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Einleitung

1 Einleitung

Nahezu jeder molekularbiologische Prozess wird mit Hilfe von
Multiproteinkomplexen organisiert und gesteuert. Bei der Umsetzung der im Genom
gespeicherten Information, der Genexpression, ist ein besonders hoher
Organisationsgrad der verschiedenen Abldufe notwendig. Bei jedem Schritt der
Genexpression, beginnend mit der Transkription, iiber die Prozessierung der mRNA
und deren Transport ins Cytoplasma, iiber die Translation bis hin zur Faltung der
Polypeptidketten zum funktionsfiahigen Protein, sind Multiproteinkomplexe beteiligt.

Der modulare Aufbau solcher Komplexe erméglicht, bestimmte Aufgaben, wie die
Transkriptionsaktivierung, an spezifischen Genorten mit unterschiedlichen
Expressionsniveaus auszufithren. Durch Austausch von spezifischen Untereinheiten
oder Adapterproteinen kann ein Aktivatorkomplex an unterschiedlichen Promotoren
binden. Das gewihrleistet eine kontrollierte Genexpression durch einen der drei RNA-
Polymerasekomplexe (Poll, II, III).

Obwohl einige Proteinkomplexe identifiziert und ihre Funktionen in den letzten
Jahren teilweise aufgekliart werden konnten, sind weiterhin viele Fragen offen. Im
Besonderen ist das Zusammenwirken verschiedener Komplexe auf unterschiedlichen
Ebenen der Genexpression kaum untersucht. Bestimmte Transkriptionsfaktoren, wie
etwa c-Myc, sind an einer ganzen Reihe von unterschiedlichen Vorgéingen in der Zelle
beteiligt, wo sie regulatorische Interaktionen mit verschiedenen Proteinkomplexen
eingehen. So wird die Expression verschiedener Gene durch c-Myc aktiviert, andere
Gene werden hingegen durch die Repressorfunktion von c-Myc an ihrer Expression
gehindert. Um diese Aktivator- und Repressorfunktionen wahrzunehmen, interagiert c-
Myc mit unterschiedlichen Multiproteinkomplexen. Dariiber hinaus wird die Aktivitéit
von c-Myc selbst iiber Komplexe, z. B. bei seiner Degradation durch Proteasomen,
reguliert.

Da c-Myc an einer Vielzahl von regulativen Prozessen in Zellen beteiligt ist und
Tumore sich iiber multiple genetische und zellulidre Veridnderungen entwickeln, kommt
c-Myc eine grole Bedeutung bei der Krebsentstehung (Tumorigenese) zu. Nach
Hanahan und Weinberg miissen Wildtypzellen sechs Eigenschaften schrittweise
erwerben, um zu Tumorzellen zu transformieren .

1) Autonomie in Bezug auf wachstumsstimulierende Signale
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2) Verringerte Empfindlichkeit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen
3) Unterdriickung des programmierten Zelltods (Apoptose)

4) Unbegrenztes replikatives Potential (Immortalisierung)

5) Stimulation der Angiogenese

6) Invasion von Geweben und Metastasierung.

Die unkontrollierte c-Myc Expression trigt zu fast allen Aspekten der
Tumorentstehung bei. So kann c-Myc einerseits die uneingeschrinkte Zellproliferation
antreiben, die Zelldifferenzierung inhibieren, das Zellwachstum und die Angiogenese
begiinstigen, die Adhésion von Zellen vermindern und auch die Metastasierung sowie
die genetische Instabilitdt begiinstigen. Andererseits 10st der Verlust von c-Myc eine
Hemmung der Zellproliferation und des Zellwachstums aus, die Differenzierung und
die Zelladhésion werden verstirkt.

Bei der Vielzahl von Einfliissen auf diverse Mechanismen der Krebsentstehung ist
eine Beteiligung von c-Myc in verschiedenen Multiproteinkomplexen nahe liegend und
bereits nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit ist die Interaktion von c-Myc und
Miz-1 von besonderem Interesse. Im  Zusammenspiel dieser beiden
Transkriptionsfaktoren iibt c-Myc eine reprimierende Funktion aus. Ziel dieser Arbeit
ist, mittels proteinbiochemischer Methoden direkte Interaktionspartner des Miz-1
Proteins zu identifizieren, um die Mechanismen des reprimierenden Miz-1/c-Myc
Komplexes aufkldaren zu konnen. AuBerdem verfolgt ein weniger spezifischer Ansatz
das Ziel, Komplexe, in denen c-Myc und Miz-1 enthalten sind, anzureichern und deren

Komponenten zu identifizieren.

1.1 Die myc Genfamilie

Die myc Genfamilie besteht aus den fiinf Genen - c-myc, N-myc, L-myc, S-myc
und B-myc. Neben dem Proto-Onkogen c-myc sind weitere Mitglieder der Myc Familie
mit der Tumorentstehung assoziiert >. Amplifikationen von N-myc finden sich beim
Neuroblastom, einem Tumor der im Kindesalter entsteht 3.4 Amplifiziertes L-myc ist
bei kleinzelligen Lungenkarzinomen nachweisbar °.

Entdeckt wurde c-myc als Homologon des v-myc Onkogens, das als retrovirales
Gen bei Vogeln die Myelocytomatose auslosen kann °. c-Myc ist fiir die

Embryogenese essentiell. Embryos, die kein c-Myc exprimieren sterben vor Tag 10,5 .
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Als stark konserviertes Gen © ist myc in Drosophila, im Zebrafisch und vielen weiteren
Vertebrata beschrieben °.

Das Proto-Onkogen c-myc trigt zur Entstehung des Burkitt-Lymphoms, einem B-
Zell Tumor, entscheidend bei. Die erhohte Expression von c-myc bei dieser Tumorart
wird durch eine chromosomale Translokation induziert, bei der das c-myc Gen unter

10, 11

die Kontrolle eines ,,Enhancers* von Immunglobulin-Promotoren gerit . Eine

charakteristische Uberexpression von c-myc findet sich ebenfalls in Prostatatumoren '*

15 ynd in Melanomen '® . In der Krebsdiagnostik ist die

B in Kolonkarzinomen
Amplifikation des c-myc Gens mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten
assoziiert '® ', Neueste Daten haben c-Myc als wichtiges Bindeglied bei Krebsarten
identifiziert, die eine Folge des Verlustes der Apc (adenomatous polyposis coli tumor
suppressor) Funktion sind. Die gezielte Inaktivierung von c-myc in Darmepithelzellen
von Miusen unterdriickt die Ausbildung des Phénotyps, der in Apc defizienten

Darmepithelzellen beobachtet wurde **%,

1.2 Die Struktur von c-Myc

c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor der Helix-Loop-Helix/Leuzin-Zipper Familie
und vorrangig im Nukleus lokalisiert **. Die Proteinsynthese findet wihrend aller
Phasen des Zellzyklus statt; das Expressionsniveau folgt dabei keiner Zyklik **. c-myc
gehort zur Gruppe der ,,immediate early response® Gene, die in ruhenden Zellen durch
Wachstumsfaktoren (Mitogene) transkriptionell aktiviert werden > 2°,

c-Myc ist ein Phosphoprotein mit natiirlich vorkommenden Isoformen, die durch
Initiation der Translation an unterschiedlichen Startpunkten entstehen. Die
tiberwiegend auftretende Polypeptidkette (439 AS) hat ein Molekulargewicht von 64
kDa. Eine weitere, 14 AS groere Polypeptidkette, deren Translationsstart an einem
CUG-Startcodon am Ende des ersten Exons liegt, besitzt ein Molekulargewicht von 67
kDa. Durch Translationsinitiation an dem ndher am 3’ Ende gelegenen AUG Codon
werden in verschiedenen Zelllinien weitere aminoterminal verkiirzte Polypeptide
translatiert, die mit Myc S (S-Myc) bezeichnet werden. Deren biologische Relevanz ist

bislang nicht geklart .

1.2.1 Die aminoterminale Domane von c-Myc

Im Aminoterminus befindet sich eine Transaktivierungsdoméine (AS 1-134) 28, die

zwel konservierte Elemente, die so genannten Myc Boxen (MB) I und II, enthilt. Es
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sind bislang vier Myc Boxen identifiziert. Die Analyse der biologischen Funktionen
der Myc Boxen lieferte wichtige Informationen iiber die zelluldren Effekte von c-Myc.
In MB I liegen die Aminosédurereste Thr58 und Ser62; iiber deren zellzyklusabhéngige
Phosphorylierung durch Ras-abhédngige Kinasen wird die Stabilitit von c-Myc

kontrolliert 23!

. Dabei haben die Phosphorylierungsstellen gegensétzliche Funktionen:
Durch Aktivierung iiber den Ras Signalweg wird c-Myc an Ser62 phosphoryliert, was
zur Stabilisierung von c-Myc fiithrt. Im Gegensatz dazu destabilisiert die
Phosphorylierung an Thr58 das c-Myc Protein und verstirkt seinerseits die
Dephosphorylierung an Ser62. Thr58 wird durch Gsk3 (glykogen synthase kinase-3)
phosphoryliert **. Ras inhibiert Gsk3 iiber den PI3K Signalweg und stabilisiert auf
diese Weise c-Myc. Die Ubiquitin-E3-Ligase Scf-Fbw7 kann das an Thr58
phosphorylierte c-Myc erkennen und iiber die Ubiquitinierung zum proteasomalen

Abbau von c-Myc fithren

. In vielen Lymphomen wurden Punktmutationen an
Thr58 gefunden, wodurch die destabilisierende Phosphorylierung an c-Myc nicht mehr
moglich ist. c-Myc ist damit resistent gegeniiber dem proteasomalen Abbau durch Scf-
Fbw7 .

Die hydrophobe MB II ist, wie MB I, eine Bindestelle fiir viele Interaktionspartner
und essentiell fiir die meisten bekannten physiologischen Funktionen von c-Myc
einschlieBlich der Transkriptionsregulation, der Transformation, der Blockierung der

Differenzierung, der Apoptose und der c-Myc Autoregulation.

1.2.2 Die Zentralregion von c-Myc

In der Zentralregion von c-Myc (AS 144-354) wurden zwei weitere konservierte
Sequenzelemente, die Myc Boxen III und IV, entdeckt. MB III ist zwar notwendig fiir
die Transformation, ihre Deletion jedoch verstirkt die c-Myc abhingige Apoptose °'.
MB 1V ist ebenfalls notwendig fiir die Transformation; ihre Deletion verstirkt den c-
Myc induzierten G, Arrest. Mutanten in diesen c-Myc Boxen fiihren zu Defekten bei

Aktivierung und Repression einer Reihe von c-Myc Zielgenen .

1.2.3 Die carboxyterminale Domane von c-Myc

Im Carboxyterminus des c-Myc Proteins ist eine basische Region zu finden,
gefolgt von einer Helix-Loop-Helix (bHLH) Domine * sowie einem Leuzin-Zipper-
Motiv (LZ) *. Fiir die sequenzspezifische DNA-Bindung der c-Myc Proteine ist die
basische Region (AS 355-367) notwendig . Das Helix-Loop-Helix (AS 368-410)
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sowie das Leuzin-Zipper-Motiv (AS 410-439) sind Dimerisierungsregionen fiir die
Bindung der c-Myc Proteine an weitere Proteine, allen voran Max, einem eng
verwandten bHLHZ Protein **. Rontgenuntersuchungen der c-Myc/Max Dimere
zeigten, dass zwei c-Myc/Max Heterodimere selbst wiederum in Form eines
bivalenten, antiparallelen Heterotetramers dimerisieren. Eine mogliche DNA-
Schleifenbildung mittels Tetramerisierung und anschlieBender Bindung an E-Box-
DNA-Sequenzen konnte erkldren, warum c-Myc die Genexpression von Promotoren

aktivieren kann, deren E-Boxen weit auseinander liegen a3,
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Abbildung 1. Sequenzelemente des c-Myc Proteins. Blau: Myc Boxen I-IV. In Myc Box |
befinden sich die wichtigen Phosphorylierungsstellen Thr58 und Ser62.
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1.3 Protein-Protein Interaktionen von c-Myc

Die Protein-Protein Interaktionen des c-Myc Proteins machen die physiologische
Funktion von c-Myc erst moglich. Einige Interaktionspartner von c-Myc wurden
bereits identifiziert. Eine Auswahl ist in Tabelle 1 dargestellt. Eine erste
Zusammenstellung von Interaktionspartnern von c-Myc wurde von Skamuro und
Prendergast vorgenommen **. Die bekannteste Interaktion von c-Myc ist die mit
seinem Heterodimerisierungspartner Max. Max ist fiir viele der bekannten c-Myc
Funktionen notwendig. Die Dimerisierung am C-terminalen Ende von c-Myc ist eine
Voraussetzung fiir die Erkennung und Bindung an DNA.

Ein weiterer Faktor, der am Carboxyterminus von c-Myc bindet, ist Inil (hSNF5).
Er ist in Komplexen der Swi/Snf—Familie zu finden. Diese verstirken die Transkription
durch ATP-abhingige Chromatin-Remodellierung. Sowohl die bHLH Doméne von c-
Myc als auch sein Leuzin-Zipper-Motiv werden fiir die Interaktion mit Inil bendtigt.
Durch die Interaktion werden Chromatin-Remodellierungs-Enzyme an die
Zielpromotoren rekrutiert.

Fiir die Repression der Transkription von c-Myc Zielgenen interagiert c-Myc mit
einer Anzahl von INR-Element-bindenden Proteinen wie Miz-1 45, GTF2I ** und YY1
. Der Transkriptionsfaktor Miz-1 und seine Interaktion mit c-Myc wird in Absatz 1.4
niher erliutert. Ahnlich wie Miz-1 bindet GTF2I gemeinsam mit c-Myc an INR-
Elemente. So verhindert c-Myc die Komplexbildung von GTF2I und TBP und
reprimiert auf diese Weise die Transkription *°.

Die Bindung mit YY-1 ist einer der wenigen Fille, in denen die Bindung an Max
keine Rolle zu spielen scheint *’. YY1 ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der
abhingig vom Kontext seiner DNA-Bindung als Repressor, Aktivator oder Initiator der
Genexpression dienen kann **. c-Myc kann die Funktionen von YY-1 unterbinden, da
es aufgrund identischer Bindungsstellen den Kontakt von YY-1 zu TBP und TFIIB
verhindert **. Umgekehrt vermindert YY-1 die Kooperation von c-Myc und Ras bei der
Transformation. Dieser Effekt ist abhédngig von der direkten Interaktion von YY-1 und
c-Myc sowie der Repressorfunktion von YY-1 .

Ahnlich wie YY1 inhibiert AP2 iiber unterschiedliche Mechanismen die
Transaktivierung durch c-Myc/Max Dimere: Zum einen interagiert AP2 mit dem
Carboxyterminus von c-Myc, so dass Max dort nicht mehr binden kann. Zum anderen

konkurriert AP2 mit c-Myc um die gleichen DNA-Bindungsstellen '
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Tabelle 1. Beschriebene bona fide Protein-Protein Interaktionen von c-Myc

Referenz Protein Funktion Referenz Protein Funktion
Veldman et al. E6 Virales Onkoprotein Kitaura et al. p21Cip Zellzykluskontrolle
2003 2000 1
Vervoorts et al. CBP, Transkriptionsfaktor Cheng et al. Ini1/hS Swi/Snf Chromatin
2003 5 p300 HAT 1999 55 NFS -Remodellierung
Frank et al. Tip60  Transkriptionsfaktor Taira et al. Amy-1 Transkriptionsfaktor
2003 %6 HAT 1998 57
Von der Lehr et al. Skp2 Transkriptionsfaktor Mori et al. MM-1 Chaperon
2003 58 Ubiquitin-E3-Ligase 1998 59 Refolding
Hennemann et al. KRIM-1  Transkriptionsfaktor McMahon TRRAP  Transkriptionsfaktor
2003 80 19986
Madge et al. Yaf2 Transkriptionsfaktor Alexandrov c-RAF Kinase
2003 62 YY1 associated 1997 63
factor 2
Liu et al. STAGA, Transkription Peukert et al. Miz-1 DNA Bindung
2003 64 Gcenb, HAT 1997 45 Transkription
SPT3
Zhou et al. Brca1 Transkriptionsfaktor | Thorgeirsson etal. TGF-q, Liganden,
2003 65 1996 66 HGF Rezeptorbindung
Signaltransduktion
Charytinos et al. Hsp90 Chaperon Bao et al. Nmi Transkriptionsfaktor
2003 67 1996 68
Mahon et al. Ber Serin/Threonin Alexandrova etal.  Tubulin Cytoskelett
2003 69 Kinase 1995 70
MacPartlin et al. Mih1, DNA Reparatur Gaubatz et al. AP2 Transkriptionsfaktor
2003 ™ Msh2 1995 51
Auvinen et al. Rb Transkriptionsfaktor Brough et al. E1A Virales Onkoprotein
2003 72 199573
Otsuki et al. Tiam1 Signaltransduktion Gupta et al. MEK1 MAP Kinase
20037 1994 75
Sakamuro et al. Bin1 Amphiphysin Il Beijersbergen et p107 Transkriptionsfaktor
1996 76 Signaltransduktion al.
1994 77
Mu et al. Pag Peroxiredoxin, Singh et al. USF Transkriptionsfaktor
2002 78 Tumorsuppressor 1994 79
Eberhardy et al. p-TEFb  Transkriptionsfaktor | Maheswaran et al. TBP TATA-Box
2002 80 1994 81 Bindeprotein
Transkription
Taira et al. CBF-C/  Transkriptionsfaktor Roy et al. TFII-I Transkriptionsfaktor
199982 NF-YC 1993 46
[zumi et al. NF-Y Transkriptionsfaktor Hateboer et al. TBP Transkription
200183 Komple 1993 & Rb
X
Channavajhala et al. CK2 Serin/Threonin Blackwood et al. Max Heterodimerisierung

2002 &

Kinase

1993 42

Transkription
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Fortsetzung Tabelle 1. Beschriebene bona fide Protein-Protein Interaktionen von c-Myc

Referenz Protein Funktion, Referenz Protein Funktion
Uramoto et al. p73 Transkriptionsfaktor Wang et al. HPV-E7 Viraler
2002 % 2007 & Transkriptionsfaktor
Guo et al. PAM Transkriptionsfaktor | Shrivastava et al. YY-1 Transkriptionsfaktor
1998 88 1993 47
Seoane et al. Smad3, Transkriptionsfaktor Brenner et al. Dnmt3a DNA
2001 89 Smad4 DNA Bindung 2005 90 Methyltransferase,
Transkription
Gartel et al. Sp1, Transkriptionsfaktor Koshiji et al. Hif1- Transkription
2001 o1 Sp3 DNA Bindung 2004 2 Alpha
Takayama et al. ORC1 Transkriptionsfaktor Satou et al. Tif-1, Transkription,
2000 % DNA Bindung 2001 % Hdac1; HDAC
mSIN3
Takayama et al. Cdc6 Zellzykluskontrolle Park et al. Bafb3, Chromatin-
2000 9% DNA Bindung, 2002 9% Actin like ~ Remodellierung
Signaltransduktion 6a
Chapman et al. NF kB 3 Transkriptionsfaktor Tinel et al. CEBPaB  Transkriptionsfaktor
2002 o 20039
Yu et al. PARP-10 ADP-Ribosyl- Cairo et al. PML Transkriptionsfaktor
2005 % Transferase 2005 100
Grandori et al. Poll SL1 Polymerase | Noguchi et al. Jnk1 Kinase
2005 101 Transkription 1999 102
Cheng et al. ERalpha  Transkriptionsfaktor Feng et al. Smad2, DNA Bindung,
2006 103 2002 104 Smad 3  Transkriptionsfaktor
Seth et al. Cdc2 Zellzykluskontrolle English et al. Erk5 Kinase
1991 105 1998 106
Alvarez et al. E74 like Virales Protein Fukunaga et al. Erk1 Kinase
1991 107 factor 3 1997 108
Smith et al. Gsk3p Kinase Wei et al. Fow7 Ubiquitin-Ligase
2002 109 2005 1o
McEwan et al. TFIIB Transkriptionsfaktor Qietal p19Arf Zellzykluskontrolle
1996 111 2004 112

Die Interaktion von c-Myc mit dem Tumorsuppressor Brcal interferiert mit der

Transaktivierung des cdc25A Promotors und kann die Kotransformation von c-Myc

und Ras inhibieren '"°. AuBerdem wurde ein ternirer Komplex von c-Myc, Breal und

NMI postuliert, der die Transaktivierung des h”TERT Promotors durch c-Myc inhibiert.

Komplexe mit nur zwei dieser Komponenten zeigen den Effekt nicht

68, 114, 115

Die bisher angesprochenen Bindungen haben ihre Binderegion am C-Terminus

von c-Myc. Die Mehrzahl der am N-Terminus bindenden Proteine spielt eine Rolle in
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der Regulation der c-Myc Zielgene durch direkte Anderung der Transkriptionsaktivitit
oder durch Modifikation der Chromatinstruktur.

Bei der Aktivierung von c-Myc Zielgenen und bei seiner Funktion als
Onkoprotein spielt TRRAP eine Hauptrolle. TRRAP hat 434 AS und Ahnlichkeit mit
der Familie der ATM/PI3 Kinasen °" ''®. TRRAP bindet MB I und MB 1I. c-Myc
rekrutiert TRRAP zu den Promotoren seiner Zielgene. Tip48 und Tip49 sind ATP-
Helikasen, die als Bestandteile von TRRAP-Komplexen identifiziert wurden. Beide
Proteine binden c-Myc an MB I '"7.

Ebenfalls an MB II bindet Baf53A. Baf53A ist Bestandteil von nukledren Swi/Snf-
Komplexen und notwendig fiir die onkogene Aktivitit von c-Myc % Wahrscheinlich
rekrutiert Baf53A in Interaktion mit Tip48 und Tip49 im Tip60-Komplex
Histonacetylaseaktivtit (HAT) zu Chromatin-Remodellierungs-Komplexen, die mit c-
Myc assoziiert sind *°.

Die Proteine p300 und CBP sind Histonacetylasen und interagieren mit c-Myc und
vielen weiteren Transkriptionsfaktoren. Sie dienen als Koaktivatoren der
Genexpression ~*. Die Kotransfektion von CBP stimuliert die c-Myc Transaktivierung
und CBP wird in vivo zu c-Myc Zielgenen rekrutiert. Es ist noch unklar, an welcher
Stelle genau p300 und CBP an c-Myc binden. Bekannt ist, dass c-Myc selbst ein
Substrat fiir die Acetylierung durch p300™* ''® sowie fiir andere TRRAP-assoziierte
Acetylasen (etwa hGCN5 und Tip60) ' ist. Die Koaktivatoren p300 und CBP
verstirken durch ihre Bindung die Aktivierung von E-Box Promotoren durch c-Myec.
Kiirzlich wurde gezeigt, dass SNIP-1 (Smad interacting Protein—1) c-Myc bindet und
dadurch die Interaktion von p300/CBP und c-Myc verstiarkt. SNIP1 bindet mit seinem
Carboxyterminus an den Aminoterminus von c-Myc und stabilisiert es damit gegen
den proteasomalen Abbau. Beide Proteine kooperieren bei der Transformation von
MEEF Zellen und fiihren zur Koloniebildung von Rat-1 Zellen 120

Neben den Chromatin-Remodellierungs-Aktivititen interagiert c-Myc auch direkt
mit RNA Polymerase II iiber TBP und p-TEFb—Komplexe. TBP ist eine
Schliisselkomponente des TFIID Transkriptionsfaktors *"**. Der p-TEFb Komplex und
insbesondere seine Komponenten CyclinT1 und Cdk8 binden an den N-Terminus von
c-Myc. Der Cyclin T1-Cdk9 Komplex vermittelt den letzten Schritt bei der
Aktivierung des cad Promotors. Mechanistisch hédngt diese Funktion von der
Aktivierung der Elongation der Transkription nach Phosphorylierung von Polll durch

Cdk9 ab .
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Die Induktion der rRNA Transkription ist abhingig von MB II. Die
Promotorbindung geht mit der Rekrutierung von TRRAP, Poll Transkriptionsfaktoren
und verstirkter Histonacetylierung einher '*'. TBP (TATA binding Protein) ist auch
ein N-terminal bindendes Protein *. Obwohl die bereits frith entdeckte Interaktion als
schwach bezeichnet wurde, konnte sie kiirzlich im Zusammenhang mit der
Transkription durch Polymerase I, die u.a. fiir die Transkription von rRNA Genen
zustandig ist, bestétigt werden. Hier konnte gezeigt werden, dass c-Myc mit dem Poll
spezifischen Faktor SL-1 assoziiert ist. SL-1 stellt einen Komplex aus TBP und drei
Poll spezifischen TBP-assoziierten Faktoren, TAF;110, TAF;63 und TAF48, dar 101,

Zwei weitere Proteine, Skp2 und pl19Arf, binden sowohl an Regionen des N-
Terminus als auch des C-Terminus von c-Myc '**'?*. Diese Interaktionen machen die
Kontrolle der c-Myc Aktivitdat iiber die Proteinstabilitit durch posttranslationale
Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierungen und Ubiquitinierungen,
deutlich. Das c-Myc Protein hat mit 15-20 Minuten eine sehr kurze Halbwertzeit 125
Die Ubiquitinierung von c-Myc und damit seine Halbwertszeit konnte durch den Ras
Signalweg und durch dessen Mutationen, wie sie z. B. im Burkitt-Lymphom gefunden

.. . 126, 127
wurden, verdndert sein ’ . Es

ist bekannt, dass die Aktivitit einiger
Transkriptionsfaktoren von ihrem Ubiquitinierungsstatus abhingt 128129 Dag gilt auch
fiir c-Myc. Der Bereich, der fiir den Abbau von c-Myc verantwortlich ist, das so
genannte Degron, ist in der Transaktivierungsdoméne von c-Myc lokalisiert. Eine
Verstirkung der c-Myc Ubiquitinierung ist mit einer Verkiirzung der c-Myc
Halbwertszeit korreliert. Eine Ubiquitinierung kann allerdings auch zur Verstirkung
der Transkriptionsaktivitit von c-Myc fithren > '

Eine Verbindung zwischen der Ubiquitinierung und der c-Myc Aktivitit konnte
mit der E3 Ubiquitin-Ligase Skp2 nachgewiesen werden, die c-Myc an MB II bindet
und dessen Abbau reguliert. Skp2 wird aber auch von c-Myc an Zielgenpromotoren
rekrutiert und kann dort die Transkription durch c-Myc aktivieren 812 (5 1.2.1).

Eine weitere Ubiquitin-Ligase, Hect (homologous to E6-AP carboxy-terminus)
H9, verstérkt ebenfalls die c-Myc Transaktivierung. HectH9 bindet c-Myc und Miz-1
und ubiquitiniert verschiedene Aminosduren des c-Myc in vivo. Miz-1 kann die
Ubiquitinierung von c-Myc durch HectH9 inhibieren. Eine c-Myc Mutante mit 6
ausgetauschten zentralen Lysinen (MycKR6) ist weniger ubiquitiniert. Diese Mutante

aktiviert einige c-Myc Zielgene in Fibroblasten weniger stark als der Wildtyp,
wahrscheinlich durch eine Stérung der Rekrutierung der HAT Aktivitéit von p300 Bl

10
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HectH9 bindet auch an pl9Arf und reguliert dariiber die Funktion des
Tumorsuppressors p53 '*2. p19Arf wiederum wird sowohl vom N-Terminus als auch
von der bHLH/LZ Domine von c-Myc gebunden. Diese Bindung bewirkt die
Relokalisation von c-Myc vom Nukleolus in den Nukleus. In Méusen und Ratten wird
die Transaktivierung und die Transformationswirkung von c-Myc durch die Interaktion
mit pl9Arf gestort, wobei die Repressor- und die Apoptose-Funktion von c-Myc
unbeeinflusst bleiben. Hierdurch konnte die wachstumshemmende Funktion von
pl19Arf, die unabhingig von der Aktivierung des Mdm2-p53-Signalwegs beobachtet

112, 124

wurde, erklart werden . Kiirzlich konnte die Interaktion von c-Myc und p14Arf,

dem humanen Homologon von p19Arf, bestitigt werden 133,
Neben der vorliegenden Auswahl an wichtigen Interaktionpartnern von c-Myc
sind viele weitere Interaktionen beschrieben worden (Tabelle 1). Deutlich ist, dass c-

Myc seine Funktionen mit Hilfe von Protein-Protein Interaktionen ausfiihrt.

