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II Abkiirzungen

A Ampere

A. Aqua

Abb. Abbildung

Ad Adenovirus

AK Antikorper

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

ATCC American Type Culture Collection
ATE-2 Activating Transcription Factor-2

ATP Adenosin-5’-triphosphat

bar Druckeinheit

bidest. zweifach destilliert

bp Basenpaar

Bq Becquerel; 1 Bq =1 Zerfall pro Sekunde
BSA Bovine Serum Albumin (Rinder Serum Albumin)
bzw. beziehungsweise

ca. cirka

cAMP zyklisches Adenosin-5’-Monophosphat
CAR Coxsackievirus Adenovirus Rezeptor
CAT Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
CBP Cap Binding Protein

cDNA zur RNA komplementire DNA

°C Grad Celcius

Ci Curie; 1 Ci=3,7x 10'"Bq

cpm counts per minute (Radioaktive Impulse pro Minute)

CR1-CR3 Conserved Regions (konservierte Regionen der E1A-Region der

Adenoviren)
CRE cAMP-Responsive-Element
CREB cAMP Responsive-Element Binding Protein
Da Dalton (atomare Masseneinheit; 1 Dalton = 1,66 x 102 g)

dATP 2’-Desoxyadenosin-5’-triphosphat
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DC Diinnschichtchromatographie

dCTP 2’-Desoxycytidin-5’-triphosphat

DEPC Diethyl Pyrokarbonat

DHHC Einbuchstabencode Aminosiuren

DMEM Dulbeccos Modifikation des Mediums nach Eagle
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsiure)
dNTP 2’-Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherischia coli

E2F Transkriptionsfaktor 2

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsidure

ER Endoplasmatisches Reticulum

ERK Extracellular Signal Regulated Kinase

FISH Fluorescence In Situ Hybridization

FKS Fotales Kilberserum

g Gramm

GAP GTPase Activating Protein

Grb2 Growth factor receptor bound protein 2

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

HEK Human Embryo Kidney (humane embryonale Nierenzellen)
HEPES Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure

hnRNA heterogeneous nuclear RNA (heterogene Kern-RNA)
IgG Immunglobulin G

IP Immunprézipitation

IPTG Isopropyl Thiogalctoside

1 Liter

LB Luria-Bertania

LOH Loss Of Heterozygosity

M Molaritét (mol/l)

MEK Mitogen Activated Protein Kinase/ERK Kinase
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MHC Major Histocompatibility Complex
(Haupthistokompatibilititskomplex)

min Minute

mol Mol (Stoffmenge)

mRNA messenger RNA (Boten-RNA)

MYR Mpyristilisierungssignal

NP-40 Nonidet P-40

nt Nukleotid

OD Optische Dichte

PIC Preinitiation Complex

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate-Buffered-Saline (phosphatgepufferte Salzlosung)

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)

pH pH-Wert (pH = -log_;o [Protonenkonzentration (mol/l)])

PKA Proteinkinase A

pRB Retinoblastom Protein

PS Penicillin/Streptomycin

R Aminosdurerest

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

REAM Reduced Expression Associated with Metastasis

Rlo, Rlla Regulatorische Untereinheiten

RNA Ribonucleic Acid (Ribonukleinsdure)

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

r-SREC Rat Small Reduced Expression in Cancer

RT Reverse Transkriptase

RT Raumtemperatur

S Svedberg-Einheit (1 S = 1013 S)

S Spacer

S Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

SOS Son-of-Sevenless

Tab. Tabelle

TBS Tris-Buffered-Saline (trisgepufferte Salzlosung)
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VIII

™
™
TNF

Tris

V-STC
VT
WCE
wt
Xg

z. B.

Transmembran-Regionen

Transfektionsmedium

Tumor Nekrose Faktor
Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan

Unit (Enzym-Aktivititseinheit; 1 U = 1 mol/min)
Volt

Virus Sarcoma

Versen-Trypsin

Whole Cell Extract

Wildtyp

Vielfaches der Erdbeschleunigung g (1 x g = 9,81 x m/s?)

zum Beispiel

In dieser Arbeit benutzte Vorsitze zur Angabe der Zehnerpotenz, mit der die Maf3einheit zu

multiplizieren ist:

T Tera = 10"
G Giga =10

k Kilo =10’

C Zenti =107
m Milli =107
u Mikro =10
p Piko =10"



Einleitung 1

1. Einleitung

Virus-Wirtszell-Systeme stellen seit iiber einem viertel Jahrhundert ideale Modelle dar, um
zell- und molekularbiologische Prozesse bei Eukaryonten zu untersuchen. So wurden mit
Hilfe solcher Systeme wichtige Erkenntnisse iiber die Regulation der Genexpression, der
DNA-Replikation, der Proliferation und Differenzierung sowie der Apoptose gewonnen.
Zudem sind Virus-Wirtszell-Systeme, in denen sog. Tumorviren zum Einsatz kommen, fiir
die Aufklidrung der Mechanismen der malignen Transformation eukaryontischer Zellen sowie
der Tumorentstehung und -progression von besonderer Bedeutung.

Da Viren weder eigene energiebildende Stoffwechselsysteme noch makromolekulare
Synthesemaschinerien besitzen, sind sie fiir ihre Vermehrung auf Wirtszellen angewiesen, in
denen sie ihr Genom exprimieren, replizieren und neue Viruspartikel bilden konnen.
DNA-Viren, wie z.B. Adenoviren, kénnen ihr Genom nur in proliferierenden Zellen
vermehren. Da in der Regel die von DNA-Viren infizierten Zellen nicht proliferieren, miissen
die ersten viralen Genprodukte den Zellzyklus deregulieren und die Zelle in die Proliferation
treiben, um eine effiziente Replikation des viralen Genoms zu gewihrleisten. In seltenen
Fillen, in denen es aus verschiedenen Griinden zu keiner Virusvermehrung in den infizierten
Zellen (abortive Infektion) kommt, konnen die Funktionen der frith exprimierten,
regulatorischen viralen Proteine die Wirtszellen onkogen transformieren. Verdnderungen in
der Biologie der transformierten Zellen sind hierbei auf die Funktionen der viralen
Genprodukte und ihre Interaktionen mit zelluliren Proteinen des makromolekularen
Syntheseapparates und der zelluldren Signalwege zuriickzufiihren.

Die funktionelle Analyse der Interaktion viraler Onkoproteine mit zelluldren
Faktoren nutzt man daher, um die molekularen Mechanismen der Zelle, wie die der

Regulation, der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose besser zu verstehen.

1.1 Adenoviren

Adenoviren bilden taxonomisch die Familie der Adenoviridae, die sich in die Gattungen
Aviadenovirus (Vogel-Adenovirus) und Mastadenovirus (Sduger-Adenovirus) gliedert
(Norrby et al., 1976). Humanpathogene Adenoviren (Ad) wurden erstmals 1953 von
W. Rowe und Mitarbeitern aus chirurgisch entfernten Tonsillen von Patienten mit
Erkrankungen des respiratorischen Traktes isoliert und in Kultur vermehrt

(Rowe et al., 1953). Adenovirale Infektionen verursachen beim Menschen neben leichten
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Atemwegserkrankungen auch solche des Gastrointestinaltraktes, der Harnwege oder der
Bindehaut des Auges (als Ubersicht sieche Horwitz, 1990). Heute sind iiber 45
humanpathogene Adenovirus-Serotypen beschrieben, die aufgrund unterschiedlicher
Kriterien, wie DNA-Sequenzhomologien, dem Muster des Restriktionsendonukleaseverdaus
des viralen Genoms, Haemagglutinations-Reaktionen mit Ratten- und
Resusaffenerythrozyten, dem Ausmall ihrer Onkogenitdt in Nagern und der Polypeptid-
Zusammensetzung des Virions in sechs Subgenera (A-F) eingeteilt werden (als Ubersicht
siehe Bailey und Mautner, 1994).

Adenoviren, die zur Familie der DNA-Tumorviren gehoren, besitzen eine lineare,
doppelstrangige DNA in der Grof3e von 36-38 kbp, die mit viruskodierten basischen Proteinen
assoziiert und von einer icosaedrischen Proteinhiille mit einem Durchmesser von 70-90 nm
umgeben ist (als Ubersicht siehe Flint und Broker, 1981). Eine Lipid-Hiillmembran ist nicht
vorhanden. Das Capsid ist aus 252 Untereinheiten (Capsomeren) aufgebaut, wobei durch die
geometrische Anordnung zwischen 240 Hexacapsomeren und 12 Pentoncapsomeren
unterschieden wird (als Ubersicht siehe Philipson, 1983). Jedes Pentoncapsomer triigt ein
Fiber-Protein, das durch die Pentoncapsomerbasis an der Oberfliche verankert ist. Diese
Fiber-Proteine vermitteln die Adsorption des Virus an spezifische Rezeptoren der Wirtszelle
(Londberg-Holm und Philipson, 1969). Die meisten Adenovirus-Serotypen nutzen den
Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR), eine Komponente der sog. ,,tight junctions* (Cohen
et al., 2001), zur Adsorption an die Zelloberfliche (Roelvink et al., 1998). Die Penton-
Proteine interagieren mit einem Korezeptor der oV-Integrin-Familie. Diese Interaktion
bewirkt die AbstoBung der Fiber-Proteine und den Einschluss des Virions iiber Clathrin-
reiche Regionen in die Endosomen (als Ubersicht siehe Cullan, 2001). Nach Freisetzung aus
den Endosomen und unter Verlust der Pentoncapsomere gelangt das Virus in das Cytoplasma
der Zelle, wo es, vermutlich {iber Bindung der Hexoncapsomere entlang der Mikrotubuli, zu
den Kernporen transportiert wird (Pastan et al., 1987). Nach Erreichen der Kernporen und
dem Zerfall der Virushiille wird die virale DNA in den Zellkern importiert (Greber et al.,
1997).

Humanpathogene Adenoviren sind in der Lage, Zellen aus verschiedenen Spezies zu
infizieren. In Abhéngigkeit von der Spezies, von der die Zielzelle stammt, gibt es zwei
mogliche Formen des Infektionsverlaufs: die produktive Infektion permissiver Zellen (z.B.

humaner Zellen) und die abortive Infektion nicht-permissiver Zellen (z.B. Nagerzellen).
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1.1.1  Die produktive Infektion

Die produktive Infektion permissiver menschlicher Zellen durch humanpathogene
Adenoviren fiithrt zur viralen DNA-Replikation und zur Produktion von Virusnachkommen.
Nach Eintritt in den Zellkern erfolgt die Expression des Virusgenoms und die Replikation der
viralen DNA. Die Expression der viralen Gene wird, gemifl dem Zeitpunkt der Transkription,
in zwei zeitliche Abschnitte eingeteilt (Broker et al., 1984; sieche Abb. 1): die Expression der
sog. frithen Gene (Regionen E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4) beginnt ca. 3-5 Stunden nach der
Infektion der Wirtszelle. Diese frithen Gene kodieren fiir Proteine, die vor allem in die
Regulation der viralen und zelluldren Genexpression und die Replikation der viralen DNA
involviert sind. Nach Beginn der viralen DNA-Replikation (ca. 10-12 Stunden nach der
Infektion) werden zusitzlich die sog. spiten Gene (Regionen L1-L5) exprimiert, die fiir virale
Struktur-Proteine und Enzyme kodieren, die fiir die Bildung der Viruspartikel notwendig sind.

Die adenovirale ElA-Region kodiert fiir Proteine, deren Funktionen fiir die
Expression aller anderen viralen Gene essentiell sind und zudem die Expression spezifischer
zelluldrer Gene modulieren (als Ubersicht sieche Brockmann und Esche, 1995; Gallimore und
Turnell, 2001). Letztere Funktion fiihrt dazu, dass infizierte Zellen, die sich zum Zeitpunkt
der Infektion in der Go-Phase des Zellzyklus befinden, in den Zellzyklus eintreten und
proliferieren. Die E1B-Region kodiert fiir zwei Proteine (19 kDa, 55 kDa), die fiir die
Akkumulation, Stabilisierung und Translation viraler mRNAs verantwortlich sind (Pilder et
al., 1986; Zhang et al., 1995; Gabler et al., 1998) und gleichzeitig die ElA-induzierte
Apoptose inhibieren (als Ubersicht siehe White, 1995). Die E2-Region kodiert fiir Proteine,
die direkt an der DNA-Replikation beteiligt sind. Hierzu gehoren eine virale DNA-
Polymerase, ein FEinzelstrang-DNA-Bindeprotein und das sog. terminale Protein (Bellet-
Protein), das iiber ein Phosphoserin kovalent an das 3’-Ende der viralen DNA gebunden ist
und fiir die Initiation der an den Enden beginnenden sog. ,,.Displacement-DNA-Replikation*
essentiell ist (Sussenbach und van der Vliet, 1983). Die Genprodukte der E3-Region
reprimieren die Immunantwort des Wirtsorganismus. So wird z.B. die Translokation der
MHC-Klasse-I Molekiile an die Zellmembran (Burgert et al., 1987) oder die TNF-vermittelte
Zelllyse (Gooding et al., 1988) verhindert. Die Transkriptionseinheit E4 kodiert fiir Proteine,
die in Kooperation mit viralen (E1A, E1B) und zelluliren Faktoren (z.B. E2F) an der
Regulation der Genexpression beteiligt sind. Zudem sind die Genprodukte der Region E4
essentiell fiir das Spleilen viraler hnRNAs sowie fiir den Transport der viralen mRNA in das

Cytoplasma (als Ubersicht sieche Shenk, 1996).



Einleitung 4

Regulation der viralen
énd zellulaujen L1-L5: spite virale Proteine Proteine gegen die zellulire
enexpression .
(Strukturproteine) Immunantwort
Inhibierung der
Apopt
papiee 7 1>
"major late S P
promoter”
>
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>
| |
ETANETE ] = >
> DNA (36 kbp)
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<LLE2B ] | |
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Abb.1 Schematische Darstellung der Genomorganisation humanpathogener Adenoviren (nach Watson
et al., 1987). Das lineare doppelstringige DNA-Molekiil der Adenoviren wird in ,,map units“ (1-100) unterteilt.
Bei den Adenovirus-Transkriptionseinheiten werden frithe (E = early; E1-E4) und spite (L = late; L1-L5)
Regionen unterschieden. Die Regionen E1-E4 werden jeweils durch einen eigenen Promoter reguliert, die spiten
Regionen L1-L5 stehen unter der Kontrolle eines einzigen Promoters (,,major late promoter). Zentrale
Funktionen der jeweiligen Genprodukte sind angegeben.

Nach Beginn der Virus-DNA-Replikation, etwa 10-12 Stunden nach der Infektion,
beginnt die Expression der spiten viralen Gene, die unter der Kontrolle des ,,major late
promoters® stehen (Evans et al., 1977; Nevins und Darnell, 1978; siche Abb. 1). Wihrend der
spiaten Phase der Infektion werden durch alternatives Spleilen einer nukledren Vorldufer-
RNA mindestens 20 verschiedene mRNAs prozessiert, die in fiinf Gruppen (L1-L5) eingeteilt
werden und fiir Strukturproteine des Virions (z.B. Capsomere, Fiber) oder deren Vorldufer
kodieren (als Ubersicht siehe Flint und Broker, 1981). Diese werden in den Zellkern
transportiert, wo anschlieBend der Zusammenbau infektidser Virionen stattfindet (Horwitz et
al., 1969). Die produktive Infektion endet mit der Lyse der Zelle und der Freisetzung

infektioser Virionen (Tooze, 1981).

1.1.2  Die abortive Infektion

Bei der Infektion nicht-permissiver Zellen (z.B. Nagerzellen) durchlaufen humanpathogene
Adenoviren einen abortiven Zyklus, in dessen Verlauf keine neuen infektidosen Viruspartikel
gebildet werden (Doerfler, 1969). Die Infektion nicht-permissiver Zellen und die Expression

der frithen viralen Gene verlduft in den ersten Schritten analog zur produktiven Infektion, die



Einleitung 5

virale DNA-Replikation und/oder die Expression der spédten Regionen findet jedoch nicht statt
(Esche et al., 1979; Esche und Siegmann, 1982).

Bei der abortiven Infektion kommt es, wie bei der produktiven Infektion, zu einer
partiellen Integration des viralen Genoms in das Genom der Wirtszelle. Die konstitutive
Expression der in das Zellgenom integrierten frithen viralen Gene der Regionen E1A und E1B
kann bei der abortiven Infektion in 1 x 10 bis 1 x 107 Fillen zur einer Transformation der
infizierten, nicht-permissiven Zellen fiihren (van der Eb und Bernards, 1984).

Werden in vitro transformierte Zellen in immundefiziente Nager (z.B. Nacktméuse)
inokuliert, wachsen sie zu Tumoren aus. Alle humanpathogenen Ad-Serotypen sind dabei in
der Lage, in immundefizienten Nagern ein Tumorwachstum zu induzieren. Tumorwachstum
in immunkompetenten Nagern wird jedoch nur induziert, wenn die Zellen durch einen
onkogenen Adenovirus-Serotypen transformiert wurden (als Ubersicht sieche Williams et al.,
1995). In Bezug auf die unterschiedliche Onkogenitidt in immunkompetenten Nagern konnen
daher onkogene (z.B. Ad12, Ad18, Ad31) und nicht-onkogene (z.B. Ad2, AdS) Adenovirus-
Serotypen unterschieden werden (Wadell, 1984). Mutationsanalysen mit chiméren
Adenoviren (Ad12/Ad2) haben gezeigt, dass das tumorigene Potential der verschiedenen
Ad-Serotypen ausschlieBlich durch die Funktionen der E1A-Genprodukte bestimmt wird
(Bernards et al., 1983). Daher muss man davon ausgehen, dass die E1A-Genprodukte der
onkogenen und nicht-onkogenen Adenovirus-Serotypen neben einer Reihe von gemeinsamen
Funktionen auch einige funktionelle Unterschiede aufweisen, die fiir das unterschiedliche
onkogene Potential verantwortlich sind.

Das Adenovirus-Wirtszell-System 1ist somit ein ideales Modellsystem, um durch
vergleichende Analysen zellulire Prozesse aufzukliren, die an der Virus-induzierten
Transformation sowie der Tumorentstehung in immundefizienten und immunkompetenten

Tieren beteiligt sind.

1.2 Die Struktur der E1A-Regionen des hoch-onkogenen Serotyps Ad12
und des nicht-onkogenen Serotyps Ad2

Die adenovirale El1A-Region, die am #uBersten linken Ende des Adenovirus-Genoms
lokalisiert ist, ist die erste Transkriptionseinheit, die nach der Infektion der Wirtszelle
exprimiert wird. Durch alternatives Spleilen der viralen hnRNA der E1A-Region werden bei
dem hoch-onkogenen Serotyp Adl2 sechs verschiedene mRNAs (gemidl ihren
Sedimentationskoeffizienten als 13S, 12S, 11S, 10S, 9,5S und 9S bezeichnet) generiert
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(Brockmann et al., 1990; sieche Abb. 2). Alle mRNAs weisen die gleichen 5’- und 3’-Termini
auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer GroBe, da unterschiedlich groB3e Introns wihrend der
Prozessierung der hnRNA eliminiert werden. Von den mRNAs werden fiinf unterschiedliche
Proteine (266R, 235R, 106R, 52R, 53R) translatiert. Die beiden dominant vorkommenden
Proteine wihrend der frithen viralen Infektion sind das 266R-Protein (generiert von der 13S
mRNA, im Folgenden als Ad12 E1A 35 bezeichnet) und das 235R-Protein (generiert von der
12S mRNA, im Folgenden als Adl2 ElAj;s bezeichnet). Beide Proteine besitzen den
gleichen Leseraster, unterscheiden sich jedoch infolge des alternativen Spleilens durch den
Wegfall einer internen, Cystein-reichen Region von 31 Aminoséduren innerhalb des 235R
Proteins (Brockmann und Esche, 1995). Dieses Segment entspricht der konservierten
Region 3 des 266R E1A-Proteins und reprisentiert eine von drei E1 A-Regionen (konservierte
Regionen 1-3; CR1, CR2, CR3), die in allen Adenovirus-Serotypen hoch konserviert sind
(Kimelmann et al., 1985) und als funktionelle Dominen fungieren (als Ubersicht siehe
Brockmann und Esche, 1995).

Im Gegensatz zu den entsprechenden Proteinen der E1A-Region des nicht-
onkogenen Adenovirus-Serotyps 2 enthalten die 266R und 235R Proteine des onkogenen
Adenovirus-Serotyps 12 eine sog. Spacer-Region, eine 20 Aminosduren umfassende Sequenz,
die zwischen den konservierten Regionen 2 und 3 liegt. Die Funktion dieser Region ist noch
weitgehend unbekannt. Durch den Einsatz von Spacer-Mutanten konnte diese Region in
Tierversuchen jedoch als eine der onkogenen Determinanten identifiziert werden (Jelinek et
al., 1994; Telling und Williams, 1994).

Durch die Eliminierung jeweils zweier Introns aus dem priméren Transkript werden
die 11S und die 10S mRNA generiert. Das Startkodon (nt 502) der beiden kodierten Proteine
entspricht dem des 266R und des 235R Proteins. Es kommt jedoch zu einer
Leserasterverschiebung mit Beginn des zweiten Exons (Aminosdure 29) und einem daraus
resultierenden Stopkodon an Position nt 949, wodurch von beiden mRNAs das gleiche
Protein (106R) translatiert wird. Bei der 9,5S mRNA (translatiert das 52R Protein) und der 9S
mRNA (translatiert das 53R Protein) kommt es ebenfalls infolge von Spleil3vorgidngen zu
einer Verschiebung der Leserahmen nach Aminosdure 29. Die 106R, 52R und 53R Proteine
besitzen  aufgrund  der  Spleiereignisse  und  der  daraus  resultierenden
Leserasterverschiebungen keine der konservierten Regionen. AuBler dem N-terminalen
Bereich weisen sie keine Sequenzhomologien zu dem 266R und dem 235R Protein auf

(Brockmann und Esche, 1995).
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Im Falle der E1A-Region des nicht-onkogenen Serotyps Ad2 fiihrt alternatives Spleiflen der
hnRNA zur Bildung von fiinf verschiedenen mRNAs (13S, 128, 1185, 10S, 9S; siehe Abb. 2).
Diese mRNAs kodieren fiir fiinf Proteine mit 289 (13S mRNA), 243 (12S mRNA), 217 (11S
mRNA), 171 (10S mRNA) und 55 (9S mRNA) Aminosduren. Es kommt hier jedoch nur bei
dem 55R Protein zu einer Leserasterverschiebung. Die iibrigen Proteine besitzen den gleichen
Leserahmen und unterscheiden sich nur durch den spleiBbedingten Wegfall einzelner

konservierter Regionen (Stephens und Harlow, 1987; Ulfendahl et al., 1987).

Adi12 Ad2

‘ genomische ‘ ‘ genomische
Region E1A Region EIA
502 1374 560 1533
Protein CR1 CR2 CF}S\ mRNA Protein CR1 CR2 CR3 mRNA
502 1069 1144 1374 560 1115 1231 1533

502 976 1144 1374 560 976 1231 1533

7
| W s e [N | [
502 588 716 1069 1144 1374 560 637 854 1115 1231 1533
7

4

9
502 588 716 976 1144 1374 560 637 854 976 1231 1533
9

47

52R 9,58
502 588 852 | 976 1144 1374
53R M—r‘ 9s 55R —H/\ﬂ—r 9

502 588 114‘4 1374 560 637 123\ 1533

1216 1316

Abb.2  Struktureller Vergleich der mRNAs und Proteine der E1A-Regionen des hoch-onkogenen
Serotyps Ad12 und des nicht-onkogenen Serotyps Ad2 (nach Brockmann und Esche, 1995). Die Rechtecke
reprisentieren die von den verschiedenen mRNAs translatierten Proteine. Schwarze Rechtecke reprisentieren die
konservierten Regionen 1-3 (CR1-CR3). Die Zahlen unter den Linien beschreiben die Positionen der jeweiligen
Nukleotide und geben das Startkodon, die Spleifistellen und das Stopkodon wieder. Unterschiedliche Leseraster
innerhalb eines Serotyps sind durch farbige Rechtecke gekennzeichnet. Die Spacer-Region liegt zwischen CR2
und CR3 des 266R und des 235R Proteins des Serotyps Ad12. (R) Aminoséurerest; (S) Svedberg-Einheit.
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1.3 Kontrolle der Genexpression durch adenovirale E1A-Proteine

Ad ElA-Proteine stellen potente Transkriptionsfaktoren dar, die fiir die Expression aller
anderen adenoviralen Transkriptionseinheiten (E1B, E2, E3, E4 und LI-LS5) essentiell sind
(Berk, 1986). Zudem regulieren sie die Expression spezifischer zelluldrer Gene sowohl
positiv (z.B. c-Jun, c-Myc und B-Tubulin) als auch negativ (z.B. Insulin und Kollagen) (als
Ubersicht siehe Brockmann und Esche, 1995). Die genregulatorischen Funktionen der E1A-
Proteine werden hauptsédchlich durch die konservierten Regionen CR1, CR2 und CR3 sowie
den nicht-konservierten N-Terminus vermittelt.

