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1 Zusammenfassung

Infektionen mit humanen Papillomviren (HPV) induzieren benigne
Tumoren der Haut oder Schleimhaut, die besonders bei den so ge-
nannten "high risk"-Typen (u.a. 16, 18, 31 und 45) ein grof3es Risiko
der malignen Konversion bedingen. Der Replikationszyklus des Vi-
rus ist eng mit dem Grad der Differenzierung der infizierten Epithel-
zellen verbunden. In den noch undifferenzierten Keratinozyten basa-
ler Hautschichten kommt es zu einer persistenten Infektion, bei der
nur eine begrenzte DNA-Replikation und Expression der frithen Vi-
rusgene stattfindet.

Die zunehmende Differenzierung der infizierten Zellen verursacht
die starke Amplifikation der Virusgenome, Expression der spiten
viralen Proteine und die Produktion infektidser Virionen.

Zwei virale, sequenzspezifisch an das HPV-Genom bindende Protei-
ne regulieren dessen Replikation: E2 aktiviert die Replikation und
kontrolliert die Genexpression; das durch alternatives Spleifien aus
dem E2-Transkript gebildete ES"E2C des HPV31 ist der regulative
Gegenspieler von E2, reprimiert die Replikation und ist ein Repres-
sor des frithen Promotors P97. Die in HPV hoch konservierte, sehr
kleine E8-Doméne ist eine iibertragbare funktionelle Repressorein-
heit, die auch iiber langere Distanzen wirkt.

Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass ES"E2C mit zelluldren Prote-
inen wechselwirkt, die an der Umwandlung von aktivem Euchroma-

tin in inaktives Heterochromatin beteiligt sind.



Eine solche Interaktion konnte gezeigt werden fiir drei Klasse |
Histon-Deacetylasen (HDACI, 2, und 3), den Transkriptionsfaktor
und Korepressor TRIM28 sowie die Histon-Methyltransferasen
SUV39H1 und SETDBI1 und die DNA-Methyltransferase DNMT3a.
Die Gabe von HDAC-Inhibitoren konnte die Transkriptionsrepressi-
on durch E8"E2C wieder autheben, nicht jedoch die Repression der
Replikation des HPV31 Ursprungs. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass ES"E2C iiber die Wechselwirkung mit zelluldren, Chromatin
modifizierenden Proteinen sowohl die Transkription als auch die
Replikation des HPV Genoms reprimieren kann.

Die zelluldre Maschinerie zur Heterochromatisierung besteht aus
einem eng verflochtenen Netz miteinander interagierender Proteine,
die in unterschiedlich stark reversiblen und aufeinander aufbauenden
Schritten aktive Gene (Euchromatin) transkriptionell inaktivieren
und schlieBlich dauerhaft stilllegen (Heterochromatin). Die in dieser
Arbeit identifizierten Interaktionspartner von ES"E2C, HDACI, 2
und 3, TRIM28, SUV39H1, SETDB1 sowie DNMT3A, erlauben,
einen solchen spezifisch und tiber grofBere Entfernungen durch
E8"E2C herbei gefiihrten Pfad — ausgehend von der leicht reversib-
len Deacetylierung der Histone iiber die Methylierung der
Histonschwénze und die abschlieende Methylierung der DNA im
Bereich der E2-Bindestellen — auch fiir HPV-Genome nachzuvoll-

ziehen.
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2 Einleitung

Humane Papillomviren (HPV) sind kleine, doppelstrangige DNA-
Viren, die zusammen mit den animalen Papillomviren die Familie
der Papillomaviridae bilden. Die nicht umbhiillten, ikosaedrischen
Viruspartikel haben einen Durchmesser von ca. 55 nm und um-
schliessen einen zirkuldren DNA-Strang von ca. 8 kb Lange (How-
ley, 1996).

Bisher konnten iiber 100 verschiedene HPV-Typen identifiziert wer-
den, die einen strikten Gewebetropismus fiir die verhornende Haut
oder Schleimhaut besitzen (Laimins, 1996). Infektionen mit Papil-
lomviren fithren zu gutartigen Tumoren der Haut und Schleimhaut,
wie Warzen, Kondylomen, Larynx- oder Konjunktivpapillomen.
Eine persistierende Papillomvirus-Infektion kann zu einer Progressi-
on des Primértumors iiber intraepitheliale Neoplasien bis hin zum
invasiven Karzinom fithren (Walboomers et al., 1994). Die kausale
Rolle von humanen Papillomviren bei der Krebsentstehung zeigt die
Anwesenheit von HPV-DNA in iiber 99,7% der Zervixkarzinome
(Walboomers et al., 1999). Der hdufigste HPV-Typ in diesen Tumo-
ren ist HPV16 (ca. 50% der Fille), gefolgt von HPV18, 45 und 31
(Walboomers et al., 1999). Im Gegensatz dazu sind die HPV-Typen
6 und 11 hauptsdchlich mit gutartigen Lasionen des Genitalbereichs
und niedriggradigen intraepithelialen Neoplasien assoziiert (Wal-
boomers et al., 1994). Dieses unterschiedliche karzinogene Potential

fiihrte zur Klassifizierung in eine Gruppe mit niedrigem ("low risk™)
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und einer Gruppe mit hohem Risiko ("high risk") fiir die Entstehung
von Tumoren (Stubenrauch und Iftner, 1999).

Das Genom humaner Papillomviren ist sehr dhnlich aufgebaut und
besteht aus einer kodierenden und einer nicht-kodierenden Region
(Abb. 1). Die kodierende Region enthilt die offenen Leserahmen fiir
die frithen ("early", E) Proteine, die bedeutende Funktionen bei der
Zelltransformation (E6, E7), der Replikation der viralen DNA (E1,
E2) und der Regulation der viralen Promotoren (E2) besitzen sowie
der spéten ("late", L) Proteine, der Strukturproteine fiir die Kapsid-
bildung (L1, L2). Die nichtkodierende Region ("non coding region",
NCR oder "upstream regulatory region", URR) spielt eine zentrale

0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 70 79
l ] ] ] ] ] ] ] I
I 1
l E1 l
De DO
[E5]

P97  P742 poly A o poly AL

1 [ ] 1 1
I NCR!

Abb. 1: Die Genomorganisation von HPV31.

Die Grafik zeigt im oberen Teil das HPV31 Genom in linearer Form mit
den offenen Leserahmen fiir die friihen ("early", E) und spéten ("late", L)
viralen Proteine. Charakteristisch ist die iiberlappende Lage der offenen
Leserahmen in den drei verschiedenen Leserastern. Der N-terminale Teil
von E2 ist in rot und der C-terminale Teil in blau dargestellt. Der Lese-
rahmen von E8 ist in orange abgebildet. Der untere Teil der Abbildung
stellt die Lage der Promotoren P97 und P742, der frithen und spéten Poly-
adenylierungssignale (poly Ae bzw. polyAL) sowie der regulatorischen,
nicht-kodierenden Region (NCR) dar. Der MaBstab zeigt die GroBBenver-
hiltnisse in Kilobasen (Abb. aus Dissertation Zobel, 2003).
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Rolle fiir die cis-Regulation der viralen Transkription und Replikati-
on. Sie enthélt eine Enhancer-Region mit zahlreichen Bindungsstel-
len fiir zelluldre und virale Transkriptionsfaktoren sowie den viralen
Replikationsursprung (Kanaya et al., 1997; Laimins, 1996; Sen et al.,
2002; Ustav et al., 1991). In der NCR befinden sich im Falle von
HPV31 unter anderem Bindungsstellen fiir das TATA-Box bindende
Protein (TBP), SP1, AP1, Octl, YY1 und TEF1 (Hubert et al., 1999;
Kanaya et al., 1997; Sen et al., 2002).

Die Expression der polycistronischen Transkripte des HPV31 wird
durch den frithen Promotor P97 und den spiten Promotor P742 regu-
liert (Hummel et al., 1992) (Abb. 1).

Die Expression der Strukturproteine und die Produktion infektidser

Suprabasale Schichten

 Differenzierte Keratinozyten

L1

* Productive Replikation

Wiral DMA

« Virionen-Synthese

Basale Schichten
» Undifferenzierte Keratinozyten g

* DNA Replikation begrenzt auf
~50-100 extrachromosomale
Kopien

* Nicht-produktive, persistente
Replikation

Abb. 2: Zelldifferenzierungsabhiingige Replikation von HPV.

Mit der Differenzierung der Hautschichten schldgt die Replikation des
HPV um von persistenter Replikation in produktive Replikation. (Abbil-
dung modifiziert nach Middleton et al., 2003)
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Viruspartikel ist abhidngig vom Differenzierungsgrad des Epithels
(Laimins, 1996). In den basalen Epithelzellschichten werden nur die
frithen viralen Gene exprimiert, die zu einer Etablierung der viralen
DNA mit 10 bis 100 episomalen Genom-Kopien pro Zelle beitragen
(Stenlund, 1996; Stubenrauch und Laimins, 1999). Mit zunehmender
Differenzierung des Epithels kommt es zur Amplifikation der viralen
DNA, zu einer starken Expression der spiaten Gene und zur Bildung
infektioser Viruspartikel (Laimins, 1996; Stubenrauch und Laimins,
1999).

Die frithen Proteine E6 und E7 spielen eine entscheidende Rolle bei
der Karzinogenese durch Papillomviren. Im spéten viralen Lebens-
zyklus der hoch karzinogenen ,,high risk* Papillomaviren ermoglicht
die Expression von E6 und E7 in differenzierten Keratinozyten eine
Reaktivierung des Zellzyklus und der DNA-Synthese, die die Ampli-
fikation der viralen DNA gestattet (Laimins, 1996). In HPV-
positiven Zervixkarzinomen kann eine kontinuierliche Expression
der E6/E7-Gene nachgewiesen werden (Jeon und Lambert, 1995;
Schwarz et al., 1985).

2.1 Das HPVEZ2 Protein reguliert die virale
Transkription

Das E2 Protein humaner Papillomviren wirkt als positiver und nega-
tiver Regulator der viralen Transkription. E2 besteht aus einer ami-
noterminalen Doméne, die fiir die Transaktivierung der viralen Pro-

motoren sowie fiir die virale DNA-Replikation bendtigt wird, einer
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zentralen "Hinge*“-Region, die ein Kernlokalisationssignal enthélt,

sowie der carboxyterminalen Doméne, die fiir die DNA-Bindung und

Dimerisierung verantwortlich ist (McBride et al., 1991). Die E2 Pro-

teine genitaler HPV-Typen binden als Dimere an vier in der NCR

gelegene E2-Bindungsstellen (E2BS) mit der Konsensussequenz

ACCN¢GGT (McBride et al., 1991). Die E2-Bindungsstellen ermog-

lichen eine Bindung von E2 mit hoher Affinitit.

Im Verlauf des Lebenszyklus vermitteln die E2-Bindungsstellen

unterschiedliche Funktionen:

e Auf Transkriptionsebene bewirkt die Bindung von E2 an die
promotor-proximalen E2-Bindungsstellen 3 und 4 eine Repressi-
on des frithen viralen Promotors (Dong et al., 1994; Romanczuk
et al., 1990; Thierry und Howley, 1991; Stubenrauch, 2001). Die-
se Repression erfolgt durch die Verdringung zelluldrer Transkrip-
tionsfaktoren (SP1, TBP) von ihren in unmittelbarer Néhe der
E2BS gelegenen Bindungsstellen (Demeret et al., 1997; Dong et
al., 1994; Stubenrauch et al., 1996; Tan et al., 1994) oder durch
eine direkte Wechselwirkung von E2 mit dem basalen Transkrip-
tions-Initiationskomplex, die zur Verdringung der basalen
Transkriptionsmaschinerie fithrt (Hou et al., 2000).

e Die E2BSI1, 3 und 4 von HPV31 nehmen eine zentrale Rolle ein
bei der Etablierung und stabilen Erhaltung der episomalen Repli-
kation (Stubenrauch et al., 1998a).

Zervixkarzinomzellen enthalten oft chromosomal integrierte HPV-

DNA oder eine Mischung aus integrierter und episomaler Virus-
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DNA (Park et al., 1997). Die Integration der Virus-DNA unterbricht
oftmals den E2-Leserahmen und kann dadurch zu einer unkontrol-
lierten Expression der E6/E7-Onkoproteine beitragen (Park et al.,
1997; Schneider-Maunoury et al., 1987).

2.2 Regulation der viralen DNA-Replikation

Die Initiation der DNA-Replikation humaner Papillomviren erfordert
das virale E1-Protein (Stenlund, 1996). E1 besitzt eine ATP-
abhéangige Helikase-Aktivitit und rekrutiert die zelluldre Replika-
tionsmaschinerie durch Interaktion mit Replikationsproteinen wie
DNA-Polymerase o/Primase (Park et al., 1994; Stenlund, 1996). E1
erkennt den viralen Replikationsursprung spezifisch, aber mit relativ
geringer Affinitdt. Erst die Interaktion von E2 mit E1 ermdglicht eine
effizientere Bindung von E1 und damit eine wesentlich starkere
Replikation der viralen DNA (Frattini und Laimins, 1994; Mohr et
al., 1990; Stenlund, 1996; Yang et al., 1991).

Humane Papillomviren replizieren im Gegensatz zur zelluldren
chromosomalen DNA oder dem Genom anderer humanpathogener
Viren (z..B. des Epstein-Barr-Virus) nicht nur einmal pro Zellzyklus.
Die Aufrechterhaltung der konstanten viralen Genom-Kopienzahl
wihrend der nicht-produktiven Phase der Infektion erfordert eine
Kontrolle der Kopienzahl, deren exakter Mechanismus noch unklar
ist (Gilbert und Cohen, 1987; Piirsoo et al., 1996). Erste Hinweise
lieferte der Befund, dass neben dem E2 Protein bei verschiedenen

Papillomvirus-Typen weitere Transkripte fiir kurze oder alternativ
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gespleisste E2 Proteine nachgewiesen werden konnten. Das Rinder-
papillomvirus Typl (BPV1) besitzt neben E2 mindestens zwei weite-
re E2 Proteine: ein verkiirztes E2 Protein (E2C oder E2TR), das nur
aus Teilen der "Hinge"- und der C-terminalen DNA-Bindungs- und
Dimerisierungsdoméne besteht sowie ein alternativ gespleisstes Pro-
tein, bei dem ein kurzer offener Leserahmen (E8) im Bereich des E1-
Gens an den C-Terminus von E2 gespleisst wird (E8-E2) (Choe et
al., 1989; Hubbert et al., 1988; Lambert et al., 1987; Lambert et al.,
1989). Kotransfektionsstudien von E2TR oder E8-E2 mit E2 zeigten
eine Repression der Transaktivierung durch E2 (Lambert et al., 1987;
Lambert et al., 1990). Der Verlust von E2C im BPV-Genom fiihrte
zu einer 10- bis 20-fach hoheren DNA-Kopienzahl in transformierten
Zellen (Lambert et al., 1990; Riese et al., 1990). Diese Ergebnisse
weisen auf eine Bedeutung des E2C Proteins als Repressor der vira-
len Replikation und Transkription von BPV hin. Der Verlust von E8-
E2 im BPV-Genom zeigte dagegen keine phianotypische Auswirkung
(Lambert et al., 1990). Im Gegensatz dazu fiihrte die Kombination
beider Mutationen zu einer geringeren stabilen Genom-Kopienzahl
und zu einer reduzierten Transformationshiufigkeit (Lambert et al.,
1990). Die Rolle der BPV E2-Repressorproteine im viralen Lebens-
zyklus ist damit sehr komplex und bleibt weiter unklar.

Bisher konnten bei den hoch-karzinogenen HPV-Typen 16, 31 und
33 (Doorbar et al., 1990; Snijders et al., 1992; Stubenrauch et al.,
2000) sowie dem niedrig-karzinogenen HPV11 (Chiang et al., 1991;

Rotenberg et al., 1989) Transkripte nachgewiesen werden, die dem
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alternativ gespleissten ES-E2 von BPV dhneln. Ein dem E2C von

BPV entsprechendes Transkript wurde bei humanen Papillomviren

P97 P742 poly A poly AL
1 [ ] |

NCR

N Dimerisierung
Transaktivierung/Replikation “Hinge” DNA-Bindung

—_—e T —_— N S =2

E8

T — I I es-ez2c
1296

Transkript Protein

Abb. 3: Die E2 Proteine von HPV31.

Die Abbildung zeigt einen Vergleich von E2 mit dem alternativ gespleissten
E8"E2C Protein. Der linke Teil der Abbildung zeigt die Transkripte, welche
fiir die E2 Proteine nachgewiesen werden konnten. Die Initiation des
Transkripts fiir E2 erfolgt wahrscheinlich an P97, wohingegen der 5°-
Bereich des Transkripts fiir ES"E2C noch nicht kartiert werden konnte. Dar-
gestellt sind der Spleissdonor des Transkripts fiir ES"E2C bei Nukleotid
1296 und der Spleissakzeptor bei Nukleotid 3295. Der rechte Teil der Abbil-
dung vergleicht die Doménen der E2 Proteine. Die N-terminale Transaktivie-
rungs-/ und Replikationsdoméne von E2 ist bei E8"E2C durch die E8-
Doméne ersetzt.

bisher nicht nachgewiesen.

Das Transkript fiir ES*"E2C von HPV31 konnte zuerst aus der Zelli-
nie CIN612-9E isoliert werden, in der HPV31 mit etwa 100 Kopien
stabil episomal repliziert wird (Stubenrauch et al., 2000). Es enthalt
einen offenen Leserahmen mit einem einzelnen ATG-Startkodon bei
Nukleotid-Position (nt) 1259 des HPV31 Genoms, benutzt eine
Spleissdonor-Stelle bei nt 1296 und wird an eine Spleissakzeptor-

Stelle bei nt 3295 gespleisst (Stubenrauch et al., 2000)(Abb. 3).
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Gespleisste Transkripte fiir ES*"E2C sind nach einer Infektion von
immortalisierten Keratinozyten mit HPV31-Virionen schon sehr friih
nachweisbar (Ozbun, 2002).

Das E8"E2C Protein besteht aus einer N-terminalen E8-Doméne von
12 Aminosduren, die mit der "Hinge"- und DNA-Bindungs-/Dimeri-
sierungsdoméne von E2 verkniipft ist (Abb. 2). Transiente Replikati-
onsstudien mit genomischen HPV31-E8ATG und Spleissdonor-
Mutanten sowie Mutanten mit einem Stoppkodon im N-Terminus
von E8"E2C zeigten eine um das 30-40fach erhdhte Replikation
verglichen mit dem HPV31 WT-Genom (Stubenrauch et al., 2000).
HPV31 E8"E2C reprimiert auch die E1/E2-vermittelte transiente
Replikation eines Reporterplasmids, das nur die NCR mit dem
Replikationsursprung von HPV31 enthélt (Stubenrauch et al., 2000).
Transiente Luziferase-Reporteranalysen zeigten, dass E§"E2C die
Transaktivierung des frithen SV40 Promotors durch E2 reprimiert
(Stubenrauch et al., 2000). Diese Ergebnisse entsprachen dem géngi-
gen Modell, nach dem die Aktivitit von E2 durch Bindungsstellen-
kompetition oder Heterodimerisierung mit E2-Repressorproteinen
moduliert wird (Barsoum et al., 1992; Bouvard et al., 1994; McBride
etal., 1989; Lim et al., 1998). Allerdings reprimiert E*"E2C den
frithen Promotor P97 im Kontext der gesamten NCR von HPV31
auch in Abwesenheit von E2 (Stubenrauch et al., 2000).

Stubenrauch et al (2001) zeigten in Mutationsanalysen der vier E2
Bindungsstellen (E2BS) im P97 Promotor, dass das E8"E2C Protein,

im Gegensatz zu E2, eine E2BS-abhéngige, transkriptionelle Fernre-
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pressionsaktivitit besitzt, fiir welche die unter HPV hochkonservierte
E8-Doméne verantwortlich ist. ES"E2C konnte auch den HPV6a P2
Promotor, den minimalen frithen SV40 Promotor und den minimalen
spaten Adenovirus Hauptpromotor in Anwesenheit von E2BS wir-
kungsvoll reprimieren. Eine "Alanin-Scanning"-Mutagenese der E8-
Domaéne identifizierte die Aminosduren W6 und K7 als spezifisch fiir
die Ferndistanzrepressionsaktivitdt. Die Mutation der Aminosduren
W6 und K7 von E8”E2C im HPV31 Genom ergab eine den HPV31
E8"E2C ,, Knock-out“-Mutanten dhnlich starke Uberreplikation der
Genome. Die Uberreplikation war nicht eine Folge einer erhohten
viralen Genexpression, was auf eine direkte Beteiligung von ES"E2C
bei der Inhibition der DNA-Replikation schlieen liel (Zobel et al
2003). Fusionsproteine der ersten 12, 21 und 37 Aminosiuren von
E8"E2C mit der heterologen GAL4-DNA-Bindungsdomaéne identifi-
zierten die ersten 21 Aminoséduren als minimale Repressionsdoméne
fiir virale DNA-Replikation. Interessanterweise geniigten davon ab-
weichend bereits die ersten 12 Aminosauren fiir die anndhernd voll-
stdndige Repression der Transkription (Zobel et al 2003). Diese Ex-
perimente zeigten, das die zunichst angenommenen passiven Me-
chanismen wie Bindungsstellenkompetition und Ausbildung von
inaktiven Heterodimeren zwischen E2 und E§*E2C Proteinen nicht
zur Replikationskontrolle bei HPV31 beitragen.

Zobel et al. (2003) untersuchten schlieBlich auch die Wirkung der
iibertragbaren minimalen GAL4-gekoppelten E8-Repressordoméne

auf die Replikation des mit GAL4-Bindestellen versehenen EBV
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oriP, der aufgrund der vollstindigen Abhingigkeit von der zelluldren
Replikationsmaschinerie und deren Kontrollmechanismen nur einmal
pro Zellzyklus repliziert wird. Aus der auch fiir den oriP durch E8
vermittelten Replikationsrepression schlielen Zobel et al. auf einen
iiber HPV31 hinaus giiltigen, durch E8 gesteuerten Repressionsme-
chanismus fiir extrachromosomal replizierende karzinogene Viren

des Menschen.

2.3 Regulation von Transkription und Replikation
durch Chromatinmodifikationen

Viele in den letzten Jahren veroffentlichten Untersuchungen weisen
auf ein Netzwerk sich selbst verstarkender Interaktionen hin, die zur
Modifikation von die DNA umgebenden Histonen fiithren. Diese
Chromatinmodifikationen und die damit verbundene Umorganisation
des Chromatins (Chromatin Remodeling) von transkriptionell akti-
vem Euchromatin zu inaktivem Heterochromatin riickte immer stér-
ker in den Fokus als zentrales Instrument zur Regulation der Genex-
pression und spéter auch der Replikation.

Vieles von dem heute bekannten Wissen iiber Heterochromatin wur-
de mit Untersuchungen der Polytdn-Chromosomen von Drosophila
erworben. Die meisten Eigenschaften und Grundregeln des Hete-
rochromatins scheinen auch in den meisten anderen Eukaryoten giil-
tig zu sein. Viele Faktoren sind zwischen Drosphila, fission yeast

und budding yeast konserviert. In Vertebraten kommen die CpG-
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Methylierung und die damit assoziierten Proteine zum zelluldren
Werkzeugkasten dazu.

Konstitutives Heterochromatin bleibt wéhrend der gesamten Lebens-
zeit eines Organismus kondensiert. Dagegen verbringt fakultatives
Heterochromatin einen Teil seiner Zeit als Euchromatin und wird
kondensiert, wenn Gene permanent unterdriickt werden sollen.
Beide Arten von Heterochromatin bestehen aus einer Reihe von Fak-
toren, die gemeinsam eine kooperative und selbst-verstiarkende Or-
ganisation innerhalb des Heterochromatins bilden. Zwischen den
einzelnen Proteingruppen besteht eine Vielzahl von Wechselwirkun-
gen und Bindungen. Sie werden hier kurz eingefiihrt in der allgemein
angenommenen Position, die sie in der ,,Befehlskette* einnehmen,
die am Ende zur Heterochromatisierung und somit zum Silencing

eines Gens fiihrt.

