt.
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4.4.2 Erzeugung einer DNA-bindungsdefekten Punktmutante von 8E2

Die Kooperation von 8E2 und p300 in dem vorangegangenen Experiment kodnnte
theoretisch auch von weiteren bislang unbekannten E2-Bindestellen vermittelt worden
sein. Die E2-Erkennungssequenzen innerhalb der NCR von HPV8 wurden auf Grund ihrer
Konsensussequenz identifiziert. Allgemein wurde jedoch schon neben der P(5)-
Bindestelle eine weitere E2-Erkennungssequenz identifiziert, die von der
Konsensussequenz abweicht (NEWHOUSE und SILVERSTEIN, 2001). Auch eine potentielle
Restbindung von 8E2 an die mutierten Bindestellen konnte nicht vollig ausgeschlossen
werden. Um zu bestatigen, dass 8E2 auch ohne direkte DNA-Bindung zusammen mit
p300 die HPV8-Genexpression aktivieren kann, wurde eine DNA-bindungsdefekte
Punktmutante von 8E2 hergestellt.

Die C-terminale DBD von E2 ist innerhalb der PV-Familie gut konserviert. Fir BPV1 E2
wurde an Position 340 ein Austausch des Cysteins gegen ein Arginin beschrieben, mit
dem E2 weiterhin dimerisieren kann, aber nicht mehr in der Lage ist an DNA zu binden
(PRAKASH et al., 1992). Dieses Cystein ist in PV E2-Proteinen konserviert und befindet
sich bei 8E2 an der Position 429 (GIRI und YANIV, 1988). Das Cystein wurde mittels in
vitro-Mutagenese ebenfalls in ein Arginin ausgetauscht (8E2-mt429) und die Mutante
zunachst auf ihre Fahigkeit zur DNA-Bindung untersucht. Da es nicht moglich war, das
vollstandige 8E2 in Bakterien zu exprimieren und aufzureinigen, wurde die C-terminale
DBD von 8E2 in der Wildtyp-Form sowie mit der Mutation in Position 429 in Bakterien
exprimiert und Uber ein N-terminal fusioniertes Hise-Epitop aufgereinigt (Hise-8E2-C-
mt429).

In einem Gel-Retardierungsexperiment (EMSA) wurde ein Oligonukleotid, das die
hochaffine E2-Bindestelle P2C enthalt, radioaktiv markiert und jeweils mit 0,037 ng,
0,11 ng, 0,33 ng und 1 ng der aufgereinigten Proteine inkubiert. In Abbildung 10 ist zu
erkennen, dass nur die Wildtyp-Form der 8E2-DBD an P2C binden konnte. 8E2-C-mt429

zeigte auch bei der héchsten Konzentration keine DNA-Bindung.
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P2C: 5°- AACCGACCGCAAACGGTACATAAAGGTGAGT- 3"

His¢-8E2-C Hisg-8E2-C-
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Abb. 10 8E2-C-mt429 bindet nicht an die hochaffine E2-Bindestelle P2C

Je 250 pg radioaktiv markiertes P2C (1), dessen Sequenz oben angegeben ist (E2-BS ist
eingerahmt), wurden jeweils mit 0,037 ng, 0,11 ng, 0,33 ng und 1 ng Hisg-8E2-C (2 - 5) bzw. Hise-
8E2-C-mt429 (6 - 9) inkubiert. Der Pfeil markiert den Komplex aus DNA und gebundenem Protein.

Eine fehlende DNA-Bindung des gesamten 8E2-mt429 wurde Uber transiente
Transfektionen bestatigt (Abb. 11). Das Reporterkonstrukt C18-Luc, das vier hochaffine
E2-Bindestellen vor dem Adenovirus-major late-Promotor (MLP) enthalt, wurde mit
steigenden Mengen von pCB6-8E2 bzw. pCB6-8E2-mt429 kotransfiziert. Wahrend 8E2
den Promotor Uber 5-fach aktivierte, kam es durch die Mutante zu keiner nennenswerten
Aktivierung der Transkription. Die Expression und Kernlokalisation der Mutante wurde
Uber Immunfluoreszenz mit einem entsprechenden Protein, das mit einem Flag-Epitop
fusioniert war, bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Die C429R-Mutation verhindert somit effizient eine Bindung von 8E2 an seine

Erkennungssequenzen.
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Abb. 11 Ein Reporterkonstrukt mit vier E2-Bindestellen wird von 8E2-mt429 nicht aktiviert
Transiente Transfektionsanalysen. Ein Reporterkonstrukt mit vier E2-Bindestellen (C18-Luc -
500 ng) wurde jeweils mit steigenden Mengen (2 ng - 500 ng) pCB6-8E2 oder pCB6-8E2-mt429 in
RTS3b-Zellen kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben. Die Struktur von C18-Luc ist im
oberen Teil dargestellt.

4.4.3 8E2-mt429 aktiviert synergistisch mit p300 die HPV8-Genexpression

Um zu untersuchen, ob 8E2-mt429 noch in der Lage ist synergistisch mit p300 die HPV8-
Genexpression zu stimulieren, wurden die beiden 8E2-Proteine mit dem NCRS8-
Reporterkonstrukt und Uberexprimiertem p300 in transienten Transfektionsanalysen
getestet (Abb. 12). 20 ng des 8E2-mt429-Expressionsvektors konnten die Genexpression
alleine 2-fach und zusammen mit Uberexprimiertem p300 10-fach aktivieren. Eine
dosisabhangige Regulation des Promotorkonstruktes konnte nicht mehr beobachtet
werden. 500 ng des 8E2-mt429 Expressionsvektors stimulierten den Promotor 4-fach und
zusammen mit p300 14-fach. Dies korreliert mit einer fehlenden DNA-Bindung von 8E2-
mt429, das die Repression vermittelnde P2-Bindestelle nicht mehr erkennt. Somit konnte

auch eine DNA-bindungsdefekte Mutante von 8E2 mit p300 kooperieren.
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Abb. 12 Eine DNA-bindungsdefekte Mutante von 8E2 aktiviert die NCR8-Genexpression
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc wurde zusammen mit 500 ng
pCMVB-p300HA sowie mit 10 ng bzw. 20 ng pCB6-8E2 oder 20 ng bzw. 500 ng pCB6-8E2-mt429
wie angegeben in RTS3B-Zellen kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

4.4.4 Die 8E2-AD ist ausreichend und notwendig fiir den Synergismus mit p300

Fir die AD von BPV1E2 wurde gezeigt, dass sie auch alleine als genereller
Transaktivator agieren kann (HAUGEN et al., 1988). Es wird vermutet, dass sie in diesem
Fall Uber Protein-Protein-Interaktionen mit zellularen Faktoren an den Zielpromotor
rekrutiert wird. Proteine, die hierfur in Frage kommen, wurden noch nicht identifiziert. Um
zu klaren, ob auch die AD von 8E2 flir die Stimulation der HPV8-Genexpression ausreicht
und ob p300 fiur diese Aktivierung als Mediator fungieren kénnte, wurden folgende
Deletionsmutanten von 8E2 in transienten Transfektionsanalysen analog zu Kapitel 4.4.3
eingesetzt: eine C-terminal verkirzte Form, der die DBD fehlt (8E2-AC), eine N-terminal
verkurzte Form, der die AD fehlt (8E2-AN) sowie die AD alleine (8E2-N). Die Expression
und Kernlokalisation dieser Mutanten wurde Uber Immunfluoreszenz mit entsprechenden

FLAG-Epitop fusionierten Proteinen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 13 Die 8E2-AD ist ausreichend und notwendig fiir die Aktivierung von Transkription
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA sowie mit den angegebenen Mengen an Expressionsvektoren fiir 8E2
oder 8E2-Derivate, die fur den N-Terminus kodieren (pCB6-8E2-N) oder denen entweder die C-
terminale DBD (pCB6-8E2-AC) bzw. die N-terminale AD (pCB6-8E2-AN) fehlen, in RTS3B-Zellen
kotransfiziert. Die Struktur der verwendeten Proteine ist im oberen Teil der Abbildung angegeben.
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angezeigt.

Die 2-fache Aktivierung der HPV8-NCR durch 20 ng des 8E2-AC Expressionsvektors
wurde durch Koexpression von p300 auf 8-fach erhdht. Auch die 7,5-fache Stimulation
durch hohere Mengen an 8E2-AC (500 ng Expressionsvektor) wurde mit

Uberexprimiertem p300 mehr als 2-fach gesteigert (Abb. 13). Dieses Experiment
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unterstutzt daher die Beobachtung, dass eine DNA-Bindung von 8E2 fur die Aktivierung
und die Kooperation mit p300 nicht essentiell ist.

8E2-N alleine hatte in geringen Mengen kaum Einfluss auf die Expression des Reporters.
500 ng des 8E2-N-Expressionsvektors aktivierten die Genexpression jedoch 5,5-fach und
zusammen mit p300 18-fach. Die AD von 8E2 ist somit fir die Aktivierung und die
Kooperation mit p300 ausreichend.

8E2-AN war hingegen in allen getesteten Konzentrationen nicht in der Lage die
Genexpression zu aktivieren. Ebenso kam es zu keiner Kooperation mit p300. Somit ist
die AD von 8E2 nicht nur ausreichend, sondern auch essentiell fur die Aktivierung der

HPV8-Genexpression.

4.5 8E2 bindet p300 uber seine AD, Hinge und DBD

Die Daten aus dem vorangegangenen Experiment implizieren eine funktionelle
Wechselwirkung der AD von 8E2 mit p300. Um zu prifen, ob dies mit einer Bindung in
vitro korreliert, wurden bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine der AD, der Hinge-
Region sowie der DBD von 8E2 uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt (STEGER et al.,
2002) und mit in vitro translatiertem und %S-markiertem Hisg-p300-HAT inkubiert.
Abbildung 14 zeigt, dass p300-HAT von der C-terminalen DBD (4) und mit hoher Affinitat
von der Hinge-Region (3) gebunden wird, wahrend die AD nur eine schwache Bindung (2)
und GST alleine nur ein Hintergrund-Signal aufweist (5).

Eine geringe Bindungsaffinitat zu p300 wurde auch fir die AD von BPV1 E2 beschrieben
(PENG et al., 2000) und konnte daher unter den E2-Proteinen konserviert sein. Um dies zu
bestatigen wurden zusatzlich entsprechende GST-Fusionsproteine von HPV18 E2 (18E2)
(STEGER et al., 2002) getestet, fir das eine Interaktion mit einem Bereich innerhalb von
p300-HAT ebenfalls bereits gezeigt werden konnte (MULLER, 1999). Auch hier interagierte
die AD (7) im Vergleich zur DBD (9) deutlich schwacher mit p300-HAT.
Interessanterweise konnte keine Interaktion der Hinge-Domane von 18E2 (8) mit
p300-HAT beobachtet werden. Somit kdnnte die Interaktion der nicht konservierten Hinge-

Region mit p300 spezifisch fir 8E2 sein.
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Abb. 14 8E2 bindet an p300 uiber seine AD, Hinge und DBD

Interaktionsstudie. 2 uyg GST-Fusionsproteine der AD (2, 7), der Hinge (3, 8) und der DBD (4, 9)
von 8E2 bzw. 18E2 sowie GST alleine (5, 10) wurden Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit
10 yl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und %S-markiertem p300-HAT (10 pI) inkubiert
und jeweils viermal mit 100 mM LSDB gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden Uber ein
10%-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. Spur 1 und 6 zeigen 10% des
eingesetzten in vitro-Translationsproduktes. Schematische Darstellungen der E2-Domanen, die an
GST fusioniert wurden, sind im oberen Teil gezeigt.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass 8E2 lber mindestens drei Domanen mit p300
interagieren kann. Um auszuschlieRen, dass die Beschaffenheit der Fusionsproteine bzw.
des p300-HAT-Fragmentes zu diesem Ergebnis gefihrt hat, wurden vice versa
Experimente mit in vitro translatierten 8E2-Konstrukten und bakteriell exprimierten GST-
p300-Fragmenten durchgefihrt (Abb. 15). Um die Wahrscheinlichkeit artifizieller
Bindungen weiter zu minimieren, wurden fir 8E2 nicht nur die Einzeldomanen getestet
(8E2-N,-H,-C), sondern zusatzlich auch noch drei Deletionsmutanten, denen entweder die
AD, die Hinge oder die DBD fehlten (8E2-AN, -AH, -AC). Als p300-Fragmente wurden das
an 8E2 bindende GST-p300-4 und als Negativkontrolle GST-p300-2, das nicht mit 8E2
interagiert, verwendet (MULLER, 1999).

Auch in diesen Experimenten konnte eine schwache Interaktion von 8E2-N (1) sowie eine
vergleichsweise starkere von 8E2-H und -C mit GST-p300-4 beobachtet werden, obwohl
die Hinge-Domane hier regelmaRig stark degradiert war. Auch die Deletionsmutanten
interagierten alle mit GST-p300-4 (4-6), wobei 8E2-AN im Vergleich zum 10%-Einsatz des
in vitro-Translationsproduktes (jeweils in Spur 1) die starkste Interaktion aufwies. Keines

der eingesetzten 8E2-Konstrukte interagierte spezifisch mit GST-p300-2, mit Ausnahme
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von 8E2-C, das hier ebenfalls ein schwacheres Signal erzeugte. Insgesamt bestatigt dies,
dass auch Regionen aullerhalb der N-terminalen Transaktivierungsdomane mit p300

interagieren.
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Abb. 15 p300-4 bindet an die AD, Hinge und DBD von 8E2

Interaktionsstudie. Je 2 ug GST-p300-4 und GST-p300-2 wurden uber Glutathion-Sepharose
aufgereinigt, mit 10 pl in vitro translatiertem und %S-markiertem 8E2-N (1), 8E2-H (2), 8E2-C (3),
8E2-AN (4), 8E2-AH (5) bzw. 8E2-AC (6) inkubiert und viermal mit bis zu 250 mM LSDB
gewaschen. 10% des eingesetzten in vitro-Translationspruduktes sind jeweils in der 1. Spur
gezeigt. Die gebundenen Proteine wurden dber ein 15%- (1-3) bzw. 10%-PAG (4-6) aufgetrennt
und Uber Autoradiographie visualisiert. Die vollstandigen in vitro-Translationsprodukte sind durch
Pfeile gekennzeichnet.
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Der Nachweis einer Interaktion von 8E2 und p300 in vivo Uber Koimmunoprazipitation aus
Extrakten von Zellen, die mit den entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert
wurden, schlug fehl. In Vorversuchen war bakteriell exprimiertes GST-8E2 jedoch in der
Lage zellulares p300 aus Kernextrakten zu prazipitieren (MULLER et al., 2002). Um
umgekehrt zu Uberprifen, ob ein GST-p300-Fragment imstande ist auch zellular
exprimiertes 8E2 zu binden, und um die p300-Bindung an Regionen auf3erhalb der AD
von 8E2 noch auf einem weiteren Weg zu bestatigen, wurden Ganzzellextrakte aus mit
pCMV2FLAG-8E2-AN oder mit pCMV2FLAG transient transfizierten 293T-Zellen
hergestellt. Aufgereinigtes GST-p300-4A (As 1453-1634) bzw. GST alleine wurden mit je
100 g dieser Zellextrakte inkubiert und anschlieRend sechsmal mit bis zu 200 mM LSDB
gewaschen. Gebundenes FLAG-8E2-AN wurde nach einem Western-Blot mit einem
Antikorper gegen das FLAG-Epitop detektiert (Abb. 16). Nur GST-p300-4A (3) und nicht
GST (5) prazipitierte FLAG-8E2-AN aus den Zellextrakten. Um die Spezifitat des
Antikorpers zu bestatigen, wurde GST-p300-4A (4) mit Zellextrakten inkubiert, die nur mit
pCMV2FLAG transfiziert wurden. Spur 1 und 2 zeigen jeweils 10 ug der Extrakte von
Zellen, die entweder mit pCMV2FLAG-8E2-AN oder dem entsprechenden Leervektor

transfiziert wurden.