1.4 Der Miz-1 Transkriptionsfaktor

Miz-1 (Myc interacting zinc finger protein 1) wurde als Interaktionspartner von c-

134 'Miz-1 besitzt eine

Myc mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems identifiziert
hydrophobe, etwa 120 Aminosduren umfassende BTB/POZ (Broad Complex,
tramtrack, Brick a Brac / Pox virus and Zinc finger) Domédne. BTB/POZ Dominen
dienen als Interaktionsregionen mit anderen Proteinen und vermitteln aufSerdem die
Bildung von Homodimeren '*> ', Strukturuntersuchungen an der POZ Doméne von
Miz-1 ergaben, dass sich diese als Tetradimere zusammenlagern konnen. Dies
geschieht iiber zwei unterschiedliche Schnittstellen: einer alpha Helix (auch aus
anderen Proteinen mit POZ Doméne bekannt) zur Bildung von Homodimeren und
einer Beta-Faltblattstruktur, die eine Assoziation von zwei POZ Dominen Dimeren

zum Tetramer vermittelt "’

. Héufig dokumentierte Assoziationspartner solcher
Domainen sind transkriptionelle Korepressoren wie N-CoR, Smrt oder Sin3. Miz-1
bindet mit einer alpha-helikalen Struktur (,,Spacer” Region), die zwischen dem 12. und
dem letzten seiner 13 Zinkfinger vom Cys-2-His-2 Typ lokalisiert ist, an c-Myc 34
Die ersten 12 Zinkfinger sind in ,tandem repeats” seriell angeordnet. Ein weiteres
Zinkfinger-Motiv liegt mit 79AS Abstand ndher am Carboxyterminus. Miz-1 ist ein in

Huhn, Maus und Mensch konserviertes Protein.

11
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[ce] [ce] o (o)) ™
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POZ-Doméne Zn-Finger 1-12 Zn 13

Abbildung 2. Sequenzelemente des Miz-1 (Myc interacting zinc finger 1) Proteins. Die
ersten 108 Aminosauren am aminoterminalen Ende bilden die BTB/POZ-Domane (bric-a-
brac/pox virus and zinc finger). Die blauen Balken markieren die Position der Zinkfinger 1-
13 (Zn: Zinkfinger).

Viele Proteine mit POZ Doméne bilden im Zellkern schwerlosliche Aggregate 1,
Miz-1 allerdings ist ein iiberwiegend cytoplasmatisches, losliches Protein. Die
Lokalisation in den Zellkern wird u.a. durch c-Myc vermittelt, da Miz-1 selbst keine
Kernlokalisierungsequenz aufweist. Nach der Kernlokalisierung tritt Miz-1 zusammen
mit c-Myc in nukledren Aggregaten auf, die experimentell nur unter hohen
Salzkonzentrationen 16slich, extrahierbar und nachzuweisen sind.

Bereits 1997 konnte die Bindung von Miz-1 an Mikrotubuli im Cytoplasma
gezeigt werden. Colchizin bewirkt eine Storung dieser Assoziation und nachfolgend
eine gesteigerte Kernlokalisation von Miz-1 *. Das miz-1 Gen befindet sich auf
Chromosom 1 in der Region 1p36.1 bis 1p36.2 %8 Die Deletion dieser Region ist mit

der Entstehung von Neuroblastom-Tumoren korreliert ' '

. miz-1 ist hédufig in
Neuroblastomen, welche einen giinstigen Verlauf aufweisen, iiberexprimiert.
AuBerdem konnte Miz-1 direkt oder indirekt weitere Gene, die mit einem giinstigen
Krankheitsverlauf korreliert sind, regulieren 14t

Eine Deletion des miz-1 Genlokus in der Maus fiihrt zu einer frithen Letalitdt um
Tag 7.5 in der Embryonalentwicklung, was auf eine essentielle Funktion schlie3en
lasst. miz-1 +/- Miuse bleiben wihrend der ersten 24 Lebensmonate unauffillig,
wihrend miz-1 -/- Embryonen offensichtlich langsamer proliferieren und um Tag 7.5
eine gesteigerte Apoptoserate aufweisen. Die Expression des Zellzyklusinhibitors
pS7Kip2 ist im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen erniedrigt. Miz-1 reprimiert in
Abhingigkeit von c-Myc die Expression der p57Kip2 Expression. Beide Proteine
konnten in vivo an der ,core* Promotor Region des p57Kip2 Gens nachgewiesen

werden '+,

1.5 Interaktionspartner von Miz-1

Die bekannteste Interaktion von Miz-1, die Interaktion mit c-Myc, wurde mit

einem Hefe-Zwei-Hybrid-System entdeckt (zur Funktion s. 1.6.2).

12
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In einem Hefe-Zwei-Hybrid-System, in dem die POZ-Domine von Miz-1 als
Binderegion diente, wurde TopBP1 (Topoisomerase II binding protein 1) als ein
wichtiger Interaktionspartner von Miz-1 identifiziert '**. Die Interaktion fiihrt zu einer
Stabilisierung von TopBP1 durch Miz-1. TopBP1 besitzt acht BRCT-(Brcal
carboxyterminal) Dominen. Diese Proteinmotive wurden zuerst im Brcal-Protein

identifiziert '**

. In der 6. BRCT-Domine von TopBP1 befindet sich eine homologe
DNA-Sequenz zur Poly(ADP)-Ribose Bindesequenz der Poly(ADP)-Ribose-
Polymerase (PARP). Kiirzlich wurde auch PARP-1 als Interaktionspartner von
TopBP1 nachgewiesen 145 Nach DNA-Schidigung bindet PARP spezifisch an den
DNA-Strangbruch, wodurch die Synthese von ADP-Ribose ausgelost wird 16,

Eine weitere Interaktion von Miz-1 ist fiir die Kontrolle des Zellzyklusarrests nach
DNA Schidigung durch Miz-1 " wichtig. Das Protein 14-3-31 inhibiert die Miz-1
Funktion, in dem es die Miz-1 Bindung an DNA reguliert. Dabei bindet 14-3-3n an
Miz-1, allerdings erst nach Phosphorylierung von Miz-1 durch die Kinase Akt. Diese
Phosphorylierung reguliert die zellulire Antwort auf DNA-Schiadigung, wihrend
Zellen in Miz-1 Mutanten, die nicht mehr phosphoryliert werden konnen, im G1 Arrest
verbleiben.

Auch Hcf-1 (Human host cell factor-1) wurde als Interaktionspartner von Miz-1
identifiziert '*®. Hef-1 ist ein notwendiger Faktor fiir die Zellzyklusprogression und die
Induktion viraler ,,immediate-early* Gene. Hcf-1 interagiert mit zwei unterschiedlichen
Regionen von Miz-1, der POZ Domiine, und einer caboxyterminalen Doméne, die auch
mit p300 interagiert. Hcf-1 reprimiert die Miz-1 vermittelte Transaktivierung von
p15Ink4B durch die Storung der p300 Rekrutierung.

ECRG-1 (Esophageal cancer-related gene 1) wurde ebenfalls mit dem Hefe-Zwei-
Hybrid-System und auBlerdem mit der Koimmunoprizipitation als Miz-1
Interaktionspartner identifiziert 9 ECRG-1 ist ein moglicher Tumorsuppressor,
dessen Uberexpression das Zellwachstum inhibieren und pl5Ink4B und den Gl
Zellzyklusarrest durch die Interaktion mit Miz-1 induzieren kann.

Kiirzlich wurde Bcl-6 als weiterer Interaktionspartner von Miz-1 verifiziert. Bcl-6
ist ein kernlokalisiertes BTB/POZ Protein der Zink-Finger-Familie und beteiligt an der
Entstehung von  B-Zell-Non-Hodgkin = Lymphomen. Bcl-6  fungiert als
transkriptioneller Repressor, der in der Lage ist, an DNA zu binden und verschiedene

Korepressoren (N-CoR, Smrt, Sin3a und Mta3) an Promotoren zu rekrutieren 150,
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Die Interaktion von Transposase Sleeping Beauty (SB) mit Miz-1 "' reduziert die

Expression von Cyclin D1 durch SB, was in einer verldngerten G1 resultiert.

1.6 Die Regulation der Transkription durch c-Myc

c-Myc ist ein Mitglied einer Gruppe von Proteinen, die als c-Myc/Max Netzwerk
bezeichnet werden. Obwohl klar ist, dass c-Myc/Max Dimere an Konsensus E-Boxen
binden, ist der direkte Nachweis der Proteine an den Bindestellen schwierig, da primér
andere Komplexe an diese DNA-Sequenzen binden. Ein weiteres wichtiges
Heterodimer ist Mnt/Max (Ubersicht in Baudino & Cleveland, 2001 152). In ChIP
Experimenten konnte Mnt/Max an c-Myc Zielpromotoren nachgewiesen werden,
vornehmlich dann, wenn c-Myc supprimiert war > '**. Das zeigt, dass c-Myc/Max
Heterodimere in stidndiger Konkurrenz mit Mnt/Max Heterodimeren um die Bindung

an diese Promotoren und damit deren Regulationen stehen '

. Im Gegensatz zu c-
Myc/Max rekrutieren Mnt/Max Komplexe Sin3/HDAC Repressoren, um Gene primér
zu reprimieren . Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen, fiihrt die Ausschaltung
von Mnt zu hyperproliferativen Zellen und zum verfrithten Eintritt in die S-Phase
verglichen mit mnt +/+ MEFs 136. 157,

Mitglieder des c-Myc/Max Netzwerkes konnen Zielgene aktivieren und
reprimieren. Dies gilt insbesondere fiir c-Myc, bei dem die Mechanismen der

transkriptionellen Regulation intensiv untersucht worden sind.

1.6.1 Transkriptionelle Aktivierung durch c-Myc

In den letzten Jahren konnten verschiedene Aspekte des
Aktivierungsmechanismus aufgeklirt werden (Ubersicht siehe z. B. Adhikary & Eilers
% und Cowling & Cole 138y,

c-Myc aktiviert die Transkription durch Bindung an kernlokalisierte Kofaktoren,
die zu den Promotoren der Zielgene rekrutiert werden. Die Promotoren binden c-Myc
iber so genannte E-Boxen mit der Konsensussequenz (CACA/GTG, E-Box).

Als Kofaktoren spielen in diesem Zusammenhang nukleosomen-modifizeriende
Komplexe eine wichtige Rolle. c-Myc bindet mit der MB II Doméne direkt an TRRAP
(TRansactivation/tRansformation Associated Protein) 61 einem essentiellen Kofaktor
der Transformation durch c-Myc. TRRAP ist eine Untereinheit der Tip60 und GcnS
Histonacetylasekomplexe (HAT) und weist eine Homologie zur PI3K/ATM Familie

auf, besitzt aber selbst keine funktionale Kinaseaktivitéit. c-Myc bindet direkt an eine
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interne Domiine von TRRAP '*. Transformationshemmende Deletionen in den c-Myc
Doménen MB I und MB 1I sind in der Stirke der TRRAP Assoziation vermindert ®"
160

Einen Hinweis auf den Aktivierungsmechanismus durch diese Interaktion gibt die
Funktion = von  TRRAP als Komponente des SAGA  Komplexes
(Spt/Ada/Gcen5/Acetyltransferase) 161 SAGA besteht aus etwa 20 Proteinen und ist an
der Regulation der Transkription in Hefezellen beteiligt. Viele Komponenten, auch
TRRAP, sind konserviert 162. 163 ' Die Funktionen vieler SAGA Proteine sind noch
unbekannt. Eine Untereinheit mit nachweisbarer enzymatischer Aktivitit ist die
Histonacetyltransferase GcenS. Im Allgemeinen ist die Histonacetylierung mit der
transkriptionellen Aktivierung assoziiert '®. c-Myc ist in der Lage HAT Aktivitit zu
rekrutieren * und TRRAP wird in Folge von Serumstimulation zu den Promotoren von
c-Myc Zielgenen rekrutiert ', c-Myc Zielgene weisen nach Aktivierung durch c-Myc

eine erhohte Histonactetylierung auf '® '

. Im Gegensatz dazu ist die Repression
vieler c-Myc Zielgene mit Deacetylierungen verbunden '”’. Heute geht man davon aus,
dass ein Mechanismus der Genaktivierung durch c-Myc in der Rekrutierung von
Komplexen liegt, die TRRAP enthalten und die Acetylierung von Promotoren
bewirken.

Mittlerweile ist TRRAP als Untereinheit verschiedener Komplexe dokumentiert
18 Beispielsweise ist TRRAP Bestandteil des p400-E1A Komplexes, der ebenfalls mit
c-Myc interagiert. Dieser Komplex besitzt jedoch keine eigene HAT Aktivitit: c-Myc
scheint daher nicht nur HAT Aktivitit zu Promotoren zu rekrutieren, sondern noch
weitere Funktionen zu erfiillen '®®.

c-Myc bindet einen weiteren Komplex, der ebenfalls TRRAP enthélt, den Tip60
Histonacetylasekomplex. Der Tip60 Komplex enthilt Tip49 (RUVBLI1) und Tip48
(RUVBL2), die beide ATPase Dominen besitzen ''. Tip60 zeigt eine hohe
Ubereinstimmung mit dem oben genannten Komplex, welcher die Swi/Snf verwandte
Untereinheit p400 enthlt ',

Weitere Hinweise auf eine enge Kooperation zwischen den Tip48 und Tip49
ATPasen und c-Myc wurden in Drosophila gefunden. Das Drosophila Homolog von
Tip48 - Pontin - interagiert mit dMyc und verstirkt den ,,loss-of-function* Phénotyp

von d-Myc withrend der Entwicklung '®. Ebenso sind die Xenopus Homologen von

Tip48 (Pontin) und Tip49 (Reptin) positive Kofaktoren in der Zellproliferation.
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Allerdings wurde bei ihnen auch die Beteiligung von c-Myc/Miz-1 Komplexen an der
Repression beschrieben '”°.

Obwohl TRRAP ein essentieller Kofaktor der c-Myc abhidngigen Genaktivierung
zu sein scheint, werden zahlreiche c-Myc Zielgene unabhingig von TRRAP induziert
und konnen sogar unabhingig von einer verstirkten Histonacetylierung aktiviert
werden '”'. Der Nachweis der TRRAP und/oder HAT unabhingigen Aktivierung
gelang durch die Verwendung von c-MycAMB II Mutanten. Die Deletion von MB 11
hemmt die Bindung von c-Myc an TRRAP und reduziert die Expression der meisten c-

Myc Zielgene deutlich, dennoch konnen einige Zielgene durch MB I aktiviert werden
38,160

p400
GCN5
TIP48 LS
BAF53
CBP/p300 p-TEFb SKP2
TRRAP mediator

Vs

Ax.n EG-)

| E-BOX |

RNA POL Il

MAD
MAX  (MNT)
E - BOX I

Abbildung 3. Regulierung von E-Box Promotoren. Oben: c-Myc/Max Heterodimere
aktivieren Promotoren durch Rekrutierung verschiedener Transkriptionsaktivator-
Komplexe. Unten: Repression von E-Box Promotoren durch Mad/Max Heterodimere, als
Antagonisten von c-Myc/Max Uber Rekrutierung von Repressorkomplexen (modif. nach
Adhikary & Eilers ?).

Die Untersuchung der HAT unabhingigen Aktivierung von c-Myc Zielgenen

zeigte, dass manche Promotoren zwar mit RNA Polymerase II (Polll) besetzt sind, dass
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aber das Fortschreiten der Transkription in der Abwesenheit von c-Myc blockiert ist
172 Polll kann am 3’ Ende des cad Gens nur dann nachgewiesen werden, wenn c-Myc
ebenfalls gebunden und die Transkription aktiv ist. Im Fall von cad geht die Bindung
von c-Myc an den Promotor der Freigabe (,,clearance) der Polll voraus. Die
Stimulation der Polll Promotor ,,clearance® ist verbunden mit der Aktivitit der Polll
Kinasen TFIIH und p-TEFDb (postive transcription elongation factor b) ',

In GST ,,pull-down* Experimenten konnte die Bindung von GST-c-Myc an beide
Untereinheiten von p-TEFb, Cyclin T1 und Cdk9, nachgewiesen werden *’. In einer
weiteren Studie wurde die Rekrutierung von mediator, TFII-H und p-TEFb zum Cyclin
D2 Pomotor durch c-Myc nachgewiesen. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass
c-Myc die RNA Polll ,clearance“ durch die Rekrutierung von RNA-Polll-CTD
(carboxyterminale Doméne)-Kinasen unterstiitzt 80,

c-Myc ist nicht nur an der Transkription von RNA Polll Zielgenen beteiligt,
sondern auch an der von RNA Poll und RNA Polll. c-Myc konnte an den Promotoren
einiger dieser Zielgene nachgewiesen werden '°" '*'77 Poll transkribiert Gene fiir
ribosomale RNA, PollI fiir ribosomale 5S RNA und tRNAs. Auch viele andere c-Myc
Zielgene sind an der Synthese von Ribosomen und an der Proteinbiosynthese beteiligt
17817 Diese Vorginge spielen eine wichtige Rolle fiir das Zellwachstum. Fiir den
Aufbau der Ribosomen ist rRNA notwendig. c-Myc stimuliert die rRNA Transkription
sowohl in Drosophila als auch in Saugern ' 121174,

Fiir die Proteinbiosynthese sind weiterhin tRNAs und 5S RNA notwendig, die von
der RNA Pollll transkribiert werden. Die Uberexpression von c-Myc fiihrt zu einer
raschen Induzierung der Pollll Aktivitit und zur Bindung von c-Myc an Pollll

Zielgene. Der genaue Mechanismus der Aktivierung durch c-Myc ist noch unklar.

,.Pull-down* Versuche haben eine Bindung eines Pollll Kofaktors (TFIIIB) gezeigt ''°.

1.6.2 Mechanismen der Reprimierung durch c-Myc

Neben der Genaktivierung bewirkt c-Myc auch die Repression spezifischer Gene.
Repressionsmechanismen sind weit weniger gut untersucht als

Aktivierungsmechanismen, obwohl die Transformation von Zellen durch c-Myc auch

180

von der Genrepression abhingig ist = . Zudem trdgt die transkriptionelle Repression

durch c-Myc direkt zum Phédnotyp von Zellen bei, die durch c-Myc-transformiert

181, 182

wurden . c-Myc reprimiert beispielsweise die Expression von h-Ferritin. Dessen

I’ . .. . . 1
Uberexpression fiihrt zu einer Hemmung der Transformation 8,
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Zielgene der Repression wurden durch verschiedene Ansitze, wie induzierbare c-

184 185

myc Allele ™, c-myc ,knock out“ Zellen oder durch den Vergleich von
,Microarray"-Daten aus unterschiedlichen c¢c-Myc exprimierenden oder nicht
exprimierenden Tumorgeweben, identifiziert '*°.

Eine wichtige Zielgengruppe sind die Inhibitoren der Zellproliferation. Hierzu
gehoren die Zellzyklusinhibitoren p21Cipl 2 "' p27Kip1 %, p15Ink4B * '*,
pl8ink4c "* und p57Kip2 ' (s. 1.7.1). c-Myc inhibiert auch die Reifung von
Priadipozyten zu -Adipozyten. Dieser Prozess wird durch ¢/EBP-a gesteuert '*°. c-
Myc inhibiert c/EBP-a iiber dessen ,,core* Promotor 197,

Wihrend die Genaktivierung an E-Boxen oder @dhnlichen DNA-Sequenzen
stattfindet, wurde bisher keine -einheitliche DNA-Region fiir die Repression
identifiziert. Fiir den Adenovirus Major Late Promotor (AdML), den pl5Ink4B und
den p21Cipl Promotor konnte die ,,core“-Promotor-Region, speziell das INR Element,
als die entscheidende Sequenz fiir die Repression verifiziert werden.

Auch andere DNA-Sequenzen fiir eine c-Myc abhingige Repression wurden
gefunden. So erfolgt die Repression von PDFG (platelet-derived growth factor) iiber
NF-Y Bindestellen und die Interaktion von c-Myc und NF-Y 8 c-Myc reprimiert

ebenfalls die Expression von Gadd45 181

, einem Gen, das bei DNA-Schidigung
induziert wird. Untersuchungen zeigten, dass eine proximale kurze GC-reiche Region
innerhalb des Gadd45 Promotors fiir die Repression verantwortlich ist. Diese Region
enthilt Bindemotive fiir den Transkriptionsfaktor Spl, so dass c-Myc moglicherweise
durch direkte Interaktion mit SP1/SP3 zur Hemmung der Expression von Gadd45 fiihrt
198

Initiator Elemente (INR) sind definiert als DNA-Sequenzen, die unabhidngig von
der Anwesenheit eines TATA (tumor associated tranplantation element antigen)
Elements den Startpunkt der Transkription festlegen kdnnen. Am p/5Ink4B Promotor
unterdriickt c-Myc die Aktivierung des Promotors durch freies Miz-1. Miz-1 aktiviert
den Promotor durch die Rekrutierung von p300 Histonacetylase-Aktivitidt. Das c-
Myc/Max Heterodimer bindet an Miz-1 am ,,core* Promotor und reprimiert dessen
Aktivierung durch Miz-1 193,
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die DNA Methyltransferase Dnmt3a an

Miz-1 Zielpromotoren, die durch c-Myc reprimiert werden, bindet. Es ist bekannt, dass

Dnmt3a HDACSs rekrutiert, was wiederum zur Repression fithren kann 0
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MB 1I spielt in der Repression durch die Bindung von Tip48 und Tip49 sowie
p400 eine mogliche Rolle. Tip48/49 sind an der c-Myc abhédngigen Repression
beteiligt und p400 kann den p21Cip! Promotor reprimieren .

c-Myc hemmt die Expression von p15Ink4B auch in von INR unabhingiger Art
und Weise. c-Myc interagiert mit aktiviertem Smad2 und Smad3 und formt auf dem
p15Ink4B Promotor einen inaktiven SP1-Smad-c-Myc Komplex, der moglicherweise
andere Korepressoren rekrutiert oder SP1 durch Konformationsdnderungen zu einem
Repressor macht *%.

Der p21Cipl Promotor wird von c-Myc als Antwort auf bestimmte Stimuli, TGFJ
oder UV-Bestrahlung und als Antwort auf die Induktion der Zelldifferenzierung
reprimiert. TGFpB setzt Miz-1 aus dem reprimierenden Miz-1/c-Myc/Max Komplex
frei, in dem es die Expression von c-Myc supprimiert. Miz-1 kann dann die Expression
von p15Ink4B aktivieren. Miz-1 kooperiert mit Smad3 und Smad 4, die an einer Smad
Erkennungssequenz oberhalb des ,,core* Promotors binden.

c-Myc hat offensichtlich die Moglichkeit, durch verschiedene Mechanismen und

Kooperationen viele Zielgene zu regulieren. Es ist daher nicht erstaunlich, dass c-Myc

an vielen unterschiedlichen zellulidren Prozessen beteiligt ist.
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Abbildung 4. Repression durch c-Myc uber die Interaktion mit Miz-1. A) Miz-1 kann
»core® Promotoren durch die Rekrutierung von p300 aktivieren. Durch Bindung des c—
Myc/Max Heterodimers an Miz-1 und die Rekrutierung von Dnmt3a und Tip48/49 wird die
Transkription reprimiert. B) Rolle von Miz-1 in der zelluldaren Antwort auf TGFB und UV-
Strahlung. TGFB hemmt die Bildung des reprimierenden c-Myc/Miz-1 Komplexes, so dass
Miz-1 an das INR Element des p15Ink4B Promotors binden kann und die Transkription
aktiviert. Gleiches erfolgt bei der Freisetzung von Miz-1 aus einem hemmenden TopBP1/Miz-
1 Komplex am p21Cip1 Promotor durch UV-Bestrahlung. (modif. nach Eilers & Adhikary 2).

1.7 Die Funktion von c-Myc in Physiologie und Tumorigenese

c-Myc besitzt ein groBes Spektrum an physiologischen Funktionen und ist direkt
oder indirekt an allen transformativen Verdnderungen der Tumorigenese beteiligt. c-
Myc besitzt eine groBe Anzahl von Zielgenen, die der groflen Bandbreite seiner

Funktionen entspricht. In den folgenden Abschnitten werden exemplarisch einzelne

p21CIP1 Promotor

Funktionen von c-Myc Zielgenen dargestellt.
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1.7.1 Zellzykluskontrolle

Eine Schliisselfunktion von c-Myc ist seine Fihigkeit, den Zellzyklusablauf zu
begiinstigen. In ruhenden Zellen (Gy) ist keine c-Myc Aktivitit nachweisbar **'. Nach
Stimulation durch Mitogene oder Serum wird die Produktion von c-Myc mRNA
angeregt 202 Am Beginn der G; Phase liegt der so genannte Restriktionspunkt (R-
Punkt), an dem sich entscheidet, ob eine Zelle in die Phase der DNA-Synthese eintritt
(G;—S Translation) und eine Zellzyklusrunde vollstindig durchlduft. c-Myc
kontrolliert diesen R-Punkt auf verschiedenen Ebenen.

Die G;—S Progression wird in eukaryotischen Zellen durch die Aktivitdt von
Cyclin-abhéngigen Kinase (Cdks) Komplexen gesteuert. c-Myc induziert die Bildung
von Cyclin/Cdk Komplexen. Gleichzeitig inhibiert es Cdk Inhibitoren. So induziert c-
Myc z. B. die Bildung des CyclinD2/Cdk4 Komplexes durch die Aktivierung der
Transkription seiner Komponenten '°> ** und durch die Inhibierung der Cdk
Inhibitoren p21Cipl und pl5Ink4a "% '3, c-Myc induziert auch die Bildung von
CyclinE/Cdk2 in der frithen G; Phase. Die Aktivierung der CyclinE/Cdk2 Kinase
durch Hemmung des Cdk2 Inhibitors p27Kipl ist von c-Myc abhédngig. Durch die
Bildung von CyclinD2/Cdk4 Komplexen wird die Aktivierung von CyclinE/Cdk2 204
25 und der proteasomale Abbau von p27Kipl ausgelost 206208 yWeitere Zielgene von c-
Myc in der Zellzykluskontrolle sind cdc25A 209, cak 210, cks2 184, cull *" und 142 **%.

Durch  diese  Regulierungsmechanismen  werden  CyclinE/Cdk2  und
CyclinD2/Cdk4 aktiviert. Zusammen mit der Sequestrierung von p27Kipl, der
Hyperphosphorylierung von pRB und der Freisetzung von E2F wird der R-Punkt
schlieBlich iiberwunden und der Zellzyklus schreitet von G; in die S-Phase fort (s.

Ubersicht Amati ef al. 1998 ).

1.7.2 Zellwachstum

Damit Zellen den G; Restriktionspunkt iiberwinden konnen, miissen sie eine

ausreichende GroBe erreicht haben. Das Zellwachstum wird durch c-Myc verstirkt 2",

Fibroblasten aus der Ratte, die kein c-Myc exprimieren, sind in der Zellproliferation

und auch im Wachstum eingeschrinkt 213,

Gesteigertes Wachstum konnte in B-Zellen aus transgenen Eu-Myc Miusen und in
humanen B-Zellen nachgewiesen werden *'®?!". Ahnliche Ergebnisse findet man auch

218

in Drosophila “*°. Im Laufe der Entwicklung von Drosophila findet eine Selektion zu
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Gunsten von Zellen statt, die mehr dMyc exprimieren wihrend Zellen mit weniger d-
Myc durch Apoptose eliminiert werden 219.220

Essentiell fiir das Zellwachstum ist die Proteinbiosynthese. Der Zusammenhang
zwischen c-Myc und der Regulation von Poll und Pollll wurde bereits erldutert (s.
1.6.1). Neben der Regulation der Gene fiir die ribosomale RNA reguliert c-Myc auch
Gene der Translationsinitiation. Zum Beispiel erhoht c-Myc die Expression der
Initiationsfaktoren eIF4E und eIF2 alpha **'. eIF4E besitzt eine Myc Bindestelle im
Promotor und hat selbst onkogene Eigenschaften **2. Die Initiation der Translation ist
wichtig fiir die Regulation von Zellteilung und Zellwachstum. Daneben kontrolliert c-

Myc diese Funktionen wahrscheinlich iiber die Regulation einer groBen Anzahl von

weiteren Zielgenen ',

1.7.3 Zelldifferenzierung, Adhasion und Angiogenese

Zellproliferation und Differenzierung sind eng miteinander verbunden. Im
Endstadium der Differenzierung schlieen sich beide Vorgéinge gegenseitig aus. Es ist
daher nahe liegend, dass c-Myc nicht nur die Zellproliferation antreibt, sondern auch
die Differenzierung aktiv verhindert.