2.3.1 Der Histoncode

Durch eine Vielzahl — meist reversibler — Modifizierungen an den
Histonen und auch an der DNA selbst entsteht ein Muster, das in
seiner Summe durch Enzyme interpretiert werden kann und selbst
durch biochemische Eigenschaften (z.B. durch die negativen Ladun-
gen eingefiihrter Acetylreste an den N-terminalen Histonschwénzen)
zur Anderung der Histonstruktur und so zur Steuerung der Expressi-
on beitrdgt. Die wichtigsten Spieler sind:
e DNA-spezifische Transkriptionsfaktoren (Repressoren oder Akti-
vatoren) leiten Verdnderungen des Chromatins ein. Nach ihrer

Bindung an einen Promotor initiieren sie die Akkumulation wei-
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines moglichen zur Hetero-
chromatisierung fiihrenden Proteinkomplexes

(aus: Craig 2005).

terer Faktoren. Auch wenn einige Transkriptionsfaktoren direkt
an andere Komponenten des Heterochromatins binden, spielt
meist ein Korepressor eine zentrale Rolle im weiteren Geschehen,
indem er an den Transkriptionsfaktor bindet und weitere Kompo-
nenten rekrutiert. Ein zentraler Korepressor mit einer groflen Zahl
weiterer Interaktionspartner ist das Protein TRIM28 (Jepsen und
Rosenfeld 2002, Burke und Baniahmad 2000).
Histon-Deacetylasen (HDACs) kdnnen von transkriptionellen

Repressoren bzw. Korepressoren sowie von an methylierte DNA
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bindenden Proteinen rekrutiert werden. Sie entfernen die i.d.R. an
N-terminale Lysinreste gebundenen Acetylgruppen von Histonen
und sind somit die regulativen Gegenspieler der Histon-Acetyl-
Transferasen (HATs), die neue Acetylgruppen an Lysinresten ein-
fiihren. Das Ausmal} der Histon-Acetylierung unterliegt wiahrend
des Zellzyklus einem stdndig schwankenden und sehr dynami-
schen Gleichgewicht (Ayer 1999). HDACs bilden sowohl Homo-
als auch Heterodimere und makromolekulare Komplexe mit ande-
ren Komponenten des Heterochromatins. Die beiden wichtigsten
Komplexe sind SIN3 und NuRD, beide enthalten HDAC1 und 2
(Ahringer 2000, Narlikar 2002).

Die Histonmethylierung an bestimmten Lysinresten wird durch
Histonmethyltransferasen (HMTs) ausgefiihrt (Jenuwein et al
2001, Cao et al 2004, Sims et al 2003). Die meisten HMTs enthal-
ten eine SET-Domaéne. Verschiedene HMTs methylieren sowohl
unterschiedliche als auch dieselben Lysinreste, die dadurch eine
bis drei Methylgruppen erhalten kénnen (Sims et al 2003). Es
wird angenommen, dass die zahlreichen moglichen Variationen
entscheidend sind fiir die Ausbildung eines feingliedrigen Histon-
kodes, mit dem verschiedene genetische Loci fiir eine spezifische
Zusammensetzung von Faktoren gekennzeichnet werden (Jenu-
wein et al 2001).

Heterochromatinprotein 1 (HP1) ist ein Adaptorprotein, das ver-
schiedene Heterochromatin-Komponenten am Chromatin zu gro-

Ben makromolekularen Komplexen verbindet. Die drei Isoformen
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von HP1 (HP1a, B, v) sind strukturelle Komponenten des Hete-
rochromatins und binden methylierte Histone und die fiir die Me-

thylierung verantwortlichen
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Rekrutierung
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Abb.5 (nach Craig 2004): Schematische Zusammenfassung der

Wege zum Aufbau und Erhalt von Heterochromatin bei Sdugern

Beitrdge hierzu leisten Histon-Deacetylierung und -Methylierung
(graue Pfeile), DNA-Methylierung (gepunktete Pfeile). Durch die
anschlieBende Rekrutierung von HP1-Proteinen wird das Heteroch-
romatin kondensiert und so dauerhaft erhalten (schwarze Pfeile); tiber
die Oligomerisierung von HP1 kann sich das Heterochromatin zudem
entlang der Chromatinachse ausbreiten (unterbrochene Pfeile).

26



HMTs. HP1 und Polycomb haben eine homologe Doméne, die
Chromodomine. Die Interaktion zwischen HP1, HMTs und me-
thylierten Lysinresten der Histone ist von entscheidender Bedeu-
tung fiir die Bildung und den Erhalt des Heterochromatins (Lach-
ner et al 2001); das bestuntersuchte Beispiel hierfiir ist die Bin-
dung HP1-SUV39H1-H3-K9(methyl);.

Vertebraten-DNA kann am Cytosin des Dinukleotids CpG durch
DNA Methyltransferasen (DNMTs) methyliert werden (Bird
2002, Meehan 2003, Wade 2001). Saugetiere haben zwei Arten
von DNMTs. DNMT3a/b sind de novo DNMTs (Okano et al
1999, Ramsahoye et al 2000) und erreichen ihre hochste Expres-
sion in der friihen Embryogenese (Bird 2002, Wade 2001).
DNMT1 dagegen ist eine Wartungs-DNMT, die unmittelbar bei
der Replikation den neuen Strang methyliert (Chuang et al 1997).
Methyl CpG-bindende Proteine (MeCPs) spielen eine wichtige
Rolle in der Vermittlung transkriptioneller Repression, indem sie
Proteine des Heterochromatins binden und zu den methylierten
CpG Inseln rekrutieren. Die wichtigsten humanen MeCPs sind
MeCP2 und MBD1/2. Diese haben auch eine transkriptionelle
Repressordoméne, die Korepressoren, HDACs und ATP-ab-
hiangige Chromatin-remodellierende Proteine rekrutieren kann
(Wade 2001).

Es wird angenommen, dass die CpG-Methylierung der DNA in
der Regel am Ende der Heterochromatisierung steht und die Inak-

tivierung des Chromatins dauerhaft stabilisiert (Bird 2002, Wade
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Abb. 6: Schematischer Ablauf der Heterochromatisie-
rung.

Aus: Thiel et al. 2004
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2001). Es gibt jedoch auch einige Beispiele, bei denen die DNA-
Methylierung vorausgeht und unmittelbar das Silencing einer
DNA-Sequenz einleitet (Ohlsson et al 2001, Takizawa et al
2001).

2.3.2 GroBRe Komplexe bestimmen das Bild

In dem dynamischen Forschungsfeld des Chromatin Remodeling
wird immer deutlicher, dass nicht einzelne Proteine die Aktivierung
oder Deaktivierung eines Promotors vermitteln. Vielmehr werden
diese Funktionen von groflen Proteinkomplexen iibernommen, bei
denen eine sehr variable Zahl unterschiedlicher Proteine mit vielfl-
tigen unterschiedlichen Funktionen und Aktivitéten an ein Geriist
gebunden sind. Uber unterschiedliche Adaptorproteine wie z.B.
Transkriptionsfaktoren wird ein solcher Komplex spezifisch an einen
Promotor rekrutiert und in seiner Zusammensetzung beeinflusst.
Die zwei am besten bekannten Proteinkomplexe sollen hier in ver-
einfachter Form dargestellt werden. In beiden Proteinkomplexen
wurden HDAC1 und HDAC?2 gefunden, die jeweils einen Kern der
Komplexe bilden. Daneben kommen HDACsSs jedoch auch ungebun-

den vor.

2.3.3 SAP, NuRD und ALL1-Komplex

Im SIN-assoziierten Protein-Komplex (SAP) ist Sin3 das Gertist
eines grofleren Komplexes mit i.d.R. acht Proteinen und einem bis

zwei MDa Proteinmasse. Im so genannten Kernkomplex, der von

29



Hefe bis zum Mensch konserviert ist, sind immer die HDACs 1 und
2 sowie RbAp46 und RbAp48 enthalten. SAP30, SAP18 und SDS3
stabilisieren den Komplex und binden direkt SIN3, HDAC1 und
andere Proteine (Hassig et al 1997, Laherty et al 1997, Zhang et al

Specific DNA-
Histone binding Nuclear
Deacetylation f Remodeling
1 Transcription
Factors T

Histone Methyl- .
transferase SetDB1 ‘ HP1-Family
Histone ‘
Deacetylation SUV39H1

Abb. 7: SAP (SIN-assoziierter Proteinkomplex)
und seine Funktionen

(nach Silverstein et al 2005)

1997, Zhang et al 1998, Dorland et al 2000, Lechner et al 2000).
Uber die Korepressoren N-CoR und/ oder SMRT wird der Kontakt
zu Transkriptionsfaktoren und somit eine spezifische Bindung an
Chromatin-DNA vermittelt. Uber das Geriistprotein Sin3 kénnen
eine Reihe weiterer Proteine rekrutiert und zusétzliche Funktionen
vermittelt werden, unter anderem die Histonmethyltransferase
SETDBI1 (Yang et al. 2003), Nukleosome Remodeling iiber SWI/
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SNF (Sif et al 2001), DNA-Methyltransferasen und A-acetyl-

glucosamin-Transferase (Yang et al 2002).

Der SIN3-Komplex kann somit spezifisch die Initiation der Replika-

tion am Replikationsursprung oder die Genexpression einzelner Ge-

ne reprimieren.

Der zweite grof3e Proteinkomplex ist der NuRD-Komplex, der eben-
falls HDAC1/2 enthilt und ein Gesamtgewicht von 1-2 MDa um-
fasst. Daneben sind die DNA Helikase/ ATPase MI-23 (synonym
CHD4), MBD3 (mit einer an methylierte DNA bindenden Doméne
homolog zu MeCP2) und MTA-2 enthalten Fiir diesen Komplex

wird eine von SAP unter-
Nuclear
Remodeling | schiedliche Funktion ange-

¥

feoyoncra

meCpG
DNA-
Binding

L

Histone
Deacetylation

Abb. 8: NuRD-Komplex und seine

Funktionen

(nach Silverstein et al 2005).

nommen (Knoepfler und Ei-
senman 1999). NuRD wirkt
wahrscheinlich sehr viel regi-
onaler, d.h. gro3rdumiger und
reprimiert verhaltnismaBig
weite Chromatin-Bereiche

iiber grofere Entfernungen.



Nuclear
Histone DNA Remodeling

Deacetylation Methylation /

MBD2/3 |}

Histone &

Methylation Histone meCpG %
Binding Binding /W

Deacetylation

Abb. 9: ALL1-Komplex und seine Funktionen
(nach Silverstein et al 2005).

Nakamura et al. gelang es 2002, einen riesigen Proteinkomplex auf-
zureinigen, der die enzymatischen Fahigkeiten verschiedener Kom-
plexe vereinte, 27 Proteine enthélt und signifikant grofer ist als 2
MDa (Silverstein RA, Ekwall K 2005): Im so genannten ALL-1
Komplex wurden neben der namensgebenden Methyltransferase
ALL-1 der SIN3/ HDAC-Komplex (SIN3A, RBAP48/46, HDAC1/2,
SAP30, SAP18), der nuclear Remodeling-Komplex SWI/SWF
(BRM, BAF170, BAF155, INI1, hSNF2H), der TFIID-Préinitiations-
Komplex (TAFII250, TAFII80, TAFII31, TAFII20, TBP, CPSF,
US5snRNP, Simplekin) und der NuRD-Remodeling Komplex (MI-2,
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MTAI-L1, KIAA0601, MBD3, RBAP48/46, HDAC1/2) gefunden.
Der gesamte Komplex konnte hier jeweils vollstandig mit Antikor-
pern gegen SIN3, BRM oder ALL1 und unabhéngig von DNA-
Bindung affinitdtsgereinigt werden (Nakamura et al 2002).
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Ziel dieser Arbeit war vor dem Hintergrund des von Zobel et al 2003
postulierten, iiber HPV hinaus giiltigen Mechanismus zur Repression
viraler Replikation die genauere Untersuchung des Wirkmechanis-
mus des Repressorproteins HPV31 ES"E2C.

Da fiir einen auch auf andere Viren und insbesondere fiir einen auf
EBYV iibertragbaren Mechanismus eine Interaktion mit zelluldren
Faktoren anzunehmen war, stand vor allem die Suche nach zelluldren
Interaktionspartnern von E8"E2C im Vordergrund. Aufgrund der
sehr geringen natiirlichen Expression des ES"E2C-Proteins und der
damit verbundenen Schwierigkeiten beim Nachweis potenzieller
Interaktionspartner in vivo wurde bevorzugt eine Reihe biochemi-
scher Ansétze verfolgt, insbesondere GST-Pulldowns mit radioaktiv
markierten Proteinen sowie Koimmunprézipitationen aus Zellkultur-
extrakten. Mittels eines genetischen Screens sollten weitere mogliche

Interaktionspartner identifiziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten zu einem besseren Verstandnis
der negativen Regulation der Replikation von karzinogenen high risk
HPYV beitragen, die Voraussetzung ist zum Einen fiir die lange Per-
sistenzphase und die langfristige Stabilitit der episomalen Genome
und zum Anderen fiir die stark begrenzte Transkription der viralen

Onkogene in dieser Zeit.
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3 Material und Methoden

3.1 Haufig verwendete Abkiirzungen

A Ampere

AMPS Ammoniumpersulfat

ATCC "American Tissue Type Culture Collection"
ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

BPV Rinderpapillomvirus

BS Bindungsstelle

BSA Rinderserum-Albumin

CAPS Cyclohexylaminopropansulfonséure
CBD Zellulose-Bindungsdoméne

Ci Curie

cpm Zerfalle pro Minute ("counts per minute")
CRPV "Cottontail rabbit"-Papillomvirus

CS Kaélberserum

DBD DNA-Bindungsdoméne

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modifiziertes, minimal essentielles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

ds Doppelstrang, doppelstrangig
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DTT
EBNA
EBV
EDTA
EGF
EGTA
FKS

GST
HEPES
HPK
HPV
HRPO
IPTG
kb

kDa

luc

MG
mRNA

Nt
oD
PAGE

Dithiothreitol

Epstein-Barr-Virus nukledres Antigen
Epstein-Barr-Virus
Ethylendiamintetraessigsdure
Epidermaler Wachstumsfaktor
Ethylenglykoltetraacetat

Fotales Kéilberserum

Gramm bzw. Erdbeschleunigung
Glutathion S-Transferase
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsédure
Humane primére Keratinozyten
Humanes Papillomvirus
Meerrettich-Peroxidase
Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid
Kilobase(n)

Kilodalton

Luziferase-Gen

micro

Molar

Molekulargewicht
Boten-Ribonukleinsdure

Normal

Nukleotid

Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PCR Polymerase-Kettenreaktion

PS Polystyren

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

Sv40 Simian Virus 40

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris Trishydroxymethylaminomethan

U Einheit der Enzymaktivitit

uv Ultraviolett

v Volt

Vol. Volumen

V/V Volumen-/Volumenverhéltnis

W/vV Gewichts-/Volumenverhiltnis

WT Wildtyp

3.2 Material

3.2.1 Gerite

Geriit Bezeichnung Hersteller
Blotkammer, klein Transblot BioRad
Blotkammer, gross Transblot BioRad
CO,-Inkubator US Airflow NuAire
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Durchlichtmikroskop
Feinwaage
Horizontal-EP-Kammer
(DNA-Gele)

Hybridisierungsofen
Inkubator
Kamerasystem (DNA-
Gele)

Kamerasystem (Protein-
gele)

Luminometer
PCR-Maschine
pH-Meter

Photometer
Phosphoimager
Pipetten

Schiittelinkubator

Schittler

Sequenzer

DM IRB

GJ und 770

Sub Cell GT; Mini-
Sub Cell GT ; Wide
Mini-Sub Cell GT
Mini 10

Inkubator C 200
Gel Doc 2000

Fluor-S Multi
Imager

Lumat LB 9507
PTC 200

pH 526
BioPhotometer
Fujifilm BAS-1800
Pipetman 10, 20,
200 und 1000
Certomat IS

Thermomixer 5436
ThermoStat Plus
Rocky 3D

ABI Prism 310 Ge-

netic Analyser
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Leica
Kern
BioRad

Hybaid
Labotect
BioRad

BioRad

EG & G Berthold
MJ Research
WTW
Eppendorf

Fuji

Gilson

B. Braun Biotech
International
Eppendorf
Eppendorf

Perkin-Elmer



Sonifizierer SonoPuls Bandelin

Spannungsversorgung PowerPac 200, BioRad
PowerPac 3000

Sterile Werkbank HeraSafe Herdus

Szintillationszdhler 1409 Liquid Scin-  Wallac

tillation Counter
Vakuum-Geltrockner Model 583 Gel BioRad

Dryer
Vertikal-EP-Kammer Mini Protean 3 Cell BioRad
(Proteingele)
Wasserbad WB 10 Memmert
Vakuum- VacuSafe IBS
Absaugvorrichtung
Zentrifugen 5810R, 5417R und  Eppendorf
5417C
Sorvall Du Pont-
Instruments
3.2.2 Kleingeréte/ Material
Gel-Blotting-Papier Blotting Paper Schleicher&Schiill
P-7921 15*15 Sigma
Faltenfilter MN 403%; 11cm Macherey&Nagel
Durchm.
Kryor6hrchen Cellstar Cryo.s Greiner
Nitrocellulose- Protran 0,2 um Schleicher&Schiill

Membran
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Nylon-Membran

PCR-Reaktionsgefisse

Plastikkiivetten
Plastikpipetten
PS-Roéhrchen steril
Reaktionsgefisse
Sterilfilter

Zahlkammer

Zellkulturplatten
Zellkulturschalen

Zentrifugenréhrchen

3.2.3 Chemikalien

GeneScreenPlus
PCR-Softtubes
0,2ml, FD
UVette
2,5,10,25, 50 ml
55*12mm;3,5ml
1,5ml, 2 ml

0,2 pm
Neubauer;
0,100mm Tiefe;
0,0025mm?

6x 35mm

35 mm

60 mm, 100 mm
15 ml, 50 ml

NEN

Biozym

Eppendorf

Becton/Dickinson

Eppendorf
Millipore

Assistent

Becton/Dickinson
Nunc
Becton/Dickinson

Becton/Dickinson

Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

e BioRad

e Biozym

e (Calbiochem
e Fluka

e Medac

e Merck

e Peqlab

e Perkin-Elmer
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e Roche
e Roth

e Sigma

3.2.4 Fertige Reagenzsysteme

e BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer)
e DNA-Ligation Kit Ver. II (Takara)

e ECL™-Chemilumineszenz-Kit (Amersham Pharmacia)

e SuperSignal West Pico (Pierce)

e NucTrap Probe Purification Columns (Stratagene)

e Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

e Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

e Plasmid Mini Kit (Qiagen)

e Plasmid Midi Kit (Qiagen)

e Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

e WST-1 Cell Proliferation Reagent (Roche)

e TNT Quick Coupled Transcription/ Translation Systems fiir T7

bzw. SP6 Promotor (Promega)

3.2.5 Radioaktive Nukleotide

Folgende radiaktive Reagenzien wurden von Amersham Pharmacia
bezogen:

e - P-dCTP, 10 mCi/ml

e *S-Cystein, 1 mCi

e ¥S-Methionin, 1 mCi
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3.2.6 Enzyme

3.2.6.1 Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen:

Invitrogen
MBI Fermentas
New England Biolabs

3.2.6.2 Sonstige Enzyme

Alkalische Phosphatase (New England Biolabs)
Benzonase (Novagen)

Klenow-Fragent der E. coli DNA-Polymerase (Invitrogen)
Proteinase K (Roche)

Pyrobest DNA-Polymerase (Takara)

RNase A (Roche)

T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas)
T4-Polynukleotidkinase (Invitrogen)

3.2.7 Antikérper

Nachfolgend sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten prima-

ren und sekundéren Antikorper, die Bezugsquellen und die jeweils

eingesetzten Verdiinnungen im Western Blot angegeben.

3.2.7.1 Primirantikorper

Antigen Quelle Firma Verdiinnung

1m Western
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Antiserum 99 Chicken Davids Biotech- 1:1.500

(AS 58-75 von | polyclonal nology

HPV31ES8"E2)

Acetyl-Histon Rabbit Upstate 1:1.500

H3 polyclonal #06-599

Acetyl-Histon Rabbit an- Upstate 1:1.500

H4 tiserum #06-866

c-myc Mouse Santa Cruz BT 1:1.500
monoclonal | #sc-40

DNMT3a Rabbit poly- | Novus Biologicals | 1:1.000
clonal #NB 100-265

FLAG M2 Mouse Sigma #F3165 1:20.000-
monoclonal 1:40.000

GAL4 (DBD) Rabbit poly- | Santa Cruz BT 1:1.500
clonal #sc-577

GAL4 (DBD) Mouse Santa CruzBT Fir IPs 20
monoclonal, | #sc-510 ul beads
Ag-conj.

GAL4 (DBD) Mouse Santa Cruz BT 1:1.500
monoclonal
HRP-conj.

GST Rabbit poly- | Santa Cruz BT 1:1.500
clonal, HRP- | #sc-459
conj.