Im Gegensatz zu klassischen Transkriptionsfaktoren besitzen E1A-Proteine keine
intrinsische DNA-Bindeaktivitit (Ferguson et al., 1985; Zu et al., 1992), sondern vermitteln
ihre transregulatorischen Funktionen {iiber Protein-Protein-Interaktionen mit zellulidren
Faktoren (sieche Abb. 3). Diese zellularen Faktoren konnen in folgende Klassen eingeteilt

werden:

1) Generelle Transkriptionsfaktoren und Mediatoren

El1A-Proteine interagieren mit einer Vielzahl genereller Tanskriptionsfaktoren,
wodurch die virale Genexpression in der infizierten Zelle effizient reguliert wird. So
wurde u.a. gezeigt, dass die CR3 des E1A;ss-Proteins, die selber als Zinkfinger-
Transaktivierungsdomine fungiert, Untereinheiten des TFyD-Komplexes, wie TBP
und TAFs bindet (Brockmann und Esche, 1995; Jones 1995). Der N-Terminus der
E1A-Region des Serotyps Ad12 interagiert zudem mit der TFyF-Untereinheit RAP30
(Lipinski et al., 1998). Durch die Interaktionen mit Komponenten der TFyD- und
TFyF-Komplexe trigt E1A hochstwahrscheinlich zur Stabilisierung des sog.
»preinitiation complex‘ (PIC) bei.

Neben der Bindung an generelle Transkriptionsfaktoren ist die Interaktion der
CR3-Domiéne mit dem humanen hSrb/Mediatorkomplex {iiber dessen hSur-2-
Untereinheit im Prozess der E1A;s3s-vermittelten Aktivierung von Zielgenen von

Bedeutung (Boyer et al., 1999).

2) DNA-sequenzspezifisch-bindende Transkriptionsfaktoren
DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-Jun und ATF-2, fungieren als
Adaptoren fiir E1A-Proteine im Promotor von Zielgenen (Liu und Green, 1990;
Duyndam et al., 1996). Diese, iiber die CR3 der adenoviralen E1A-Region

vermittelte Interaktion bewirkt eine transkriptionelle Aktivierung des Zielgens. Die
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Rekrutierung des El1Ajss- oder des ElAjxs-Proteins an promotorgebundene
c-Jun/ATF-2-Transkriptionsfaktorkomplexe fiihrt z.B. zu einer Aktivierung des
c-Jun-Promotors (Duyndam et al., 1996). Das c-Jun-Protein ist in verschiedene
zellulidre Prozesse, wie die Differenzierung und die Proliferation involviert (Angel
und Karin, 1991). Man vermutet, dass die Expression dieses Proteins durch die
adenoviralen E1A-Proteine im produktiven Entwicklungszyklus essenziell ist, da
c-Jun in Signalkaskaden involviert ist, die arretierte Zellen in den Zellzyklus

zuriickfiithren.

Repressoren von DNA-sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren

Die E1A-Genprodukte interagieren mit Repressoren von DNA-sequenzspezifisch-
bindenden Transkriptionsfaktoren. Hierzu zéhlt z.B. das Retinoblastom-Protein pRB,
das als Inhibitor fiir sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie
fungiert und somit einen wichtigen Faktor der Zellzyklusregulation darstellt (als
Ubersicht siche Adams und Kaelin, 1998). Die E2F-Transkriptionsfaktoren sind fiir
die Aktivierung zellulidrer, proliferationsrelevanter Gene verantwortlich (Slansky und
Farnham, 1996). Die Interaktion mit E1A-Proteinen, die hauptsidchlich tiber CR2
vermittelt wird, wohingegen CR1 offenbar zur Stabilisierung dieser Interaktion
beitrdgt, mit dem pRB-Protein bewirkt die Dissoziation der inhibitorischen
E2F/pRB-Komplexe. Hierbei wird transkriptionsaktives E2F freigesetzt (Ikeda und
Nevins, 1993). Dies fiihrt zu einer transkriptionellen Aktivierung E2F-abhédngiger
Gene (z.B. Dihydrofolatreduktase (DHFR) oder Thymidinkinase).

Zelluldre Koaktivatoren

Durch zelluldre Koaktivatoren, wie z.B. p300/CBP wird der Kontakt zwischen DNA-
sequenzspezifisch-bindenden Transkriptionsfaktoren und Faktoren der basalen
Transkriptionsmaschinerie vermittelt (als Ubersicht siehe Janknecht und Hunter,
1996). Der Aminoterminus des E1A|,s-Proteins interagiert in Kooperation mit dem
carboxyterminalen Ende der CRI-Doméne mit den zelluliren Koaktivatoren
p300/CBP. Diese Interaktion fiihrt zur Dissoziation von p300/CBP von DNA-
gebundenen Transkriptionsfaktorkomplexen und damit zur Repression des Zielgens.
So wird z.B. die Transkription p53-abhéngiger Zielgene unterdriickt (Avantaggiati et
al., 1997; Lill et al., 1997; Gu et al., 1997, siehe auch Kap. 1.4).



Einleitung 10

ETA,;
p300/CBP, SUR-2 CiBP
p400, PCAF
pRB, p107, p130
CREB-1. ATFs, c-Jun,
ATEF-1, Oct-4 SP1, USF
TBP, RAP30 TBP. TAFs
Drl/DRAPI1 Oct-4,
BS69/BRAM1
YY1

Abb.3 Interaktion zellulirer Faktoren mit dem Ad12 E1A,;s-Protein (nach Brockmann et al., 2001).
Die grauen Rechtecke représentieren die konservierten Regionen 1 bis 3 (CR1-CR3) des E1A;5-Proteins. Einige
der bis heute bekannten E1 A-bindenden zelluldren Faktoren sind dargestellt. Die Interaktionsbereiche sind durch
Linien gekennzeichnet.

14 Transformation durch Adenoviren

Wie bereits beschrieben, sind alle bis heute bekannten humanpathogenen Adenovirus-
Serotypen in der Lage, primére Zellen in Kultur zu transformieren und ein Tumorwachstum in
immundefizienten Nagern (z.B. Nacktmiusen) zu induzieren (als Ubersicht siehe Williams et
al., 1995; siehe auch Kap. 1.1.2). Die zelluldre Transformation erfolgt durch die konstitutive
Expression der Regionen E1A und E1B. Durch Funktionen der E1A-Genprodukte werden die
Zellen zunédchst immortalisiert (Houweling et al., 1980; Ruley, 1983). Die Genprodukte der
E1B-Region haben selber keine transformierenden Eigenschaften (van den Elsen et al., 1983),
sind jedoch zur Ausbildung des vollstindig transformierten Phénotyps essentiell. Merkmale
einer vollstandigen Transformation sind z.B. die Aufhebung der Kontaktinhibition und der
Verankerungsabhingigkeit sowie die morphologische Umgestaltung der Zelle (Jochemsen e?
al., 1982; Byrd et al., 1988). Eine weitere wichtige Funktion der E1B-Genprodukte wéhrend
des Transformationsprozesses ist die Inhibierung der durch E1A-Genprodukte induzierten

Apoptose (als Ubersicht siche White, 1995).
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Die fiir die ElA-vermittelte Transformation und die Regulation der zelluldren
Proliferation verantwortlichen Doménen sind im N-Terminus und in den konservierten
Regionen 1 und 2 der E1A-Proteine lokalisiert. Diese funktionellen Doménen vermitteln die
Interaktion mit zelluliren Faktoren, wie z.B. dem pRB-Protein und dem nukleédren
Phosphoprotein p300/CBP (siche Abb. 3), die ma3geblich an der Regulation des Zellzyklus
und der Zellproliferation beteiligt sind.

Die Interaktion der E1A-Proteine mit pRB spielt eine wesentliche Rolle bei der
Immortalisierung und der Transformation primérer Zellen. Das pRB-Protein bindet wihrend
der  Go/G-Phase des  Zellzyklus an  verschiedene  proliferationsaktivierende
Transkriptionsfaktoren ~der E2F-Familie, die durch diese Bindung in ihrer
transkriptionsaktivierenden Funktion inhibiert werden. Die Interaktion mit E1A-Proteinen,
unter Beteiligung der Domidnen CR1 und CR2 bewirkt eine Freisetzung der
E2F-Transkriptionsfaktoren aus diesen inhibitorischen Komplexen (Whyte et al., 1988A).
Freigesetzte aktive Faktoren der E2F-Familie tragen zur Aktivierung zahlreicher, fiir das
Durchlaufen der S-Phase notwendiger Gene, wie z.B. der Dihydrofolatreduktase und der
Thymidinkinase, bei (Moran, 1994; Slansky und Farnham, 1996; als Ubersicht sieche Zhang
und Dean, 2001).

Die Interaktion der E1A-Proteine Ad E1A; 35 und Ad E1A s, unter Beteiligung des
N-Terminus und der CR1-Domine, mit p300/CBP ist fiir die Immortalisierung und die
Transformation primérer Zellen von entscheidender Bedeutung (Wang et al., 1993). Durch
diese Interaktion werden p300/CBP aus Transkriptionsfaktorkomplexen dissoziiert, wodurch
u.a. die Transkription pS3-abhidngiger Zielgene unterdriickt wird (Avantaggiati et al., 1997;
Lill et al., 1997; Gu et al., 1997). Die Aktivierung verschiedener Gene durch p53 fiihrt
normalerweise zu einer Arretierung des Zellzyklus in der G;-Phase oder zur zellulidren
Apoptose (als Ubersicht sieche Adams und Kaelin, 1998). Die Dissoziation der Koaktivatoren
p300/CBP durch die E1A-Proteine und die daraus resultierende Repression p53-abhidngiger
Zielgene hebt diese Arretierung in der G;-Phase des Zellzyklus auf und fiihrt demzufolge zu
einer Induktion der Proliferation. In Transformationsstudien wurde gezeigt, dass sich die
Uberexpression von p300/CBP inhibierend auf die Transformation durch E1A-Proteine

auswirkt (Smits et al., 1996).
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1.5 Das onkogene Potential der E1A-Genprodukte des Adenovirus-
Serotyps 12

Die Inokulation Adenovirus-transformierter Zellen fiihrt in immundefizienten Nagern zu der
Ausbildung von Tumoren. Tumorwachstum in immunkompetenten Nagern wird jedoch nur
induziert, wenn die Zellen durch einen onkogenen Adenovirus-Serotypen transformiert
wurden (als Ubersicht siche Williams et al., 1995). Welche Ursachen dieser unterschiedlichen
Onkogenitit der einzelnen Ad-Serotypen zugrunde liegen, ist bis heute nicht vollstindig
gekldrt. Jedoch haben Mutationsanalysen mit Ad12/Ad2 E1A-Chimédren gezeigt, dass die
Fahigkeit, Tumorwachstum in immunkompetenten Tieren zu erzeugen, von der Herkunft der
Genprodukte der E1A-Transkriptionseinheit abhidngig ist (Bernards et al., 1983). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass sich die ElA-Regionen onkogener und nicht-onkogener
Adenovirus-Serotypen bei der Transformation primédrer Nagerzellen in ihrer
Transformationseffizienz unterscheiden. Somit kann man annehmen, dass Unterschiede in der
Struktur der E1A-Genprodukte der onkogenen und nicht-onkogenen Adenovirus-Serotypen
fiir das unterschiedliche onkogene Potential verantwortlich sind.

Als wichtige Unterschiede zwischen der E1A-Region der onkogenen und nicht-
onkogenen Adenovirus-Serotypen sind hier (1) die Adl2 ElA-spezifischen Proteine
ElAjosi11s und ElAgss, (2) der nicht-konservierte N-Terminus sowie (3) eine nicht-
konservierte Region zwischen CR2 und CR3, die sog. Spacer-Region, die in unterschiedlicher
Linge nur in onkogenen Ad-Serotypen zu finden ist, hervorzuheben. Die Linge dieser
Spacer-Region korreliert mit dem Ausmal} der Onkogenitét der Viren (Williams et al., 1995;
siche Abb. 4).

Ad5: DLTCHEAGFPPSDDEDEE—————-—"—"——"————————————— GEEFVLDYVEHPG (n)
Ad3: DLRCYEEGFPPSDDEDGTEEQSI————-HT————— AVNEGVKAASDVFKLDCPELPG (s)
Adl2: DLLCYEMGFPCSDSEDEQDENGMAHVSAS—-———-— AAAAAADREREEFQLDHPELPG  (h)

SAT7: DLFCYEDGFPPSDSEEGEHSQVETERKMAEAAAAGAAAAARREQDDFRLDCPSVPG  (h)

Abb.4  Vergleich der Spacer-Regionen und der angrenzenden Bereiche verschiedener Adenovirus-
Serotypen (nach Williams et al., 1995). (n) nicht-onkogener Serotyp (AdS5); (s) schwach-onkogener Serotyp
(Ad3); (h) hoch-onkogener Serotyp (Ad12, SA7).
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Die molekulare Funktion der Spacer-Region ist bis heute nicht geklart. Jedoch zeigten
Experimente von Williams und Mitarbeitern, dass diese Region fiir die onkogene
Transformation von Zellen durch Adenoviren von Bedeutung ist (Williams et al., 1995).
Chimére Adenoviren, in denen die Spacer-Region des hoch-onkogenen Serotyps Ad12 gegen
die korrespondierende Region des nicht-onkogenen Serotyps AdS ersetzt wurde, zeigten in
diesen Studien eine deutlich verringerte Onkogenitidt, woraus man schlieBen kann, dass der

Bereich des Spacers eine wichtige onkogene Determinante darstellt.
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1.6  Zielsetzung der Arbeit

Obwohl die Struktur und Expression der E1A-Genprodukte des hoch-onkogenen Serotyps
Ad12 sowie der nicht-onkogenen Serotypen Ad2 und AdS weitgehend aufgeklért und ihre
Funktionen gut untersucht sind, gibt es zu den Funktionen einzelner Proteindoménen noch
eine Reihe offener Fragen. Bis heute weill man z.B. wenig iiber die Funktionen der Spacer-
Sequenz der E1A-Region der onkogenen Ad-Serotypen, auler, dass sie fiir das onkogene
Potential der Adenoviren von Bedeutung ist. Mogliche zelluldre Proteine, die an die Spacer-
Region binden, sind zur Zeit nicht bekannt.

Zu Beginn meiner Untersuchungen waren zahlreiche zelluldre Faktoren beschrieben,
die mit den konservierten Regionen (CR1-CR3) und dem Aminoterminus der E1A-Proteine
interagieren, jedoch kann angenommen werden, dass bis heute nicht alle mit E1A-
Genprodukten interagierenden Proteine detektiert wurden. Die Identifizierung und
funktionelle Charakterisierung weiterer, noch unbekannter E1A-bindender zelluldrer Faktoren
ist von besonderem Interesse, da hierdurch moglicherweise neue Erkenntnisse in Bezug auf

die durch E1A-Proteine vermittelten Funktionen gewonnen werden konnten.

Ziel meiner Arbeit war es daher, noch unbekannte zelluldre Faktoren, die spezifisch
mit CR2, der Spacer-Region und/oder CR3 der Ad12 E1A-Region interagieren, zu isolieren
und, wenn moglich, funktionell zu charakterisieren.

Die Identifikation solcher ElA-bindender zelluldrer Proteine sollte durch
Durchmusterung einer cDNA-Expressionsbibliothek mit Hilfe eines modifizierten Hefe
,» Two-Hybrid“-Systems  (,,SOS-Two-Hybrid*“-System) erfolgen. Die Bestitigung dieser
Interaktion in Sédugerzellen (Immunprézipitation) sollte erste Hinweise auf eine mogliche
physiologische Relevanz im Hinblick auf die Bindung der EIlA-Proteine mit den
identifizierten zelluldren Faktoren geben. Durch in vitro Protein-Protein-Interaktionsstudien
(GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen) mit E1 Awt-Proteinen und E1A-Proteinmutanten
sollten die fiir die Bindung verantwortlichen E1A-Interaktionsdoménen bestimmt werden.
Weiterhin sollten die identifizierten Faktoren in Bezug auf ihre Struktur (Aminosédure- und
Dominen-Struktur), ihre Expression auf Protein- und mRNA-Ebene und ihre Expression in
verschiedenen Geweben charakterisiert werden. Erste Riickschliisse auf eine mogliche
Funktion der Proteine sollten durch die Bestimmung der zelluldren Lokalisation sowie durch
die Analyse ihres Einflusses in den E1A-vermittelten Transaktivierungsprozess spezifischer

Promotoren gezogen werden (transiente Expressionsstudien).



Material

15

2. Material

Hier nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien (mit dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse®) sowie

nicht erwéhnter allgemeiner Laborbedarf wurden von unterschiedlichen Herstellern bezogen.

2.1 Chemikalien

Acetyl-CoA (Coenzym A)
Acrylamid

Agarose

Ampicillin
Ammoniumpersulfat

Amplify

Bacto yeast extract

Bacto-Agar

Bacto-Peptone

Bacto-Tryptone

Bicine

Bromphenolblau

BSA (Bovine Serum Albumin)
Coomassie Brilliant Blue G250
CSM (Complete Supplement Mixture)
Desoxyribonukleotide

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DTT (Dithiothreitol)

EDTA

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Galactose

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
BioRad, Miinchen

FMC Bioproducts, Dianemark, iiber Biozym,
Hameln

Bayer, Leverkusen

Sigma, Deisenhofen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Bio 101, iiber Serva, Heidelberg

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm

Difco, Detroit, USA
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Glucose
Glycerin

HEPES
(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsiure)

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactosid)
N,N’-Methylen-bisacrylamid
Mineral6l

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat

NP-40

Paraformaldehyd

Pefabloc

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)

Polyethylenglycol (PEG) 1000
Raffinose
D-Sorbitol

TEMED
(N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin)

Tris (Tris-(hydroxylmethyl)-aminomethan)

Triton-X-100
Tryptone
Tween 20

YNB (Yeast Nitrogen Base)

Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen

Biomol, Hamburg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Difco, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
BioRad, Miinchen

Difco, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, USA
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2.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase (1 U/ul)

Klenow-Fragment der E. coli DNA-
Polymerase I (2 U/ul)
Restriktionsendonukleasen (2-50 U/ul)

SUPER SCRIPT™ II RNaseH- Reverse
Transkriptase (200 U/ul)
T4-DNA-Ligase (1 U/ul)
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

Trypsin (Rinderpankreas, 110 U/mg)

2.3 Plasmide

pcDNA3.1-myc/his

pCMV-5-FLAG

pCR3.1

GS5-EIBTATA-CAT

phc-jun(-1600/+749)-CAT

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Promega, Heidelberg

Life Technologies, Eggenstein

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

Eukaryontischer Expressionsvektor, der die
klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit
einem C-terminalen myc- und his-Epitop
exprimiert, Invitrogen, Niederlande

Eukaryontischer Expressionsvektor, der die
klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit
einem C-terminalen FLAG-Epitop exprimiert,
Sigma, Deisenhofen

Eukaryontischer Expressionsvektor,
Invitrogen, Niederlande

enthilt fiinf Gal4-Bindestellen sowie die Ad2
E1B-TATA-Box vor dem CAT-Reportergen,
zur Verfiigung gestellt von R. Bernards, The
Netherlands Cancer Institute, Amsterdam,
Niederlande

enthilt den humanen c-jun-Promotor von nt
-1600 bis +740, zur Verfiigung gestellt von A.
J. van der Eb, Laboratory for Molecular
Carcinogenesis, Sylvius, Laboratories,
University of Leiden, Niederlande
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pRc/RSV

pGEX-2T

pYES2-MYR

pADNS-SOS

24 Nukleinsduren

Heringssperma-DNA

Eukaryontischer Expressionsvektor,
Invitrogen, Niederlande

Bakterieller Expressionsvektor, der die
klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit
einer N-terminalen GST-Proteindomine
exprimiert, Pharmacia Biotech, Freiburg

Hefe-Expressionvektor (Uracil [Ura]-
Selektion), der die klonierten cDNASs als
Fusionsproteine mit einer N-terminalen v-src
Myristilisierungssequenz exprimiert
(Aaronheim et al., 1997), zur Verfiigung
gestellt von H. Hennemann, Institut fiir
Zellbiologie des Universitétsklinikums,
Universitét Essen

Hefe-Expressionvektor (Leucin [Leu]-
Selektion), der die klonierten cDNAs als
Fusionsproteine mit einem C-terminalen SOS-
Anteil exprimiert (Aaronheim et al., 1997),
zur Verfiigung gestellt von H. Hennemann,
Institut fiir Zellbiologie des
Universititsklinikums, Universitit Essen

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
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2.5 Oligonukleotide

Die hier aufgelisteten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech GmbH
(Ebersberg) oder Metabion (Martinsried) synthetisiert, entsalzt und lyophylisiert. Die
Oligonukleotide wurden in H,O aufgenommen (Endkonzentration der Stammldsung je

100 pmol/ul). Zusitzlich synthetisierte Nukleotide (z.B. Restriktionsschnittstellen) in den

aufgefiihrten Oligonukleotiden sind in Klammern gesetzt.