Die Repression von c-Myc durch Antisense RNA blockiert die Freisetzung von
Mitogenen und fordert die Differenzierung z. B. von promyelotischen Zellen 2
Demgegeniiber kann die Uberexpression von c-Myc die Differenzierung inhibieren ***.

Die Verstirkung der Proliferation durch die Repression von pl5Ink4B '*°,
p21Cipl '™, ¢/EBP alpha '*°, H-Ferritin und IRP2 '® sind Hauptmechanismen, durch
die c-Myc die Differenzierung unterdriickt.

Der Verlust der Zell-Zell Adhésion ist eine Voraussetzung fiir den malignen
Verlauf der Tumorigenese und der Metastasierung. So fiihrt die Repression der
Integrine oLP, und ozP; zu einem adhédsionsunabhingigen Wachstum von

182, 225, 226

Tumorzellen . Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass c-Myc/Miz-1 Komplexe

einige Zielgene in Keratinocyten, die an der Adhésion und Differenzierung beteiligt

sind, durch Bindung an deren Promotoren steuern 227,

c-Myc induziert die
Differentiation und den Verlust der Zellpolarisation von Epidermiszellen in
Abhidngigkeit von Miz-1. Diese Funktion konnte dazu beitragen, dass epidermale
Stammzellen ihr Kompartiment in der Epidermis verlassen und durch die Repression

von Adhésionsgenen in den Differenzierungsprozess eintreten.
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Solide Tumore konnen nur dann iiber eine Grée von 1-2 mm hinaus wachsen,
wenn eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen gewdhrleistet ist.
Dies setzt die Neubildung von Blutgefiflen (Angiogenese) voraus. c-Myc kann die
Neoangiogenese durch die Regulation von angiogenen Faktoren, wie VEGF (vascular
endothelia growth factor), Angiopoietin-2 und den angiogenen Inhibitoren
Thrombospondin-1 und Angiopoetin-1 *****°_ induzieren. In transgenen Mausmodellen
fiihrt die Aktivierung eines konditionalen c-myc-Allels in Keratinocyten in vivo zu
einer reversiblen Hyperproliferation, einer Dedifferenzierung und zur Angiogenese des
Gewebes. Gleiches gilt fiir die Expression eines konditionalen Allels von c-myc in 3-

Zellen des Pankreas % 2!,

1.7.4 c-Myc und Apoptose

c-Myc kann sowohl die Zellproliferation fordern als auch die Apoptose auslésen
#2235 Eine durch c-Myc induzierte Transformation und Tumorigenese wird dadurch
begrenzt, dass c-Myc selbst in der Lage ist, die Apoptose sowie die zelluldre Seneszenz

236, 237

zu induzieren . Bei zelluldrem Stress oder bei fehlenden ,,survival* Signalen 16st

ektopisch exprimiertes c-Myc in zahlreichen Zielllinien und in transgenen Ep-Myc
Miusen Apoptose aus 236. 238

Man geht davon aus, dass die Apoptose-Funktion von c-Myc eine Schutzfunktion
gegen die Zellentartung darstellt, wenn das Onko-Protein c-Myc in den Zellen
akkumuliert. Diese Eigenschaft teilt c-Myc mit anderen Onko-Proteinen, wie z. B. E1A
239. 240 oder E2F-1 **"* 22, Fiir die Tumorigenese miissen transformierte Zellen den
reguldren c-Myc induzierten Apoptose—Signalweg deaktivieren oder umgehen. Die
Induktion der Apoptose durch c-Myc ist von vielen Apoptose-Faktoren abhéngig.

c-Myc induziert die Expression von pl19Arf, einem Inhibitor der E3-Ubiquitin-
Ligase Mdm2. Dadurch akkumuliert p53, welches nun nicht mehr durch Mdm?2
ubiquitiniert und abgebaut werden kann, und 16st die Apoptose aus 23295 Werden
pl19Arf oder p53 deletiert, kann c-Myc primédre Zellen immortalisieren. Die c-Myc
induzierte Lymphomagenese wird dadurch begiinstigt >°.

Eine weitere Moglichkeit von c-Myc die Apoptose auszulosen, ist die Induktion
von Bim (BH3-only Protein), die zur Freisetzung von Cytochrom c¢ und der
Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax fithrt "% Zusiitzlich reprimiert c-

Myc die anti-apoptotischen Proteine Bcl-Xp und Bcl2, was die Freisetzung von

Cytochrom c fordert **°.
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Kiirzlich konnten Patel und McMahon in 2 Studien zeigen, dass die Induktion der
Apoptose die Inaktivierung von Miz-1 durch die Bindung von c-Myc erfordert. Sie
demonstrierten, dass Miz-1 die Transkription des anti-apoptotische Gens bcl2 aktiviert.
Die Inhibierung von bcl2 ist fiir die Auslosung der Apoptose aber notwendig. Durch
die Hemmung von bcl2 kann die c-Myc Mutante V364D, die nicht an Miz-1 bindet,
die Apoptose auslosen. Damit ist die Inhibierung der Miz-1 Aktivierung von bcl2
durch c-Myc ebenfalls ein notwendiger Schritt in der Apoptose »"* %2,

Ebenso wird die Apoptose ausgelost, wenn c-Myc DNA-Schaden in Form von
Doppelstrangbriichen induziert *°. Die deregulierte c-Myc Expression kann einen
Zellzyklusarrest, der durch DNA-Schiden verursacht wurde, wieder aufheben und
verloren gegangene Checkpointfunktionen wiederherstellen. Dadurch kann die
Apoptose unterdriickt werden '* " ** Durch Verwendung von c-myc -/- Zellen und
der c-MycV394D Punktmutante, bei denen die Miz-1 abhingige Repression fehlerhaft
ist, konnte gezeigt werden, dass c-Myc p21Cipl nach UV-Bestrahlung reprimiert und
damit den UV induzierten Zellzyklusarrest durch Bindung an Miz-1 wieder aufhebt '*.

Das Proto-Onkogen c-myc tridgt entscheidend zur Balance von Zellteilung,
Wachstum, Differenzierung und Zelltod bei. Die c-Myc Funktion ist daher auch ein
Paradigma fiir das Umschalten eines Proto-Onkogens, das erforderlich ist fiir die

Erhaltung der zellularen Homoostase, zu einem Onkogen, welches durch seine

Deregulierung zu fast jedem Prozess der Transformation beitragt.

1.7.5 Zellulare Transformation durch c-Myc

Die physiologischen Transkriptionskontrollen des c-myc Gens sind in vielen
menschlichen Tumoren ausgeschaltet, so dass c-Myc iiberexprimiert wird 2.
Allerdings ist eine unkontrollierte Expression von c-Myc nicht hinreichend, um Nager-
oder Sdugerzellen zu transformieren. Tumore aus c-Myc transgenen Méiusen sind
klonalen Ursprungs, was darauf schliefen lidsst, dass weitere Gene Mutationen tragen
miissen, damit Tumore entstehen. Fiir die Transformation primérer Nagerzellen in
Kultur durch c-Myc ist die Kooperation mit einem zweiten Onkogen notwendig. Die
Kooperation von c-Myc mit Proteinen des Ras Signalwegs, wie z. B. die Koexpression
von c-Myc und konstitutiv aktivem Ras 256, kann zur Transformation und zur
Tumorigenese fiihren " 2" **® Primire humane Zellen lassen sich in vitro durch c-
Myc und Ras alleine nicht transformieren. Dies ist jedoch durch eine kombinierte

Uberexpression von hTERT, Ras und der SV40 ,.early* Region gelungen 259, 260
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Zwei Kontrollmechanismen, die eine c-Myc abhingige Transformation von
Wildtyp Zellen verhindern, sind bisher bekannt: Erstens wird die c-Myc Funktion
durch post-transkriptionelle Modifikationen in Ras-abhingigen Signalwegen
kontrolliert. Zweitens gibt es Absicherungsmechanismen, wie etwa die Apoptose, die
Zellen vor der c-Myc abhingigen Transformation schiitzen und daher erst inaktiviert
werden miissen, damit sich Tumore bilden konnen.

Ras kontrolliert die c-Myc Funktion iiber drei Mechanismen:

1) Ras-abhéngige Kinasen phosphorylieren c-Myc an den zwei Aminosdurenresten
Thr58 und Ser62. Dadurch wird die Stabilitit des c-Myc Proteins reguliert 30-31 (.
1.2.1).

2) Einige c-Myc Zielgene, die in die Regulation der Zellproliferation involviert
sind, werden durch Mitglieder der FoxO Transkriptionsfaktoren koreguliert. FoxO
Faktoren werden durch Akt Protein-Kinasen phosphoryliert. Akt steht in der
Signalkaskade unter Ras. Durch die Phosphorylierung werden die FoxOs aus dem
Zellkern exportiert. In ihrer unphosphorylierten Form binden FoxOs direkt an c-Myc
Zielgene und reprimieren diese iiber Hemmung der Bildung des Priinitiations-
Komplexes am Promotor 261

3) Die transkriptionelle Repression durch c-Myc wird iiber den PI3K Signalweg
reguliert. c-Myc wird an Ser71 durch eine ,,downstream® von PI3K gelegene Rho-
abhingige Kinase phosphoryliert. Das fiihrt zur verstirkten Repression von

262 Weiterhin ist die DNA-Bindedomiine von Miz-1 ein Substrat fiir

Thrombospondin
die Akt Kinase '*". Nach der Phosphorylierung binden 14-3-3 Proteine an Miz-1 und
inhibieren die DNA-Bindung und die Aktivierung von p2/Cipl und damit die
Fihigkeit von Miz-1, die Zellproliferation zu unterdriicken '*’.

Die Aktivierung von c-Myc wird iiber viele direkte und indirekte Mechanismen
von Signalkaskaden gesteuert, wie z. B. durch Anderungen des c-Myc Genlokus oder
verdnderter c-Myc Stabilitdt. Ein Beispiel fiir die indirekte Wirkung von
Signalkaskaden, welche die Expression von c-Myc induzieren oder reprimieren, sind
die PDGF und Apc Signalwege ** *" . In kolorektalen Tumorzellen ist die
Expression des Zellzyklusinhibitors p21Cipl wegen der Uberexpression von c-Myc
reduziert *'. Bei der Entstehung von kolorektalen Karzinomen stellt die
Transaktivierung von Tcf Zielgenen nach Induktion durch Mutationen im Wnt

Signalweg das primire transformierende Ereignis dar. Die Suppression der [-

catenin/Tcf-4 Aktivitidt in kolorektalen Karzinom-Zellen fiihrt zu einem G; Arrest.
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Gleichzeitig wird ein Differenzierungsprogramm aktiviert. Durch die Repression von
p21 kommt c-Myc eine entscheidende Rolle in diesem genetischen Schaltprogramm zu
2! Die Repression von p21Cipl durch c-Myc ist dafiir verantwortlich, dass c-Myc
transformierte Zellen bei Schiadigung ihrer DNA nicht mehr in den Zellarrest gehen
konnen. p21 ist ein Cdk Inhibitor, der durch p53 in nicht transformierten Zellen nach

DNA-Schiden induziert wird 2" 1310,

1.8 Fragestellung

Das c-Myc Protein ist ein wichtiger Schliisselfaktor in vielen physiologischen
Prozessen, wie dem Zellwachstum, der Zellproliferation, der Differentiation oder der
Apoptose. c-myc ist ein Proto-Onkogen und die Deregulierung seiner Aktivitit ist ein
Charakteristikum vieler unterschiedlicher Tumore, die beim Menschen auftreten.

In den vorherigen Abschnitten wurde die Vielzahl von Funktionen des c-Myc
Proteins im Zusammenspiel mit verschiedenen Partnern verdeutlicht. Dennoch sind
viele Mechanismen der c-Myc Funktionen noch nicht ausreichend untersucht, um das
grofle Spektrum seiner Einfliisse erkldaren zu konnen. Auch ist der Effekt, den c-Myc
auf seine Zielgene ausiibt, mit einer circa 2-3 fachen Verinderung relativ gering. Diese
Tatsache ldsst ebenfalls vermuten, dass c-Myc andere Funktionen zukommen als eine
reine Transkriptionsregulation . So zeigen neueste Forschungen, dass c-Myc an der
Initiation der Replikation beteiligt ist ***.

Es ist wahrscheinlich, dass c-Myc seine Rolle nur im Zusammenspiel mit anderen
Proteinpartnern ausiiben kann. Um die Biologie der Funktion des c-Myc Proteins
weiter zu untersuchen, sollten zwei Strategien zur Auffindung von
Kandidatenproteinen, die mit c-Myc bzw. seinem Interaktionspartner Miz-1
interagieren, etabliert werden:

Erstens sollte eine Tandem-Affinitits-Aufreinigung (TAP) fiir Miz-1 in humanen
Zellen etabliert werden. Hierzu musste zunidchst ein Miz-1-TAP- Fusionsprotein
synthetisiert werden, das in seinen Eigenschaften dem Wildtyp Protein gleicht. Nach
der Uberexpression des Fusionsproteins in humanen Zellen sollte eine effiziente
Aufreinigungsstrategie fiir das Fusionsprotein und dessen Interaktionspartner etabliert
werden. Die mit der TAP-Strategie gereinigten Proteine sollten mittels
Massenspektroskopie identifiziert werden.

Zweitens sollten mittels sdulenchromatographischer Verfahren

Multiproteinkomplexe, die c-Myc bzw. Miz-1 enthalten, soweit angereichert und
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gereinigt  werden, dass direkt aus dem  Proteinkomplexgemisch eine
massenspektrometrische  Identifizierung der enthaltenen Komplexkomponenten
moglich wird. Hierzu musste zunéchst ein Fraktionierungsschema zur Anreicherung
und Reinigung etabliert werden.

Die Identifizierung von Kandidatenproteinen, die mit c-Myc interagieren, stellt
einen wichtigen Schritt bei der Identifizierung neuer krebsrelevanter Gene und
Signalwege dar, durch welche die c-Myc Funktion in der Tumorigenese besser

verstanden werden kann.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme und Saugerzellen

XL1-Blue E.coli recA endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAllac
[F proABlacl’ZAM15Tnl0 (tet"))

DH5a E.coli F@S0dlacZAMI15A(lacZYAaegF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17 (ri',mg" )phoAsupE44 A-thi-1 gyr A96 relAl

HelLa humane Zervix — Karzinom - Zelllinie (ATCC)

HEK?293T humane embryonale Nieren-Zelllinie (ATCC)

2.1.2 Primer fir die Klonierung

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG, Ebersberg, synthetisiert und in
lyophylisierter Form geliefert. Auf den Synthesescheinen ist die durch die Firma
bestimmte Menge gelieferter Oligonukleotide angegeben sowie die erforderliche
Menge Wasser, um eine Endkonzentration von 100 uM zu erhalten. Die Aufnahme der
Pellets erfolgte gemil} den Angaben des Herstellers.

Fiir die Klonierung des c-terminalen TAP ,,tags* an Miz-1 wurden folgen Primer
verwendet.

5%-primer: 5-CGG ATA TCG CCA TGG GAC TTT CCC CA-3”
3’-primer: 5-CCC AAG CTT CTC GGC AGG CGG GGG A-37
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2.1.3 Plasmide

pCMV -TAP (CellZome; Heidelberg) Grundplasmid ist pEGFP-C1
(Clontech, Mountain View, CA, USA)
pCMV-Miz-1-TAP Eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV

(Cytomegalievirus) Promotor und einer TAP-,tag®-
Kassette, vor die das miz-1 Gen kloniert wurde

pcDNA3 Eukaryotischer Expressionsvektor mit CMV
(Cytomegalievirus) Promotor und T7 Promotor
(Invitrogen, Kralsruhe)

pcDNA3-c-Myc pcDNA3 Vektor mit humaner c-Myc cDNA. Die cDNA
stammt aus pBluescript KS-Myc

pcDNA3-Miz-1 pcDNA3 Vektor mit humaner Miz-1 cDNA. Die cDNA
stammt aus pUHD-Miz-1

pcDNA3-eGFP pcDNAS3-Vektor mit kodierender Sequenz fiir eGFP

pGL2-hp15 Vektor mit dem Luziferase-Reportergen und einem
Fragment des humanen p15/ink4b Promotors, das die
Nukleotide von Position —2500 bis +160 relativ zum
Transkriptionsstart umfasst

CMV-B-Gal Vektor fur die Expression von B-Galaktosidase in
eukaryotischen Zellen (freundlicherweise von Stefan
Gaubatz zur Verfigung gestellt)

Abbildung 5. pCMV-TAP. Klonierungs- und Expressionsvektor fiir die Tandem-Affinitéts-
Aufreinigung. Miz-1 wurde in die MCS des Vektors kloniert. Quelle: Cellzome, Heidelberg.
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2.1.4 Allgemeine L6sungen

Acrylamidstammlésung

B-Gal Substratlésung

Bradford Reagenz

BSA

Desoxynukleosid-Triphosphat
(dNTP)
Ethidiumbromid

Luziferase-Substratmischung

Propidiumjodid Lésung

Protein G-Sepharose

Proteaseinhibitoren

30% (w/v) Acrylamid (Applichem, Karlsruhe)
0,8% (w/v) N,N"-Methylen-bisacrylamid in H,O
Lagerung: 4°C, lichtgeschitzt

6 mg/ml ONPG in H,O

0,01% (w/v) Coomassie Brillant Blue G-250
(Sigma, St. Louis, USA)

4,75% (v/v) Ethanol

10% (v/v) Ortho-Phosphorséaure in H,O;
filtrieren, lichtgeschitzt lagern

FraktionV (AppliChem, Darmstadt)

als Referenzlésung: 1 pg/pl in NP-40
Lysepuffer

Sigma, St. Louis, USA
(100 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Roth, Karlsruhe
(Stammldsung10 mg/mlin H,O)

0,2mM D-Luziferin (Applichem, Kralsruhe),
25 mM Gly-Gly, pH 7,8

Sigma, St. Louis, USA (Stammlésung 1mg/ml)

Sigma, St. Louis, USA
Suspension in 20% (v/v) Ethanol / H,0)

Protease Inhibitor Cocktail
(Invitrogen, Kralsruhe)
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2.1.5 Alilgemeine Puffer

B-Gal-Reaktionspuffer

Blot Puffer(Western Blot)

6x DNA-Probenpuffer

2x HBS

KPi-Puffer

Laufpuffer (SDS-Gelelektrophorese)

Luziferase-Reaktionspuffer

NP40-Lysepuffer

31

60 mM Na,HPQO,, pH 8,0
1 mM MgSO,

10 mM KClI

50 mM 2-Mercaptoethanol

10-20% (v/v) Methanol
150 mM Glycin
20 mM Tris-Base

40% (w/v) Saccharose
0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,2% (w/v) Xylenxyanol

10 mM EDTA pH 8,0

280 mM NaCl

1,5 mM Na,HPO4

50 mM Hepes-KOH

pH 6.95-7.00

100 mM K;HPO,

pH mit 0,5 M KH,PO, auf 7,8 einstellen

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

2mMATP,pH 7,0
0,1 M MgSQO,
25 mM Gly-Gly, pH 7,8

150 mM NaCl
50 mM Tris, pH8,0
NP-40 1% (v/v)
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PBS-Puffer pH 7,4 130 mM NacCl
3 mM KClI
6,4 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
pH 7,4 mit HCI einstellen

3x SDS-Probenpuffer 4,8 ml 4x Trenngelpuffer
0,6 g SDS (6% SDS)
0,43 g DTT (0,3 M Dithiothreithol)
kleine Spatelspitze Bromphenolblau
3,5 ml Glycerin
ad 10 ml in H,O

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0

TBE-Puffer (0,5x) 45 mM Tris-Borat
2 mM EDTA, pH 8,0

20x TBS 1 M Tris/HCI, pH 7,4
3 M NaCl

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

TES-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA
200 mM NaCl
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2.1.6 Chemikalien

Soweit nicht besonders aufgefiihrt, wurden Chemikalien in Analysequalitét oder in
Qualitét fiir die Molekularbiologie von den Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen), Merck
(Darmstadt) und Applichem (Heidelberg) bezogen. Feinchemikalien mit hoéchstem

Reinheitsgrad wurden entweder von Sigma (Deisenhofen) oder Gibco-Life

Technologies (Karlsruhe) verwendet.

Chemikalie

NP-40

Agar, Bactopeptone, Bactotrypton
ATP

TEMED

Agarose

Ethanol, Iso-Propanol, Methanol, NaCl,
Formaldeyd 37%

Chloroquine

Tris, Phenol, Phenol / Chloroform,
Tween-20, Glycerin, Glycin

2.1.7 Molekulargewichtsmarker

Protein-Marker

DNA-Marker

RNA-Marker

33

Firma, Sitz

Calbiochem, Heidelberg
Difco, Heidelberg
Fluka, Seelze

Gibco BRL, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze

Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Full Range Rainbowmarker RPN 800
(Amersham, Freiburg)

Low Range Rainbowmarker RPN 755
(Amersham, Freiburg)

1 Kb DNA Ladder 1 pg/ul
(GibcoBRL, Karlsruhe)

0,24-9,5 Kb RNA Ladder, 1 pg/ul
(GibcoBRL, Karlsruhe)
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2.1.8 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Alkalische Phosphatase (shrimps)
T4-DNA-Ligase
Pfu-TurboPolymerase

TEV Protease

2.1.9 Filme, Filter und Gerate

Filme

Blotting-Membran flr Proteine

Whatman-Filterpapiere

Begasungsbrutschrénke
Biofuge

Luminometer Lumat LB 9507
Mikroskop DMIRB
Megafuge1.0OR

Primus Thermocycler
Sterilarbeitsbank
Schuttelinkubatoren Model G25
Transblot SD Apparatur

Akta Purifier 10/10
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Amersham, Freiburg,
Gibco Life Technologies, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim (1 U|ul)
Amersham, Freiburg (5 U/ul)
Stratagene, Amsterdam (2,5 U/pl)
Invitrogene, Karlsruhe (1 U/ul)

ECL Hyperfilm (Amersham)

Immobilon-P, PVDF Transfer Membran
(Millipore)

Gel-Blotting Papier
(Schleicher und Schuell)
Heraeus BBD 6220
Heraeus Fresco
Berthold

Leica

Heraeus

MWG

Heraeus HeraSafe

New Brunswick Scientific Co.INC
Biorad

Amersham Pharmacia Biotech
(GE Healthcare)
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2.1.10

2.1.1

Antikorper
Erst — Antikorper:
anti-Miz-1

anti-c-Myc
Zweit-Antikorper:

anti-Kaninchen-HRP

anti-Maus-HRP

Kit-Systeme
Western Blot
Western Blot

Gelfiltrationssaulen

Plasmid Maxi Kit
DNA-Isolationskit
DNA-Aufreinigungskit

monoklonale Mausantikérper: Hybridomadberstéande
(J.Bartek): 10E2 fir Western Blot

monoklonaler Mausantikérper 9E10 ® fiir Western Blot

Affinitdtsgereinigter Antikdrper (Amersham, Freiburg)
Esel anti-Kaninchen Immunglobulin

Affinitatsgereinigter Antikdrper (Amersham, Freiburg)
Esel anti-Maus Immunglobulin

ECL Entwicklerlésungen Reagenzien 1 und 2
(Amersham, Freiburg)

ECL Detektions System Lésung A und B
(Amersham, Freiburg)

ProbeQuant G-50 Micro Columns (Pharmacia, Freiburg)

Qiagen-tip 500 (Qiagen, Hilden)
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
Nucleotrap Kit (Machery Nagel)
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienzellkultur

2.2.1.1 Anzucht und Stammhaltung von Bakterien

Alle Arbeiten mit Bakterien wurden mit autoklaviertem Material unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Standardméfig wurden die beiden Sicherheitsstimme XL-
1 und DH5a eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in LB-Medium ggf. mit bzw. ohne
100 pg/ml Ampicillin zur Selektion bei 37°C in Schiittelinkubatoren. Zur dauerhaften
Lagerung wurden 0,5 ml einer Ubernachtkultur mit 0,5 ml Glycerin versetzt und bei —

80°C gelagert.

LB-Medium 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g Glucose
ad 1000 ml H,O, pH 7,0

2.2.1.2 Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock

Vor der Transformation wurden kompetente Bakterien durch CaCl, Behandlung
hergestellt. Die Herstellung erfolgte durch 10miniitiges Kiihlen einer
Bakteriensuspension (ODsgy=0,35), anschlieBender Zentrifugation und Waschen in

eiskaltem CaCl,-Puffer. Danach wurde erneut zentrifugiert und in 2 ml eiskaltem
CaCl,-Puffer resuspendiert. Nach weiteren 2 Stunden im Eisbad wurden die Zellen

entweder direkt zur Transformation eingesetzt oder portioniert bei - 80°C eingefroren.
Zur Transformation wurden 100 ul auf Eis aufgetaute transformationskompetente
Bakterien mit dem einzubringenden Plasmid (1 ng-10 ng DNA) bzw. dem
Ligationsansatz (siehe Ligation) gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Hitzeschockbehandlung fiir 45 sek bei 42°C im Heizblock wurden die Bakterien fiir 2
min auf Eis gekiihlt, anschlieBend in 700 pl LB-Medium ohne Ampicillin
aufgenommen und fiir 45 min bei 37 °C inkubiert. Die Kultur wurde anschlieBend auf
LBA™-Agarplatten ausgestrichen. Von einer Einzelkultur wurde darauf hin eine

Ubernachtkultur mit Ampicillin angeimpft.

LB Agar LB Medium
1,5% (w/v) Bacto Agar
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2.2.2 Saugerzellkultur

2.2.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Zellen in Adhidsionskultur wurden auf Polystyrol-Zellkulturschalen mit
Durchmessern von 6 cm, 10 cm oder 15 cm (Nunc, Greiner) kultiviert. Soweit nicht
anders vermerkt, wurden die Zellen in Vollmedium in Heracus BBD 6220
Begasungsbrutschrinken bei 37°C, 96% relativer Feuchte und 5% CO, kultiviert. Alle
Arbeiten mit Zellen, die fiir eine fortgesetzte Kultur vorgesehen waren, wurden unter

sterilen Bedingungen in einer Steril-Arbeitsbank (Heraeus HeraSafe) durchgefiihrt.

Vollmedium fir 500 mlI DMEM (Dulbeccos modified Eagles Medium),
Saugerzellen mit Phenolrot

50 ml FCS wéarmeinaktiviert (30 min bei 56 °C)
5 ml Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)
5 ml L-Glutamin (200 mM)

2.2.2.2 Passagieren von adhdrenten Zellen

Sowohl HEK293T als auch HeLa Zellen wurden alle 2-4 Tage zwischen 1:5 und
1:20 verdiinnt und neu ausplattiert (passagiert). Das Ablosen von der Kulturschale
erfolgte durch Behandlung mit Trypsin-EDTA. Dazu wurde zundchst das Medium
abgesaugt und die Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen, um Serumreste, die
Proteaseinhibitoren enthalten, zu entfernen. Die Zellen wurden mit 1-2 ml Trypsin-
EDTA Losung iiberschichtet und circa 3 min bei 37°C inkubiert, bis sie sich
vollstiandig von der Kulturschale gelost hatten. Die abgelosten Zellen wurden dann in
frischem Medium resuspendiert und entsprechend der gewiinschten Endverdiinnung in

vorbereiteten Zellkulturschalen mit frischem Medium verdiinnt.