— p300-4A GST

—— A —

FLAG-8E2-AN —p 45— E —
S —
31 | ———
pCMV2FLAG-8E2-AN _|. -|_ .|.

pCMV2FLAG -|_ _|_

Western Blot: M5-Antikorper (a-Flag)

Abb. 16 GST-p300-4A prazipitiert 8E2-AN aus Zellextrakten

Interaktionsstudie. 293T-Zellen wurden mit 15 ug pCMV2FLAG-8E2-AN bzw. pCMV2FLAG
transfiziert. Nach 40 h wurden Ganzzellextrakte prapariert. 2 ug GST-p300-4A (Spur 3, 4) oder
GST alleine (Spur 5) wurden Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt und mit jeweils 100 ug der
Zellextrakte inkubiert. Spur 1 und 2 zeigen 10 ug der jeweiligen Zellextrakte. Die gebundenen
Proteine wurden tber ein 10%-PAG aufgetrennt und FLAG-8E2-AN nach einem Western Blot mit
einem Antikdrper gegen das FLAG-Epitop detektiert. Der Pfeil markiert FLAG-8E2-AN.
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4.6 Die Hinge und/oder die DBD von 8E2 vermitteln
Kooperativitat zwischen p300 und einer heterologen AD

Wie oben gezeigt, ist die AD von 8E2 notwendig und hinreichend flir die Kooperation von
8E2 und p300, was mit einer schwachen Bindung der AD an p300 korreliert. Es konnten
daher keine Rickschlliisse gezogen werden, ob auch Regionen, die C-terminal von der
8E2-AD liegen, an dem Synergismus mit p300 beteiligt sind, oder ob er ausschliellich
Uber die AD vermittelt wird. Um dies zu untersuchen, wurde ein Konstrukt verwendet, bei
dem die AD und ein Teil der Hinge von 8E2 durch die heterologe AD von TEF-1 (TEF-1-
A55-121/A143-204 (XIAO et al., (1991)) ersetzt wurde (TEF-1-AD/8E2HC). TEF-1
(Transcriptional enhancer factor-1) ist ein sequenzspezifischer Aktivator der Transkription,
der p300 nicht als Koaktivator verwendet (SLEPAK et al., 2001).

Um zu verifizieren, dass die TEF-1-AD und p300 nicht miteinander interagieren, wurden
zunachst die GST-p300-Fragmente 1 - 5, die das gesamte p300 abdecken (vgl. MULLER,
1999), mit der in vitro translatierten und **S-markierten TEF-1-AD inkubiert (Abb. 17 Spur
2-7). Als Positivkontrolle wurde GST-p300-4 mit in vitro translatiertem 8E2 inkubiert (8).
TEF-1-AD zeigte keine Bindung an irgendein GST-p300-Fragment, so dass eine Bindung
an p300 zumindest flr die hier verwendeten p300-Fragmente ausgeschlossen werden
kann.

Mit TEF-1-AD/8E2HC stand also ein Konstrukt zur Verfigung, das mit seinem C-
terminalen 8E2-Anteil an p300 binden und mit einer heterologen AD p300-unabhangig

Transkription aktivieren kann.
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Abb. 17 Die AD von TEF-1 bindet nicht an p300

Interaktionsstudie. 2 yg der GST-p300 Fragmente 1-5 sowie GST wurden Uber Glutathion-
Sepharose aufgereinigt und mit 10 yl der in vitro translatierten und *S-markierten TEF-1-AD
inkubiert (Spur 2-7). Als Positivkontrolle wurde GST-p300-4 mit 10 pl in vitro translatiertem und
%S-markiertem 8E2 inkubiert (Spur 8). Die Ansatze wurden jeweils viermal mit 100 mM LSDB
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden uber ein 10%-PAG aufgetrennt und mittels
Autoradiographie visualisiert. Je 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind in Spur
1 bzw. Spur 9 gezeigt gezeigt. Die Pfeile markieren jeweils das vollstandige in vitro translatierte
Protein.

TEF-1-AD/8E2HC sowie TEF-1-AD als Negativkontrolle wurden nun in transienten
Transfektionsanalysen in RTS3b-Zellen getestet. Um zu gewahrleisten, dass TEF-1-AD in
den Zellkern gelangt, wurde sie zusatzlich mit dem nukledren Lokalisationssignal (NLS)
des SV40-T-Antigen fusioniert. Die Expression und Kernlokalisation von TEF-1-AD-NLS
wurde Uber Immunfluoreszenz verifiziert (Daten nicht gezeigt).

TEF-1-AD/8E2HC aktivierte die Genexpression des Reporterkonstruktes NCR8-Luc
alleine 2,5-fach und in Gegenwart von Uberexprimiertem p300 7,5-fach (siehe Abb. 18).
Auch eine DNA-bindungsdefekte Mutante (TEF-1/8E2HC-mt429) aktivierte alleine 2-fach
und kooperierte leicht mit p300. Im Gegensatz dazu war die TEF-1 AD weder alleine noch

mit koexprimiertem p300 in der Lage das Reportergen zu aktivieren.
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Abb. 18 Regionen auBerhalb der AD von 8E2 sind an dem Synergismus mit p300 beteiligt
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA sowie mit 0,5 ng von pXJ41 abgeleiteten Expressionsvektoren fir
TEF-1-AD/8E2HC, TEF-1-AD/8E2HC-mt429 und TEF-1-AD-NLS in RTS3B-Zellen kotransfiziert.
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angegeben.

Die in den RTS3b-Zellen beobachteten Effekte waren vergleichsweise schwach. Ein
Grund daflir kdnnte sein, dass die TEF-1-AD in RTS3b Zellen nicht das entsprechende
zellulare Millieu vorfindet, um Transkription effizient zu aktivieren. TEF-1 kommt in fast
allen Zelltypen vor, mit Ausnahme von Lymphoidzellen. Dort kann auch exogen
eingebrachtes TEF-1 nicht aktivieren. In anderen Zelllinien, wie auch in Keratinozyten,
fiihrt die Uberexpression von TEF-1 schnell zu ,Squelching®. Man vermutet in diesem Fall
einen nur limitiert vorhandenen Koaktivator, wie zum Beispiel TIF (Transcriptional
Intermediary Factor), der von hohen Konzentrationen an TEF-1 austitriert wird. (XIAO et
al., 1991; IsHlJI et al., 1992)
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In Vorversuchen zeigte TEF-1-AD, fusioniert mit einer Gal4-Bindedomane (pM-TEF-1-
AD), in Cos7-Zellen einen wesentlich starkeren aktivierenden Effekt auf ein Gal4-
responsives Promortorkonstrukt als in RTS3b-Zellen. Auch in diesen Ansatzen wurde
keine Kooperation mit p300 festgestellt (Daten nicht gezeigt). Daher wurden die
transienten Transfektionen mit dem Reporterkonstrukt NCR8-Luc in Cos7-Zellen
wiederholt (Abb. 19).

Uberexprimiertes p300 zeigte hier alleine keinen Effekt. 5ng des TEF-1-AD/8E2HC-
Expressionsvektors aktivierten die Genexpression 5-fach. Zusammen mit p300 kam es zu
einer deutlichen Aktivitatssteigerung auf Uber 40-fach. Auch die DNA-bindungsdefekte
Mutante (TEF-1-AD/8E2HC-mt429) aktivierte die Reportergen-Expression alleine 2,5-fach
und zusammen mit p300 22-fach. 5 ng pM-TEF-1-AD, die hier als Negativ-Kontrolle
eingesetzt wurden, zeigten, ebenso wie weitere getestete Konzentrationen (Daten nicht
gezeigt), keinen Effekt und es kam auch zu keiner Kooperation mit p300.

Diese Ergebnisse implizieren, dass auch die Hinge und/oder die DBD von 8E2 an der

Kooperativitat mit p300 beteiligt sein kdnnten.
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Abb. 19 Kooperation von TEF1-AD-8E2HC mit p300 in Cos7

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (1000 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA sowie mit 5 ng pXJ41-TEF-1-AD-8E2HC, pXJ41-TEF-1-AD-8E2HC-
mt429 oder pM-TEF-1-AD in Cos7-Zellen kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte
aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angegeben.
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4.7 Die Expression von p300 in der Haut wird wahrend der
Keratinozyten-Differenzierung induziert

Die Transfektionsdaten aus Kapitel 4.3 deuten darauf hin, dass 8E2 hohe Mengen an
p300 bendtigt, um den spaten Promotor von HPV8 effizient zu aktivieren. p300 und CBP
werden ubiquitar exprimiert, trotzdem wurden gewebespezifische Anderungen der p300-
Expression beschrieben (PARTANEN ef al., 1999). Es wurde bereits gezeigt, dass p300 flr
die Differenzierung von Keratinozyten der Maus bendtigt wird, indem es die Expression
des zyklinabhangigen Kinase-Inhibitors p21""WA™ induziert (MISSERO et al., 1995). Das
Expressionsmuster von p300 in humaner Haut wurde bislang noch nicht untersucht. Um
dies zu analysieren, wurden 5 pum Kryo-Schnitte von gesunder Oberarm-Haut

immunhistochemisch mit einem monoklonalen Antikérper gegen p300 gefarbt (Abb. 20).

Der p300-Antikérper (A) farbte die Kerne der Basalzellen schwach. Eine starke Farbung
konnte in den obersten intakten Zellen, die zum Stratum granulosum gehdren, festgestellt
werden. Ein ahnliches Expressionsmuster wurde mit einem monoklonalen Antikdrper
gegen CBP beobachtet (B). Auch hier war die Expression von CBP in den oberen
Zellschichten deutlich starker. Durch das Negativ-Kontrollserum (C) wurden die Zellen
nicht gefarbt. Ebenso zeigte ein weiterer Kontroll-Antikérper gegen YY1 (D) ein anderes
Expressionsverhalten, das auch schon in friiheren Studien gezeigt wurde (ADAM, 2001).

Die Expression von p300 wird also im Verlauf der Keratinozyten-Differenzierung induziert.
p300 liegt somit in jenen Zellschichten in hohen Konzentrationen vor, in denen auch die

Gene fir die Strukturproteine von HPV8 Uber den spaten Promotor exprimiert werden.
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A) a-p300

Abb. 20 Die Expression von p300 wird wahrend der Keratinozyten-Differenzierung induziert
5 uym Kryoschnitte von gesunder Oberarm-Haut wurden mit jeweils 1,5 pg/ml monoklonalen

Antikorpern gegen p300 (A), CBP (B) und YY1 (D) gefarbt. Die Farbung durch ein negativ-Ig-
Maus Kontrollserum ist in (C) gezeigt.
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4.8 8EG6 stimuliert die Kooperation von 8E2 und p300 in primaren
Keratinozyten

Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass 8E2 und p300 bei der Aktivierung der
HPV8-Genexpression eine wichtige Rolle spielen. Mit dem E6-Protein von HPV st
zumindest ein weiterer viraler Faktor bekannt, der gleichzeitig mit E2 in der Wirtszelle
exprimiert wird und ebenfalls in der Lage ist mit p300 zu interagieren. Im Fall von
BPV1 E6 bzw. 16E6 wurde eine Inhibition der Koaktivator-Funktion von p300/CBP
bezluglich der p53-, AP-1- oder NF-kB-vermittelten Transaktivierung demonstriert
(ZIMMERMANN et al., 1999, 2000; PATEL et al., 1999; HUANG und MCCANCE, 2002).
Innerhalb der PV-Familie ist zwar die Struktur der E6-Proteine konserviert, nicht aber ihre
Aminosauresequenz. Gerade zwischen 8E6 und 16E6 gibt es grole funktionelle
Unterschiede (SMOLA-HESS und PFISTER, 2002). Es lag daher nahe, den Einfluss von 8E6
auf die von 8E2 und p300 vermittelte Transaktivierung zu analysieren. In Vorversuchen
konnte eine Interaktion zwischen 8E6 und p300 bereits gezeigt werden. J. Beckmann hat
diese in ihrer Diplomarbeit weiter untersucht und konnte mittels transienter
Transfektionsanalysen in RTS3b-Zellen zeigen, dass 8E6 die HPV8-Genexpression
alleine und auch den Synergismus von 8E2 und p300 stimulieren kann. Im Gegensatz
dazu inhibierte 16E6 die Kooperation von 8E2 und p300 (BECKMANN, 2001). RTS3b-
Zellen kommen den Zielzellen von HPV sehr nahe, trotzdem weisen sie als
immortalisierte Zelllinie ein anderes zellulares Millieu auf als gesunde Keratinozyten. So
sind RTS3b-Zellen zum Beispiel p53-negativ. Die 8NCR enthalt jedoch Bindestellen flir
p53, und diese spielen mdoglicherweise flr die Regulation der HPV8-Genexpression
ebenfalls eine Rolle (AKGUL, 2002). Um die Effekte von 8E2, p300 und den beiden E6-
Proteinen in normalen Keratinozyten zu testen, wurden die Transfektionen daher in
primaren humanen Keratinozyten (NHEK), die den naturlichen Zielzellen von HPV
entsprechen (FRATTINI et al., 1997), wiederholt. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass
sich die NHEK-Zellen bis zur 5. Passage morphologisch nicht wesentlich veranderten und
gut transfizieren lieRen. Alle folgenden Transfektionen wurden daher in Zellen nach der 4.

Passage durchgefihrt.

In diesen Experimenten beeinflussten 10 ng pCB6-8E2 den 8NCR-Promotor kaum (Abb.
21). Die Uberexpression von p300 stimulierte die Genexpression 2-fach und die
Koexpression von 8E2 und p300 resultierte hier in einer 4-fachen Aktivierung. Diese
konnte durch zusatzliche Kotransfektion von 500 ng pCDNA-8E6 auf 16-fach gesteigert
werden. Wahrend 8EG6 bereits alleine schon 3-fach aktivierte, reprimierte 16E6 hingegen
die Basalaktivitat und hob den Synergismus von E2 und p300 auf. Obwohl die Werte

quantitativ. von den entsprechenden Experimenten in den RTS3b-Zellen abweichen,
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zeigen sie doch qualitativ den gleichen Effekt. 8E6 kann die 8E2- und p300-vermittelte

Aktivierung weiter stimulieren, wahrend 16E6 sie reprimiert.
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2 ]
Il — [
8E2 (10 ng) + + + +
p300 (500 ng) + + + +
+ 8E6 + 16E6
Reporterkonstrukt: NCR8-Luc (500 ng) (500 ng) (500 ng)
Zelllinie: NHEK

Abb. 21 8E6 und 16E6 beeinflussen die Aktivierung durch 8E2 und p300 unterschiedlich
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pPCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-8E6 bzw. -16E6 wie angegeben
in NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

4.9 8EG6 bindet direkt an p300

Eine direkte Interaktion von 8E6 mit p300 wurde bislang noch nicht bewiesen, da 8EG in
friheren Interaktionsanalysen mit p300 stets in vitro translatiert wurde (BECKMANN, 2001).
Fir 16E6 konnte bereits eine direkte Bindung an p300 demonstriert werden (PATEL et al.,
1999). Um dies auch fir 8E6 zu bestatigen, wurde 8E6 N-terminal mit einem Epitop aus
sechs Histidin-Resten fusioniert (Hisg-8EG), in Bakterien exprimiert und spezifisch
aufgereinigt. Komplexe aus bakteriell gereinigtem GST-p300-4 und Hisg-8E6 wurden Uber
Glutathion-Sepharose prazipitiert und 8E6 nach einem Western Blot mit einem Antikérper
gegen das Histidin-Epitop detektiert (Abb. 22). GST-p300-4 war im Gegensatz zu GST im-
stande Hisg-8E6 zu prazipitieren, so dass 8E6 innerhalb von p300-4 direkt an p300 bindet.
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Abb. 22 8EG6 bindet direkt an p300

Interaktionsstudie mit bakteriell exprimierten und aufgereinigten Hise-8E6 und GST-p300-4. 2 pg
GST-p300-4 (2, 3) und GST (4) wurden Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit ca. 2 ug Hise-
8E6 inkubiert und anschlieRend viermal mit 100 mM LSDB gewaschen. Spur 1 zeigt 10% des
eingesetzten Hisg-8E6. Um potentielle Kreuzreaktionen des Antikorpers zu erkennen wurde in Spur
3 GST-p300-4 alleine aufgetragen. Gebundenes 8E6 wurden Uber ein 15%-PAG aufgetrennt und
nach einen Western Blot mit einem Ni?*-NTA Antikorper detektiert.

4.10 8E6 und 16EG6 interagieren mit 8E2

Bei den unterschiedlichen Effekten von 8E6 und 16E6 auf die 8E2- und p300-vermittelte
Aktivierung der Transkription kdnnte theoretisch auch eine Wechselwirkung der EG6-
Proteine mit 8E2 eine Rolle spielen. Um zu Uberprifen, ob die E6-Proteine in der Lage
sind 8E2 zu binden, wurden Interaktionsanalysen mit GST-8E2 und den in vitro
translatierten E6-Proteinen durchgefuhrt. GST-8E2 (2,5) war im Gegensatz zu GST (3,6)
in der Lage sowohl in vitro translatiertes 8E6 als auch 16E6 zu prazipitieren (Abb. 23). Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurde jedoch aus Zeitgriinden nicht weiter auf die Interaktion

zwischen 8E2 und E6 eingegangen.
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Abb. 23 8E6 und 16E6 binden an 8E2
Interaktionsstudie. 2 uyg GST-8E2 (2,5) sowie GST (3,6) wurden Uber Glutathion-Sepharose

aufgereinigt, jeweils mit 10 yl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und **S-markiertem 8E6
bzw. 16E6 inkubiert und anschlieBend viermal mit 100 mM LSDB gewaschen. 10% des
eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind jeweils in Spur 1 und 4 gezeigt. Die gebundenen
Proteine wurden Uber ein 15%-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert.