Oligonukleotid

Sequenz (5’ — 3’)

5°-9.1 ATG

(ATATGGATCC)ATGCACGAGCGGCGGAGC

5’-pcDNA r-SREC

(ATATAAGCTT)ATGGCGCCCTCGGGCCCCGGT

3’-pcDNA r-SREC

(GCGCAAGCTT)AGTCTCATTTTCCATGGTTAA

5’-Hind TT ATG r-SREC

(ATATAAGCTTTT)ATGGCGCCCTCGGGCCC

5’-r-SREC ATG BamHI

(ATATGGATCC)ATGGCGCCCTCGGGCCCCGGT

3’-r-SREC STOP BamHI

(GCGCGGATCO)TTAAGTCTCGTTCTCCATAGT

3’-r-SREC Hindlll

(GCGCAAGCTT)TCTCGTTCTCCATAGTTAA

3’-r-SREC STOP Hindlll

(GCGCAAGCTT)TTAAGTCTCGTTCCCCATAG

5’-9.1 ATG HindIll

(ATATAAGCTT)ATGCACGAGCGGCGGAGCA

5’-CR2-S-CR3 (TCCCCCGGG)ATGGATTTATTGTGCTACGAG
3’-CR2-S-CR3 (TCCCCCGGG)ATCGGAAACAGGACTGTAAAT
5’-pYes 9.1 TGCTCTACTGGATCCCTGTGGTGTTCAT

2.6  Antikorper

Anti-Ad12 E1A-Antiserum
polyklonales Schaf-Antiserum

Anti-Ad2 E1A AK (M73)
polyklonaler Maus IgG AK

Anti-Actin AK
polyklonaler Ziege IgG AK

Anti-FLAG-AK
monoklonaler Maus IgG AK

Anti-Kaninchen IgG-AK
Peroxidase-konjugiert

Zur Verfiigung gestellt von Phil Gallimore,
University of Birmingham, England

Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA

Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA

Sigma, Deisenhofen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Anti-Maus IgG-AK
Peroxidase-konjugiert

Anti-Maus IgG-AK
Cy3 konjugiert

Anti-myc-Epitop (9E10)-AK
(monoklonaler Maus IgG-AK)

Anti-Kaninchen IgG-AK
Alexa Fluor 488 konjugiert

Anti-Schaf IgG-AK
Peroxidase-konjugiert

Anti-Ziege IgG-AK
Alexa Fluor 488 konjugiert

Normales Kaninchen IgG-Antiserum

Calbiochem, Heidelberg

Dianova, Hamburg

Invitrogen, Niederlande

Molecular Probes, Gottingen

Pierce, Rockford, USA; iiber Perbio,

Helsingborg, Schweden

Molecular Probes, Gottingen

Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien, USA

2.7 Medien, Reagenzien und Materialien fiir die Zellkultur

100 x nicht-essentielle Aminosiuren

6-Loch-Zellkulturschalen mit 3,5 cm &
Vertiefungen, Zellkulturplatten, -flaschen, -

schalen
DMEM

Fotales Kilberserum (FKS)

Geneticinsulfat (G 418)
L-Glutamin
Penicillin G (1000 U/ml)

Streptomycinsulfat

Life Technologies, Eggenstein

Becton Dickinson, New York, USA, iiber
Oehmen, Essen

Life Technologies, Eggenstein

PAA, Marburg
Life Technologies, Eggenstein

PAA, Marburg
Merck, Darmstadt
Hoechst, Frankfurt

Sigma, Deisenhofen
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2.8 Radiochemikalien

[358]—Methi0nin >37 TBg/mmol

[0—"*P]-dCTP >111 TBg/mmol (spez.
Aktivitit: >3000 Ci/mmol)

D-Threo-[dichloracetyl-1- HCl-
Chloramphenicol ~3,7 GBg/mmol

2.9 Molekulargewichtstandards

A-DNA-GroBenstandard
100-bp DNA-Leiter
['*C]-markierter SDS-PAGE Standard

SDS-PAGE Standards (geférbt)

2.10 Kits und spezielle Reagenzien

Auto Read ™ Sequencing Kit
BioRad Bradford-Reagenz
Eukaryotic TA Expression Kit
GeneRacer Kit

Human Multiple Tissue Northern (MTN) ™
Blot

Metafectene
Mowiol

Plasmid-DNA-Maxipréparations-Kit
Nucleobond AX 500

QIAamp DNA Mini Kit

QIAquick Spin PCR Purification and
Gelextraction Kit

ICN Biomedicals, Eschwege

ICN Biomedicals, Eschwege

ICN Biomedicals, Eschwege

Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

BioRad, Miinchen
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Pharmacia Biotech, Freiburg
BioRad, Miinchen
Invitrogen, Niederlande
Invitrogen, Niederlande

Clontech, Heidelberg

Biontex, Martinsried
Calbiochem, Heidelberg

Macherey & Nagel, Diiren

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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QIAshredder

Rat Multiple Tissue Notrhern (MTN) ™ Blot

Ready To Go DNA Labelling Beads
RNaseOUT (40 U/ul)
RNeasy Mini Kit

Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz-
Detektionssystems (fiir Western-Blot)

TNT Kit, Quick Coupled
Transcription/Translation Systems

TRIZOL-Reagenz

2.11

Acid-washed-glass-Beads

Diinnschichtchromatographie-Platten,
Kieselgel, 0,2 mm Schichtdicke

Elektroporationskiivetten, 0,4 mm
Gluthation-Sepharose 4B

Hybond-C-plus Nitrocellulose-Membran
Protein-G Sepharose

Replikaplatten ACCUTRAN
Rontgenfilme X-Omat AR

Rotiszint eco plus Szintillationsfliissigkeit
Sephadex G-50-Saulen

Sterivex-GS 0,22 um Filter Unit

Whatman Filterpapier

Qiagen, Hilden

Clontech, Heidelberg

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Life Technologies, Eggenstein

Qiagen, Hilden

Pierce, Rockford, USA; iiber Perbio,
Helsingborg, Schweden

Promega, Heidelberg

Life Technologies, Eggenstein

Filme, Filter, Membranen und besondere Verbrauchsmaterialien

Sigma, Deisenhofen

Riedeel-de Haen, Seelze

BioRad, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Pharmacia Biotech, Freiburg

Schleicher & Schuell, Dassel

Kodak, Rochester, USA

Roth GmbH, Karlsruhe

Pharmacia Biotech, Freiburg

Millipore, Bedford, Massachusetts, USA

Whatman, Maidstone, England
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2.12 Spezielle Laborgeriite

Automatic Laser Fluorescence DNA
Sequencer

Automatic TLC-Linear Analyzer
DNA Trio Thermoblock (PCR)
Gene Pulser Elektroporator
Mini-Protean-1I-Cell

Szintillationsmessgerit Delta 300, Searle
Analytic Incorporation

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
Ultraschalldesintegrator

Zeiss Laser Scan Mikroskop (LSM) 510

2.13 Puffer und Losungen

Pharmacia Biotech, Freiburg

Berthold, Overrath
Biometra, Miinchen
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

iber Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt

BioRad, Miinchen
Branson, USA

Zeiss, Obercochem

Hier nicht aufgefithrte Zusammensetzungen von Puffern und Losungen wurden den

Laborhandbiichern ,,Molecular Cloning: a laboratory manual, second edition* (Sambrook et

al., 1989) oder ,,Current Protocols in Molecular Biology* (Ausubel et al., 1997) entnommen.

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung

Ampicillinlésung
APS-Losung

DNA-Probenpuffer (6 x)

dNTP-Mix (fiir PCR)

29,2 g Acrylamid
0,8 g N,N’-Methylen-Bisacrylamid
mit H,O ad 100 ml

50 mg/ml in H,O
10% (w/v) APS in H,O

150 mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylenxyanol FF
30% (v/v) Glycerin

je 1,25 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in
A. bidest
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Gelfirbelosung (SDS-PAGE)

Gelfixierlosung (SDS-PAGE)

GST PD+150

Hefe-Aufbruchpuffer

IPTG-Losung

LiPEG

LiSORB

NB-Puffer

NETN-Puffer

Paraformaldehydlésung

450 ml H,O

450 ml Methanol

100 ml Eisessig

2,5 g Coomassie Brilliant Blue

50% (v/v) 2-Propanol
7% (v/v) Essigsdure

50 mM Tris/HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

0,1% (v/v) Triton-X-100
5 mM EDTA

20 mM NaF

1 mM DTT

1 mM Naz;VOy

0,5 mM Pefabloc

2 ug/ul BSA

2% (v/v) Triton-X-100
1% (w/v) SDS

100 mM NaCl

10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

1 M in H,O (bei —20°C gelagert)

100 mM Lithiumacetat
40% (w/v) PEG3350
in TE-Puffer, pH 7,5

100 mM Lithiumacetat
1 M Sorbitol
in TE-Puffer, pH 7,5

150 mM NaCl
10 mM Bicine, pH 8,35

20 mM Tris/HCI, pH 8
100 mM KCL

1 mM EDTA

0,5% NP-40

70% (v/v) PBS

4% (w/v) Paraformaldehyd
30 mM Galaktose

pH 7,4 mit HCI einstellen
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PBS

PBS~

PC+150-Puffer

PEG1000, 40%

Permeabilisierungslosung

Propidiumjodidlésung

PS-Losung

RT-Erststrangsynthese-Puffer

SBEG-Puffer

4 mM MgSO4

7 mM CaCl,

1,4 mM KH2PO4
137 mM NaCl
2,7 mM KClI

6,5 mM NazHPO4

wie PBS, ohne MgSO,und CaCl,

20 mM HEPES/KOH pH 7,9
150 mM KCI

12,5 mM MgCl,

0,2 mM EDTA

0,05% (v/v) NP-40

0,05 % (v/v) Tween 20

0,5 mM Pefabloc

2 ng/ul BSA

40% PEG1000
200 mM Bicine, pH 8,35
bei —20°C gelagert

PBS
0,3% (v/v) Triton-100X
0,1% (w/v) Natriumcitrat

5% Propidiumjodid (w/v) in H,O

1,5 g Penicillin

2,5 g Streptomycinsulfat

2 g NaCl

0,1 g KCl

0,25 g Glucose

0,1 g NaHCO3

mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt

250 mM Tris/HCI, pH 8,3
375 mM KCl1
15 mM MgCl,

1 M Sorbitol
10 mM Bicine, pH 8,35
3% (v/v) Ethylenglycol
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SDS-PAGE-Laufpuffer (1 x)

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

SDS-PAGE-Trenngelpuffer

SDS-Probenpuffer (6 x)

SSC (20 x)

TBS

TBS-T

Transferpuffer (fiir Western- Blotting)

VT-Losung

YNB-(+)-Galactose

YNB-(-)-Galactose

250 mM Tris/HCI, pH 8,3
2,550 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

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

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% (w/v) SDS

0,3 M Tris/HCI pH 6,8

0,6 M DTT

12% (w/v) SDS

60% (v/v) Glycerin

0,6% (w/v) Bromphenolblau

3,0 M NaCl
0,3 M Nas-Citrat

10 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NaCl

TBS mit 0,1% (v/v)Tween 20

48 mM Tris

39 mM Glycin

0,037% (w/v) SDS fiir Proteine < 180kDa
oder 0,8% (w/v) SDS fiir Proteine > 180kDa
20% (v/v) Methanol

0,5 M EDTA
2,5 g/l Trypsin in PBS™

0,85 g YNB (ohne AS, ohne (NH4),SO4)
2,5 g (NH4)ZSO4

15 g Galactose

10 g D-(+)-Raffinose

10 g Glycerin

0,34 g Aminosiduremix

ad 500 ml mit A. bidest.

YNB-(+)-Galactose ohne Galactose
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YNB-Glucose 0,85 g YNB (ohne AS, ohne (NH4),SO4)
2,5 g (NH4)2$O4
10 g D-(+)-Glucose
10 g Glycerin
0,34 g Aminosiduremix
ad 500 ml mit A. bidest.

YPD 10 g Bacto-yeast extract
20 g Bacto-Peptone
20 g Glucose
ad 1000 ml mit A. bidest

2 x YT-Medium 16 g Tryptone

10 g Bacto-yeast extract
5 g NaCl
ad 1000 ml mit A. bidest

2.14 Bakterienstimme

E. coli K12 DH5a [supE44, AlacU169 (b80lacZ M15) hsdR 17 recAl endAl gyrA96, thil
relAl] ist ein rekombinationsdefekter Bakterienstamm zur Vermehrung von Derivaten der

pBR322-Plasmide (Life Technologies, Eggenstein).

E. coli K12 DHIOB [F mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80dlac ZAM15, AlacX74,deoR,
recAl, endAl, araD139, A(ara, leu)7697, galU, galK, o, rpsL, nupG] ist ein

elektrokompetenter Bakterienstamm (Gibco BRL, Eggenstein).

E. coli K12 BL21 [F, ompT, hsdS (rz~, mg"), gal] ist ein Protease-defizienter Bakterienstamm

zur Expression von Fusionsproteinen (Pharmacia Biotech, Freiburg).

2.15 Hefestamm

Cdc25-2 ist ein temperatursensitiver S. cerivisiae-Stamm. Dieser Hefestamm enthélt eine
Mutation im cdc25-2-Gen, das den G-Protein-Austauschfaktor SOS exprimiert (Aaronheim et

al., 1997)
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2.16 Zelllinien

COS7-Zellen

HEK-12-Zellen

HeLa-tk-Zellen

KB-Zellen

etablierte SV40-transformierte Nierenzelllinie der Griinen
Meerkatze, American Type Culture Collection (ATCC), Manassas,
USA (Gluzman, 1981)

Humane embryonale Nierenzelllinie, transformiert durch
Transfektion des EcoR IC-Fragments von Ad12 (Whittaker et al.,
1984); zur Verfiigung gestellt von P. Gallimore, University of
Birmingham, UK

Humane epitheloide Cervix-Karzinomzelllinie; American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et al., 1952)

Humane epidermale Rachen-Karzinomzelllinie; American Type
Culture Collection (ATCC), Rockville, USA (Gey et al., 1952)
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3. Methoden

3.1 Allgemeine Methoden

Hier nicht gesondert aufgefiihrte grundlegende molekularbiologische Standardmethoden
wurden den Laborhandbiichern ,,Molecular cloning: A laboratory manual, second edition®,
(Sambrook et al., 1989) und ,,Current Protocols in Molecular Biology* (Ausubel et al., 1997)
entnommen.

Alle Arbeiten mit Hefe- und Sdugerzellen bzw. mit Bakterien (E. coli-Stimme)
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Losungen und Materialien wurden bei
121°C und 1 bar autoklaviert, Losungen mit hitzeempfindlichen Komponenten wurden
sterilfiltriert. Die Arbeiten mit Bakterien, Nukleinsiuren und Proteinen wurden, soweit nicht

anders aufgefiihrt, unter Eiskiihlung der Proben durchgefiihrt.

3.2  Isolierung und Charakterisierung von Nukleinsiuren

Die Aufreinigung PCR-amplifizierter DNA sowie die Isolierung von DNA aus Agarose
erfolgte unter Verwendung des ,,QIAquick Spin PCR Purification and Gelextraction*-Kits der
Firma Qiagen. Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien im quantitativen Mal3stab
erfolgte unter Verwendung des ,,Plasmid-DNA-Maxipriparations-Kits Nucleobond AX 500
gemd den Angaben des Herstellers (Macherey & Nagel). Die Plasmid-DNA-
Maxipriparation beruht hierbei auf einer optimierten Form der alkalischen Lyse-Methode
nach Birnboim und Doly (1979).

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ,,AutoRead-Sequencing®-Kit auf einem
ALF (Automated Laser Fluorescent)-DNA Sequenzierer nach Angaben des Herstellers
Pharmacia Biotech oder von den Sequenzierfirmen Seqlab GmbH (Gottingen) bzw. GATC
Biotech AG (Konstanz) durchgefiihrt.

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Mullis et al., 1986)

Die PCR ist eine in vitro Methode zur sequenzspezifischen Amplifikation distinkter DNA-
Sequenzen unter Verwendung synthetisch hergestellter Oligonukleotide (Primer). Diese

Methode wurde zum Nachweis der Integration von DNA-Sequenzen in das Genom von



Methoden 30

Sdugerzellen, zur Identifizierung Insert-positiver Bakterienklone, zum Nachweis durch

RT-PCR generierter cDNAs und zur Klonierung von DNA-Sequenzen angewendet.

3.2.2  Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Der Nachweis spezifischer mRNAs in Gesamt-RNA aus Sdugerzellen erfolgte mittels
RT-PCR. Die Erststrangsynthese erfolgte unter Verwendung des RT-PCR-Kits der Firma
Invitrogen. Der Ansatz, bestehend aus 1-5 pg Gesamt-RNA und 2 pmol eines spezifischen
3’-Primers, wurde mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 pl
aufgefiillt, 10 min bei 70°C inkubiert und anschliefend 2 min auf Eis schockgekiihlt. Nach
Zugabe von 4 ul RT-Erststrangpuffer, 1 ul ANTP-Mix (je 10 mM) und 2 pu1 0,1 M DTT wurde
der Ansatz 2 min bei 42°C inkubiert. Die Synthese des cDNA-Stranges erfolgte nach Zugabe
von 1 pl (200 U) Reverse-Transkriptase mit nachfolgender Inkubation fiir 50 min bei 42°C.
Die Reverse-Transkriptase wurde durch 15-miniitige Inkubation bei 70°C inaktiviert.

Die Analyse der generierten cDNA erfolgte durch PCR-Amplifikation mit

spezifischen Primern und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese.

3.2.3 Isolierung der Gesamt-RNA aus Rattengewebe

Das Rattengewebe (Herz) wurde nach Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert. Zur Aufarbeitung wurde das Gewebe in
einem mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Morser zu einem homogenen Pulver verarbeitet. Die
anschlieende Isolierung der Gesamt-RNA aus dem Gewebe erfolgte mittels des TRIZOL-
Reagenzes nach Angaben des Herstellers (Life Technologies). Zur Aufreinigung wurden

100 mg Herzgewebe eingesetzt.

33 Protein-Protein-Interaktionsstudien mit Hilfe des Hefe ,,SOS-Two-
Hybrid*‘-Systems

Das Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System (Aronheim et al., 1997) ermdglicht die Analyse von
spezifischen Protein-Protein-Interaktionen unter in vivo &hnlichen Bedingungen in

Hefezellen. Dieses Hefesystem erlaubt es, im Gegensatz zu dem klassischen Hefe
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,Gal4-Two-Hybrid“-System (Chevray und Nathans, 1992), Interaktionsanalysen unter
Verwendung transaktivierender Proteindomédnen als Koder durchzufiihren. Der
Selektionsmechanismus des ,,SOS-Two-Hybrid*“-Systems beruht auf der Interaktion zwischen
einem SOS-Fusionsprotein und einem Fusionsprotein, das durch ein Myristilisierungssignal
(MYR) an der Zellmembran verankert ist (siche Kap. 4.1). Die interaktionsabhingige
Translokation des SOS-Fusionsproteins durch Interaktion mit dem MYR-Fusionsprotein stellt
den Ras-abhingigen Signaltransduktionsweg des SOS-defizienten S. cerivisiea Stammes
cdc25-2 wieder her und ermdoglicht ein Wachstum der Hefen bei selektiver Temperatur von

36°C.

3.3.1 Amplifikation der Rattenhypophysen-cDNA-Expressionsbank

Die Rattenhypophysen-cDNA-Expressionsbank (Aronheim et al, 1997) mit 2 x 10°
unabhingigen Klonen (zur Verfiigung gestellt von H. Hennemann, Institut fiir Zellbiologie
des Universititsklinikums, Universitit Essen), die im Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System
eingesetzt werden sollte, wurde mittels Elektroporation amplifiziert. Hierfiir wurden 20 pl des
elektrokompetenten Bakterienstammes E. coli/DHIOB und 20 ng Bibliotheks-cDNA
eingesetzt (im Hefe-Expressionsvektor pYes2-MYR) und die Elektroporation bei 1800 V und
100 Ohm durchgefiihrt. Nach Zugabe von 1,2 ml SOC-Medium und einstiindiger Inkubation
(220 rpm, 37°C) wurde die Bakteriensuspension mit 30,5 ml SOC-Medium verdiinnt und
jeweils 860 ul dieser Suspension auf einer 507 cm’ LB-Agarplatte (100 pg/ml Ampicillin)
ausplattiert. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die Bakterienklone mit 40 ml LB-
Medium (100 pg/ml  Ampicillin) pro Platte von der Oberfliche geldst. Die
Bakteriensuspension wurde eine Stunde bei 37°C und 220 rpm inkubiert und anschlieend
eine DNA-Priparation durchgefiihrt. Die isolierte Plasmid-cDNA wurde durch EcoRI/Xhol-

Restriktionsendonukleaseverdau charakterisiert.

3.3.2 Herstellung und Transformation kompetenter Hefezellen

Die Herstellung kompetenter Hefezellen des Stammes S. cerivisiae cdc25-2 sowie deren
Transformation mit Plasmid-DNA der cDNA-Expressionsbank erfolgte nach der Vorschrift
von Schiestl und Gietz (1989). Die Hefezellen wurden mit den Hefe-Expressionsvektoren

pADNS-SOS-CR2-S-CR3 (exprimiert das SOS-CR2-S-CR3-Fusionsprotein; Leucinmangel-
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Selektionsgen) und pYes2-mGAP (exprimiert mGAP; Tryptophanmangel-Selektionsgen)
stabil kotransformiert (sieche Kap. 4.1.2). Zur Transformation mit der cDNA-Expressionsbank
wurden pro Ansatz 3 pg Rattenhypophysen-cDNA (pYes2-MYR-cDNA; Uracilmangel-
Selektionsgen) und 50 pg fragmentierte Carrier-DNA (Heringssperma-DNA), zur Erhohung
der Transformationseffiziens, eingesetzt. AnschlieBend wurden die Hefen zur Vorselektion
der transformierten Zellen auf YNB-Glucose """ "™_Platten ausplattiert und fiir 3-4 Tage

bei 25°C inkubiert.

3.3.3 Selektive Wachstumsbedingungen zur Analyse von Protein-Protein-

Interaktionen im Hefe ,,SOS-Two-Hybrid*‘-System

Zur Selektion Interaktions-positiver Klone im Hefe ,,SOS-Two-Hybrid*“-System wurden
Replika-Plattierungen angefertigt. Der Hefe-Expressionsvektor pYes2-MYR exprimiert einen
Galactose-Promotor (Gall-Promotor, cDNA-Bank wird nur in Anwesenheit von Galactose
exprimiert), womit die Selektion auf YNB-(+)-Galactose """V bzw. YNB-(-)-Galactose’
Lew.Tr-Ua_piatten bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C erfolgen kann. Die Hefeklone
wurden von YNB-Glucose™" """ Platten auf Selektionsplatten iibergestempelt und bei
36 °C inkubiert. Nach 3-4 Tagen wurden Hefe-Klone, die auf YNB-(+)-Galactose-Platten
wuchsen und somit eine Galactose-Abhingigkeit zeigten, selektiert und erneut auf YNB-
Glucose ™ ™"V _platten bei 25°C inkubiert. Falsch-positive Klone, die sowohl auf YNB-
(+)- als auch auf YNB-(-)-Galactose-Platten wuchsen, wurden verworfen. Klone, die nach
dreimaliger Selektion Galactose- und Temperatur-Abhéngigkeit zeigten, wurden als potentiell
Interaktions-positiv eingestuft und ihre Plasmid-DNA wurde pripariert (siche Kap. 3.3.4).
Nach Isolierung und Identifikation der pYes2-MYR-cDNA Plasmide durch
Restriktionsendonukleaseverdau wurden diese mit der Kdder-DNA (pADNS-SOS-CR2-S-
CR3) in kompetente Hefezellen des S. cerivisiea Stammes cdc25-2 (sieche Kap. 3.3.5)
kotransformiert, wofiir 1-2 pg der jeweiligen Plasmid-DNA eingesetzt wurden. Als
Kontrollen dienten (1) das jeweilige pYes2-MYR-cDNA-Bank Plasmid mit dem pADNS-
SOS-Leervektor (exprimiert nur die SOS-Domine) und (2) das pADNS-SOS-CR2-S-CR3-
Plasmid mit dem pYes2-MYR-Leervektor (exprimiert nur das Myristilisierungssignal). Die

Transformationsansiitze wurden auf selektiven Agarplatten (YNB-Glucose™"™

) ausplattiert
und bei 25°C im Brutschrank 3-4 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden von jedem Ansatz
vier Klone selektiert und wie zuvor inkubiert. Die Hefeklone wurden auf Replika-Platten

(YNB-(+)-Galactose ™ U™ und YNB-(-)-Galactose™" ™) iibergestempelt und bei 36°C



Methoden 33

inkubiert. Die Hefe-Klone, die unter Selektiondruck in Abhéngigkeit von Galactose und
Koderplasmid bei 36°C ein Wachstum zeigten, wurden als Interaktions-positive Klone

eingestuft.

3.3.4 Priparation der Plasmid-DNA aus Hefezellen

Zur Priparation der Plasmid-DNA aus Hefezellen wurden 10 ml YNB-Glucose™* U™ mit
einem potentiell Interaktions-positiven Klon angeimpft und 2-3 Tage bei 25°C und 220 rpm
bis zum Erreichen der stationdren Phase inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde nach Vorschrift
isoliert und aufgereinigt (Aronheim et al., 1997). AnschlieBend wurden elektrokompetente
Bakterien des Stammes E. coli XL2-blue, die zuvor nach Vorschrift des Herstellers des
Elektroporators (BioRad) pripariert wurden, mit der Plasmid-DNA transformiert, wodurch
eine Vereinzelung der drei in den Hefezellen enthaltenen Plasmide (pADNS-SOS-CR2-S-
CR3; pYes2-MYR-cDNA; pADNS-mGAP) moglich war. Nach DNA-Miniprédparationen von
jeweils zehn Klonen wurde zur Differenzierung zwischen den Plasmiden und zur
Identifizierung der cDNA-Bank-Plasmide ein EcoRI/Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau
durchgefiihrt.

3.3.5 Herstellung kompetenter Hefezellen (Klebe et al., 1983)

Die Herstellung kompetenter Hefezellen des temperatursensitiven S. cerivisiae-Stammes
cdc25-2 erfolgte nach der Vorschrift von Klebe et al. (1983). Hierzu wurden 100 ul einer
cdc52-2-Hefesuspension in 10 ml YPD-Medium angeimpft und bei 25°C fiir 18 h im
Schiittler (220 rpm) inkubiert. Die Kultur wurde im Verhiltnis 1:25 mit YPD-Medium
verdiinnt und bis zum Erreichen einer ODgpp von 0,6 inkubiert (6-8 h, 25°C, 220 rpm). Die
Hefezellen wurden abzentrifugiert (425 x g, 3 min) und in 125 ml SBEG-Puffer resuspendiert.
Anschliefend wurde bei RT zentrifugiert (425 x g, 3 min) und die Hefezellen in 5 ml SBEG-
Puffer resuspendiert. Die kompetenten cdc25-2-Hefen wurden bis zur Transformation in

100 pl Aliquots bei -80 °C gelagert.
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34 Zellkultur

Die Kultivierung der adhédrenten Zelllinien HeLa-tk™, KB, HEK12, COS7 und 293 erfolgte in
beschichteten Zellkulturgefden bei 37°C und 5%iger CO,-Atmosphire. Als Nihrmedium
diente DMEM, dem 10% fotales Kilberserum (FKS), 1,5% 100 x nicht essentielle
Aminosduren, 1,5% einer 2 mM L-Glutaminlésung und jeweils 100 pg/ml der Antibiotika
Penicillin und Streptomycin zugesetzt wurde (im Folgenden als DMEM-Vollmedium
bezeichnet). Fiir alle routineméBigen Zellkulturarbeiten wurden die verwendeten Losungen
auf 37°C vorgewdirmt.