HA-probe Rabbit poly- | Santa Cruz BT 1:1.500
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clonal #sc-805
HDAC3 Mouse Santa Cruz BT 1:1.000
monoclonal | #sc-17795
Trimethyl- Rabbit poly- | Upstate #07-442 1:1.500
Histone H3 clonal
HPla Mouse Upstate #05-689 1:1.500
monoclonal
TRIM28 Mouse Transduction 1:1.500
(=KRIP-1) monoclonal | Laboratories
#K57620
mSETDBI1 Rabbit poly- | Upstate 1:1.500
(=ESET) clonal #07-378
SUV39H1 Mouse Santa Cruz BT 1:500
monoclonal | #sc-23961

3.2.7.2 Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte Sekundiiran-

tikorper
Antigen Quelle Firma Verdiinnung
im Western

Rabbit Swine DAKOCytomation | 1:3.000
#0399

Mouse Rabbit DAKOCytomation | 1:3.000
#0260

Chicken IgY Goat Jackson Immuno 1:3.000

Research Lab.
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#703-035-155

3.2.8 Marker

3.2.8.1 DNA-Lingenstandards

e 50 bp-DNA-Leiter (New England Biolabs)
e 1 kb-DNA-Leiter (Invitrogen)

e \-Hindlll-Fragmente (Invitrogen)

3.2.8.2 Protein-Grofienstandards

e SeeBlue Plus2 (Invitrogen)

e PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas)
3.2.9 Oligonukleotide

3.2.10 Plasmide und Vektoren

e pCl18-SP1-4xGAL4 (Zobel et al., 2003): vom Luziferase-
Reporterplasmid pAluc (Dong et al., 1994) abgeleitetes Plasmid,
das vier synthetische GAL4-Bindungsstellen, vier synthetische
E2-Bindungsstellen und zwei synthetische SP1-Bindungsstellen 5'
von der TATA-Box und dem Initiator-Element des spiten Ade-
novirus-Hauptpromotors enthélt.

e pET42b(+) (Novagen): IPTG-induzierbarer bakterieller Expressi-
onsvektor, der die Uberexpression von GST- und Polyhistidin-

Fusionsproteinen ermoglicht.
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pET42b-E8"E2C (Zobel, 2003): von pET-42b(+) abgeleitetes
Plasmid, das die gesamte codierende Sequenz fiir HPV31
E8"E2C enthiilt.

pET42b-ES8"E2C A3-12 (Zobel, 2003): von pET-42b(+) abgelei-
tetes Plasmid, das die codierende Sequenz fiir HPV31 ES"E2C
ohne die Sequenz fiir die Aminosduren 3-12 enthélt.
pET42b-HP1a (Bruckner, 2006): von pET-42b(+) abgeleitetes
Plasmid, in dessen EcoRI- und HindIII-Restriktionsstellen die
vollstidndige, iber PCR amplifizierte Sequenz (Aminosduren 1-
191) fiir humanes HP1a eingefiigt wurde.

pGL31URR (Stubenrauch et al., 1998): von pGL3-Basic (Prome-
ga) abgeleitetes Luziferase-Reporterplasmid, in dessen
MIul/Xhol-Restriktionsstellen die komplette regulatorische Regi-
on von HPV31 mit dem frithen Promotor P97 (HPV31 Nt. 7068-
106) eingefiihrt wurde.

pGL31URR-4xGAL4 (Zobel et al, 2003): ein von pGL31URR
abgeleitetes Luziferase-Reporterplasmid, in dessen HindlIII-
Restriktionsstelle ein doppelstrangiges Oligonukleotid mit vier
GAL4-Bindungsstellen (4xGAL4-HindIII, siche Abschnitt 3.2.9)
inseriert wurde

pSGS (Stratagene): eukaryontes Expressionsplasmid, bei dem die
Expression des inserierten Gens unter der Kontrolle des frithen
SV40 Promotors steht.

pSG-E8"E2C (Stubenrauch et al, 2001): von pSGS5 abgeleitetes
Expressionsplasmid fiir HPV31 E8"E2C, das die kodierende Re-
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gion von E§"E2C (HPV31 Nt. 1259-1296 und 3295-3810) ohne
die nicht-kodierende ,,leader“-Sequenz (HPV31 Nt. 1212-1258)
von pSG-E8”E2C-L enthélt (Stubenrauch et al. 2001).
pSG-E8"E2C A3-12 (Stubenrauch et al, 2001): von pSG-E8"*E2C
abgeleitetes Expressionsplasmid, dessen codierende Sequenz fiir
die Aminosauren 3-12 von E§"E2C deletiert wurde.

pSG-GALA4 (Zobel, 2003): von pSGS5 abgeleitetes Expressi-
onsplasmid, in dessen BamHI- und BgllI-Restriktionsstellen die
PCR-amplifizierte GAL4-DNA-Bindedoméne (Aminoséuren 1-
147) aus pM (Clontech) eingefiigt wurde.

pSG-E8"E2C (1-37)-GAL4 (Zobel, 2003): von pSG5-GAL4 ab-
geleitetes Expressionsplasmid, in dessen EcoRI-Restriktionsstelle
das EcoRI-Restriktionsfragment (Aminosduren 1-37) aus E§"E2C
eingefligt wurde.

pCMVGAL4-Suv39H1 (Vandel et al., 2001): Expressionsplasmid
fiir SUV39H1, fusioniert mit einer GAL4-DNA-Bindungs-
doméne.

pCMV (myc)3-SUV39HI1 (Lachner et al, 2001): an myc-Tag
fusioniertes Konstrukt fiir Expression in Zellkultur und in vitro
Translation (SP6 Promotor).

pM GAL4-SUV39H1: von pM (Clontech) abgeleitetes Expressi-
onsplasmid fiir humanes SUV39H1, fusioniert mit der GAL4-
DNA-Bindungsdoméne.

pSG SUV39H1-GAL4: von pSG 5 (Stratagene) abgeleiteter Ex-
pressionsvektor mit SUV39H1-GAL4 Insert.
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pM GAL4-SETDBI1 (Bruckner, 2006): von pM (Clontech) abge-
leitetes Expressionsplasmid fiir humanes SETDB1, fusioniert mit
der GAL4-DNA-Bindungsdomaéne.

pCMV SETDBI1: Konstrukt zur in vitro Translation, SETDBI1
Insert.

pOTB7 TRIM28: Konstrukt zur in vitro Translation (SP6 Promo-
tor) von TRIM28 (=TIF1b)

pG4Mpolyll-mTIF1B WT (Nielsen et al., 1999): Expressi-
onsplasmid fiir murines TIF1p (TRIM28), fusioniert mit einer
GAL4-DNA-Bindungsdomaéne.

pG4Mpolyll-mTIF1BAHP1box (Nielsen et al., 1999): Expressi-
onsplasmid einer Deletionsmutante von murinem TIF13
(TRIM28), fusioniert mit einer GAL4-DNA-Bindungsdoméine.
Die HP1-bindende ,,PXVXL*“ Aminosidurekonsensussequenz von
TIF1p wurde deletiert.

pCMYV Sport6 HP1a.: auf pCMV Sport6 basierendes Konstrukt
zur in vitro TRanslation von HP1a; SP6-Promotor.

pM hsHP1a (Bruckner, 2006): Expressionsplasmid fiir humanes
HP1a, fusioniert mit der GAL4-DNA-Bindungsdoméne.
pG4Mpolyll-mHP1p (Nielsen et al., 1999): Expressionsplasmid
fiir murines HP 1, fusioniert mit einer GAL4-DNA-
Bindungsdoméne.

pOTB7 HP1: Vektor zur in vitro Translation von HP1p; SP6-

Promotor.
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pG4Mpolyll-mHP1y (Nielsen et al., 1999): Expressionsplasmid
fiir murines HP 1y, fusioniert mit einer GAL4-DNA-
Bindungsdoméne.

pCMV Sport6 HP1y: auf pCMYV basierendes Konstrukt zur in
vitro Translation von HP1y; SP6-Promotor.

pCMV Sport6 RACK1: Konstrukt zur in vitro Translation von
RACKI1 (=GNBL2L).

pM GAL4-hsDNMT1 (Robertson, unpubliziert): Von pGBKT7
(Clontech) abgeleitetes Expressionsplasmid fiir humane DNMT1,
fusioniert mit einer GAL4-DNA-Bindungsdoméne.

pCMV Sport6 DNMT3A: in pCMV Sport 6 kloniertes DNMT3A
zur in vitro Translation, SP6-Promotor.

pGalHDACI (Xie & Folk, 2002): Von pSG424 (Sadowski &
Ptashne, 1989) abgeleitetes Expressionsplasmid fiir die humane
HDACI, fusioniert mit einer GAL4-DNA-Bindungsdoméne.
pSG424 GAL4-HDAC?2 (Xie & Folk, 2002): Von pSG424 (Sa-
dowski & Ptashne, 1989) abgeleitetes Expressionsplasmid fiir die
murine HDAC2, fusioniert mit der GAL4-DNA-Bindungs-
doméne.

pCDNA3.1 HDAC2-FL-myc-hisA: {iber BamHI und EcoRI in
pcDNA3.1 eingefiihrte humane HDAC2 zur Expression und in
vitro Translation (T7 Promotor), mit myc und hisA Tags.
pCDNA3.1 hsHDAC3-FLAG: in pcDNA3.1 eingefiihrtes full
length humane HDAC3 mit FLAG-Tag zur in vitro Translation
(T7-Promotor).
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pM hsHDAC3-GAL4: auf dem pM-Plasmid beruhendes Kon-
strukt mit C-terminaler GAL4-Bindedoméne zur Expression in
Zellkultur.

pM GAL4-hsHDAC3: auf dem pM-Plasmid beruhendes Kon-
strukt mit N-terminaler GAL4-Bindedoméne zur Expression in
Zellkultur.

pSGS5-Strep-HDAC3: von pSG5 abgeleitetes Plasmid, das huma-
nes HDAC3 sowie einen Strep-Tag zur Prézipitation aus Zellex-
trakt enthalt.

pSG-KRAB-GALA4 (Slany, unpubliziert): von pSG424 (Sadowski
& Ptashne, 1989) abgeleitetes Expressionsplasmid, das die
KRAB-Doméine (Aminoséuren 1-74) aus dem KOX1-Protein, fu-
sioniert mit der GAL4-DNABindedoméne, enthilt.
pG4Mpolyll-mTIF1B8 WT (Nielsen et al., 1999): Expressi-
onsplasmid fiir murines TIF1p, fusioniert mit der GAL4-DNA-
Bindedomane.

pSG-31E1: von pSGS5 abgeleitetes Expressionsplasmid, das die
kodierende Sequenz fiir HPV31 El enthilt (Frattini und Laimins,
1994)

pSX-E2: von pSGS5 abgeleitetes Expressionsplasmid, das die ko-
dierende Sequenz fiir HPV31 E2 enthélt (Stubenrauch et al.,
1998b)

pC18-SP1-luc: ein von dem Luziferase-Reporterplasmid pAluc
(Dong et al., 1994) abgeleitetes Plasmid, das vier synthetische
E2BS (HindIII-BamHI inseriert) und zwei synthetische SP1-
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Bindungsstellen (BamHI inseriert) 5” von der TATA-Box und
dem Initiator-Element des spiten Adenovirus Hauptpromotors
enthélt (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von G. Steger,
Koln).

pM: eukaryonter Expressionsvektor, der die GAL4-DBD enthilt
(Clontech)

pori31 (Bruckner, 2006): Ein von pGL31URR abgeleitetes Re-

porterplasmid, in der das Luziferasegen deletiert wurde.

3.2.11 Bakterienstamme

E. coli DH5a (Clontech)
E. coli BL21(DE3) pLysS (Novagen)

3.2.12 Eukaryote Zelllinien

HeLa: HPV18-positive Zervixkarzinom-Zellinie (Gey et al.,
1952)

HK-16E6/E7: Humane Keratinozyten, immortalisiert mit
HPV16E6/E7 (Ganzenmiiller, 2006).

NIH3T3-J2: murine Fibroblasten-Zellinie (Rheinwald und Green,
1975)

scc-13: HPV-negative Plattenepithelkarzinom-Zellinie (Rhein-
wald und Beckett, 1981)

ONX: retrovirale Verpackungszellinie, basierend auf 293
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3.2.13 Medien fiir Bakterienkultur

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium): 20g LB Broth Base (In-
vitrogen) auf 1 Liter H,O

SOC-Medium: 2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Bacto-
Yeast Extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, 20 mM Glukose

LB-Agar (Luria-Bertani-Agar): 32 g Lennox L Agar (Invitrogen)
auf 1 Liter H,O

Einfriermedium: 10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 10 mM MgSQO,, 50 %
(v/v) Glycerin

3.2.14 Medien fiir Zellkultur

KGM: Keratinocyte Growth Medium (Clonetics) fiir HPK
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium + 50 mg/l Genta-
mycin (Invitrogen)

mit 10 % fotalem Kalberserum (FKS; Seromed) fiir HeLa und
ONX

mit 10 % Kalbsserum (CS; Invitrogen) fiir NIH3T3-J2
E-Medium: Adenin (1,8 x 10° M), Hydrocortison (417 pg/ml),
Insulin (50 pg/ml), Transferrin (50 pg/ml), Ts (2 x 10! M), Cho-
leratoxin (1 x 10°®* M), 50 % DMEM Pulver, 50 % DMEM/Ham's
F12 1:1 Pulver, 3,07 mg/ml NaHCOs, 0,41 pl/ml HCI konz.,

10 pl/ml Penicillin/Streptomycin

mit 5 % definiertem fotalem Kélberserum (HC-FKS; HyClone)

fir scc-13
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OptiMEM (Invitrogen): Serum- und Antibiotika-freies Medium
fiir Transfektionen

Trypsin-EDTA (Invitrogen): 0,5 g Trypsin (1:250) und 0,2 g ED-
TA pro Liter modifizierter Puck’s Salzlosung A

3.2.15 Héufig benutzte Medien und Puffer

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO4, pH 7,2
50x TAE Puffer: 2 M Tris, 1 M Essigsédure, 0,1 M EDTA

10x TBE Puffer: 0,89 M Tris, 0,89 M Borsdure, 20 mM EDTA
1x TBS Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 137 mM NaCl

1x TBST Puffer: TBS Puffer + 0,1% (v/v) Igepal 630 (NP40).
NP40 Puffer: 150 mM NaCl, ImM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH
8; frisch zugeben (nach Bedarf): ImM DTT, Proteinase-
Inhibitoren; es wurden unterschiedliche Mengen des Detergenz
Igepal 630 (=NP 40) zugegeben; i.d.R. wurde in dieser Arbeit ei-
ne Konzentration von 0,1% Igepal 630 fiir Waschgénge usw.
verwendet (u.a. GST-Pulldowns, Koimmunprézipitationen).

1x TE Puffer pH 7,5: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1| mM EDTA

5x DNA-Ladepufter: 50 % (v/v) Glycerol, 25 mM EDTA, 0,25 %
(v/v) Bromphenolblau

5x SDS-Probenpuffer: 10 % (w/v) SDS, 25 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol, 50 % (v/v) Glycerin, 5 mM EDTA, 0,05 %
(w/v) Bromphenolblau, 312,5 mM Tris/HCI pH 6,8

20x SSC: 3 M Nac(l, 0,3 M Natriumcitrat x 2 H,O, pH 7,0 mit
HCI

Hybridisierungslosung (Southern Blot):
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Losung A: 2x SSC, 0,1% SDS
Losung B: 0,1x SSC, 0,1% SDS
Losung C: 0,1x SSC, 1% SDS

3.3 Methoden

3.3.1 Mikrobiologische Methoden

3.3.1.1 Kaulturen fiir Plasmidisolierung

Zur Vermehrung der in vitro rekombinierten Plasmid-DNA wurde
der E. coli Stamm DH5a verwendet. Die in dieser Arbeit benutzten
Plasmid-Konstrukte enthielten entweder ein Ampicillin- oder ein
Kanamycin-Resistenzgen. Die Selektion plasmidhaltiger Stdmme
erfolgte daher auf LB-Agar-Platten bzw. in LB-Fliissigmedium mit
einem Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin.
3 ml Ubernachtkulturen in LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum dienten zur Isolation kleiner DNA-Mengen (Mini-
Prip) sowie als Vorkultur fiir préparative Plasmidisolierungen. Zur
Extraktion grolerer DNA-Mengen wurden 100-200 ml (Midi-Prép)
oder 300 ml (Maxi-Prép) des entsprechenden LB-Mediums mit je-
weils 50 ul einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C 16-18 h
im Schiittelinkubator inkubiert. Fiir die Langzeit-Lagerung wurden
500 pl Bakteriensuspension mit 500 ul Bakterien-Einfriermedium

versetzt und bei -80°C eingefroren.
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3.3.1.2 Herstellung und Transformation kompetenter Bakteri-

en

Die Féhigkeit zur Aufnahme zirkuldrer Plasmid-DNA (Kompetenz)
von E. coli wurde durch eine Behandlung mit CaCl,, RbCl, und
MnCl, erreicht (Ausubel et al., 1990). Die Transformation kompe-
tenter Bakterien erfolgte durch eine Hitzeschock-Behandlung. Dazu
wurden 90 pl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut, mit 10 pl Li-
gationsansatz oder verdiinnter Plasmid-DNA gemischt und fiir 10
min. auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 1 min. bei 42°C
wurde der Ansatz 1 min. auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden
900 pl SOC-Medium zugegeben und die Bakteriensuspension 30-60
min. bei 37°C geschiittelt. Je 50-200 pl des Transformationsansatzes
wurden auf Antibiotika-haltigen Agar-Nahrboden ausplattiert und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die resultierenden Kolonien wurden
in Ubernachtkulturen vermehrt und auf rekombinante DNA unter-

sucht.
3.3.2 DNA-Methoden

3.3.2.1 Standardmethoden

Folgende Methoden wurden nach Protokollen, die bei Ausubel et al.,
1990 beschrieben sind, durchgefiihrt:

e Aufreinigung der DNA mittels Phenol/Chloroform

e Ethanolfdllung von DNA und RNA

e Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

e Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
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e Dephosphorylierung der 5’-Enden von DNA-Fragmenten

e Erzeugung glatter Enden ("blunt ends") mittels Klenow-Fragment
der E. coli DNA-Polymerase

e Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

e Gelelektrophorese von Nukleinsduren (Agarosegele)

3.3.2.2 Priparative Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien in verschiedenen
GroBenordnungen erfolgte mit "Plasmid Mini-", "Midi-" oder "Maxi-
Kits" (QIAGEN) nach der Anleitung des Herstellers. Die DNA wur-
de in 50-300 pl H,O resuspendiert und die DNA-Konzentration mit
Hilfe eines Spektralphotometers (Eppendorf BioPhotometer) be-

stimmt.

3.3.2.3 Fragmentelution aus Agarosegelen

Die Elution und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosege-
len erfolgte nach dem Ausschneiden der entsprechenden Banden
unter UV-Licht mit Hilfe des "Qiaquick Gel Extraction Kit" (Qiagen)

nach den Anweisungen des Herstellers.

3.3.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren er-
folgte mit dem DNA-Ligation-Kit Ver. II (Takara) nach den Anga-

ben des Herstellers.
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3.3.2.5 Sequenzierung von DNA

Sequenzanalysen rekombinanter Plasmid-DNA wurden nach der
Didesoxynukleotid-Terminationsmethode (Sanger et al., 1977) mit
dem "BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit" (Perkin-Elmer)
nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Mit dieser Methode
werden floureszenzmarkierte Didesoxynukleotide in einer PCR in
die neu synthetisierte DNA eingebaut. Durch die Kopplung der un-
terschiedlichen Basen mit verschiedenen Floureszenzfarbstoffen
konnte die Sequenzierreaktion in einem Ansatz durchgefiihrt werden.
1 pg Plasmid-DNA wurde mit 50 ng des entsprechenden Sequen-
zierprimers und 2 pl "BigDye Reaction Mix" in einem Gesamtvolu-
men von 10 ul vereint. Die Reaktion wurde in einer PCR-Maschine
durchgefiihrt und bestand aus 30 Amplifikationszyklen mit den
Schritten Denaturierung (96°C, 10 sec.), Primer-Hybridisierung
(50°C, 5 sec.) und Elongation (60°C, 4 min.). Nach der Amplifikati-
on erfolgte die Prézipitation der PCR-Produkte mit 1/10 Vol. 3 M
Natriumacetat pH 4,8 und 2,5 Vol. 100 % Ethanol. Die resultieren-
den Pellets wurden in 20 pl "Template Suppression Reagent" (TSR,
Perkin-Elmer) resuspendiert und 2 min. bei 90°C erhitzt. Anschlie-
Bend wurde die Nukleotidabfolge durch Anregung der floureszenz-
markierten Didesoxynukleotide in einem "ABI Prism 310 Genetic

Analyser" (Perkin-Elmer) bestimmt.

3.3.2.6 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden
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Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolgte durch eine
Auffiillreaktion mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA-
Polymerase I und a->*P-dCTP. Die Hybridisierung von Plasmiden,
die auf pGL31URR basierten, erfolgte mit dem Kpnl-Sphl-
Restriktionsfragment aus pGL31URR.

20 bis 40 ng linearisierte DNA wurden fiir 10 min. bei 95°C denatu-
riert, 1 min. auf Eis ab-gekiihlt und anschlieBend mit Hilfe des "DNA
Labelling Kits" (Amersham Pharmacia) nach den Anweisungen des
Herstellers radioaktiv markiert. Die Aufreinigung des markierten
Oligonukleotids von freiem a->*P-dCTP erfolgte iiber eine Gelfiltra-
tionssdule (NucTrap Probe Purification Columns, Stratagene) nach
den Anweisungen des Herstellers. Die Aktivitit der aufgereinigten

DNA-Sonde wurde mit einem Szintillationszéhler gemessen.

3.3.2.7 Isolation von niedermolekulargewichtiger DNA nach
Hirt
Die Isolation replizierter, niedermolekulargewichtiger DNA aus
transfizierten Sdugerzellen erfolgte nach der Methode von Hirt
(1967). Die transfizierten Zellen wurden zur Ernte einmal mit 10 ml
kaltem PBS gewaschen, mit einem Zellschaber abgeschabt und fiir
45 sec. bei 14000 rpm in 1,5 ml kaltem PBS abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 ml Lysepuffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10
mM EDTA, 400 mM NaCl) resuspendiert und nach Zugabe von 0,2
% SDS sowie 40 ug Proteinase K fiir 5 h bei 55°C verdaut. An-
schliessend wurde die Salzkonzentration auf 1 M NaCl erhoht. Die

Féllung hochmolekulargewichtiger, chromo-somaler DNA erfolgte
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iiber Nacht bei 4°C. Die chromosomale DNA wurde durch Zentri-
fugation fiir 1 h bei 14000 rpm und 4°C pelletiert. Der Uberstand
wurde einmal mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol und einmal
mit Chloroform extrahiert. Danach erfolgte die Fallung der Hirt-
DNA mit 0,7 Vol. Isopropanol fiir 1h bei 14000 rpm und 4°C. Die
Pellets wurden zweimal mit 1,5 ml 70% Ethanol gewaschen, ge-
trocknet und in 10 pl 0,1x TE pH 7,5 mit 50 ug/ml RNase resuspen-
diert. Die Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 30 pl mit 5
U Dpnl und 15 U Ncol fiir 5 h bei 37°C verdaut und im Southern-
Blot analysiert.

3.3.2.8 DNA-Transfer nach Southern (Southern-Blot-Analyse)

Der Transfer von DNA-Fragmenten auf eine positiv geladene Ny-
lonmembran erfolgte nach der Methode von Southern. Als Transfer-
pufter diente NaOH, die gleichzeitig zur Denaturierung und zur Fi-
xierung der DNA auf der Membran beitrug.

Jeweils 15 pl der linearisierten DNA-Proben wurden auf einem
0,8%-1gen Agarosegel aufgetragen und bei 65 V iiber Nacht aufge-
trennt. Als Langenstandards dienten A-HindIII-DNA sowie 100 pg
der entsprechenden linearisierten Plasmid-DNA. Am folgenden Tag
wurde das Gel mit einem Lineal fotografiert. Zur Depurinierung
wurde das Gel 30 min. langsam mit 2 Litern 0,25 M HCI geschiittelt
und anschliessend einmal mit H20 gewaschen. Uberschiissige Gel-
reste aulerhalb des Bereichs der replizierten DNA wurden oberhalb
der 23 kb Markerbande und 13 cm unterhalb mit einem Skalpell

entfernt. Eine GeneScreenPlus-Nylonmembran wurde auf die Grosse
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13x15 cm zurechtgeschnitten, in H,O befeuchtet und fiir 10-15 min.
in 0,4 M NaOH é&quilibriert. Der Aufbau des Blots erfolgte auf einer
Wanne, die mit 0,4 M NaOH als Transferpuffer gefiillt und mit einer
Platte als Unterlage fiir den Blot bedeckt wurde. 2 Gel-Blotting-
Papiere wurden als Transferpapier zurechtgeschnitten, mit NaOH
befeuchtet und mit den Enden in den Transferpuffer getaucht. Darauf
wurden zwei 13x15 cm groBBe Gel-Blotting-Papiere gelegt und mit
NaOH befeuchtet. Der Aufbau wurde nun luftblasenfrei ausgerollt.
Das Gel wurde fiir einen effizienten Transfer der DNA umgedreht
und auf die Papiere gelegt. Es folgten die dquilibrierte Membran und
zwei weitere 13x15 cm grof3e Gel-Blotting-Papiere, die mit NaOH
befeuchtet wurden. Der Blot wurde nun nochmals luftblasenfrei aus-
gerollt. Auf diesen Aufbau wurden 10 saugfdhige Blotting-Papiere,
gefolgt von einer Lage Zellstoff, gelegt. Der Blot wurde mit einer
halb gefiillten 500 ml-Flasche beschwert und die DNA wurde fiir 5 h
transferiert. Nach dem Abbauen des Blots wurde die Membran ein-
mal mit 2x SSC gewaschen und in einem Hybridisierungsofen zur
Fixierung der DNA bei 50-60°C fiir 30 min. getrocknet. Die Memb-
ran konnte anschlieBend bei RT aufbewahrt oder direkt zur Hybridi-

sierung mit einer radioaktiv markierten Sonde eingesetzt werden.