4.11 Die Bindedomanen von 8E6 und 16E6 innerhalb von
p300-4B sind identisch

4.11.1 8E2, 8E6 und 16E6 binden nicht an die TRAM-Region von p300

Die starke Aktivierung der Transkription durch 8E6 steht in einem starken Gegensatz zu
16E6, das die E2- und p300-vermittelte Transaktivierung reprimiert. In friheren GST-
Interaktions-Analysen zeigten beide E6 Proteine eine vergleichbare Bindung an p300. Sie
interagierten mit dem N-terminalen p300-1, dem C-terminalen p300-5 und mit zwei
Domanen innerhalb von p300-4 (p300-4A, (As: 1453-1634) und p300-4B, (As: 1635-
1887)). Eine genauere Untersuchung von p300-4A ergab, dass die Bindedoméanen beider
E6-Proteine innerhalb der As 1528-1634 von p300-4A liegen und mit der von 8E2
Uberlappen (BECKMANN, 2001; MULLER, 1999).
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Fur die Repression der p53- und CBP-vermittelten Aktivierung wurde eine kompetitive
Bindung von 16E6 mit p53 an CBP vermutet. Als Interaktionsort wurde das 19
Aminosauren gro3e TRAM-Modul identifiziert (ZIMMERMANN et al., 1999). Bei p300 liegt
diese Domane innerhalb von p300-4B, das bislang noch nicht genauer bezlglich der
Bindestellen von 8E2, 8E6 und 16E6 kartiert wurde. Die TRAM-Region von p300 wird von
As 1770-1788 kodiert und unterscheidet sich von der von CBP um eine Aminosaure
(Isoleucin statt Valin) (Abb. 24).

TRAM: Aminosauresequenz:
CBP (1808-1826): GCKRKTNGGCPVCKAQLIAL

p300 (1770-1788): GCKRKTNGGCP | CKQLIAL

Abb. 24 Vergleich der TRAM-Doménen von CBP und p300

8E2 bindet exklusiv an p300-4A und p300-4B. Falls eine kompetitive Bindung von 8E2
und 16E6 an p300 die Grundlage fur die 16E6-vermittelte Repression sein sollte, so muss
sie innerhalb dieser Fragmente erfolgen. Ein kompetitiver Mechanismus innerhalb von
p300-4A ist als Ursache fiir die Repression unwahrscheinlich, da die Bindestellen von 8E6
und 16E6 innerhalb von p300-4A identisch sind und man diesen Effekt dann auch mit 8E6
sehen sollte. Es stellte sich daher die Frage, ob die beiden E6-Proteine innerhalb von
p300-4B unterschiedliche Bindedomanen besitzen und inwiefern diese dabei mit der von
8E2 Uberlappen. Ferner sollte die Rolle des TRAM-Motivs von p300 fiir die Bindung der
drei Proteine geklart werden.

Um dies zu untersuchen, wurde p300-4B zunachst in funf Uberlappende Subfragmente
unterteilt (p300-4B-1 (As 1635-1769); p300-4B-2 (As 1635-1788); p300-4B-TRAM (As
1770-1788); p300-4B-4 (As 1770-1887); p300-4B-5 (As 1789-1887)), die als GST-
Fusionsproteine in Bakterien exprimiert wurden. Die aufgereinigten Proteine und zum
Vergleich GST alleine sind in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25 Unterteilung von p300-4B in fiinf Giberlappende Subfragmente

Eine schematische Darstellung der verwendeten Subfragmente von p300-4B ist links abgebildet.
Die Fragmente wurden als GST-Fusionsproteine in BL21-Bakterien exprimiert, mittels Glutathion-
Sepharose spezifisch aufgereinigt und Uber ein 10%-PAG aufgetrennt. Ein mit Coomassie-Blau
gefarbtes Gel ist rechts gezeigt.

Um die Bindung von 8E2, 8E6 und 16E6 an p300-4B zu analysieren, wurden jeweils 2 ug
der GST-p300-4B-Subfragmente und GST als Negativkontrolle aufgereinigt und mit in
vitro translatiertem und *°S-markiertem 8E2, 8E6 bzw. 16E6 inkubiert. In Abbildung 26B
ist zu erkennen, dass 8E2 ausschlieBlich mit Subfragment p300-4B-4 (4) interagierte.
Entgegen den Erwartungen konnte sowohl flir 8E6 als auch flr 16E6 keine Bindung an
das TRAM-Modul von p300 (3) festgestellt werden. Beide E6-Proteine interagierten mit
p300-4B-4 (4), wobei 8E6 zu diesem Subfragment von 4B eine hdhere Affinitat aufwies
als 16E6. Zusatzlich zeigte 8E6 eine schwache Interaktion mit GST-p300-4B-5 (5), die
hier mit 16E6 nicht beobachtet werden konnte.

Diese Daten deuten darauf hin, dass auch innerhalb von p300-4B die Bindedomanen von
8E2, 8E6 und 16E6 Uberlappen. Die TRAM-Region ist fur die Bindung nicht ausreichend,
scheint aber an der Interaktion mit 8E6, 16E6 und 8E2, wegen der fehlenden bzw.
eingeschrankten Affinitat zu GST-p300-4B-5, beteiligt zu sein. Es lasst sich allerdings
nicht sicher sagen, ob sich 8E6 und 16E6 in ihrer Bindung an p300-4B qualitativ
unterscheiden, da eine Bindung von 16E6 an p300-4B-5, auf Grund einer geringeren

Affinitat moglicherweise nicht detektierbar war.
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Abb. 26 Die Bindedomanen von 8E2, 8E6 und 16E6 liberlappen innerhalb von p300-4B

(A) Schematische Darstellung der untersuchten Subfragmente von p300-4B (links) sowie
Bindungsverhalten der eingesetzten 8E2-, 8E6- und 16E6-Proteine an diese Fragmente (rechts).
(B) Interaktionsstudien. Jeweils 2 ug GST-p300-4B 1-5 und GST wurden Uber Glutathion-
Sepharose aufgereinigt, mit 10 ul in Retikulocytenlysat in vitro translatiertem und %°S-markiertem
8E2, 8E6 oder 16E6 inkubiert und anschlieRend viermal mit 100 mM LSDB gewaschen (Spur 1-6).
10% der eingesetzten in vitro-Translationsprodukte sind jeweils in Spur 7 gezeigt. Die gebundenen
Proteine wurden Uber ein 10%-PAG (8E2) oder ein 15%-PAG (8E6/16E6) aufgetrennt und mittels
Autoradiographie visualisiert.
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4.11.2 8EG6 und 16EG6 zeigen ein identisches Bindungsverhalten an p300-4B

Da die TRAM-Region von p300 nur um eine Aminosaure von der von CBP abweicht, war
es Uberraschend, dass keine Interaktion mit 16E6 beobachtet wurde. Trotzdem scheint
diese Region fiur die Interaktion mit 8E2, 8E6 und 16E6 eine Rolle zu spielen. Um die
Bedeutung des TRAM-Moduls genauer zu analysieren und um der Frage einer potentiell
unterschiedlichen Bindung von 8E6 und 16E6 an p300-4B weiter nachzugehen, wurden
zusatzliche Subfragmente von p300-4B als GST-Fusionsproteine in Bakterien exprimiert.
Zum einen wurden zwei um 7 bzw. 26 Aminosauren verlangerte TRAM-Domanen (p300-
4B-TR+7, p300-4B-TR+26) und zum anderen zwei entsprechend verkirzte Fragmente
von p300-4B-5 (p300-4B-5 -7, p300-4B-5 -26) hergestellt. Die aufgereinigten Proteine und
zum Vergleich GST alleine sind in Abb. 27 dargestellt.

©
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Abb. 27 Unterteilung von p300-4B in weitere Subfragmente

Eine schematische Darstellung der verwendeten Subfragmente von p300-4B ist links abgebildet.
Die Fragmente wurden als GST-Fusionsproteine in BL21-Bakterien exprimiert, Uber Glutathion-
Sepharose spezifisch aufgereinigt und Uber ein 10%-PAG aufgetrennt. Ein mit Coomassie-Blau
gefarbtes Gel ist rechts gezeigt.

Fur die Interaktionsanalysen wurden zusatzlich GST-p300-4B-TRAM als Negativkontrolle
und GST-p300-4B-4 als Positivkontrolle eingesetzt (Abb. 28). In vitro translatiertes 8E2
band weder an die verlangerten TRAM-Fragmente (3, 4) noch an die verkirzten p300-
4B-5 Fragmente. Eine Interaktion konnte nur mit der Positivkontrolle GST-p300-4B-4 (7)
beobachtet werden. Beide E6-Proteine zeigten hingegen eine schwache Bindung an
GST-p300-4B-TR +7 (3) sowie eine starkere an GST-p300-4B +26 (4). Sowohl 8E6 als
auch 16E6 konnten hier an die um 7 Aminosauren verkirzte Form von GST-p300-4B-5
(6) binden. Die 26 Aminosauren kirzere Variante (7) wurde jedoch von beiden E6-
Proteinen nicht mehr erkannt.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die TRAM-Region von p300 fir die Interaktion mit
beiden hier untersuchten EG-Proteinen nicht notwendig ist. Vielmehr scheinen die

Aminosauren zwischen 1789 und 1814 fur die Wechselwirkung relevant zu sein. Fur 8E2
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hingegen ist die TRAM-Region fir die Bindung an p300-4B essentiell. Die Bindedomanen
von 8E6 und 16E6 an p300-4B sind daher identisch und Gberlappen mit der von 8E2.
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Abb. 28 8EG6 und 16E6 zeigen ein identisches Bindungsverhalten an p300-4B

(A) Schematische Darstellung der untersuchten Subfragmente von p300-4B (links) sowie
Bindungsverhalten der eingesetzten 8E2-, 8E6- und 16E6-Proteine an diese Fragmente (rechts).
(B) Interaktionsstudie. 2 ug GST-p300-4B-TR, -TR+7, -TR+26, -5-7, -5-26 und -4 sowie GST
wurden Uber Glutathion-Sepharose aufgereinigt, jeweils mit 10 yl in Retikulozytenlysat in vitro
translatiertem und **S-markiertem 8E2, 8E6 bzw. 16E6 inkubiert und anschlieBend viermal mit
100 mM LSDB gewaschen (Spur 2-8). 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind
jeweils in Spur 1 gezeigt. Die gebundenen Proteine wurden uber ein 10%-PAG (8E2) bzw. 15%-
PAG (8E6, 16E6) aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert.
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4.12 Sowohl der N- als auch der C-Terminus von 8EG6 interagieren
mit p300

Wegen der gleichen Bindedomanen von 8E6 und 16E6 innerhalb von p300-4, erschien
eine Repression der 8E2-vermittelten Transaktivierung durch eine kompetitive Bindung
von 8E2 und 16E6 an p300 unwahrscheinlich. Es wurde daher Uberlegt, die Ursache fir
die unterschiedlichen Effekte von 8E6 und 16E6 bei der Modulation der Transkription im
E6-Protein zu suchen.

Das E6-Protein enthalt zwei Zinkfinger-Strukturen, die maRgeblich an den Funktionen des
Proteins beteiligt sind. Im Fall von 16E6 wurde der C-terminale Zinkfinger fur die Bindung
an p300/CBP verantwortlich gemacht. ZIMMERMANN et al. zeigten, dass der C-Terminus
alleine die Wechselwirkung mit CBP vermitteln kann und PATEL et al. beschrieben 16EG-
Mutanten mit kleinen Deletionen im zweiten Zinkfinger, die nur noch eingeschrankt an
p300 banden (PATEL et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1999).

Fur die Identifizierung der Domane von 8E6, die mit p300 interagiert, wurde 8EG6 in zwei
Halften unterteilt: 8E6-N (As 1-93) und 8E6-C (As 94-155). Diese Fragmente sind
homolog zu den entsprechenden 16E6-Domanen, die von ZIMMERMANN et al. verwendet
wurden.

Die entsprechenden PCR-Produkte wurden in den Expressionsvektor pCDNA-FLAG
kloniert, der die Expression von Proteinen mit einem N-terminalen FLAG-Epitop unter der
Kontrolle eines T7- und eines CMV-Promotors erlaubt. Somit konnten dieselben Vektoren
sowohl fur in vitro-Translationen als auch fur transiente Transfektionen eingesetzt werden.
Das N-terminale FLAG-Signal erlaubte aulerdem den Nachweis der zellular exprimierten
Proteine Uber Immunfluoreszenz (Daten nicht gezeigt). Alle in dieser Arbeit folgenden E6-

Derivate wurden in diesen Vektor kloniert.

Um die Bindung von 8E6-N und 8E6-C an p300 zu analysieren, wurden fur
Interaktionsanalysen jene GST-p300-Fragmente eingesetzt, fur die eine Bindung an 8E6
gezeigt wurde: GST-p300-1, -4, -5, -4A und -4B (BECKMANN, 2001). In Abbildung 29 ist zu
erkennen, dass der N-Terminus in diesen Ansatzen vor allem mit Fragment 5 und 4B
interagierte (4, 6). Zu den anderen Fragmenten war die Bindung deutlich schwacher (2, 3,
5), aber im Vergleich zu GST alleine (7) noch vorhanden. Auch der C-Terminus
interagierte mit p300 und zwar hauptsachlich Uber p300-4B (6). Die Bindung an die
Ubrigen Fragmente war hier ebenfalls deutlich weniger ausgepragt, aber noch
nachweisbar (2 - 5). 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind jeweils in
Spur 1 gezeigt. Da die beiden Teilfragmente von E6 mit 8-10 kDa relativ klein waren,
komigrierten diese hier mit einem Globin-Protein aus dem Retikulozytenlysat (FA.

PROMEGA, personl. Mitteilung). Daher wurde vor allem bei 8E6-C das Laufverhalten der
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Vergleichsprobe beeinflusst, so dass sich keine scharfe Bande auszeichnen konnte.
Trotzdem zeigen die Analysen, dass sowohl der N- als auch der C-Terminus von 8E6 an

der Interaktion mit p300 beteiligt ist.
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Abb. 29 8E6 bindet mit seinem N- und C-Terminus an p300

Interaktionsstudie. 2 ug der GST-p300 Fragmente 1, 4, 5, 4A und 4B sowie GST wurden Uber
Glutathion-Sepharose aufgereinigt und mit 10 pl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und
**S-markiertem 8E6-N bzw. 8E6-C inkubiert (jeweils Spur 2 - 7). Jeweils 10% der eingesetzten in
vitro-Translationsprudukte sind in Spur 1 gezeigt. Die gebundenen Proteine wurden Gber ein 15%-
PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. Der obere Teil zeigt schematische
Darstellungen der eingesetzten Proteine.
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4.13 Der C-Terminus von 8E6 stimuliert den Synergismus von
8E2 und p300 bzgl. der HPV8-Genexpression

Nachdem gezeigt wurde, dass beide Fragmente von 8E6 mit p300 interagieren, lag es
nahe Uber fransiente Transfektionsanalysen zu prifen, inwiefern transkriptions-
modulierende Eigenschaften in den separierten Domanen erhalten bleiben.

Fur die folgenden Transfektionsanalysen wurden immer 100 ng, 250 ng und 500 ng
Expressionsvektoren fur die jeweiligen E6-Derivate mit 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng
pCMVB-p300HA, alleine oder in Kombinationen, zusammen mit 500 ng des Reporter-
konstruktes NCR8-Luc in NHEK-Zellen kotransfiziert. Nur die maximalen Effekte, die stets

mit 500 ng des jeweiligen E6-Expressionsvektors beobachtet wurden, sind hier gezeigt.