Konfluent gewachsene Zellen wurden nach einmaligen Waschen mit PBS™ durch
Trypsinbehandlung von der Oberfliche des Zellkulturgefdes abgelost. Die Zellen wurden in
DMEM-Vollmedium resuspendiert und im Verhiltnis von 1:5 bis 1:10 in neue
ZellkulturgefiBBe iiberfiihrt.

Zur langerfristigen Lagerung der Zellen wurden diese wie beschrieben abgelost und
nach Zentrifugation (1 min, 600 x g, RT) in Einfriermedium (DMEM-Vollmedium mit
20% FKS und 10% DMSO) resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden zunichst in
Kryorohrchen schonend bei -80°C eingefroren, welche dann nach 24 h zur Lagerung in

fliissigen Stickstoff tiberfiihrt wurden.

3.4.1 Transfektion eukaryontischer Zellen

Die  Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgte mittels des liposomalen
Transfektionsreagenzes Metafectene gemill den Angaben des Herstellers (Biontex).

Fiir die Transfektion wurden 2 bis 2,5 x 10° Zellen in 6-Loch-Zellkulturplatten
(Wachstumsfldche 9 sz) bzw. 2,5 bis 3,0 x 10° Zellen in 100 mm Durchmesser
Zellkulturschalen (Wachstumsfliche 60 cm?) in DMEM-Vollmedium ohne Antibiotika
ausgesit. Die Zellen wurden 18 bis 24 h bei 37°C inkubiert, so dass die Zellen zu
Transfektionbeginn 50-80% konfluent waren. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem
Transfektionsansatz, bestehend aus DMEM-Vollmedium ohne Antibiotika und dem DNA-
Lipidkomplex, inkubiert. Nach 5-6 stiindiger Inkubation wurde der Transfektionsansatz durch
DMEM-Vollmedium ersetzt und die Zellen wie in Kap. 3.4 beschrieben kultiviert. Die Ernte
der Zellen erfolgte nach 24-48 h.



Methoden 35

3.4.2 Infektion von Sidugerzellen mit Adenovirus (Ad12)

Zur Infektion humaner Zellen mit Adenovirus wurden hochkonzentrierte Virus-
Stocklosungen (Ad12, Stamm Hui) hergestellt.

Hierfir wurden 70-90% konfluent gewachsene KB-Zellen in 75 cm’-
Zellkulturflaschen mit dem kleinstmdglichen Volumen an virushaltigem Medium (DMEM-
Vollmedium ohne Antibiotika und FKS) inkubiert. Dieser Infektionsansatz wurde alle 30 min
leicht geschwenkt. Nach 2 h wurde der infektiése Uberstand abgenommen und durch DMEM-
Vollmedium ersetzt. 72 h nach Infektion wurden die Zellen geerntet und abzentrifugiert
(5 min, 1500 x g, 4°C). Die Zellen wurden in dem 5-fachen Volumen DMEM-Vollmedium
(ohne Antibiotika und FKS) resuspendiert und durch mehrmaliges Schockgefrieren in
fliissigem Stickstoff und anschlieBendem Auftauen bei 37°C lysiert. Nach Zentrifugation der
Zelltrimmer (4000 x g, 4°C) wurde der infektiose Uberstand in DMEM-Vollmedium (ohne
Antibiotika und FKS) verdiinnt und ein Virustiter, der fiir die Infektion von 70-80% der
Zellen notwendig war, eingestellt. Der Uberstand wurde anschlieBend zur Infektion humaner

Zellen wie zuvor beschrieben verwendet.
3.4.3 Etablierung stabiler Zelllinien

Zur Etablierung von Zelllinien, die ein Transgen stabil exprimieren, wurden KB-Zellen mit
dem entsprechenden Vektorkonstrukt transfiziert. Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion
passagiert, unterschiedliche Verdiinnungen der Zellsuspension wurden auf Zellkulturschalen
tiberfiihrt und unter Selektionsdruck (G418 in DMEM-Vollmedium) iiber einen Zeitraum von
zwel Wochen kultiviert. Zellfoci mit einem Durchmesser von 2-3 mm wurden mit Hilfe von
Klonierungsringen isoliert, von der Oberfldche der Zellkulturplatte durch Trypsinbehandlung
abgelost wie in Kap. 3.4 beschrieben in 24-Loch-Zellkulturgefden kultiviert.

Anschlieend wurden die Zelllinien durch Westen-Blotting auf Expression des

Transgens hin untersucht.

3.5 Bestimmung der CAT-AKktivitit in Zellextrakten

Die Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) ist ein bakterielles Enzym, welches das
Antibiotikum Chloramphenicol zu seinen mono- und diacetylierten Derivaten umsetzt,
wodurch die antibiotische Wirkung beseitigt wird. Da das Enzym nicht in eukaryotischen

Zellen vorkommt, dort aber leicht zu exprimieren und nachzuweisen ist wird das CAT-Gen
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als Reportergen zur Quantifizierung eukaryontischer Promotor-Funktionen verwendet.
Eukaryontische Zellen werden hierfir mit dem bakteriellen CAT-Reportergen, dem die
eukaryontische Promotor-Region vorgeschaltet wurde, transient transfiziert. AnschlieBend
werden die Zellextrakte mit ['*C]-Chloramphenicol und Acetyl-Coenzym A (als Donor fiir
Acetyl-Gruppen) inkubiert. Die Reaktionsprodukte der CAT-Reaktion werden durch
Diinnschicht-Chromatographie analysiert. Der Grad der [14C]—Chloramphenicol—Umsetzung
entspricht der Expression des CAT-Gens, was wiederum ein Mal fiir die Aktivitdt des zu
untersuchenden Promotors ist.

Die Bestimmung der CAT-Aktivitit transient transfizierter eukaryontischer Zellen
erfolgte nach Brockmann und Mitarbeitern (1996). 10-20 pg Gesamtzellextrakt wurden mit
2 ul ["*C]-Chloramphenicol und 25 pl einer 4 mM Acetyl-CoA-Losung (in 0,25 M Tris/HC,
pH 7,5) gemischt. Das Probevolumen wurde auf 150 ul (0,25 M Tris/HCI, pH 7,5) eingestellt
und die Ansitze 1-2 h bei 37°C inkubiert. Die anschlieBende Diinnschicht-Chromatographie
zur Auftrennung unverdndertem Chloramphenicols sowie mono- und diacetylierter Formen
erfolgte fiir 45 min in einer dampfdruckgesittigten DC-Kammer. Als Laufmittel diente ein
Gemisch aus Chloroform:Methanol (Verhiltnis 19:1). Nach Trocknung der Diinnschicht-
Chromatographie-Platten wurde die Quantifizierung des ['*C]-markierten Chloramphenicols

mit dem ,,Automatic TLC-Linear Analyzer* der Firma Berthold durchgefiihrt.

3.6 Hybridisierung eines Northern-Blots

Ein ,,Rat (bzw. Human) Multiple Tissue Northern (MTN)™ Blot“ wurde nach einstiindiger
Vorhybridisierung mit der denaturierten, radioaktiv-markierten DNA-Sonde (siche Kap.
3.6.1), mit einer spezifische Aktivitit von >10® cpm/ml nach Angaben des Herstellers
(Clontech) inkubiert. Das Waschen der Membran erfolgte ebenfalls nach Angaben des
Herstellers. Die Membran wurde anschlieBend zur Autoradiographie gegen einen
Rontgenfilm (Biomax, Kodak) iiber einen Zeitraum von 1 Stunde bis zu 3 Tagen exponiert.
Um die Northern Blots fiir weitere Analysen verwenden zu konnen, wurde die DNA-

Sonde anschlielend nach Vorschrift des Herstellers entfernt.
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3.6.1 Herstellung [0-*P]dCTP markierter DNA-Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolgte mit dem ,,Ready To Go Labelling
Beads* nach Angaben des Herstellers (Pharmacia, Freiburg) nach dem Prinzip des
,Hexanucleotid Random Primings* (Feinberg und Vogelstein, 1983). Fiir die Sonden wurden
50 ng DNA und 5 wl (10 mCi/ml) [o-**P]dCTP eingesetzt. Nicht eingebaute radioaktive
Desoxycytosintriphosphate wurden nach der Markierung durch Chromatographie {iber
Sephadex-G50-Sdulen entfernt. Die Aktivitdt der Sonde wurde im SzintillationsmeBgerit

gemessen und die spezifische Aktivitit bestimmt.

3.7 Analyse von Proteinen

3.7.1 Herstellung von Gesamtzell-Proteinextrakten aus Siugerzellen

Zur Herstellung von Gesamzell-Proteinextrakten aus Sdugerzellen wurden die Zellen mit
kaltem PBS™ gewaschen, durch Abschaben geerntet und durch Zentrifugation pelletiert (4 °C,
1500 x g). Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden anschlieBend in NP-40-Puffer
resuspendiert und durch mehrmaliges Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und
anschlieBendem Auftauen bei 37°C lysiert. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (30 min,
52000 x g, 4 °C) und der klare Uberstand abgenommen. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm nach der

Methode von Bradford (1976).

3.7.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem spezifischen Molekulargewicht erfolgte mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen im diskontinuierlichen
Puffersystem nach Laemmli (1970). Die Herstellung der Trenngele (im Bereich von 8-18%,
C-Wert: 2,7%) und der Sammelgele (5%, C-Wert: 2,7%) erfolgte nach der
Methodensammlung von Sambrook et al. (1989). Die Proteine wurden mit SDS-Probenpuffer
(Endkonzentration: 1 x SDS-Probenpuffer) gemischt und 5 min gekocht. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer ,,Mini-Protean-II-Dual SLAB*“-Kammer
(BioRad). Die Proteine wurden nach dem Gellauf durch Coomassie-Farbung oder nach

Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran immunologisch nachgewiesen.
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3.7.3  Western-Blotting

Zum immunologischen Nachweis von Proteinen in Gesamtzellextrakten wurden diese wie in
Kap. 3.7.2 gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Elektroblotting (,,Semi-Dry-Blot*-
Apparatur; 60-90 min, 1,7 mA/cm?®, RT) auf eine Nitrocellulosemembran (Hybond C-extra)
transferiert. Die Membran wurde zuvor durch kurzes Waschen in H,O und einer
nachfolgenden Aquilibrierung in Transferpuffer aktiviert. Der Transfer der Proteine erfolgte
hierbei in Transferpuffer mit 0,037% SDS. Anschliefend wurde die Membran 1 h in TBS-
T/10% Milchpulver unter leichtem Schiitteln bei RT blockiert und in derselben Losung 1-16 h
mit dem Primérantikorper (Verdiinnung 1:250 bis 1:5000, je nach Antikorper) inkubiert. Die
Membran wurde dreimal fiir je 10 min in TBS-T gewaschen und anschliefend mit einem
sekundiren, Meerretich-Peroxidase konjugierten Antikorper (1:2000 bis 1:150000, je nach
Antikorper) fir 1 h in TBS-T/1% Milchpulver bei RT inkubiert. Nach erneuten
Waschschritten (3 x 10 min in TBS-T, 2 x 5 min in TBS) erfolgte der Nachweis der Anitgen-
Antikorperkomplexe mit dem ,,Super-Signal-Ultra-Chemilumineszenz‘‘-Detektionssystem
gemill den Angaben des Herstellers (Pierce).

Um die Membran weiteren Antikorperreaktionen unterziehen zu konnen wurden die
Antigen-Antikorperkomplexe durch Inkubation in TBS/0,2% Tween-20 fiir 45 min bei 70°C
unter leichtem Schiitteln dissoziiert. AnschlieBend konnte die Membran nach kurzem

Waschen in TBS in einer erneuten Antikorperreaktion eingesetzt werden.

3.8 Protein-Protein-Interaktionsanalysen

3.8.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-gekoppelten Fusionsproteinen aus
bakteriellen Extrakten erfolgte mittels Affinitdtschromatographie tiber Glutathion-Sepharose
4B. Hierfiir wurden prokaryontische Expressionsvektoren des pGEX-Systems, die nach
Induktion mit IPTG die entsprechenden DNA-Fragmente als Fusionsproteine mit
N-terminaler GST-Doméne (26 kDa, aus Schistosoma japonicum, Smith und Johnson, 1988)

exprimieren, in Bakterien des Stammes E. coli/BL21 transformiert.
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(1) Vorbereitung der Gluthathion-Sepharose Matrix

500 pl Glutathion-Sepharose 4B wurden zweimal mit 1000 pul NETN-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit 1000 ul NETN-Puffer und 1,8 mg/ml Elk-Milchpulver 15 min bei 4°C auf
dem Schiittelrad inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen abzusittigen. Die Matrix
wurde abzentrifugiert, in 500 pl NETN-Puffer aufgenommen und bis zur Zugabe des

Bakterienextraktes auf Eis gelagert.

2) Herstellung des Bakterienextraktes und Aufreinigung der Proteine

Fir die Herstellung des Bakterienextraktes wurde ein Einzelklon der transformierten
Bakterien in 100 ml 2 x YT-Medium (100 pg/ml Ampicillin) angeimpft und iiber Nacht bei
37°C und 200 rpm inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde im Verhiltnis 1:10 mit 2 x YT-
Medium (100 pg/ml Ampicillin) verdiinnt und bei 37°C und 200 rpm bis zum Erreichen der
ODgoo 1,0 inkubiert. AnschlieBend wurde die Expression des GST-Fusionsproteins durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 100 mM) und Inkubation fiir zwei Stunden induziert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (10 min, 2000 x g), der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 10 ml NETN-Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte
durch Ultraschallbehandlung und unter Eiskiihlung der Suspension. Nach anschliefender
Zentrifugation (4°C, 6200 x g, 20 min) wurde das Lysat mit 300 ul der vorbereiteten
Glutathion-Sepharose-Matrix zur Immobilisierung der Fusionsproteine fiir eine Stunde auf
dem Schiittelrad bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation (78 x g, 1 min, 4°C) wurde das Lysat-
Glutathion-Sepharose Gemisch dreimal in 5 ml NETN-Puffer gewaschen. Die an Glutathion-
Seppharose immobilisierten Fusionsproteine wurden abschlielend in wurde in 500 pl NETN-
Puffer resuspendiert. Die Proteinkonzentration der GST-Fusionsproteine wurde nach der
Methode von Bradford (1976) bestimmt, die Fusionsproteine aliquotiert und bei —80°C
gelagert. Zur qualitativen Uberpriifung der Aufreinigung der GST-Fusionsproteine wurden
(1.) die Bakteriensuspension vor IPTG-Induktion, (2.) die Bakteriensuspension nach IPTG-
Induktion und (3.) 10 pg der aufgereinigten GST-Fusionsproteine einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektophorese (siehe Kap. 3.7.2) unterzogen.

3.8.2  Invitro Transkriptions/Translations-System

Die in vitro Expression von Proteinen erfolgte mit einem gekoppelten
Transkriptions/Translations-System  der Firma  Promega (T3 ,TNT  Coupled

Transcription/Translation System*) nach Angaben des Herstellers. Die Effizienz der in vitro
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Transkription/Translation wurde anschlieBend mittels eines Inkorporationsversuches
tiberpriift. Eine quantitative und qualitative Analyse der Translationsprodukte erfolgte mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sieche Kap. 3.7.2) und anschlieBender Fluorographie

zur Detektion der [358]-Methi0nin markierten Proteine.

3.8.3  GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen

Mit Hilfe von GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen lassen sich in vitro Protein-Protein-
Interaktionen nachweisen.

Nach Aufreinigung und Expression der GST-Fusionsproteine (sieche Kap. 3.8.1) und
Immobilisierung an der Gluthation-Sepharose-Matrix erfolgte die Inkubation von jeweils
20 pg Fusionsprotein mit 1 x 10° cpm des in vitro translatierten, [*>S]-markierten Proteins.
Die Bindungsreationen erfolgten in 500 ul PC+150-Puffer fiir 1 h bei RT. Hiernach wurden
die  iiber  Glutathion-Sepharose = immobilisierten  Fusionsprotein-Protein-Komplexe
abzentrifugiert (78 x g, 1 min, 4°C) und fiinfmal mit PC+150-Puffer gewaschen. Zur
Detektion der Protein-Protein-Interaktionen wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese

mit anschlieBender Fluorographie durchgefiihrt.

3.9 Immunprizipitationen

Fir Immunprizipitationen wurden Sidugerzellen wie in Kap. 3.4.1 beschrieben transient
transfiziert. 48 h nach Transfektionsbeginn wurden die Zellen mit kaltem PBS™ gewaschen,
mittels eines Gummischabers von der Oberfliche der Zellkulturschale gelost und
abzentrifugiert (600 x g, 10 min, 4°C). Das Zellpellet wurde in NP-40-Puffer resuspendiert
und zum Zellaufschluss fiir 30 min bei 4°C geschiittelt. Nach Zentrifugation (20 min,
51700 x g, 4 °C) wurde die Proteinkonzentration im Lysat nach der Methode von Bradford
(1976) bestimmt.

Die fiir die Immunprézipitation verwendete Protein-G-Sepharose (50 ul pro Ansatz)
wurde dreimal mit je 1 ml NP-40-Puffer gewaschen und anschlieBend abzentrifugiert. Die
Gesamtzellextrakte (600 bis 800 pg Protein) wurden auf ein Gesamtvolumen von 1 ml
eingestellt und zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine fiir 1 h bei 4°C mit der
Protein-G-Sepharose auf dem Schiittelrad inkubiert. Nach Zentrifugation (3 min, 4°C,
10000 x g) wurde der Uberstand mit 2 ug des Antikorpers und 50 ul Protein-G-Sepharose auf
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dem Schiittelrad bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Hiernach wurden die gebildeten, iiber Protein-
G-Sepharose immobilisierten, Immunkomplexe abzentrifugiert (1 min, 10000 x g, 4°C) und
dreimal mit je 1 ml NP-40-Puffer gewaschen. Die Immunkomplexe wurden anschlieBend in
50 pl 1 x SDS-Puffer fir 5 min gekocht und iiber ein SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine wurden wie in Kap. 3.7.3 beschrieben auf

Nitrocellulose-Membranen transferiert und durch Western-Blotting analysiert.

3.10 Immunfluoreszenzanalysen

Fir Immunfluorszenzanalysen wurden Sdugerzellen wie in Kap 3.4.1 beschrieben transient
transfiziert. 24 h nach Transfektionsbeginn wurden die Zellen einmal mit PBS™ gewaschen
und mittels VT-Losung von der Oberflidche der Zellkulturschale gelost. Die abgelosten Zellen
wurden in DMEM-Vollmedium aufgenommen und abzentrifugiert (600 x g, RT, 2 min). Das
Zellpellett wurde in DMEM-Vollmedium resuspendiert, die Zellzahl wurde bestimmt und
eine Zellzahl von 6 x 10° bis 2,2 x 10° (Je nach Zelllinien) in mit Glasdeckgldschen
versehenen 6-Loch-Zellkulturplatten ausgesit. Nach weiteren 24 h wurde die Deckgldschen
mit den angewachsenen Zellen durch kurzes Eintauchen in PBS (RT) gewaschen und die
Zellen mit 3% Paraformaldehyd in PBS fiir 15 min bei RT fixiert. Nach der Fixierung wurde
das Fixativ entfernt und die fixierten Zellen dreimal fiir je 5 min mit PBS/100 mM Glycin
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,1% Triton X-100 in PBS fiir 1-4 min
permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je 5 min in PBS wurden die Zellen fiir 30
min in PBS/1% BSA inkubiert. Nach einstiindiger Inkubation mit den Primérantikorpern (in
PBS/1%BSA, Verdiinnung je nach Antikdrper 1:100 bis 1:1000) wurden die Zellen dreimal
fiir je 10 min in PBS gewaschen. Die Inkubation mit Sekundérantikorpern (in PBS/1% BSA,
Verdiinnung 1:100) erfolgte fiir 60 min. Nach dreimaligem Waschen in PBS fiir je 10 min
wurden die Zellen zur DNA-Firbung mit Hoechst 33342 (1:2000) fiir 10 min bei RT
inkubiert. Die Zellen wurden nach zweimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils 5 min in
Mowiol eingedeckt. Die anschlieBenden Immunfluoreszenzanalysen wurden mit einem Laser-

Scan-Mikroskop der Firma Zeiss durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Das Adenovirus-Wirtszell-System ist ein ideales Modell, um die molekularen Mechanismen
der Genregulation aufzukldren. Die Funktionen der Proteine der adenoviralen E1A-Region
sind fiir die Expression aller anderen viralen Gene essentiell und modulieren zudem die
Expression spezifischer zelluldrer Gene, um eine effiziente Replikation des viralen Genoms
zu gewibhrleisten. Da E1A-Proteine keine sequenzspezifische DNA-Bindeaktivitiit besitzen
vermitteln sie ihre genregulatorischen Funktionen iiber die direkte Interaktion mit einer
Vielzahl von zelluldren Faktoren (siehe Kap. 1.3). Durch diese Interaktionen beeinflussen
E1A-Proteine zelluldire Prozesse, wie die Zellzykluskontrolle, die Differenzierung, die
Apoptose und die onkogene Transformation.

Obwohl zu Beginn meiner Untersuchungen =zahlreiche zellulire Faktoren
beschrieben waren, die mit funktionellen Dominen (CR1-CR3, N-Terminus) der E1A-
Proteine interagieren, ist anzunehmen, dass bis heute nicht alle E1A-bindenden Proteine
identifiziert wurden. Daher ist es von besonderem Interesse unbekannte zellulidre Faktoren zu
identifizieren, die spezifisch mit der konservierten Region 2 (CR2) und/oder dem Spacer (S)
der adenoviralen E1A-Region interagieren und somit moglicherweise in den Prozess der
onkogenen Transformation involviert sind. Zudem konnten durch die Isolierung zellulédrer
Proteine, die mit der konservierten Region 3 (CR3) interagieren, neue Erkenntnisse in Bezug

auf den CR3-abhédngigen Aktivierungsprozess von Genen gewonnen werden.

4.1 Identifikation eines die Region CR2-S-CR3 des Adenovirus-Serotyps
12 bindenden, zelluliren Faktors mit Hilfe des Hefe ,,SOS-Two-
Hybrid*‘-Systems

Zur Identifikation unbekannter zelluldrer Faktoren, die mit CR2, dem Spacer oder CR3 der
El1A-Region des Adenovirus-Serotyps 12 interagieren, wurden Protein-Protein-
Bindungsstudien im Hefe ,,Two-Hybrid*“-System durchgefiihrt. Da die konservierte Region 3
als starke Transaktivierungsdomine fungiert konnte das klassische ,,Gal4-Two-Hybrid*-
System (Chevray und Nathans, 1992) nicht eingesetzt werden, da hier die Expression des
Indikatorgens auf direktem Wege, d.h. ohne Interaktion des E1A-Proteins, mit einem Protein

der cDNA-Expressionsbank aktiviert werden wiirde.
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Fiir die Interaktionsstudien wurde in dieser Arbeit daher ein modifizierte Hefesystem, das
,»30S-Two-Hybrid“-System (Aaronheim et al., 1997) verwendet (siche Kap. 3.3). Es
ermOglicht die Analyse spezifischer Protein-Protein-Interaktionen unter in vivo dhnlichen
Bedingungen in Hefezellen und erlaubt es zudem, Interaktionsanalysen mit transaktivierenden
Proteindoménen als Koder durchzufiithren. Im Gegensatz zum ,,Gal4-Two-Hybrid*“-System
wird hier nicht die Expression eines Indikatorgens, sondern das selektive Wachstum bei nicht-
permissiver Temperatur getestet. Dieses Hefesystem wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits
erfolgreich fiir Interaktionsanalysen des E1A,s-Proteins mit dem Koaktivator p300 (Lipinski
et al., 1999) und mit den Rlo- und RIla-Untereinheiten des PKA-Holoenzyms (Fax et al.,
2001) eingesetzt.

Das Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System basiert auf der Fihigkeit des humanen SOS-
Proteins (hSOS; humaner Ras GEF, ,,guanyl nucleotid exchange factor*), den funktionellen S.
cerivisiae Ras GEF (Cdc25) zu substituieren und somit die Proliferation der Zellen zu
ermoglichen. Das hSOS-Protein ist in einem Komplex an Grb2 gebunden (sieche Abb. 5 A).
Durch die Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren werden Phosphorylierungsstellen fiir
Grb2 bereitgestellt, wodurch der Grb2-SOS-Komplex an die Zellmembran lokalisiert und der
Ras-abhingige Signaltransduktionsweg aktiviert wird. Dies ermdglicht das Wachstum des
temperatur-sensitiven Hefestammes cdc25-2 bei selektiver Temperatur von 36°C.