3.3.2.9 Hybridisierung membrangebundener DNA mit radio-

aktiv markierten Sonden

Die Hybridisierungslosung wurde auf 42°C vorgewédrmt. Zur Pra-
hybridisierung wurde die Membran mit den zu untersuchenden

DNA-Proben in einer Hybridisierungsrohre mit 20 ml Hybridisie-
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rungslosung sowie 200 pl hitzedenaturierter (15 min. 95°C, 10 min.
auf Eis) Lachssperma-DNA versetzt und fiir 1 h im Hybridisierung-
sofen bei 42°C inkubiert. In der Zwischenzeit erfolgte die radioaktive
Markierung der Sonde. 10" cpm der Sonde wurden mit 200 pl Lachs-
sperma-DNA fiir 15 min. bei 95°C denaturiert und 10 min. auf Eis
gekiihlt. Die Prahybridisierungslosung wurde entfernt und durch 10
ml Hybridisierungslésung mit der denaturierten Sonde ersetzt. Die
Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 42°C. Am néichsten Tag wur-
de die Hybridisierungsldsung entfernt, die Membran in der Hybridi-
sierungsrohre mit 50 ml Losung A gewaschen und in eine Wanne mit
500 ml Losung A iiberfiihrt. Das Dextransulfat wurde mechanisch
mit den Fingern entfernt und dann 15 min. bei RT auf einem Taum-
ler bewegt. Danach wurde die Membran auf dem Taumler zweimal
15 min. in jeweils 500 ml Lésung B bei RT und zweimal 30 min. in
einem Wasserbad bei 50°C mit jeweils 500 ml Losung C gewaschen.
Abschlielend wurde die Membran nochmals kurz in 2x SSC gewa-
schen um iiberschiissiges SDS zu entfernen, kurz auf Gel-Blotting-
Papier ge-trocknet und in Frischhaltefolie gewickelt. Die Detektion

der hybridisierten Sonde erfolgte mit dem Phosphoimager.
3.3.3 Zellkultur-Methoden

3.3.3.1 Kultivierung von Siugerzellen und Arbeiten mit Siu-

gerzellen

Humane Keratinozyten (HK-16E6/E7), HeLa, NIH3T3-J2, ®NX und
scc-13 Zellen wurden als "Monolayer"-Kultur bei 37°C, 5 % CO,
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und humidifizierter Atmosphére in Plastik-Gewebekulturschalen
kultiviert. Die Kultivierung von HK-16E6/E7 erfolgte in serumfrei-
em KGM-Medium. Zum Teilen konfluenter Zellen wurde das Medi-
um abgesaugt und die Zellen mit 2 ml Trypsin-Losung gewaschen.
Durch eine kurze Inkubation mit 2 ml Trypsin-Lésung im Brut-
schrank wurden die Zellen von der Kulturschale abgeldst. Das
Trypsin wurde durch Zugabe von 8 ml serumhaltigem Zellkulturme-
dium (DMEM mit 10 % CS oder FKS und Gentamycin) inaktiviert
und die Zellen nach der Aufnahme und Vereinzelung in ein Zentrifu-
genrohrchen {iberfiihrt. Die Zellen wurden bei 20°C fiir 5 min. bei
250x g abzentrifugiert. Anschliessend wurde der Uberstand abge-
saugt und das Pellet in 10 ml KGM resuspendiert. HeLa- und ®NX -
Zellen wurden in DMEM mit 10 % FKS und Gentamicin kultiviert.
Zum Teilen konfluenter Zellen wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit 10 ml sterilem PBS kurz gewaschen. Die Zellen wurden
durch eine kurze Inkubation mit 2 ml Trypsin-Lésung im Brut-
schrank von der Kulturschale abgelost. Anschliessend wurde das
Trypsin durch Zugabe von 8 ml DMEM/10 % FKS inaktiviert, die
Zellen aufgenommen und vereinzelt. HeLa-Zellen wurden maximal
im Verhéltnis 1:10 geteilt und weiter kultiviert. ®DNX -Zellen wurden
im Verhéltnis 1:30 geteilt und weiter kultiviert. NIH3T3-J2 wurden
in DMEM mit 10 % CS und Gentamicin kultiviert. Die Zellen wur-
den mit Trypsin geteilt, in DMEM/10 % CS aufgenommen und ma-
ximal im Verhiltnis 1:5 geteilt. NIH3T3-J2 wurden bis Passage 25 in
Kultur gehalten. scc-13-Zellen wurden in E-Medium mit 5 % HC-
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FKS auf einer "Feeder"-Zellschicht von Mitomycin C behandelten
NIH3T3-J2 Fibroblasten gehalten. Die Zellen wurden mit Trypsin

geteilt, in E-Medium/5 % HC-FKS aufgenommen und maximal im
Verhiltnis 1:8 geteilt.

3.3.3.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden konfluent gewachsene Zellen bei
-196°C in fliissigem Stickstoff eingefroren. Dazu wurden die primé-
ren Keratinozyten oder Zellinien von einer 10 cm Zellkulturschale
mit Trypsin abgelost und nach Zugabe des entsprechenden Zellkul-
turmediums bei RT 5 min. bei 250x g zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 3 ml kaltem Einfriermedium (HPK: 70% E-Medium, 10 %
HC-FKS und 20 % Glycerin; scc-13: E-Medium mit 15 % HC-FKS
und 20 % Glycerin; HeLa: 70% DMEM, 20% FKS, 10% DMSO;
NIH3T3-J2: DMEM mit 20 % CS und 10 % DMSO) resuspendiert
und auf 3 Einfrierampullen verteilt, die zunéchst in einer Einfrierbox
auf -80°C eingefroren wurden. Nach 24 h wurden die Zellen auf -
196°C gebracht.

Fiir das Auftauen der Zellen wurde der Inhalt der Einfrierampulle mit
1 ml Medium aufge-nommen und in einer 10 cm Zellkulturschale mit
10 ml &quilibriertem Medium ausgesét. Am nichsten Tag erfolgte

ein Mediumwechsel.

3.3.3.3 Mitomycin C-Behandlung von NIH3T3-J2 Zellen

NIH3T3-J2 Zellen wurden zur Aussaat als "Feeder"-Zellschicht mit
dem Zytostatikum Mito-mycin C behandelt. Das Zellkulturmedium
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einer konfluenten 10 cm-Schale wurde durch 5 ml frisches DMEM/
10 % CS ersetzt. Daraufthin wurden 100 pl Mitomycin C (400 pg/ml
in PBS; Medac) in das Medium gegeben, die Platte geschwenkt und
fiir 1 h im Brutschrank inkubiert. Die arretierten Zellen wurden 3x
mit je 10 ml sterilem PBS gewaschen und als "Feeder"-Zellen be-

nutzt.

3.3.3.4 Transfektion von Humanzellen mit Liposomen

Die Transfektion von Humanzellen erfolgte mit dem kationischen
Liposomenbildner Lipofectamine (Invitrogen). Die Zellen wurden
am Tag vor der Transfektion geteilt und in Plastik-
Gewebekulturschalen ausgesit (Zelldichte bei Aussaat: 1,5x10° pro
35 mm-Schale, 5x10° pro 60 mm-Schale, 1,5x10° pro 100 mm-
Schale). Eine Stunde vor der Transfektion erfolgte ein Mediumwech-
sel mit frischem Zellkulturmedium. Die zu transfizierenden DNA"s
wurden gegebenenfalls in sterilem TE pH 7,5 verdiinnt. Pro Trans-
fektionsansatz wurden zwei sterile PS-Réhrchen mit jeweils 100 pl
OptiMEM (35 mm-Schale; 250 pl fiir 60 mm; 500 ul fiir 100 mm)
vorbereitet. In das erste Rohrchen wurde die DNA in der entspre-
chenden Menge (siche Legenden der Abb.), in das zweite R6hrchen
5 ul Lipofectamine (35 mm-Schale; 15 pl fiir 60 mm; 40 pl fiir 100
mm) pipettiert. Nach der Vorbereitung aller Ansitze wurde das Lipo-
somengemisch zum DNA-Gemisch gegeben, nochmals durchmischt
und 30 min. bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen
2x mit OptiMEM gewaschen. Nach der Inkubationszeit wurde das
Gesamtvolumen der Transfektion durch Zugabe von OptiMEM auf 1
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ml erhoht (35 mm-Schale; 3 ml fiir 60 mm, 6 ml fiir 100 mm) und
das Liposomengemisch zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden
nun mit den Liposomen fiir Sh im Brutschrank inkubiert. Anschlies-
send wurde die gleiche Menge des normalen Zellkulturmediums mit
der doppelten Serumkonzentration zu den Zellen gegeben (bei HPK:
nur KGM). Etwa 18 bis 20 h nach der Transfektion wurde das Trans-
fektionsgemisch abgezogen und durch frisches Medium ersetzt. Die
Zellen wurden je nach Anwendung weiter inkubiert oder auf 100

mm-Schalen ausgesit.

3.3.3.5 Luziferase-Reporteranalyse

Die transkriptionelle Aktivitit von Promotorkonstrukten wurde indi-
rekt durch die Expression des Luziferase-Reportergens bestimmt. Je
1,5x 10° Zellen wurden 24 h vor der Transfektion auf einer 6x35
mm-Zellkulturplatte ausgesédt und am folgenden Tag mit den ent-
sprechenden DNA-Mengen (siche Legenden der Abbildungen) trans-
fiziert. Luziferase-Reporteranalysen wurden 48 h nach Transfektion
durchgefiihrt. Die transfizierten Zellen wurden zweimal mit 2 ml
kaltem PBS gewaschen und mit 150 ul kaltem Lysepuffer (100 mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 7,8 (KH,PO4+/K,HPO,), 1 % Triton X-
100, 1 mM DTT) pro 35 mm Schale lysiert. Die Zellen wurden abge-
schabt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdss iiberfithrt und fiir 5 min. bei
4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Anschliessend wurden 20-80 pl
Zellextrakt zu 100 pl Assay-Puffer (100 mM Kaliumphosphat-Puffer
pH 7,8, 15 mM MgSO,, 5 mM ATP) gegeben und die Luziferase-

Aktivitat sofort im Luminometer vermessen.
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Um den methodisch bedingten Schwankungen zu begegnen, wurde
jeder Messwert dreimal erhoben, d.h. es wurden fiir jeden Wert drei
Népfe mit Zellen angesetzt, transfiziert und gemessen.

Auswertung: die Auswertung der Messwerte erfolgte relativ zu ei-

nem Bezugswert.

e Bezugswert: Der gemessene Durchschnittswert der drei Wieder-
holungen fiir die Kombination Luciferase-Reporterplasmid/ leerer
Expressionsvektor (d.h. z.B. das pSG Plasmid ohne ES"E2C oder
ein anderes Insert) wurde als 100% gesetzt, d.h. die nicht inhibier-
te Transkription des Luciferase-Gens unter den gegebenen Bedin-
gungen.

e Die nach Transfektion verschiedener anderer Expressionsvektor-
en im gleichen Experiment gemessenen Werte wurden hierzu in
Relation gesetzt und in prozentuale Angaben umgerechnet, d.h.
(Wert/ Bezugswert)*100. Bei einem aktivierend wirkenden Ex-
pressionsplasmid entstehen somit Vielfache von 100%, bei einer
Reprimierung der Luciferase-Transkription Werte unter 100%.

e Fiir die Zugabe von HDAC-Inhibitoren wurde ebenso verfahren.
Zunichst wurde der Bezugswert fiir die Kombination Luciferase-
Reporterplasmid/ leerer Expressionsvektor unter HDACi be-
stimmt (dieser Wert kann als absoluter Messwert deutlich vom
Wert ohne HDACi abweichen, da die Deacetylierung von Histo-
nen meist zu einer deutlichen allgemeinen Aktivierung der
transkriptionellen Aktivitét fithrt) und als 100% gesetzt. Sodann

wurden die unter HDACi gemessenen Werte der anderen Expres-
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sionsvektoren auf diesen HDACi-Bezugswert bezogen. Auf diese
Weise konnte die spezifische Wirkung der HDACi auf die
Transkriptionsrepression durch verschiedene transfizierte Expres-
sionsplasmide unabhingig von der allgemein durch HDAC:i er-

hohten Transkription untersucht werden.

3.3.3.6 Zugabe von HDAC-Inhibitoren

Die HDAC-Inhibitoren HC-Toxin oder MS-275 wurden als Pulver
gekauft und in DMSO gelost (jeweils 3 mM). Die eingesetzte End-
konzentration im Zellkulturmedium betrug 3 uM (HC-Toxin) bzw.
10 uM (MS-275), d.h. das Losungsmittel DMSO lag in einer End-
konzentration von 1:300 (MS-275) bzw. 1:1.000 (HC-Toxin) im
Zellkulturmedium vor. Vorversuche hatten gezeigt, dass sich DMSO
erst an einer Konzentration von iiber 1:100 auf die Zellproliferation
auswirkt.

Bei Zugabe nach Lipofectamin-Transfektion (fiir Luciferase-Assay)
wurde nach der flinfstiindigen Inkubation mit Lipofectamin in Opti-
MEM das Medium abgezogen und das entsprechende Normalmedi-
um mit den HDAC-Inhibitoren iiber Nacht (genau 14 h) zugesetzt.
Fiir Replikations-Assays wurden die HDAC-Inhibitoren am Morgen
nach der Transfektion dem vorgesehenen normalen Medium zugege-
ben. Die Ernte erfolgte jedoch schon nach genau 14 Stunden (statt
normalerweise nach 48 Stunden). Da somit entsprechend weniger
Zeit fuir Zellteilung/ Replikation zur Verfligung stand, wurde in der
Regel nach der Aufreinigung der DNA nach Hirt dann mit der ge-

samten Menge weiter gearbeitet (statt die DNA wie im Protokoll
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vorgesehen in zwei gleiche Ansédtze zu teilen und einen zunéchst

wegzufrieren).

3.3.3.7 Transiente Replikation von HPV31-Replikations-

ursprung-Reporterkonstrukten

Die transiente Replikation des HPV31-Replikationsursprungs wurde
in scc-13-Keratinozyten untersucht. Je 5x10° Zellen wurden am Tag
vor der Transfektion auf eine 60 mm-Schale ausgesdt und am fol-
genden Tag mit den entsprechenden DNA-Mengen (sieche Legenden
der Abbildungen) transfiziert. Transfizierte Zellen wurden 18-21 h
nach der Transfektion mit 1 ml Trypsin von der 60 mm-Schale abge-
16st und auf eine 100 mm-Schale mit Mitomycin C-behandelten
"Feeder"-Zellen ausgesit. Die Zellen wurden anschliessend fiir wei-
tere 48 h im Brutschrank inkubiert. Niedermolekulargewichtige

DNA wurde nach der Methode von Hirt isoliert.

3.3.3.8 Zellproliferations-Assays nach Zugabe von HDACi

Bei der Messung der Zellproliferation wurde nach dem vom Herstel-
ler empfohlenen Protokoll vorgegangen. Je 5.000 Zellen (HK-
16E6/E7 oder scc-13) wurden in sterilen 96-Napf Platten (Flachbo-
den) ausgesit und am nichsten Tag fiir 8-14 Stunden in 100 ul Kul-
turmedium mit verschiedenen Konzentrationen der HDAC-
Inhibitoren in Medium m Zellkultur-Inkubator inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das WST-1 Reagenz (Roche) zugegeben (10 pl pro
Napf), kurz vorsichtig geschiittelt und fiir eine Stunde im Inkubator
inkubiert.
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In einem ELISA-Reader wurde anschlielend die ODsoy gemessen.
3.3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.3.4.1 Bakterielle Expression von Fusionsproteinen

Die Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli BL21(DE3)
pLysS-Bakterien erfolgte mit dem pET-Expressionssystem (Nova-
gen). Das pET-System mit dem in dieser Arbeit benutzten Vektor
pET42b(+) (Fusion mit Glutathion-S-Transferase, GST) bietet den
Vorteil einer induzierbaren Expression mit variablen Aufreini-
gungsmoglichkeiten der exprimierten Fusionsproteine.

Der Vektor enthilt mehrere verschiedene Erkennungssequenzen
("Tags"), iiber die eine spezifische Aufreinigung der Fusionsproteine
in nativer oder denaturierter Form erfolgen kann. Au3erdem enthal-
ten die Fusionsproteine Protease-Schnittstellen, die eine Abspaltung
des nach der Aufreinigung nicht mehr bendtigten Fusionsanteils er-
moglichen. Die Expression der Fusionsproteine erfolgte in dem Bak-
terienstamm E. coli BL21(DE3) pLysS. Dieser Stamm ermoglicht
eine strikte Kontrolle der Proteinexpression iiber ein chromosomales
Gen fiir T7 RNA-Polymerase und den lac-Repressor (lacl) sowie
tiber ein extrachromosomales Plasmid mit einem Lysozym-Gen
(pLysS). Die Expression der Fusionsproteine von pET-Plasmiden
wird durch einen T7 Promotor mit einer /ac-Operator-Sequenz
(T7lac) kontrolliert. Der lacl-Repressor reprimiert nicht nur diesen
Promotor, sondern auch den lacUV5-Promotor der T7-RNA-

Polymerase. Auf diese Weise wirken sich toxische Effekte der ein-
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gebrachten Fusionsproteine erst nach Induktion der Promotoren mit
IPTG aus, das zu einer Ablosung des lac-Repressors von der Opera-
torsequenz fiihrt. Lysozym wirkt als zusétzlicher Repressor der T7
RNA-Polymerase und erleichtert den Aufschluss der Bakterien bei
der Aufreinigung der Fusionsproteine.

Am Abend vor der Expression der Fusionsproteine wurde eine Vor-
kultur des entsprechenden Bakterienstammes in LB-Medium mit
Kanamycin und Chloramphenicol (34 pg/ml) angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Am néachsten Tag wurde
die gewiinschte Menge LB-Medium mit Kanamycin und Chlo-
ramphenicol im Verhéltnis 1:10 mit der Vorkultur beimpft und bis zu
einer OD (600 nm) von 0,6 bei 37°C inkubiert. Dann wurden die
Kulturen bei 25°C weiter unter Schiitteln inkubiert, bis eine ODgg
von 0,8 erreicht war.

Die Kultur wurde fiir mindestens 2 h bei 25°C mit 4 mM IPTG auf
einem Schiittler induziert. Die Ernte der induzierten Bakterien er-
folgte fiir 10 min. bei 4°C und 4000 rpm.

Die Pellets (jeweils von 1 L Kultur) wurden vorsichtig mit 8 ml eis-
kaltem, mit Proteinaseinhibitoren (Complete Mini EDTA-free, Ro-
che) versetztem PBS resuspendiert (ab hier erfolgten alle Schritte
stets gekiihlt/ auf Eis und in Anwesenheit der Proteinaseinhibito-
ren). Der Aufschluss der induzierten Bakterien erfolgte durch Soni-
fizieren (30 sec., 40% Power, ein durchgehender Sto3) und anschlie-
Bende Zugabe von 1/10 Vol. 10% Triton X-100 (Endkonz. 1%).
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Die Zelltriimmer und denaturierte Aggregate der aufgeschlossenen
Zellen wurden durch zweimaliges Zentrifugieren von 10’ bei 12.000
g pelletiert (4°C) und der Uberstand jeweils in ein neues Falcon ii-
berfiihrt.

Die Aufreinigung erfolgte mittels Gluthathione-Matrix (Fast-Flow-
Glutathione-Agarose von Pharmacia), pro 1L Startkultur wurden
250-500 pl Matrix eingesetzt (Erfahrungswert: bei der Aufreinigung
von GST-E8"E2C wurde im Vergleich zu anderen Konstrukten die
doppelte Menge Startkultur pro Matrixvolumen eingesetzt, d.h. ent-
weder doppelte Menge Kulturmedium oder halbe Menge Gluthathio-
ne-Matrix) und iiber Nach bei 4°C inkubiert (Uberkopf-Taumler, im
Kiihlraum).

Am nichsten Morgen wurde die Matrix in eine kleine Chroma-
tographie-Saule iiberfithrt und nach Absetzen der Glutathione-
Agarose der Uberstand dariiber gegeben. Nach Durchlauf des Uber-
stands wurde 5x mit 10 ml PBS (+Protease-Inhibitor) und 5x mit 10
ml NP40-Puffer (0,1 % Igepal 630, ebenfalls mit Proteinase-
Inhibitor) gewaschen.

Nach Zugabe von Natriumazid wurde das Fluat bei 4°C gelagert
bzw. per SDS-Page die Ausbeute und Reinheit bestimmt.

3.3.4.2 In vitro Translation **S-markierter Proteine

Es wurde streng der Verfahrensvorschrift des Herstellers gefolgt. Pro
50 pl Reaktion wurden folgende Ansétze (stets auf Eis) pipettiert:
40 ul TNT Quick Master Mix

2 ul Plasmid DNA [0,5 pg/ul], d.h. 1 ug Plasmid DNA/ Reaktion
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ad 48 pl mit dd H,0, anschlieBend wurde im Isotopenlabor die *°S-
markierte Aminosiure zugegeben.

2 ul **S Methionin oder **S Cystein
Bei Mehrfach-Ansdtzen wurden alle Mengen entsprechend verviel-
facht. Der Mix wurde bei 30° C fiir 60 Min. inkubiert und anschlie-
Bend 1 min. bei 14.000 rpm abzentrifugiert. In der Regel wurde so-
fort anschlieBend weiter gearbeitet (GST-Pulldown Experimente),
nur sehr selten wurde der Reaktionsmix bei 4° C iiber Nacht aufge-
hoben.

3.3.4.3 Herstellung von Zellextrakten aus eukaryoten Zellen

Die Zellen wurden in 1 ml eiskaltem PBS abgeschabt und abzentri-
fugiert (30 sec. bei 20.000x g und 4°C). Das Zellpellet wurde fiir 10
min. auf Eis in 300 pul NP40-Puffer (0,1% Igepal 630 +1x complete
EDTA free Protease-Inhibitor, Roche) lysiert. Nach Abzentrifugation
der Zelltriimmer (10 min. @ 20.000x g @ 4°C) wurde der Uberstand
in ein neues ReaktionsgefdB3 iiberfithrt und das Pellet verworfen.
Wenn irgend moglich wurde sofort weitergearbeitet und die Zellex-
trakte nicht eingefroren.

Je nach Zelllinie waren fiir die Lyse unterschiedliche Konzentratio-
nen insbesondere des Igepal 630 notwendig. Fiir ®DNX-Zellen wurde
in der Regel mit 0,1 % Igepal 630 in NP40 Puffer gute Ergebnisse

erzielt.
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3.3.4.4 GST-Pulldown Experimente

In der Regel wurden diese mit in vitro translatierten, d.h. **S-mar-
kierten Proteinen durchgefiihrt, d.h. ein an GST-Agarose gebundenes
Protein wurde hinsichtlich seiner Interaktion mit dem in vitro herge-
stellten Interaktionskandidaten iiberpriift. Seltener wurde eine Inter-
aktion mit Proteinen aus Zellextrakten mit Hilfe von Western Blot-
Analyse iiberpriift.

Mittels SDS-PAGE wurden jeweils zundchst die an die Glutathion-
Agarose gebundenen Proteinmengen abgeglichen (i.d.R. GST-
E8"E2C vs. GST-E8"E2Cd3-12 sowie zur Kontrolle GST allein).
Pro Reaktionsansatz wurden nun 20 pl (entspricht ca. 0,1 pg Protein)
der entsprechenden Agarose zu 1 ml NP40 Puffer mit 0,1 % Igepal
630 gegeben (dazu wurde eine an der Spitze abgeschnittene 200 pl-
Pipettenspitze in die abgesetzten Beads versenkt und die Beads vor-
sichtig aufgenommen).