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur lingeren Aufbewahrung wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert.
Um Schidden durch das Einfrieren zu verhindern, wurden die Zellen in einem
Einfriermedium langsam auf die Lagertemperatur abgekiihlt. Zunédchst wurden die
Zellen trypsinisiert und bei 1.000 rpm in einer Heraeus-Minifuge fiir 5 min bei 4°C

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in eiskaltem DMEM-Medium mit 25% (v/v) FCS
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und 10% (v/v) DMSO (1 ml pro konfluenter 15 cm-Kulturschale) aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde sofort auf vorgekiihlte 1,8 ml Cryo-Rohrchen (Nunc) (je 1 ml)
verteilt und diese dann auf -80°C abgekiihlt.

Um Beschiddigungen des Zellmaterials zu vermeiden, wurden die eingefrorenen
Zellen (I ml in 1,8 ml Cryo-Rohrchen) direkt von —173°C in ein 37°C warmes
Wasserbad iberfithrt und bis zum Antauen der Zellsuspension erwidrmt. Die
Zellsuspension wurde anschliefend mit 10 ml vorgewédrmtem Medium gemischt und in
einem 15 ml Falcon-Reaktionsgefd3 fiir 5 min bei 1.000 rpm in einer Heraeus-
Megafuge bei 4°C abzentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde entfernt und
das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. Je nach Zelldichte wurden die Zellen

dann auf 10 oder 15 cm Zellkulturschalen ausgesiit.

Einfriermedium DMEM-Vollmedium
S.0.

20% FCS
10% DMSO

2.2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit einer modifizierten Neubauer-Zihlkammer bestimmt.
Dazu wurde auf das Zihlgitter der Kammer ein Deckglas so aufgebracht, dass so
genannte Newton’sche Ringe erkennbar waren. Die Zellen wurden trypsinisiert, in
einem definierten Volumen an Medium aufgenommen und auf die Zdhlkammer unter
das Deckglas pipettiert. AnschlieBend wurden unter dem Mikroskop viermal sechzehn
Felder der Neubauer-Zihlkammer auf die Anzahl der vorhandenen Zellen ausgezihlt.
Um die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension zu ermitteln, wurde der Mittelwert pro

sechzehn Felder berechnet und abschlieBend mit 10* multipliziert.

2.2.2.5 Anzucht von HEK293T Zellen in Suspensionskultur

Anzucht und Stammbhaltung der embryonalen Nierenzelllinie HEK erfolgte in
,,Eagle's minimal essential medium* (S-MEM) unter Zusatz von 5% (v/v) ,,new born‘
Kilberserum, 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Losung, 0,1 mg/ml Streptomycinsulfat
und 2,2 mg/ml Natriumhydrogencarbonat. Bei Erreichen einer Zelldichte von 4-6 x 10°

Zellen pro ml Medium wurden die Zellen weiterverwendet.
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2.2.3 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.2.3.1 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien (MiniPrip, MaxiPrap)

1 ml einer Ubernachtkultur von transformierten Bakterien wurde fiir 1 min bei
10.000 rpm abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 110 pl STET-Puffer mit
Lysozym (0,5 mg/ml) resuspendiert. Diese Suspension wurde zunéchst fiir 5 min bei
Raumtemperatur und dann fiir 1 min bei 95°C im Heizblock inkubiert und danach 15
min bei 13.000 rpm in einer Heraeus-Minifuge bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
mit einem sterilen Zahnstocher entfernt und dem Uberstand 110 pl Isopropanol
zugefiigt. Mit einer erneuten Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 15 min bei 4°C wurde
die DNA pelletiert. Die DNA wurde einmal mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 25 pul H,O resuspendiert.

Plasmidpréparationen in priparativem Umfang (bis 500 pg) wurden mit einem

DNA-Priparationskit (Qiagen-tip 500) der Firma Qiagen nach den Herstellerangaben

durchgefiihrt.
STET-Puffer 8% (w/v) Saccharose
0,5% (v/v) Triton X-100
50 mM EDTA

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

2.2.3.2 Konzentrationsbestimmung von DNA-Losungen

DNA-Konzentrationen in wissrigen Losungen wurden durch
Extinktionssmessungen bei 260 nm in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 1
cm bestimmt. Die Reinheit der DNA wurde durch Vergleich mit der Absorption bei
280 nm bestimmt. Ein Quotient Ayeo/Asgo von 1,8+0,1 kennzeichnete eine ausreichend

reine DNA-Préparation.

2.2.3.3 Sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die  sequenzspezifische, enzymatische  Hydrolyse @ von DNA  mit
Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den vom Hersteller (Gibco) angegebenen

Puffer- und Inkubationsbedingungen.

39



Material & Methoden

2.2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente kovalent verkniipfen zu konnen, wurden 10-50 ng
linearisiertes Plasmid zusammen mit einem bis zu 10-fachen molaren Uberschuss des
einzusetzenden DNA-Fragments in Gegenwart von 1 ul T4-DNA Ligase, (5 U/ul)

gemil den Herstellerangaben der Firma Amersham inkubiert.

2.2.3.5 DNA-Gelelektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese diente der Analyse von Plasmiden, DNA-
Fragmenten und der Uberpriifung von Restriktionsreaktionen. Je nach GroBe der DNA-
Fragmente wurden Agarosekonzentrationen zwischen 0,5 und 2% (w/v) gewihlt. Die
Agarose (Gibco) wurde in TAE-Puffer aufgekocht, auf ca. 50°C abgekiihlt und mit 500
ng/ml Ethidiumbromid versetzt. Die mit DNA-Ladepuffer versetzten DNA-Proben
wurden in die Geltaschen aufgetragen und elektrophoretisch bei 100-120 V
aufgetrennt. Die DNA-Fragmente wurden mit UV-Licht der Wellenlinge 254 nm

sichtbar gemacht.

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA, pH 8,0

2.2.3.6 Reinigung von DNA durch Phenolextraktion und Ethanolpridizipitation

Die Aufreinigung der DNA aus DNA/Proteingemischen, z. B. nach
Restriktionsreaktionen, erfolgte durch Phenol-Extraktion. Hierzu wurden die DNA-
Proben mit einem Volumenteil Phenol/Chloroform versetzt und gemischt. Nach einer
10miniitigen Zentrifugation bei RT und 13.000 rpm wurde die wissrige Phase
abgenommen, mit einem Volumenteil Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt
und gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die wissrige Phase erneut
abgenommen, mit 1/10 Volumenteilen 5 M Na-Acetat und 2,5 Volumenteilen Ethanol
versetzt und fiir 30 min bei 20°C zur Prizipitation der DNA inkubiert. Danach wurde
die DNA durch Zentrifugation fiir 15 min bei 13.000 rpm pelletiert, einmal mit 70%
(v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde anschlieend in einem

geeigneten (25 ul, 50 ul, 100 ul) Volumen H,O oder TE-Puffer gelost.
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TE-Puffer 10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8,0

2.2.3.7 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Préparationen aus Agarosegelen wurden mit einem DNA-Priparationskit
der Firma Qiagen (Qiaex II Gel Extraction Kit) nach den Herstellerangaben

durchgefiihrt.

2.2.3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Abschnitten erfolgte mittels PCR (polymerase chain
reaction). FEin typischer PCR-Reaktionsansatz bestand aus 1-10 ng Plasmid-
DNA/Fragment-DNA, 10 x Reaktionspuffer (mit MgCl,), je 10 mM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, 5 U/ul Tag-Polymerase bzw. Pfu Polymerase, jeweils 40 pmol/ul
Primer-DNA. Die Amplifikation des DNA-Fragments erfolgte in einem Stratagene
Thermocycler mit beheizbarem Deckel. Insgesamt wurden 30 Zyklen (préiparativ)
durchgefiihrt, wobei jeder Zyklus aus 3 Segmenten wie folgt bestand: 94°C, 1 min.
Denaturierung; 54°C, 1,5 min. Hybridisierung; 72°C, 1,5 min. Elongation. Zu Beginn
des ersten Zyklus wurde ein fiinfminiitiger Denaturierungsschritt bei 94°C
durchgefiihrt. Nach Beendigung des letzten Zyklus folgte eine zehnminiitige
Elongation bei 72°C. Die PCR-Ansidtze wurden auf ein priparatives Polyacrylamid-
Gel aufgetragen. Das Gel wurde mit Ethidiumbromid gefidrbt und die gewiinschte
DNA-Bande ausgeschnitten. Die DNA wurde elektroeluiert, unter
Standardbedingungen gefillt, in TE-Puffer (sieche 2.2.3.6) oder Wasser resuspendiert
und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.4 Arbeiten mit Proteinen

2.2.4.1 Priparation von cytoplasmatischem Extrakt (S100) aus HEK-

Suspensionszellen

Die HEK-Suspensionszellen wurden durch zehnminiitige Zentrifugation bei 1.000
g (1.300 rpm, 4°C) sedimentiert und mit Puffer 1 gewaschen. Nach Bestimmung des
,packed-cell-volume*“ (PCV) wurden die Zellen durch Aufnahme in 2,5 x PCV
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hypotonem Puffer 2 und Inkubation fiir 20 Minuten im Eisbad zum Quellen gebracht.
Zum Aufschluss der Zellen wurden diese im Potter homogenisiert, wobei die
Vollstindigkeit der Homogenisierung lichtmikroskopisch verfolgt wurde (Zerstorung
der Zellmembran unter Erhalt der intakten Kerne). Nachdem durch Zufiigen von 1/10
Volumenteil hypertonem Puffer 3 wieder isotonische Bedingungen hergestellt wurden,
folgte eine Ultrazentrifugation fir 90 Minuten bei 100.000 x g (= 33.000 rpm;
Beckmann Ti 60) und 4°C, bei der Kerne und Zelltriimmer sedimentieren. Der ,,S100-
Uberstand (S = Supernatant) wurde dekantiert, mit Glycerin auf eine Endkonzentration
von ca. 10% Glycerin eingestellt, mit 3 mM DTT und 0,2 mM PMSF (100 mM in
Isopropanol) versetzt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Die

Proteinkonzentration der Uberstiinde betrug 10-15 mg/ml.

Puffer 1 30 mM Tris-HCI (pH 7,4) Puffer 2 10 mM Tris-HCI (pH 7,9)
150 mM NaCl 10 mM KClI
1,5 mM MgCl,
Puffer 3 300 mM Tris-HCI (pH 7,9) 0,5mMDTT

1,4 M KCI; 30 mM MgCl,
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2.2.4.2 Priparation von Kernextrakt aus HEK Suspensionszellen (modif. nach

Shapiro, 1988 *%)

Bei einer Zelldichte von 4-7 x 10° Zellen/ml Medium wurden die Zellen durch
zehnminiitige Zentrifugation bei 700 rpm (170 x g) und 4°C sedimentiert und dann in
Puffer 1 (siehe unten) gewaschen. Das PCV (,,packed cell volume*) wurde durch
Aufnahme der Zellen in 100 ml Puffer 1 bestimmt (PCV=x-100 ml). Die Zellen
wurden in 5 x PCV (hypotonem) Puffer 2 aufgenommen und fiir 10 Minuten auf Eis
gequollen. Nach erneuter Zentrifugation und Aufnahme in 2 x PCV Puffer 2 wurden
die Zellen durch fiinfmaliges Pottern aufgeschlossen. Um die noch intakte
Kernmembran zu schiitzen, wurden ziigig durch Zugabe von 0,1 VT Puffer 4 wieder
isotone Verhiltnisse geschaffen. Danach wurden die Kerne durch 30-60 Sekunden
Zentrifugation bei 10.000 rpm im Sorvall HB4-Rotor pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet aus den Zellkernen wurde in 3 ml/10° Zellen Puffer 5 durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren in einer 10 ml Glaspipette homogenisiert und in
ein Becherglas groBen Durchmessers iiberfiihrt. Uber 10 Minuten wurden 0,1
Volumenteile der gesittigten Ammoniumsulfatlosung (gesittigte Losung bei 0°C (>3,9
M Ammoniumsulfat)) tropfenweise zugesetzt und somit die Kerne aufgeschlossen.
Nach weiteren 30 Minuten Rithren wurde die hochviskdose Losung in
Ultrazentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und 90 Minuten bei 40.000 rpm (180000 x g,
Beckmann Ti-55.2, 4°C) zentrifugiert. Danach wurde vorsichtig eine kleine
Lipidschicht abgehoben und der Uberstand dekantiert. Dieser wurde unter
zweimaligem Pufferwechsel 6-8 Stunden gegen Phosphocellulosepuffer (s. 2.2.4.3)

dialysiert.

Puffer 1 30 mM Tris-HCI (pH 7,4)
150 mM NaCl

43



Material & Methoden

Puffer 2 10 mM HEPES (pH 7,9)
0,75 mM Spermidin-3 HCI
0,15 mM Spermin-3HCI
0,1 mM EDTA (pH 8)

7,5 mMDTT
0,1 mM EGTA (pH 8)
10 mM KCI

Puffer 3 0,5 M Hepes (pH 7,9)

7,5 mM Spermidin-3 HCI
1,5 mM Spermin-3 HCI
100 mM KCl

2mM EDTA
7,5mMDTT

Puffer 4 9 Volumen 75% (w/v) Saccharose
1 Vol. Puffer 3

Puffer 5 20 mM Hepes (pH 7,9)
0,75 mM Spermidin-3 HCI
0,15 mM Spermin-3 HCI
0,2 mM EDTA
0,2 mM EGTA
7,5mMDTT
25% Glycerin

2.2.4.3 Dialyse von Proteinlosungen

Die Dialyse von Zellextrakten oder gereinigten Proteinfraktionen erfolgte bei
analytischen Mengen (100-500 pl) in Mikro-Kollodiumhiilsen der Firma Sartorius, bei
praparativen Mengen (>1ml) in Dialysierschldauchen. Die Schliuche wurden zur
Entfernung enzymatischer Verunreinigungen und zum Quellen vor Gebrauch kurz
aufgekocht. Der Puffer wurde vor Verwendung mit einer Wasserstrahlpumpe entgast.
Die Proben wurden bei 4°C so lange gegen den gewiinschten Puffer dialysiert, bis die

Leittdhigkeit der Proben mit der des umgebenden Puffers libereinstimmte.
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2.2.4.4 Proteinkonzentrationsbestimmung durch kolorimetrische

Proteinquantifizierung

Mit Hilfe einer BSA-Referenzkurve wurde der Proteingehalt der Zelllysate
bestimmt. Dazu wurden 1 pl, 2 ul, 4 ul, 6 ul und 8 ul einer Losung von BSA (1
mg/ml) mit 150 mM NaCl-Losung auf 100 pl aufgefiillt und mit je 1 ml Bradford-
Losung versetzt. In der gleichen Weise wurden 1 pul und 2 ul des Zelllysats eingesetzt.
Nach 10 min Inkubation bei RT wurde die ODsgs der Proben gegen einen Leerwert
(Puffer) ohne Protein bestimmt. Die Proteinkonzentration der Lysate wurde dann

anhand der erstellten BSA-Referenzkurve ermittelt.

2.2.4.5 Umpuffern von Proteinlosungen per Gelfiltration

Mit der Gelfiltration konnen Molekiile ihrer Groe nach voneinander getrennt
werden. Das Sephadex G25 Material wurde fiir das Abtrennen von Salzen aus
Proteinldsungen eingesetzt, Proteine eluieren hier wesentlich frither von der Siule als
Salze. Nach der Umpufferung befinden sich die Proteine in dem Puffer, der als
Laufpuffer verwendet wurde. Vor dem Auftragen der umzupuffernden Proteinfraktion
wurde die Sdule mit zwei Sdulenvolumina Laufpuffer dquilibriert. Maximal 35 ml
Proteinfraktion wurden auf die Sdule aufgetragen. Die Proteine wurden getrennt vom

Salz gesammelt.

2.2.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen aus Zelllysaten erfolgte durch diskontinuierliche
SDS-Gelelektrophorese **’ unter denaturierenden Bedingungen. Dabei hiingt die
Wanderung der Proteine im elektrischen Feld neben der Durchléssigkeit der Matrix nur
von deren Molekulargewicht ab.

Als Matrix dienten vertikale Gele aus mit Bisacrylamid vernetztem Acrylamid, die
aus einem niedrigprozentigen Sammelgel und einem, je nach gewiinschtem
Auftrennungsgrad, 7-15 prozentigem Trenngel bestehen. Vor dem Beladen der Gele
wurde die aufzutrennende Proteinlosung mit 3x SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5
min bei 95°C inkubiert. Die Laufzeit ist abhidngig von dem gewiinschten
Auftrennungsgrad, der anhand eines mitlaufenden GroBenstandards nachvollzogen
werden konnte. Die aufgetrennten Proteinbanden konnten mittels verschiedener

Verfahren (Coomassie-Farbung, Western Blot) sichtbar gemacht werden.
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2.2.4.7 Western Blot

Mit dieser Methode erfolgte der Nachweis der durch SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikorpern. Im ersten Schritt wurden die Proteine
im ,semi-dry* Verfahren aus dem Gel auf eine PVDF-Membran (Millipore)
transferiert. Dazu wurde zunichst die Nitrocellulose-Membran unter Vermeidung von
Verunreinigungen fiir 1 min in 100% Methanol, fiir 2 min in H,O und fiir 5 min in
Blot-Puffer inkubiert. Der elektrophoretische Transfer der Proteine erfolgte in einer
Transblot SD Apparatur (Biorad) bei konstant 22 Volt fiir 40 min. Dem Blot-Puffer
wurde 10% (v/v) Methanol fiir Proteine >50 kDa und 20% (v/v) Methanol fiir Proteine
<50 kDa zugesetzt.

Die auf der Oberfliche der Nitrocellulose immobilisierten Proteine waren nun in
weiteren Schritten immunologischen Reaktionen zuginglich. Zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen der Antikorper an die Membran wurde diese nach dem
Transfer sofort in Blocklosung tiberfiihrt und fiir 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Blocklosung gegen frische ersetzt und
dieser der primdre Antikorper in einer zuvor ermittelten Verdiinnung (standardmifBig
in einer Verdiinnung von 1:500 bis 1:3.000, je nach verwendetem Antikorper)
zugesetzt. In dieser Losung wurde die Membran 3 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal fiir 15 min mit TBS-T gewaschen
und fiir 2 h in Blocklosung mit einem sekundiren, an Meerettich-Peroxidase
gekoppelten Antikorper (standardméBig in einer Verdiinnung von 1:3.000) inkubiert.
Nach 4maligem 15miniitigem Waschen mit TBS-T wurden die spezifischen
Proteinbanden durch ein ECL oder ECL+ ,Western Blotting Detection System

(Amersham) auf Hyperfilm (Amersham) detektiert.

Blot—Puffer 25 mM TrisBase, pH 7,4
150 mM Glycin
Methanol nach ProteingréBe

Blocklésung (Western Blot) 5% (w/v) Magermilchpulver (Merck) in TBS-T

TBS-T 1x TBS/0,2% (v/v) Tween

46



Material & Methoden

2.2.4.8 Konzentrieren von Proteinlosungen fiir SDS-Gelelektrophorese mit

Strataclean™ Resin

Diese Methode wurde zur Abtrennung von Proteinen (z. B. Restriktionsenzymen)
von DNA entwickelt, kann aber auch zur Konzentrierung von Proteinfraktionen
benutzt werden. Das verwendete Resin weist bei neutralem pH eine extrem hohe
Affinitdt zu Proteinen und eine extrem geringe Affinitidt zu Nukleinsduren auf. Um
Western Blot Analysen durchzufithren, wurden gesammelte Fraktionen aus
Gelfiltrationen oder Ionenaustauschchromatographien auf diese Weise konzentriert. 10
ul (50% wi/v) Stratagene™ Resin binden 5 ug BSA quantitativ. Die Fraktionen wurden
mit 10-25 ul Strataclean® Resin versetzt und bei RT fiir 2 Stunden um die Querachse
rotierend inkubiert. Danach wurde der Uberstand bis auf ein geringes Restvolumen
dekantiert, auf ein Kontroll-SDS-Gel aufgetragen und mit Coomassie-Blau geférbt.
Das Prizipitat wurde mit SDS-Probenpuffer versetzt und ebenfalls auf ein SDS-Gel
aufgetragen. Durch den Stromfluss wurden die Proteine vom Resin elektroeluiert und

liefen ins Gel ein.

2.2.4.9 Silberfiarbung von Proteingelen

Diese Farbung wurde in der Regel im Anschluss an eine Coomassie-Blau Fiarbung
durchgefiihrt. Die Fixierungslosung entfirbt die Coomassie-gefirbten Proteine
vollstandig. Das (Coomassie-gefiarbte) Gel wurde mindestens iiber Nacht, besser 24
Stunden in Fixierungslosung inkubiert, um die Proteine im Gel zu fixieren. Danach
wurde 2 x in Losung 1 und 1 x in Losung 2 fiir je 20 Minuten gewaschen. Das Gel
wurde dann fiir genau 60 sec in Losung 3 inkubiert und sofort danach in Aqua bid. 3 x
20 Minuten gewaschen. Danach wurde die Entwicklerlosung dem Gel zugefiigt und
solange inkubiert, bis die gewiinschte Farbintensitét erreicht war. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde 2 x in Aqua bid. fiir 20 Minuten gewaschen und anschlieend das Gel

wieder in die Fixierungslosung iibertragen. Das Gel wurde zur Dokumentation

photographiert.
Fixierungsldésung 50% (v/v) Methanol
12% (v/v) Essigsaure
Lésung 1 50% (v/v) Ethanol
Lésung 2 30% (v/v) Ethanol
Lésung 3 0,8 mM Na,S,0;
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Silberfarbelésung 2 g/l AgNO;
0,026% Formaldehyd
Entwickler 60 g/l Na,COg3

0,0185% Formaldehyd
16 lJ.M Na28203

2.2.4.10 Anfirben von Proteinen mit SimplyBlue ® SafeStain

Das nicht-fixierende Anfdarben von Proteingelen erfolgte iiber SimplyBlue®

SafeStain Kit der Firma Invitrogen entsprechend der Anleitung des Herstellers.
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2.2.5 Chromatographische Fraktionierung von Protein Komplexen

Zellkernextrakte aus HEK-Suspensionszellen wurden durch Phosphocellulose-
Chromatographie in die Fraktionen PC-A (Durchbruch, 100 mM KCl), PC-B (350 mM
KCl), PC-C (600 mM KCI) und PC-D (1 M KCI) getrennt (3.7.1). Die Proteine Miz-1
und c-Myc fanden sich hauptséchlich in der PC-C Fraktion (2.2.5.1).

Die Standardreinigung der PC-C Fraktion erfolgte iiber eine 8 ml MonoQ-Saule.
Die PC-C Fraktion wurde nach Dialyse gegen 1x Transkriptionspuffer aufgetragen und
mit einem 160 ml Gradienten von 60-450 mM KCI eluiert. 40 Fraktionen von je 4 ml
wurden gesammelt (s. 2.2.5.2). Die Fraktionen wurden entweder weiter gereinigt oder
gegen 1 x Transkriptionspuffer dialysiert.

Die weitere Reinigung erfolgte, wie wunten beschrieben, durch
GroBenausschlusschromatographie in analytischen oder priparativen
GroBenordnungen (s. 2.2.5.3).

Dazu wurden die Fraktionen der GroBenfraktionierung, die Proteine mit einem
Molekulargewicht groBer 600 kDa enthielten, mittels einer erneuten MonoQ-
Chromatographie weiter gereinigt und konzentriert. Die Elution erfolgte im
praparativen Ansatz iiber einen 80 ml Gradienten von 200-350 mM KCI. Es wurden 22
Fraktionen von je 4 ml gesammelt (s. 2.2.5.2).

Je 3 Fraktionen des prédparativen MonoQ Laufs, die Miz-1/c-Myc Komplexe
enthielten (Fraktion 15-17, Fraktion 18-20), wurden zusammengefasst und mit
Transkriptionspuffer ohne KCIl auf 200 mM KCI verdiinnt und jeweils auf eine 1 ml
MonoS - Sidule geladen. Die Elution erfolgte mittels eines 30 ml Gradienten von 200-
600 mM KCI. Es wurden jeweils 30 Fraktionen von je 1 ml gesammelt (s. 2.2.5.2). Aus
beiden MonoS Lédufen wurde je eine Fraktion ausgewihlt, die zur

massenspektrometrischen Analyse weiterverwendet wurde.

2.2.5.1 Reinigung von Proteinfraktionen iiber Niederdruck-Chromatographie
(Liquid Chromatography, LC), Phosphocellulose

Die Phosphocellulose (Whatman P 11) musste vor Gebrauch mit NaCl in die Na*-
Form gebracht und anschlieBend mit 5-10 Sdulenvolumina (SV) Phosphocellulose
(PC)-Puffer dquilibriert werden.

Der Auftrag des Zellextraktes erfolgte nach Dialyse gegen Phosphocellulosepuffer
auf die Sdule mit 0,5 Saulenvolumen pro Stunde. Die Durchbruchsfraktion (PC-A)
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wurde mit 100 mM KCl gewaschen, bis die Nulllinie des an eine UV-Einheit (280nm)
angeschlossenen Schreibers erreicht war. AnschlieBend wurden die anderen Fraktionen
mit 350 mM (PC-B), 600 mM (PC-C) und 1 M KCI (PC-D) eluiert. Das Proteinprofil
wurde durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt. Alle Fraktionen wurden

gegen 60 mM KCl Transkriptionspuffer dialysiert

Phospho- Transkriptions-

cellulosepuffer 20 mM Hepes (pH 7,9) puffer 20 mM Tris/HCI (pH 7,9)
100 mM KCl 10% (v/v) Glycerin
3mMDTT 60 mM bzw. 1 M KCI
0,2 mM PMSF 5 mM MgCl,
10% (v/v) Glycerin 3mMDTT

0,2 mM PMSF
2.2.5.2 Reinigung von Proteinfraktionen iiber Mitteldruck-Chromatographie

Die bei der Niederdruck-Chromatographie iiber Phosphocellulose erhaltenen
Fraktionen wurden mittels Mitteldruck-Chromatographie weiterverarbeitet.

Die Mitteldruck-Chromatographien wurden an einem Akta Purifier von
Amersham Pharmacia Biotech nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Séule [Anionentauscher Sdulenmaterial: MonoQ (1 ml bzw. 8 ml Fertigsiule)
bzw. MiniQ (0,7 ml Fertigsidule) Kationenaustauscher Sidulenmaterial MonoS (1 ml
Fertigsdule) bzw. MiniS (0,7 ml Fertigsdule)] wurde mit 4-6 Sidulenvolumina
Transkriptionspuffer (s. 2.2.3.1) dquilibriert. Es wurden maximal 5 mg Proteinfraktion
pro ml Siulenbett aufgetragen. Danach wurde je nach Anwendung mit einem
Salzgradienten (KCI) oder mit mehreren Salzschritten eluiert. Die Flussrate war
abhédngig von der Grofe der Sdule und von dem entstandenen Druck. Gradienten
wurden fraktioniert gesammelt. Die vollstindige Elution der auf der Siule

verbliebenen Proteine erfolgte mit 1 M KCI.

2.2.5.3 Gelfiltration ,,Size Exclusion Chromatography* (SEC)

Mit Hilfe der Gelfiltration [,,Size Exclusion Chromatographie® (SEC)] werden
globuldre Proteine ihrer GroBe nach getrennt. Die Sédule [Sdulenmaterial: Superose 6
(XK 16/70 (analytisch und préiparativ)] wurde vor Gebrauch mit mindestens 2
Sédulenvolumina Transkriptionspuffer dquilibriert. Anschliefend wurden maximal 200

ul (analytisch) bzw. 2 ml (priparativ) der zu analysierenden Proteinprobe aufgetragen
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und Fraktionen von 1 ml (analytisch) bzw. 1-2 ml (prédparativ) gesammelt. Mit Hilfe
von Eichldufen, unter Verwendung von standardisierten Markerproteinen, konnte die
GroBe der zu analysierenden Proteine und Proteinkomplexe in den einzelnen

Fraktionen bestimmt werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Eichlauf fiir Superose 6 SEC

Marker Molekulargewicht (kDa) Elutionsvolumen (ml)
BSA 66 17,1
Alkoholdehydrogenase 150 16,4
beta - Amylase 200 15,65
Apo-Ferritin 443 14,8
Thyroglobulin 669 13
Kinase 1300 11
Dextranblau 2000 10
Vo 10000 8,12

SEC size exclusion chromatography, kDa Kilodalton, mi Milliliter,
BSA Rinderserumalbumin, Vo Ausschlussvolumen

2.2.5.4 Massenspektrometrische Untersuchung mittels HPLC-MS

Sowohl die Analyse der Proteingemische aus der praparativen Chromatographie
als auch die Analyse der SDS-Gel Banden aus der Tandem-Affinitits-Aufreiniung
(s.u.) mittels HPLC-MS wurden im Labor von Dr. Thomas Ruppert am ZMBH in
Heidelberg durchgefiihrt.