Zur Identifikation Ad12 E1A-bindender zelluldrer Faktoren wurde im Zuge meiner
Arbeit ein defizientes SOS-Protein (Grb2-bindende Region ist deletiert) fusioniert an das
Koderprotein CR2-S-CR3 in Hefezellen exprimiert (siche Abb 5 B und C). Der
Selektionsmechanismus beruhte hier auf der spezifischen Interaktion zwischen dem Koder-
Fusionsprotein (SOS-CR2-S-CR3) und Proteinen der cDNA-Expressionsbibliothek, die durch
ein Myristilisierungssignal (MYR) an der Zellmembran verankert waren. Fand keine Protein-
Protein-Interaktion zwischen dem Koder-Fusionsprotein und einem cDNA-Fusionsprotein
statt, wurde der Ras-abhingige Signalkontrollweg nicht aktiviert, wodurch es zu keinem
Wachstum der Hefezellen bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C kam (siche Abb. 5 B).
Die Translokation des SOS-Fusionsproteins an die Zellmembran durch die spezifische
Interaktion des Koderproteins mit einem MYR-cDNA-Fusionsprotein stellte den
funktionellen Signaltransduktionsweg des SOS-defizienten S. cerivisiae-Mutantenstammes
cdc25-2 wieder her und erméglichte so das Wachstum der Hefen bei selektiver Temperatur

von 36°C (siehe Abb. 5 C).
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Abb.5  Schematische Darstellung des Hefe ,,SOS-Two-Hybrid*-Systems. (A) Das SOS-Protein ist an
Grb2 gebunden. Durch Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren wird der Grb2-SOS-Komplex an der
Zellmembran lokalisiert, wodurch der Ras-abhidngige Signaltransduktionsweg aktiviert wird und den Hefezellen
ein Wachstum bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C erméglicht. (B und C) Im SOS-defizienten S.
cerivisiae-Mutantenstamm cdc25-2 ist das SOS-Protein aufgrund der Deletion der Grb2-bindenden Region nicht
membranverankert und kann somit seine Funktion im Signalkontrollweg nicht ausiiben. (B) Findet keine
Protein-Protein-Interaktion zwischen dem SOS-Kdder-Fusionsprotein (SOS-CR2-S-CR3) und einem Protein der
cDNA-Expressionsbank (fusioniert an Mpyristilisierungssignal, MYR) statt, wird der Ras-abhingige
Signaltransduktionsweg nicht aktiviert. (C) Bei Interaktion des SOS-Koder-Fusionsproteins mit einem MYR-
cDNA-Fusionsprotein wird die Funktion des SOS-Proteins im Signalweg durch Membranverankerung
wiederhergestellt, wodurch der Ras-abhingige Signalkontrollweg aktiviert wird und den Hefen ein Wachstum
bei selektiver Temperatur von 36°C ermoglicht.

Da gezeigt wurde, dass das konventionelle Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System bei der
Durchmusterung von Sduger-cDNA-Expressionsbibliotheken hiufig zur Identifikation falsch-
positiver Hefeklone fiihrt, wurde ein modifiziertes System eingefiihrt (Aronheim, 1997). In

falsch-positiven Klonen werden cDNAs exprimiert, die fiir Proteine der Ras GTPase Familie
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(Ras-Proteinen, Rit-Protein) kodieren. In Hefezellen ist mRas (,,mammalian Ras*) in der
Lage, den Ras-abhédngigen Signaltransduktionsweg ,.kurzzuschlieBen®. Die Notwendigkeit fiir
ein an der Zellmembran verankertes SOS-Protein besteht somit nicht mehr. Dies resultiert,
auch ohne spezifische Protein-Protein-Interaktion, in einem Hefewachstum bei selektiver
Temperatur und somit in der Isolierung falsch-positiver cDNAs. Durch die Expression von
mGAP (,,mammalian GTPase activating protein®) kann die Anzahl falsch-positiver Hefeklone
bei der Durchmusterung von Sdugetier-cDNA-Expressionsbanken reduziert und die Effizienz
des ,,SOS-Two-Hybrid*“-Systems erhoht werden, da mGAP, im Gegensatz zu yGAP (,,yeast

GTPase activating protein®) in der Lage ist, die mRas-Aktivitit zu inhibieren.

4.1.1 Amplifikation und Charakterisierung der im Hefesystem eingesetzten

Rattenhypophysen-cDNA-Expressionsbibliothek

Die cDNAs der Expressionsbank wurden urspriinglich mit Hilfe von Random-Primern aus der
aus Rattenhypophysen-Zellen isolierten mRNA generiert und nach anschlieBendem
EcoRl/Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau in allen drei Leserahmen in den Hefe-
Expressionsvektor pYes2-MYR kloniert (Aaronheim et al., 1997). Dieser Vektor exprimiert
die klonierten cDNAs als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Myristilisierungssignal.

Die Rattenhypophysen-cDNA-Expressionsbibliothek, die im Hefesystem eingesetzt
werden sollte, wurde von mir zundchst amplifiziert, um ausreichend Material fiir die
Interaktionsanalysen zur Verfiigung zu haben. Hierzu wurden die 2 x 10° unabhéngigen
cDNAs (im Hefe-Expressionsvektor pYes2-MYR) durch Elektroporation in Bakterien des E.
coli Stammes DHI10B transfiziert und die Bakterien anschlieBend vermehrt (sieche Kap.
3.3.1). Nach der Amplifikation wurde durch Titration der Anzahl der Bakterienklone (7,2 x
10% ermittelt. Da dies der 3,6-fachen Anzahl der urspriinglich klonierten, unabhingigen
cDNAs entsprach, konnte davon ausgegangen werden, dass statistisch jede cDNA der
Expressionsbibliothek amplifiziert wurde.

Die Plasmid-DNA wurde aus den Bakterien isoliert und durch Restriktionsanalysen
charakterisiert (siche Abb. 6). Da die Klonierung der cDNAs in den Hefe-Expressionsvektor
pYes2-MYR iiber die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen EcoRI/Xhol
erfolgt war, wurde die Plasmid-DNA sowohl durch EcoRI- (sieche Abb. 6, Spur 3) als auch
durch Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau (sieche Abb. 6, Spur 4) linearisiert. Durch

EcoRI/Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau wurden die cDNA-Fragmente isoliert, wobei
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eine erwartete mittlere GroBe dieser Fragmente von ca. 500 bis 2000 bp bestitigt werden

konnte (siche Abb. 6, Spur 2).

5148bp —>
2027 bp —

cDNA-Fragmente
564 bp —>

Abb. 6  Charakterisierung der amplifizierten pYes2-MYR-cDNA-Expressionsbank-Plasmide durch
Restriktionsendonukleaseverdau. Durch EcoRI/Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau wurden die cDNA-
Fragmente isoliert. Eine erwartete mittlere Groe dieser Fragmente von 500 bis 2000 bp konnte bestitigt werden
(Spur 2). Die Plasmid-DNA wurde sowohl durch EcoRI- (Spur 3) als auch durch Xhol-
Restriktionsendonukleaseverdau (Spur 4) linearisiert. Nicht restringierte pYES2-MYR-cDNA-Plasmid-DNA
(Spur 5). GroBenstandard (Spur 1): EcoRI/HindII-restringierte Bakteriophagen-Lambda-DNA.

4.1.2 Durchmusterung der Rattenhypophysen-cDNA-Expressionsbank auf potentielle
Interaktionspartner der Region E1A 5412-CR2-S-CR3

Als Koder wurde ein Ad12 E1A 3s-DNA-Fragment mit den Regionen CR2-S-CR3 so in den
Expressionsvektor pADNS-SOS kloniert, dass die entsprechenden ElA-Doménen in
Hefezellen als Fusionsprotein mit einem C-terminalen SOS-Anteil exprimiert werden (siehe
Abb. 7).

Hefen des temperatur-sensitiven S. cerivisiea Stammes cdc25-2 wurden mit diesem
Expressionsvektor (kodiert fiir das SOS-CR2-S-CR3-Fusionsprotein) und mit einem
Expressionsvektor der fiir mGAP (,,mammalian GTPase activating protein*; im Hefe-
Expressionsvektor pYes2, siche Kap. 4.1.1) kodiert, stabil kotransformiert. Zur ersten
Analyse moglicher Protein-Protein-Interaktionen wurden die kotransformierten Hefen mit
dem Hefe-Expressionsvektor (pYes2-MYR-cDNA) transformiert, der die cDNAs der
Expressionsbank als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Myristilisierungssignal

exprimiert.
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SOS — COOH

AdlZ E1A133 (AS 817-1083)

Abb.7 Die Region CR2-S-CR3 (Aminosiuren (AS) 817-1083) des Adenovirus-Serotyps 12 wird im
Hefesystem als Koder-Fusionsprotein mit einem C-terminalen SOS-Anteil exprimiert.

Mit Hilfe des modifizierten Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-Systems wurden insgesamt 1,75 x 10’
cDNA-Fusionsproteine auf eine Interaktion mit der SOS-E1A;ss-Fusionsproteinmutante
(SOS-CR2-S-CR3) hin untersucht.

Zur Selektion der cDNAs, die fiir ein Produkt kodieren das mit der E1A-Proteinsequenz
interagiert, wurden von den Hefekolonien in den Interaktionsanalysen jeweils drei
aufeinanderfolgende Replika-Plattierungen angefertigt und die Zellen bei selektiver
Temperatur von 36°C inkubiert (siche Kap. 3.3.3). Nach der ersten Selektion konnten 2168
und nach der zweiten Selektion 101 Hefeklone isoliert werden, die auf Selektionsagarplatten
(YNB-(+)-Galactose) bei nicht-permissiver Temperatur wuchsen. AbschlieBend konnten in
diesen ersten Interaktionsanalysen 19 Hefeklone isoliert werden, die nach dem dritten
Selektionsschritt bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C und in Abhéngigkeit von
Galactose ein Wachstum zeigten (sieche Tab. 1). Diese Hefen wurden als potentiell-positive
Klone eingestuft, bei denen eine Interaktion des Koderproteins (CR2-S-CR3) mit einem
cDNA-Bank-Fusionsprotein stattgefunden haben konnte.

Da jeder dieser 19 identifizierten Hefeklone mindestens drei Plasmide enthielt (pYes2-MYR-
cDNA; pADNS-SOS-CR2-S-CR3; pYes2-mGAP), wurde die Plasmid-DNA aus den Zellen
isoliert und zur Vereinzelung der Plasmide in elektrokompetente Bakterien des E. coli
Stammes XL2-blue transformiert. Nach Prédparation der Plasmid-DNA aus jeweils zehn
Bakterienkolonien wurde zur Differenzierung zwischen den Plasmiden und zur Identifikation
der cDNA-Bank-Plasmide ein Restriktionsendonukleaseverdau durchgefiihrt (siehe auch

Kap. 4.2, Abb. 9).
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Tab.1 Mit Hilfe des Hefe ,,SOS-Two-Hybrid*“-Systems konnten bei einer Gesamtzahl von 1,75 x 10’
durchmusterten Hefeklonen nach der ersten Replika-Plattierung 2168, nach der zweiten 101 und nach der
dritten 19 Hefeklone selektiert werden.

Replika-Plattierung Selektion von
1 2168 Hefekolonien
2 101 Hefekolonien
3 19 Hefekolonien

Nach diesen ersten Interaktionsanalysen im Hefesystem musste die Moglichkeit in
Betracht gezogen werden, dass falsch-positive Klone selektiert wurden. Hierzu gehorten
Klone, in denen entweder (A) durch die Expression eines Proteins der Ras GTPase Familie -
trotz Anwendung des modifizierten Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-Systems (pYes2-mGAP) - der
Ras-abhingigen Signalkontrollweg ,.kurzgeschlossen* wurde, wodurch fiir ein Hefewachstum
bei selektiver Temperatur die Translokation des SOS-CR2-S-CR3-Fusionsproteins an die
Zellmembran nicht essentiell war oder (B) ein Protein exprimiert wurde, das mit dem SOS-
Anteil und nicht mit der CR2-S-CR3-Region des Kdderproteins interagierte.

Zur Identifikation positiver Klone wurden daher die isolierten cDNA-Bank-Plasmide in einer
zweiten Analyse auf Interaktion des Koder-Fusionsproteins mit den cDNA-Fusionsproteinen
im Hefesystem iiberpriift (siche Kap. 3.3.3).

Hefezellen des Stammes cdc25-2 wurden mit jeweils einem der 19 isolierten pYes2-
MYR-cDNA-Plasmide (exprimieren MYR-cDNA-Bank-Fusionsproteine) und (A) dem
pADNS-SOS-CR2-S-CR3-Plasmid (Koder; exprimiert SOS-CR2-S-CR3-Fusionsprotein)
oder (B) dem pADNS-SOS-Leervektor (exprimiert nur die SOS-Domine) kotransformiert.
Von diesen kotransformierten Hefezellen wurden je vier zufillig ausgewihlte Hefeklone auf
ein Wachstum bei selektiver Temperatur von 36°C getestet. Nach dieser zweiten
Interaktionsanalyse im Hefe SOS-Two-Hybrid-System konnten Klone, die ausschlieBlich in
Abhingigkeit von der Expression des Koderproteins und in Anwesenheit von Galactose bei

nicht-permissiver Temperatur von 36°C wuchsen, als interaktions-positiv eingestuft werden.

In diesen abschlieBenden Interaktionsstudien zeigten acht der kotransformierten
Hefeklone kein Wachstum bei selektiver Temperatur von 36°C (siehe Tab. 2). Der Grund

hierfiir ist unklar, jedoch kann bei der Anwendung solcher Systeme nicht vollig
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ausgeschlossen werden, dass zunichst Klone isoliert werden, die erst bei den abschliefenden
Interaktionsanalysen ausselektiert werden miissen. Zehn der Hefeklone zeigten keine
Abhingigkeit ihres Wachstums von einer Expression des Koderproteins (SOS-CR2-S-CR3).
Diese Hefen zeigten auch in den Kontrolltransformationen des pADNS-SOS-Leervektors
(exprimiert nur das SOS-Protein) mit den pYes2-MYR-cDNA Plasmiden ein Wachstum bei
nicht-permissiver Temperatur von 36°C. Hier handelte es sich folglich um falsch-positive
Klone, in denen entweder der Ras-abhingigen Signalkontrollweg durch Expression eines
mRas-Proteins ,,kurzgeschlossen* wurde oder in denen der SOS-Anteil des Koderproteins mit
den cDNA-Fusionsproteinen interagierte. Aus sechs dieser zehn Hefeklone wurde die
Plasmid-DNA isoliert und die Nukleotidsequenz der cDNA bestimmt. Diese Sequenzanalysen
und anschlieBende Homologievergleiche mit Computerdatenbanken bestétigten, dass es sich

hierbei um cDNAs handelte, die fiir mRAS-Proteine kodieren (Daten nicht gezeigt).

Tab.2 In den abschlieBenden Interaktionsanalysen zeigten acht der Kotransformierten Hefen kein
Wachstum bei selektiver Temperatur von 36°C im Hefesystem. Zehn Hefeklone zeigten keine
Abhéngigkeit von der Expression des Koderproteins (CR2-S-CR3) bei ihrem Wachstum bei 36°C. Ein
Hefeklon wuchs in Abhéngigkeit von der Expression des Koderproteins (CR2-S-CR3) bei nicht-
permissiver Temperatur von 36°C auf Selektionsagarplatten (YNB-(+)-Galactose).

Anzahl der kotransformierten Wachstums bei selektiver
Hefeklone Temperatur von 36°C
8 kein Wachstum
10 keine Abhingigkeit von der Expression des
Koderproteins
1 Abhingigkeit von Galactose und der

Expression des Koderproteins

In diesen abschlieBenden Interaktionsstudien konnte ein Hefeklon identifiziert
werden, der bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C auf Selektionsagarplatten (YNB-(+)-
Galactose) und in Abhingigkeit von der Expression des Koderproteins (CR2-S-CR3) wuchs
und somit alle Selektionsbedingungen erfiillte (siche Abb. 8).
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Wachstum bei 36°C

pADNS pYes2 (+)-Galactose (-)-Galactose
SOS MYR-cDNA
SOS-CR2-5-CR3 MYR
SOS-CR2-8-CR3 MYR-cDNA

Abb.8 Das Koder-Fusionsprotein (SOS-CR2-S-CR3) interagiert mit einem Protein der cDNA-
Expressionsbank im Hefe-,,SOS-Two-Hybrid*“-System. Hefezellen des Stammes cdc25-2 wurden mit dem
isolierten pYes2-MYR-cDNA-Plasmid (exprimiert MYR-cDNA-Bank-Fusionsprotein) bzw. dem pYes2-MYR-
Leervektor (exprimiert nur das Myristilisierungssignal) und dem pADNS-SOS-CR2-S-CR3-Plasmid (Koder;
exprimiert SOS-CR2-S-CR3-Fusionsprotein) oder dem pADNS-SOS-Leervektor (exprimiert nur die SOS-
Domine) wie angegeben kotransformiert. Die Zellen wurden auf YNBY¥'““_Glukose Platten bei nicht
selektiver Temperatur von 25°C fiir 3-4 Tage inkubiert. Danach erfolgte eine Plattierung von je vier Hefeklonen
jedes Transformationsansatzes auf YNB-Glucose Platten und eine weitere Inkubation fiir 3 Tage bei 25°C.
AnschlieBend wurden Replika-Plattierungen auf YNBV™™_(4)-Galactose und YNBV™™"(-)-Galactose
Platten angefertigt und die Hefezellen fiir weitere 3 Tage bei nicht-permissiver Temperatur von 36°C inkubiert.

4.2 Charakterisierung der mit Hilfe des Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-
Systems identifizierten cDNA

Die erste Charakterisierung der identifizierten cDNA, die fiir ein Produkt kodiert das im
Hefesystem mit der EIlA-Proteinsequenz (CR2-S-CR3) interagiert, erfolgte durch
Restriktionsanalysen. Zur Vereinzelung und Differenzierung der drei in jedem Hefeklon
enthaltenen Plasmide (pYes2-MYR-cDNA, pADNS-SOS-CR2-S-CR3 und pYes2-mGAP)
wurde die isolierte Plasmid-DNA in Bakterien transformiert und anschlieBend, aufgrund der
Klonierung der  Expressionsbank  (siche Kap. 4.1.2), einem EcoRl/Xhol-
Restiktionsendonukleaseverdau unterzogen. Das pYes2-mGAP Plasmid (siehe Abb. 9, Spur
10) und das Koderplasmid pYes2-SOS-CR2-S-CR3 (siehe Abb 9, Spur 11) wurden in zwei
zusitzlichen, getrennten Ansétzen restringiert.

Wie aus Abb. 9 ersichtlich, ergaben die Restiktionsanalysen eine Gro3e der cDNA mit einer
Gesamtldnge von ca. 1600 bp (Spuren 5, 6, 8). Da der Verdau des cDNA-Plasmids zusétzlich
zum Vektor-Fragment zwei Fragmente (ca. 1100 und 500 bp) zeigte, musste man von einer
internen Schnittstelle in der cDNA (EcoRI- oder Xholll-Schnittstelle) ausgehen. Um dies zu
iiberpriifen, wurden weitere Restriktionsanalysen durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der durch diese Analysen erhaltenen Ergebnisse konnte ich eine interne EcoRI-

Schnittstelle in der cDNA nachgeweisen.
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In den Spuren 3, 4 und 7 konnte das isolierte und restringierte pYes2-mGAP-Plasmid
identifiziert werden. Das Kdderplasmid pADNS-SOS-CR2-S-CR3) wurde in den Spuren 2

und 9 identifiziert.
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Abb.9 Die Analyse durch EcoRI/Xhol-Restriktionsendonukleaseverdau ergab eine Gesamtgrofie der
isolierten cDNA von ca. 1600 bp. In den Spuren 5, 6 und 8 konnte das restringierte pYes2-MYR-cDNA-Bank
Plasmid identifiziert werden. Zur Diffenzierung wurde die Plasmide pYes2-mGAP (Spur 10) und pADNS-SOS-
CR2-S-CR3 (Spur 11) ebenfalls durch EcoRl/Xhol restringiert. Die restlichen Spuren lassen sich somit je einem
der Plasmide zuordnen. Spur 1: M: GroBenstandard (100 bp Leiter); Spur 12: M: GrofBenstandard
(EcoRI/Hindlll-verdaute Bakteriophagen-Lambda-DNA).

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Nukleotidsequenz der cDNA bestimmit.
Die anschlieBenden Homologievergleiche der cDNA-Nukleotidsequenz mit verschiedenen
Computerdatenbanken (GenBank, SwissProt) zeigten, dass die isolierte Rattenhypophysen-
cDNA eine 97%ige Homologie zu dem humanen sog. REC/REAM-Gen (,,reduced expression
in cancer/reduced expression associated with metastasis”) aufweist. Dieses Gen, das von
Oyama und Mitarbeitern identifiziert und erstmalig beschrieben wurde (Oyama et al., 2000),
ist in der Region p21.3-22 des humanen Chromosom 8 lokalisiert und besteht aus 13 Exons
unterschiedlicher Lénge. Erste von dieser Arbeitsgruppe verdffentlichte Daten lassen
vermuten, dass dieses Gen in die Tumorsuppression involviert sein koénnte, da seine
Expression in der Mehrzahl der untersuchten humanen Primédrtumoren des Dickdarms sowie

in Lebermetastasen signifikant reduziert ist.
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Aufgrund der hohen Homologie der Nukleotidsequenz zu der von Oyama und Mitarbeitern
identifizierten humanen REC/REAM-cDNA wird die von mir isolierte Ratten-cDNA im
Folgenden als r-REC (rat-REC) bezeichnet.

4.3 Bestimmung der Expression und Grofie der nativen r-REC mRNA

in Ratten- und Humangeweben

Aufgrund der Daten, die durch die Analyse der Nukleotidsequenz erhalten wurden, musste
davon ausgegangen werden, dass mit Hilfe des Hefesystems nur die trunkierte r-REC-cDNA
isoliert wurde. Die Bestimmung der GroBe der nativen r-REC mRNA sollte wichtige
Informationen fiir die spétere Isolierung der Volllingen-cDNA liefern.

Um die GroBe der nativen r-REC mRNA zu ermitteln und die Expression in
verschiedenen Geweben zu analysieren wurden Northern Blot Analysen durchgefiihrt. Da die
im Hefesystem verwendete cDNA-Expressionsbibliothek aus der aus Rattenhypophysen-
Zellen isolierten mRNA generiert wurde, wurde zunéchst ein ,,Rat Multiple Tissue Northern*-
Blot eingesetzt. Die auf der Membran gebundenen denaturierten RNAs stammen aus den
Rattengeweben Herz, Hirn, Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Hoden. Die
Membran wurde mit einer radioaktiv-markierten DNA-Sonde (Nukleotid 46-495 der
isolierten cDNA, siehe auch Abb. 12) inkubiert. Nach der Hybridisierung konnten die
entstandenen DNA-RNA-Hybride lokalisiert und die spezifischen Transkripte nachgewiesen
werden.

Wie in Abb. 10 A gezeigt, wurden durch die Hybridisierung mit der spezifischen cDNA-
Probe zwei Transkripte mit einer Grofle von 1,6 kb und 3,4 kb in den Rattengeweben Herz
(Spur 1), Hirn (Spur 2), Lunge (Spur 4), Niere (Spur 7) und Hoden (Spur 8) identifiziert. Die
Tatsache, dass in diesen Geweben zwei mRNAs unterschiedlicher Grofle exprimiert werden,
lasst darauf schlieBen, dass (a) zwei Gene mit hoch-homologen Nukleotidsequenzen in der
Ratte existieren, (b) durch alternatives Spleien zwei mRNAs von einem Gen generiert
werden oder (¢) ein Gen von zwei verschiedenen Promotoren transkribiert wird.

Durch die Northern Blot Analyse lieBen sich zudem quantitative Aussagen iiber die
Transkriptmenge treffen. Aus Abb. 10 A ist ersichtlich, dass die Expression der mRNA
sowohl im Herz- als auch im Hirngewebe der Ratte besonders hoch ist (Spuren 1 und 2). Da
auch bei einer Uberexponierung des Rontgenfilms weder in der Milz (Spur 3) noch in der

Leber (Spur 5) oder im Skelettmuskel (Spur 6) ein Hybridisierungssignal nachzuweisen war,
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muss davon ausgegangen werden, dass die mRNA in diesen Geweben nicht oder nur
unterhalb der Nachweisgrenze exprimiert wird.