Beim Mengenabgleich der eingesetzten, an die Gluthathione-Matrix
gebundenen GST-Proteine, wurde groer Wert darauf gelegt, gleiche
Mengen der jeweiligen GST-Proteine in einem Experiment einzuset-
zen. D.h. es war wichtiger, von jedem Protein ungefihr gleich viel
einzusetzen als die absolute pg-Menge der eingesetzten Proteine (da
in jedem Fall ein Uberschuss der Kdderproteine vorliegt). Mittels der
nach der Aufreinigung auf ein SDS-PAGE aufgetragenen und Coo-
massie-gefarbten Proben konnten diese relativen Mengen anhand der
Bandenstérke gut abgeschitzt werden. Wenn sich aufgrund der je-

weils unterschiedlichen Proteinmengen an der Matrix deutliche Ab-
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weichungen beim Volumen der Matrix ergaben, wurde ggf. mit dqui-
librierter Matrix aufgefiillt.

Die Beads wurden nun 1 min. bei 500g in einer auf 4° C vorgekiihl-
ten Zentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abge-
nommen.

Zu den Beads wurde nun zunéchst 0,5 ml NP40 Puffer mit 0,1%
Igepal 630 gegeben und anschlieBend das hergestellte radioaktive
Protein zu jeweils gleichen Teilen. Das Gemisch wurde 2 h bei 4° C
im Uberkopftaumler inkubiert.

Nach der Inkubation wurde erneut 1 min. in der vorgekiihlten Zentri-
fuge abzentrifugiert (500g) und der Uberstand sehr vorsichtig mit
einer Pipette abgezogen. AnschlieBend wurde 8mal mit je 1 ml
NP40-Puffer mit 0,1% Igepal 630 gewaschen (jeweils Zentrifugation
bei 500g). Nach dem letzten Waschgang wurde der Uberstand sehr
genau abgenommen, so dass so wenig Uberstand wie moglich zuriick
blieb (dies wurde durch erneutes Abziehen des Restiiberstands mit
einer 10 pl Pipettenspitze erreicht). Nach Zugabe von 20 ul 4X SDS-
Probenpuffer wurde die Probe 5-10 min. bei 95% aufgekocht und
anschlieBend 1 min. bei 14.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde vollstindig auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen.

3.3.4.5 Co-Immunprizipitation

Eine alternative Methode zur Analyse moglicher Bindungspartner
war die ColP, die in der Regel aus Zellextrakten durchgefiihrt wurde,

in die zuvor entweder
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e nur das Koderprotein bzw. Kontrollen (d.h. Nachweis des endo-
gen vorliegenden Interaktionspartners/ Beuteproteins) oder

e das Koderproteinoptional bzw. Kontrollen und das Beute-Protein
(d.h. beide Proteine iiberexprimiert) transfiziert wurden.

Wie oben beschrieben wurden die Zellen geerntet und Extrakte ange-

fertigt. In die oben beschriebenen 300 pl Zellextrakt wurden 40 pg

eines an Agarose oder Sepharose gebundener Antikorper (z.B. Aga-

rose-aGAL4, die Mengenangabe bezieht sich hier nur auf den Anti-

korper) zugegeben.

Nach einer Inkubation von 1-2 h bei 4° C im Uberkopftaumler wurde

7x mit eiskaltem 1 ml NP40 Puffer mit 0,1 % Igepal 630 gewaschen

(die Agarose/ Sepharose Beads wurden jeweils bei 500g abzentrifu-

giert, der Uberstand vorsichtig abgezogen und 1 ml frischer Puffer

zugegeben).

Am Ende der Waschprozedur wurde der Uberstand sehr griindlich

abgezogen, mit 20 pl 4X SDS-Probenpuffer aufgekocht und der re-

sultierende Uberstand durch Western Blot auf die Anwesenheit der

potenziellen Bindungspartner analysiert.

3.3.4.6 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in eindimensionalen, diskon-
tinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Die 8-15
%-ige Trenngel-Losung wurde direkt nach der Zugabe des Polymeri-
sationsstarters APS zwischen zwei vertikale Glasplatten (Space-
rabstand 0,5 mm/ 0,75 mm/ 1 mm/ 1,5 mm)gegossen und mit 2-

Propanol tiberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das 2-
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Propanol entfernt, mit Wasser nachgewaschen und anschlie3end das
4% Sammelgel gegossen.

Die Proben wurden zur Denaturierung und Abséttigung der Proteine
mit SDS fiir 5 min. bei 95°C in SDS-Probenpuffer erhitzt, auf Eis
abgekiihlt, kurz bei 14000 rpm abzentrifugiert und auf das SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Als GroBenstandard diente ein farbmar-
kierter Protein-Molekulargewichtsstandard (Invitrogen oder Fermen-
tas). Die Elektrophorese erfolgte in SDS-PAGE-Laufpuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) bei 200 V fiir 35-50 min.

3.3.4.7 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membran
(Western-Blot)

Fiir die nachfolgende Immunreaktion wurden die tiber SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine im Tank-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellu-
losemembran {ibertragen. Zwei Gel-Blotting-Papiere (Schleicher &
Schiill) und eine Nitrocellulose-Membran wurden auf die GroBe des
Trenngels (5,5 x 8,5 cm) zurechtgeschnitten. Das Sammelgel wurde
nach dem Gellauf entfernt. Die Membran wurde kurz in H,O be-
feuchtet und anschlieBend zusammen mit dem Papier fiir 10 min. in
CAPS-Puffer pH 10,3 (10 mM CAPS, 10% (v/v) Methanol, einstel-
len des pH mit 10M NaOH) équilibriert. Das Trenngel wurde nur
kurz in CAPS-Puffer gewaschen. Auf die Kathode der Blotapparatur
wurden zwei Lagen Gel-Blotting-Papier, darauf das Trenngel und die
Nitrocellulose-Membran sowie zwei weitere Lagen Gel-Blotting-

Papier gelegt. Der ganze Aufbau wurde luftblasenfrei ausgerollt. Der
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Transfer erfolgte fiir 75-90 min. bei konstant 75-90 V in einer Tank-

Blotkammer mit Kiihlschleife unter stindigem Riihren.

3.3.4.8 Immunologischer Nachweis transferierter Proteine

Die gesuchten Polypeptide wurden nach dem Transfer auf der Nitro-
cellulosemembran mit einem fiir die jeweiligen Proteine spezifischen
Erstantikorper sowie einem gegen den Erstantikorper gerichteten
Zweitantikorper nachgewiesen. Das an den Zweitantikorper gekop-
pelte Enzym Meerrettich-Peroxidase erzeugte in Anwesenheit seines
Substrats eine Chemilumineszenz. Alle Inkubationen und Wasch-
schritte erfolgten bewegt.

Zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran
mindestens 1 h bei RT bei 4°C in Blockmilch (5 % Magermilchpul-
ver in TBST Puffer) inkubiert. Die Erstantikdrper wurden wie unter
Abschnitt 3.2.7 angegeben in Blockmilch verdiinnt und {iber Nacht
bei 4°C mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran 3x
10 min. mit TBST gewaschen. Der Zweitantikorper wurde wie unter
Abschnitt 3.2.7 angegeben in Blockmilch verdiinnt und fiir 1 h bei
RT mit der Membran inkubiert. Nach der Wiederholung der Wasch-
schritte erfolgte die Detektion mit dem Chemilumineszenz-Kit Su-

perSignal West Dura oder Femto (Pierce).
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3.3.5 Hefe-Methoden

3.3.5.1 Yeast-two-Hybrid (Clontech Matchmaker)

Entsprechend den Angaben des Herstellers wurde ein Y2H Screen
mittels Yeast Mating durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein ES§"E2C-
GALA4 Fusionsprotein in das pGBKT7 Plasmid eingefiihrt und die
Expression kontrolliert.

Mit dem vom Hersteller gelieferten Y187 Hefestamm (die eine HeLa
cDNA Genbank enthielt) wurden die Hefen gepaart und anschlie-
Bend auf Trp-/Leu-/His-/ bzw. Trp-/Leu-/His-/Ade- Selektionsmedi-
um angezogen.

Die angewachsenen Klone wurden in Leu- Medium angezogen, die
Expressionsplasmide mit der cDNA-Sequenz aufgereinigt, in ultra-
kompetente E.coli transformiert, ein Miniprdp durchgefiihrt und die
DNA sequenziert.

Die gewonnenen Sequenzen wurden anschlieBend iiber eine Daten-

bank-Suche mit bekannten Sequenzen abgeglichen.

3.3.5.2 Yeast-two-Hybrid (Kooperation Michael Winkler)

Michael Winkler (Universitit Kiel) fithrte in Kollaboration zu dieser
Arbeit einen weiteren Yeast-2-Hybrid Screen durch. Hierzu wurde
ein Fusionsprotein von E8"E2C und dem c-terminal fusionierten
GAL4 Hefe-Transkriptionsfaktor verwendet (das System wurde im
Details unter Durfee, 1993 beschrieben). Das Plasmid sowie das
TRP1 Gen enthaltende Koder-Expressionsplasmid wurde in den

Hefestamm Y 153 transformiert. Die in Trp- wachsenden Hefen wur-
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den mit einem weiteren Expressionsplasmid transformiert, der neben
einer humanen Lymphozyten cDNA Genbank auch das LEU2 Gen
enthielt.

Die beide Proteine exprimierenden Hefeklone (die auf Trp-/Leu-
Medien anwuchsen) wurden mit 25mM 3-Aminotriazol selektiert.
Von Michael Winkler wurden 70 gepickte Hefeklone iibergeben, die
bereits mit Xhol bzw. Bglll zur Kontrolle gespalten worden waren.
Aus diesen Hefeklonen wurde das die cDNA-Sequenz enthaltende
Expressionsplasmid gewonnen und in ultrakompetente E. coli trans-
formiert. Mittels Qiagen Miniprips wurde das Plasmid gewonnen,
mit Restriktionsenzymen verdaut und die cDNA-Sequenz anschlie-
Bend sequenziert. Die gewonnenen Sequenzen wurden anschlieend

iiber eine Datenbank-Suche mit bekannten Sequenzen abgeglichen.
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4 Ergebnisse

4.1 HDAC-Inhibitoren konnen die Transkriptions-
repression durch ES*E2C teilweise aufheben

Histon-Deacetylasen nehmen eine zentrale Stellung ein bei Veridnde-
rungen des Chromatins. Der Grad der Histon-Acetylierung ist einem
dynamischen, von Histon-Acetylasen (HATs) und —Deacetylasen
(HDACG:) kontrolliertem Gleichgewicht unterworfen. HDACs kon-
nen Hetero- und Homodimere bilden und mit zahlreichen anderen
Proteinen des Heterochromatins wechselwirken (Craig, JM 2004).
Sie kénnen daneben Teil groer makromolekularer Komplexe sein,
insbesondere des NuRD und des SIN3-Komplexes (siehe Einlei-
tung).

Von allen an der Heterochromatisierung beteiligten Proteinen geho-
ren die HDACs zu den am besten untersuchten. Die Histon-Deace-
tylasen werden auf der Basis zu ihrer Ahnlichkeit zu den urspriingli-
chen Hefe-Deacetylasen in drei Klassen unterteilt: Die HDACs 1, 2,
3 und 8 werden zur Klasse I gezéhlt, die HDACs 4, 5, 6, 7, 9 werden
der Klasse II zugerechnet. Eine dritte Klasse enthilt die NAD-
abhéngigen Sirtuin-Proteine (SIRT1 bis SIRT7).

Bei der Heterochromatisierung spielen vor allem die Klasse |
HDAC: eine zentrale Rolle. Dabei sind die HDACs 1 und 2 fester
Bestandteil der groen, in der Einleitung erwéhnten Proteinkomple-

xe. Diese Arbeit konzentrierte sich daher zundchst auf die Untersu-
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chung der HDACs 1, 2 und 3 mit dem Ziel, eine funktionelle Rolle
der HDACs bei der Vermittlung der Repression von Transkription
oder Replikation durch E8"E2C abzufragen.

Daher wurden zunéchst die HDAC-Inhibitoren HC-Toxin (aus dem
Pilz Helminthosporium carbonum) und das Benzinamid MS-275
ausgewahlt, die gegen Klasse I Histondeacetylasen wirken (Simonini
2006, Park JH et al 2004, Walton JD 2006, Joung KE et al 2004).

HC-Toxin MS-275

Abbildung 10: Strukturformeln der HDAC-Inhibitoren

Es wurden Inhibitorkonzentrationen von 3 uM HC-Toxin im Lo6-
sungsmitte]l DMSO (Endkonz. von 1:300 des Losungsmittels DMSO
in Zellkulturmedium) und von 10 pM MS-275 verwendet (Endkonz.
1:1.000 des Losungsmittels DMSO in Zellkulturmedium).
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4.1.1 HC-Toxin und MS-275 fiihren nicht zu einer vermin-
derten Zellvitalitat

Die verwendeten Inhibitoren wurden in den eingesetzten Konzen-
trationen im WST-1 Zellproliferationsassay (Firma Roche) hinsicht-
lich der Beeintrachtigung der Zellfunktionen getestet. Hier wird die
Stoffwechselrate von Zellen anhand der Bildung von Formazon ge-
messen (als ODsg). Die Tests wurden sowohl bei immortalisierten
Keratinozyten HPK E6/E7-Zellen als auch bei scc-13 Zellen durch-
gefiihrt. Fiir den Versuch wurden Inhibitorkonzentrationen von 0 uM
bis 30 uM im Zellkulturmedium eingesetzt. Um die hohen Werte zu
erreichen, war der Einsatz des Losungsmittels DMSO in Konzentra-
tionen von >1:1.000 notwendig, der nach Vorexperimenten fiir sich
schon ausreichte, um die Zellproliferation deutlich zu beeintrachti-
gen.

Bei einer Inkubationszeit von 14 Stunden bei 37°C konnte keine
durch HC-Toxin oder MS-275 hervorgerufene Beeintriachtigung der
Zellproliferation festgestellt werden (siehe Abb. 11 und 12).

Eine Verminderung der Zellproliferation wurde lediglich abhingig
von der Endkonzentration des eingesetzten Losungsmittels DMSO

ab einer Konzentration von >1:300 im Zellkulturmedium beobachtet.
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Zellproliferation: HPKEGE7-Zellen
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Abb. 11: WST-Zellproliferations-Assay
fiir den HDAC-Inhibitor MS-275
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Zellproliferation: HPK E6E7-Zellen
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Abb. 12: WST-Zellproliferations-Assay
fiir den HDAC-Inhibitor HC-Toxin
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4.1.2 Der HDAC-Inhibitor HC-Toxin induziert Histonacety-
lierung im eingesetzten Zellsystem

Bei der fiir die Luciferase-Transkriptionsassays sowie dem Replika-
tionsassay eingesetzten scc-13 (Plattenepithelkarzinom-Zelllinie)
wurde untersucht, ob HC-Toxin eine spezifische Wirkung auf Klasse
I Histondeacetylasen entfaltet.

Bei einer 14-stiindigen Inkubation mit/ ohne HC-Toxin bei 37°C im

< <
- -
< <
9 9
N N
z 3 z 3
g 9 g 3
22 i3 8¢
o @ T © 8 £
- - - + + + 3 uM HC-Toxin
-~
. . .
50kD- w -~ e N e anti a-Tubulin

36kD- @ . - .! anti GAL4

22kD- by i ‘

16 kD - -

Abb. 13: Proteinexpression mit und ohne HC-Toxin in SCC-13
Zellen

Mit Expressionsvektoren von GAL4-Fusionsproteinen transfizierte
scc-13 Zellen nach 14h Inkubation +/- HC-Toxin und anschlielender
Nachweis im Western Blot auf a-Tubulin (Kontrolle des Proteinle-
vels, oben), Acetyl-Histon H3 (Mitte), GAL4 (Kontrolle der Expres-
sionslevel der transfizierten Plasmide).
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Zellkulturinkubator konnte nach Zellaufschluss mit SDS-
Probenpuffer im anschlieBenden SDS-PAGE/ Western Blot gezeigt
werden, dass die acetylierten Histone H3 abhéngig von der Zugabe
der HDAC-Inhibitoren deutlich zunehmen, d.h. die Deacetylierung
wirksam inhibiert wurde. Der Vergleich mit der a-Tubulin-
Expression in denselben Proben ergab eine schwache Zunahme des
exprimierten o-Tubulins unter HC-Toxin-Einfluss.

Die GAL4-Fusionsproteine ES"E2C-GAL4 und GAL4-HP1 wurden
unter Einfluss des HDAC-Inhibitors ebenfalls stiarker exprimiert.

4.1.3 HDAC-Inhibitoren HC-Toxin und MS-275 heben die
transkriptionelle Repression durch E8*"E2C(1-37)-
GAL4 und E8"E2C teilweise auf

Um die mogliche Beteiligung von Histon-Deacetylierung an der
Wirkweise von E8"E2C zu untersuchen, wurden die beiden HDAC-
Inhibitoren in Luciferase-Assays getestet. Hierfiir wurden je 50.000
HPVEG6/ E7-immortalisierte humane primére Keratinozyten in
24well Zellkulturschalen mit verschiedenen Expressionsplasmiden
sowie einem Luciferase-Reporterplasmid transfiziert und dann mit
den entsprechenden Inhibitoren oder mit Losungsmittelkontrolle
inkubiert.

Es wurden Inhibitorkonzentrationen von 3 uM HC-Toxin im L6-
sungsmitte]l DMSO (Endkonz. von 1:300 DMSO in Zellkulturmedi-
um) und von 10 uM MS-275 verwendet (Endkonz. 1:1.000 DMSO

in Zellkulturmedium).
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Die transkriptionelle Repressionsaktivitit des ES*"E2C-Proteins wur-
de in Luciferase-Assays gemessen. Hierzu wurde ein Luciferase-
Reporterkonstrukt mit minimalem Promotor und GAL4-Bindestellen
(Abbildung 14) kotransfiziert mit verschiedenen Expressionsvekto-
ren:

o ES"E2C(1-37)-GALA4,

e die GAL4-DNA-Bindedomine allein,

e GAL4-KRAB

o GAL4-TRIM2S.

TATANINR

Abb. 14: Minimaler Promotor pcl8 SP1 4XGAL4

Die beiden Konstrukte GAL4-TRIM28 und GAL4-KRAB dienten
hierbei als Kontrolle fiir E8"E2C. Beides sind bekannte Trans-
kriptionsrepressoren (wie die KRAB-Doméne) bzw. Cofaktoren
(TRIM28, synonym werden auch die Name TIF18 oder KAP1 ver-
wendet), die die Transkription von Reporterkonstrukten sehr effektiv
reprimieren konnen. Lorenz et al (2001) zeigten, dass diese
Transkriptionsrepression unabhingig von Histondeacetylierung er-
folgt.
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Abb. 15: Luziferase-Reporterassays in HPK E6E7 in Anwesenheit
von HDAC-Inhibitoren

Ergebnisse der Luciferase-Reporterassays jeweils ohne (leere Balken)
und mit (volle Balken) HDAC-Inhibitor der angegebenen Konzentra-
tion. Sie Zellen wurden mit dem Luziferasereporterplasmid pC18-SP1-
4xGALA4-luc und den entsprechenden Expressionsplasmiden fiir GAL4-
Fusionen kotransfiziert und nicht (leere Balken) oder mit (volle Balken)
den entsprechenden Inhibitoren behandelt und die Enzymaktivitét
bestimmt.

88




Die Transkriptionsassays zeigten, dass das ES"E2C(1-37)-GAL4
Fusionsprotein die Transkriptionsaktivitit des minimalen Promotors
auf 20-30 % reprimieren kann verglichen mit der GAL4 transfizierte
Kontrolle mit/ ohne Inhibitor. Auch die an eine GAL4-DNA-
Bindedomine fusionierte KRAB-Doméane und GAL-4-TRIM28 re-
primierten die Luciferase-Transkription in vergleichbarem Umfang.
Durch Zugabe von HDAC-Inhibitoren zu den HPK E6E7-Zellen

Aufheben der E8AE2C-Repression
durch HDAC-Inhibitoren

70

60 T

50

40

rel. Aktivitat [%]

30 -
20

10 -

MS-275 HC-Toxin

Abb. 16: HDACi Luciferase Reporterassays in HPKE6/E7.

Zellen wurden mit dem Luziferasereporterplasmid pC18-SP1-
4xGALA4-luc und dem E8"E2C Expressionsplasmid kotransfiziert und
mit den entsprechenden Inhibitoren (3uM HC-Toxin bzw. 10 uM MS-
275) behandelt und die Enzymaktivitdt bestimmt.
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konnte die von E8"E2C(1-37)-GAL4 vermittelte Transkriptions-
repression teilweise aufgehoben werden: nach Zugabe von MS-275
reduzierte sich die Transkriptionsrepression durch E§"E2C(1-37)-
GALA4 von 15% auf 64%, dagegen bei Anwesenheit von KRAB-
GAL4 nur von 25 auf 34%. Nach Zugabe von HC-Toxin nahm die
Transkription in Anwesenheit von E8"E2C(1-37)GAL4 von 34 auf
77% zu, bei Anwesenheit von KRAB-GAL4 von 34% auf 43%. Die
Transkriptionsrepression durch GAL4-TRIM28 wurde durch Zugabe
von MS-275 oder HC-Toxin nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis wies
darauf hin, dass bei der Vermittlung der Transkriptionsrepression
durch E8"E2C(1-37) Histondeacetylierung eine Rolle spielt.
Daneben kann die Transkription des Reporterkonstrukts jedoch auch
unabhingig von Histon-Deacetylasen inhibiert werden, wie KRAB-
GAL4 und TRIM28-GALA4 zeigen.

Als weiterer Kontrollversuch wurde das Experiment wiederholt mit
einem Expressionsplasmid fiir das natiirliche E§"E2C und einem
Reporterplasmid mit minimalem Promoter, jedoch ohne GAL4-
Bindestellen. Es wurden die gleichen MS-275 und HC-Toxin Kon-
zentrationen verwendet wie oben beschrieben. Es zeigte sich, dass
die Inhibitoren auch die Repressorfunktion des kompletten ES*"E2C
beeintrachtigen konnen (Abbildung 16).
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4.1.4 HC-Toxin neutralisiert transkriptionelle E8-
Repressorfunktion in scc-13 Zellen vollstidndig

Um einen Vergleich zu den fiir die Replikationsassays verwendeten
scc-13 Zellen zu erhalten, wurde der Luciferase-Reporterassay mit
E8"E2C (1-37)-GAL4 und dem Reporterplasmid pC18-SP1-
4XGAL4-LUC in diesen Zellen wiederholt.

Es zeigte sich, dass die Transkriptionsaktivitit des Reporters in die-

3 uM HC-Toxin in scc-13

120

100 - T

80

% 6
40 -
20 |
L
DMSO HC-Toxin
0 pSG-Gal4 m E8"E2C (1-37)-Gal4

Abb. 17: HDACi Luciferase-Reporterassay in scc-13

Zellen wurden mit dem Luziferasereporterplasmid pC18-SP1-
4xGALA4-luc und Expressionsplasmiden fiir GAL4 (leere Balken) oder
E8"E2C(1-37)-GAL4 (ausgefiillte Balken) kotransfiziert und mit den
entsprechenden Inhibitoren behandelt und die Enzymaktivitét
bestimmt.
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sen Zellen nicht nur teilweise, sondern praktisch vollstdndig durch
Zugabe von 3 uM HC-Toxin wieder hergestellt werden kann. Das
Ergebnis dieses Versuchs erlaubte es somit grundsétzlich, die in die-
ser Arbeit vorwiegend genutzten Assays flir Transkriptionsrepression

und fiir Replikationsrepression miteinander zu vergleichen.

4.2 Die E8-Domane interagiert spezifisch mit den
Klasse | Histon-Deacetylasen HDAC 1, 2 und 3

Nach dem Nachweis, dass Histondeacetylase-Inhibitoren die trans-
kriptionelle Repressorfunktion von E§"E2C aufheben kénnen, sollte
untersucht werden, ob eine Interaktion zwischen E8"E2C und
HDAC:s existiert. Da die beiden Klasse | HDACs 1 und 2 als Be-
standteile grofle, Chromatin modifizierender Komplexe bekannt wa-
ren (siche Einleitung), wurden die drei Klasse | HDACs 1, 2 und 3

ausgewdhlt.