Die Identifizierung der Proteine aus den Peptidmassen wurde mit der MASCOT®
Software der Firma Matrix Science, Boston, USA durchgefiihrt. Die Software
verwendet einen Algortihmus zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit, mit der die
gemessenen Massewerte mit den Werten in der Datenbank iibereinstimmen. Dieser
Algorithmus berechnet den Mowse— Score, mit der die Signifikanz einer Identifzierung
angegeben werden kann. Je hoher der Mowse-Score desto signifikanter ist die
Ubereinstimmung. (www.matrixscience.com). Umgekehrt kann ein Mowse-Score
angegeben werden bei dem ein bestimmtes Signifikanzniveau erreicht wird. Im Falle

der vorliegenden Arbeit entsprach eine Mowse-Score von 33 einem p-Wert von 0.05.

2.2.6 Tandem-Affinitats-Aufreinigung

Die Entwicklung einer dualen Proteinaufreinigungsstrategie, die so genannte
Tandem-Affinitits-Aufreinigung (,,tandem affinity purification“, TAP), stellt eine

grofBe Verbesserung hinsichtlich der Spezifitit bei der Identifizierung von Protein-
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Protein-Interaktionen dar. Die Methode ist nicht alleine abhéngig von der Affinitéit
einer Antigen-Antikdrper Interaktion, sondern nutzt zwei Aufreinigungsschritte *%.
Durch das Anhidngen (,tagging®) eines Epitops an ein Protein kann das Protein
zusammen mit seinen Interaktionspartnern aufgereinigt werden. Die Fusion des ,,tags
geschieht unter Erhaltung des Leserasters.

Bei der hier verwendeten Tandem-Strategie besteht das Epitop aus einem
proximalen und einem distalen Teil. Der distale Teil stammt aus der IgG bindenden
Proteinsequenz des S. aureus Proteins A; der proximale Teil ist ein Calmodulin-
bindendes Peptid (calmodulin binding peptide, CBP). Die beiden Teile sind durch eine
Spaltsequenz (,,cleavage site”) der TEV (tobacco etch virus) Protease getrennt. Diese
Sequenz erlaubt eine gezielte Trennung der beiden Teile des Epitops. Das TAP-

Fusionsprotein wird in einer Zellline stabil oder transient exprimiert und nach dem

Reinigungsprotokoll zusammen mit den bindenden Proteinen aufgereinigt.

A) C-terminaler TAP "tag"
C interssierendes Protein (hier MIZ-1) ] } -
l Protein A

TEV Spaltstelle

Calmodulin-bindendes Peptid

&
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) N
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[ ] ,@ (] [ o Q,Q ©
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Reinigung wahrend Abspaltung des Protein A Reinigung wahrend Elution durch Chelatierung

Bindung an IgG Sepharose  "tags" durch TEV Protease  Bindung an Calmodolin Sepharose von Calcium mit EDTA

Abbildung 6. Tandem-Affinitats-Aufreinigung. A) Struktur des C-terminal fusionierten
Proteins (Miz-1-TAP). B) Reinigungsprozedur. Das griine Oval zeigt einen bona fide
Bingsgngspartner von Miz-1, die violetten Ovale zeigen Kontaminanten (nach Rigaut et
al. =>).

Zunichst wird das Fusionsprotein (mit den daran bindenden Polypetiden) nach
dem Zellaufschluss auf IgG-Sepharose durch Bindung des Protein A Teils
immobilisiert und vorsichtig gewaschen. Dann werden die immobilisierten Proteine

mit TEV Protease inkubiert, um den Proteinkomplex von der IgG-Matrix freizusetzen.
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Unspezifisch an IgG bindende Proteine bleiben an der Matrix haften. Im zweiten
Schritt wird der Proteinkomplex an Calmodulin-Sepharose in Gegenwart von Calcium
gebunden. Nach wiederholtem Waschen wird das rekombinante Protein zusammen mit
bindenden Proteinen durch EDTA-Chelatierung des Calciums freigesetzt. Die
unspezifisch an Calmodulin bindenden Proteine verbleiben wiederum an der Matrix.

Die gereinigten Proteine werden darauthin prézipitiert und mittels SDS-
Gelektrophorese aufgetrennt. Die separierten Banden wurden aus dem Gel geschnitten
und die entstandenen Peptide nach Proteaseverdauung durch massenspektroskopische
Verfahren identifiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode wie folgt durchgefiihrt:
Fiir analytische Versuche wurden je sechs 14 cm Schalen mit Miz-1-TAP transfizierten
bzw. Mock-tranzfizierten @ HEK293T Zellen verwendet. Fiir préparative
Untersuchungen wurden je zwanzig 14 cm Schalen mit Miz-1-TAP transfizierten bzw.
Mock-tranzfizierten HEK293T Zellen verwendet. Zur Zelllyse wurden die Zellen 1-
mal mit kaltem PBS gewaschen und danach im Kiihlraum auf Eis gehalten. Pro 14 cm
Schale wurden 1,5 ml Lyse-Puffer auf die Zellen gegeben und die Platten fiir eine
Stunde im Kiihlraum geschwenkt. Danach wurden die Zellen von den Platten geschabt
und in 1,5 ml Reaktionsgefif3e tibertragen und fiir 5 Minuten bei 10.000 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach direkt auf die IgG—Sepharose Siulen
gegeben. Zur Vorbereitung der IgG-Sepharose Saulen wurden pro Saule 300 ul IgG-
Sepharose zweimal mit je 1 ml IPP150-Puffer gewaschen und 30 Sekunden bei 2.000
rpm abzentrifugiert und in die Sdulenbehilter gegeben. Fiir analytische Versuche
wurde nur 100 pl IgG-Sepharose verwendet. Zelllysat und IgG-Sepharose wurden im
Saulenbehilter tiber Nacht unter Schiitteln inkubiert. Die Sdulen wurden danach 3-mal
mit je 10 ml IPP150-Puffer, dann 1-mal mit TEV Cleavage Puffer gewaschen. Danach
wurde die untere Offnung der Siule verschlossen und 1,5 ml TEV Cleavage Puffer
sowie 200 U TEV Protease hinzugegeben. Fiir analytische Aufreinigungen wurde 50 U
TEV Protease verwendet. Nach Verschluss der oberen Offnung der Siule wurde fiir 4
Stunden bei 16°C unter Schiitteln inkubiert.

Zur Vorbereitung des Calmodulin-Resins wurden 350 pl Calmodulin-Resin 1 min
bei 2.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Resin mit 1 ml
IPP150-Calmodulin-Bindepuffer gewaschen. Das Resin wurde darauthin in eine neue
Saule gegeben, so dass sich das Resin absetzten konnte. Dann wurde das Resin erneut

mit 10 ml IPP150-Calmodulin-Bindepuffer gewaschen. Das Eluat aus der IgG-Saule
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wurde als Kontrolle in ein Reaktionsgefdl} iibertragen und die IgG-Séule mit 200 pl
TEV Puffer gewaschen. Nach dem Waschen wurden 4,5 ml IPP150-Calmudolin-
Bindepuffer und 4,5 ul 1 M CalCl, Losung auf die Calmodulin-Séule gegeben. Dann
wurde das TEV Eluat auf die Calmodulin-Séule aufgebracht und 3 Stunden bei 4°C
unter Schiitteln inkubiert. Zur Elution des aufgereinigten Komplexes wurde zuerst der
obere Deckel der Sdule getffnet, dann der untere, so dass sich das Calmodulin-Resin
absetzten konnte. Die Saule wurde dreimal mit je 10 ml IPP150-Calmodulin-
Bindepuffer gewaschen, danach verschlossen und 1 ml Calmodulin-Elutionspuffer
zugefiigt. Auf einem Rotationsschiittler wurde 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde das Eluat in einem Mikroreaktionsgefdl aufgefangen und zur TCA-
Préziptitation auf ein Gesamtvolumen von 1.000 pl mit destilliertem Wasser aufgefiillt.
Nach Zusatz von 100 pl einer 15% (w/v) Natrium-Deoxycholat Losung, Schiitteln und
Sminiitiger Inkubation bei RT wurden 200 pl einer 72% TCA-Losung zufiigt und 60
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde das Prizipitat bei 10.000 g 15 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 1 ml eiskaltes Aceton dem Pellet zugefiigt.
Nach weiteren 15 Minuten Zentrifugation bei 10.000 g und erneutem Waschen mit
Aceton wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet an der Luft getrocknet.
Daraufhin wurde das Pellet in 20 pl destilliertem Wasser gelost und mit Probenpuffer
fiir die SDS—Gelelektrophorese versetzt. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel
mit Coomassie oder Silbernitrat gefiarbt. Das Ausschneiden der Banden sowie die
massenspektrometrische Untersuchung erfolgten im Labor von Dr. Thomas Ruppert ,

Heidelberg.

Lyse-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl
10 mM MgCl,
0,1% NP40
2 mM Natriumorthovanadat
Pro 10 ml Lyse-Puffer wurden frisch hinzugefiigt:
1 ul Roche Complete Protease Inhibitor
50 pl Roche DNasel
1 mM DTT
10 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail

IPP150-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl
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0,1% NP40

TEV Cleavage Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl

0,1% NP40
0,5 mM EDTA
Frisch: 1 mM DTT

IPP150-CBB Calmodulin-Bindepuffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl
1 mM Mg-Acetat
1 mM Imidazol
0,1% NP40
2 mM CaCl,
Frisch: 1 mM DTT

IPP150-CEB Calmodulin-Elutionspuffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl
1 mM Mg-Acetat
1 mM Imidazol
0,1% NP40
2 mM EGTA
Frisch: 10 mM B-Mercaptoethanol
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3 Ergebnisse

3.1 Tandem-Affinitats-Aufreinigung

Ziel der Tandem-Affinitats-Aufreinigung war, das TAP ,tag“ an das Miz-1
Protein zu fusionieren und das entstandene Fusionsprotein in den Wirtszellen mit einer
hohen Ausbeute zu synthetisieren. Das iiberexprimierte Fusionsprotein und die daran
bindenden Proteine sollten dann in einer Affinitits-Aufreinigungsprozedur von
unspezifisch bindenden Kontaminanten getrennt werden. Der aufgereinigte
Proteinkomplex wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und die einzelnen Bestandteile

massenspektrometrisch mittels LC-MS identifiziert.

3.1.1 Synthese des Miz-1-TAP Fusionsproteins

Das TAP ,tag®, bestehend aus zwei IgG-Bindedominen des Staphylococcus
aureus Proteins A (ProtA) und einem Calmodulin-bindenden Protein (CBP), getrennt
durch eine TEV Spaltstelle (tobacco etch virus protease cleavage site), wurde
carboxyterminal an das Miz-1 Protein fusioniert. Mittels transienter Transfektion
wurde das Konstrukt in HEK293T Zellen eingebracht und iiberexprimiert. Der leere
pCMV-TAP Vektor fungierte als Kontrolle (Abbildung 7)

TAP - tag

( MIZ-1 ) CBP ]ﬂ

Prot. A Prot.A ]

Prot. A )

Abbildung 7. Schematische Struktur des Miz-1-TAP Fusionsproteins und des TAP
Peptid-,.tags“. Der Tandem-Affinitats-,tag”, bestehend aus dem Camodulin-bindenden
Protein (CBP), einer Spaltsequenz fiir die TEV Protease (TEV) und einer doppelten Protein
A-Sequenz, wurde carboxyterminal an das Miz-1 fusioniert (modif. nach Rigaut et al. *%%).

3.1.2 Funktionalitat des Miz-1-TAP Konstrukts

Zunachst musste iiberpriift werden, ob sich die Fusionierung des TAP ,tags” an
das Miz-1 Protein auf die Miz-1 Funktion auswirkt. Damit sollte sichergestellt werden,
dass der relativ groBe TAP ,,tag” (ca. 25 kDa) die Proteinfunktion des Miz-1 Proteins
nicht beeintrichtigt. Aulerdem wurde die Funktion des TAP Konstrukts iiberpriift, um

Fehler am Konstrukt selbst auszuschlieBen.
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3.1.2.1 Aktivierung und Repression durch Miz-1-TAP und c-Myc

Eine bekannte Funktion von Miz-1 ist die Transaktivierung des p/5Ink4b Promotors.
Diese wiederum kann von c-Myc gehemmt werden. Bei einem funktionalen Miz-1-
TAP Konstrukt sollte demnach eine dhnliche Transaktivierung bzw. Hemmung durch

c-Myc am p15Ink4B Promotor nachweisbar sein 193,
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pCMV 15 5 5 10 - - (ug)
c-Myc - - - 5 5 5 (ng)
Miz-1wt - 10 - - 10 - (ng)
Miz-1TAP - - 10 - - 10 (ng)

Abbildung 8. Regulation des p715/Ink4B Promotors durch das Miz-1-TAP Konstrukt
und c-Myc. Die Expression von c-Myc vermindert die Transaktivierung des Miz-1 wt
Proteins und die des Miz-1-TAP Konstrukts. Es wurden je 10 pg der pCMV-Miz-1 bzw.
pCMV-Miz-1-TAP Vektoren verwendet und 3 ug eines pCMV-c-Myc Konstrukts. Als
Kontrolle diente der pPCMV TAP Vektor.

In Luziferase-Reporter-,,Assays* wurde untersucht, ob das Miz-1-TAP Konstrukt
bei der Aktivierung des pl5Ink4B Promotors gleiche Eigenschaften aufweist wie das
Miz-1 wt Protein. Es zeigte sich, dass Miz-1-TAP und Miz-1 wt das p15-GL2-
Promotorkonstrukt in vergleichbarer Stirke aktivieren und dass diese Aktivierung

durch gleichzeitige Transfektion von c-Myc wieder gehemmt wird (Abbildung 8).
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3.1.2.2 Miz-1-TAP ist im Zellkern angereichert und seine TEV Spaltstelle ist
Junktional

Um seine Funktion als Transkriptionsfaktor ausiiben zu konnen, muss das Miz-1-
TAP Fusionsprotein in den Zellkern transportiert werden. Um das Vorhandensein im
Zellkern nachzuweisen, wurden gleiche Mengen Proteinextrakt von ganzen Zellen
(Gesamtzelllysat) und aus Kernextrakten im Western Blot verglichen. Auf Grund der
Protein A Doméne des TAP ,tags*“ konnte der Nachweis von Miz-1-TAP mit HRP-
gekoppelten Antikorpern (IgG) aus Kaninchen gefiihrt werden.

Der Vergleich der Proteinmengen von Gesamtzellextrakt und Kernextrakt zeigte,
dass (bei Auftrag gleicher Proteinmengen) Miz-1-TAP im Kernextrakt angereichert
war. Es kann also davon ausgegangen werden, dass Miz-1-TAP in den Zellkern

transportiert wurde (Abbildung 9).

L —
- -
: ﬁ Miz-1-TAP
¢ - e
: -
\ -

Abbildung 9. Lokalisation von Miz-1-TAP. Western Blot mit anti-Kanninchen
Zweitantikdrper, der den Protein A-Teil des Miz-1 TAP-,tags" erkennt. Der gréBere Anteil
des Miz-1-TAP Proteins ist im Kernextrakt zu finden. Bahn 1: Gesamtzellextrakt mock
transfizierte Kontrolle, Bahn 2: Gesamtzellextrakt der Miz-1-TAP Transfektion, Bahn 3:
Kernextrakt mock-transfizierte Kontrolle, Bahn 4: Kernextrakt der Miz-1-TAP Transfektion;
aufgetragen sind je 10 ug Protein.

3.1.3 Miz-1-TAP Aufreinigung im analytischen MaBstab

Um zunéchst die Bedingungen fiir eine TAP-Aufreinigung zu definieren, wurden

Transfektionen und Aufreinigungen im analytischen Malstab durchgefiihrt. Hierzu
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wurden jeweils zwel 14 cm Schalen HEK293T Zellen mit Miz-1-TAP bzw. mit der
Kontrolle (pCMV-TAP) transfiziert.

Die in den einzelnen Aufreinigungsschritten gewonnenen Eluate (Eluat nach TEV
Spaltung und EDTA-Eluat, sowie das Ausgangslysat) wurden mit der SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blot (Abbildung 10), Silberfarbung
(Abbildung 11) und kolloidaler Coomassie-Fiarbung untersucht.

Die Western Blot Analyse ergab, dass sowohl die Transfektion als auch die
Spaltung durch die Protease des Tobacco etch virus (TEV) erfolgreich waren
(Abbildung 10). Durch die TEV Spaltung werden die beiden IgG-Bindemotive aus
Staphylococcus aureus Protein A abgetrennt und das Fusionsprotein carboxyterminal
verkiirzt; die trunkierte Variante erschien im Gel ca. 25 kDa kleiner.

Die Bahnen 1 und 2 zeigen das Ausgangslysat der HEK293T Zellen vor der TAP
Aufreinigung. In den Bahnen 1, 3, 5 (Kontrolltransfektionen mit pPCMV-TAP) konnte
kein Miz-1-TAP Fusionsprotein nachgewiesen werden. Der Vergleich der Bahnen 4
und 6 mit Bahn 2 zeigt, dass das Produkt aus der TEV Spaltung ein geringeres
Molekulargewicht aufweist. Der Grad der Anreicherung kann durch den Vergleich der
Mengen an Miz-1-TAP Protein in den jeweiligen Stufen der TAP Aufreinigung

abgeschitzt werden.

Miz-1-TAP g

Abbildung 10. TAP Aufreinigungsstufen. Anti-Miz-1 Western Blot mit dem 10E2
Antikérper. Der obere Pfeil kennzeichnet Uberexprimiertes Miz-1-TAP im
Ausgangsproteinlysat vor der Spaltung mit TEV Protease (Bahn 2). Der untere Pfeil
kennzeichnet Miz-1-TAP nach der TEV Spaltung (Bahn 4) und das Endprodukt der
Aufreinigung (Bahn 6). Aufgetragen sind je 0.25% des Ausgangslysats, 0.6% des TEV
Eluats und 10% des EDTA-Eluats. Die Bahnen 1, 3, 5 sind die jeweiligen Kontrollen mit
CMV-TAP transfiziertem Lysat.

148 kDa

98 kDa
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Fiir die Abschidtzung der Anreicherung des Miz-1-TAP Fusionsproteins wurde von
folgenden Annahmen ausgegegangen: Die Bandenstirke des Blots in Abbildung 10
steht im Verhiltnis Bahn 2 : Bahn 4 : Bahn 6 wie 1 : 0,5 : 2. Es wurden je 10ul
Proteinlysat aufgetragen, jeweils von 4.000ul Ausgangsproteinlysat (1pg/ul), 1.500 ul
TEV Eluat und 100 pl Endprodukt. Damit stehen die Miz-1-TAP Konzentrationen der
drei Lysate im Verhiltnis von etwa 1 : 0,75 : 0,0125. Somit hat sich die Miz-1-TAP

Menge wihrend der Aufreinigung um etwa den Faktor 80 verringert.

Auf dem mit Silber gefarbten Gel (Abbildung 11) findet sich in Bahn 6 auf einer
Hohe von iiber 100 kDa eine angereicherte Bande. Auf dieser Hohe sollte sich das
Aufreinigungsendprodukt befinden. In der Silberfarbung wird beim Vergleich der
Bahnen 5 (Kontrolltransfektion) und 6 (Miz-1-TAP Transfektion) deutlich, dass die
meisten der sichtbaren Banden unspezifische Wechselwirkungen darstellen und nur

wenige Banden auf Interaktionen mit dem Miz-1 Protein hinweisen.

M 1 2 3 4 5 6
I [ IS E I B B

98kDa

64kDa

Y

Abbildung 11: Silber-Farbung des SDS-Gels der TAP Reinigungsstufen. M: Marker.
Bahn 1: Ausgangslysat Kontrolle. Bahn 2: Ausgangslysat Miz-1-TAP Transfektion. Bahn 3
Eluat nach TEV Spaltung Kontrolle. Bahn 4: Miz-1-TAP Eluat nach TEV Spaltung. Bahn 5:
Endprodukt der Reinigung Kontrolle. Bahn 6: Endprodukt Miz-1-TAP Transfektion. Der
groBe Pfeil kennzeichnet ein angereichertes Protein bei 100 kDa, das vermutlich Miz-1
darstellt. Nur wenige differentielle Banden konnten sichtbar gemacht werden (s. kleine
Pfeile).
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98 kDa

Abbildung 12: Banden fiir LC-MS. Praparatives 10% SDS-Gel mit kolloidalem
Coomassie gefarbt. M Marker. Bahn 1: Kontroll Input. Bahn 2: Miz-1-TAP transfizierter
Input. Bahn 3: Endprodukt aus TAP Aufreinigung Kontrolle. Bahn 4: Miz-1-TAP
transfiziertes Endprodukt. Die nummerierten Pfeile zeigen die Banden fir die
massenspektroskopische Identifizierung (zur Sichtbarmachung der Banden wurde die
Abbildung mit einem Roffilter bearbeitet). Siehe Tabelle 2.

3.1.4 Das Chaperon Hsp70 als méglicher Interaktionspartner von
Miz-1

Um mogliche Interaktionspartner von Miz-1 in ausreichender Menge mit der TAP
Methode aufzureinigen, wurde ein Protokoll mit transienten Ansédtzen mit je 20 14 cm
Schalen HEK293T etabliert. Abbildung 12 zeigt das Ergebnis einer solchen
Aufreinigung als SDS-Gel mit kolloidaler Coomassie-Farbung. Zur besseren
Kenntlichmachung der ausgeschnittenen Banden wurde das Foto des Gels mit dem
Programm Adobe Photoshop® bearbeitet. Die Bahnen 1 und 2 zeigen das
Ausgangslysat von Zellen, die mit dem Kontrollplasmid (pCMV-TAP) transfiziert

wurden und das Proteinlysat aus Zellen, die mit Miz-1-TAP transfiziert wurden. Auf
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den Bahnen 3 und 4 sind jeweils 50% des Endprodukts der Aufreinigung aufgetragen.
Sechs unterschiedliche Banden konnten fiir eine massenspektroskopische
Untersuchung verwendet werden. Tabelle 3 gibt die Ergebnisse der LC/MS
Experimente wieder. In zwei der untersuchten Banden (3, 6) war die
Proteinkonzentration zu gering, um die Polypeptide zu identifizieren. Die Banden 1, 2
und 4 stellen das Miz-1 Protein dar. Somit ist eine Aufreinigung des TAP markierten

Miz-1 Proteins gelungen.

Tabelle 3. MS Ergebnisse Tandem-Affinitats-Aufreinigung.

Probe Protein RefSeq Nummer erwartetes MW IP Score Abdeckung
(kDa) (pH) (%)
Bande 1 Miz-1 NP_003434.1 90 6.00 300 44
Bande 2 Miz-1 NP_003434.1 90 6.00 123 22

Bande 3 zu wenig Material
Bande 4 Miz-1 NP_003434.1 90 6.00 83 16
Bande 5 Hsp 70 NP_005336.2 70 542 129 28

Bande 6 zu wenig Material

MW Molekulargewicht, IP Isoelektrischer Punkt

Neben Miz-1 konnte ein weiteres Protein koeluiert werden: Das Chaperon Heat
shock protein 70 kDa (Hsp70). Hsp70 ist ein Polypeptid mit einem isoelektrischen
Punkt von 5.42 und einem Molekulargewicht von ca. 70 kDa (siehe Tabelle 3). Die
Hohe, auf der die zugehorige Bande verlduft, entspricht etwa dieser GroBe. Mit einer
Mowse-Punktzahl (s. 2.2.5.4) von 129 ist eine relative hohe Sicherheit gegeben, dass
es sich bei dem Protein um Hsp70 und nicht um ein anderes Polypeptid handelt. Die

identifizierten Peptide decken die Peptidsequenz von Hsp70 zu 28% ab.
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3.1.5 Miz-1 erscheint in drei Banden unterschiedlichen
Molekulargewichts

Wie beschrieben, wurden sechs Banden aus dem SDS-Gel der TAP-Aufreinigung
(Abbildung 12) massenspektrometrisch bestimmt. Drei dieser Banden konnten als Miz-
1 identifiziert werden (Tabelle 3). Die Peptidsequenz von Miz-1 148t eine Bande bei 90
kDA erwarten. Erfahrungsgeméall lauft die Bande aber bei einer Grofle von etwa 100
kDa. Die im TAP-Ansatz identifizierten Miz-1 Banden laufen alle zwischen 98 kDa
und 150 kDa des GroBenmarkers. Bei Experimenten mit dem 10E2-anti-Miz-1-
Antikorper zeigte sich ebenfalls ein Bandentriplett bei unterschiedlichen
Molekulargewichten (siehe z. B. Staller et al. 193).

Die verschiedenen Banden zeigen eine unterschiedliche Zusammensetzung der
durch die Massenspektroskopie identifizierten Peptide (Abbildung 13).

Wihrend die grof3te Bande 1 auch die grofite Abdeckung (44%) aufweist, wurden
bei den kleineren Banden 2 und 3 mit 22% bzw. 16% geringere Abdeckungsanteile

ermittelt.

3.1.6 Zusammenfassung Tandem-Affinitats-Aufreinigung

Mit dem Ziel, Miz-1 bindende Proteine zu identifizieren, wurde eine Tandem-
Affinitits-Aufreinigungstrategie etabliert. Das Miz-1-TAP Fusionsprotein zeigt gleiche
Eigenschaften wie das Miz-1 wt Protein. Nach Uberexpression des Fusionsproteins
gelang die Aufreinigung und Identifizierung von Miz-1. Zudem konnte mit dem
Chaperon Hsp70 ein neuer potentieller Interaktionspartner von Miz-1 identifiziert
werden. Miz-1 selbst wurde in drei SDS-Gel-Banden mit unterschiedlichen

Molekulargewichtsniveaus detektiert.
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Durch Massenspektrometrie

DGVHFKAHKA
KLSLSPENVD
EGGDKRAKEE
EQTEKADAPR
EEEQKEQEEQ
GSEARGLRSG
EKPFSCRECS
KKRHSGEARY
TSKMRHLETH
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DNIRPHKCSV
SHVKTVHQGK
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identifizierte Peptide der

VLAACSEYFK
DVLAVATFELQ
KVATSTLSRL
EPPPVELKPD
EEEGAGPAEV
TYGDRTESKA
KAFSDPAACK
RCEDCGKLFT
DTDKEHKCPH
RHLRIHSGEK
QOASSLIAHVR
CSKAFVNVGD
AGIKILEPEE
ETEVLKAEIS
AQALVMFQTD
TSPTAPECPP

VLAACSEYFK
DVLAVATFLQ
KVATSTLSRL
EPPPVELKPD
EEEGAGPAEV
TYGDRTESKA
KAFSDPAACK
RCEDCGKLET
DTDKEHKCPH
RHLRIHSGEK
OASSLIAHVR
CSKAFVNVGD
AGIKILEPEE
ETEVLKAEIS
AQALVMFQTD
TSPTAPECPP

VLAACSEYFK
DVLAVATFLQ
KVATSTLSRL
EPPPVELKPD
EEEGAGPAEV
TYGDRTESKA
KAFSDPAACK
RCEDCGKLET
DTDKEHKCPH
RHLRIHSGEK
QOASSLIAHVR
CSKAFVNVGD
AGIKILEPEE
ETEVLKAEIS
AQALVMFEFQTD
TSPTAPECPP

drei

unterschiedlich groBen Miz-1 Banden aus der TAP Aufreinigung. Aus jeder der drei
Banden wurden unterschiedliche Peptide (rot) detektiert.
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3.2 Fraktionierung und LC-MS/MS

Mit der Kopplung der Fliissigchromatographie und der Tandem-
Massenspektometrie (LC-MS/MS) ist es moglich, die Zusammensetzung von
komplexen Proteingemischen direkt zu identifizieren. Schitzungen zufolge gibt es im
Gesamtzelllysat einer eukaryotischen Zelle bis zu 5 x 10* unterschiedliche Proteine **°.
Bei der Identifikation des kompletten Proteoms einer Zelle werden im ersten Schritt
einer LC-MS die Proteine mit Endopeptidasen (z. B. mit Trypsin) gespalten. Dies
erhoht die Komplexitit des Peptidgemisches auf etwa 2 x 10° Peptide fiir die LC-MS
(Ubersicht siehe Frohlich & Arnold *’°). Um diese Komplexitiit zu verringern und um
Komplexe mit c-Myc bzw. Miz-1 anzureichern, wurde zunichst im analytischen
Malstab ein Fraktionierungsschema entwickelt, aus dem die Etablierung eines
praparativen Ansatzes folgte. Aus dem prdparativen Ansatz wurden dann die
Fraktionen gewonnen, die Kandidatenkomplexe mit c-Myc und Miz-1 enthielten.