Zur Kontrolle wurde die Membran nach Entfernung der spezifischen DNA-Sonde mit einer
radioaktiv-markierten, humanen -Actin cDNA-Sonde inkubiert (siche Abb. 10 B). Nach der
Hybridisierung sollte nach Angaben des Herstellers (Clontech) in allen Geweben ein
Transkript mit einer Gro3e von 2,0 kb und im Herz- (Spur 1) und Skelettmuskelgewebe (Spur
6) ein zusitzliches Transkript mit einer Grof3e von 1,8 kb nachgewiesen werden konnen. Da
in der Skelettmuskulatur jedoch kein Hybridisierungssignal in der Gréfe von 2,0 kb
identifiziert werden konnte, lassen die erhaltenen Ergebnisse dieser Spur des Blots keine

eindeutigen Aussagen zu.

< 3,4 kb

« 1,6 kb

< 20kb
< 18kb

Abb. 10 Northern Blot Analyse zur Bestimmung der Grofie der nativen r-REC mRNA und der
Expression in verschiedenen Rattengeweben. (A) Durch die Hybridisierung mit der radioaktiv-markierten
r-REC spezifischen DNA-Probe (Nukleotid 46-495) wurden zwei Transkripte mit einer Grée von 1,6 kb und
3,4 kb in den Rattengeweben Herz (Spur 1), Hirn (Spur 2), Lunge (Spur 4), Niere (Spur7) und Hoden (Spur 8)
nachweisbar. In den Geweben Milz (Spur 3), Leber (Spur 5) und Skelettmuskel (Spur 6) waren auch bei
Uberexponierung des Rontgenfilms keine Hybridisierungssignale nachweisbar. (B) Kontrollhybridisierung mit
einer radioaktiv-markierten, humanen B-Actin-cDNA-Sonde.
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Da die menschliche Zelle der natiirliche Wirt humanpathogener Adenoviren ist,
stellte sich die Frage, ob und in welcher Grofle eine dquivalente mRNA in menschlichen
Geweben synthetisiert wird. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein ,,Human
Multiple Tissue Northern* Blot eingesetzt und die Membran mit der radioaktiv-markierten,
spezifischen DNA-Sonde (Nukleotid 46-495 der isolierten cDNA, siehe auch Abb. 12)
inkubiert.

Die Analyse der DNA-RNA-Hybride ergab, dass in allen hier untersuchten humanen
Geweben (Herz, Hirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Niere und Pankreas) eine
mRNA mit einer Grofe von 4,4 kb exprimiert wird (siche Abb. 11 A). Zudem ist erkennbar,
dass die Expression der mRNA im Herz (Spur 1), im Skelettmuskel (Spur 6) und im Pankreas
(Spur 8) deutlich hoher ist als in den anderen analysierten Geweben. Die hohe Expression im
humanen Herzgewebe korreliert hier mit der starken Expression im Gewebe des
Rattenherzens (sieche Abb. 10 A), eine Korrelation zu den anderen analysierten Geweben der
Ratte ist jedoch nicht erkennbar.

Auch in diesen Analysen wurde die Membran nach der Entfernung der spezifischen DNA-
Sonde mit einer radioaktiv-markierten, humanen B-Actin cDNA-Sonde inkubiert (siche Abb.
11 B). Die erwartete Expression der mRNA in einer Grofle von 2,0 kb in allen analysierten
humanen Geweben und zusitzlich in einer GroBe von 1,8 kb im Herz- und im
Skelettmuskelgewebe (Spuren 2 und 6) konnte in diesem Kontrollexperiment nachgewiesen

werden.
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Abb. 11 Northern Blot Analyse zur Bestimmung der Grofle der nativen mRNA und der Expression in
verschiedenen humanen Geweben. (A) Die Hybridisierung mit der radioaktiv-markierten cDNA-spezifischen
Probe (Nukleotid 46-495) zeigte ein Transkript mit einer Groe von 4,4 kb in allen analysierten humanen
Geweben (Herz (Spur 1), Hirn (Spur 2), Plazenta (Spur 3), Lunge (Spur 4), Leber (Spur 5) Skelettmuskel (Spur
6), Niere (Spur7) und Pankreas (Spur 8)). (B) Kontrollhybridisierung mit einer radioaktiv-markierten, humanen
3-Actin-cDNA-Sonde.

4.4 Identifikation der vollstindigen Kodierungssequenz der r-REC cDNA

Im Gegensatz zu der von Oyama und Mitarbeitern beschriebenen humanen REC-cDNA,
welche die gesamte kodierende Sequenz enthilt, musste aufgrund der Nukleotidsequenz und
der Northern Blot Analysen angenommen werden, dass der von mir isolierte Ratten-REC-
cDNA im N-terminalen Bereich kodierende Sequenzen fehlten. Fiir die nachfolgenden
Experimente war es jedoch von entscheidender Bedeutung, die vollstindige kodierende
Sequenz der Ratten cDNA zu isolieren, da nur so sichergestellt ist, dass das r-REC-Protein
effizient exprimiert wird. Die Kriterien, die fiir die Festlegung vollstindiger cDNA-
Sequenzen erfiillt werden sollten, sind z.B. ein im richtigen Kontext stehendes ATG-Kodon
(ANNATGG, Kozak-Sequenz) und ein im selben Leseraster dazu in 5’-Richtung gelegenes
Stopkodon (als Ubersicht siehe Kozak, 1996).
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Da in den Northern Blot Experimenten (siche Kap. 4.3) gezeigt wurde, dass die
Expression der Ratten-mRNA u.a. im Gewebe des Herzens besonders hoch ist, wurde von mir
zunichst die Gesamt-RNA aus Rattenherzen isoliert. Die gesamte kodierende Region konnte
anschlieBend mit Hilfe der RACE-PCR-Technik und eines modifizierten PCR-Programmes
(in Kooperation mit Ulrich Frey, Institut fiir Pharmakologie, Universitatsklinikum Essen)
identifiziert werden. Aufgrund der Tatsache, dass in Rattengeweben zwei Transkripte
unterschiedlicher GroB3e nachgewiesen werden konnten, wovon das kleine Transkript (1,6 kb)
die vollstindige kodierende Region enthilt (siche Kap. 4.3), wird die Vollldnge der von mir
isolierten cDNA im Folgenden als r-SREC (,,rat small REC*) bezeichnet.

Zur Erfassung der vollstindigen kodierenden Region der r-SREC-cDNA wurden
DNA-Sequenzanalysen durchgefiihrt, wobei die Bestimmung der Nukleotidsequenz mit
Vektor-spezifischen Primern sowohl in 5°- als auch in 3’-Richtung erfolgte.

Ein vermutliches ATG-Initiationskodon wurde bei Nukleotid 244 identifiziert (siche Abb.
12). Dieses putative Initiationskodon ist von einer sog. Kozak-Sequenz (Consensus-Motiv
ANNATGG) umgeben. Zudem wurde in 5’-Richtung im gleichen Leseraster ein Stopkodon
(nt 22) identifiziert, womit dieses ATG als Initiationskodon und Beginn des Leserasters
verifiziert werden konnte. Ein Stopkodon (TAA) wurde bei Nukleotid 1342 identifiziert,
woraus sich eine GroBle des offenen Leserasters 366 Aminosduren (1098 Nukleotide) ergab.
Die vollstindige kodierende Region der r-SREC cDNA konnte somit isoliert werden (siehe

Abb. 12).

ATT GCC TTC GTC CTC CGC CTC TGA GCC GCC GCC TCA GCC CGG CGG AGC AGC GGG

63 72 81 90 99 108
AGT CCG CGG CGC CCG CTC GCC GCC GCG GGA TGG GGA GCT AGC GCC ACG GCG GCC

117 126 135 144 153 162
GCG GTG GCC GCA GCA CAG CCG GCC GCC GCC CCC GGG CCT GTIC CCG CCG GGT GCT

171 180 189 198 207 216
CCG GGA GCC CCG AGC CCG GCC CCG AGC CAG GCC CGC GGG CGG CGG CGG CGG AGG

225 234 243 252 261 270
AGC TGG GCA GGT GTA TGC GGC TGG AAG ATG GCG CCC TCG GGC CCC GGT GGC GIG

279 288 297 306 315 324
AGG CGG CGG TGC CGG CGG GTG CTC TAC TGG ATC CCT GTG GTG TTC ATC AGC TIG
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R R R cC R R \Y L Y W I P \Y \Y F I S L
333 342 351 360 369 378

CTT CTG GGC TGG TCC TAC TAT GCT TAC GCG ATC CAG CTG TGC ATA GTG TCC ATG
L L G W S Y Y A Y A I Q L C I \% S M
387 396 405 414 423 432

GAA AAC ATT GGT GAA CAA GTT GTG TGC CTC ATG GCT TAT CAT CTA CTT TTC GCA
E N I G E Q \Y \Y c L M A Y H L L F A
441 450 459 468 477 486

ATG TTT GTC TGG TCA TAC TGG AAA ACC ATT TTT ACA TTG CCC ATG AAT CCT TCA
M F \Y W S Y W K T I F T L P M N P S
495 504 513 522 531 540

AAA GAA TTC CAT CTC TCT TAT GCA GAG AAA GAA TTG CTG GAG AGA GAG CCA AGA
K E F H L S Y A E K E L L E R E P R
549 558 567 576 585 594

GGA GAA GCC CAT CAG GAA GTT CTG AGG CGA GCA GCC AAA GAC CTT cCCC ATC TAC
G E A H Q E \% L R R A A K D L P I Y
603 612 621 630 639 648

ACC AGG ACC ATG TCC GGC GCG ATC CGA TAT TGT GAC AGA TGC CGA CTT ATA AAG
T R T M S G A I R Y cC D R cC R L I K
657 666 675 684 693 702

CCA GAC CGC TGC CAT CAC TGT TCC GTIC TGT GAT AAA TGT ATT TTG AAG ATG GAC
P D R C H H C S \% C D K C I L K M D
711 720 729 738 747 756

CAT CAT TGC CCA TGG GTG AAC AAT TGT GTT GGA TTT TCA AAT TAT AAA TTC TTC
H H C P W \% N N C \% G F S N Y K F F
765 774 783 792 801 810

CTC CTT TTC TTG GCT TAC TCT CTG CTG TAC TGC CTT TTC ATT GCT GCT ACA GAT
L L F L A Y S L L Y c L F I A A T D
819 828 837 846 855 864

TTA CAG TAT TTT ATC AGA TTT TGG ACA AAT GGT CTC CCT GAT ACT CAA GCC AAG
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L Q Y F I R F W T N G L P D T Q A K
873 882 891 900 909 918

TTC CAT ATT ATG TTT TTA TTC TTT GCT GCA GCT ATG TTT TCT GTC AGC TTG TCC
F H I M F L F F A A A M F S \Y S L S
927 936 945 954 963 972

TCT CTT TTT GGT TAT CAT TGC TGG CTA GTC AGC AAA AAT AAA TCT ACA TTA GAG
S L F G Y H c W L \Y% S K N K S T L E
981 990 999 1008 1017 1026

GCA TTC AGA AAT CCA GTA TTT AGA CAT GGA ACA GAT AAG AAC GGA TTC AGC TTG
A F R N P \% F R H G T D K N G F S L
1035 1044 1053 1062 1071 1080

GGT TTC AGT AAA AAC ATG CGA CAA GTT TTT GGC GAT GAG AAG AAG TAT TGG CTG
G F S K N M R Q \Y% F G D E K K Y W L
1089 1098 1107 1116 1125 1134

TTA CCA ATA TTT TCA AGT CAA GGT GAT GGC TGT TCC TTT CCA ACT TGC CTT GTT
L P I F S S Q G D G C S F P T C L \%
1143 1152 116l 1170 1179 1188

AAC CAG GAT CCT GAA CAA CCT TCC ACT CCT GCA GGA CTA AAT TCA ACA GCG AAA
N Q D P E Q P S T P A G L N S T A K
1197 1206 1215 1224 1233 1242

AAT CCT GAA AAC CAT CAG TTT CCT GCA AAG CCG TTG AGA GAG TCA CAG AGC CAC
N P E N H Q F P A K P L R E S Q S H
1251 1260 1269 1278 1287 1296

CTC CTT ACG GAT TCT CAG ACC TGG ACA GAG AAC AGT TCA AAC TCC GGG AGA TGC
L L T D S Q T W T E N S S N S G R cC
1305 1314 1323 1332 1341 1350

AAA GCC GGT

K A G

ATG AGC AAC

M S N

CCT GCA TTA
P A L

ACT ATG GAG
T M E

AAC GAG ACT
N E T

TAA CTC TAC

*
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1359 1368 1377 1386 1395 1404
AAT CAA AAT AAA ACC ACT CTT GTA AAG TAC CAA GGC TGT GGA AGA CTG GAA CAA

1413 1422 1431 1440 1449 1458
GCT TCC AAT TGG ATG GCA CCA TTG GCC AAT TGT CCC TTT GGC TAA ATA TGC GAA

1467 1476 1485 1494 1503 1512
TTT TGT CTT CAG TGA TGG GGA TCA AAC ACA GCA CTA TCA AGA ATT TCA AGT AAT

1521 1530 1539 1548 1557 1566
CAC CAA ACT GAT GCT TAA AAC AGA ACA CTG TTT ATT CCA ATA TAT AGA CTT CTG

1575 1584 1593 1602 lell 1620
TAA CTA ATA CAA ATT ACT ATT AAC CTT CAA AAG TAA TTA AAA AAA TAT TTT TTG

Abb. 12 Volistindige Kodierungssequenz der r-SREC ¢DNA. Die Nukleotidsequenz und die
Aminosduresequenz (Einbuchstabencode) sind angegeben. Die Zahlen beschreiben die Positionen der
Nukleotide. Das Initiationskodon (ATG; nt 244) und das Stopkodon (TAA; nt 1342) sind rot dargestellt, das
Stopkodon ist zusitzlich durch einen Stern gekennzeichnet. Das in 5’-Richtung im Leseraster gelegene
Stopkodon (TGA; nt 22) ist ebenfalls rot dargestellt. Die DHHC-Domidne (nt 625-766) ist in der
Aminosduresequenz blau dargestellt, vier putative Transmembran-Regionen sind unterstrichen (Erlduterungen
hierzu siehe nichster Abschnitt).

Der strukturelle Aufbau der r-SREC-cDNA ist in Abb. 13 dargestellt. Die
Nukleotide 625-766 kodieren fiir eine Cystein-reiche Doméne, die sog. DHHC-Domine
(Einbuchstabencode;  Asp-His-His-Cys).  Homologievergleiche = mit  verschiedenen
Computerdatenbanken (GenBank, SwissProt) haben gezeigt, dass die Aminoséduresequenz
dieser Domine hoch-konserviert ist, die genaue Funktion dieser Doméne ist jedoch nicht
bekannt. Durch Computeranalysen (PSORTII, SMART) konnten zudem vier putative

Transmembran-Regionen (TM) identifiziert werden.

TGA ATG DHHC TAA
l T T™M 47aa TM T™M

-

122 244 625 765 1342 1620 bp

Northern Blot Probe

366 Aminosiuren
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Abb. 13 Struktureller Aufbau der isolierten r-SREC-cDNA. Das ATG-Initiationskodon konnte bei
Nukleotid 244 identifiziert werden, in 5’-Richtung wurde im gleichen Leseraster ein Stopkodon (nt 22)
identifiziert. Das Stopkodon (TAA) wurde bei Nukleotid 1342 identifiziert. Hieraus ergibt sich ein offener
Leseraster von 366 Aminosduren. Die Nukleotide 625-765 kodieren fiir eine sog. DHHC-Domine
(Einbuchstabencode). Vier putative Transmembran-Regionen (TM) sind als hellgraue Rechtecke
gekennzeichnet. Fiir die Northern Blot Experimente (siehe Kap. 4.3) wurde der Bereich der Nukleotide 46-495
als spezifische Probe eingesetzt.

4.5 Das r-SREC-Protein interagiert mit adenoviralen E1A-Proteinen in

Sédugerzellen

Durch die bisherigen Protein-Protein-Interaktionsanalysen im Hefesystem konnte ich belegen,
dass das El1A-Protein mit dem r-SREC-Protein interagiert. Um erste Hinweise auf eine
mogliche physiologische Relevanz beziiglich dieser Bindung in Sédugerzellen zu erhalten
wurden Immunprizipitationen durchgefiihrt.

Hierfiir wurden zunichst COS7-Zellen mit Expressionsvektoren fiir das Ad12 E1A3s-Protein
und/oder fiir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein (exprimiert r-SREC als Fusionsprotein mit
einem C-terminalen myc- und his-Epitop) transient transfiziert. Nach Priparation der
Gesamtzellextrakte wurde r-SREC mit einem gegen das myc-Epitop des Fusionsproteins
gerichteten Antikorper prézipitiert. Die gebildeten Immunkomplexe wurden nachfolgend im
Western Blot mit einem anti-Ad12 E1A-Antiserum analysiert. Wie in Abb. 14 A dargestellt,
filhrte die Immunprézipitation mit dem gegen das myc-Epitop des r-SREC-Fusionsproteins
gerichteten Antikorper zu einer effizienten Koprizipitation des adenoviralen Proteins (Spur
4). Dagegen war kein E1A;ss-spezifisches Signal in den Immunkomplexen aus Kontroll-
transfizierten Zellen nachweisbar (Spur 2). Die Koprézipitation des Ad12 E1A3s-Proteins mit
dem anti-myc-AntikOrper bestitigte somit die Interaktion zwischen E1A und r-SREC in

transient transfizierten COS7-Zellen.
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Abb. 14 Das r-SREC-Protein interagiert mit dem E1A;s-Protein in Sdugerzellen. (A) COS7-Zellen
wurden mit Expressionsvektoren fiir das Ad12 E1A,;s-Protein und fiir ein myc-Epitop gekoppeltes r-SREC-
Protein wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und die Gesamtzellextrakte mit einem
anti-myc-Antikorper inkubiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Western Blot Analysen mit den angegebenen Antikdrpern analysiert. (B) Western-Blot-
Analysen der fiir die Immunprézipitationen eingesetzten Gesamtzellextrakte bestdtigten die Expression des
E1A35-Proteins und des r-SREC-Fusionsproteins in den transfizierten Zellen.

Die effiziente Eigenprazipitation des r-SREC-Proteins konnte mit einem gegen das
myc-Epitop des Fusionsproteins gerichteten Antikorper und nachfolgenden Western Blot
Analysen mit einem anti-myc-Antiserum nachgewiesen werden (siche Abb. 14 A, Spur 3 und
4). Zudem bestitigten Western-Blot-Analysen der fiir die Immunprizipitationen eingesetzten
Gesamtzellextrakte die Expression des E1Ajs3s-Proteins und des r-SREC-Fusionsproteins in

den transfizierten Zellen (siche Abb. 14 B).



Ergebnisse 62

Es stellte sich die Frage, ob r-SREC ebenfalls mit E1A-Proteinen in transformierten
Zelllinien interagiert. Zur Klidrung dieser Fragestellung wurden Ad12 El-transformierte
Zelllinien (HEK12-Zellen) bzw. Ad5 El-transformierte Zelllinien (293-Zellen) mit einem
Expressionsvektor fiir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein transient transfiziert. Das r-SREC-
Protein wurde aus den Gesamtzellextrakten mit einem gegen das myc-Epitop des
Fusionsproteins gerichteten Antikorper prézipitiert und die gebildeten Immunkomplexe
wurden im Western Blot mit einem spezifischen anti-Ad12 EI1A- bzw. einem anti-M73-
Antiserum analysiert (siche Abb. 15 A und B). Auch in diesen Experimenten konnten die
adenoviralen Proteine mit dem gegen das myc-Epitop des r-SREC-Fusionsproteins
gerichteten Antikorper effizient koprézipitiert werden, wodurch die in vivo Interaktion
zwischen E1A-Proteinen und r-SREC sowohl in Ad12 E1- (sieche Abb. 15 A, Spur 2) als auch
in Ad5 E1- (siehe Abb. 15 B, Spur 3) transformierten Zelllinien bestétigt werden konnte. In
Immunkomplexen aus Kontroll-transfizierten Zellen wurden, wie zu erwarten, keine E1A-

spezifischen Signale nachgewiesen (sieche Abb. 15 A, Spur 1 und Abb. 15 B, Spur 2).
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Abb. 15 Das r-SREC-Protein interagiert mit E1A-Proteinen in El-transformierten Zelllinien. (A)
HEK12-Zellen (Ad12 El-transformiert) bzw. (B) 293-Zellen (Ad5 El-transformiert) wurden mit dem
Expressionsvektor fiir ein myc-Epitop gekoppeltes r-SREC-Protein transient transfiziert. Die Zellen wurden nach
48 h lysiert und r-SREC aus den Gesamtzellextrakten mit einem gegen das myc-Epitop des Fusionsproteins
gerichteten ~ Antikorper  prézipitiert. Gebildete Immunkomplexe wurden auf Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western Blot Analysen mit spezifischen E1A-Antiseren wie
angegebenen analysiert.

Zusammenfassend zeigen diese Daten eindeutig, dass das r-SREC-Protein sowohl in
tranfizierten COS7-Zellen als auch in El-transformierten Zelllinien effizient an E1A-Proteine

bindet.
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4.6 Identifikation der fiir die Interaktion mit r-SREC verantwortlichen

E1A-Proteindoméanen

Zur Identifikation der E1A-Domiénen, die mit dem r-SREC-Protein interagieren, wurden
Protein-Protein-Interaktionsanalysen mit GST-E1Awt-Fusionsproteinen bzw. GST-E1A-
Fusionsproteinmutanten  (siche Abb. 16 A) und [358]—markiertem, in vitro
transkribiertem/translatierten r-SREC durchgefiihrt.

Wie aus Abb. 16 B ersichtlich, sind sowohl das Ad12 E1A3s-Protein (Spur 4) und das Ad12
E1A;s-Protein (Spur 5), als auch das Ad2 E1A3s-Protein (Spur 6) in der Lage, das r-SREC-
Protein effizient zu binden. Die Deletion der konservierten Region 2 hingegen verringerte
deutlich das Bindungspotential des GST-E1A 3s-Fusionsproteins (GST-Ad12-ACR2/E1A;3s;
Abb. 16 B, Spur 7) an r-SREC.

Weitere in vitro Interaktionsanalysen mit GST-E1A-Fusionsproteinmutanten zeigten,
dass die Deletion der N-terminalen Doméne (GST-Ad12-AN/E1A,s; Abb. 16 B, Spur 8) oder
der konservierten Region 1 des GST-E1A ,s-Proteins (GST-Ad12-ACR1/E1A,s; Abb. 16 B,
Spur 9) zum Verlust der Interaktion mit r-SREC fiihrte, wohingegen die Aminosduren 1-79
des E1A3s-Proteins (GST-Ad12-aa 1-79/E1A;3s; Abb. 16 B, Spurl0) weiterhin in der Lage
sind, r-SREC effizient zu binden.

Diese Experimente zeigen, dass die konservierte Region 2 der adenoviralen E1A-
Region die Interaktionsdoméne darstellt, die im Hefesystem (eingesetztes Kdderprotein: CR2-
S-CR3) zu der Identifikation des r-SREC-Proteins gefiihrt hat. Weiterhin deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass zusitzlich zur konservierten Region 2, der N-Terminus in
Kooperation mit der konservierten Region 1 als El1A-Interaktionsdoméne fiir das r-SREC-
Protein fungiert.

Das Kontrollexperiment bestitigte, dass vergleichbare Mengen an GST-Fusionsproteinen in

den in vitro Protein-Protein-Interaktionsstudien eingesetzt wurden (Abb. 16 C).
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Abb. 16 Die CR2 sowie der N-terminale Bereich (Aminosiuren 1-79) der E1A-Proteine sind fiir die in
vitro Interaktion mit r-SREC verantwortlich. (A) Fiir die GST-Fusionsprotein-Interaktionsanalysen wurden
GST-E1Awt-Fusionsproteine bzw. GST-E1A-Fusionsproteinmutanten wie angegeben eingesetzt. (B) Die GST-
Proteindomine (Spur 3) oder die GST-E1A-Fusionsproteine (Spuren 4 bis 10) wurden mit dem [*°>S]-markierten,
in vitro transkribierten/translatierten r-SREC-Protein wie angegeben inkubiert. Interagierende Proteine wurden
eluiert, auf 12%-SDS-Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Fluorographie detektiert.
Spur 1 reprisentiert 15% des in den Experimenten eingesetzten [*°S]-r-SREC. M: GroBenstandard (Spur 2) (C)
Gleiche Proteinkonzentrationen der eingesetzten GST-ElA-Fusionsproteine wurden auf 12%-SDS-
Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung detektiert.

4.7 R-SREC reprimiert die E1A-vermittelte Aktivierung der Promotoren
E2,412(140 bp) und G5-E1B TATA in transienten Expressionsstudien

In den vorausgegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass r-SREC mit E1A-

Proteinen in vivo interagiert. Da E1A-Proteine als Transkriptionsfaktoren fungieren, sollte in
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transienten Expressionsstudien untersucht werden, ob r-SREC einen Einfluss im EI1A-
vermittelten Aktivierungsprozess ausiibt.