4.13.1 Der N-Terminus von 8E6 hat einen leicht reprimierenden Einfluss auf den

Synergismus von 8E2 und p300

Der N-Terminus von 8E6 hatte alleine kaum Einfluss auf die basale Aktivitat der SNCR
(Abb. 30). Die 1,8-fache Aktivierung durch 8E2 wurde durch koexprimiertes 8E6-N leicht
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Reporterkonstrukt: NCR8-Luc (500 ng)
Zelllinie: NHEK

Abb. 30 8E6-N reprimiert die E2- und p300-vermittelte HPV8-Genexpression leicht
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-8EG-N wie angegeben in
NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.
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reprimiert, ebenso wie die 4-fache p300-Aktivierung (auf 3-fach). 8E2 und p300
zusammen aktivierten das Reporterkonstrukt hier 10-fach. Dieser Synergismus wurde
durch 8E6-N auf 6-fach reduziert.

4.13.2 Der C-Terminus von 8E6 stimuliert 8E2- und p300-vermittelte Transkription

Der C-Terminus von 8EG6 konnte die Genexpression bereits alleine bis zu 5-fach
stimulieren (Abb. 31). Die 2-fache Aktivierung durch 8E2 wurde mit 8E6-C auf eine
7-fache gesteigert und die 4-fache Stimulation durch p300 auf eine 14-fache. Die
Koexpression aller drei Proteine erzielte einen 48-fachen Anstieg der Luciferase-Aktivitat.
Da 8E2 und p300 hier 10-fach aktivierten, war die Aktivitat nach Uberexpression aller drei
Proteine hoher als die Summe der Einzelkooperativitaten, was auf eine funktionelle

Interaktion aller drei Faktoren zusammen hinweist.
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Abb. 31 8E6-C stimuliert die 8E2- und p300-vermittelte HPV8-Genexpression

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-8E6-C wie angegeben in
NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.
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Zusammenfassend zeigen die Daten, dass sowohl der N- als auch der C-Terminus von
8E6 mit p300 interagieren kdnnen. Hierbei hat jedoch nur der C-terminale Anteil von 8E6
einen deutlichen Einfluss auf die 8E2- und p300-vermittelte Transkription. 8E6-C ist
imstande die HPV8-Genexpression alleine und in Kooperation mit 8E2 und p300 stark zu
aktivieren.

4.14 Eine p300-bindungsdefekte Mutante von 8EG6 verliert die
Fahigkeit Transkription zu aktivieren
Fir 16E6 wurde eine Deletionsmutante beschrieben (16E6-A123-127), die nur noch sehr

schwach an p300 bindet (PATEL et al., 1999). In Transfektionsanalysen war diese Mutante

nicht mehr in der Lage den NF-kB-abhangigen Interleukin8-Promotor zu inhibieren und
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Abb. 32 8E6-C A132-136 bindet nur noch eingeschrankt an p300

Interaktionsstudie. 2 ug der GST-p300 Fragmente 1, 4, 5, 4A und 4B sowie GST wurden Uber
Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit 10 pl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und g
markiertem 8E6-C bzw. 8E6-C- A132-136 inkubiert und anschlieRend viermal mit 100 mM LSDB
gewaschen (jeweils Spur 2 - 7). 10% des eingesetzten in vitro-Translationspruduktes sind jeweils in
Spur 1 gezeigt. Die gebundenen Proteine wurden Uber ein 15%-PAG aufgetrennt und Uber
Autoradiographie visualisiert. Der obere Teil zeigt schematische Darstellungen der eingesetzten
Proteine.
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man Kkorrelierte dies mit der eingeschrankten Bindung der 16EG-Deletionsmutante an
p300 (HUANG und MCCANCE, 2002). Um zu uberprifen, ob die entsprechenden
Aminosauren von 8E6 ebenfalls essentiell fir eine Bindung an p300 und die Aktivierung
der Transkription sind, wurde eine homologe Deletionsmutante von 8E6 und 8E6-C
hergestellt. Nach Sequenzvergleich mit 16E6 wurden hierfur die As 132-136 innerhalb des
zweiten Zinkfingers von 8EG6 deletiert.

In vitro translatiertes 8E6-C-A132-136 wurde zunachst auf seine Fahigkeit an p300 zu
binden untersucht (Abb. 32). Zum Vergleich ist das Bindeverhalten von 8E6-C dargestellt.
Nur bei sehr langer Exposition konnte noch eine schwache Restbindung mit p300-4B (6)

festgestellt werden.
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Abb. 33 Die As 132-136 sind essentiell fiir die Kooperation von 8E6 mit 8E2 und p300
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVpB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-8E6-A132-136 bzw.
500 ng pCDNA-FLAG-8E6-C-A132-136 wie angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrollen
wurden je 500ng pCDNA-FLAG-8E6 und pCDNA-FLAG-8E6-C verwendet. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen
sind angezeigt.
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Um zu Uberprufen, ob das eingeschrankte Bindevermogen der 8E6-Deletionsmutanten an
p300 auch funktionelle  Auswirkungen hat, wurden sie in transienten
Transfektionsanalysen eingesetzt (Abb. 33). Die 4-fache Aktivierung durch 8E2 und p300
zusammen, wurde im Gegensatz zu den entsprechenden Wildtyp-Proteinen (auf jeweils
12-fach) von keiner der beiden Deletionsmutanten beeinflusst. Die Aminosduren 132-136

innerhalb von 8E6 sind somit flir die Kooperation mit 8E2 und p300 essentiell.

4.15 Nur der C-Terminus von 16E6 bindet an p300

Als nachstes wurde die Region von 16E6 bestimmt, die flr die Repression der 8E2- und
p300-vermittelten Aktivierung verantwortlich ist. Hierfir wurde 16E6 zunachst ebenfalls in
eine N- (As 1-84) und eine C-terminale Domane (As 85-151) unterteilt. Eine Interaktion
von 16E6-C mit einem Fragment von CBP, das mit den As 1683 - 1839 von p300
homolog ist, wurde bereits von ZIMMERMANN et al. gezeigt. Eine Bindung von 16E6-N an
dieses Fragment konnten sie nicht beobachten. Weitere Regionen von CBP wurden mit
16E6 nicht getestet (ZIMMERMANN et al., 1999).

Fur die hier durchgefiihrten Interaktionsanalysen wurden die Fusionsproteine GST-p300-
1,-4,-5,-4A und -4B verwendet. Diese p300-Fragmente waren bereits in friheren
Experimenten von 16E6 gebunden worden (BECKMANN, 2001). 16E6-N wurde von keinem
dieser GST-p300-Fragmente prazipitiert (Abb. 34). Der C-Terminus hingegen band an
GST-p300-4, -5, -4A und -4B (3-6). Im Gegensatz zu 8EG interagiert bei 16E6 nur der C-

Terminus mit p300.
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Abb. 34 16E6 bindet nur mit seinem C-Terminus an p300

Interaktionsstudie. 2 ug der GST-p300 Fragmente 1, 4, 5, 4A und 4B sowie GST wurden Uber
Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit 10 ul in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und **S-
markiertem 16E6-N bzw. 16E6-C inkubiert und anschlieRend viermal mit 100 mM LSDB
gewaschen (jeweils Spur 2 - 7). 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind jeweils
in Spur 1 gezeigt. Die gebundenen Proteine wurden Uber ein 15%-PAG aufgetrennt und mittels
Autoradiographie visualisiert. Der obere Teil zeigt schematische Darstellungen der eingesetzten
Proteine.

4.16 Der C-Terminus von 16E6 inhibiert den Synergismus von
8E2 und p300 bzgl. der HPV8-Genexpression

Wie bereits erwahnt konnten ZIMMERMANN et al. zeigen, dass der C-Terminus von 16E6
ausreicht, um p53-vermittelte Transaktivierung zu reprimieren. Die N-terminale Doméane
hatte hingegen keinen Einfluss auf die Modulation der Genexpression. Um diese
Beobachtung auch fir die 8E2-vermittelte Aktivierung der Transkription zu Uberprifen,
wurden die beiden 16E6-Fragmente analog zu Kapitel 4.13 in transienten

Transfektionsanalysen eingesetzt.
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4.16.1 16E6-N hat keinen Einfluss auf die 8E2- und p300-vermittelte Aktivierung
16E6-N erzeugte hier mit keiner der getesteten Konzentrationen, weder alleine noch in
Kombination mit 8E2 und p300, einen nennenswerten Effekt (Abb. 35). Das Ergebnis

korreliert somit mit einer fehlenden Bindung von 16E6-N an p300.
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Abb. 35 16E6-N hat keinen Einfluss auf die 8E2- und p300-vermittelte HPV8-Genexpression
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen mit
500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-N wie angegeben in
NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhéangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

4.16.2 Der C-Terminus von 16E6 reprimiert 8E2- und p300-vermittelte Transkription

Der C-Terminus von 16E6 reprimierte bereits alleine die basale Promotoraktivitat sowie
die 8E2- und die p300-vermittelte Aktivierung um 50% (Abb. 36). Der Synergismus von
8E2 und p300 (10-fach) wurde durch 16E6-C auf 3-fach gesenkt. Diese Daten zeigen,
dass der C-Terminus von 16E6 auch im Fall der 8E2- und p300-vermittelten

Transaktivierung fir eine Repression ausreicht.
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Abb. 36 16E6-C reprimiert die von 8E2 und p300 vermittelte HPV8-Genexpression

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen mit
500 ng pCMVpB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C wie angegeben in
NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

4.17 Die Aminosauren 123-127 von 16E6 sind wichtig fir die
reprimierende Funktion in 16E6-C

Um die Ursache der reprimierenden Funktion in der C-terminalen Domane von 16E6 zu
identifizieren, wurde zunachst die bereits erwdhnte 16E6-A123-127-Deletionsmutante
getestet. Die Deletion der As 123-127 schwacht die Interaktion von 16E6 mit p300
deutlich ab (PATEL et al., 1999). In vitro translatiertes 16E6-C-A123-127 zeigte hier
ebenfalls eine eingeschrankte Affinitdt zu p300 (Daten nicht gezeigt). Es stellte sich daher
die Frage, ob die Deletion im C-Terminus von 16E6 auch dessen reprimierende Funktion
beeinflusst.

Wahrend 16E6-A123-127 vergleichbar zu 16E6 und 16E6-C bereits die basale
Promotoraktivitat von NCRS8-Luc reprimierte, beeinflusste 16E6-C-A123-127 sie kaum
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(Abb. 37). Auch die kooperative Aktivierung durch 8E2 und p300 wurde durch 16EG-
A123-127 ahnlich wie durch 16E6 reprimiert. 16E6-C-A123-127 senkte die Aktivierung
durch 8E2 und p300 zwar ebenfalls, doch war die Repression nicht so ausgepragt wie mit
16E6-C. Die reprimierende Funktion im C-Terminus wird durch die Deletion der As 123-
127 geschwacht, was mit einer geringeren Bindungsaffinitat zu p300 korreliert. Die
Mutation hat jedoch im vollstandigen E6-Protein keine Bedeutung. Dies impliziert, dass
auch der N-Terminus unabhangig von einer Bindung zu p300 zur Repression der 8E2-

und p300-vermittelten Aktivierung beitragen kann.
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Abb. 37 Die As 123-127 sind wichtig fiir die reprimierende Funktion in 16E6-C

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-A123-127 bzw.
500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C-A123-127 wie angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrollen
wurden jeweils 500 ng pCDNA-FLAG-16E6 und pCDNA-FLAG-16E6-C verwendet. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen
sind angezeigt.
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4.18 Das PDZ-Domanen-Bindemotiv von 16E6 ist in der
Modulation von Transkription involviert

Die bislang gezeigten Daten deuten darauf hin, dass eine Bindung an p300 fir die
jeweilige Funktion im C-Terminus der E6-Proteine notwendig ist. Da jedoch beide E6-
Proteine dieselben Regionen von p300 erkennen, sollte es in ihrem C-Terminus
mindestens eine unterschiedliche Funktion geben, wodurch die jeweiligen Effekte zu
erklaren sind. Im C-Terminus unterscheiden sich die beiden EG-Proteine in einem
wesentlichen Merkmal. 16E6 besitzt an seinem C-terminalen Ende mit den Aminosauren
E-T-Q-L ein PDZ-Domanen-Bindemotiv (Konsensussequenz: X-S/T-X-V/L). Bei 8E6 fehlt
ein solches Motiv. Die Bedeutung des PDZ-Bindemotivs von mukdsen Hochrisiko-E6-
Proteinen wird erst seit kurzem erforscht. Bisherige Daten zeigen, dass verschiedene
PDZ-Proteine (hDLG, hScrib, MUPP1 und MAGUKSs) Uber dieses Motiv gebunden und
zum Teil in die ubiquitinabhangige Proteolyse gefiihrt werden kénnen. Auflderdem konnte
gezeigt werden, dass dieses Motiv zum transformierenden Potential der E6-Proteine
beitragt (KIYONO et al., 1997; GARDIOL et al., 1999; NAKAGAWA et al., 2000; LEE et al.,
2000b; THOMAS et al., 2002). Ein Einfluss dieses Motivs auf die Modulation von

Transkription wurde bislang noch nicht untersucht.

4.18.1 Bindung von 16E6-C -ETQL an p300

Um eine potentielle Rolle des PDZ-Bindemotivs von 16E6 bei der Modulation der
Transkription zu klaren, wurde zunachst eine C-terminal um vier Aminosauren verkurzte
Deletionsmutante (-ETQL) von 16E6-C hergestellt. ZIMMERMANN et al. konnten zeigen,
dass diese Deletion keinen Einfluss auf die Bindung zur C/H3-Doméane von CBP hat. /In
vitro translatiertes 16E6-C -ETQL interagierte auch hier genau wie 16E6-C (vgl. Kapitel
4.15) mit den GST-p300-Fragmenten 4, 5, 4A und 4B (3 - 6) (Abb. 38). Die Deletion der
ETQL-Domane von 16E6 beeinflusst daher die Bindung an p300 nicht.
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Abb. 38 16E6-C -ETQL bindet an p300

Interaktionsstudie. 2 ug der GST-p300 Fragmente 1, 4, 5, 4A und 4B sowie GST wurden Uber
Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit 10 pl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und **S-
markiertem 16E6-C -ETQL inkubiert und anschlieBend viermal mit 100 mM LSDB gewaschen
(Spur 2-7). 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind in Spur 1 gezeigt. Die
gebundenen Proteine wurden uber ein 15%-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie
visualisiert. Der obere Teil zeigt schematische Darstellungen der eingesetzten Proteine.

4.18.2 Die PDZ-Bindedomane von 16E6 vermittelt Repression

AnschlielRend wurde die Auswirkung der Deletion des ETQL-Motivs auf die Kooperation
von 8E2 und p300 untersucht (Abb. 39). Wahrend 16E6-C auch in diesen Ansatzen
sowohl alleine als auch in Kombination mit 8E2 und p300 effektiv die Transkription
reprimierte, zeigte hingegen 16E6-C -ETQL keine Repression mehr. Die 8E2-vermittelte
Aktivierung und der Synergismus von 8E2 und p300 wurden nur wenig beeinflusst,

wahrend die p300-vermittelte Aktivierung leicht von 3-fach auf 4,5-fach gesteigert wurde.
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Abb. 39 Das ETQL-Motiv von 16E6 reprimiert 8E2- und p300-vermittelte Transkription
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C -ETQL wie
angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrolle wurden 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C verwendet.
Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angezeigt.

Diese Daten demonstrieren, dass bei der Repression der 8E2- und p300-vermittelten
Genexpression durch den C-Terminus von 16E6 das PDZ-Bindemotiv eine wichtige Rolle
spielt. Eine Deletion dieses Motivs hat keinen Einfluss auf die Bindung an p300, hebt aber

die Repression durch 16E6-C auf.
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4.19 Die PDZ-Bindedomane kann die aktivierende Funktion von
8EG6-C inhibieren

Vor kurzem wurde gezeigt, dass die Fusion der PDZ-Bindedomane von 18E6 an den C-
Terminus von E6-Proteinen, die nicht Giber solch ein Motiv verfiigen, diese ebenfalls zur
Bindung von PDZ-Proteinen befahigen. Fur eine entsprechende 8E6-Chimare wurde eine
Interaktion mit hDIlg und MAGI-1 gezeigt. Darliber hinaus war 8E6 mit dieser Doméane
imstande hDIg in vivo leicht zu degradieren (PIM et al., 2002).

Um zu Uberprifen, ob das PDZ-Bindemotiv von 16E6 flur die Repression ausreichend ist,
wurde das ETQL-Motiv von 16E6 an den C-Terminus von 8E6-C fusioniert, das sich zuvor

als starker Aktivator der HPV8-Genexpression erwiesen hatte (vgl. Kapitel 4.13.2).