Ausgewihlte Fraktionen wurden einer LC-MS zugefiihrt.

3.2.1 Etablierung des Anreicherungsschemas

Am Ende der hier durchgefiihrten Fraktionierung sollten in einzelnen Fraktionen
Proteinkomplexgemische angereichert und soweit von Kontaminanten befreit sein,
dass eine direkte massenspektrometrische Untersuchung des Proteingemischs in der
jeweiligen Fraktion moglich ist. Die identifizierten Polypeptide stellen potentielle
Interaktionspartner von c¢c-Myc und/oder Miz-1 und Untereinheiten grof3erer
gemeinsamer Multiproteinkomplexe dar. Um Fraktionen mit ausreichend grof3en
Mengen an Proteinkomplexen der Massenspektrometrie zufithren zu konnen, wurde
zunichst eine Anreicherungsstrategie fiir Komplexe, die Miz-1 und c-Myc enthalten,

46, 271

etabliert . Das etablierte Anreicherungsschema fiir analytische Proteinmengen ist

in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14. Analytisches Fraktionierungsschema.

3.2.2 Miz-1 und c-Myc eluieren gemeinsam in der PC-C Fraktion

In Vorbereitung auf die Fraktionierung wurden HEK293T Zellen in
Suspensionskultur angezogen. Aus diesen Zellen wurde sowohl ein cytoplasmatischer
Extrakt (S100) als auch ein Kernlysat hergestellt. Fiir den ersten Fraktionierungsschritt
wurde eine Kationenaustauscher-Sdule mit an Cellulose immobilisierten
Phosphatgruppen (Phosphocellulose) verwendet. Entsprechend der Beladungskapaziit
der jeweiligen Sdulen wurden Kernextrakte aus HEK293T Zellen in 100 mM
Kaliumchlorid (KCI) auf die Sdule aufgetragen.
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Die Durchbruchsfraktion der Phosphocellulose Sédule (=PC-A) enthilt alle
Proteine, die nicht an die Sdulenmatrix binden. Durch die schrittweise Elution mit 350
mM KCI, 600 mM KCI und 1M KCI wurden drei weitere Fraktionen gesammelt und
als PC-B, PC-C und PC-D bezeichnet. Die Western Blot Analyse (Abbildung 15) zeigt
die Verteilung von c-Myc und Miz-1 in den Phosphocellulose-Fraktionen. Im
Vergleich zum cytoplasmatischen Extrakt (S100) und zur Durchbruchsfraktion wird
Miz-1, bei identischen Proteinmengen, in der PC-C Fraktion stark angereichert (vgl.
Bahnen S100, PC-A und PC-C, PC-D ist nicht dargestellt). Die Proteinkonzentration
von c-Myc ist sowohl in PC-B als auch PC-C im Vergleich zu Miz-1 gering. Da ein
Hauptziel der Fraktionierung die Identifizierung eines moglichen Miz-1/c-Myc
Komplexes ist, wurde allein die PC-C Fraktion weiter bearbeitet. Im folgenden Schritt
wurde die PC-C Fraktion auf eine MonoQ Séule (Anionentauscher) aufgetragen und
die gesammelten Fraktionen anschliefend mittels Western Blot analysiert. Abbildung
15 zeigt die beiden Fraktionen mit den hochsten Konzentrationen an c-Myc und Miz-1
(MonoQ 0.1-0.35 M KCIl und MonoQ 0.35-0.6 M KCI). Fiir die nachfolgende
GroBenfraktionierung wurde aufgrund der hochsten Konzentrationen an c-Myc und

Miz-1 die Fraktion MonoQ 0.1-0.35 M KCI weiterverwendet.
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MonoQ 0.1 - 0.35 M KCI
MonoQ 0.35 - 0.6 M KCI
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Abbildung 15. Phosphocellulose- und MonoQ-Chromatographie. Western Blot gegen
Miz-1 (oben) und c-Myc (unten). Die Bahn S100 stellt das cytoplasmatische Lysat aus
HEK293T Zellen dar. PC-A ist die Durchbruchsfraktion des Kernlysats der
Phosphocellulose Saule. PC-B und PC-C sind die 350 mM bzw. 600 mM KCI
Elutionsfraktionen der Phosphocellulose Saule. Rechts sind die MonoQ Fraktionen MonoQ
0.1-0.35 M KCI und MonoQ 0.35-0.6M KCI dargestellt. Die Hauptproteinmengen von Miz-1
und c-Myc finden sich in der PC-C Fraktion sowie in der MonoQ 0.1-0.35 M KCI Fraktion.

3.3 Miz-1 tritt in Komplexen auf

Um zu untersuchen, ob Miz-1 tatsidchlich durch die Fraktionierung in groferen

Multiproteinkomplexen angereichert werden konnte, wurde eine analytische Superose

6 GroBenfraktionierung durchgefiihrt. Abbildung 16 zeigt die Verteilung von Miz-1

auf die Fraktionen,

in denen Proteine oder Proteinkomplexe verschiedener

Molekulargewichte auftreten. Als Kontrollen wurden der cytoplasmatische Extrakt

(S100), die PC-C Fraktion und die MonoQ Fraktion 0.1-0.35 M KCL aufgetragen.

Miz-1 tritt in Fraktionen auf, die Komplexe einer PartikelgroBe von iiber 600 kDa

darstellen. Zur Groenbestimmung wurden Eichungen mit externen Groflenstandards

auf der gleichen Siule durchgefiihrt (s. 2.2.5.3).
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Abbildung 16. Analytische GroBenfraktionierung. Western Blot gegen Miz-1 in einer
Superose 6 GrdBenfraktionierung. Kontrollen: S100 Ausgangsextrakt, Phosphocellulose
Fraktion PC-C, Fraktion der MonoQ Sé&ule 0.1-0.35 M KCI. Die Fraktionen 8-20 stellen die
Fraktionierung mittels Superose 6 dar. Miz -1 eluiert in den Fraktionen 13—17, ist aber auch
in Fraktion 9 detektierbar. Die Fraktionen 13-17 wurden mit MiniQ und MiniS S&ulen weiter
analysiert. c-Myc wurde nur in der praparativen GréBenfraktionierung untersucht (siehe
Abbildung 20).

3.3.1 Elutionsverhalten von Miz-1 und c-Myc mit MiniS und MiniQ
Séaulen

Um eine weitere Anreicherung c-Myc und Miz-1 -haltiger Proteinkomplexe zu
erzielen, wurden die aus der Groflenfraktionierung gewonnenen Fraktionen mit
Proteinkomplexen hoheren Molekulargewichts vereinigt und jeweils 10% auf eine
MiniS bzw. MiniQ Séule aufgetragen.

Wie aus Abbildung 17 hervorgeht, eluieren die groiten Mengen an c-Myc und
Miz-1 in unterschiedlichen Fraktionen (c-Myc: Fraktion 6; Miz-1: Fraktion 8) der
analytischen MiniS Fraktionierung. Daher muss davon ausgegangen werden, dass nur
ein Teil des bis dahin angereicherten c-Myc bzw. Miz-1 im gleichen Komplex
vorhanden sein kann. Der groere Teil beider Proteine liegt vermutlich in Komplexen
mit anderen Interaktionspartnern vor. Als mogliche Ursache muss hier uch die
Dissoziation des c-Myc/Miz-1 Komplexes unter den Salzbedingungen der Séulen
diskutiert werden. Beide Komponenten finden sich aber auch in gleichen Fraktionen,
wie z. B. Fraktion 8 zeigt.

Ein dhnliches Bild ergab die analytische MiniQ Fraktionierung (Abbildung 18).
Auch hier finden sich die hochsten Konzentrationen an c-Myc und Miz-1 in

verschiedenen Fraktionen (c-Myc: Fraktion 6; Miz-1: Fraktion 4 und 5).
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Aus den gewonnenen Erkenntnissen der analytischen MiniS und MiniQ
Fraktionierungen leitete sich die Strategie fiir die priparative Reinigung ab: nach der
GroBenfraktionierung eine hintereinander geschaltete Fraktionierung, erst MonoQ,
dann MonoS, durchzufiihren. Auf der einen Seite fiihrt diese Strategie zwar zum
Verlust von c-Myc und Miz-1 fiir die Massenspektrometrie, auf der anderen Seite kann

so aber die Menge an Proteinen vermindert werden, die nicht an c-Myc oder Miz-1

binden.
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Abbildung 17 Unterschiedliche Elutionsprofile von c-Myc und Miz-1 in der
analytischen MiniS Chromatographie. 10% der vereinigten Superose 6 Fraktionen 13-17
wurden auf eine analytische MiniS S&ule aufgetragen. Die Abbildung zeigt einen Western
Blot gegen Miz-1 (oberer Pfeil) und c-Myc (unterer Pfeil). Es wurden je 5 pl Eluat
aufgetragen. Die gr6Bte Menge an c-Myc wurde in den Fraktionen 5 und 6 detektiert; die
gréBte Menge an Miz-1 fand sich in der Fraktion 8. MiniS BT: Durchbruchsfraktion. Die
unterschiedlichen Elutionsprofile zeigen, dass Miz-1 und c-Myc nur zum Teil in denselben
Fraktionen und somit im selben Komplex zu finden sind. Der erheblich gréBere Teil beider
Proteine ist nicht an den untersuchten Partner gebunden.
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Abbildung 18 Unterschiedliche Elutionsprofile von c-Myc und Miz-1 in der
analytischen MiniQ Chromatographie. 10% der vereinigten Superose 6 Fraktionen 13-
17 wurden auf eine analytische MiniQ Saule aufgetragen. Die Abbildung zeigt einen
Western Blot gegen Miz-1 (oberer Pfeil) und c-Myc (unterer Pfeil). Es wurden je 5 pl Eluat
aufgetragen. Die gréBte Menge c-Myc wurde in der Fraktion 6 detektiert; die gréBte Menge
Miz-1 fand sich in den Fraktionen 4 und 5.

3.3.2 Praparatives Fraktionierungsschema

Fiir den préparativen Ansatz der Fraktionierung wurde, wie schon im analytischen
Ansatz, die MonoQ 0.1-0.35M KCI Fraktion verwendet. In der priparativen Superose
6 GroBenfraktionierung zeigte sich, dass sowohl c-Myc als auch Miz-1 in Fraktionen
mit Partikeln groBer als 600 kDa, also in Multiproteinkomplexen, vorkommen
(Abbildung 19). Fiir c-Myc zeigte sich, dass seine hochste Konzentration in den
Fraktionen mit 600-1.000 kDa vorliegt. Die Gro3enfraktionierung belegt, dass sowohl
Miz-1 als auch c-Myc in Proteinkomplexen mit einer Gro3e von etwa 1 Mio Dalton
enthalten sind. Diese Fraktionen (6-10 in Abbildung 20) wurden vereinigt und mittels

einer praparativen MonoQ Chromatographie weiter verarbeitet (Abbildung 21).
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Abbildung 19. Praparatives Fraktionierungsschema. Im Gegensatz zur analytischen
Fraktionierung wurden nach der Superose 6 GrdBenfraktionierung keine sequentiellen
Chromatographien mit lonenaustauschersdulen durchgefihrt. In der préparativen
GréBenfraktionierung sind sowohl c-Myc als auch Miz-1 in Fraktionen detektierbar, die

"Fraktion MYCb"

Komplexe mit Molekulargewichten grdBer als 600 kDa darstellen.
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Abbildung 20. Praparative Gr6Benfraktionierung. Western Blot gegen Miz-1 (oben) und
c-Myc (unten). Das Miz-1 und c-Myc enthaltende MonoQ 0.1-0.35 M KCI Eluat wurde
einer Superose 6 GrdBenfraktionierung unterzogen. Die Bahnen 6—-10 wurden vereinigt
und der praparativen MonoQ Fraktionierung zugeftihrt. Die GréBen wurden anhand von
GréBenstandards geschatzt (siehe 2.2.5.3).

3.3.3 Unterschiedliche Fraktionen fiir die LC-MS/MS

Wie schon im analytischen Fraktionierungsansatz wurden die c-Myc und Miz-1
haltigen Fraktionen aus der GroBenfraktionierung vereinigt und einer
Anionenaustauscher- bzw. einer Kationenaustauscher-Chromatographie zugefiihrt. Im
Gegensatz zum analytischen Ansatz erfolgte dies jedoch nicht parallel, sondern
hintereinandergeschaltet und die verwendeten Chromatographiematerialien waren
MonoQ statt MiniQ bzw. MonoS statt MiniS. Nach der MonoQ Anionenaustaucher-
Chromatographie wurden je drei MonoQ Fraktionen vereinigt: die Fraktionen 15-17
und die Fraktionen 18-20. Dies erfolgte zum einen auf Grund des zu gro3en Volumens
aller 6 Fraktionen, zum anderen, um die Wahrscheinlichkeit einer Auftrennung

verschiedener Komplexe mit der MonoS Séule zu erh6hen.
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Abbildung 21. Praparative MonoQ Fraktionierung. Western Blot Analyse der MonoQ
Fraktionierung aus der Superose 6 GrdBenfraktionierung. Fraktionen, die viel Miz-1
enthielten, wurden auf die MonoQ Séaule aufgetragen (Sup. Frakt 13-17). Die MonoQ
Fraktionen 13—19 enthielten den gréBten Anteil Miz-1. In den Fraktionen 15-20 wurde die
groéBte Menge an c-Myc detektiert. Die Fraktionen 15-17 und 18-20 wurden jeweils
zusammengefasst und mittels einer MonoS S&ule erneut fraktioniert (siehe Abbildung 22).

Tatsédchlich zeigten die vereinigten Proben unterschiedliche Elutionsprofile in der
MonoS Chromatographie (Abbildung 22). In der linken Hilfte des Blots erkennt man,
dass die Menge von c-Myc und Miz-1 in den Fraktionen 4, 5 und 6 am stirksten ist. In
der rechten Hilfte trennen sich die Konzentrationsspitzen von c-Myc (Fraktion 11) und
Miz-1 (Fraktion14) auf. Das deutet auf mogliche Unterschiede in der

Zusammensetzung der Proteine und Komplexe in den Fraktionen hin.
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Abbildung 22 . MonoS Fraktionen fiir die LC-MS. Western Blot Analyse eines MonoS
Gradienten aus den Fraktionen 15-17 und den Fraktionen 18-20 des MonoQ Gradienten
(Abbildung 21) mit anti-Miz-1 (oben) bzw. anti-c-Myc (unten) Antikérpern. 10% SDS-
Trenngel, aufgetragen je 10 pl einer Fraktion. Bahn 18: Marker. Bahn 1 und 10: je 5 ul der
MonoQ 0.1-0.35 KCI Fraktion. Die zugehdrigen Fraktionen zu den Bahnen 5 (MIZ/MYC)
und 11 (MYC/a,b) wurden zur massenspektroskopischen Analyse weiterverwendet.

3.4 Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchungen

Aus den priparativen MonoS Fraktionen wurden zwei Fraktionen fiir die LC-
MS/MS ausgewihlt (Fraktion 5 und Fraktion 11 sieche Abbildung 22).

Eine einzelne Probe der Fraktion Nr. 5 des MonoS Gradienten aus den MonoQ
Fraktionen 15-17 und zwei identische Proben der Fraktion Nr. 11 aus den MonoQ
Fraktionen 18-20 wurden in der massenspektrometrischen Untersuchung mittels LC-
ESI-MS/MS (liquid chromatochraphy-electrospray ionization - MS) analysiert. Die
LC-ESI-MS/MS wurde von A. Bosserhoff im Labor von T. Ruppert in Heidelberg
durchgefiihrt. TCA-prizipitierte Proteine aus den Fraktionen wurden mit
Endopeptidasen gespalten und durch die Massenspektrometrie identifiziert. Die
Auswertung erfolgte mit der Software MASCOT ® (http://www.matrixscience.com/).
In die Auswertung aufgenommen wurden nur solche Proteine, deren Mowse- Score
anzeigte, dass sich die Massen der identifizierten Peptide nicht signifikant (p<0,05)

von den erwarteten Massenzahlen in der Mascot Datenbank unterscheiden.
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Die analysierte Probe der Fraktion Nr. 5 (nachfolgend Fraktion MIZ/MYC) enthielt zu
etwa gleichen Teilen c-Myc und Miz-1 (Abbildung 22). Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in Tabelle 5 dargestellt. In den beiden Proben der Fraktion Nr. 11
(nachfolgend MYC/a, MYC/b) fanden sich vergleichsweise geringe Mengen Miz-1,
dafiir aber ein hoher Anteil c-Myc. Die identifizierten Proteine dieser Fraktionen sind
in Tabelle 4 dargestellt. Insgesamt konnten 171 unterschiedliche Proteine identifiziert
werden.

Die identifizierten Proteine wurden methodisch in vier Gruppen eingeteilt:

1) Proteine, die in allen drei Proben identifiziert wurden: 12 Proteine: Chd4, ChdS5,
erythropoietin 4 immediate early response, DHX16, SnrpD1, SnrpA, SnrpG,
Kif3A, eukaryotic translation initiation factor S 1 & 2, ANKHDI1 und
KIAA1984

2) Proteine, die in beiden Proben der Fraktion Nr. 5 enthalten waren (MYC/a und
MYC/b): 31 Proteine

3) Proteine die entweder in MYC/a oder MYC/b und in MIZ/MYC identifziert
wurden: 27 Proteine

4) Proteine die nur in jeweils einer der drei Proben identifiziert wurden: MYC/a

(20 Proteine); MYC/b (32 Proteine), MIZ/MYC (88 Proteine).

Aus den identischen Fraktionen MYC/a und MYC/b wurden 82 unterschiedliche
Proteine identifiziert. Von diesen 82 Proteinen konnten nur 31 (38%) in beiden
Fraktionen nachgewiesen werden.

Die identifizierten Proteine wurden ihrer Funktion nach in Untergruppen
klassifiziert. So fanden sich in allen Fraktionen auffillig viele Proteine, die mit der
Translationsinitiation in Zusammenhang stehen. Eine weitere Gruppe von Proteinen
stellten Untereinheiten des Exosoms dar, das am Metabolismus, speziell am Abbau von
mRNA, beteiligt ist. Eine dritte (verwandte) Gruppe von Proteinen ist an der
Prozessierung der mRNA beteiligt, wie z. B. Komponenten des Spliceosoms. Andere
Proteine gehoren zu Komplexen, die direkt mit der Regulation der Transkription
assoziiert und an der Organisation des Chromatins beteiligt sind. So fanden sich
Untereinheiten der NURD und Swi/Snf — Komplexe, die durch Modifikation von
Histonresten und Nukleosomen-Remodellierungen die Transkription regulieren
konnen. Auflerdem konnten Proteine identifiziert werden, die Untereinheiten oder Ko-

Faktoren der RNA Polymerasen I-III darstellen.
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Es konnten 17 bereits als Interaktionspartner von c-Myc beschriebene Proteine
identifiziert werden (Tabelle 4 & 5, griin unterlegt, Vergleichs-Datenbank fiir Protein-

Protein Interaktionen www.hrdb.com.)
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Diskussion

4 Diskussion

Wihrend der letzten Jahre wurden die Methoden der Proteomik zur Identifizierung
und Charakterisierung von komplexen Proteingemischen erheblich verbessert.
Besonders die Affinitits-Aufreinigung nativer Proteinkomplexe in Kombination mit
der Hochdurchsatz-Massenspektrometrie wurde weiterentwickelt. Diese Methoden
stellen vor allem in Hinblick auf Auflosung und Vollstindigkeit der identifizierten

T 270, 272
Bestandteile eine Verbesserung dar 27"

. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Methoden etabliert, die eine Identifizierung von potentiellen Interaktionspartnern der
Transkriptionsfaktoren c-Myc und Miz-1 durch die Massenspeoktrometrie erlauben:
Die Tandem-Affinitédts-Aufreinigung und eine chromatographische Fraktionierung fiir
Proteinkomplexe mit c-Myc und Miz-1 Untereinheiten.

Bisher wurden Interaktionsuntersuchungen von Miz-1 und c-Myc insbesondere
mit Zwei-Hybrid-Systemen in Hefe durchgefiihrt. Hefe-Zwei-Hybrid-Systeme zeigen
allerdings einige Schwichen. Erstens detektieren Hefe-Zwei-Hybrid-Systeme
Interaktionen dadurch, dass durch die untersuchte Interaktion ein Promotor aktiviert
(oder auch reprimiert) wird. Nun verfiigt c-Myc aber {iiber eine intrinsische
Transaktivierungsdomidne. Es  ist daher schwierig, zwischen  geringen
Transaktivierungen  durch  schwache  Interaktionen und  falsch-positiven
Transaktivierungen durch c-Myc alleine zu unterscheiden. Das gilt selbstverstindlich
auch fiir alle anderen Transkritpionsfaktoren mit Transaktivierungsdoménen. Zweitens
erlauben Hefe-Zwei-Hybrid-Systeme nur die Identifizierung von zwei interagierenden
Proteinen, nicht aber die Identifizierung von Proteinkomplexen als Modulatoren der
Transkription. Daher wiren viele Experimente notwendig, um an c-Myc bzw. Miz-1
bindende Proteinkomplexe zu beschreiben. Drittens sind viele der in Mammalia
auftretenden Interaktionen nicht notwendigerweise auch in Hefe existent. Das Fehlen
von Interaktionen mag z. B. an der unterschiedlichen Physiologie, an fehlenden
posttranslationalen Modifikationen oder fehlerhafter Proteinfaltung in der Hefe liegen.
Eine Moglichkeit diesen Nachteil zumindest teilweise zu umgehen, liegt in der
Verwendung von Zwei-Hybrid-Systemen in Sdugerzellen, die der physiologischen in
vivo Situation angendhert sind.

Andere oft benutzte Methoden fiir die Identifizierung von Proteininteraktionen

sind Koimmunoprézipitationen und Tandem-Affinitdts-Aufreinigungen (TAP).
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Diskussion

Koimmunpriazipitationen bergen die Gefahr der Bindung von relativ vielen
unspezifischen Kontaminanten, da bei dieser Methode nur ein einziger
Reinigungsschritt durch die spezifische Antigen-Antikérper-Bindung genutzt wird.
Dieser Nachteil kann durch die Einfilhrung eines zweiten spezifischen
Reinigungsschritts erheblich verringert werden. Dies wird in der Tandem-Affinitéts-

Aufreinigung umgesetzt. TAP-Analysen konnten bereits erfolgreich in Bacteria *7,

274 268, 275, 276 277 278, 279
Hefe C.

Trypanosoma , , elegans , Drosophila und
Siugerzelllinien ***** durchgefiihrt werden.
Die vor kurzem verdffentlichten Arbeiten von Koch und Kollegen % und Ewing

5 §ind fiir die Bewertung der vorliegenden Ergebnisse besonders

und Kollegen
wichtig, da in beiden Untersuchungen Hochdurchsatz-MS-Experimente zur
Identifizierung von Interaktionspartnern von c-Myc eingesetzt wurden.

Koch er al. ™ fiihrten sechs TAP/MuDPIT Experimente mit c-Myc durch. Das
TAP ,tag® war mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten identisch. Zusitzlich
trug das c-Myc Protein ein carboxyterminales Himaglutinin (HA)-,,tag*. MudPIT steht

286 ynd st eine

fir Multidimensionale Protein-Identifizierungs-Technologie
LC/LC/MS/MS Anwendung mit der aus komplexen Gemischen Proteine identifiziert
werden konnen. Die Experimente wurden in zwei humanen Epithelzelllinien
(HEK293T und DLDI-tTA) durchgefiihrt. Koch und Kollegen konnten 221 neue
potentielle Interaktionspartner von c¢-Myc identifizieren, von denen 10 in
Immunoprizipitations-Experimenten als Interaktoren bestétigt wurden.

Ewing et al. wihlten 338 krankheitsrelevante Proteine aus, unter anderem c-Myc,
die sie mit einem FLAG-,tag* fusionierten. In Hochdurchsatz—Immunoprizipitationen

und nachfolgender LC-ESI-MS/MS identifizierten sie 24540 Protein-Protein-

Interaktionen. Fiir c-Myc wurden 118 Interaktionen gefunden .

Wie bereits erwihnt, kamen in der vorliegenden Arbeit zwei Methoden zur
Anwendung, um mogliche Interaktionspartner der Transkriptionsfaktoren c-Myc und
Miz-1 zu identifizieren. @Zum einen wurde eine Tandem-Affinitits-
Aufreinigungsmethode etabliert, mit der Interaktionspartner von Miz-1 ermittelt
werden konnen. Zum anderen wurde eine chromatographische Fraktionierung mit
darauf folgender Fliissigchromatographie-Tandem-Massenspektroskopie (LC-MS/MS)
durchgefiihrt, um Proteinuntereinheiten groferer Komplexe, die mit c-Myc bzw. mit

Miz-1 assoziiert sind, zu identifizieren.
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4.1 Tandem-Affinitats-Aufreinigung

Im Tandem-Affinititsansatz wurde ein so genannter TAP ,tag® C-terminal an das
Miz-1 Protein angehédngt (Abbildung 7). Das Fusionsprotein wurde in humane Zellen
transfiziert und tiberexprimiert. Danach wurde das Miz-1-TAP Protein aus den Zellen
mit dem Zweischritt—Aufreinigungsvorgang des TAP-Ansatzes aufgereinigt.
Potentielle Interaktionspartner wurden per LC-MS/MS Analyse identifiziert.

Die in dieser Arbeit verwendete Tandem-Affinitits-Aufreinigung wurde von
Rigaut und Kollegen **® entwickelt und erfolgreich in Hefe angewandt. Der Ansatz
ermoOglicht die Aufreinigung intakter, nativer Multiproteinkomplexe. Durch die
Verwendung von zwei unterschiedlichen ,tags* wird die Kontamination mit
unspezifisch bindenden Proteinen stark verringert. Die Umsetzung der Hefetechnik in
Saugerzelllinien bringt allerdings einige Schwierigkeiten mit sich. Ein offensichtlicher
Vorteil des Hefe-Systems ist die relativ einfache Handhabung von
Suspensionskulturen, in denen in kurzer Zeit grole Mengen des Fusionsproteins
hergestellt werden konnen. Wegen der im Vergleich zu Séugerzellen kurzen
Generationsdauer und der Moglichkeit Hefezellen mit viel groBerer Zelldichte
anzuziehen, ist eine Uberexpression des Fusionsproteins nicht zwingend erforderlich.
Zum anderen kann man bei den Hefe-Systemen Zelllinien verwenden, die im
Vergleich zu den Wildtyp-Stimmen vergleichsweise geringe  genetische
Veridnderungen aufweisen. Das Fusionsprotein wird durch homologe Rekombination
ins Genom der Hefe aufgenommen, wodurch der endogene Promotor intakt bleibt. Die
Stochiometrie der Bindungspartner bleibt so erhalten, was z. B. bei der Uberexpression
durch transiente Transfektion in Mammalia nicht der Fall ist und daher weniger

287 . .
8 Ein weiteres

hiufige Bindungspartner schwerer identifiziert werden konnen
Problem bei Systemen mit Sidugerzellen ist, dass das endogene Gen intakt bleibt und
mit dem exogenen TAP-Kontrukt um die Bindungspartner kompetitiert.