Das Reporterkonstrukt G5-E1B TATA-CAT (enthélt fiinf Gal4-Bindestellen sowie
die Ad2 EIB-TATA-Box, siche Abb. 17 A) wurde mit einem pRc/RSV-Gal4-E1A ss-
und/oder einem r-SREC-Expressionsvektor in HelLa-Zellen transient transfiziert. Der
Expressionsvektor pRc/RSV-Gal4-E1A 35 kodiert fiir ein Fusionsprotein bestehend aus der
Gal4-DNA-Bindedoméne und dem E1A35-Protein, von dem in unserer Arbeitsgruppe gezeigt
wurde, dass es ein starker Aktivator der CAT-Genexpression des Reporterkonstruktes G5-
EIB TATA-CAT ist (Lipinski et al., 1997). Wie erwartet fithrte die Expression des Gal4-
E1Ass-Proteins zu einer starken Aktivierung des Promotorkonstruktes (sieche Abb. 17 B). Die
Koexpression von r-SREC hingegen reprimierte die E1Ass-induzierte CAT-Genexpression

des Reporterkonstruktes G5-E1B TATA-CAT.
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Abb. 17 R-SREC reprimiert die E1A;s-vermittelte Aktivierung des G5-E1B TATA-Promotors. (A)
Schematische Darstellung des eingesetzten Reporterkonstruktes G5-E1B TATA-CAT. Das Reporterkonstrukt
enthilt fiinf Bindestellen fiir den Hefetranskriptionsfaktor Gal4 sowie die Ad2 E1B-TATA-Box. (B) HeLa-
Zellen wurden mit 0,2 ug des Reporterkonstruktes sowie je 1 pg Expressionvektor fiir Gal4-E1A 35 und/oder r-
SREC wie angegeben transfiziert. Die Menge an transfizierter DNA wurde durch Auffiillen mit dem Leervektor
konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivitit wurde 42 h nach Transfektionsende bestimmt. Die
Promotoraktivitit des Reporterkonstrukts G5-E1B TATA-CAT in Anwesenheit des Leervektors wurde als 1
nominiert. Die relativen Aktivititen entsprechen dem Mittelwert aus mehreren unabhidngigen
Transfektionsexperimenten.
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Weiterhin  wurde  das Reporterkonstrukt ~ E24412(140bp)-CAT  in  transienten
Expressionsstudien eingesetzt, das die Genexpression durch einen 140 bp umfassenden
Bereich der E2aq412-Promotorregion reguliert (siche Abb. 18 A). Dieser Bereich enthilt als
Promotorelemente ein cAMP-Response-Element (CRE), eine E2F-Bindestelle und eine
TATA-Box. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das cAMP-Response-
Element und die TATA-Box die entscheidenden Promotorelemente fiir die Aktivierung des
E2q12-Promotors darstellen (Fax et al., 2000). Das Reporterkonstrukt E2412(140bp)-CAT
wurde mit Expressionsvektoren fiir Ad12 E1A3s und/oder r-SREC in KB-Zellen transient
transfiziert. Wéahrend die Expression des Ad12 ElA;ss-Proteins zu einer Aktivierung der
CAT-Genexpression des Reporterkonstruktes E2412(140bp)-CAT fiihrte, wurde die E1A3s-
vermittelte Aktivierung des E2aq412-Promotors durch Koexpression von r-SREC reprimiert

(siche Abb. 18 B).
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Abb. 18 R-SREC reprimiert die ElA-vermittelte Aktivierung des E2,4;,(140bp)-Promotors. (A)
Schematische Darstellung des eingesetzten Reporterkonstruktes E2,q12(140bp)-CAT. Die CAT-Genexpression
im Reporterkonstrukt wird durch ein 140 bp-Fragment des E25q;o-Promotors reguliert. Das CRE-Element und
die TATA-Box sind dargestellt. (B) KB-Zellen wurden mit 1 ug des Reporterkonstruktes sowie je 1 pg
Expressionvektor fiir E1A 35 und/oder r-SREC wie angegeben transfiziert. Die Menge an transfizierter DNA
wurde durch Auffiillen mit dem Leervektor konstant gehalten. Die CAT-Enzymaktivitit wurde 42 h nach
Transfektionsende bestimmt. Die Promotoraktivitit des Reporterkonstrukts E2,4,,(140bp)-CAT in Anwesenheit
des Leervektors wurde als 1 nominiert. Die relativen Aktivititen entsprechen dem Mittelwert aus mehreren
unabhingigen Transfektionsexperimenten.
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4.8  Das r-SREC-Protein ist in der Zelle cytoplasmatisch lokalisiert

Die Bestimmung der zelluldren Lokalisation kann meist Riickschliisse auf die Funktion eines
Proteins zulassen. Um die zelluldre Lokalisation des r-SREC-Proteins zu untersuchen und zu
analysieren, ob die Interaktion mit E1 A moglicherweise einen Einfluss auf diese Lokalisation
ausiibt, wurden Immunfluoreszenz-Untersuchungen durchgefiihrt.

Hierfir wurden COS7-Zellen mit Expressionsvektoren fiir ein myc/his-r-SREC-
Fusionsprotein (exprimiert r-SREC als Fusionsprotein mit einem C-terminalen myc- und his-
Epitop) und/oder fiir ein Ad12 E1A3s-FLAG-Fusionsprotein (exprimiert Ad12 E1A;3s als
Fusionsprotein mit einem C-terminalen FLAG-Epitop) transient transfiziert. Nach der
Fixierung der Zellen wurde die zelluldre Lokalisation des r-SREC- und des E1A-Proteins
durch Immunfluoreszenz-Analysen mit spezifischen, gegen das myc- und/oder das FLAG-
Epitop der Fusionsproteine gerichteten Antikorpern untersucht. Diese Experimente zeigten,
dass das r-SREC-Fusionsprotein in Abwesenheit des E1A-Proteins cytoplasmatisch lokalisiert
ist (siche Abb. 19 A).

Die Expression des E1A;3s-Proteins wurde hauptsidchlich im Zellkern detektiert,
jedoch zeigen die Experimente deutlich, dass das adenovirale Protein auch in geringen
Mengen im Cytoplasma nachweisbar ist (siche Abb. 19 B). Von Madison und Mitarbeitern
wurde gezeigt, dass ein Teil der im Cytoplasma synthetisierten E1A-Proteine im Cytoplasma
verbleiben (Madison et al., 2002).

Wie in Abb. 19 B gezeigt fiihrte die Koexpression von r-SREC und dem E1A3s-
Protein zu einer deutlichen Umverteilung des r-SREC-Proteins innerhalb des Cytoplasmas.
Das r-SREC-Protein konnte in Anwesenheit des E1A-Proteins punktuell konzentriert am
Zellkern nachgewiesen werden. In diesem Bereich wurde ebenfalls das cytoplasmatisch
lokalisierte E1 A-Protein detektiert.

Erste, weiterfihrende Immunfluoreszenz-Analysen mit einem ER
(endoplasmatischen Reticulum)-spezifischen Marker (Concanavalin A) zeigten dariiber
hinaus, dass die Lokalisation des r-SREC-Proteins in Abwesenheit des E1A-Proteins mit der
Lokalisation des endoplasmatischen Reticulums weitgehend iibereinstimmt (Daten nicht
gezeigt). Diese Ergebnisse werden zudem durch Computeranalysen, mit denen die
Aminosduresequenz des r-SREC Proteins analysiert wurde, gestiitzt, die Hinweise darauf

geben, dass r-SREC mit einer Wahrscheinlichkeit von 43% im ER lokalisiert ist.
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Abb. 19 Umverteilung des cytoplasmatisch-lokalisierten r-SREC-Proteins durch Koexpression des Ad12
E1A ;35-Proteins in transient transfizierten COS7-Zellen. (A) COS7-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor
fir das FLAG-Epitop und einem Expressionvektor fiir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein transfiziert. Die
Zellen wurden 48 h spiter fixiert. Die intrazellulire Verteilung des r-SREC-Proteins (rot) wurde mittels
Immunfluoreszenz analysiert. (B) COS7-Zellen wurden mit Expressionvektoren fiir das Ad12 E1A35-FLAG-
Fusionsprotein und fiir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein kotransfiziert. Nach Fixierung der Zellen wurde die
intrazelluldre Verteilung des E1A 35-Proteins (griin) und des r-SREC-Proteins (rot) mittels Immunfluoreszenz-
Untersuchungen bestimmt. (C) COS7-Zellen wurden in Kontrollexperimenten mit Leervektoren fiir das FLAG-
Epitop und das myc/his-Epitop transfiziert. Die Anfirbung der DNA (blau) erfolgte in allen Experimenten
mittels Hoechst 33342.

Um eine zellulidre Lokalisation des r-SREC-Proteins in transformierten Zelllinien zu
untersuchen, wurden Adl12 El-transformierte (HEK12) und AdS5 El-transformierte (293)
Zellen mit dem Expressionsvektor fiir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein transient
transfiziert. Die Fixierung der Zellen erfolgte 48 h nach Transfektionsbeginn. Die
Lokalisation des r-SREC-Fusionsproteins wurde in Immunfluoreszenz-Analysen mit einem
spezifischen gegen das myc-Epitop des Fusionsproteins gerichteten Antikorper detektiert
(siche Abb. 20 A und B). Zur genauen Bestimmung des Cytoplasmas wurde zusitzlich ein
anti-Actin-Antikorper eingesetzt. Diese Untersuchungen zeigten, dass r-SREC in El-
transformierten Zelllinien hauptsichlich im Cytoplasma lokaliert ist. Jedoch ist auch hier, wie
in den zuvor mit Adl2 El1A 35 und r-SREC kotransfizierten COS7-Zellen, eine erhohte

Konzentration des r-SREC-Proteins an der Kernmembran zu beobachten.
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Abb. 19 Intrazelluliire Verteilung des r-SREC-Proteins in El-transformierten Zelllinien. (A) Ad12 El-
transformierte HEK12-Zellen oder (B) AdS El-transformierte 293-Zellen wurden mit einem Expressionsvektor
fir das myc/his-r-SREC-Fusionsprotein transient transfiziert. Die Zellen wurden nach 48 h fixiert und die
zelluldre Lokalisation von r-SREC (rot) in Immunfluoreszenzanalysen untersucht. Zur Detektion des
Cytoplasmas wurde zusitzlich ein anti-Actin-Antikorper (griin) eingesetzt. Die Zellen wurden in
Kontrollexperimenten mit einem Leervektor fiir das myc/his-Epitop transfiziert (Mock). Die Anfirbung der
DNA (blau) erfolgte in allen Experimenten mittels Hoechst 33342.
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Zusitzlich habe ich die zelluldre Lokalisation des r-SREC-Proteins in Adenovirus-
infizierten Zelllinien untersucht. Hierfiir wurden zunichst KB-Zelllinien etabliert, in denen
der myc/his-r-SREC exprimierende Vektor stabil in das Zellgenom integriert und das r-
SREC-Protein konstitutiv exprimiert wird. Diese Zelllinien wurden durch Western Blot
Analysen auf die Expression des r-SREC-Proteins hin untersucht. Durch PCR-Analysen
zelluldrer genomischer DNA mit r-SREC-spezifischen Primern wurde die Integration des r-
SREC-Expressionsvektor in das zelluldre Genom nachgewiesen (sieche Abb. 21 B).

Die r-SREC-Zelllinie wurden mit Ad 12 infiziert und die Zellen 20 h nach Infektionsbeginn
fixiert. In Immunfluoreszenz-Analysen mit einem gegen das myc-Epitop des r-SREC-
Fusionsproteins gerichteten Antikorper wurde die zelluldre Lokalisation des r-SREC-Proteins
untersucht (sieche Abb. 21 A). Hier bestitigte sich, dass das r-SREC-Protein in Adenovirus-
infizierten Zellen cytoplasmatisch lokalisiert ist. Eine erhohte Konzentration des Proteins im
Bereich der Kernmembran konnte wie in den vorausgegangenen Experimenten detektiert
werden.

In Kontrollexperimenten konnte die effiziente Expression des Ad12 E1A-Proteins in den

infizierten Zellen bestétigt werden (siehe Abb. 21 C).
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Abb. 21 Zelluldre Lokalisation des r-SREC-Proteins in Ad12-infizierten r-SREC-Zelllinien. (A) Stabil
transformierte r-SREC-myc-Zelllinien wurden mit Ad 12 infiziert und die Zellen 20 h nach Infektionsbeginn
fixiert. Die Immunfluoreszenz-Analysen wurden mit einem gegen das myc-Epitop des r-SREC-Fusionsproteins
gerichteten Antikorper durchgefiihrt (rot). Zur Detektion des Cytoplasmas wurde zusitzlich ein anti-Actin-
Antikorper (griin) eingesetzt. Die Zellen wurden in Kontrollexperimenten mit einem Leervektor fiir das myc/his-
Epitop transfiziert (Mock). Die Anfirbung der DNA (blau) erfolgte in beiden Experimenten mittels Hoechst
33342. (B) Untersuchung der transformierten KB-Zelllinien auf die Integration des r-SREC-myc-
Expressionsvektors in das zellulire Genom mit r-SREC-spezifischen Primern. (C) Western Blot Experimente
bestitigten die effiziente Expression des Ad12 El1A-Proteins in den infizierten Zellen. Zur Kontrolle wurde
Gesamtzellextrakt aus Ad12 El-transformierten Zellen (HEK12) in Western Blot Analysen eingesetzt.

Wie meine Ergebnisse zeigen wird der Ad12 E1A;s;s-vermittelte Transaktivierungsprozess
durch die Expression von r-SREC in transienten Expressionsstudien reprimiert. Die
Immunfluoreszenzanalysen zeigen jedoch, dass R-SREC ein cytoplasmatisch lokalisierter
Faktor ist. Diese Ergebnisse implizieren, dass r-SREC seine reprimierende Funktione nicht im

Zellkern ausiibt.
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5. Diskussion

Das Adenovirus-Wirtszell-System stellt ein ideales Modellsystem dar um zelluldre Prozesse
wie die Zellzykluskontrolle, Differenzierung, Apoptose sowie die onkogene Transformation
zu untersuchen, da die Funktionen der adenoviralen E1A-Proteine in vielféltiger Weise in
diese Mechanismen eingreifen. So haben Analysen der Funktionen der Ad E1A-Region zur
Identifikation zelluldrer Faktoren gefiihrt, die in diese Prozesse involviert sind, wie z.B. dem
Retinoblastom-Protein pRB (Whyte ef al., 1988) und Koaktivatoren wie p300 (Eckner et al.,
1994). Zudem haben diese Studien erheblich zum Verstindnis der molekularen Mechanismen
der Genregulation beigetragen.

Alle bis heute bekannten Funktionen der El1A-Proteine werden durch Protein-
Protein-Interaktionen mit zelluldren Faktoren vermittelt. Die Isolierung und Charakterisierung
unbekannter zelluldrer Faktoren, die mit spezifischen, funktionellen Dominen (CR1-S-CR3)
der E1A-Proteinen interagieren, sollte daher zur weiteren Aufklirung EI1A-vermittelter
Funktionen dienen.

Im Zuge dieser Arbeit wurde von mir mit Hilfe eines modifizierten Hefe ,,Two-
Hybrid“-Systems ein bisher nicht beschriebener, E1A-Protein bindender zelluldrer Faktor

(r-SREC) identifiziert. In meinen Experimenten konnte ich im Wesentlichen zeigen,

1. dass r-SREC mit E1A-Proteinen sowohl in vivo als auch in vitro interagiert. Fiir die
physikalische Interaktion sind die CR2 sowie der N-terminale Bereich (N-Terminus

in Kooperation mit CR1) der E1A-Proteine von entscheidender Bedeutung,

2. dass r-SREC in transienten Expressionsstudien die Adl2 El1A;ss-vermittelte

Transaktivierung spezifischer viraler Promotoren reprimiert,

3. dass r-SREC in der Zelle cytoplasmatisch lokalisiert ist.

5.1 R-SREC interagiert mit E1A-Proteinen in vivo und in vitro

Zur Identifikation Ad12 E1A-CR2-S-CR3 bindender Faktoren wurde in der vorliegenden
Arbeit das Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System eingesetzt. Dieses Hefesystem erlaubt es, im
Gegensatz zum klassischen Hefe ,,Gal4-Two-Hybrid“-System, Interaktionsanalysen mit

transaktivierenden Proteindoménen als Koder durchzufithren. Das ,,SOS-Two-Hybrid*-
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System wurde von Aronheim und Mitarbeitern entwickelt und zur Identifikation von
Proteinen eingesetzt, die mit der Jun-Untereinheit des Transkriptionsfaktors AP-1 interagieren
(Aronheim et al., 1997). In unserer Arbeitsgruppe wurde dieses System bereits erfolgreich
zum Nachweis einer Interaktion des N-Terminus (AS 1-29) der Ad12 E1A-Region mit der
C/H3-Domine (Cystein/Histidin-reiche Domine 3) des zelluldiren Koaktivators p300
(Lipinski et al., 1999) sowie fiir Interaktionsanalysen des E1Aj,s-Proteins mit den Rlo-und
RlIla-Untereinheiten des PKA-Holoenzyms (Fax et al., 2001) eingesetzt.

Da gezeigt wurde, dass das konventionelle Hefe ,,SOS-Two-Hybrid*“-System bei der
Durchmusterung von Séaugetier-Expressionsbanken hiufig zur Isolierung falsch-positiver
cDNAs fiihrt, die fiir Proteine der Ras GTPase-Familie kodieren, wurde ein modifiziertes
Hefesystem eingefiihrt (Aronheim, 1997). Das Prinzip dieses Systems besteht darin, dass sich
die Expression von mGAP in Hefezellen inhibierend auf die Aktivitit von mRas auswirkt,
wodurch die Anzahl der isolierten Ras-Protein-exprimierenden, falsch-positiven Klone
reduziert wird.

Die Protein-Protein-Interaktionsstudien mit Hilfe dieses modifizierten Hefesystems
fiihrten im Laufe meiner Arbeit zu einer Identifikation von 19 potentiell-positiven
Hefeklonen, bei denen nach ersten Analysen eine Interaktion des Koderproteins mit einem
Protein der cDNA-Expressionsbank stattgefunden haben konnte. In den abschlieBenden
Interaktionsanalysen zeigten zehn dieser Hefeklone jedoch keine Abhiéngigkeit des
Wachstums von der Expression des Koderproteins (CR2-S-CR3). Bei diesen selektierten
falsch-positiven Klonen wurden somit entweder, (1) trotz Verwendung des modifizierten
Systems, Proteine der Ras GTPase-Familie exprimiert, wodurch der Ras-abhéngige
Signalkontrollweg , kurzgeschlossen® wurde, oder (2) Proteine exprimiert, die nicht mit dem
Koder, sondern mit dem SOS-Anteil des Koder-Fusionsproteins interagierten. Durch
Sequenzanalysen von sechs dieser zehn isolierten cDNAs und anschlieBenden Vergleichen
der Nukleotidsequenzen iiber eine Computer-Datenbank konnte ich zeigen, dass diese
selektierten cDNAs fiir drei unterschiedliche Ras-Proteine kodieren. Man kann hier davon
ausgehen, dass die vier nicht sequenzierten cDNAs ebenfalls fiir Proteine der Ras GTPase
Familie kodieren. AuszuschlieBen ist jedoch nicht, dass durch Sequenzanalysen cDNAs
identifiziert werden, die fiir ein Produkt kodieren, das mit dem SOS-Anteil des Koderproteins
interagiert.

Bei einer Gesamtzahl von 1,75 x 107 durchmusterten Hefeklonen wurden von mir
sechs von insgesamt zehn potentiellen cDNAs identifiziert, die fiir Proteine der Ras GTPase-

Familie kodieren. Vor Beginn meiner Untersuchungen wurde in unserer Arbeitsgruppe
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zunidchst das konventionelle Hefe ,,SOS-Two-Hybrid“-System, in dem das mGAP-Protein
nicht exprimiert wird, fiir Protein-Protein-Interaktionsstudien eingesetzt. In diesen Analysen,
in denen die N-terminale Doméne des Ad12 E1A-Proteins als Koder fungierte, wurden bei
einer Gesamtzahl von 2,35 x 10° durchmusterten Klonen (dies entspricht nur etwa 13,5% der
durchmusterten Hefeklone, die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen) 16 mRas-
exprimierende Hefeklone aus derselben Rattenhypophysen-cDNA-Bank selektiert.

Vergleiche dieser, in unserer Arbeitsgruppe erhaltenen Daten bestitigten somit, dass
die Selektion mRas-exprimierender falsch-positiver Klone bei der Durchmusterung von
Saugetier-cDNA-Expressionsbanken durch den Einsatz des modifizierten Hefesystems und
die Expression von mGAP zwar nicht vollstindig ausgeschlossen, die Anzahl der selektierten
falsch-positiven Klone jedoch deutlich verringert wird.

In den abschlieBenden Interaktionsanalysen konnte ich einen interaktions-positiven
Hefeklon isolieren. Durch Sequenzanalysen und anschlieBenden Abgleichen mit
verschiedenen Datenbanken konnte nachgewiesen werden, dass hier eine cDNA (r-SREC)
exprimiert wurde, die fiir einen bisher nicht beschriebenen, E1A-bindenden zellulidren Faktor
kodiert.

Warum bei der Durchmusterung der cDNA-Expressionsbank keine bekannten E1A-
bindenden, zelluldren Faktoren identifiziert werden konnten, wie eigentlich erwartet, konnte
wie folgt erkldrt werden. (1) Bei der eingesetzten Rattenhypophysen-Bibliothek handelte es
sich um eine mit Random-Primern generierte cDNA-Expressionsbank. Da somit im Vergleich
zur mRNA meist nur verkiirzte DNA-Molekiile generiert werden, ist zunéchst fraglich, ob die
Interaktionsmotive der entsprechenden Proteine in dieser Bank exprimiert werden. (2) Die
Proteinstruktur des Koderproteins (CR2-S-CR3) konnte aufgrund der geringen Grofe und der
fehlenden restlichen E1A-Aminosduresequenzen einen Einfluss auf die Proteinfaltung und
somit auf die Interaktion dieser E1 A-Doménen mit zelluldren Proteinen haben. Allerdings ist
gezeigt, dass zumindest CR3 allein, d.h. auch ohne weitere adenovirale
Aminosduresequenzen, als funktionelle Doméne mit einigen zelluldren Proteinen interagieren

kann (Mazzarelli et al., 1997).

Durch Immunprizipitationen konnte ich die in vivo Interaktion des r-SREC-Proteins
mit E1A-Proteinen sowohl in transient transfizierten Zelllinien als auch in Ad12 und AdS El-
transformierten Zelllinien bestitigen. Diese Ergebnisse implizieren, dass die Interaktion
zwischen E1A-Proteinen und dem zelluldren Faktor r-SREC von physiologischer Relevanz

ist.
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Es stellte sich die Frage, welche Interaktionsdoménen der E1A-Proteine fiir die Bindung an
r-SREC von Bedeutung sind. Die Identifikation dieser Doménen lassen moglicherweise
Riickschliisse zu, in welche durch E1A-Proteine vermittelte Funktionen r-SREC involviert
sein konnte. Es wurde wu.a. gezeigt, dass die Funktionen des nicht-konservierten
Aminoterminus sowie der konservierten Regionen 1 und 2 der E1A-Proteine hauptsichlich
fir die immortalisierenden und Zellzyklus-regulierenden Funktionen der E1A-Region
verantwortlich sind (Whyte et al., 1988).

Durch in vitro Interaktionsstudien konnte ich belegen, dass die konservierte Region 2
sowie der N-Terminus in Kooperation mit CR1 der E1A-Proteine als Interaktionsmotive fiir
r-SREC fungieren, wohingegen weder die Spacer-Region noch CR3 fiir die physikalische
Interaktion der E1A-Proteine mit r-SREC von Bedeutung sind. Die Tatsache, dass E1A-
Domiénen kooperativ in die Bindung zellulidrer Faktoren eingreifen, ist gut beschrieben. Es
konnte u.a. gezeigt werden, dass die Kooperation des Aminoterminus mit CR1 fiir die
funktionelle Interaktion der Ad2/AdS E1A-Proteinen mit p300/CBP essentiell ist. Studien von
Wang und Mitarbeitern belegen hier, dass keine der beiden Dominen allein in der Lage ist,

physikalisch mit p300 oder CBP zu interagieren (Wang et al., 1993a).