4.19.1 Bindung von 8E6-C +ETQL an p300

Auch hier wurde zunachst das Bindeverhalten von 8E6-C +ETQL an p300 Uberpruift (Abb.
40). 8E6-C +ETQL zeigte kein anderes Bindemuster und interagierte wie 8E6-C
hauptsachlich mit GST-p300-4B (6) (vgl. Kapitel 4.12).
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Abb. 40 8E6-C +ETQL bindet an p300

Interaktionsstudie. 2 ug der GST-p300 Fragmente 1, 4, 5, 4A und 4B sowie GST wurden Uber
Glutathion-Sepharose aufgereinigt, mit 10 pl in Retikulozytenlysat in vitro translatiertem und *°S-
markiertem 8E6-C +ETQL inkubiert und anschlielfend viermal mit 100 mM LSDB gewaschen (Spur
2-7). 10% des eingesetzten in vitro-Translationsproduktes sind in Spur1 gezeigt. Die
gebundenen Proteine wurden Uber ein 15%-PAG aufgetrennt und mittels Autoradiographie
visualisiert. Der obere Teil zeigt schematische Darstellungen der eingesetzten Proteine.
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4.19.2 Aktivierung der Transkription durch 8E6-C wird nach dessen Fusion mit

einem PDZ-Bindemotiv inhibiert

8E6-C +ETQL war im Gegensatz zur Positivkontrolle 8E6-C in keiner der hier getesteten
Konzentrationen in der Lage die Genexpression zu aktivieren (Abb. 41). Ebenso kam es
durch 8E6-C +ETQL zu keiner nennenswerten Beeinflussung der 8E2- und der p300-
vermittelten Stimulation. Die PDZ-Bindedoméane reichte somit aus, um die Aktivierung der

Transkription durch 8E6-C zu inhibieren.
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Abb. 41 Die ETQL-Domaéne von 16E6 reprimiert Aktivierung durch 8E6-C

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVp-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-8E6-C +ETQL wie
angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Positivkontrolle wurden 500 ng pCDNA-FLAG-8E6-C
verwendet. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen sind angezeigt.
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4.20 Der N-Terminus von 16E6 enthalt eine vom PDZ-Bindemotiv
unabhangige reprimierende Funktion

Bisher wurde der Einfluss der PDZ-Bindedomane nur mit dem C-Terminus von 16E6
getestet. Dies lasst noch keine Rickschlisse auf ihre Funktion im vollstandigen 16E6 zu.
Mit E6-AP, E6-BP, AMF-1/Gps2 und p53 sind Proteine beschrieben, fir deren Bindung
sowohl Aminosauren im N- als auch im C-Terminus von 16E6 bendtigt werden (LIU et al.,
1999; DEGENHARDT und SILVERSTEIN, 2001). Die Gesamtstruktur von E6 ist also
bedeutend fur viele Protein-Protein-Interaktionen und somit auch fur wichtige Funktionen.
Daher wurde eine C-terminal um vier Aminosauren verkirzte Deletionsmutante von 16E6

(16E6 -ETQL) hergestellt und ebenfalls in Transfektionsanalysen untersucht (Abb. 42).
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Abb. 42 Der N-Terminus von 16E6 enthilt eine reprimierende Funktion

Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVp-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C -ETQL bzw.
500 ng pCDNA-FLAG-16E6 -ETQL wie angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrollen wurden
jeweils 500ng pCDNA-FLAG-16E6-C und pCDNA-FLAG-16E6 verwendet. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen

sind angezeigt.
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Im Gegensatz zu 16E6-C -ETQL reprimierte 16E6 -ETQL in diesen Ansatzen die
Transkription. Die basale Genexpression wurde zwar nur wenig beeinflusst, aber die 8E2-
und p300-vermittelte Aktivierung wurde von 7,5-fach auf knapp 2-fach reduziert. Dies
impliziert, dass auch im N-Terminus eine reprimierende Funktion vorhanden ist, die erst in

Gegenwart des C-Terminus wirkt und unabhangig von dem PDZ-Bindemotiv ist.

4.21 Die reprimierenden Funktionen von 16E6 wirken auch auf
die 16E2-vermittelte Genexpression der 16LCR

Um sicherzustellen, dass die beobachteten reprimierenden Funktionen von 16E6 nicht auf
die Promotorsituation der 8NCR bzw. auf das 8E2-Protein zurtickzufiihren sind, wurden
entsprechende Transfektionsanalysen mit dem Reporterkonstrukt 16LCRE7-Luc und
16E2 wiederholt. Mittlerweile konnte eine Bindung von 16E2 an p300 Uber die Fragmente
p300-1, p300-4 und p300-5 gezeigt werden (KRUPPEL, pers. Mitteilung). Das 16LCR-
Reporterkonstrukt beinhaltet die komplette HPV16-LCR von Position 6150 bis 885. Somit
ist auch der spate Promotor in Position 670 enthalten. In Vorversuchen konnte auch mit
diesem Konstrukt eine synergistische Aktivierung durch 16E2 und p300 beobachtet
werden. Ebenso konnte 8E6 auch diesen Synergismus zusatzlich stimulieren, wahrend es
mit 16E6 zu einer Repression kam (Daten nicht gezeigt).

Die Effekte mit den C-terminalen Deletionsmutanten von 16E6 und 16E6-C waren
vergleichbar zu den Transfektionen mit NCR8-Luc und 8E2 (Abb. 43). 16E6-C -ETQL
hatte alleine kaum Einfluss auf die basale Promotoraktivierung. Wahrend die 16E2-
vermittelte Aktivierung leicht gehemmt wurde, konnte 16E6-C -ETQL die Stimulation der
Genexpression durch p300 von 4-fach auf 8-fach verdoppeln. Die synergistische
Aktivierung durch 16E2 und p300 wurde wiederum nicht beeinflusst. 16E6 -ETQL
reprimierte sowohl die basale Promotoraktivitat als auch die Aktivierung durch 16E2 und
p300. Diese Ergebnisse bestatigen, dass die beobachteten Effekte der 16E6-Derivate
nicht spezifisch flr die 8NCR oder fur 8E2 sind.
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Abb. 43 16E6 -ETQL reprimiert auch die 16E2- und p300-vermittelte Aktivierung der 16LCR
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt 16LCRE7-Luc (500 ng) wurde
zusammen mit 500 ng pCMVB-p300HA, 5 ng pCMV-16E2 sowie 500 ng pCDNA-FLAG-16E6-C
-ETQL bzw. 500 ng pCDNA-FLAG-16E6 -ETQL wie angegeben in NHEK kotransfiziert. Die Balken
reprasentieren die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen
sind angezeigt.

4.22 Die reprimierende Funktion im N-Terminus von 16E6 ist
unabhangig von E6-AP-Bindung

Die reprimierende Domane im N-Terminus von 16E6 bendtigt flr ihre Funktion den C-
terminalen Anteil von E6. Die Ubiquitin-Ligase E6-AP bindet an den N-Terminus. Uber
Bildung eines trimeren Komplexes mit p53, wird p53 in die ubiquitinabhangige Proteolyse
geflihrt (SCHEFFNER et al., 1993). Fur diesen Prozess sind auch Aminosauren im C-
terminalen Bereich wichtig (NAKAGAWA et al., 1995). Durch Proteolyse von p53 kann E6-
AP somit auch p53-abhangige Transkriptionsprozesse indirekt beeinflussen. Es wurde
jedoch gezeigt, dass eine 16E6-Mutante, die nicht mehr E6-AP bindet (16E6-L50G),
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weiterhin p53-vermittelte Aktivierung reprimieren kann (ZIMMERMANN et al., 1999). Um zu
testen, ob fur die Repression der 8E2-vermittelten Aktivierung durch den N-Terminus von
16E6 eine Bindung von E6-AP bendtigt wird, wurde eine entsprechende Punktmutation in
16E6 -ETQL eingefuhrt (16E6L50G -ETQL).

In transienten Transfektionsanalysen (Abb. 44) zeigte sich, dass auch 16E6L50G -ETQL
die Genexpression des Reporters NCR8-Luc alleine und auch den Synergismus von 8E2
und p300 reprimierte, so dass die Bindung von E6-AP fir die reprimierende Funktion im

N-Terminus im Fall der 8E2-vermittelten Aktivierung wohl keine Rolle spielt.
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16E6L50G -ETQL
(500 ng) + +
8E2 (10 ng) —_—
p300 (500 ng) —t—
Reporterkonstrukt: NCR8-Luc (500 ng)
Zelllinie: NHEK

Abb. 44 Repression iiber den N-Terminus von 16 E6 ist unabhdngig von E6-AP-Bindung
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen
mit 500 ng pCMVB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 sowie 500 ng pCDNA-FLAG-16E6L50G -ETQL wie
angegeben in NHEK kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.
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4.23 Die reprimierende Funktion im N-Terminus von 16E6 ist in
8E6 nicht vorhanden

Die N-Termini von 8E6 und 16E6 sind zu ca. 20% konserviert. Um die reprimierende
Funktion des N-Terminus zu bestatigen, wurden E6-Hybridproteine hergestellt. Hierflr
wurde der N-Terminus von 8E6 (As 1-93) mit dem C-Terminus von 16E6 (As 84-151) oder
mit 16E6-C -ETQL (As 84-147) fusioniert sowie der N-Terminus von 16E6 (As 1-83) mit
dem C-Terminus von 8E6 (As 94-155) (Abb. 45).

8E6N/16E6C: 8EG6-N: 16E6-C:
85 151
I
As: 1 93
16E6-C
8E6N/16E6C -ETQL: gEG-N: -ETQL:
85 147
I
As: 1 93
16E6N/8E6C: 16E6-N: 8E6-C:
94 155
[
As: 1 84

Abb. 45 Schematische Darstellung der E6-Hybridproteine

Die Rolle der Chimaren wurde in Transfektionsanalysen zusammen mit 8E2, p300 und
dem Reporterkonstrukt NCR8-Luc in NHEK-Zellen getestet. Als Kontrollen wurden jeweils
500 ng Expressionsvektoren fur 16E6 und 16E6-C bzw. 8E6 und 8E6-C eingesetzt.

Sowohl 8EG6N/16E6C als auch B8EG6N/16EGC -ETQL beeinflussten die basale
Promotoraktivitat alleine nur wenig (Abb. 46). Die Aktivierung durch 8E2 und p300 wurde
von 8EGN/16E6C leicht reprimiert. 8E6GN/16E6C -ETQL zeigte hingegen keinen Effekt.
Dies bedeutet, dass 8E6-N im Gegensatz zu 16E6-N keine reprimierende Funktion in
Gegenwart des C-Terminus von 16E6 besitzt und darlber hinaus den inhibitorischen

Einfluss im C-Terminus von 16E6 abschwéacht.
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Abb. 46 Die reprimierende Funktion im N-Terminus von 16EG6 ist bei 8E6-N nicht konserviert
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen mit
500 ng pCMVpB-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-8E6N/16E6C bzw. pCDNA-
FLAG-8E6N/16E6C -ETQL wie angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrollen wurden jeweils
500 ng pCDNA-FLAG-16E6 und pCDNA-FLAG-16E6-C verwendet. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

Im umgekehrten Fall hob die Fusion von 16E6-N an 8EG-C die aktivierende Funktion von
8E6G-C auf (Abb. 47). Im Vergleich zu 8E6 und 8E6-C konnte 16EGN/8EGC die
Reportergen-Aktivierung alleine nicht mehr erhdhen und die Genexpression durch 8E2
und p300 nicht weiter stimulieren.

Zusammenfassend deuten die Daten darauf hin, dass die reprimierende Funktion im N-

Terminus unter den E6-Proteinen nicht konserviert ist.
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Abb. 47 16EG6N reprimiert Aktivierung liber 8E6-C
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt NCR8-Luc (500 ng) wurde zusammen

mit 500 ng pCMVp-p300HA, 10 ng pCB6-8E2 und 500 ng pCDNA-FLAG-16E6N/SBEGC wie
angegeben in NHEK kotransfiziert. Als Kontrollen wurden jeweils 500 ng pCDNA-FLAG-8E6 und
pCDNA-FLAG-8E6-C verwendet. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

4.24 16E6-C reprimiert nicht die p53-vermittelte Aktivierung

Wie bereits erwahnt, konnten ZIMMERMANN et al. zeigen, dass der C-Terminus von 16E6
ausreicht, um p53-vermittelte Aktivierung eines p53-responsiven Promotors zu
reprimieren. Ob das PDZ-Bindemotiv dabei eine Rolle spielt, wurde nicht untersucht. Um
dies zu testen, wurden transiente Transfektionen mit einem Reporterkonstrukt, das eine

p53-Bindestelle vor dem basalen Promotor des hsp70-Gens enthalt, durchgefihrt (Abb.
48).
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Abb. 48 16E6-C ist nicht an der Repression der p53-vermittelte Aktivierung beteiligt
Transiente Transfektionsanalysen. Das Reporterkonstrukt p53-CON (500 ng), das den basalen
Promotor des hsp70-Gens und eine p53-Bindestelle enthalt, wurde zusammen mit 10 ng pCp53-wt
sowie jeweils 500 ng pCDNA-FLAG-16ES6, -16E6 -ETQL, -16E6L50G -ETQL, -16E6-C und -16E6-
C -ETQL wie angegeben in C33A kotransfiziert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte aus
zwei unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichungen sind angezeigt.

10 ng des p53-Expressionsvektors aktivierten den Promotor 6-fach. Die getesteten E6-
Proteine hatten alleine keinen nennenswerten Einfluss auf die basale Promotoraktivitat.
Die p53-vermittelte Aktivierung wurde von 16E6-wt, 16E6 -ETQL und 16E6L50G -ETQL
um etwa 50% reduziert. 16E6-C und 16E6-C -ETQL zeigte hier hingegen beide keinen
inhibitorischen Effekt. Dies deutet darauf hin, dass der C-Terminus von 16E6 in diesem
System, weder Uber die von ZIMMERMANN et al. postulierte kompetitive Bindung mit p53

an p300 noch tber das PDZ-Bindemotiv eine reprimierende Funktion ausubt.
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5. Diskussion

Die zellularen Koaktivatoren p300 und CBP spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Genexpression. Sie sind integrale Bestandteile des RNA-Polymerase II-Holoenzyms
und dartber hinaus in der Lage Chromatin zu modulieren, um reprimierende Effekte durch
Nukleosomenstrukturen aufzuheben. Uber Interaktionen mit einer Reihe von zelluléaren
Transkriptionsaktivatoren sind sie an wichtigen Signalprozessen wie Proliferation und
Differenzierung beteiligt. Die hier prasentierten Daten zeigen, dass p300 auch von HPV8
bendtigt wird, um die virale Genexpression zu regulieren. Mit E2 und E6 sind mindestens
zwei Proteine von HPV8 imstande mit p300 zu interagieren und die Aktivierung der viralen
Genexpression zu stimulieren. Innerhalb der PV-Familie scheint jedoch die Funktion des
E6-Proteins bezlglich der Modulation der viralen Promotoraktivitat unterschiedlich zu
sein, da im Fall von 16E6 eine starke Repression der E2- und p300-vermittelten

Aktivierung beobachtet werden konnte.