Es ist zwar moglich auch mit Sdugerzellen grole Mengen an Zellmaterial in
Suspensionskulturen heranzuziehen, allerdings ist die Handhabung schwieriger. Bei
den humanen Suspensionszellen handelt es sich um transformierte Zelllinien, die sich
in entscheidenden Eigenschaften, z. B. in erhohten Zellteilungsraten, vom Wildtyp

unterscheiden. Bei der Nutzung solcher Systeme besteht immer die Gefahr, dass sich

genau diese verdnderten Eigenschaften modifizierend auf das gewiinschte Ergebnis
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auswirken. Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, das Protein in ausreichender
Menge zu erhalten.

In der vorliegenden Arbeit gelang es nicht, das Miz-1 Protein mit einem viralen
Vektor stabil in die Zellen einzubringen. Das kann mit der Funktion des Miz-1 Proteins
beim Zellzyklusarrest erklirt werden. Mit der Uberexpression des Proteins werden z.
B. p15Ink4B und p21Cipl aktiviert. Infizierte Zellen wachsen daher sehr langsam und
unter Stressbedingungen (wie z. B. der Suspensionskultur) gehen sie in den Zellarrest.
Das Misslingen einer stabilen Infektion mit Miz-1-TAP ldsst hingegen auf eine intakte
Funktion des Konstrukts schlieBen. Im hier verwendeten Ansatz wurden daher
Zellkulturschalen mit der CaCl, Methode transfiziert.

Ein weiterer allgemeiner Nachteil der Tandem-Affinitits-Aufreinigung ist die
Verwendung des relativ groBen TAP ,tags* mit einem Molekulargewicht von etwa 25
kDa. Forler und Kollegen fanden eine starke Beeintrichtigung der in vivo Funktionen
in Hefe: Die Einfilhrung C-terminaler ,,tags* an essentielle Gene fiihrte bei 18% der

2 Es st unwahrscheinlich, dass dieser Effekt von

Hefe-Stimme zu Letalitit
Anderungen in den Expressionsmustern der ,,getaggten* Proteine herriihrt, da die
endogenen Gene durch homologe Rekombination ausgetauscht wurden.

Ein anderer Nachteil der hier beschriebenen TAP-Methode ist die relativ schwache
Bindung von CBP an die verwendete Calmodulin-Matrix. Durch die Ineffizienz dieser
Bindung verringert sich die Ausbeute gereinigter Proteinkomplexe erheblich.
Weiterentwickelte Tandem-Affinitits-Aufreinigungen nutzen daher Protokolle, bei
denen der CBP ,tag* z. B. durch Streptavidin 288, Biotinylierung 289 oder ein Protein C
Epitop > ersetzt wurde. Ein Vergleich des in dieser Arbeit verwendeten TAP-, tags*
mit einer FLAG-HIS-,tag* Kombination zeigte eine Ausbeute fiir TAP von 1% und fiir
FLAG-HIS von 19% fiir das jeweils ,.getaggte “ Protein *°'.

Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Miz-1-TAP Konstrukts wurde zunichst
ein Luziferase Reporter ,,Assay* zum Vergleich mit dem Miz-1 Wildtyp-Protein (Miz-
1 wt) durchgefiihrt. Die Aktivierung des pl5Ink4B Promotors durch Miz-1 und seine
Hemmung durch Bindung von cMyc an Miz-1 sind gut beschrieben '*°.
Erwartungsgemill konnte sowohl das Fusionskonstrukt als auch Miz-1 wt das pl5-
Promotorkonstrukt aktivieren. Beide wurden durch c-Myc gehemmt, was darauf
schlieen lédsst, dass c-Myc auch an das Fusionskonstrukt binden kann (Abbildung 8).

Zum weiteren Nachweis der Funktionalitit wurde die Kernlokalisation von Miz-1-TAP

tiberpriift. Weil Miz-1 selbst keine Kernlokalisierungssequenz besitzt, muss es durch
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Bindung an andere Faktoren in den Zellkern transportiert werden. Die Kernlokalisation
kann zum Beispiel durch c-Myc vermittelt werden. Zum Nachweis wurden identische
Proteinmengen Gesamtzellextrakt und Kernlysat verglichen. Die relative Menge Miz-1
Protein im Kernlysat war grofler als die im Gesamtzellextrakt, was darauf schlieen
14Bt, dass Miz-1 TAP mit anderen Faktoren in den Zellkern kolokalisierte (Abbildung
9).

Um die Funktion des TAP ,tags* zu priifen, wurden zunéchst Reinigungen in
analytischem Mafstab durchgefiihrt. Bei einem funktionellen TAP ,,tag* sollte sich das
Fusionsprotein nach der TEV Spaltung um die Grée des Protein A (ca. 20 kDa)
verkiirzt haben . Dies bestitigte sich im Western Blot mit einem anti-Miz-1 Antikorper
(Abbildung 10). Silberfarbungen der SDS-Gele wiesen eine stark angereicherte Bande
auf, die der errechneten Grofle des Miz-1-TAP Fusionsproteins entsprach, so dass von
einer korrekten Funktionalitit sowohl des Miz-1 Teils als auch des TAP ,tags*
ausgegangen werden konnte (Abbildung 11). Es zeigte sich allerdings im Western Blot
Vergleich der Zwischenprodukte, dass sich die Menge an Fusionsprotein vom
Ausgangslysat bis hin zum Endprodukt etwa um den Faktor 80 verringerte. Durch die
Uberexpression des Miz-1-TAP Proteins lag dieses in viel hoherer Kopienzahl als
seine potentiellen Bindungspartner vor. Wegen der Verringerung der Menge an Miz-1-
TAP Protein auf etwa 3% der Ausgangsmenge durch die Reinigungsprozedur, ist es
moglich, dass die Menge der Bindungspartner unter der Nachweisgrenze der
kolloidalen Coomassie-Blaufdarbung und sogar unter der Nachweisgrenze von Western
Blots lag. Das wiirde erklidren, warum c-Myc als bekannter Interaktionspartner von

Miz-1 auch im Western Blot nicht nachgewiesen werden konnte.

4.1.1 Miz-1 Interaktion mit Hsp70

Mit Hilfe der Tandem-Affinitits-Aufreinigung konnte das Chaperon Hsp70 (heat
shock protein 70 kDa) als Interaktionspartner von Miz-1 identifiziert werden. Im
Allgemeinen bezeichnet man solche Proteine als Chaperone, die andere Proteine bei
der korrekten rdumlichen Faltung unterstiitzen. Die Hsp70 Familie gehort zu den am
besten untersuchten Chaperonen. Wie die meisten Chaperone ist Hsp70 ein
Hitzeschockprotein, das in Folge von erhohten Temperaturen oder anderen zelluldren
Stressauslosern exprimiert wird. Erhohte Temperaturen und auch andere Stressoren

konnen zu einer falschen Faltung von Proteinen, z. B. durch Hitze-Denaturierung,
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fithren. Chaperone konnen unter ATP-Verbrauch fehlgefaltete Proteine wieder in die
richtige rdumliche Anordnung zuriickbringen 292,

Obwohl Hsp70 eine Reihe von Protein-Protein Interaktionen eingeht, konnte eine
direkte Interaktion mit Miz-1 oder c-Myc bisher nicht nachgewiesen werden. In der
vorliegen Arbeit wurden allerdings mit dem Fraktionierungsansatz zwei Mitglieder der
Hsp70 Familie als potentielle Interaktionspartner von Miz-1 bzw. c-Myc identifiziert.

Koch und Kollegen **

konnten 13 weitere Hitzeschockproteine als
Interaktionspartner von c-Myc nachweisen, darunter auch 3 Homologe von Dnal aus
Escherischia coli. In E. coli interagieren DnaJ Proteine mit DnaK. DnaK wiederum ist
ein Homologon von Hsp70. In nachfolgenden Untersuchungen sollte eine Interaktion
von Hsp70 durch Immunpriziptitation bestitigt werden. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die entdeckte Interaktion von Miz-1 mit Hsp70 ein Artefakt ist, das durch
die Uberexpression des exogenen Miz-1-TAP Proteins ausgeldst wurde.

Ein Problem des grofen molaren Uberschusses von Miz-1-TAP ist, dass
Interaktionspartner, die in viel geringerer Konzentration vorliegen, moglicherweise
durch stabilere Interaktionspartner, die in hoherer Konzentration vorhanden sind, aus
der Bindung verdringt werden. Sollte das fiir Hsp70 der Fall sein, so wire dies eine
Erklarung fiir das Vorliegen falsch negativer Ergebnisse, wie z. B. der fehlende
Nachweis von c-Myc als bekanntem Interaktionspartner von Miz-1 2.

Interessanterweise scheint Hsp70, neben der Unterstiitzung bei der Proteinfaltung,
noch weitere Funktionen auszuiiben. Eine erhohte Expression von Chaperonen, wie

) ) 293, 294
Hsp70, wurde sowohl in soliden Tumoren %3, 2

29

als auch bei hdmatologischen
Malignomen nachgewiesen >°. Bei Brustkrebs korreliert die Uberexpression von
Hsp70 mit einer schlechten Prognose **°. Mitglieder der Hsp70 Familie sind bekannt

297

als anti-Apoptose Faktoren “'. Moglicherweise spielt eine Interaktion zwischen Hsp70

und Miz-1 bei der Blockierung der durch c-Myc ausgelosten Apoptose durch Miz-1

251,252

eine Rolle . Die physiologische Bedeutung einer Interaktion von Hsp70 und Miz-

1 sollte in zukiinftigen Untersuchungen nach ihrer Validierung weiterverfolgt werden.

4.1.2 Verschiedene Genprodukte von Miz-1?

Bei der Identifizierung der durch die Tandem-Affinitits-Aufreinigung
angereicherten Proteine konnten im SDS-Gel vier verschiedene Polypeptide
identifiziert werden. Eines dieser Proteine war Hsp70 (s. 4.1.1); die drei anderen

Polypetide stellten verschiedene Formen von Miz-1 selbst dar. Die Molekulargewichte
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der verschiedenen Miz-1 Formen lagen bei 100 kDa oder dariiber. Die Aufreinigung
im analytischen Malstab zeigte, dass auch der Hauptanteil des angereicherten Miz-1-
TAP Fusionsproteins eine Grofe von iiber 98 kDa besitzt. Die verschiedenen Banden
wiesen eine unterschiedliche Zusammensetzung der durch MS identifizierten Peptide
auf. Eine Erklidrung fiir diese Unterschiede konnten posttranslationale Modifikationen
am Miz-1 Protein sein, die dazu fithren, dass der Verdau durch Endopeptidasen nicht
an identischen Aminosduren stattfindet und dass sich durch Ladungsédnderungen das
Laufverhalten der Miz-1 Varianten veriandert. AuszuschlieBen ist auch nicht, dass sich
wihrend der Aufreinigung aminoterminale Abbauprodukte gebildet haben, die ein
unterschiedliches Laufverhalten erklidren konnten. In fritheren Arbeit mit dem 10E2-
anti-Miz-1 Antikorper ist das Auftreten eines Bandentripletts im Western Blot

195 Das Auftreten verschiedener Miz-1 Varianten wire eine

beobachtet worden
Erkldarung fiir dieses Phdnomen. Unterschiedliche Miz-1 Varianten konnten durch

alternatives SpleiBen oder zusitzliche Start-Codons im miz-/ Gen entstanden sein.

4.1.3 Tandem-Affinitats-Aufreinigung: Schlussfolgerung und
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit gelang es, ein funktionales Miz-1-TAP Fusionsprotein
in einer humanen Epithelzelllinie zu exprimieren und die TAP Reinigung zu etablieren.
So konnte Hsp70 als potentieller Interaktionspartner von Miz-1 iiber eine LC-
Massenspektroskopie identifiziert werden. Miz-1 selbst wurde im SDS-Gel in drei
Banden unterschiedlichen Molekulargewichts nachgewiesen. Die identifizierten Miz-1
Polypeptide unterschieden sich in der Zusammensetzung der identifizierten
Peptidmuster. Weitere Untersuchungen sollten zunéchst die Interaktion von Miz-1 und
Hsp70 bestitigen, um dann die Funktionen dieser Assoziation in Physiologie und
Tumorigenese und im Zusammenspiel mit c-Myc weiter zu erforschen. Eine Tandem-
Affinitits-Aufreinigung unter Verwendung einer verbesserten Zusammensetzung des

,tags® fithrt wahrscheinlich zur Identifizierung weiterer Interaktionspartner von Miz-1.

4.2 LC-MS Identifizierung von bona fide Interaktionen mit c-
Myc bzw. Miz-1

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Multiproteinkomplexe, die c-Myc

und Miz-1 als potentielle Untereinheiten enthalten, gereinigt und angereichert.
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Ausgehend von einem Kernlysat aus HEK293T Suspensionszellen wurden
Proteinkomplexe iiber Ionenaustausch-Chromatographie und GroBenausschlul3-
Chromatographie so fraktioniert, dass eine massenspektrometrische Identifizierung
durch LC-MS/MS moéglich wurde.

Mit einem einzelnen LC-MS/MS Experiment ist man heute in der Lage, einige
hundert bis zu tausend Proteine nachzuweisen und zu quantifizieren. Eine solche
Auflosung ist ausreichend, um kleinere Proteome, z. B. von Viren oder anderen
Organismen mit kleinem Genom, zu beschreiben >”°. Es ist jedoch nicht mdglich, die 5
x 10" verschiedenen Proteine eukaryotischer Proteome mit der LC-MS/MS abzudecken

29 Hierfiir ist eine der Massenspektrometrie voran gestellte Fraktionierung notwendig.

4.2.1 Etablierung des Fraktionierungsschemas

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Fraktionierungsschema zur Anreicherung

von Proteinkomplexen, die c-Myc bzw. Miz-1 enthalten, entwickelt. Basierend auf den

271 1 46

Arbeiten von Meissner et al und Roy et a wurde zundchst das
Fraktionierungsschema im analytischen Malistab etabliert (Abbildung 14) und davon
das Schema fiir die priparative Fraktionierung abgeleitet (Abbildung 19).

Die priparative Fraktionierung stellt eine Abfolge chromatographischer Sdulen
dar. Im Verlauf der Fraktionierung wurden die Fraktionen weiterverwendet, welche die
hochsten Konzentrationen von c-Myc bzw. Miz-1 im Western Blot zeigten. In einer
GroBenausschluf3-Chromatographie wurden nur diejenigen Fraktionen
weiterverwendet, die Partikel mit einer Mindestgrole von 600 kDa enthielten. Auf
diese Weise wurden Multiproteinkomplexe mit mehreren Untereinheiten von kleineren
Aggregaten oder Einzelproteinen getrennt.

Aus dem letzten Fraktionierungsschritt wurden 3 Proben ausgewihlt, die der
massenspektrometrischen Analyse zugefithrt werden sollten. Zwei dieser Proben
(MYC/a- und MYC/b—Proben) stammten aus derselben Fraktion (Fraktion 11,
Abbildung 22) und waren daher identisch in Ihrer Zusammensetzung. Diese
Vorgehensweise sollte eine Schitzung der Reliabilitit der massenspektrometrischen
Peptididentifizierung aus den komplexen Proteingemischen der Fraktionen
ermoglichen. Die ausgewihlte Fraktion (Fraktion 11 aus Abbildung MonoS) enthielt

nach Schitzung aus der Western Blot Analyse wesentlich mehr c-Myc als Miz-1. Die

zweite ausgewihlte Fraktion (Fraktion 5, Abbildung 22) enthielt nach Beurteilung der
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Signalstdarke etwa gleiche Mengen an c-Myc und Miz-1 (im folgenden MIZ/MYC
Fraktion).

4.2.2 Potentielle Protein-Protein Interaktionspartner von c-Myc bzw.
Miz-1

Die LC-MS/MS Analyse der Fraktionen generiert Listen von Proteinen, die aus
einer bestimmten Probe {iiber ihre Peptidzusammensetzung identifiziert werden
konnten. Dadurch ist nicht notwendigerweise die Zusammensetzung eines bestimmten
Proteinkomplexes gezeigt. Das Ergebnis eines einzelnen LC-MS/MS Experiments
reprasentiert nur den  ,Durchschnitt® der Bindungspartner oder der
Komplexkomponenten in der jeweiligen Probe. Die identifizierten Proteine sind daher
nur potentielle Untereinheiten von Komplexen, die c-Myc oder Miz-1 oder beide
Proteine enthalten.

Nachfolgende Untersuchungen sollten daher zunichst eine tatsidchliche Interaktion
nachweisen. Die gewonnenen Ergebnisse dienen dazu, sinnvolle Hypothesen iiber neue
Interaktionspartner zu entwickeln und zu neuen biologischen Funktionen und
Wirkmechanismen von c-Myc und Miz-1 zu generieren. Verglichen werden die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vor allem mit zwei Untersuchungen, die ebenfalls
mit Hochdurchsatzmethoden potentielle Interaktionspartner von c-Myc identifiziert

haben 284, 285.

Aus den durchgefiihrten drei LC-MS/MS Experimenten konnten insgesamt 171
Proteine identifiziert werden (Tabellen 4 & 5). 15 der identifizierten Proteine konnten
bereits als Interaktionspartner von c-Myc nachgewiesen werden.

Zwolf Proteine waren in allen drei Experimenten detektierbar: Chd4, Chds,
Dhx16, SnrpD1, SnrpDA, SnrpG, IQGAPI, Kif3a, EIF2S1, EIF2S2, ANKHDI1 und
Erytropoitin 4 immediate early response.

Schon diese Auswahl legt nahe, dass die potentiellen Interaktionspartner von c-
Myc bzw. Miz-1 nicht allein im Kontext der transkriptionellen Regulation zu finden
sind, sondern auch bei der RNA Prozessierung, der Translationsinitiation und bei der
Zellstruktur. Kiirzlich konnten Dominguez-Sola und Kollegen nachweisen, dass c-Myc
eine Funktion in der Kontrolle der DNA-Replikation ausiibt, die nicht auf

264 284 28
. 28 A

Genaktivierung oder Repression basiert = . Koch et a und Ewing et a

schlagen eine Beteiligung von c-Myc an weiteren zelluldren Prozessen, wie der DNA-
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Synthese, den DNA-Reparaturmechanismen, der mRNA Prozessierung sowie der
Proteinfaltung, -modifikation und -degradation vor.

In den folgenden Abschnitten wird auf eine Auswahl der hier gefundenen
potentiellen Interaktionen im Kontext ihrer funktionellen Klassifikation und in bezug
auf eine mogliche Kooperation mit c-Myc oder Miz-1 bei zelluldren Vorgingen

eingegangen.

4.2.3 Transkriptionsfaktoren und/oder Chromatin-Remodelling-
Komplexe

Zu den wichtigsten Komplexen, die an der Transkription beteiligt sind, gehoren
zum einen die Komplexe der RNA Polymerasen I, IT und III (s.5.2.5) und zum anderen
die Chromatin-Remodelling-Komplexe, welche die Nukleosomen mobilisieren, um das
Chromatin fiir Transkriptionsfaktoren, wie Histonacetylase- oder —deacetylase-
Komplexe, zuginglich zu machen.

In der vorliegenden Arbeit konnten Proteine nachgewiesen werden, die als
Untereinheiten zusammen mit c-Myc oder Miz-1 solche Komplexe bilden. In den
Fraktionen MYC/a und MYC/b wurden Chd4, ChdS5, GTFIIIC, HDAC1, HDAC?2 und
MBD3 gefunden. Die Fraktion MIZ/MYC enthielt, neben vielen weiteren
Transkriptionsfaktoren, Chd3, Chd4, Chd5, Dnmtl, HDACI1, HDAC2, Bafl55
(SMARCC1), Baf170 (SMARCC2), Baf57 (SMARCA4) sowie Brgl (SMARCA4).
Viele dieser Proteine wurden bereits von Koch et al. beschrieben ***.

c-Myc ist sowohl Aktivator als auch Repressor der Transkription. Chd3 und Chd4
zusammen mit MBD3, HDAC1 und HDAC2 sind Komponenten der Mi-2/NuRD
Komplexe. NURD Komplexe konnen iiber ihre Chromatin-Deacetylierungsfunktion
die Transkription reprimieren.

Brenner und Kollegen konnten zeigen, dass die DNA Methyltransferase Dnmt3a
an Miz-1 Zielpromotoren, die durch c-Myc reprimiert werden, bindet P Esist bekannt,
dass Dnmt3a HDACs rekrutiert, was wiederum zur Repression fiihren kann 2% Eine
dhnliche Rolle konnte Dnmtl spielen, dass in dieser Arbeit als moglicher Kofaktor
von c-Myc und Miz-1 identifiziert wurde.

Der Swi/Snf Komplex ist ein Chromatin-Remodelling-Komplex, der die Energie
aus der ATP-Hydrolyse nutzt, um Nukleosomen zu mobilisieren und die
Chromatinstruktur zu restrukturieren. Der Swi/Snf Komplex besteht aus mindestens

neun Untereinheiten. Darin enthalten sind invariante Kernuntereinheiten und variable
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Untereinheiten, die zur transkriptionellen Aktivierung oder Reprimierung beitragen.
Phelan ef al. **° konnten die funktionellen Kernuntereinheiten des humanen Swi/Snf
Komplexes definieren. Dazu gehdren SNF5 (auch Inil), Baf155, Baf170 und Brgl
bzw. Brm, die vergleichbar hohe in vitro Remodellierungs-Raten wie der
Gesamtkomplex zeigen.

Swi/Snf Komplexe konnen an der Tumorigenese beteiligt sein. FEinige
Untereinheiten weisen entweder intrinsische Tumorsuppressor-Eigenschaften auf oder
werden fiir die Aktivitidt anderer Tumorsuppressoren bendotigt.

Der Swi/Snf Komplex ist sowohl in Aktivierung als auch Reprimierung von
Zielgenen involviert. Es gibt Hinweise dafiir, dass er auch fiir die Transaktivierung
durch c-Myc benétigt wird *> ** **. Die Repeat 1 Domine von SNF5 interagiert mit
der HLH/LZ Domine von c-Myc . SNF5 und Brgl scheinen, fiir die
Transaktivierung durch c-Myc notwendig zu sein. Mutationen in SNF5 und auch in
Brgl supprimieren die Transaktivierung von c-Myc Zielgenen. Ein moglicher
Mechanismus ist die Bindung von ORC1 an den C-Terminus von c-Myc. Der ORC1
Komplex inhibiert die E-Box abhingige Transkription und SNF5 konkurriert mit
ORCI um die Bindung an c-Myc . Baf53 bindet ebenfalls direkt an c-Myc und ist
notwendig fiir die Transformation durch c-Myc *°.

c-Myc interagiert sowohl mit NURD-Komponenten als auch mit Swi/Snf
Komplexen. Diese Interaktionen konnen eine mechanistische Basis sowohl fiir die
Aktivierung der Transkription als auch fiir die Repression durch c-Myc sein. Eine
genaue  Aufklirung der  Beteiligung solcher =~ Komplexe an  den
Regulationsmechanismen wird durch die Tatsache erschwert, dass z. B. Swi/Snf

Komplexe sowohl reprimierend als auch aktivierend wirken konnten.

4.2.4 Untereinheiten der basalen RNA Polymerase-Maschinerie

Die Aktivierung aller drei eukaryotischen RNA Polymerasen ist notwendig fiir die
c-Myc Funktion, speziell bei der Zellproliferation und dem Zellwachstum *°'. In der
vorliegenden Arbeit wurden Untereinheiten der Transkriptionsmaschinerie von allen
drei Polymerase-Komplexen gefunden. Die Proben MYC/a und MYC/b enthielten
sowohl eine Untereinheit von RNA Poll und RNA Pollll sowie drei Untereinheiten
von GTFIIIC (General transcription factor III C). Die Probe MIZ/MYC enthielt die
gleiche Poll Untereinheit, die in den Proben MYC/a und MYC/b gefunden wurden,
sowie Faktoren fiir die Polll Transkription (GTF2E).
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Eine Regulation der Polll Aktivitdt iiber den p-TEFb Komplex wurde bereits
beschriecben %, Auch TBP und TFII-I, Untereinheiten der basalen

4.8 In  diesem

Transkriptionsmaschinerie, sind Interaktoren von c-Myc
Zusammenhang konnten die GTF2E  Proteine als  Unreinheiten von
Transkriptionskomplexen mit c-Myc und Miz-1 eine Rolle spielen.

Die Moglichkeit einer Interaktion von c-Myc mit GTFIIIC, die auch von Koch et
al. gefunden wurde, wiirde den Zusammenhang der c-Myc Aktivitit und der
Ribosomen-Biogenese weiter verstirken. GTFIIIC ist wie GTFIIIB fiir die Induktion
der Transkription von tRNA und 5S RNA durch Pollll notwendig 176,302 ¢ Myc
bindet und aktiviert GTFIIIB; das fiihrt zu einer Induktion der PolIlll Transkription 303,
Eine dhnliche Funktion konnte durch die Interaktion von c-Myc und GTFIIIC ausgeiibt

werden.

4.2.5 Faktoren der RNA-Prozessierung.

Viele der bei der Fraktionierung identifizierten Proteine stellen Komponenten der
RNA Prozessierung dar. Unter RNA Prozessierung im Allgemeinen versteht man das
Hinzufiigen von Sequenzen in die mRNA-Basenabfolge, wie das 5 ,,Capping® oder
das Anhédngen des 3’ PolyA Schwanzes, sowie das Entfernen von Sequenzen, wie z. B.
die von Introns (Spleilen). Weiter zédhlt dazu die Degradation der RNA (z. B. durch
das Exosom), das ,,Editing* und der Transport der mRNA ins Cytoplasma (Ubersicht s.
z. B. Maquat 304,

Die Identifizierung von U5-200 kDa, U1-70 kDA, Splicing factor 3b und einigen
weiteren Riboproteinen in dieser Arbeit, konnte auf eine bisher unbekannte, direkte
Rolle von c-Myc bei der RNA Prozessierung, speziell beim Spleilen hinweisen. Dies
wird unterstiitzt durch die Tatsache, dass sowohl Koch et al. 284, Ewing et al. 285 und
Dominguez-Sola et al. 264 J5-200 kDA als Interaktionspartner von c-Myc identifiziert
haben.

U5-200 kDa gehort zur Familie der DEXH Helikasen und ist fiir das Ausschneiden
der RNA Lasso Struktur beim SpleiBen notwendig **. Anomalien der SpleiBvorginge
treten hdufig bei Krebserkrankungen auf. Solche Anomalien betreffen Gene, die
sowohl bei der Zellmigration, der Wachstumsregulation, der Reaktion auf
Hormonsignale und der Chemotherapie eine Rolle spielen ****%. Durch die Interaktion
mit dem U5 Komplex verstiarkt c-Myc bzw. Miz-1 moglicherweise die Spleifirate und

erhoht so die Konzentration von prozessierten mRNAs, die fiir Proteine kodieren, die
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fiir Zellwachstum wund Proliferation bendtigt werden. Umgekehrt kann die
Deregulierung dieser Vorgédnge das Auslosen der Tumorigenese bedeuten.

Bekannt ist auch, dass c-Myc Gene die Ribosomen-Biogenese regulieren >>°. Die
Synthese der Ribosomen findet primdr im Nukleolus statt. Dort werden die rRNA
Gene transkribiert. Die dabei entstehenden rRNA Vorstufen werden prozessiert und
modifiziert. c-Myc reguliert die rRNA Prozessierung durch Aktivierung von Zielgenen
78 Man weiB, dass die deregulierte Ribosomen-Biogenese wihrend der Tumorigenese
eine Rolle spielt **. Bereits seit langem ist bekannt, dass eine Hypertrophie des
Nukleolus ein cytologisches Charakteristikum von Tumorzellen ist und als

10, c-Myc induziert die Ribosomen-

178

prognostischer Hinweis genutzt werden kann 3
Biogenese und die Protein-Biosynthese u.a. durch die RNA Prozessierung
Moglicherweise reguliert c-Myc nicht nur die rRNA Prozessierung, sondern auch die
anderer RNA Typen durch direkte Interaktion mit den beteiligten Komplexen. Diese
Regulation konnte ein wichtiger Mechanismus fiir die Induktion des Zellwachstums
und auch der Tumorigenese durch c-Myc sein.