4.2.1 Affinitdtsgereinigte GST-E8"E2C-Fusionsproteine
weisen einen hohen Reinheitsgrad auf

Entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll wurden mit einem
GST-Tag versehene Fusionsproteine in Bakterien exprimiert und
anschlieBend affinititsgereinigt. Die im Anschluss an die Aufreini-
gung durchgefiihrte Analyse mittels SDS-PAGE zeigte durchgéngig

befriedigende Ausbeuten und eine hohe Reinheit der induzierten
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Fusionsproteine sowie das erwartete Molekulargewicht der Proteine

(Abb. 18).

Neben GST-E8"E2C wurde stets die funktionell inaktive Deletions-
mutante GST-E8"E2C A3-12 sowie als Negativkontrolle das GST-

Protein allein aufgereinigt und in den nachfolgenden Experimenten

(GST-Pulldown Experimente oder Koimmunprézipitationen) einge-

setzt. In einigen Féllen wurde als weitere Kontrolle das aufgereinigte

Abb. 18: Coomassie-gefirbtes
Gel zum Nachweis der affini-

titsgereinigten GST-
Fusionsproteine

Anhand der SDS-PAGE Nachwei-
se nach der Affinitétsreinigung
wurde vor den GST-Pulldown-
Versuchen die Ausbeute und
Reinheit der Fusionsproteine be-
stimmt.

GST
GST-E8AE2C
GST-ESAE2C A3-12
GST-Hp1a

GST-HP1a Fusionsprotein
eingesetzt, da HP1a ein gut
untersuchtes Protein mit
zahlreichen bekannten
Interaktionspartnern ist und
somit ggf. als Positivkontrolle
diente.

Mit Hilfe der SDS-PAGE wurde
vor den Pulldown-Experimenten
ein Mengenabgleich vorge-
nommen, d.h. die eingesetzten
Menge der drei bzw. vier an
Agarose-Matrix gebundenen
Fusionsproteine wurde so ange-
passt, dass in jedem Reaktions-
gefdl die gleiche Menge Fusi-
onsprotein zum Einsatz kam.

Um eine Verfilschung der Er-



gebnisse durch unterschiedliche Mengen anwesender Agarose-
Matrix auszuschlieBen, wurden ggf. entsprechende Mengen dqui-

librierter ,,leerer* Glutathion-Agarose addiert.

4.2.2 Klasse I-Histon-Deacetylasen interagieren in Pull-
down-Experimenten mit ES"E2C

Um eine Interaktion zwischen ES”E2C und verschiedenen Histon-

Deacetylasen abzufragen, wurden Pull-down-Experimente mit *°S-

HDAC1 HDAC2 HDAC3
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Abb. 19: GST-Pulldown von in vitro translatierten Klasse I HDACs
aus Kaninchen Retikulozyten-Extrakt

(a) Pulldown mit IVT HDACI1-3; (b) Wiederholung des Versuchs von
(a), hier wurde der Input nicht als Vergleich aufgetragen; (¢) Umrech-
nung der gemessenen Werte in Prozent, bezogen auf den 10% Input.
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Methionin bzw. Cystein radioaktiv markierten Proteinen durchge-
fiihrt. Die drei Klasse I-Histon-Deacetylasen (HDACI, 2 und 3)
wurden in vitro translatiert und mit **S-Methionin bzw. **S-Cystein
markiert. AnschlieBend wurden Aliquots der translatierten Proteine
zu an Sepharose-Matrix gebundenen GST-Fusionsproteinen gegeben
und zwei Stunden bei 4°C im Uberkopftaumler inkubiert. Die einge-
setzten Proteinmengen der GST-Fusionsproteine wurden dabei je-
weils abgeglichen, so dass vergleichbare Mengen fiir jeden Ansatz
verwendet wurden (siche Abbildung 19). Nach siebenmaligem Wa-
schen mit NP40 Puffer (0,1% Igepal 630) wurden die Proteine mit
SDS-Probenpuffer eluiert und mittels SDS-PAGE und anschlie3en-
der Autoradiographie quantifiziert.

Es zeigte sich, dass alle drei Klasse | HDACs in einem dhnlichen
Ausmal (ca. 10% des Inputs) an GST-E8”E2C binden, nicht jedoch
an GST allein. Die funktionell inaktive Deletionsmutante GST-
ES8"E2C A3-12 wurde erheblich schwicher gebunden (um den Faktor
3-6), was nahe legt, dass die Interaktion iiber die E8-Repressor-

domine erfolgt.

4.2.3 HDAC3-GAL4 kann mit GST-E8"E2C aus Zellextrak-
ten prézipitiert werden

Die beiden HDACs 1 und 2 sind weitgehend homolog und hinsicht-

lich ihrer Funktion gut untersucht. Ein grofer Teil der vorhandenen

Proteine kommt in groen Proteinkomplexen vor; unter anderem

bilden sie den Ausgangskomplex fiir die groflen, in der Heterochro-

matisierung aktiven Multiproteinkomplexe wie NuRD oder SAP
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(siehe Einleitung). Daher
wurden die weiteren Unter-

suchungen auf die Interakti-

98 kDa - =
64 kDa - wnguy —_ on mit HDAC3 fokussiert,
50 kDa - "= N . . .
iiber die wesentlich weniger
> . .
B E o o3 bekannt ist. Sie kommt so-
© ' =
- w Q
% © S p~ |J—: wohl gebunden an grofle
> w 9 .
Fi 5 R Komplexe als auch in grofe-
<
© ﬁ'?J ren Anteilen frei im Zellkern
[
3 VOr.
Um HDAC3 aus Zell-
extrakten mittels GST-
Abb. 20: GST-Pulldown von ) )
HDAC3-GAL4 aus Gesamtzellex- Fusionsproteinen und an-

trakten schlielendem Western Blot

nachweisen zu konnen, wur-
de die GAL4-DNA-Bindedoméne an HDACS3 kloniert.
Der entsprechende Vektor wurde in 12 100mm-Schalen ®NX-Zellen
transfiziert und die Gesamtzellextrakte aus je 3 Schalen zu gleichen
Mengen an Sepharose-Matrix gebundene GST-Fusionsproteinen
gegeben (GST; GST-E8"E2C; GST-E8"E2C A3-12; GST-HP1a).
Nach zwei Stunden Inkubation im Uberkopftaumler bei 4°C wurde
siebenmal mit NP40-Puffer (0,1% Igepal 630) gewaschen und die
Proteine mit SDS-Probenpuffer eluiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt
und im Western Blot detektiert (HRP-gekoppelter Antikorper gegen
GAL4). Im Western Blot zeigte sich eine deutliche Bande bei der
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erwarteten Proteinmasse des GAL4-Fusionsproteins von 64 kDa in
den Spuren des Zellextraktes und beim GST-E8”E2C. Eine sehr viel
schwichere Bande ist in der Spur der funktionell inaktiven GST-

ES"E2C A3-12 Deletionsmutante zu erkennen (Abb. 20).

4.2.4 Koimmunprézipitation von HDAC3-STREP und
E8ME2C(1-37)-GAL4

Um die Interaktion von E8"E2C und HDACS3 in vivo zu untersuchen,

wurden Koimmunprézipitationen durchgefiihrt. Hierzu wurde ein
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98 kDa - 98 KDa. .‘
64kDa-w _ sakpa- . X
50 kDa-# | 50 kDa -m o HDAC3
36kDa -y
22kDa- = - S
Bk _
16 kDa - “ 16 kDa _k ot . o GAL4'HRP

Abb. 21: Coimmunprizipitation von GAL4-Fusionsproteinen und
Strep-HDAC3

(a,b) Immunoblot-Nachweis der iiberexprimierten Strep-HDAC3 und
GAL4-Fusionsproteine im Gesamtzellextrakt durch cHDAC3 (a) und -
GALA4 (b). (¢, d) Immunoblot-Nachweis der an Streptactin Matrix gebun-
denen Strep-HDAC3 und GAL4-Fusionsproteine durch durch cHDAC3
(c) und a-GAL4 (d).
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STREP-Tag-HDAC3 Fusionsprotein konstruiert. Mit Hilfe dieses
Tags kann das Fusionsprotein iiber eine STREP-Tactin-gekoppelte
Matrix préazipitiert werden. In je eine 100mm-Schale ®NX-Zellen
wurden 10 pg HDAC3-STREP und 10 pg des potenziellen Interakti-
onspartners kotransfiziert (pSG GAL4, pSG E8"E2C(1-37)-GAL4
oder pSG E8"E2C(1-37)KWK-GAL4).

Nach 48 h Inkubation wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und
zwei Stunden mit 20 ul STREP-Tactin-Sepharose Matrix inkubiert
(4° C, Uberkopftaumler). Nach sieben Waschgiingen wurden die
Matrizes mit SDS-Probenpuffer aufgekocht und die eluierten Protei-
ne auf SDS-PAGE aufgetragen. Im Western Blot wurden die Interak-
tionskdder (HRP-gekoppelter Antikorper gegen GAL4) und die
HDAC3-STREP-Proteine (Kontrolle des Inputs) detektiert.

Die Abb. 21 aund b zeigten, dass vergleichbare Mengen des
HDAC3-STREP sowie der GAL4-Proteine in allen Zellextrakten
enthalten waren. Ebenso konnte nach den Waschgéngen aus der elu-
ierten STREP-Tactin-Sepharose jeweils vergleichbare Mengen
HDAC3-STRERP fiir alle Proben nachgewiesen werden. Bei der De-
tektion auf GAL4 hingegen war nur in der Spur fiir E8"E2C(1-37)-
GALA4 eine Bande sichtbar, nicht in der Kontrolle (GAL4) oder der
Spur der funktionell inaktiven KWK-Mutante, was nahe legt, dass
die E8-Doméne spezifisch mit HDAC3 interagiert.
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4.2.5 Koimmunprézipitation von iiberexprimiertem

HDAC3-GAL4 mit ES"E2C-Protein A

Nach der Prizipitation iiber das HDAC3-Fusionsprotein wurde ein

weiteres Experiment durchgefiihrt, in dem das komplette E8"E2C-

ESAE2C |
-Prot. A} Prot. A
CE IPICE IP

3 -98 KDa
GAL4-HDACS3 mp - - -64 KDa
- 50 kDa

ESAE2C-Prot. A - -
| -36 kDa

Prot. A s —

Abb. 22: Koimmunprazipitation von GAL4-
HDAC mit ES*"E2C-Prot. A aus Gesamtzellex-
trakt

Der Nachweis erfolgte im Immunoblot mit
GAL4

Protein mit einem
Tag versehen wur-
de, um in einem
Koimmunprizipita-
tions-Experiment
den Interaktions-
partner mit einem
Antikorper im Wes-
tern Blot nachzu-
weisen.

Hierzu wurde auf
Basis von pZOME
ein Expressions-
plasmid hergestellt,

welches ein

E8"E2C-ProtA Fusionsprotein kodiert, das {iber [gG-Sepharose pré-

zipitiert werden kann.

In je 3 100mm Schalen wurden die pZOME Expressionsplasmide
mit und ohne E8*E2C-Fusionsprotein sowie ein HDAC3-GAL4

Expressionsplasmid in ®NX Zellen transfiziert und das Protein A

anschliefend aus dem Gesamtzellextrakt tiber Protein A/G-
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Sepharose-Matrizes prazipitiert. Der Nachweis des Interaktions-
partners HDAC3-GAL4 erfolgte nach SDS-PAGE und Western Blot
iiber einen anti-GAL4-Antikorper.

In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass GAL4-HDAC3 in beiden Ge-
samtzellextrakten vorliegt und nur in der Spur mit ES*"E2C-Protein A
prazipitiert wurde, nicht jedoch in der nur Protein A enthaltenden
Kontrolle. Der Interaktionsnachweise von E§"E2C und HDAC3
konnte somit auch mit dem vollstandigen ES”E2C Protein und bei
einer umgekehrten Anordnung von Kdder- und Beuteprotein in der

Koimmunpréazipitation erbracht werden.

4.3 HDAC-Inhibitoren haben keine Wirkung auf die
Replikationsrepressionsaktivitat von ES*"E2C

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten, dass E"E2C mit Klasse I
HDAC: interagiert, dass diese Wechselwirkung mindestens teilweise
verantwortlich ist fiir die Transkriptionsrepression durch ES*"E2C
und dass die Repression durch E§”"E2C durch HDAC-Inhibitoren
neutralisiert werden kann.

Nach der Wirkung der Klasse I HDAC-Inhibitoren HC-Toxin und
MS-275 auf die transkriptionelle Repression durch E§"E2C und den
Hinweisen auf eine Interaktion mit Klasse I HDACs wurde nun die
Wirkung von HDAC-Inhibitoren auf die HPV E8-vermittelte Repli-
kationsrepression untersucht.

Hierfiir wurden wie oben beschrieben scc-13 Zellen mit Replika-

tionsursprungsreporterplasmiden mit (pGL31URR-4xGAL4) und
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ohne (p31lori) GAL4-Bindungsstellen sowie Expressionsplasmiden

fiir E1, E2 und GAL4-Fusionsproteine kotransfiziert.

In der Auswertung war es so moglich, die Werte fiir den Reporter
mit GAL4-Bindestellen auf den Reporter ohne GAL4-Bindestellen

zu beziehen (interner Standard).

ESAE2C(1-37)-GAL4

GAL4
+ E87E2C(1-37)-GAL4

+ GAL4

3 uM HC-Toxin

. - o T

B .

Abb. 23: Transienter Replikationsassay mit HC-Toxin

Nach Ernte der Zellen wurden Hirtextrakte hergestellt, die nieder-
molekulare DNA isoliert und anschlieBend mittels Dpnl-Verdau die
methylierte, nicht replizierte Plasmid-DNA entfernt. Es verblieb die in
der Inkubationszeit neu replizierte Plasmid-DNA der beiden Repor-
terplasmide mit/ ohne GAL4-Bindestellen. Die Plasmidmenge wurden
mittels Southern Blot radioaktiv iiber eine **P-markierte Sonde detek-
tiert.
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Das HC-Toxin (Endkonzentration wie im Transkriptionsreporter-
Assay 3 uM) wurde 5 h nach Ende der Transfektion auf die Zellen
gegeben und diese weitere 14 Stunden inkubiert.

Nach der Auswertung konnte dem HDAC-Inhibitor kein eindeutiger
Effekt zugeordnet werden. Bezieht man nach der Quantifikation die
Werte der HPV31ori-4XGAL4-Banden auf die jeweilige HPV31ori-
Bande, kommt es zwar zu einer geringen relativen Abnahme der
Replikationsrepression durch ES"E2C(1-37)-GAL4 nach Zugabe von
HC-Toxin. Diese Zunahme beruht jedoch nicht auf starker werden-
den 31ori-4XGAL4-Banden, sondern auf der schlechteren Replikati-
on des p31lori-Vergleichsplasmids, d.h. der schwicher werdenden
Kontrollbande (Abbildung 23). Diese relative Zunahme kann damit
nicht auf einen spezifischen, {iber die GAL4-Fusionsproteine bzw.
die GAL4-Bindestellen auf der DNA wirkenden HC-Toxin-Effekt
zuriickgefiihrt werden. Somit spielt die fiir die Transkriptionsrepres-
sion demonstrierte Beteiligung von HDAC-Aktivitét bei der Repres-
sion der HPV31ori-Replikation keine Rolle.

Dieses unerwartete Ergebnis legte einen Mechanismus zur Vermitt-
lung der Replikationsrepression nahe, der ganz oder teilweise unter-
schiedlich ist von dem zur Transkriptionsrepression, zumindest aber

ohne die Mitwirkung von Histon-Deacetylase-Aktivitit auskommt.
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4.4 Die HDAC-unabhéangigen Transkriptionsfaktoren
HP10, TRIM28 und die KRAB-Domane hemmen
die Replikation des HPV31 Ursprungs

In Abb. 15 wurde bereits gezeigt, dass TRIM28 und die KRAB-

Domaéne unabhéngig von HDACs die Transkription minimaler Pro-

O
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é\\?ﬂ' NOOO ‘lgy‘e b‘:‘@“\ b‘x)\?'\d‘ w@‘b'&’

M (\o OP,\/ (’?‘\’b‘ 0?,\« Ov,\l Ov,\l

31 ori
g 31 ori gy

replication URR31-4xGal4/ori31
o
=

Gal4 KRAB-Gal4 TRIM28- HP1alpha- E8"E2C(1-
Gal4 Gal4 37)-Gal4

Abb. 24: Transienter Replikationsassay fiir TRIM28, HP1o, KRAB
mit Quantifizierung

Fiir die Auswertung wurden die Werte fiir den 31ori mit GAL4-Binde-
stellen bezogen auf den p31ori ohne Bindestellen, d.h. es fand ein Ab-
gleich der Werte mit/ohne GAL4-Bindestellen innerhalb der gleichen
experimentellen Bedingungen statt.
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motoren reprimieren kénnen.

Aus diesem Grund wurde nun die Wirkungskette KRAB-TRIM28-
HP1 auch im Replikationsassay untersucht. Dies sollte Klarheit brin-
gen, ob die Replikation von HPV31 ori auch von anderen, HDAC-
unabhingigen Transkriptionsfaktoren reprimiert werden kann.

Es wurden die drei GAL4-Fusionsproteine HP1a, TRIM28 und
KRAB-Domaine und jeweils parallel ES"E2C(1-37)-GAL4 im glei-
chen transienten HPV31ori-Replikationssystem wie oben beschrie-
ben untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der Repli-
kation nach Zugabe der fiir die drei an GAL4 fusionierten Transkrip-
tionsfaktoren HP1o,, TRIM28 und KRAB-Domine codierenden Ex-
pressionsplasmide. Alle drei untersuchten Transkriptionsfaktoren
konnen somit sehr effizient die Replikation des HPV31 ori unterbin-
den, wenn sie iiber die GAL4-DBD bzw. GAL4-Bindestellen auf
dem Reporter an den HPV31ori gebracht werden.

In der im Rahmen dieser Dissertation kobetreuten Diplomarbeit von
Markus Bruckner wurde das Experiment mit den oben genannten
und einer Reihe weiterer Proteine wiederholt und zeigte fiir
TRIM28-GAL4, HP1a-GAL4, KRAB-GAL4 und E8"E2C(1-37)-
GALA4 das gleiche Ergebnis.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass E8"E2C iiber eine Wechselwir-
kung mit HP1o und/ oder TRIM28 die Replikation inhibieren konn-

te.
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4.5 TRIM28, aber keines der HP1-Proteine inter-
agiert mit E8-Domane

Das Trio aus KRAB-Domine, TRIM28 und HP1a wurde in dieser
Arbeit zunichst als Vergleichsmoglichkeit genutzt, um die Repres-
sorfunktion von E8"E2C einem anderen, unabhingig von HDAC-
Aktivitdt funktionierenden System gegeniiberzustellen. Hierbei funk-
tioniert TRIM28 als Korepressor, der einerseits iiber seine PHD und
Bromodoméne die grofle Familie der Kriippel associated box
(KRAB) Zink Finger Proteine bindet und auf der anderen Seite die
Chromoshadow-Doméne des Heterochromatin Protein 1. Jedes der
>220 KRAB-ZFP enthélt am N-terminalen Ende die 75 Aminosiu-
ren grofle KRAB-Doméne, die direkt an TRIM28 bindet. Auf diese
Weise dient TRIM28 als Adaptor fiir eine gro3e Zahl unterschiedli-
cher, spezifisch DNA-bindender KRAB-ZFP und vermittelt jeweils
den Kontakt zu HP1, das eine zentrale Rolle bei der Heterochromati-
sierung spielt (Schultz DC et al 2001, Schultz DC et al 2002).

Nach dem Nachweis, dass der gut untersuchte Transkriptionsfaktor
HP1la sowie der Kofaktor TRIM28 sehr effektiv den HPV31ori in
transienten Replikationsassays reprimieren konnen, wurden beide
hinsichtlich einer mdglichen Interaktion mit E"E2C untersucht.
Sowohl eine Interaktion mit TRIM28, aber auch die Wechselwirkung
mit HP1 wiren wertvolle Hinweise darauf, wie E8~E2C seine Re-

pression vermittelt.
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4.5.1 In vitro translatiertes **S-TRIM28 bindet im GST-
Pulldown an ES8"E2C

Mit **S-Methionin-markiertem, in vitro synthetisiertem TRIM28

wurden GST-Pulldowns durchgefiihrt. Hierfiir wurde neben GST-

E8"E2C auch jeweils gleiche Mengen der GST-Doméne allein sowie

als Positivkontrolle das als Interaktionspartner fiir TRIM28 publi-
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Abb. 25: Interaktion von E§”"E2C und TRIM28

(a) Interaktion von GST Proteinen mit **S-markiertem TRIM28 (b) Inter-
aktion von GST Proteinen mit endogenem TRIM28 aus Gesamtzellextrak-
ten. Der Nachweis im Immunoblot erfolgte iber a TRIM28. (c) Interaktion
von E8"E2C-Prot A mit dem endogenem TRIM28. Der Nachweis im
Immunoblot erfolgte iiber a TRIM28 (oben) und der Protein A Fusionen
iiber IgG (unten).
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zierte GST-HP1a eingesetzt.

In der anschlieBenden SDS-PAGE und Autoradiographie zeigte sich
bei dem flir TRIM28 erwarteten Molekulargewicht von 105 kDa eine
Interaktion in den Spuren von GST-E8"E2C und GST-HP1a, nicht
aber in der Kontrollspur mit GST alleine (Abb. 24a). Die etwas stér-
kere Interaktion zwischen TRIM28 und HP1a kann auf die Oligome-
risierung von HPla zuriickgefiihrt werden.

In Abbildung 23 fillt beim GST-Pulldown weiter eine sehr starke
Bande im Bereich von 23 kDa auf. Hierbei handelt es sich um ein
Fragment des 105 kDa grof3en TRIM28-Proteins, das neben der In-
put-Spur auch in den anderen beiden Spuren zu finden ist. In keiner
jedoch so deutlich wie in der GST-E8"E2C-Spur, wo ca. 80 % des
Inputs mit GST-E8"E2C prézipitiert wurden. Ob dies auf eine sehr
effiziente Bindung infolge einer durch Denaturierung entstandenen
Proteinfaltung oder auf eine frei gelegte Bindungsstelle fiir ES"E2C
zuriickgefiihrt werden muss, kann nach diesem Experiment nicht
ausgesagt werden.

Die Proteinstruktur von TRIM28 weist am N-terminalen Ende zwei
beieinander liegende Domédnen (PHD und Bromodomaéne) auf, die
unter anderem fiir die Bindung von TRIM28 an Mi-2a (CHD3, eng
verwandt mit CHD4, einem zentralen Bestandteil des NuRD-
Komplexes) sowie SETDBI, einer Histon-Methyltransferase verant-
wortlich sind (Schultz et al 2002).Gemeinsam besitzen die beiden
Doménen 216 Aminosiuren und haben so ungefdhr das Molekular-

gewicht des im Pulldown-Experiments gefundenen Fragments (23
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kDa). Diese Aussage ist jedoch recht spekulativ; ob es sich tatsdch-

lich um dieses Fragment handelt, muss hier offen bleiben.

4.5.2 Endogenes TRIM28 kann mit GST-E8"E2C spezifisch
aus Gesamtzellextrakten prézipitiert werden

Nach dem Pulldown mit in vitro exprimiertem TRIM28 wurde der
Versuch mit ®NX-Zellextrakt wiederholt. Aus je 17 Schalen wurden
fir GST-E8"E2C, die funktionell inaktive Mutante GST-E8"E2CA3-
12 sowie fiir GST-HP1a als Positiv- und fiir GST als Negativkon-
trolle Gesamtzellextrakte hergestellt und mit den jeweiligen GST-
Fusionsproteinen prézipitiert.