In meiner Diplomarbeit durchgefiihrte Transfektionsstudien zur funktionellen Wechsel-
wirkung zwischen 8E2 und p300 bezogen sich auf ein synthetisches Reporterkonstrukt
mit vier E2- und zwei Sp1-Bindestellen. Durch Uberexpression von p300 konnte die E2-
vermittelte Transaktivierung um den Faktor 1,5 gesteigert werden (MULLER, 1999). Wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist der Synergismus von 8E2 und p300 in der
naturlichen Promotorumgebung von HPV8 wesentlich starker. Die Aktivierung durch 8E2
konnte mit zusatzlich Uberexprimiertem p300 um den Faktor sieben stimuliert werden.
Anders als beim Reporter CMV-Luc konnte p300 bereits alleine die HPV8-Genexpression
aktivieren. Dies impliziert, dass auch bestimmte zelluldare, an die NCR von HPV8
bindende Faktoren p300 zur Aktivierung der HPV8-Genexpression rekrutieren. Die NCR
von HPVS8 enthalt eine Reihe von Bindestellen fiir zellulare Transaktivatoren wie AP-1,
NF-1, YY1, RUNX-1/AML-1 und p53 (MAY et al., 1991; PAJUNK et al., 1997; SCHMIDT et
al., 1997; AKGUL, 2002), von denen einige ebenfalls p300 binden und als Koaktivator
verwenden (LEE et al., 1996; KITABAYASHI et al., 1998; LILL et al., 1997). Es ist daher
vorstellbar, dass einer oder mehrere dieser Faktoren zusammen mit 8E2 einen p300-
abhangigen Verstarker-Komplex bilden. Hierbei kénnten die DNA-Bindungen bzw.
Protein-Protein-Interaktionen dieser Proteine Uber p300 am Zielpromotor stabilisiert
werden, so dass die Transkription effizienter eingeleitet wird. Solche p300-assoziierten
Verstarker-Komplexe wurden schon mehrfach beschrieben und ein derartiges Modell wird
aktuell auch fir die Aktivierung der frihen HPV18-Genexpression diskutiert (MINK et al.,
1997; BARTHEL et al., 2003; BOUALLAGA et al., 2003).
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Friher wurde bereits gezeigt, dass die E2-vermittelte Aktivierung der HPV8-
Genexpression hauptsachlich den spaten Promotor in Position 7535 betrifft, der von 8E2
dosisabhangig reguliert wird. Hohe E2-Mengen reprimieren den Promotor Uber die
Bindung von E2 an die niedrigaffine P2-Bindestelle (STUBENRAUCH et al., 1996). Auch die
Kooperation von 8E2 und p300 wird bei hdheren E2-Mengen schwacher, bis die Aktivitat
mit der hochsten hier eingesetzten E2-Konzentration fast ganz reprimiert wird. Bei dieser
Beobachtung handelt es sich nicht um einen ,Squelching®-Effekt. Hierbei wirden hohe
E2-Mengen limitiert vorhandene zelluldre Faktoren fUr die Aktivierung der Transkription
austitrieren und somit zu einer geringeren Transkriptionsaktivitat fuhren. Dieser Effekt
wurde bereits bei anderen Transkriptionsfaktoren beobachtet (GILL und PTASHNE, 1988).
Da jedoch die DNA-bindungsdefekte 8E2-mt429-Mutante selbst in den hdchsten hier
getesteten Mengen keinen reprimierenden Effekt zeigte, ist es naheliegend, dass die
Repression Uber die Bindung von 8E2 an P2 vermittelt wird und somit auch der
Synergismus von 8E2 und p300 den spaten Promotor von HPV8 betrifft. Unterstitzt wird
dies durch die Beobachtung, dass eine Mutation der P2-Bindestelle zu einer Erhdhung
der Aktivitat durch 8E2 und der Kooperation von 8E2 und p300 flhrte.

Mit allen getesteten 8NCR-Konstrukten, in denen die P2-Bindestelle mutiert war, zeigte
p300 alleine eine etwas geringere Aktivierung der basalen Promotoraktivitat. Dies kdnnte
darin begrindet sein, dass durch die Mutation der P2-Bindestelle auch die
Erkennungssequenz von RUNX-1/AML-1 betroffen ist. Dieser fur die Basalaktivitat des
spaten Promotors wichtige Faktor bindet ebenfalls an p300 (KITABAYASHI et al., 1998) und
kdnnte daher ein integraler Bestandteil eines p300-abhangigen Verstarker-Komplexes flr
die HPV8-Genexpression sein.

Die Mutationsanalyse der E2-Bindestellen innerhalb der 8NCR ergab, dass PO und P1,
die malgeblich an der Aktivierung durch E2 alleine beteiligt sind (STUBENRAUCH et al.,
1994), auch fir den Synergismus mit p300 bendtigt werden, wahrend die P3- und die P4-
Erkennungssequenz nur eine untergeordnete Rolle spielen. Dies impliziert, dass bereits

fur die moderate Aktivierung durch E2 alleine endogenes p300 von Bedeutung ist.

Die Genexpression eines NCR8-Konstruktes, in dem alle bekannten E2-Bindestellen
mutiert waren, konnte immer noch von 8E2 alleine und in Kooperation mit p300 aktiviert
werden. Hierfir waren weder eine restliche DNA-Bindung von 8E2 noch bislang nicht
identifizierte Erkennungssequenzen verantwortlich, da eine Punktmutante von 8E2, die
nicht mehr an DNA binden kann, vergleichbare Effekte aufwies. Dies impliziert, dass 8E2
auch Uber Protein-Protein-Interaktionen an den Promotor rekrutiert werden kann. Hierfir

kommen neben p300 auch andere DNA-bindende Aktivatorproteine in Frage, die
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Bindestellen innerhalb der 8NCR besitzen und zusétzlich mit 8E2 interagieren, wie zum
Beispiel YY1 (PAJUNK et al., 1997; ADAM, 2001).

Da 8E2 und Uberexprimiertes p300 kooperieren, scheint die Menge an endogenem p300
ein limitierender Faktor fur die Aktivierung durch 8E2 in den hier verwendeten
Keratinozyten zu sein. In der Tat wird vermutet, dass p300 unter physiologischen
Bedingungen nur in begrenzten Mengen vorhanden ist (YAO et al., 1998b). Da p300 in
sehr vielen, teilweise auch antagonistischen Signalwegen involviert ist, wird
angenommen, dass viele Transaktivatoren um einen begrenzten ,Pool“ von p300
kompetieren und dadurch physiologische Prozesse reguliert werden (CHAN und THANGUE,
2001). PV E2-Proteine kdnnten daher zusatzlich in dieses empfindliche System eingreifen
und p300-abhangige zellulare Prozesse zu Gunsten des Virus beeinflussen.

8E2 konnte Uber die DNA-unabhangige Bindung an p300 auf’erdem in der Lage sein
spezifisch zellulare, Uber p300 regulierte Promotoren zu erreichen, um dort die
Genexpression der Zielgene zu beeinflussen. Die von E6 und E7 gestorte
Zellzykluskontrolle kénnte Uber diesen Weg wiederhergestellt werden, indem 8E2 zum
Beispiel die p300-abhangigen Differenzierungsprozesse zusatzlich stimuliert. p300 muss
auch in diesem Fall nicht die einzige Plattform darstellen, da 8E2 beispielsweise auch
iiber Bindung an Sp1 den p21"**"“1_promotor aktivieren kann (STEGER et al., 2002).

Es wurden bereits friher zellulare, virale und synthetische Promotoren beschrieben, die
keine putativen E2-Bindestellen enthalten, aber von BPV1 E2 aktiviert werden konnten.
p300 kdnnte hierbei ein Mediator gewesen sein. So wurde zum Beispiel flr die beiden
viralen Promotoren RSV-LTR (Rous Sarkomavirus-long terminal repeat) und MSV
(Moloney murine Sarcomavirus)-LTR demonstriert, dass beide von C-terminal verkurzten,
DNA-bindungsdefekten E2-Proteinen aktiviert werden kdénnen (HAUGEN et al., 1988).
Beide Promotoren werden auch in Abhangigkeit von p300 reguliert. So rekrutiert BRCA1
am RSV-Promotor p300 fir eine effiziente Aktivierung der Transkription und Ets-1, das
ebenfalls p300 fir seine spezifische Aktivitat bendtigt, bindet an den MSV-Promotor (PAO
et al., 1999; GUNTHER et al., 1990; YANG et al., 1998).

Die AD von 8E2 war in hohen Konzentrationen ausreichend, um die HPV8-Genexpression
zu stimulieren. Aufllerdem war sie imstande mit p300 zu kooperieren, obwohl die
Wechselwirkung mit p300 in vitro nur sehr schwach war. Es ist jedoch denkbar, dass die
Interaktion in vivo durch weitere Faktoren verstarkt wird. So kann zum Beispiel
AMF-1/Gps2 die Bindung der AD von BPV1 E2 an p300 verstarken (PENG et al., 2000).
Andererseits ware es mdglich, dass die AD nur als Dimer effektiv mit p300 interagiert,

ahnlich wie CREB, das als Monomer nicht mehr in der Lage ist an CBP zu binden (Wu
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und MCMURRAY, 2001). Unterstltzend fir diese Annahme kénnte die Beobachtung sein,
dass es innerhalb von p300-4 zwei unabhangige benachbarte Bindedoméanen fiir 8E2 gibt
(MULLER, 1999), so dass 8E2 hier theoretisch als Dimer binden kdnnte. Dies kdnnte auch
eine Erklarung dafur sein, warum die 8E2-AD erst in sehr hohen Konzentrationen
Transkription aktivierte. Eine Deletionsmutante, der nur die C-terminale DBD fehite,
konnte die Genexpression schon in geringeren Mengen aktivieren. Diese Mutante kann
zwar ebenfalls keine Dimere ausbilden, jedoch zeigte die Hinge-Domane eine sehr starke
in vitro-Interaktion mit p300, die daher vielleicht auch in vivo eine Rolle spielt. Allerdings
lokalisierte die AD sowohl cytoplasmatisch als auch nuklear (Daten nicht gezeigt;
Hadaschik, 2002), so dass auch eine weniger strikte nukleare Lokalisation der AD, in der

noch keine NLS-Signale identifiziert wurden, eine Rolle spielen koénnte.

Die Interaktion der Hinge-Domane mit p300 koénnte spezifisch fir 8E2 sein, da eine
entsprechende Interaktion mit der 18E2-Hinge nicht beobachtet wurde. 8E2 enthalt in
seiner Hinge-Region viele Arginin/Serin (RS)-Domanen, fir die eine Beteiligung am
Spleil3-Prozess vermutet wird (LAI et al., 1999). RS-Domanen sind in der Lage Protein-
Protein-Interaktionen mit anderen RS-Proteinen zu vermitteln und sind mdglicherweise
auch fur die Wechselwirkung mit p300 relevant, obwohl in p300 keine definierten RS-
Regionen vorhanden sind (BOUCHER et al., 2001). Uber Phosphorylierungen kénnte die

Interaktion zudem einer Regulation unterliegen.

Uber Interaktionsanalysen mit bakteriell exprimierten und spezifisch aufgereinigten 8E2-
und p300-HAT-Proteinen, konnte erstmals eine direkte Interaktion zwischen 8E2 und
p300 bewiesen werden. Da eukaryotisch exprimierte Proteine posttranslationalen
Modifikationsprozessen unterliegen kénnen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
sich das Bindungsverhalten dieser Proteine in der Zelle gegeniber den hier
durchgefiihrten in vitro-Analysen unterscheidet. Daher ist die Koimmunoprazipitation ein
wichtiger Nachweis fiir eine Komplexbildung in vivo. Es war nicht moglich die Interaktion
auf diesem Weg zu bestatigen. Die Ursache hierflir kdnnte eine zu geringe Expression
oder Stabilitat beider Proteine, besonders von 8E2, in transfizierten Zellen sein. Fir 18E2
wurden zum Beispiel Halbwertzeiten von 1 h in verschiedenen Zelllinien beschrieben
(BELLANGER et al., 2001). Andererseits konnte die Interaktion zwischen den beiden
Proteinen in solch einem Ansatz zu schwach sein. So sind auch Interaktionen der
Transaktivatoren CREB und VP16 mit bestimmten TAFs vergleichsweise schwach und
konnten Uber Koimmunoprazipitation nicht bestatigt werden (ASAHARA et al., 2001;
UESUGI et al., 1997). Es gelang jedoch schon vor Beginn dieser Arbeit mit GST-8E2
endogenes p300 aus Hela-Kernextrakten zu prazipitieren (MULLER et al., 2002) und
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umgekehrt, wie hier gezeigt, 8E2-AN Uber ein GST-p300-Fragment aus transient
transfizierten 293T-Zellen.

Die N-terminale Deletionsmutante 8E2-AN zeigte, dass eine Bindung von 8E2 an p300
alleine nicht ausreicht, um Transkription zu aktivieren. Obwohl die Hinge und die DBD von
8E2 in vitro stark mit p300 interagierten und diese Mutante in der Lage ist an die E2-
Konsensussequenz zu binden (STEGER et al., 2002), war sie nicht imstande Transkription
alleine oder in Kooperation mit p300 zu aktivieren. Dies impliziert, dass die AD von 8E2
moglicherweise zentrale Funktionen in der p300-abhangigen Aktivierung der Transkription
Ubernimmt, wie dies auch fur p65 im Verstarkerkomplex des IFNB-Promotors postuliert
wird. Die AD von p65 bindet hier Uber eine synergismusspezifische Region CBP sowie
benachbarte Transaktivatoren, und mit einer weiteren Domane interagiert sie mit Faktoren
der basalen Transkriptionsmaschinerie. Uber diesen Mechanismus werden verschiedene
aktivierende Funktionen miteinander vernetzt. Fehlt die synergismusspezifische Region in
p65 wird die Aktivitat des Verstarkerkomplex deutlich abgeschwacht (MERIKA et al., 1998).

Eine Beteiligung der Hinge und/oder der DBD von 8E2 bei der synergistischen Aktivierung
der Transkription mit p300 konnte mit einem Hybrid-Protein gezeigt werden, das aus
einem C-terminalen Anteil der Hinge und der DBD von 8E2 sowie der heterologen AD von
TEF-1 zusammengesetzt wurde (TEF-1-AD/8E2HC). Fiur TEF-1 wurde bereits gezeigt,
dass es nicht mit p300 kooperiert (SLEPAK et al., 2001), und auch hier konnte weder eine
Interaktion noch eine synergistische Aktivierung mit p300 festgestellt werden. Somit
mussten bei der beobachteten Kooperation von TEF-1-AD/8E2HC mit p300 die Effekte
Uber den C-terminalen 8E2-Anteil des Konstruktes vermittelt werden. Auch in diesem
Experiment war eine DNA-Bindung fiir die Kooperation mit p300 nicht essentiell. Die
Effekte in RTS3b-Zellen waren relativ schwach. Die Ursache hierflr dirfte in einem in
Keratinozyten nur limitiert vorhandenen Koaktivator fur TEF-1 liegen (ISHUI et al., 1992).
Die Affennieren Zelllinie Cos7 erwies sich in Vorversuchen fir die TEF-1-Aktivitat als
besser geeignet und hier war der Synergismus zwischen TEF-1-AD/8E2HC und p300

ausgepragter.

p300 kann die Transkriptionsaktivitdt verschiedener Faktoren, wie z.B. p53 und EZ2F,
durch deren Acetylierung beeinflussen (GU und ROEDER, 1997; MARTINEZ-BALBAS et al.,
2000). Hierdurch wird in den meisten Fallen die Affinitdt zu ihren DNA-Bindestellen
erhoht, was in einer verstarkten Aktivierung der Transkription resultiert. Eine Acetylierung
der E2-Proteine von HPV8 und HPV18 durch das HAT-Fragment von p300 konnte hier in

vitro nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies schlief3t jedoch nicht aus, dass
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E2 von einer mit p300 assoziierten HAT acetyliert wird, die hier nicht gesondert analysiert

wurden.

Die Qualitat der Aktivierungen von 8E2 und p300 variierte in den verschiedenen
transienten Transfektionsanalysen. Es fiel dabei auf, dass in Zellen hdherer Passagen
Uberexprimiertes p300 kaum noch aktivierte, was sich auch in einer geringeren
Kooperation mit 8E2 widerspiegelte und zudem mit einer hoheren basalen
Promotoraktivitat korrelierte. Es ist mdglich, dass diese Zellen eine groRere Menge
endogenes p300 enthalten und somit der Effekt von zusatzlich Uberexprimiertem p300
maskiert wird. Die potentiellen Umstande, die die p300-Expression in den Keratinozyten-
Zelllinien beeinflussen, konnten nicht geklart werden. Die Ursache ist nicht nur auf das
Alter der Zellen zurlckzufihren, da phasenweise auch frisch aufgetaute Zellen
vergleichbare Effekte aufwiesen. In primaren Keratinozyten waren die Aktivierungen durch
E2 und p300 stabiler. Dies war auch ein Grund, warum die spateren Experimente in
NHEK durchgefiihrt wurden.

Beim Anfarben von RTS3b-Zellen und primaren Keratinozyten mit einem monoklonalen
Antikoérper gegen p300 fiel auf, dass die Zellen in den jeweiligen Ansatzen p300 nicht in
vergleichbaren Mengen enthielten. Es gab Zellen mit einer sehr starken Farbung und
solche, in denen p300 deutlich geringer exprimiert wurde. Die starkere Expression von
p300 ist hierbei wahrscheinlich nicht in einem erhohten Differenzierungsgrad der Zellen
begrindet, da Kofarbungen in NHEK-Zellen keine Korrelation mit der Expression der
Differenzierungsmarker Involukrin und Filaggrin ergaben (Daten nicht gezeigt). Insgesamt
deuten die Beobachtungen an, dass es auch in Zellkultur Einflisse gibt, die sich auf die

endogene Expression von p300 auswirken.