Aufgrund meiner Ergebnisse, die belegen, dass der N-terminale Bereich und die
CR2-Domine mit r-SREC interagieren, konnte man vermuten, dass mit r-SREC ein bisher
unbekannter Faktor identifiziert wurde, der moglicherweise fiir durch adenovirale E1A-
Proteine vermittelte Funktionen im Prozess der Immortalisierung und der Regulation des
Zellzyklus von Bedeutung ist. Diese Annahme lieBe sich durch Daten von Oyama und
Mitarbeitern stiitzen, die gezeigt haben, dass das humane Homolog zu r-SREC in die

Tumorsuppression involviert zu sein scheint (Oyama et al., 2000; siche Kap. 5.2)

5.2 R-SREC exprimiert ein Protein (366 AS) mit bisher unbekannter

Funktion

Um Informationen iiber die Grée der nativen mRNA, die Gewebe, in denen sie exprimiert
wird und die Stirke der Expression zu erhalten, wurden Northern Blot Analysen mit RNA aus
Ratten- und Humangeweben durchgefiihrt. Durch diese Untersuchungen konnte ich in
Rattengeweben eine 1,6 kb mRNA und eine zusétzliche mRNA (3,4 kb) in Herz, Hirn, Lunge
Niere und Hoden identifizieren. Dies wirft die Frage auf, ob es sich hier um Spleilvarianten

oder um zwei unabhingige Gene einer Genfamilie mit hoch-homologer Nukleotidsequenz
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handelt. Es besteht auch die Moglichkeit, dass ein Gen von zwei verschiedenen Promotoren
transkribiert wird. Ob es sich hier um zwei Gene handelt, soll in spédteren Experimenten mit
Hilfe anderer molekularbiologischer Methoden, wie z.B. FISH-Analysen nidher untersucht
werden.

Weiterfithrende Northern Blot Analysen zeigten, dass im Vergleich zu den
Rattengeweben in humanen Geweben nur eine, zudem groBere mRNA (4,4 kb) exprimiert
wird. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wére, dass in humanen Geweben die nicht kodierenden
Bereiche lidnger sind. Es konnte jedoch auch vermutet werden, dass in menschlichen Zellen
aufgrund differentieller SpleiBvorgidnge weitere, 5’-gelegene kodierende Sequenzen
vorhanden sind, die vor dem von mir identifizierten Startkodon der Ratten-r-SREC mRNA
liegen.

Da die r-SREC mRNA in verschiedenen Geweben und Spezies exprimiert wird, ldsst
sich in jedem Fall vermuten, dass das r-SREC-Protein eine wichtige Rolle in der Physiologie

der Zelle spielt.

Nach Isolierung der urspriinglichen cDNA mit Hilfe des Hefesystems musste
aufgrund der Generierung der Bank (Random-Priming) und der Nukleotid-Sequenzanalysen
angenommen werden, dass diese cDNA nicht die vollstindige kodierende Sequenz enthielt.
Die Identifikation der vollstindigen kodierenden Sequenz der identifizierten trunkierten
cDNA war von entscheidender Bedeutung, da nur durch die Erfassung der Volllangen cDNA
gewihrleistet werden kann, dass das r-SREC-Protein effizient exprimiert wird.

Fiir die Isolierung der aminoterminalen Region der cDNA wurde von mir die
Methode der RACE-PCR in unserem Labor etabliert. Da der N-terminale Bereich der cDNA
einen hohen GC-Gehalt (81%) aufweist, waren hier zunichst zahlreiche Anderungen der
PCR-Bedingungen und -Protokolle erforderlich, um die Volllangen der cDNA erfolgreich zu
amplifizieren. Die Analyse der Nukleotidsequenz der so amplifizierten cDNA zeigte, dass die
von Kozak (1996) aufgestellten Kriterien fiir die Festlegung der vollstindigen cDNA-Sequenz
erfiilllt wurden. Es konnte ein im richtigen Kontext stehendes ATG-Kodon (AAGATGG,
Kozak-Sequenz) und ein im selben Leseraster dazu in 5’-Richtung gelegenes Stopkodon
identifiziert werden. Aufgrund dieser Daten und der Tatsache, dass die Lénge der
Nukleotidsequenz (1620 bp) mit der GroBe der in Rattengeweben exprimierten mRNA
(kleines Transkript 1,6 kb) korrespondiert, konnte ich belegen, dass hier die vollstindige

kodierende cDNA-Sequenz identifiziert wurde.
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Vergleiche der Nukleotidsequenz der von mir identifizierten r-SREC-cDNA mit Sequenzen
aus verschiedenen Computer-Datenbanken ergaben, dass eine zu 97% homologe Sequenz auf
dem humanen Chromosom 8p21.3-p22 lokalisiert ist. Diese Sequenz wurde erstmals von
Oyama und Mitarbeitern als REC/REAM-Gen beschrieben (Oyama et al., 2000). Daten dieser
Arbeitsgruppe lassen annehmen, dass dieses humane Gen in die Tumorsuppression involviert
sein konnte, da gezeigt wurde, dass seine Expression in der Mehrzahl der in dieser Arbeit
untersuchten Priméirtumore des Dickdarms und in Lebermetastasen signifikant reduziert ist.
Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe werden von der Vermutung unterstiitzt, dass in
der Region p21.3-p22 des humanen Chromosoms 8, Gene lokalisiert sind, die mit der
Entwicklung und der Progression von Tumoren in verschiedenen Geweben in Verbindung
gebracht werden konnen. Es wurde unter anderem gezeigt, dass in diesem Bereich Deletionen
in verschiedenen Genen vorkommen. So wurde in dieser Region des humanen Chromosoms 8
ein Verlust der Heterozygotie (LOH) in verschiedenen Tumoren, wie z.B. Brust-, Dickdarm-,
Prostata- und Blasentumoren nachgewiesen (Anbazhagan et al., 1998; Bova et al., 1993).
LOH ist ein Hinweis auf die Existenz von Tumorsuppressorgenen auf den untersuchten
Chromosomen. Der Nachweis von LOH fiihrte zu der Identifizierung verschiedener
Tumorsuppressorgene, wie z.B. RB (Friend et al., 1986) und p53 (Baker et al., 1989). Dies
legt die Vermutung nahe, dass in dem Bereich des Chromosoms 8p21.3-p22
Tumorsuppressorgene lokalisiert sind. Daten aus verschiedenen Arbeitsgruppen bestétigen
diese Annahme. So wurde von Fujiwara und Mitarbeitern eine ¢cDNA aus einer fetalen
Lungen-cDNA-Bibliothek isoliert, deren Nukleotidsequenz auf dem Chromosom 8p21.3-p22
lokalisiert ist. Experimente zeigten, dass das Gen als potentielles Tumorsuppressorgen
fungiert. Mutationen dieses Gens konnten in Leber-, Dickdarm- und Lungentumoren

nachgewiesenen werden (Fujiwara et al., 1995).

5.3 Mogliche Funktionen der innerhalb des r-SREC-Proteins

identifizierten Doméinen

Durch Vergleiche der r-SREC-Proteinsequenz mit Sequenzen aus Computer-Datenbanken
habe ich zwei Typen von putativen funktionellen Doménen (DHHC-Domine und vier
putative Transmembran-Regionen) innerhalb des r-SREC-Proteins identifziert. Die moglichen

Funktionen dieser Domine werden im Folgenden diskutiert.
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1) DHHC-Domdine
Eine erste Beschreibung dieser hoch-konservierten, Cystein-reichen Doméne erfolgte durch
Putilina und Mitarbeiter (Putilina et al., 1999). Die Consensus-Sequenz der DHHC-Doméne

wurde von dieser Arbeitsgruppe aufgestellt:

CX,CXoHCX,CXoCX4DHHCX sCX4NX3FX 4

Die DHHC-Domaine enthélt im N-terminalen Bereich (hier rot dargestellt) vier Cysteine und
eine schleifendhnliche Struktur, die der Struktur der Cys4-Zink-Fingern von
Steroidrezeptoren dhnelt. Der C-terminale Bereich (hier griin dargestellt) der DHHC-Doméne
ist zwar Finger-dhnlich aufgebaut, gleicht allerdings keinen Strukturen bisher bekannten
Fingertypen.

Vergleiche der Aminosduresequenz verschiedener Spezies zeigten, dass die DHHC-

Domine hoch konserviert ist (siche Abb. 21).

Consensus C C EKP R§ HCE C +CVh+MDHHCPWhNNCVG +NY+ FLLFL
r-SREC *DR*RLIKEDRCH** §VCDE* I LEM* * * * PRVNN* VGF §* YKF *F LLF
H. sapiens *NL*NVDVEARSK** SA*NK*VCGE* * * *KWLNN*VGER* YRE* LHEV
§. cerivisiae *PE*RINRPPRES** 8+ DV I LEM* * * * PHVNN* IGKR*YRF*LIF L
§. pombe *LE*FQVEKPPREY**GA*KR*INRY*** * P TGN *VGAR*HRT* LLEV
C. elegans *VEP*NGF KVPREH** SK* DR*CMEM* * * * PRINN*VGHR*HQY* LRF L
A. thaliana *TL*NAEVRKF SK**RE§*DE*VDCF* * * *RWLNN* VGRE* YMT * I SLM

Abb. 21: Vergleich der Aminosiuresequenzen der DHHC-Domiéne verschiedener Spezies. Die
Aminoséduresequenz des r-SREC-Proteins ist blau gekennzeichnet. Die Consensus Sequenz (obere Zeile) zeigt
konservierte Bereiche (fett gedruckt). In den Aminoséduresequenzen der verglichenen Spezies sind konservierte
Bereiche als Stern dargestellt, homologe Bereiche sind in den Aminosduresequenzen unterstrichen. +/- : Arginin
oder Lysin (in der Consensus Sequenz).

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl Cystein-reicher Doménen identifiziert, deren
Funktionen zum Teil gut charakterisiert sind. Es gibt unterschiedliche Fingertypen, die in
makromolekulare Interaktionen in der Zelle involviert sind. Es wurde z.B. gezeigt, dass die
Cisy/His,-Zink-Finger von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. TFIIIA (transcription factor IIT1A)

und anderen Proteinen zur DNA-Bindung genutzt werden (Pavletich und Pablo, 1991; Pan
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und Coleman, 1991). Der Fingertyp Cys,/Cys; . der u.a. in der konservierten Region 3 der
E1A Proteine vorkommt, ist in Protein-Protein-Interaktionen involviert (Lillie et al., 1986;

Liu und Green, 1990).

Trotz der Spekulation, dass die DHHC-Domine in Protein-Protein-Interaktionen
involviert ist, ist ithre genaue Funktion bis heute weitgehend unbekannt. Daten verschiedener
Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass einige Proteine, die eine DHHC-Doméne enthalten, in
Signaltransduktionswege eingreifen. Bis heute wurden zwei Proteine aus S. cerivisiae niher
beschrieben, die eine DHHC-Domine beinhalten. Akrlp interagiert mit dem
Pheromonrezeptor-gebundenen G-Protein (Roth et al., 2002), wohingegen die Funktionen des
Erf2p-Proteins fiir die effiziente Lokalisation und Palmitylierung der Ras-Proteine in der Hefe
notwendig ist (Bartels et al., 1999, Lobo et al., 2002, Zhao et al., 2002). Hier wurde u.a.
gezeigt, dass Mutationen innerhalb der DHHC-Region die Funktion des Erf2p-Proteins im
Prozess der Ras-Lokalisation aufheben.

Es wird angenommen, dass die DHHC-Domine in Protein-Protein-Interaktionen
eingreift. Ob die DHHC-Domine fiir die Bindung des im Laufe meiner Arbeit identifizierten
r-SREC-Proteins an die E1A-Proteine von Bedeutung ist, bleibt durch Mutationsanalysen zu

kléren.

2) Transmembran-Regionen

Eine Anordnung von Transmembran-Regionen um die DHHC-Domine, so wie sie aus der
r-SREC Aminosaduresequenz hervorgeht, wird in einigen cytoplasmatisch lokalisierten,
membrangebundenen Proteinen sowie zelluldren Proteinen gefunden, die mit dem
endoplasmatischen Reticulum assoziiert sind (z.B. Erf2p). Meine Untersuchungen in
Immunfluoreszenz Analysen zeigten eindeutig, dass r-SREC cytoplasmatisch lokalisiert ist.
Erste, weiterfithrende Experimente mit einem ER-spezifischen Marker zeigen dariiber hinaus,
dass die Lokalisation des r-SREC-Proteins weitgehend mit der Lokalisation des
endoplasmatischen Reticulums {iibereinstimmt. Computeranalysen, mit deren Hilfe die
hypothetische Lokalisation von Proteinen bestimmt werden kann, stiitzen die Annahme, dass
r-SREC mit dem ER assoziiert vorliegt. Die Wahrscheinlichkeit hierfiir wurde mit 43%

angegeben.
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5.4  Das cytoplasmatisch lokalisierte r-SREC-Protein reprimiert die

Ad12 E1A ;3s-vermittelte Transaktivierung spezifischer Promotoren

In transienten Expressionstudien konnte ich zeigen, dass r-SREC die Ad12 E1A 3;s-vermittelte
Transaktivierung spezifischer viraler Promotoren (E2xq12 und G5 EI1B-TATA-CAT)
reprimiert (siche Kap. 4.7). Meine Immunfluoreszenzanalysen belegen, dass das r-SREC-
Protein cytoplasmatisch lokalisiert ist (siche Kap. 4.8). Anhand dieser Ergebnisse muss man
davon ausgehen, dass das r-SREC-Protein seine reprimierenden Funktionen im EIA-
vermittelten Transaktivierungsprozess primir im Cytoplasma und nicht im Zellkern ausiibt.
Es stellt sich somit die Frage, wie dieses cytoplasmatisch lokalisierte Protein in der Lage ist,
die transkriptionelle Funktion der EIlA-Proteine, die bisher als klassische
Transkriptionsfaktoren galten, zu modulieren.

Seit Ende des Jahres 2002 ist bekannt, dass eine wenn auch geringe Fraktion der
E1A-Proteine nach ihrer Synthese im Cytoplasma verbleibt (Madison et al., 2002). Madison
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die cytoplasmatische Lokalisation der E1 A-Proteine mit
der Acetylierung eines spezifischen Lysinrestes (Lys 239) in der ElA-Polypeptidkette
einhergeht. Dies ldsst vermuten, dass die acetylierten E1A-Proteine spezifische Funktionen im
Cytoplasma ausiiben.

Diese Vermutung wird durch Daten unserer Arbeitsgruppe unterstiitzt, in denen der
Nachweis erbracht wurde, dass das E1A ,s-Protein eine wichtige cytoplasmatische Funktion
ausiibt, die zur Aktivierung des Zielgens fiihrt (Fax et al., 2001). Hier konnte gezeigt werden,
dass das E1Aj,s-Protein mit den im Cytoplasma lokalisierten regulatorischen Untereinheiten
(RIa, RIlo) des PKA-Holoenzyms interagiert. Die perinukleidr-lokalisierte regulatorische
Untereinheit RIlo wird durch die Anwesenheit des E1Aj,s-Proteins in den Zellkern
transloziert. In transienten Expressionstudien wurde nachgewiesen, dass die Koexpression des
E1A,s-Proteins und der RIla-Untereinheit zu einer starken Aktivierung des E24q12-Promotors
fiihrt.

Dies ist eines der ersten Beispiele dafiir, dass E1A-Proteine mit cytoplasmatisch

lokalisierten zelluldren Faktoren physikalisch und funktionell interagieren konnen.
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Ein moglicher Weg, wie das cytoplasmatisch lokalisierte r-SREC-Protein die E1A-
transaktivierende Funktionen reprimiert, wird nachfolgend diskutiert. Die Hypothese beruht
auf strukturellen Ahnlichkeiten des r-SREC-Proteins mit dem zellulidren Protein Erf2p, einem
Faktor, der in den Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionsweg involviert ist (Bartels et al.,
1999, Lobo et al., 2002, Zhao et al., 2002).

Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionsweg iibermittelt Signale spezifischer Rezeptoren
der Zelloberfliche an Transkriptionsfaktoren, die nachfolgend regulierend in die
Genexpression eingreifen (als Ubersicht sieche Chang et al, 2003). Dieser
Signaltransduktionsweg ist z.B. fiir die Zellproliferation sowie die Apoptose von groBer
Bedeutung. Fiir die Aktivierung von Raf ist dessen Rekrutierung an der Plasmamembran
essentiell, die durch die Interaktion mit membran-gebundenem Ras vermittelt wird.
Aktiviertes Raf induziert anschlieBend die MEK/ERK Signalkaskade. ERK kann danach
einerseits eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. c-Jun, c-Myc und Ets-1, direkt
phosphorylieren. Andererseits phophoryliert und aktiviert es die sog. RSK (,,ribosomal S6
kinase*), die ihrerseits z.B. den Transkriptionsfaktor CREB aktiviert.

Die Inhibition der Ras-Aktivitdt verhindert die Aktivierung von Raf und somit die
Induktion des Signaltransduktionsweges. Fiir die Translokation der am cytolischen
endoplasmatischen Reticulum synthetisierten Ras-Proteine an die Cytoplasmamembran sind
mehrere posttranslationale Modifizierungen eines carboxyterminal gelegenen Motivs der Ras-
Proteine, der sog. CaaX-Box, notwendig (Zhao et al., 2002). Eine dieser posttranslationalen
Modifizierungen ist die Palmitylierung. In S. cerivisiae konnten zwei Gene, Erf2p und Erf4p,
identifiziert werden, die in die Palmitylierung von Ras involviert sind (Bartels et al., 1999,
Lobo et al., 2002). Erf2p und Erf4p bilden einen Komplex, der mit dem endoplasmatischen
Reticulum assoziiert ist. Das Erf2p Gen kodiert fiir ein Protein mit vier Transmembran-
Regionen und einer DHHC-Doméne und ist an der Membran des endoplasmatischen
Reticulums lokalisiert. Zhao und Mitarbeiter haben gezeigt, dass sowohl die Deletion von
Erf2p und/oder Erf4p als auch Mutationen innerhalb der DHHC-Domiéne die Ras-
Palmitylierung inhibiert (Zhao et al., 2002). Durch die fehlende Palmitylierung wird Ras in S.
cerivisiea nicht an die Cytoplasmamembran transloziert, wodurch eine Aktivierung von Raf

sowie die nachfolgende Induktion der MEK/ERK-Kaskade inhibiert werden.

Da meine vorldufigen Experimente zeigten, dass das r-SREC-Protein im

endoplasmatischen Reticulum lokalisiert ist und eine @hnliche Dominenstruktur (DHHC-
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Domine, vier Transmembran-Regionen) wie Erf2p aufweist, konnte man vermuten, dass r-
SREC ebenfalls in die Palmitylierung und Translokation der Ras-Proteine an die
Cytoplasmamembran  involviert ist und damit in den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signaltransduktionsweg positiv regulierend eingreifen konnte.

Durch Immunfluoreszenzanalysen konnte ich zeigen, dass die Koexpression von
El1A zu einer Umverteilung des r-SREC Proteins in der Zelle fiihrt. Die Interaktion des
r-SREC-Proteins, moglicherweise iiber die DHHC-Domine, von der gezeigt wurde, dass sie
fiir die Palmitylierung von Bedeutung ist, mit cytoplasmatischen E1A-Proteinen konnte
r-SREC inaktivieren und den Signalweg zumindest teilweise reprimieren (negative

Regulation).

Dass Adenoviren durch die Funktionen der E1A-Proteine nach Infektion der Zellen
spezifische zelluldre Gene in ihrer Expression reprimieren und andere aktivieren, ist bekannt.
So werden nach Adenovirusinfektion zahlreiche vorher exprimierte Gene reprimiert, um die
Synthese der eigenen viralen Proteine zu gewihrleisten, wihrend Gene, deren Produkte fiir
die Zellzyklusregulation und Proliferation notwendig sind, aktiviert werden. Durch die
Interaktion von E1A mit r-SREC und die mogliche Reprimierung des Ras/Raf/MEK/ERK-
Signaltransduktionsweges konnten Adenoviren spét in der viralen Entwicklungsphase die
Expression spezifischer zelluldrer Gene weitgehend abschalten. Dass sie dadurch, wie meine
transienten Expressionstudien zeigen, die Expression der eigenen frithen viralen Promotoren
ebenfalls negativ modulieren, ist spdt im Infektionszyklus fiir die Virusentwicklung
moglicherweise von untergeordneter Bedeutung. Analysen der zeitlichen Expression frither
adenoviraler Gene haben gezeigt, dass die Expression dieser Gene spit im

Entwicklungszyklus der Viren weitestgehend herunterreguliert wird.

Unverdffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe geben weitere Hinweise darauf, dass
cytoplasmatisch lokalisierte E1A-Proteine moglicherweise regulierend in
Signaltransduktionswege eingreifen konnen. Hier konnten wir zeigen, dass E1 A-Proteine mit
dem zelluldren Protein ,,Sprouty®, einem an der Cytoplasmamembran lokalisierten Inhibitor
des Ras/Raf/MAPK-Siganltransduktionsweges (Egan et al., 2002), interagieren. Diese
Interaktion der E1A-Proteine mit dem Repressor ,,Sprouty* konnte zu einer Aktivierung des
Ras/Raf/MAPK-Signalweges fithren und z.B. die Expression zelluldrer Gene aktivieren, die
fiir die Deregulation des Zellzyklus und die Proliferation benotigt werden und somit die virale

Replikation positiv beeinflussen.
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Bisher glaubte man, dass die E1 A-Proteine der Adenoviren die Expression zelluldrer
Gene ausschlieBlich auf transkriptioneller Ebene regulieren. Die vorgestellten Daten lassen
hier jedoch die Vermutung zu, dass Adenoviren zudem Wege der Regulation von
Signaltransduktionswegen nutzen, um somit die Genexpression der Wirtszelle indirekt zu

modulieren.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die adenoviralen E1A-Proteine sind fiir die Expression aller anderen viralen Gene essentiell
und modulieren zudem die Expression spezifischer zellulirer Gene um eine effiziente
Replikation des viralen Genoms zu gewéhrleisten. Dabei vermitteln sie ihre Funktionen iiber
Protein-Protein-Interaktionen mit zelluliren Proteinen, die u.a. an der Regulation des
Zellzyklus, der Differenzierung und der Apoptose beteiligt sind.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte ich eine Volllingen cDNA identifizieren, die
fiir einen bisher nicht beschriebenen E1A-Proteine-bindenden, zelluldren Faktor (r-SREC) mit
einem offenen Leseraster von 366 Aminosduren kodiert. Meine Experimente haben gezeigt,
dass sowohl Ad12 E1A- als auch Ad2/AdS5 E1A-Proteine in vitro und in vivo effizient mit
dem r-SREC-Protein interagieren. Durch in vitro Protein-Protein-Interaktionsstudien konnte
ich die konservierte Region 2 und den N-terminalen Bereich (AS 1-79) der E1A-Proteine als
die fiir diese Interaktion verantwortlichen Proteindoménen identifizieren. Die Expression der
nativen mRNA konnte in Rattengeweben (Herz, Hirn, Lunge, Niere und Hoden) in einer
GroBe von 1,6 und 3,4 kb sowie in humanen Geweben (Herz, Hirn, Plazenta, Lunge, Leber,
Skelettmuskel, Niere und Pankreas) in einer Grof3e von 4,4 kb nachgewiesen werden.

Weiterfithrende Experimente zeigten, dass das r-SREC-Protein in der Zelle sowohl in
Ab- als auch in Anwesenheit der E1A-Proteine cytoplasmatisch lokalisiert ist. Hier konnte
jedoch beobachtet werden, dass die Koexpression der El1A-Proteine zu einer erhohten
Konzentration des r-SREC-Proteins in einem distinkten Bereich an der Kernmembran fiihrt.
Meine Daten belegen weiterhin, dass r-SREC in transienten Expressionsstudien trotz seiner
cytoplasmatischen Lokalisation die E1Aj3s-vermittelte Aktivierung der viralen Promotoren

E2a412und G5-E1B TATA reprimiert.

Zukiinftig soll durch den Einsatz von r-SREC-Proteinmutanten die fiir die Interaktion
mit den E1A-Proteinen verantwortliche Proteindoméne identifiziert werden. Weiterhin sollen
diese Mutanten beziiglich einer moglichen Veridnderung ihrer zelluliren Lokalisation
untersucht werden. FEin weiteres Ziel der fortfilhrenden Arbeiten ist es zelluldre
Interaktionspartner von r-SREC zu identifizieren.

Ein wichtiges Ziel ist die Aufkldrung der Mechanismen, die zur Reprimierung im
ElA-vermittelten Transaktivierungsprozess durch das r-SREC-Protein fithren. Solche
Untersuchungen konnten zum Verstindnis der moglichen Funktionen cytoplasmatisch

lokalisierter E1 A-Proteine im Prozess der Regulation der Signaltransduktionswege beitragen.
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