Der Nachweis des prézipitierten endogenen TRIM2S erfolgte im
Western Blot (Abbildung 23(b)). Wie beim GST-Pulldown aus dem
Retikulozyten-Lysat zeigte sich eine spezifische Interaktion fiir das
GST-E8"E2C sowie fiir die Positivkontrolle GST-HP1a, nicht je-
doch fiir GST allein oder fiir die funktionell inaktive Mutante GST-
E8"E2CA3-12. Erneut fillt die Interaktion fiir GST-HP1a vermutlich
aufgrund der oben ausgefiihrten Oligomerisierung des GST-HP1a
sowie einer Verstiarkung des HP1a-Inputs durch endogenes HP1a.,

das durch Oligomerisierung gebunden werden kann.

4.5.3 Koimmunprézipitation von TRIM28 mit ES"E2C-
Protein A Fusionsprotein

Fiir eine Koimmunprézipitation wurden je zehn 100 mm-Schalen
ONX-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir ES"E2C-Protein A, der
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funktionell inaktiven Mutante E§"E2C KWK-Protein A und Protein
A transfiziert.

Nach 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet und aus dem
Gesamtzellextrakt das Fusionsprotein mittels Protein A/G-Matrix
prazipitiert.

Aus dem Prézipitat wurde nach siebenmaligem Waschen mittels
SDS-PAGE und Western Blot das in den Zellen vorliegende endoge-
ne TRIM28 angefarbt.

Abbildung 23(c) zeigt eine deutliche Bande fiir TRIM28 beim erwar-
teten Molekulargewicht von 105 kDa nur in der ES"E2C-Protein A
und in der Kontrollspur (Zellextrakt), nicht aber in den Spuren fiir
Protein A (Negativkontrolle) oder bei der nicht funktionellen Mutan-
te E8"E2C KWK-Protein A.

Die beiden GST-Pulldown Experimente sowie das Ergebnis der
Koimmunprézipitation des endogen vorliegenden TRIM28 weisen
deutlich auf die spezifische Interaktion der funktionalen E8-Doméne
bzw. des vollstdndigen und funktionalen E§"E2C Proteins mit
TRIM28 hin, nicht aber der Kontrollen oder der nicht funktionalen
Deletionsmutante bzw. der E8"E2C KWK-Mutation. Dies legt nahe,
dass TRIM28 ein Kofaktor fiir die Vermittlung der Repressorfunkti-
on von E8"E2C ist. Dies erdffnet flir die Vermittlung der Replikati-
onsrepression mindestens einen moglichen, von HDAC-Aktivitéit
unabhingigen Pfad. Die Interaktion mit TRIM28 warf nun die Frage
auf, ob die Effektorfunktion iiber den bekannten TRIM28-
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Interaktionspartner HP1 erfolgte und ob eine Wechselwirkung von

E8"E2C mit HP1 nachweisbar wire.

4.5.4 Die HP1-Proteine binden nicht an ES8"E2C

Die HP1-Proteine HP1a und HP1y wurden im GST-Pulldown hin-
sichtlich ihrer Bindung an E8"E2C getestet. Hierflir wurden jeweils
in Kaninchen Retikulozyten-Lysat in vitro synthetisierte, *°S-Cystein
markierte Proteine mit GST-E8”EC und GST inkubiert.

Es zeigte sich keine Interaktion mit GST oder GST-E8"E2C. Fiir
HP1y wurde das Experiment wiederholt, diesmal zusétzlich mit
GST-HP1a als Positivkontrolle. Auch in diesem Experiment konnte
keine Interaktion zwischen GST-E8"E2C gezeigt werden, jedoch
eine sehr
deutliche
Interaktion
zwischen den
beiden HP1-

Isoformen.

Eine direkte

GST
GST
GST

Interaktion

10% Input
GST-HP1a

zwischen HP1
und ES"E2C

konnte somit

GST-E8"E2C
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Abb. 26: GST-Pulldown mit 33S-markierten HP1-
Proteinen

nicht nach-
gewiesen

werden. Da
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HP1 als Interaktionspartner von TRIM28 bekannt ist, bleibt die indi-
rekte Interaktion via TRIM28 — u.U. abhéngig von weiteren Faktoren
— zumindest eine Moglichkeit. Nachdem die Versuchsergebnisse
HP1 als primérer Vermittler der Effektorfunktion zur Replikations-
repression wenig wahrscheinlich erscheinen lassen, war die Frage
wieder offen, welche Proteine — mit oder ohne Vermittlung des Ko-
faktors TRIM28 — die entscheidende Aktivitidt vermitteln, die zur

wirksamen Repression der Replikation notwendig ist.

4.6 Die E8-Domane interagiert mit Histon-
Methyltransferasen

TRIM28 interagiert mit KRAB-Zink Finger Proteinen und HP1 und
weiteren Proteinen wie z.B. Histonmethyltransferasen (Schutz DC et
al, 2001).

Die Methylierung von Histonen — unter anderem am Lysinrest 9 des
Histons 3 — durch Histon-Methyltransferasen (HMT) ist langlebiger
als die Histon-Acetylierung und notwendige Voraussetzung fiir die
Bindung von HP1 an das Chromatin.

Vaute et al (2002) wiesen eine funktionelle und physische Interakti-
on zwischen der HMT SUV39H1 und Histon-Deacetylasen 1, 2 und
3 nach und zeigten eine Bindung des N-terminalen Teils von
SUV39H1 an den aus HDAC 1 und 2 bestehenden Kernkomplex der
groflen Heterochromatin-Komplexe SIN3 und NuRD.

TRIM?28 ist Bestandteil grofler Proteinkomplexe, in denen auch Me-

thyltransferasen eine Rolle spielen (Craig 2004, Jepsen und Rosen-
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feld 2002), und Schultz et al (2002) zeigten eine direkte Interaktion
von TRIM28 und der HMT SETDBI. Beide Proteine, SUV39H1 und
SETDBI, verfiigen iiber eine SET-Doméne. SETDB1 wird insbe-

sondere mit der Trimethylierung von Histon 3 Lysin 9 (H3K9) in

Verbindung gebracht.

Die beiden HMTs SUV39H1 und SETDB1 wurden daher als mogli-

che Interaktionspartner von ES"E2C néher betrachtet.

4.6.1 **S-markiertes, in vitro- translatiertes SUV39H1 bin-
det in Pulldown-Experimenten an GST-E8*"E2C
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Abb. 27: GST-Pulldown mit
35S-markiertem SUV39H1

Autoradiographie (oben) und
auf 10% Input bezogene Quan-
tifizierung (unten).

Mit 3S-Methionin markiertem, in
vitro synthetisiertem SUV39H1
wurden GST-Pulldowns durchge-
fithrt. Hierfiir wurde neben GST-
E8"E2C und GST-E8"E2C A3-12
auch jeweils gleiche Mengen der
GST-Doméne allein sowie als
Positivkontrolle das als Interakti-
onspartner fiir SUV39H1 publi-
zierte GST-HP1a (Craig 2004)
eingesetzt.

In der anschlieBenden SDS-PAGE
und Autoradiographie zeigte sich
bei der fiir SUV39H1 erwarteten
GroBe eine Interaktion in den
Spuren von GST-E8"E2C und
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GST-HP1a, nicht aber in der Kontrollspur mit GST alleine. Die In-
teraktion mit GST-E8"E2C A3-12 fiel um mehr als den Faktor 5

schwicher aus. Die quantitative Auswertung der Banden aus vier

Experimenten ist in Abb. 25 jeweils relativ zu 10% des Inputs wie-

dergegeben.

4.6.2 Uberexprimiertes SUV39H1-myc kann mit GST-
Proteinen aus Zellextrakten prazipitiert werden

AnschlieBend wurde die GST-Prézipitation nach dem bekannten

Protokoll in zwei Varianten aus Gesamtzellextrakt durchgefiihrt.

Zunéchst wurden 16 100mm-Schalen ®NX-Zellen mit pCMV
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Abb. 28: GST-Pulldown von
SUV39H1-myc aus PNX-
Gesamtzellextrakten

Es sind zwei Versuche abgebildet: ober-

halb der Beschriftung wurde als Kontrol-
le auch GST-HP1a verwendet, unterhalb
nur GST, GST-E8"E2C sowie die Dele-

tionsmutante
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(myc)3-SUV39H1 Ex-
pressionsplasmid trans-
fiziert und die Gesamt-
zellextrakte auf die vier
Ansitze (GST; GST-
E8"E2C; GST-
E8"E2CA3-12 und
GST-HP1a) verteilt. In
einem weiteren Expe-
riment wurden fiinf
ONX-Zellkulturschalen
transfiziert und die Ge-
samtzellextrakte auf

drei Ansétze (GST;



GST-E8"E2C; GST-E8"E2CA3-12) verteilt.

Der Nachweis von SUV-39H1 erfolgte nach SDS-PAGE im Western
Blot. Die Interaktion zwischen SUV39H1-myc und dem GST-
E8"E2C Protein war 5fach stirker als zwischen dem SUV39H1-myc
und dem funktionell inaktivem GST-E8"E2CA3-12 Protein. Dieses
Experiment zeigte eine Interaktion von ES"E2C mit SUV39H1 und
damit eine Verbindung von E8 zur Histon-Methylierung, die eine
wichtige Rolle bei der Heterochromatisierung und somit bei der Re-

pression der Replikation spielen konnte.

4.6.3 *S-markiertes, in vitro-translatiertes SETDB1 bindet
an GST-E8"E2C

Mit **S-Methionin markiertem, in vitro-translatiertem SETDB1 wur-
den GST-Pulldowns durch-
gefuhrt. Hierfiir wurde ne-
ben GST-ES"E2C und
GST-E8"E2C A3-12 auch

jeweils gleiche Mengen der

& |
'

GST-Domaine allein sowie

GST-HP1la eingesetzt.

b
10% Input
GsT

| GST-E8ME2C = ‘i’
GST-E8"E2C
A3-12
GST-HP1a

Abb. 29: GST-Pulldown von
30 radioaktiv markiertem
[%] 20 SETDB1

Autoradiographie (oben) und

10
:l T Quantifizierung bezogen auf
0 - L den Input (unten)
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In der anschlieBenden SDS-PAGE und Autoradiographie zeigte sich
bei dem fiir SETDB1 erwarteten Molekulargewicht eine Interaktion
nur in den Spur von GST-E8"E2C und eine um den Faktor 6 schwi-
chere Bande in der Spur des inaktiven GST-E8”*E2C A3-12, nicht
aber in der Kontrollspur mit GST alleine oder von GST-HP1a.

Der quantitativen Auswertung der Banden lagen vier Experimente

zugrunde.

4.6.4 Endogenes SetDB1 kann mit GST-Fusionsproteinen
aus Zellextrakten prazipitiert werden

Um die Interaktion zwischen E8”E2C und endogenem SETDBI zu

tiberpriifen, wurden GST-Pulldowns mit ®NX-Zellextrakten durch-
gefihrt. Aus je 17 100mm-Schalen ®NX-Zellen pro Ansatz wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt und mit GST, GST-E8"E2C, GST-

ES*E2CA3-
12, GST-
170 kDa - D o it HPlo zwei

Stunden bei

8 b Q Qe 2 o

g = 0 w o b o 4°C im Uber-

s 2 s < T

o = o] o] T

° L Ul £ kopftaumler

= n
5 = t 5 ©
2 0} 10} inkubiert.

Nach sieben-
Abb. 30: GST-Pulldown von endogenem SETDB1
aus Gesamtzellextrakten

maligem Wa-

schen mit

NP40-Puffer

Der Nachweis erfolgte im Immunoblot mit «SETDBI.
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(0,1% Igepal 630) wurde mit SDS-Probenpuffer eluiert und eine
SDS-PAGE mit anschlieBendem Western Blot durchgefiihrt. Der in
einer Verdiinnung von 1:1.000 verwendete a SETDB1-Antikorper
wurde vor der Verwendung zwei Stunden bei 4°C mit nativem und
denaturiertem (3 Min. bei 95°C erhitztem) GST-E8"E2C in 5% fett-
freier Milch vorinkubiert, da in Vorexperimenten eine starke Kreuz-
reaktion mit GST-Protein beobachtet wurde. Beim erwarteten Prote-
ingewicht zeigte sich im Western Blot eine deutliche Bande fiir den
Pulldown mit GST-E8"E2C, nicht jedoch in der Spur von GST-
E8"E2CA3-12 oder in der Negativkontrolle (GST allein). Auch GST-
HP1a konnte kein SETDBI1 binden (Abbildung 28).

Neben SUV39H1 wiesen diese Ergebnisse auf SETDB1 als weiteres
mogliches Effektormolekiil fiir die Vermittlung der Replikations-
repression hin. Im Gegensatz zu SUV39H]1 spielt fiir SETDBI eine
direkte Interaktion mit HP1-Proteinen keine zentrale Rolle, so dass
mit SETDB1 Hinweise auf einen weiteren Pfad zur Modifikation von

Histonen vorliegen.
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4.7 De novo DNA-Methyltransferase DNMT3a bindet

an die E8-Domane
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Abb. 31: GST-Pulldown von
IVT 2S-markierter DNMT3a

Autoradiographie des SDS-PAGE
(oben) und Quantifizierung bezo-
gen auf den Input (unten).

Nachdem mit SETDB1 und
SUV39H1 zwei Histon-
Methyltransferasen als Inter-
aktionspartner von E8"E2C
1dentifiziert wurden, die die
Replikationsrepression
unabhingig von Histon-
Deacetylierung erklaren konnen,
wurde in den darauf folgenden
Experimenten nach weiteren
moglichen Interaktionspartnern
entlang der Funktionskette
gesucht, die zur Heterochroma-
tisierung von Chromatin
beitragen.
Wie in der Einleitung dargelegt,

wird die Methylierung von

CpG-Dinukleotiden auf der DNA als einer der stabilisierenden

Endpunkte der Heterochromatisierung gesehen (Craig 2004). Eine

weitere als Interaktionspartner fiir ES*"E2C in Frage kommende

Proteinfamilie waren daher die DNA-Methyltransferasen. Die beiden
bekanntesten Proteine dieser Familie sind DNMT1 und DNMT3a.
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DNMT1 ist eine Wartungs-DNA-Methyltransferase, die keine
bedeutende Rolle spielt bei de novo DNA-Methylierung zur
Repression der Transkription oder der Replikation (Lande-Diner et al
2007, Spada et al 2007, Brown et al 2007, Damelin et al 2007).
Hingegen wird DNMT3a als wichtiger Akteur bei der
Heterochromatisierung und dem Silencing von Chromatin und als
moglicher Interaktionspartner von HP1, als direkter
Interaktionspartner von SETDB1 sowie von HDAC1 und SUV39H1
beschrieben (Oda et al 2006, Li et al 2006, Lehnertz et al 2003, Fuks
et al 2001, Fuks et al 2003). Im Gegensatz zu DNMT]1 spielt
DNMT3a somit vor allem bei der de novo DNA-Methylierung eine
Rolle und wurde bereits mit einer Reihe der in dieser Arbeit bereits
untersuchten Proteine assoziiert.

Im Zusammenhang mit E8"E2C wiére eine Rolle bei der langfristigen
Repression der viralen Plasmide denkbar. Um diese Moglichkeit zu
untersuchen, wurden GST-Pulldown Experimente mit >*S-Methionin
markierter, in vitro-translatierter DNMT3a durchgefiihrt. Neben
GST-E8"E2C und GST-E8"E2C A3-12 wurden auch jeweils gleiche
Mengen der GST-Doméne allein sowie GST-HP1a als Kontrolle
eingesetzt.

In der anschlieBenden SDS-PAGE und Autoradiographie zeigte sich
eine deutliche Interaktion mit GST-E8"E2C und HP1 und eine um
den Faktor 5 schwéchere Bindung an das funktionell inaktive GST-
E8"E2C A3-12.
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Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass ES"E2C gezielt die de
novo DNA-Methyltransferase DNMT3a an E2-Bindungsstellen am
HPV31 Ursprung rekrutiert und neben den Histonen so auch die

DNA methyliert werden konnte.

4.8 Im Y2H Screen binden Bestandteile groRer Pro-
teinkomplexe an ES*E2C

Neben der Abfrage bereits bekannter Akteure und Prozesse zur Hete-
rochromatisierung bzw. zur Repression von Transkription und Repli-
kation wurde auch der Versuch unternommen, mit einem unvorein-
genommenen genetischen Screen neue Interaktionspartner von
E8"E2C zu identifizieren.

Hierzu wurden zwei Variationen des Yeast-2-Hybrid Systems einge-
setzt.

In einem ersten Ansatz wurde mit Hilfe des Matchmaker-Systems
von Clontech ein Y2H mit einer HeLa cDNA Bank und einem
GAL4-E8"E2C(1-37)-Fusionsprotein durchgefiihrt. Beim ersten
Experiment wurde nach der Paarung auf drei Marker selektioniert
(Trp-/Leu-/His-). Es wuchsen nach 2-3 Wochen Hunderte sehr kleine
Hefekolonien auf den Selektionsplatten, so dass eine weitere Analyse
nicht moglich war.

Beim zweiten Experiment wurde nach der Paarung vierfach selektio-
niert (Trp-/Leu-/His-/Ade-), was in sehr wenigen angewachsenen

Kolonien resultierte.
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Die einzigen interessant

NRBP ==
erscheinenden zwei
5 = &) oo Proteinsequenzen, RACK1
£ 3 A Y
= 53 % - (4X) und NRBP (3X), wurden
- @ % jeweils mehrfach isoliert und
RACK1 " daher weiter verfolgt.
RACKI1 (Receptor of activa-
Abb. 32: GST-Pulldownexperi- ted protein ¢ kinase) ist ein 35
ment mit IVT 3S-markiertem . . .
NRBP bzw. RACK1 kDa-Protein, das in sehr vie-
Autoradiographie des SDS-PAGE. len Ver6ffentlichungen mit

dem Hinweis auftaucht, es sei
im Y2H gefunden worden. Es
ist im Zytosol lokalisiert (Rigas et al, 2003).
NRBP (nuclear receptor binding protein) hat ein Molekulargewicht
von 59,8 kDa und dient als Adaptorprotein, das Signalwege mit Be-
teiligung von SH2-Doménen enthaltende Proteine und nukledre Re-
zeptoren verbindet (Hooper et al, 2000).
Mittels in vitro Translation und anschlieBendem GST-Pulldown
wurde die mogliche Interaktion von NRBP und RACK1 mit E§"E2C
untersucht. Es war jedoch in drei wiederholten Experimenten keine

Interaktion von RACK1 oder NRBP mit GST-E8"E2C nachweisbar.

In Kollaboration mit Prof. Dr. Michael Winkler (Universitit Ulm,

mittlerweile Universitdt Kiel) wurde ein weiterer genetischer Yeast-

120



N-PAC

GST

' GST-E8"E2C

10% Input

Abb. 33: GST-Pulldown von IVT ﬁ&
markiertem N-PAC

Autoradiography des SDS-PAGE (oben)
und Coomassie Kontrollgel fiir den
GST-Proteininput (unten).

Plasmide isoliert und probeverdaut.

two-Hybrid Screen nach
Interaktionspartnern des
E8"E2C Proteins in dessen
Labor durchgefiihrt. Hierfiir
wurde der fiir ein ES§"E2C-
GALA4-Fusionsprotein ko-
dierende Vektor pGBKT7-
E8"E2C in den Hefestamm
Y 153 eingebracht. Die das
E8"E2C-Fusionsprotein
exprimierenden Hefen wur-
den mit einer an die Aktiva-
tordoméne fusionierten
cDNA-Bank transformiert.
Es wurden 73 Klone ge-
pickt, die Genbank-

Aus den 73 Klonen konnten in 27 Fillen Sequenzen gewonnen wer-

den (die verbliebenen waren antisense, nicht in Frame oder nicht

sequenzierbar). Unter diesen 27 Sequenzen waren neben dem erneu-

ten Fund von RACK 1 zwei neue Teilsequenzen. Die eine konnte

dem Protein N-PAC, die andere dem grof3en Protein CHD6 zugeord-

net werden.

N-PAC (auch: Nuclear Protein NP60) ist ein bislang kaum unter-

suchtes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 54 kDa und
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spielt moglicherweise eine Rolle bei der Stress-induzierten Aktivie-
rung von p38a innerhalb des p38 MAP Kinase Signalwegs (Fu et al.,
20006).

CHD6 (Chromodomain helicase DNA bindung protein 6) ist ein zur
SNF2-Familie gehorendes, Chromatin-assoziiertes sehr grof3es Prote-
in mit einem Molekulargewicht von 305 kDa. Es enthélt zwei Chro-
modomanen, eine Helikase-Doméne und eine ATPase Domine.
Ganz am Ende dieser Arbeit war wurde ein dreifach wiederholtes
GST-Pulldown Experiment mit N-PAC und GST bzw. GST-ES8"E2C
durchgefiihrt. Es konnte eine deutliche Interaktion mit GST-ES"E2C
gezeigt werden. Was dies genau bedeutet, musste angesichts der
noch weitgehend unbekannten Funktion von N-PAC jedoch zunichst
offen bleiben. Eine weitergehende Untersuchung des N-PAC Prote-
ins war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr moglich.
CHD®6 ist insofern ein potenziell hoch interessanter moglicher Inter-
aktionspartner von E8"E2C, da SNF-Proteine wie z.B. MI-2 eine
wichtige Rolle beim Umbau des Chromatins spielen und an den bei-
den groBen in der Einleitung beschriebenen Komplexen beteiligt
sind. Die Klonierung und anschlieBende GST-Interaktions-
experimente mit CHD6 waren im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

moglich.
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5 Diskussion

Die virale DNA-Replikation des HPV wird sowohl positiv als auch
negativ durch die beiden viralen, sequenzspezifisch DNA-bindenden
Proteine E2 und E8"E2C reguliert. Das HPV31 E2 Protein aktiviert
die virale DNA-Replikation und reguliert die virale Genexpression/
Transkription. Das HPV31 E8"E2C Protein reprimiert die DNA-
Replikation und wirkt als Repressor des frithen Promotors P97, der
fiir die Expression der viralen Onkogene E6 und E7 verantwortlich
ist. Stubenrauch et al. (2001) zeigten, dass das ES"E2C Protein eine
neuartige E2-Bindungsstellen-abhéngige, aktiv wirkende transkripti-
onelle Fernrepressionsaktivitit besitzt. Sie zeigten weiter, dass hier-
fiir die bei HPV hoch konservierte E8-Doméne verantwortlich ist
und diese Doméne eine iibertragbare funktionelle Einheit darstellt.
Die minimale GroB3e dieses Repressorproteins lag bei 21 Aminosau-
ren fiir die Repression der Replikation und bei nur 12 Aminoséduren
fiir die Transkriptionsrepression.

Aufgrund der Wirksamkeit der Repressorfunktion der HPV31 ES8-
Domaéne auch bei der Replikation von EBV propagierten Zobel et al.
(2003) einen iiber HPV31 hinaus allgemein giiltigen Mechanismus
fiir die Repression extrachromosomal replizierender karzinogener
Viren.

Im Mittelpunkt der hier vorliegenden Arbeit stand die Frage nach
dem Wirkmechanismus des Replikationsrepressors HPV31 ES*E2C.

Aufgrund der sehr geringen Grofie und der Wirksamkeit auch auf die

123



Replikation von EBV wurde eine Interaktion mit zelluldren Faktoren
als wahrscheinlich angenommen. Eine Mdglichkeit die Transkription

und Replikation zu beeinflussen ist die Modifikation des Chromatins

Chromatinmodifikationen wurden lange Zeit vor allem im Zusam-
menhang mit der Regulierung der Genexpression, d.h. der Transkrip-
tion diskutiert.