Bei der dosisabhangigen Aktivierung der HPV-Genexpression wurden die E2-Proteine
bislang nur als moderate Aktivatoren der viralen Promotoren beschrieben (STUBENRAUCH
et al., 1996; STEGER und CORBACH, 1997). Die hier prasentierten Daten deuten darauf
hin, dass die in RTS3b-Zellen beobachtete leichte Aktivierung des spaten Promotors von
HPV8 (STUBENRAUCH et al., 1996), darauf zurlckzufihren ist, dass in den nicht
differenzierten Zellen p300 nur in limitierten Mengen vorhanden ist. So zeigen die
vorliegenden Daten eine wesentlich starkere Aktivierung des Promotors durch geringe
8E2-Mengen, wenn p300 Uberexprimiert wird. Im Laufe der Keratinozyten-Differenzierung
wird die Expression von p300 induziert. In der Haut wurden die hdchsten p300-
Konzentrationen in den Zellen des Stratum granulosum gefunden. Die Uberexpression
von p300 in RTS3b-Zellen kdonnte daher diesbezuglich dem Zustand in differenzierter

Haut entsprechen. Der spate Promotor exprimiert neben E2-spezifischen Transkripten
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auch jene fur die Strukturproteine, die bei Papillomviren erst in den oberen Zellen des
Stratum spinosum und im Stratum granulosum gefunden werden (STUBENRAUCH und

LAIMINS, 1999). Dies korreliert mit dem Expressionsmuster von p300 in gesunder Haut.

Die Regulation der Transkription bei PV unterliegt vielen verschiedenen
Kontrollmechanismen. Hierzu gehdren auch reprimierende Effekte, die z.B. die
Promotoraktivitdt in den Basalzellen, wo kaum virale Genexpression stattfindet,
unterbinden. Daher missen fur eine Promotoraktivierung in suprabasalen Zellen
gleichzeitig auch die reprimierenden Einflisse aufgehoben werden. Man kénnte
spekulieren, dass p300 auch hierbei eine Rolle spielt. So wurde flir CDP gezeigt, dass es
eine Reihe von Bindestellen innerhalb der LCR von mukésen PV besitzt und dort
wahrscheinlich Uber kompetitive DNA-Bindung mit dem viralen E1-Protein und Uber
Modifikation der Chromatinstruktur mittels einer assoziierten Histon-Deacetylase die virale
Transkription und Replikation reprimiert (PATTISON et al., 1997; O'CONNOR et al., 2000). In
differenzierten Zellen geht die CDP-Aktivitat verloren. Dies korreliert mit einer fehlenden
Bindung von CDP an die DNA (Al et al., 1999). Sowohl CBP als auch p/CAF sind in der
Lage CDP zu acetylieren, was eine Inhibition der DNA-Bindung von CDP zur Folge hat (LI
et al, 2000). p300 besitzt in der Zervix-Schleimhaut ein vergleichbares
Expressionsmuster wie in kutaner Haut (BALDUS, pers. Mitteilung) und kénnte somit bei
einer erhohten Expression in den differenzierten Hautschichten auch den negativen
Einfluss von CDP aufheben. Bei kutanen PV wurde eine potentielle Rolle von CDP flr die

virale Genexpression bislang noch nicht untersucht.

Neben 8E2 und p300 kdnnte auch 8E6 zur differenzierungsabhangigen Aktivierung des
spaten Promotors von HPV8 beitragen, da es es ebenfalls mit 8E2 und p300 kooperierte
und, wie fur HPVS5 E6 gezeigt, in den differenzierten Epithelschichten exprimiert wird
(HALLER et al., 1995). Falls die spate virale Genexpression durch E2, E6 und p300
aktiviert wird, scheint dies bei HPV16 nicht konserviert zu sein, da 16E6 die Kooperation
zwischen E2 und p300 inhibierte. Die gegensatzlichen Funktionen der beiden E6-Proteine
sind nicht spezifisch fir die E2-vermittelte Aktivierung, da vergleichbare Effekte auch mit
p53 beobachtet werden konnten (BECKMANN, 2001). In der Literatur wurden bereits
zelluladre Aktivatoren wie p53, AP-1 und NF-kB beschrieben, die p300/CBP als Koaktivator
verwenden und deren Aktivitat durch 16E6 reprimiert wird. Im Fall von p53 wird hierbei
eine kompetitive Bindung von 16E6 und p53 an die C/H3-Doméane von CBP vermutet. Die
Inhibition NF-xB-vermittelter Aktivierung wurde hingegen mit einer Verdrangung von NF-
kB sowie SRC-1 durch 16E6 am N- bzw. C-Terminus von p300 korreliert (PATEL et al.,
1999; ZIMMERMANN et al., 1999; HUANG und MCCANCE, 2002).
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Fir 16E6 wurde bereits eine direkte Interaktion mit p300 gezeigt (PATEL et al., 1999).
Diese konnte nun auch fur 8E6 und Fragment 4 von p300 bestatigt werden. 8E2 bindet
exklusiv an einen N- und einen C-terminalen Anteil von p300-4 (MULLER, 1999). Diese
beiden Fragmente (p300-4A und p300-4B) wurden neben dem N- und dem C-Terminus
von p300 auch als Binderegionen fur 8E6 und 16EG6 identifiziert (BECKMANN, 2001). Falls
fur die Repression der 8E2-vermittelten Aktivierung, ahnlich wie bei p53, ein kompetitiver
Mechanismus eine Rolle spielt, sollte 8E6 anders an p300-4 binden als 16E6. Es wurde
bereits friiher nachgewiesen, dass die Bindung der beiden E6-Proteine an p300-4A gleich
ist (BECKMANN, 2001). Wie hier gezeigt wurde, ist innerhalb von p300-4B die
Bindedomane von 8E6 und 16E6 ebenfalls identisch. Fur beide Proteine sind die 26 As
von 1789 bis 1814 in p300 essentiell. Diese Domane befindet sich damit unmittellbar
C-terminal der TRAM-(Transcriptional adapter motif)-Region, die bei CBP als
Bindedomane flir 16E6 und einer Reihe weiterer Faktoren wie E1A, p53, TFIIB und E2F
identifiziert wurde (O'CONNOR et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1999). Die TRAM-Region
von CBP unterscheidet sich von der entsprechenden in p300 nur um eine Aminosaure
(Valin statt Isoleucin). Entweder ist diese Position fir die Interaktion relevant oder die
Ursache flir die abweichende Bindedomane liegt in der Verwendung unterschiedlicher
Vektoren fir die Expression von GST-Fusionsproteinen. ZIMMERMANN et al. haben in ihren
Interaktionsanalysen die CBP-Fragmente ebenfalls in pGEX2T kloniert, den Vektor jedoch
mit einem neuen Polylinker modifiziert. Hier kdnnten unterschiedliche Enzymschnittstellen
zwischen dem GST-Anteil und dem p300-Fragment flr abweichende Aminosauren
kodieren, die die Interaktion beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Binderegion der E6-Proteine an p300-4B sowohl N- als auch C-terminal eingegrenzt, so
dass ein artifizielles Ergebnis unwahrscheinlich ist. Flr die Bindung von 8E2 an p300-4B
sind die Aminosauren der TRAM-Region jedoch essentiell. Insgesamt muisste daher
gepruft werden, ob die Definition des TRAM-Moduls von CBP auch fur p300 gilt oder ob

sie nur im Fall von 16E6 abweicht.

Die vergleichbare Bindung von 8E6 und 16E6 innerhalb von p300-4 impliziert, dass eine
Repression durch Kompetition mit E2 oder auch mit anderen Faktoren wie TFIIB
unwahrscheinlich ist. Andererseits konnten die hier gezeigten Daten auf eine Bedeutung
der unterschiedlichen Affinitaten von 8E6 und 16E6 zu p300-4A bzw. p300-4B hindeuten.
16E6 zeigt wie 8E2 eine hohere Affinitat zu p300-4A, wahrend 8E6 starker an p300-4B
bindet (MULLER, 1999; BECKMANN, 2001). Allerdings ist bei den Interaktionsstudien
aufgefallen, dass man Uber die Qualitdt der Bindung in vitro keine absolute Aussage
machen kann. Wahrend zum Beispiel 8E2 nur eine schwache Wechselwirkung mit GST-
p300-4B zeigte (MULLER, 1999), so war die Interaktion mit dem Subfragment GST-p300-
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4B-4 im Vergleich wesentlich starker. Ebenso wies 16E6 nur eine sehr schwache Affinitat
zu p300-4B-5 auf, jedoch eine wesentlich starkere zum N-terminal um sieben
Aminosduren kurzeren p300-4B-5 -7. Dies zeigt, dass zur Bindestelle benachbarte
Aminosauren die Affinitat zum Interaktionspartner z.B. durch eine veranderte Faltung oder
Uber ihre chemischen und elektrostatischen Eigenschaften wesentlich beeinflussen

koénnen.

Die Modulation der 8E2- und p300-vermittelten HPV8-Genexpression durch 8E6 und
16E6 wurde in friheren Studien in der immortalisierten Keratinozyten-Zelllinie RTS3b
studiert und konnte in dieser Arbeit in primaren Keratinozyten, die den natlrlichen
Zielzellen von PV entsprechen, qualitativ bestatigt werden. Jedoch war die beobachtete
Aktivierung durch 8E2 und p300 alleine vergleichsweise niedriger als in den
vorangegangenen Ansatzen in RTS3b-Zellen ohne E6-Protein. Neben den Einfllissen
durch ein unterschiedliches zellulares Millieu, kann dies zwei Grinde haben: Um die
aktivierenden Effekte von 8E6 analysieren zu kdnnen, wurden nicht-saturierende Mengen
an 8E2 und p300 eingesetzt, die per se nicht zur maximalen Aktivierung flhrten. Es
wurden daher auch wegen der Vergleichbarkeit der Experimente, fir alle Transfektionen
10 ng 8E2- sowie 500 ng p300-Expressionsvektor eingesetzt und das jeweilige E6-Protein
titriert. Des Weiteren zeigte in Vorversuchen schon die Kotransfektion des fur die
Klonierung der E6-Proteine verwendeten Leervektors (pCDNA-FLAG) einen negativen
Effekt auf die basale Genexpression sowie auf die Aktivierungen durch 8E2 und p300
(Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt konnte auch mit anderen CMV-Vektoren beobachtet
werden (REHTANZ, personliche Mitteilung). Es ist daher denkbar, dass durch eine erhdhte
Menge an CMV-Promotoren zelluldre Faktoren austitriert werden, die fur die Aktivierung
der HPV8-Genexpression und/oder fir die Kooperation von 8E2 und p300 eine Rolle
spielen. Die Effekte der jeweils getesteten E6-Proteine konnten aber trotz der reduzierten
Aktivitat von 8E2 und p300 gut studiert werden.

Um die unterschiedlichen Funktionen der beiden E6-Proteine zu analysieren, wurden sie
zunachst jeweils in eine N- und eine C-terminale Halfte unterteilt. Es ist wahrscheinlich,
dass bei einer Trennung der beiden Zinkfingerdomanen zumindest partiell Funktionen des
Proteins erhalten bleiben, da gezeigt werden konnte, dass sich der N-Terminus von 16E6
unabhangig vom C-Terminus falten und Zink binden kann (LIPARI et al., 2001). Des
Weiteren ist zumindest der C-Terminus von 16E6 imstande auch separat Funktionen wie
zum Beispiel DNA-Bindung auszuliben (RISTRIANI et al., 2001).

Die Interaktionsanalysen mit den E6-Derivaten wurden unter erschwerten Bedingungen

durchgefuhrt. Das jeweilige Fragment komigrierte wegen seiner geringen Grofe im
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Vergleichsansatz mit einem Globin-Protein aus dem Retikulozyten-Lysat (FA. PROMEGA,
pers. Mitteilung). Dies verhinderte eine klare Kontrollbande und daher eine Aussage Uber
die Qualitdt der Wechselwirkung. Aufllerdem konnten die Fragmente wegen ihrer
Aminosaurenzusammensetzung nicht effizient radioaktiv markiert werden. Trotzdem
konnten Unterschiede in der Bindung der beiden E6-Proteine an p300 gezeigt werden. Im
Gegensatz zu 16EG6 ist der N-Terminus von 8EG an einer Interaktion mit p300 beteiligt.
Wahrend 8EG6-N alleine die Wechselwirkung mit p300-5 vermitteln kann, kdnnen beide
Halften von 8E6 an p300-4B binden. Fir die Bindung an p300-1 und p300-4A wird
offensichtlich das vollstandige 8E6-Protein bendtigt. 16E6-C war ausreichend fiir die
Interaktion mit p300-4, -4A, -4B und -5. Auch hier wird p300-1 nur von dem gesamten
16E6 effizient gebunden.

Initial deuteten transiente Transfektionsanalysen an, dass die C-Termini der E6-Proteine
fur die beobachteten Effekte ausreichend waren. 8E6-C kooperierte sowohl mit 8E2 als
auch mit p300 in der Aktivierung der HPV8-Genexpression. Die Aktivitdt durch 8E6-C
schien im Vergleich zu Wildtyp-8E6 ausgepragter zu sein. Da jedoch flir beide Proteine
bei den Transfektionsanalysen keine maximale Aktivierung ermittelt werden konnte, ist es
fraglich, ob eine unterschiedliche Expression oder Stabilitdt der beiden Proteine hierfur
verantwortlich ist oder ob die schwach reprimierende Funktion im N-Terminus von 8EG
eine negativ regulierende Funktion ausibt.

Die Deletion der Aminosauren 132-136 im zweiten Zinkfinger von 8EG6 flhrte zu einer
deutlich schwacheren Bindung des C-Terminus an p300 und zu einem vollstandigen
Verlust der Koaktivatorfunktion beztiglich der 8E2- und p300-vermittelten Aktivierung. Die
Interaktion des C-Terminus mit p300 scheint somit flr die effiziente Koaktivator-Funktion
von 8E6 notwendig zu sein, obwohl durch die Deletion noch weitere Funktionen von 8EG
beeinflusst sein kénnten, die fur die Aktivierung der Transkription notwendig sind. Die
Rolle der Bindung des N-Terminus an p300 ist momentan unklar.

Auffallig war, dass der Synergismus von 8EG6-C, 8E2 und p300 zusammen (48-fach)
bezlglich der jeweiligen kooperativen Aktivierung durch 8E2 und p300 (10-fach), 8E6-C
und 8E2 (8-fach) sowie 8E6-C und p300 (14-fach) mehr als additiv war. Dies deutet
darauf hin, dass die drei Proteine die Aktivierung der Transkription auf demselben Weg
stimulieren. Diesbeziglich kénnte es von Bedeutung sein, dass 8E6 sowohl an 8E2 als
auch an p300 binden kann. Es ware denkbar, dass 8E6 dadurch den Komplex zwischen
8E2 und p300 stabilisiert. Da 8E6 jedoch auch ohne 8E2 die p300-vermittelte Aktivierung
weiter stimuliert, kbnnte an p300 gebundenes 8E6 zum Beispiel auch Uber direkte
Kontakte zur basalen Transkriptionsmaschinerie oder zu anderen Transkriptionsfaktoren

positive Effekte auf die Ausbildung und Stabilitdt des PIKs Ubertragen. Fur 8E6 wurden
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bereits in vitro-Interaktionen mit hTAF,;20, hTAF,28, hTAF;AN135 und TBP beschrieben
(ENZENAUER et al., 1998). In transienten Transfektionsanalysen zeigte sich allerdings
weder fur die TAFs noch fir TBP ein synergistischer Effekt mit 8E6-C (Daten nicht
gezeigt), so dass sie fur die Aktivierung der Transkription durch den C-Terminus von 8E6
hier moglicherweise keine Rolle spielen. Da es aber wahrscheinlich ist, dass 8E6-C fur die
effiziente Aktivierung der Transkription mindestens mit einem weiteren zellularen Faktor
interagiert, sollte in folgenden Projekten mit 8E6-C Uber ein Hefe-2-Hybrid-System nach

diesem Faktor gesucht werden.

Der C-Terminus von 16E6 war separat in der Lage die E2- und p300-vermittelte
Transkription zu reprimieren. Die Deletion der Aminosauren 123-127 in 16E6-C, die zu
einer eingeschrankten Affinitat zu p300 fuhrt (PATEL et al., 1999), zeigte immer noch
Repression, jedoch war diese nicht so ausgepragt wie beim nicht mutierten C-Terminus.
Die niedrigere Affinitdt zu p300 kann hierfir eine Rolle spielen, muss aber nicht der
Hauptgrund sein. Viele Mutationen in E6 beeintrachtigen oft nicht nur eine Funktion,
sondern mehrere gleichzeitig. Eine zu 16E6-A123-127 homologe 18E6-Deletionsmutante
ist zum Beispiel nicht mehr in der Lage p53 oder hDIg zu degradieren (CHEN et al., 1997b;
Pim et al,, 1994; 2000). Da diese Aminosauren bei mukdsen Hochrisiko-E6-Proteinen
konserviert sind, ist es also wahrscheinlich, dass bei einer Deletion der As 123-127 neben
der eingeschrankten p300-Bindung noch weitere Funktionen verloren gehen, die vielleicht

ebenfalls fur die reprimierenden Effekte verantwortlich sein kdnnten.