In der jlingeren Zeit wurde aber eine Rolle der Chromatinmodifika-
tionen auch fiir die Kontrolle der Replikation deutlich. So ergaben
Studien zunéichst, dass die Replikation wihrend der S Phase insge-
samt in Euchromatin friiher einsetzt als in Heterochromatin (Unter-
suchungen hierzu zusammengefasst in den Reviews von Cimbora
und Groudine, 2001 und McNairn und Gilbert, 2003). Neuere Verdof-
fentlichungen zeigen einen deutlichen Effekt von Histon-Acetyl-
ierung bzw. -Deacetylierung auf die Frequenz der Replikationsinitia-
tion bei Hefe, Drosophila, Frosch-Oozyten und Saugerzellen (Voge-
lauer et al, 2002, Pappas et al 2004, Ivessa et al 2002, Aggarwal et al
2004, Kemp et al 2005).

Bei der Regulation der viralen Replikation gibt es zwei grundsitzli-
che Mechanismen. Kleine Tumorviren kodieren auf ihren Plasmiden
Origin-bindende Proteine mit sowohl ATPase als auch Helikase-
Funktion (Eichman et al. 2004). So bindet das T-Antigen von SV40
bzw. Polyomavirus spezifisch an DNA und besitzt gleichzeitig auch

eine Helikase-Funktion. Dagegen codieren humane Papillomaviren
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auf ihrem Genom fiir zwei getrennte virale Proteine E1 und E2, die
spezifisch an DNA binden (E2) und ATP-abhédngige Helikase-
Funktion (E1) besitzen (Stenlund et al. 2003). Beide Mechanismen
ermoglichen eine Initiation der Replikation unabhéngig vom Zell-
zyklus der Wirtszelle.

Dem gegeniiber kodieren die Gammaherpesviren KSHV und EBV
nur jeweils fiir die DNA-bindenden Proteine EBNA1 bzw. LANA,
die den Replikationsursprung erkennen aber keine Helikaseaktivitét
besitzen. Interessanterweise weisen beide eine strukturelle Homolo-
gie zu HPVE2 auf (Edwards et al. 1998, Bochkarev et al. 1996, Gar-
ber et al. 2002). Die Genome beider Viren replizieren nur einmal pro
Zellzyklus und hierzu werden zelluldre Proteine bendtigt. (Wang et
al. 2005, Sugden et al. 2001). Entsprechend wurde eine Bindung von
LANA/ EBNATI an ORC in vitro nachgewiesen und ORC bindet an
die viralen Replikationsurspriinge in vivo (Stedman et al. 2004,
Schepers et al. 2001, Lim et al. 2002).

Zhou et al. fanden 2005 eine Deacetylierung der Nukleosomen an
OriP, die zeitlich zusammenfillt mit MCM Loading in der G1/S
Phase des Zellzyklus. Diese spezifisch an Histon H3 vorgenommene
Deacetylierung wurde durch HDACs 1 und 2 vermittelt und Behand-
lung mit dem Klasse I HDAC-Inhibitor TSA verhinderte Deacetylie-
rung, MCM Loading und OriP DNA-Replikation. Die Bildung eines
stabilen Komplexes zwischen dem Protein SNF2h und HDAC1/2

(Hakimi et al. 2002) kann die Koordination von Chromatin Remode-
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ling und Histon-Deacetylierung zumindest teilweise erkldren. Eine
Reihe weiterer Publikationen berichten von teilweise widerspriichli-
chen Chromatinmodifikationen und deren Auswirkung auf die
Replikation von DNA am Beispiel von EBV OriP, KSHV Plasmid
Origin und Hiihner B-Globin Origins (Stedman et al. 2002, Danis et
al. 2004, Vogelauer 2002, Aggarwal 2004, Prioleau 2003). Auch
wenn sich kein eindeutiges oder einfaches Muster ablesen lésst, so
wird doch deutlich, dass Chromatinmodifikationen eine wichtige
Rolle bei der Steuerung der Replikation sowohl zelluldrer als auch

episomaler viraler Genome spielen.

Aufgrund der zentralen Stellung der Acetylierung bzw. Deacetylie-
rung von Histonen relativ am Anfang der ,,Befehlskette™ zur Bildung
von Heterochromatin zur Regulation von Transkription und Replika-
tion wurden in der hier vorliegenden Arbeit zunichst die Klasse I
Histon-Deacetylasen (HDAC 1, 2 und 3) untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass durch Zugabe der HDAC-Inhibitoren MS-275 und
HC-Toxin die durch ES"E2C hervorgerufene Repression der Trans-
kription in scc-13-Zellen bzw. humanen priméren Keratinozyten
ganz oder teilweise aufgehoben wird. Die Interaktion der Klasse I
HDACs 1, 2 und 3 mit HPV31 E8"E2C konnte in GST-Pulldown-
Assays gezeigt werden. Uberexprimierte HDAC3 wurde auf drei
verschiedenen Wegen mit E8"E2C-Konstrukten koimmunprizipi-
tiert. Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass ES"E2C mit allen drei

Klasse I HDACs interagiert. Zudem wurde gezeigt, dass die Histon-
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deacetylasen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der Transkrip-
tionsrepression durch E8"E2C spielen, die durch Zugabe von Klasse
I HDAC-Inhibitoren neutralisiert werden kann.
Uberraschenderweise konnte bei Versuchen zur Replikationsrepres-
sion durch E8"E2C mit den gleichen scc-13 Zellen die Replikation
des HPV31 Ursprungs durch die Zugabe derselben Inhibitoren nicht
wieder hergestellt werden. Dies weist darauf hin, dass fiir die Kon-
trolle der Replikation durch ES8”"E2C ein gidnzlich anderer Mecha-
nismus oder zumindest ein unabhingig von Klasse I HDACs funkti-

onierender, ergidnzender Mechanismus existiert.

In weiteren Replikationsassays wurde gezeigt, dass die unabhéngig
von Klasse I-HDACs funktionierenden Transkriptionsfaktoren
TRIM28, HP1a sowie die KRAB-Domaéne (Lorenz et al. 2001) die
Replikation von HPV31 URR mit gleicher Effizienz reprimieren
konnten wie E8"E2C, wenn sie mittels GAL4-DNA-Bindedoméinen
an die mit GAL4-versehene HPV31 URR gebracht wurden. Diese
Ergebnisse zeigten, dass die Replikation der HPV31 URR prinzipiell
auch von anderen, nicht im HPV-Genom codierten Transkriptions-
faktoren negativ reguliert werden kann. Sie warfen zudem die Frage
auf, ob eines oder mehrere der untersuchten Molekiile der gesuchte
Interaktionspartner von ES"E2C zur Vermittlung der Replikations-
repression war.

In der Literatur wird das Zusammenspiel von TRIM28, HP1 und der
KRAB-Domine als Funktionskette beschrieben, in der die KRAB-
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Domaéne als Teil einer gro3en Familie von spezifisch DNA-binden-
den Transkriptionsrepressoren das 108 kDa grofle Adaptormolekiil
TRIM28 bindet und dieses wiederum HP1 rekrutiert (Lechner et al.
2000). In Bindungsstudien konnte eine Bindung von E8"E2C an
HP1a oder HP1y nicht nachgewiesen werden. Dagegen band
TRIM28 im GST-Pulldown an ES"E2C. Die Interaktion wurde mit
iiberexprimiertem TRIM28 und mit endogenem TRIM28 aus Zell-
kulturen in GST-Pulldowns und in Koimmunprézipitationsexperi-
menten mit Protein A-Fusionsproteinen bestétigt. Dies demonstriert
eine mogliche Rolle des KRAB-Domain-Korepressors TRIM28 auch
bei der Vermittlung der Replikationsrepression von ES*E2C.

Eine eigene Repressionsaktivitdt von TRIM28 wurde trotz zahlrei-
cher dahin gehenden Untersuchungen noch nicht publiziert; insofern
ist die Beteiligung weitere Effektorproteine bei der Vermittlung der
Repressionsfunktion wahrscheinlich, zumal fiir TRIM28 eine Reihe
von Interaktionspartner verdffentlicht wurden (Jepsen und Rosenfeld
2002).

Nachdem eine Rolle von HDACs bei der Replikationsrepression
durch E8"E2C nicht bestétigt werden konnte, musste die Methylie-
rung von Histonen in Betracht gezogen werden. SETDB1 und
SUV39H1 sind zwei gut untersuchte, aber deutlich unterschiedliche
Histonmethyltransferasen (HMT). Die Histon H3-spezifische HMT
SETDBI1 kann iiber eine N-terminale Tudor Domédne an SIN3/

HDACIT und 2 binden und bei seiner Rekrutierung an einen Promotor
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die Transkription unterdriicken. Dies geschieht auch unabhéingig von
seiner SET-Doméne und korreliert mit seiner Bindung an SIN3/
HDACI1/2 (Yang et al. 2003). SETDBI trigt neben der SET-Doméne
noch eine methyl-CpG-bindende Doméne (Yang et al. 2003).

Die vorherige Methylierung des Lysin 9 von Histon H3 (H3K9)
durch SUV39H1 ist Voraussetzung fiir die Bindung und anschlie-
Bende Oligomerisierung von HP1-Proteinen, die einen wichtigen
Schritt auf dem Weg zur Heterochromatisierung darstellt. Vaute et
al. publizierten 2002, dass auch SUV39H1 unabhéingig von seiner C-
terminalen SET-Doméne (die die HMT-Funktion vermittelt) mit
seinem N-terminalen Teil mit den HDACs 1,2 und 3 interagieren und
an den HDAC-enthaltenden Core Histone Deacetylase Complex
binden kann, der Bestandteil der gro3en Proteinkomplexe SAP und
NuRD ist (siehe Einleitung, Abb. 7 und 8).

In der vorliegenden Arbeit konnten in vitro translatiertes SETDB1
und SUV39HI1 in GST-Pulldown-Experimenten spezifisch mit
ESME2C préazipitiert werden. Die Interaktion mit GST-ES8"E2C wur-
de anschlieBend mit in ®NX-Zellen iiberexprimiertem SUV39H]1-
myc bzw. endogenem SETDB1 bestitigt. Mangels eines HMT-
Inhibitors konnte die funktionelle Rolle der HMTs fiir die Repression
von Transkription oder Replikation nicht untersucht werden.

Die Interaktion mit den beiden HMTs weitete den potenziellen Wir-
kungsgrad von E8AE2C deutlich aus; im Gegensatz zu den dynami-

schen Gleichgewichten von Histon-Acetylierung (durch HATs) und -

129



Deacetylierung (durch HDACS) wird die Methylierung von Histonen
als langerfristig wirksame und weniger reversible Modifikation be-
trachtet, die insofern geeignet erscheint, eine dauerhaftere reprimie-
rende Wirkung von ES"E2C auf die Replikation der HPV31 URR zu

erkldren.

Nachdem eine Interaktion mit den HP1 Proteinen trotz mehrerer
denkbarer indirekter Verbindungen (TRIM28 und SUV39H1) nicht
gezeigt werden konnte, blieb in der allgemein angenommenen Wir-
kungskette zum Heterochromatin noch die Methylierung der DNA
am Ursprung oder ausgehend vom Replikationsursprung bzw. den
E2-Bindungsstellen zu untersuchen.

Die Modifizierung und das Remodeling von Chromatin hat {iber
mehrere Proteine Beriithrungspunkte auch zur Modifikation der DNA
selbst, die als sehr viel langerfristig wirksames Instrument gilt, ein-
zelne Gene oder ldngere Abschnitte der DNA zu inaktivieren. Einer-
seits binden methyl-CpG-bindende Proteine an methylierte DNA und
rekrutieren HDACs (Nan et al. 1998). Andererseits konnen HDACs
auch direkt von den fiir die DNA-Methylierung verantwortlichen
DNA-Methyltransferasen (DNMTs) an die DNA rekrutiert werden.
Wihrend die DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) unmittelbar bei
der Replikation die naszierenden DNA-Stringe methyliert (Chuang
et al. 1997), nimmt die DNMT3a de novo Cytosin 5’-Methylierungen
von CpG-Dinukleotiden vor (Okano et al. 1999, Ramsahoye et al.
2000).
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Hinsichtlich der hier behandelten Fragestellung der negativen Regu-
lierung von in Nukleosomen gepackten HPV-Genomen wurde daher
die Interaktion von ES"E2C mit der de novo DNA-Methyltransferase
DNMT3a untersucht. Sie konnte mittels GST-Pulldown mit in vitro
synthetisierter DNMT3a bestitigt werden.

Die dargestellten Ergebnisse erlauben, das bereits in der Einleitung
abgebildete allgemeine Schema zum Ablauf der Heterochromatisie-
rung mit den identifizierten Interaktionspartnern von ES*E2C zu
hinterlegen (Abb. 30). Es wird deutlich, dass ES"E2C iiber eine di-
rekte oder indirekte Verbindung zu allen Schliisselspielern der Wir-
kungskette von transkriptionell aktivem Chromatin zu dauerhaft
inaktiviertem Heterochromatin verfiigt: E§"E2C bindet an den Ko-
repressor TRIM28, die drei Klasse I Histon-Deacetylasen 1, 2 und 3,
an die Histon-Methyltransferasen SUV39H1 und SETDB1 und an
die de novo DNA-Methyltransferase DNMT3a.

Ob ihrer sehr geringen GroB3e von nur 21 Aminosduren ist es frag-
lich, ob die E8-Doméne mit all diesen Proteinen allein interagiert.
Wahrscheinlicher scheint, dass — wie bei anderen Systemen zur Steu-
erung der Transkription oder der Replikation — E8 vor allem die Spe-
zifizitit der Bindung vermittelt und an das Adaptorprotein TRIM28
bindet, dass wiederum als Plattform fiir die Vermittlung einer Reihe
von Effektorfunktionen dient. Diese Frage kann aber aus den hier
vorgelegten Daten nicht mit Bestimmtheit beantwortet werden. Beim

Betrachten der zahlreichen Querverbindungen zwischen fast allen
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einzelnen Proteinen in diesem Wirkungskreis erscheint es aber ohne-
hin zweifelhaft, hier eine eins zu eins Zuordnung von Interaktions-
partnern und Abldufen zu versuchen.

Auch zwischen den im Einzelnen gefundenen Interaktionspartnern
finden sich in der Literatur eine Vielzahl von Wechselwirkungen: so
interagieren sowohl SETDBI1 als auch SUV39H1 mit den HDACs 1
und 2; TRIM28 interagiert neben einer Vielzahl weiterer Proteine
mit SETDB1 und fiir DNMTs wurden direkte Interaktionen mit
Klasse | HDACs und SETDB1 nachgewiesen — diese Aufzihlung ist
noch unvollstindig und wird in den kommenden Jahren mit Sicher-
heit noch erweitert werden.

Unbeantwortet bleibt auch die Frage nach der Beteiligung grof3er
makromolekularer Komplexe wie den in der Einleitung geschilderten
SAP- und NuRD-Komplexen oder des ALL1-Komplex. Die Tatsa-
che, dass die meisten der nachgewiesenen Bindungspartner von
E8"E2C mindestens einen der genannten Komplexe binden und im
Falle von HDACI1/2 konstitutiver Teil beider Komplexe sind, macht
die Beteiligung dieser Komplexe jedoch wahrscheinlich.
Entscheidender als die genauer Einordnung in ein klares zeitliches
Ablaufschema oder der Nachweis noch zahlreicher denkbarer weite-
rer Interaktionspartner ist der mit dieser Arbeit gefiihrte Nachweis,
dass das virale HPV31 E8"E2C die Repression der Replikation epi-
somaler Plasmide mit Hilfe eines auch von anderen Transkriptions-
repressoren genutzten zelluldren Korepressors vermittelt und fiir die

notwendige Modifikation des viralen Chromatins Wechselwirkungen
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— direkt oder indirekt — mit allen wichtigen Einheiten der zelluldren

Wirkungskette zur Heterochromatisierung eingehen kann.

Xie und Folk (2002) stellten fiir die ori-abhéngige Replikation von
Polyomavirus-DNA mit der hier vorliegenden Arbeit vergleichbare
Untersuchungen an. Als zentrales Regulatorprotein wurde dort das
Protein SIN3B untersucht. Wie auch in den hier geschilderten Er-
gebnissen gezeigt schlieBen die Autoren anhand ihrer Experimente
eine bedeutende Rolle von HDACs bei der Repression der Replikati-
on aus. Die Repression der Transkription kann jedoch durch die Zu-
gabe des HDAC-Inhibitors TSA zumindest teilweise neutralisiert
werden. Dies ldsst auch fiir Polyomavirus zumindest eine Beteili-
gung von Histon-Deacetylierung an der Repression der Transkripti-
on, nicht aber an der Replikationsrepression vermuten. Die Autoren
zeigen weiter mittels Uberexpression von GAL4-Fusionsproteinen
und anschlieender Koimmunprézipitation eine Bindung von Poly-
oma Large T Antigen an SIN3B. Da SIN3B als Gertistprotein fiir
zahlreiche andere Proteine fungiert, propagieren die Autoren daher
einen HDAC-unabhéngigen Mechanismus, in dem weitere, mit SIN3
assoziierte Proteinbestandteile des Heterochromatins die Replikati-
onsrepression vermitteln.

Auf die Beteiligung grofBer Komplexe kdnnte auch ein Ergebnis aus
dem ansonsten wenig ergiebigen Y2H-Screen deuten: hier wurde
neben dem Protein N-PAC (mit noch v6llig unbekannter Funktion)
das iiber 300 kDa grof3e Protein CHD6 gefunden. Es gehort wie Mi-
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2f3 (chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4, CHD4), das
wiederum hiufiger Bestandteil des NuRD bzw. des ALL-1 Komplex
ist, zur CHD-Familie.
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Abb. 34 (modifiziert nach Craig 2004): Mogliches Ablaufschema der
Heterochromatisierung unter Beriicksichtigung der Ergebnisse dieser

Arbeit

In den von Craig skizzierten Ablauf der Heterochromatisierung (vgl. Seite
17) wurden die Ergebnisse dieser Arbeit eingesetzt. Proteingruppen, fiir die

eine Interaktion mit E§"E2C gezeigt werden konnte, sind mit einem Kasten

mit durchgezogener Linie dargestellt und farbig hinterlegt, die Pfeile sind
durchgezogen dargestellt. Nicht belegte Interaktionen und Pfade sind mit

einem gestrichelten leeren Kasten bzw. einem gestrichelten Pfeil dargestellt.
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Wie konnte nun ein konkretes Modell fiir die Begrenzung der Ko-
pienzahl von high risk HPV31 durch die Interaktion von E8*E2C mit
zelluldren Bestandteilen des Heterochromatins aussehen?

Fiir die Initiation der Replikation von extrachromosomalen HPV31
Genomen muss zwingend E2 an die in der URR liegenden E2-
Bindestellen binden. Die Bindung von ES*E2C {iber seine C-
terminale E2-Doméne und die anschlieende Rekrutierung des Ko-
repressors TRIM28 markieren der Dreh- und Angelpunkt der
E8"E2C-Repressorfunktion und den Beginn umfassender Chroma-
tinmodifikationen. Die Histone wiirden durch die HDACs 1,2 und 3
deacetyliert und anschlieBend durch SUV39H1 und SETDB1 methy-
liert. Hierdurch wird die Bindung von HP1 ermdglicht. Die Oligome-
risierung von HP1 fiihrt zur Stabilisierung des inaktiven Chromatins.
Die DNA-Methylierung der CpG-Inseln in der HPV31 URR durch
das tiber TRIM28, SETDBI1 oder direkt iiber ES"E2C rekrutierte
DNMT3a stabilisiert die Heterochromatisierung dauerhaft. Denkbar
wire eine direkte CpG-Metyhlierung innerhalb der URR in Folge der
Interaktion zwischen E8"E2C und DNMT3a auch parallel zur Dea-
cetylierung.

Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden innerhalb der E2-
Bindungsstellen von HPV spielt eine Rolle bei der Kontrolle der
Replikation, indem durch die DNA-Methylierung die Bindung des
viralen Replikationsaktivators E2 an die E2-Bindestellen verhindert
wird (Thain et al., 1996). In HPV16-infizierten Zellen ist der DNA-

Methylierungsgrad der viralen long control region (LCR) episomaler
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HPV16-Genome und hier insbesondere der E2-Bindestellen abhén-
gig vom Differenzierungsgrad der Wirtszelle. Die CpG-Methyl-
ierung der HPV16 URR nahm in differenzierten gegeniiber undiffe-
renzierten Keratinozyten stark ab (Kim et al., 2003). Die Abnahme
von CpG-Methylierung in der Kontrolleregion des viralen Genoms
wiirde in einem solchen Modell zu einer besseren E2-Bindung und in
Folge zu einer hoheren Amplifikation viraler Genome fiihren und
korreliert zur in vivo bei high risk HPV beobachteten starken Zu-
nahme der Replikation wéihrend der Differenzierung von basalen
Zellen mit persistenter Infektion zu epithelialen Hautzellen mit pro-
duktiver Infektion.

Auch bei einem weiteren Virus mit persistenter Infektion, EBV, ist
der latente Replikationsursprung OriP nicht methyliert, die benach-
barten DNA-Segmente weisen jedoch Methylierungen auf (Falk et
al., 1993; Li et al., 2003).
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Abb. 35: Modell zur E§"E2C-vermittelten Heterochromatisierung des

episomalen HPV31-Replikationsursprungs.
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Im Gegensatz zum zelluldren Chromatin muss das extrachromo-
somale HPV-Genom nicht in jedem Zellzyklus repliziert werden.
Insofern scheint es gut vorstellbar, dass von den 10-100 Kopien pro
Zellkern in der persistenten Phase die Mehrzahl dauerhaft mit HP1
belegt, dicht gepackt und hinsichtlich Replikation und Transkription
vollstdndig inaktiv ist. Die verbleibenden aktiven Genome wéren
Ausgangspunkt fiir die in der Persistenz notige Genexpression, die
wiederum durch das Gegenspiel von E2 und E8"E2C dynamisch
reguliert wiirde. Die dynamische Kontrolle der Transkription der
wenigen aktiven Genome konnte durch das Gleichgewicht von
Histon-Acetylierung und Deacetylierung erfolgen und durch die
Bindung von ES8"E2C und die anschlieBende Rekrutierung von
HDAC: jeweils reversibel verdndert werden; ein dariiber hinaus ge-
hendes, dauerhaftes Silencing durch weit fortgeschrittene Hetero-
chromatisierung wire fiir diese verbleibenden Genome jedoch nicht
sinnvoll, im Gegenteil sogar gefahrlich fiir die Aufrecherhaltung der
persistenten Infektion. Dieses Modell wiirde auch erkldren, warum
die dynamische Kontrolle der Transkription durch die Zugabe von
HDAC-Inhibitoren neutralisiert werden kann, nicht aber die dauer-
haft iiber eine Anzahl weiterer Mechanismen und Wechselwirkungen

abgesicherte Replikationsrepression.
Weiter gehende Untersuchungen zum Wirkmechanismus des

E8"E2C Proteins konnten den funktionellen Nachweis des hier auf-

gestellten Modells zum Gegenstand haben. Insbesondere der Nach-
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weis der Interaktionspartner HDACI, 2 und 3, SUV39H1, SETDBI
und DNMT3a in direkter Ndhe zum Chromatin der HPV31 URR
durch die ChIP-Technik (Chromatin Immunoprézipitation, hier wird
die DNA chemisch mit den Proteinen in ihrer Umgebung verbunden,
eine Immunprézipitation gegen ein Protein durchgefiihrt und an-
schlieBend ein bekanntes DNA-Fragment mittels quantitativer PCR
nachgewiesen) wire sehr interessant.

Fiir das Wirkungsprinzip von E8"E2C konnte von den zahlreichen
verbleibenden Proteinen im Kontext der Heterochromatisierung ins-
besondere die festen Bestandteile der NuRD bzw. SIN3B-Komplexe
sein, d.h. beispielsweise die Proteine RbAp46/ RbAp48 oder die
zentralen Gertist-Proteine SIN3B bzw. NCo-R/ SMRT.

Auch die Suche nach CpG-methylierten E2-Bindestellen in der
HPV31 URR in Folge der Anwesenheit von E8”2C wire eine wert-

volle experimentelle Uberpriifung des hier aufgestellten Modells.
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