Auf der Suche nach weiteren Regionen innerhalb von 16E6-C, die die Repression der E2-
vermittelten Aktivierung erklaren kdonnten, wurde das bei 8E6 fehlende PDZ-Bindemotiv
naher betrachtet. Die Bindung an p300 wurde durch dessen Deletion nicht beeinflusst,
jedoch zeigte der C-Terminus von 16E6 ohne dieses Motiv keinen reprimierenden Effekt
mehr, was bestatigt, dass ein kompetitiver Mechanismus fir die Repression
unwahrscheinlich ist. Die PDZ-Bindedomane scheint somit in der Modulation der
Transkription involviert zu sein. Dies wird unterstrichen von einem 8E6-C-Konstrukt,
dessen aktivierende Funktion durch das Anflugen eines PDZ-Bindemotivs an den C-
Terminus aufgehoben wurde. Die bislang bekannte Funktion der PDZ-Bindedomane von
16E6 und 18E6 ist die Bindung diverser PDZ-Proteine und die Induktion ihrer
ubiquitinabhangigen Proteolyse. Mit hDIg ist zumindest ein Faktor bekannt, fur dessen
Degradation, wie bereits erwahnt, auch konservierte Aminosauren im C-terminalen
Zinkfinger von genitalen Hochrisiko-E6-Proteinen bendtigt werden, so dass eine Deletion
dieser Aminosauren auch die reprimierende Funktion des PDZ-Bindemotivs betreffen

kénnte. Es wird vermutet, dass im Fall von hDIg eine weitere bislang nicht identifizierte
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E6-AP-unabhangige Ubiquitin-Ligase involviert ist (PIM et al., 2000), die vielleicht auch fur
die reprimierende Funktion der PDZ-Domane von Bedeutung ist. Zusammenfassend
korreliert der reprimierende Einfluss von 16E6-C auf die E2- und p300-vermittelte
Transaktivierung folglich eher mit einer bislang unbekannten transkriptionsmodulierenden
Funktion der PDZ-Bindedomane als mit einer kompetitiven Bindung von 16E6 und E2 an
p300.

Die hier ermittelten Daten zeigen erstmals einen Einfluss der PDZ-Bindedoméane von E6-
Proteinen auf die Modulation der viralen Transkription. Es ist fraglich, ob die Faktoren, flr
die bereits eine Wechselwirkung mit dem PDZ-Bindemotiv von genitalen Hochrisiko-E6-
Proteinen gezeigt wurde, fur die reprimierenden Effekte eine Rolle spielen. hDlg, hScrib,
MUPP1 und die MAGUKs MAGI-1,-2,-3 sind hauptsachlich als membranassoziierte
Proteine in der Organisation der Epithel-Struktur involviert. Allerdings sind sie auch an
verschiedenen Signaltransduktionswegen beteiligt (MANTOVANI und BANKS 2000). Es
wurden bereits PDZ-Proteine beschrieben, die u.a. fur die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wichtig sind. So sind z.B. die MAGUK-Proteine CARD (Caspase
recruitment domain) 11 und CARD 14 an der spezifischen Aktivierung von NF-kB beteiligt
(BERTIN et al., 2001). Auch im Fall des C-Terminus von 16E6 wirde es sich daher
anbieten, Uber ein Hefe-2-Hybrid-System nach weiteren Faktoren zu suchen, deren

Bindung an das PDZ-Bindemotiv die Repression verursachen konnte.

Das vollstandige E6-Protein reprimierte auch mit deletierter PDZ-Bindedomane immer
noch effizient die E2- und p300-vermittelte Aktivierung der Transkription. Dies impliziert
eine von der reprimierenden Funktion im C-Terminus unabhangige zweite inhibitorische
Domane im N-Terminus, die fir ihre Funktion die Gesamtstruktur von E6 bendtigt, da sie
in der separierten N-terminalen Halfte von 16E6 nicht beobachtet wurde. Die Funktion im
N-Terminus ist wahrscheinlich nicht abhangig von einer Bindung an p300, da eine
Deletion der As 123-127 im gesamten 16E6 keine Bedeutung hatte und der N-Terminus
nicht an p300 bindet. Durch Verwendung der 16E6L50G -ETQL Punktmutante konnte
eine Beteiligung von E6-AP an diesem reprimierenden Effekt ausgeschlossen werden.

Fir 16E6 sind vier Spleil3-Varianten beschrieben, die alle C-terminal verklrzte EG6-
Proteine bilden und mit bis zu 90% den groRten Anteil der E6-Transkripte in HPV-
induzierten Zelllinien und Tumorgeweben darstellen (SMOTKIN et al., 1989; SHIRASAWA et
al., 1991). Ein 16E6-Konstrukt ohne PDZ-Bindemotiv und mit einer Mutation im
SpleiRdonor konnte immer noch effizient reprimieren (Daten nicht gezeigt), so dass eine
Beteiligung der SpleiR-Formen an der Repression ebenfalls ausgeschlossen werden

konnte. Uber den Einsatz von Hybrid-Proteinen konnte gezeigt werden, dass die Funktion,
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die im N-Terminus von 16E6 an der reprimierenden Funktion beteiligt sind, in 8E6 nicht
vorhanden ist aber andererseits auch mit dem C-Terminus von 8EG6 ihre Wirkung entfalten
kann.

Der zelluldare Koaktivator Gps2 wurde kurzlich als Interaktionspartner fir E6-Proteine
identifiziert (DEGENHARDT und SILVERSTEIN, 2001). Wie bereits erwahnt, verstarkt Gps2
die Bindung von E2 an p300 und stimuliert so die E2-vermittelte Aktivierung der
Transkription (PENG et al., 2000). Sowohl kutane als auch mukdse E6-Proteine binden
Gps2, wobei nur fir die genitalen Hoch- und Niedrigrisiko-Typen beschrieben wurde, dass
sie Gps2, wahrscheinlich unabhangig von E6-AP, in die Proteolyse flihren kdnnen. Bei
6E6 bindet Gps2 an einen N-terminalen (As 1-36) und einen C-terminalen (As 95-131)
Anteil (DEGENHARDT und SILVERSTEIN, 2001). Eine Wechselwirkung mit Gps2 koénnte
somit flr die im N-Terminus von 16E6 vorhandene reprimierende Funktion von Bedeutung
sein. Gps2 ist auch ein Koaktivator der p53-vermittelten Aktivierung (PENG et al., 2001),
so dass es moglich ist, dass E6 Uber diesen Weg auch p53-responsive Promotoren
inhibiert.

Es ist fraglich, ob die Repression Uber das PDZ-Bindemotiv spezifisch fir die E2-
vermittelte Aktivierung ist. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von ZIMMERMANN et al.
(1999) konnte die C-terminale Halfte von 16E6 die p53-vermittelte Aktivierung hier auch
schon inklusive der PDZ-Bindedomane nicht reprimieren, so dass keine Aussage Uber
ihre Rolle getroffen werden kann. Eine Inhibition der Transkription wurde nur beobachtet,
wenn zusatzlich auch der N-Terminus von 16E6 vorhanden war. Es wurde an dieser
Stelle nicht Uberprift, ob hoéhere 16E6-C Mengen in einer Repression resultieren,
allerdings konnten gleiche Mengen an 16E6-C die E2-vermittelte Aktivierung effizient
reprimieren. Das in dieser Arbeit eingesetzte Promotorkonstrukt enthielt nur eine p53-
Konsensussequenz vor dem hsp70-Promotor. ZIMMERMANN et al. verwendeten das
Konstrukt pG13-CAT, das 13 p53-Bindestellen besitzt (FRIBORG et al., 1999). Es ist daher
denkbar, dass die Anzahl der p53-Erkennungssequenzen fiur die Repression durch

16E6-C bedeutend ist. Dies musste in kiinftigen Studien noch geklart werden.

Ein interessanter Punkt ist, dass das PDZ-Bindemotiv differenzierungsabhangig reguliert
werden kénnte. Unmittelbar vor dem Motiv befindet sich eine Erkennungssequenz fiir die
Protein-Kinase A (PKA). Durch Phosphorylierung des Serin- bzw. Threoninrestes
innerhalb der PDZ-Bindedomane wird eine Wechselwirkung mit hDlg und somit dessen
E6-abhangige Proteolyse unterbunden (KUHNE et al., 2000). Es ist daher denkbar, dass
Uber eine Phosphorylierung des PDZ-Motivs auch die reprimierende Funktion von 16E6-C

beeintrachtigt werden kdnnte. Die physiologische Bedeutung der PKA in der Epidermis ist
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noch nicht ganz klar, aber es gibt Hinweise, dass ihre Aktivitdt wahrend der
Keratinozyten-Differenzierung zunimmt (MITEV und MITEVA, 1999). Da mit 16E6-C -ETQL
auch bezuglich der 16LCR und 16E2 keine Repression mehr beobachtet wurde, kdnnte
16E6 Uber diesen Mechanismus gezielt die E2- und p300-vermittelte Expression viraler
Proteine in den Basalzellen unterbinden und erst in differenzierten Zellen erlauben. Ob
dies zutrifft, missen zukinftige Studien zeigen. Erste Ansatze mit Aktivatoren der PKA in
transienten Transfektionsanalysen gaben hierfir noch kein einheitliches Bild (Daten nicht
gezeigt). Wenn dies zutrifft, ist es wahrscheinlich, dass auch die reprimierende Funktion

im N-Terminus reguliert werden kann, woflir es bislang jedoch noch keine Hinweise gibt.
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8. Zusammenfassung

Papillomviren (PV) infizieren die Basalzellen der Haut oder Schleimhaut und induzieren
dort die Bildung gutartiger Tumoren, die bei Infektion mit gewissen PV-Typen maligne
entarten kénnen. Das humane PV Typ 8 (HPV8) gehdrt zu den Hochrisiko-PV, die mit der
seltenen Hautkrankheit Epidermodysplasia verruciformis assoziiert sind. In dieser Studie
wurde die Rolle des zelluldaren Koaktivators p300 bei der Regulation der HPV8-
Genexpression durch das virale E2- und E6-Protein untersucht. Hierbei wurde erstmals
eine direkte Interaktion des Transkriptionsregulators E2 von HPV8 (8E2) mit p300
bewiesen. In transienten Transfektionsanalysen konnte die moderate Aktivierung des
spaten Promotors von HPV8 durch geringe 8E2-Konzentrationen nach Koexpression von
p300 um den Faktor sieben stimuliert werden. Der Synergismus von 8E2 und p300 kénnte
eine Rolle bei der differenzierungsabhangigen Aktivierung der PV-Genexpression spielen,
da immunhistochemische Farbungen von Hautschnitten zeigten, dass die Expression von
p300 in den differenzierten oberen Epithelschichten induziert wird. Die Kooperation mit
p300 blieb auch erhalten, nachdem entweder die E2-Bindestellen innerhalb der nicht-
kodierenden Region von HPV8 oder die DNA-bindende Doméane (DBD) von 8E2 mutiert
wurden, so dass 8E2 auch Uber Protein-Protein-Interaktionen an den Promotor rekrutiert
werden konnte. Transiente Transfektionsanalysen demonstrierten, dass die
Aktivierungsdomane (AD) von 8E2 flr den Synergismus mit p300 ausreichend und
notwendig ist, obwohl sie in vitro nur schwach an p300 bindet. Die Hinge und die DBD von
8EZ2 interagierten vergleichsweise starker mit p300 und deren Fusion an eine heterologe
AD zeigte in transienten Transfektionsanalysen eine Beteiligung der Hinge und/oder der
DBD an der Kooperation mit p300.

Das Onkoprotein E6 von HPV8 (8E6) kann die 8E2- und p300-vermittelte Aktivierung
weiter stimulieren. Im Gegensatz dazu fuhrt das onkogene E6 von HPV16 (16E6), das die
Schleimhaut infiziert und sehr haufig in Zervix-Karzinomen gefunden wird, zu einer
starken Repression. Die gegensatzlichen Effekte der beiden EG6-Proteine auf die
Modulation der Transkription wurden in dieser Arbeit analysiert. Beide Proteine scheinen
identisch an zwei zentrale Domanen von p300 zu binden, von denen eine innerhalb der
Aminosduren 1789-1814 liegt und mit der Binderegion von 8E2 Uberlappt. Das zuvor
definierte TRAM-Modul von p300 (As 1770-1788), das als Interaktionsort flir 16E6
vermutet wurde, war fur die Bindung von 8E2, 8E6 und 16E6 nicht notwendig. Da wegen
des vergleichbaren Bindemusters der beiden EG-Proteine an p300 eine kompetitive
Bindung mit 8E2 als Mechanismus fir die Repression durch 16E6 unwahrscheinlich
erschien, wurden die transkriptionsmodulierenden Funktionen der beiden E6-Proteine
naher untersucht. Fir 8E6 erwies sich die C-terminale Halfte als ausreichend fur die
Koaktivator-Funktion, die mit einer Bindung an p300 in vitro korrelierte. Innerhalb von
16E6 konnten zwei voneinander unabhangige Repressionsdomanen identifiziert werden.
Eine befindet sich im C-Terminus, korreliert ebenfalls mit einer Bindung an p300 und
bendtigt zusatzlich die vier C-terminalen Aminosauren, die als Motiv fir die Bindung an
PDZ-Proteine bekannt sind. Fir diese Region wurde hier erstmals eine transkriptions-
modulierende Funktion gezeigt. Die zweite reprimierende Funktion lokalisiert im N-
Terminus, agiert nur in Gegenwart der C-terminalen Halfte und ist unabhangig von E6-AP.
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9. Abstract

Papillomaviruses (PV) infect the basal cells of the skin and mucosal epithelium causing
benign and malignant tumors. Human PV type 8 (HPV8) belongs to the oncogenic types
specifically associated with the rare skin disease Epidermodysplasia verruciformis. In this
study the role of the cellular coactivator p300 in regulation of HPV8 gene expression by
the viral proteins E2 and E6 was analyzed. A direct interaction between the transcriptional
regulator E2 of HPV8 (8E2) and p300 could be demonstrated for the first time. In transient
transfection assays the moderate HPV8 late promoter activation by low amounts of 8E2
was stimulated up to sevenfold after coexpression of p300. The synergism between 8E2
and p300 may play a role in differentiation-dependent activation of PV gene expression,
since an increased expression level of p300 during keratinocyte differentiation could be
detected by immunohistochemical staining of skin sections. Cooperativity was still
observed after mutating either the E2 recognition sites within the non-coding region of
HPV8 or the DNA binding domain (DBD) of 8E2, indicating that 8E2 may be recruited to
the promoter via protein-protein interaction. Transient transfection assays revealed that
the activation domain (AD) of 8E2 is necessary and sufficient for cooperative activation
with p300 although the AD only weakly binds to p300 in vitro. A stronger interaction was
observed with the hinge and the DBD of 8E2. Moreover, fusing this part of 8E2 to a
heterologous AD showed that the hinge and/or the DBD may contribute to the
cooperativity with p300.

The E6 oncoprotein of HPV8 (8E6) further stimulates the 8E2 and p300 mediated
activation. In contrast the oncogenic E6 of HPV16 (16E6), which infects the mucosa and
is often found in cervical carcinomas, strongly represses gene expression mediated by
8E2 and p300. In this work the opposite effects of 8E6 and 16E6 were analyzed. Both
proteins seem to bind two central domains of p300, with one binding domain identified
here between aa 1789-1814. 8E2 binds to similar regions as the two E6 proteins. The
previously defined TRAM-motif of p300 (aa 1770-1788), which was proposed to function
as an adapter modul for 16E6, was not necessary for binding of 8E2, 8E6 or 16E6. Since
E6-proteins revealed a comparable binding pattern to p300, a competition for binding to
p300 with 8E2 seemed unlikely to be the mechanism of repression by 16E6. Therefore the
transcriptional modulation functions of the two E6 proteins were investigated in more
detail. The c-terminal part of 8E6 was sufficient for coactivator function, which correlated
with a binding to p300 in vitro. Within 16E6 two independent repression domains were
identified. The first localizes in the c-terminal part. It depends on binding to p300 and on
the c-terminal four amino acids, which have been identified as a binding domain for PDZ-
proteins. This implies that this motif may play a novel role in E6 modulation of
transcription. The second repression domain is within the n-terminal part. It only works in
presence of the c-terminus and does not depend on E6-AP.
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