In Eukaryoten besteht das Exosom aus 9-11 Proteinen, die RNA Molekiile in
3’—5" Richtung abbauen, indem sie eine 3’Phosphodiesterbindung spalten. Das
Exosom spielt eine essentielle Rolle beim mRNA Abbau und in der Prozessierung
bestimmter ribosomaler und kleiner nucleuldrer RNAs (small nucleolar RNA, snRNA).
Ubersichten geben Baker und Parker *'!, Houseley ef al. *'? und Raijmakers et al. *"°.
Bisher sind keine Interaktionen der c-Myc oder Miz-1 Proteine mit dem Exosom
bekannt. Koch er al. konnten zwar einige an der RNA Prozessierung beteiligten
Proteine als c-Myc Interaktionspartner identifizieren, allerdings nur ein Protein
(XRN1, 5°’—3’ Exoribonuclease), das direkt am mRNA Abbau beteiligt ist und mit
vielen Exosomen-Komponenten interagiert sowie interessanterweise auch mit Chd4
314

Ewing et al. hingegen wiesen SKIV2L (superkiller viralicidic activity 2-like), das
neben fast allen Untereinheiten des humanen Exosoms sowohl in den Fraktionen
MYC/a,b als auch in MIZ/MYC gefunden wurde, nach. SKIV2L besitzt eine Helikase-
Funktion, die fiir den mRNA Abbau durch das Exosom notwendig ist. Uber eine
direkte Verbindung konnte c-Myc die Stabilitdt verschiedener mRNAs steuern, deren
Menge sowohl in der Tumorigenese als auch bei physiologischen Funktionen von c-

Myc und Miz-1 von Bedeutung sind.
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4.2.6 DNA-Reparaturfaktoren.

Fehlfunktionen bei den DNA-Reparaturmechanismen konnen zum Verlust der
Zellzykluskontrolle fiihren. Dieser Verlust tritt hdufig zusammen mit einer
Hypersensitivitdt der DNA gegen DNA-Noxen und einer genetischen Instabilitéit auf,
die zu Mutationen wie karyotypischen Abnormalititen fithren konnen (z. B. Bartek et
al. *"). Derartige Verinderungen werden infolge einer fehlerhaften Regulation von c-
myc beobachtet 316,

Miz-1 ist fiir die Steuerung von zwei unterschiedlichen Programmen der
Genexpression, die nach DNA-Schiden ausgelost werden, notwendig. 1) Miz-1
aktiviert eine groBe Gruppe von Genen, welche wiederum von c-Myc reprimiert
werden, wie z. B. p21Cipl "*°, TBOX3 (ein Inhibitor von p19Arf) *'" und dapper (ein
Inhibitor von B-catenin) *'®. 2) Miz-1 reprimiert eine weitere Gruppe von Genen nach
DNA-Schiden. Diese Repressorfunktion von Miz-1 wird nicht von c-Myc, sondern
von 14-3-3n reguliert .

Wihrend Koch er al. ** acht Proteininteraktionen von c-Myc mit DNA-
Reparaturfaktoren fanden, konnte in der vorliegenden Arbeit nur ein Genprodukt der
DNA-Reparatur identifiziert werden: Msh6. Msh6 wurde nur in der Myc/Miz Fraktion
gefunden. Interessanterweise entdeckten Ewing et al. ebenfalls Msh6 als
Interaktionspartner von c-Myc **°. Zusammen mit Msh2, welches auch von Koch und
Kollegen beschrieben wurde, bildet Msh6 ein Heterodimer 319322 Dieses Heterodimer
spielt eine wichtige Rolle bei der Erkennung und der Bindung von DNA-Lésionen und
dem DNA-, mismatch“-Reparatursystem 322 AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
Max mit Msh2 interagiert und c-Myc mit einem weiteren DNA-, mismatch*-
Reparaturprotein: Mlh1 ’'. msh2 und msh6 sind selbst Zielgene von c-Myc *>. Es gibt
weitere Hinweise auf eine Rolle von c-Myc in DNA-Reparatur-Mechanismen: In
humanen Fibroblasten, die c-Myc exprimieren, werden Doppelstrangbriiche ineffizient
repariert >>*. In Lymphomen und anderen Tumoren wurde eine erhdhte genomische
Instabilitit auf Grund einer deregulierten c-Myc Expression festgestellt *°>%.

Die vorgestellten Ergebnisse und die Ergebnisse von Koch et al., die zusitzlich zu
Msh2 und Msh6, die DNA-Reparaturfaktoren Msh3, Ku70, Ku80 und DNA-PKc
zusammen mit c-Myc aufreinigten, machen eine direkte Beteiligung von c-Myc an

zelluldaren Reparaturmechanismen wahrscheinlich.
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Die Interaktion mit DNA-Reparaturkomplexen konnte ein weiterer Mechanismen
sein, liber den c-Myc und Miz-1 die genetische Integritdt der DNA regulieren. Eine
fehlerhafte Regulation dieser Interaktionen konnte zu genomischer Instabilitét fiihren,
die Zellzykluskontrolle beeinflussen und ein wichtiger Faktor bei der Tumorentstehung

sein.

4.2.7 Faktoren anderer zellularer Mechanismen

Es konnten viele weitere Untereinheiten von Komplexen identifiziert werden, die
mit c-Myc bzw. Miz-1 unterschiedliche Funktionen bei verschiedenen zelluldren
Vorgingen ausiiben konnten.

Erstens konnten Faktoren identifiziert werden, die bei der Proteindegradation eine
Rolle spielen konnten. PPP1, eine Protein-Phosphatase, die Ubiquitin-Ligase UBE20
und die ubiquitin-spezifische Protease USP7 konnten am Abbau von c-Myc oder Miz-1
beteiligt sein. Ubiquitin-Ligasen und Ubiquitin-spezifische Proteasen sind

Antagonisten im proteasomalen Abbau 2*.

Posttranslationale Modifizierungen,
besonders Phosphorylierungen, spielen eine entscheidende Rolle bei der Proteolyse,
der transkriptionellen Aktivitit und den biologischen Funktionen von c-Myc ». c-Myc
ist ein Protein mit einer kurzen Halbwertszeit von 15-30 min. “*>. Sein Abbau,
eingeleitet durch die Ubiquitinierung mit nachfolgender Degradation durch das
Proteasom, wird iiber den Phosphorylierungsstatus von Ser62 und Thr58 in MB I
reguliert. Thr58 wird durch das F-Box Protein Fbw7 erkannt. Der Scf-Fbw7-
Ubiquitin-Ligase Komplex steuert den Abbau von c-Myc durch das 26S Proteasom **.
Kiirzlich konnte die Ubiquitin-spezifische Protease USP28 als Antagonist des Scf-
Fbw7-Ubiquitin-Ligase Komplexes identifiziert werden ** **. Moglicherweise bilden
die drei identifizierten Proteine PPP1, USP7 und UBE2O eine dhnliche funktionelle
Einheit im Kontext von c-Myc oder Miz-1 und konnten dhnliche Aufgaben in der
Proliferation oder Inhibition der Differenzierung wie USP28 ausfiihren.

Zweitens wurden in der Fraktionierung eine Reihe von Hitzeschockproteinen und
Chaperonen identifiziert, die an der Proteinfaltung beteiligt sind. Hsp70 als
Interaktionspartner von Miz-1 und seine moglichen Funktionen wurden bereits
beschrieben (s. 4.1.1). Sowohl in der MYC/a als auch in der MIZ/MYC Fraktion
konnte Hsp70 identifiziert werden. Aullerdem konnte in der vorliegenden Arbeit das

Chaperon CCT2 in der MIZ/MYC Fraktion gefunden werden. Koch und Kollegen

fanden nicht nur CCT2 als bona fide Interaktionspartner von c-Myc, sondern auch
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CCT1 und CCT3. Alle 3 Chaperone sind Untereinheiten des T-Komplexes. T-
Komplex Proteine (CCT) vermitteln die ATP-abhingige Faltung einer bestimmten
Gruppe von Proteinen. Im Fall von Cyclin E unterstiitzt der T-Komplex die Faltung
neu translatierter Proteine in eine Form, die fiir Cdk2 zuginglich ist **"**2. Dies konnte
eine Funktion sein, die iiber eine Interaktion von c-Myc oder Miz-1 gesteuert wird und
in der Zellzykluskontrolle eine Rolle spielt. Koch und Kollegen konnten nicht
ausschlieBen, dass die Interaktionen auf Grund von Uberexpression durch c-Myc
zustande kamen. Im vorliegenden Ansatz wurden weder c-Myc noch Miz-1
iiberexprimiert, so dass eine physiologische Bedeutung dieser Interaktionen
wahrscheinlicher ist. Dennoch sind gerade Chaperone Proteine, die besonders in
proliferierenden und transformierten Zellen in groBen Mengen exprimiert werden. Sie
konnen auch durch Stress-Signale und Onkogene aktiviert werden.

Drittens wurden Faktoren der Zellstruktur und Zellbewegung gefunden. Hierzu
gehoren Tubuline, Kinesine, Plektin, Myosin und Dedicator of cytokinesis .

Die Interaktion von c-Myc mit alpha-Tubulin wurde in fritheren Studien
nachgewiesen. Die N-terminale Doméne von c-Myc interagiert mit Mikrotubuli in
vivo, die Interaktion von c-Myc mit alpha-Tubulin wurde an den Aminosdureresten 48-
153 von c-Myc lokalisiert 0 Es konnte gezeigt werden, dass natiirlich vorkommende
c-Myc Varianten aus Burkitt-Lymphom Zelllinien mit Mutationen an Thr58 die
Proteinstabilitit erhohten und konstitutiv hyperphosphoryliert waren. Die Rolle von c-
Myc bzw. Miz-1 an Prozessen der Proliferation und des Zellwachstums sowie an der
Replikation, machen auch eine direkte Verbindung zu Zellteilungsprozessen
wahrscheinlich. Genomische Instabilititen, wie sie nach Uberexpression von c-Myc
auftreten, konnten mit Interaktionen der an der Mitose beteiligten Komplexe, wie den
Kinetochoren oder dem Spindelapparat, zusammen hidngen. Wenn c-Myc bzw. Miz-1
an der Segregation der Chromosomen bei der Zellteilung direkt beteiligt sind, wire
dies eine Erkldrung fiir verdnderte Karyotypen oder Mutationen bei der Deregulation
von c-Myc.

Die biologische Rolle weiterer in der vorliegenden Arbeit identifizierter
potentieller Interaktoren von c-Myc bzw. Miz-1 muss in nachfolgenden
Untersuchungen geklidrt werden. Die groBe Zahl der bona fide Interaktionen ldsst
vermuten, dass Protein-Protein Interaktionen nicht einzeln auftreten, sondern dass
wahrscheinlich jedes Protein eine Vielzahl von Interaktionen eingeht. Damit stellt das

Interaktom eine weitere Ebene dar, die erklért, wie aus den relativ wenigen Genen z. B.
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des menschlichen Genoms, ein funktionierender Organismus mit viel groBerer

Komplexitit entsteht, als die Anzahl der Gene vermuten lief3e.

4.2.8 Methodische Bewertung

Aus allen Fraktionen, die massenspektrometrisch untersucht wurden, konnten 171
unterschiedliche Proteine identifiziert werden. Die beiden identischen Fraktionen
MYC/a und MYC/b enthielten 82 unterschiedliche Proteine, 31 (38%) Proteine
konnten in beiden Fraktionen nachgewiesen werden. Die MIZ/MYC Fraktion enthielt
117 unterschiedliche Proteine, 27 davon kamen auch in den beiden MYC Fraktionen
vor. Chd4, Chd5, erythropoietin 4 immediate early response, DHX16, SnrpD1, SnrpA,
SnrpG, Kif3A, eukaryotic translation initiation factor 1 & 2, ANKHDI und
KIAA1984 kamen in allen drei Fraktionen vor.

Die Tatsache, dass nur etwa 38% der Proteinidentifizierungen in zwei gleichen
Experimenten durch die LC-MS/MS reproduzierbar waren, legt die Vermutung nahe,
dass es sich bei einigen der identifizierten Proteine um falsch-positive Ergebnisse
handelt. Schwankungen in den MS-Messungen sind hierfiir eine wahrscheinliche
Ursache. Bei Wiederholungen dieser oder dhnlicher Experimente sollte darauf geachtet
werden, dass jedes LC-MS/MS Experiment mindestens fiinfmal reproduziert wird 270,
um eine ausreichende statistische Signifikanz der Ergebnisse zu erreichen.

Neben falsch positiven Ergebnissen traten auch falsch negative Ergebnisse auf:
Die Identifizierung von c-Myc und Miz-1 selbst, wire bei den LC-MS/MS Messungen
zu erwarten gewesen. Daneben fehlten auch viele der schon bekannten
Interaktionspartner von c-Myc, wie z. B. Max. Eine mogliche Erkldrung solcher falsch
negativer Ergebnisse liegt in der zu geringen Empfindlichkeit der LC-MS/MS
Methode. Eventuell lagen die c-Myc bzw. Miz-1 Konzentrationen unter der
Nachweisgrenze der MS. Eine andere Moglichkeit ist eine zu hohe Komplexitit der
Probe, so dass Signale anderer Proteine die Signale von c-Myc und Miz-1
tiberlagerten. Um eine Schidtzung der Anzahl der in den Fraktionen enthaltenen
Proteine zu erhalten, sollten in zukiinftigen Experimenten 2D Gel-Elektrophoresen mit

den Proteingemischen aus den Fraktionen durchgefiihrt werden.

Zwei Studien zur Identifizierung der Interaktionspartner von c-Myc wurden von

284 285
L. L.

Koch et a und Ewing et a , wie bereits erwihnt, kiirzlich veroffentlicht.
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Koch und Kollegen nutzten die TAP Methode in Kombination mit einer neuen
multidimensionalen Protein-Identifizierungstechnologie (MuPIT), um

284 Die Tandem-Affinitits-

Interaktionspartner von c¢-Myc zu identifizieren
Chromatographie wurde in gleicher Weise wie in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrt. Zur massenspektrometrischen Identifizierung wurde eine Kaskade von
2maliger Fliissigchromatographie und nachfolgender Massenspektroskopie verwendet.

Koch und Kollegen verglichen je drei Aufreinigungen von a)
transienttransfizierten HEK293T Zellen und b) stabil transfizierten DLDI-tA
Zelllinien. Als Kontrolle diente jeweils ein Vektor, der nur den TAP ,tag* enthielt.
Koch et al. konnten 221 verschiedene Proteine identifizieren, die mit c-Myc
interagieren, davon 16 bereits bekannte Interaktionenspartner, unter anderen Max,
Tip48, Tip49 und TRRAP. In der vorliegenden Arbeit konnten 17 bereits beschriebene
Interaktionen detektiert werden. Allerdings wurden nur wenige der ,klassischen*
Interaktionspartner nachgewiesen. Eine wahrscheinliche Ursache hierfiir ist, dass durch
die Fraktionierung eben jene Komplexe mit den bekannten Interaktionspartnern in
anderen als den analysierten Fraktionen zu finden sind. Eine Analyse der Fraktionen
selbst, etwa durch einen Western Blot gegen Max, Tip48, Tip49 oder TRRAP konnte
Aufschluss tiber diese Vermutung bringen. Eine weitere Moglichkeit, warum einige
der bekannten Interaktionen nicht detektiert wurden, konnte die Dissoziation der
Komplexe unter den Sdulenbedingungen sein.

Ebenso wie in der vorliegenden Arbeit wurden in den Arbeiten von Ewing et al.
und Koch et al. potentielle Interaktionspartner von c-Myc aus vielen verschiedenen
zellularen Kontexten gefunden, bei denen eine Mitwirkung von c-Myc bisher
unbekannt war. Die 221 Interaktionen bei Koch ef al. unterteilten sich funktional in die
folgenden Untergruppen: Transkription/Chromatin (25 Proteine), basale Faktoren der
RNA Pollll Transkriptionsmaschinerie (4), RNA Prozessierung (23), DNA-
Replikation/Chromosomenmetabolismus (12), Proteinsynthese (11),
Proteindegradation ~ (26),  Proteinmodifikation  (16),  Proteinfaltung  (13),
Signaltransduktion (10), Zellstruktur und Transport (35), Metabolismus (26) und
Verschiedene (12). Alle drei Arbeiten zeigen keinen hohen Ubereinstimmungsgrad an
identifizierten Proteinen. Entweder ist das Interaktom von c-Myc wesentlich
komplexer als die Ergebnisse der Arbeiten, welche dann als komplementir zu
bewerten wiren; oder jede der verwendeten Methoden hat zu einer grolen Anzahl

falsch positiver Ergebnisse gefiihrt.
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Vergleicht man die vorliegende Arbeit methodologisch mit der von Koch et al.
lassen sich einige Limitierungen und Stirken beider Methoden aufzeigen. Erstens fiihrt
eine Anreicherung iiber chromatographische Fraktionierungen nicht in dem Mafe zu
einer Abtrennung von nicht relevanten Komplexen oder Kontaminanten wie eine
Tandem-Affinitits-Aufreinigung. Im Falle der Fraktionierung darf davon ausgegangen
werden, dass auch Komplexe gereinigt und angereichert wurden, die weder c-Myc
noch Miz-1 enthielten, da ein spezifisches Herausfiltern dieser Komplexe nicht
stattfand. Es ist vielmehr anzunehmen, dass durch die chromatographische
Fraktionierung Komplexe dhnlicher Grofle und dhnlicher biochemischer Eigenschaften
mit c-Myc bzw. Miz-1 kofraktionierten. Das heil3t, die in der vorliegenden Arbeit
identifizierten Proteine konnen zwar als Komponenten groBerer Proteinkomplexe,
nicht aber als spezifische Interaktionspartner von c-Myc oder Miz-1 beschrieben
werden.

Zweitens konnten Koch et al. durch die Verwendung transienter und stabiler
Transfektionen c-Myc und damit wahrscheinlich auch c-Myc haltige Komplexe in
hoherem Male relativ zu unspezifischen Komplexen aufreinigen. Durch die
Uberexpression des c-Myc Zielproteins war die  massenspektrometrische
Identifizierung allein durch die Proteinmenge erleichtert. In der vorliegenden Arbeit ist
nach der Fraktionierung eine massenspektrometrische Identifizierung von c-Myc, Miz-
1 oder des vermutlich in Trikomplexen enthaltenen Max Proteins nicht gelungen. Koch
und Kollegen hingegen konnten in jeder chromatographischen Aufreinigung mit
nachfolgender Massenspektrometrie c-Myc, Max, TRRAP und Tip49 detektieren. Die
extreme Uberexpression von c-Myc hat wahrscheinlich unphysiologische Effekte zur
Folge, eine dadurch begriindete Artefakt-Interaktion kann von Koch et al. nicht
ausgeschlossen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine @hnlich transformierte
Zelllinie (HEK293T), die aber c-Myc nicht ektopisch iiberexprimiert, sondern in
physiologischen Mengen enthilt, verwendet. Wenn es sich auch um eine transformativ
verdnderte Zelllinie handelt, ist davon auszugehen, dass c-Myc in wesentlich
geringeren Mengen in den Zellen vorkommt. Zum einen erklidrt dies, dass der
massenspektrometrische Nachweis von c-Myc nicht gelang, zum anderen kann aber
auch davon ausgegangen werden, dass die nachgewiesenen Komplexkomponenten
nicht durch eine unphysiologische Uberexpression zustande kamen.

Trotz der vorhandenen methodischen Limitierungen konnen die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit, besonders im Vergleich mit anderen Arbeiten, genutzt werden,
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um neue Hypothesen iiber die Funktionen der c-Myc und Miz-1 Proteine und deren
Mechanismen zu generieren. Vor allem die Moglichkeit neuer Funktionen in bisher
nicht bekannten zelluldren Kontexten konnte unterstrichen werden. Zum einen sollten
zukiinftige Arbeiten die bisher gefundenen Interaktionen bestitigen, zum anderen ist
der Einsatz verbesserter methodischer Ansitze entscheidend, um das vollstindige

Interaktom von c-Myc und Miz-1 zu entschliisseln.

4.2.9 Fraktionierung: Schlussfolgerung und Ausblick

Mit der Kopplung von chromatographischer Fraktionierung und anschlieender
LC-MS/MS konnten iiber 150 potentielle Interaktionspartner von c-Myc und Miz-1
identifiziert werden. Beide Proteine treten in Multiproteinkomplexen mit iiber 1.000
kDa auf. Die Zusammensetzung der Komplexe, die in zukiinftigen Experimenten
bestitigt werden miissen, ldsst auf Funktionen von c-Myc und Miz-1 schlieBen, die
tiber die Regulation der Transkription hinausgehen. Hierzu gehdren z. B. die RNA
Prozessierung und die Cytokinese.

Methodische Erweiterungen der Fraktionierung konnen bei der Darstellung der
Interaktome von c-Myc und Miz-1 sowohl die Validitit als auch die Vollstindigkeit
optimieren. Ein moglicher Ansatz ist die Kopplung von Affinitédts-Aufreinigung und
Fraktionierung. So konnte der Fraktionierung eine Prézipitation von Komplexen mit c-
Myc oder Miz-1 Antikorpern vorangestellt oder aber der Fraktionierung eine
Affinitits-Aufreinigung nachgestellt werden. Beide Vorgehensweisen wiirden die

Spezifitit der gefundenen Interaktionen betrdchtlich erhohen.
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5 Zusammenfassung

Das Proto-Onkogen c-myc ist durch seine Funktion als Transkriptionsfaktor

entscheidend an vielen Prozessen beteiligt, welche die zellulire Homdoostase
aufrechterhalten. Wegen seiner Rolle als Aktivator und Repressor vieler Gene, fiihrt
die Deregulation der Expression von c-Myc auch zur Deregulation physiologischer
Prozesse wie Zellzykluskontrolle, Zellwachstum oder Apoptose und begiinstigt die
Tumorentstehung. Wie die meisten Proteine kann auch c-Myc seine Funktion nur
durch Interaktion mir anderen Polypeptiden in Multiproteinkomplexen ausiiben. Ein
wichtiger Interaktionspartner von c-Myc ist Miz-1. Durch Bindung an DNA kann Miz-
1 Gene aktivieren. c-Myc reprimiert die Aktivierung durch Miz-1, indem es an Miz-1
bindet. Der genaue Mechanismus dieser Repression ist jedoch unbekannt.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei experimentelle Ansitze zur Identifizierung
von moglichen Interaktionspartnern von c-Myc und Miz-1 etabliert. Eine Tandem-
Affinitédts-Aufreinigung (TAP), um Protein-Protein Wechselwirkungen des Miz-1
Proteins zu identifizieren und eine chromatographische Fraktionierung, um Komplexe
mit c-Myc bzw. Miz-1 als Untereinheiten zu identifizieren.

In beiden Ansitzen erfolgte die Identifzierung durch Massenspektroskopie. Mit
der Tandem-Affinitdts-Aufreinigung gelang zum einen die Identifizierung des
Hitzschockproteins Hsp70 als potentieller Interaktionspartner. Zum anderen konnten
drei verschiedene Varianten von Miz-1 mit der TAP Methode gefunden werden.

Die Fraktionierung lieferte eine Liste mit 171 verschiedenen potentiellen
Bindungspartnern von c-Myc bzw. Miz-1. Es konnten Proteine aus der Transkription,
RNA Prozessierung, DNA-Reparatur, der Proteinmodifikation und-degradation, der
Zellstruktur, des Metabolismus und der Proteinsynthese identifiziert werden.

Die Ergebnisse der Arbeit liefern eine Grundlage fiir die weitere Untersuchung der
Funktion von c-Myc und Miz-1. Dies gilt aber nicht nur fiir den schon bekannten
Kontext der Transkription. c-Myc und Miz-1 sind vermutlich an einer Reihe weiterer

Prozesse beteiligt, die fiir die Tumorigenese eine entscheidende Rolle spielen konnten.
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Abkiirzungen

7 Abklrzungen

Amy-1
Apc
APS
Arf
AS
ATM
ATP
Baf
Bax
Bcl
Ber
Binl
B-Myc
BRCA1
BSA
BTB
c/EBP
Ca.
Cad
Cak
CBP
CCT
Cdc
Cdk
Chd
ChIP
CMV
c-Myc
Cull
Cys
d.h
DMSO
DNA
DNA-PKc
Dnmt
dNTP
DTT
E-BOX
EDTA
EIF
Erk
FbxW7
FoxO
Gcenb
Gsk3
GTF
HAT
Hcf-1
HDAC
Hect

Associate of c-Myc

Adenomatous polyposis coli
Ammoniumperoxodisulfat

Alternative reading frame

Aminosiure

Ataxia telangiectasia mutated
Adenosintriphosphat

Brgl associated factor

BCL2 associated X protein

B-Cell leukaemia

Breakpoint cluster region

Bridging interactor protein 1

Brain expressed v-myc myelocytomatosis viral oncogene homologue
Breast cancer susceptibility gene 1

Bovines Serumalbumin

Bric-a-brac

CCAAT/enhancer binding protein

circa

Carbamoyl-phosphatsynthetase 2

Cyclin activating kinase

Calmodulin binding protein

Chaperonin containing TCP subunit

Cell division cycle

Cyclin dependent kinase

Chromodomain helicase DNA Binding Protein
Chromatinimmunprézipitation
Cytomegamovirus

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homologue
Cullin 1

Cystein

das heif3t

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsidure

DNA activated protein kinase catalytic subunit
DNA Methyltransferase
Desoxynekleotiftriphosphat

Dithiotreithol

Enhancer Box

Ethylendiamintetraessigsidure

Eukaryotischer Translations-Elongationsfaktor
Extracellular signal-regulated kinase

F-box and WD-40 Domain protein 7

Forkhead box O

p300/CBP-associated factor 5

Glycogen synthase kinase 3

Allgemeiner Transkriptionsfaktor (general transcription factor)
Histonacetylase

Human host cell factor-1

Histondeacetylase

Homologous to E6-AP carboxy-terminus

130



Abkiirzungen

HEK
His
HLH
1d2

Inil
INR
Kb
Kda
Ku70
Ku80

SDS-
PAGE

Human embryonal kidney cell line

Histidin

Helix-Loop-Helix

Inhibitor of DNA binding 2

Immunglobulin

Integrase Interactor

initiator element

Kilobasenpaar

Kilo-Dalton

KU antigen 70 kDa subunit

KU antigen 70 kDa subunit

Liquid chromatography

Lung carcinoma derived v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homologue

leucine zipper

Molar

Max Dimerisation protein

Myc-associated Factor

Myc Box

Maus-Embryofibroblasten

Minute

Myc-interacting zinc finger protein 1

Myc Modulator-1

Max binding protein

messanger RNA

Massenspektrometrie

MutS Homologue 2,6

Multidimensional protein identification strategy
Nuclear receptor corepressor

Nuclear transcription factor Y

Neuroblastoma derived v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homologue

Nonidet-P40

Nocleosome remodelling and histone deacetylation
Optische Dichte

Protein associated with Myc
Poly(ADP)-Ribose-Polymerase

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

Platelet derived growth factor
Polymerasekettenreaktion

Pox and zinc finger

Protein phosphatase 2A

Positive transcrption elongation factor b
v-Raf-1 murine leukemia viral oncogene homologue 1
Rat sarcoma viral oncogene homologue
Ribonukleinsdure

rounds per minute, Umdrehungen per Miniute
ribosomale RNA

Raumtemperatur

SPT-ADA-GCNS Acetyltransferase
SKP-Cullin-F-Box
Natrium-Dodekylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese
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Abkiirzungen

SEC
Sek.

Ser
Sin3
Smarc
Smrt

SP
Swi/Snf
TAP
TCA
Tepl
TEMED
TERT
TEV
TF
TGF
Thr

Tip
tRNA
TRRAP
U

USF
uv

viv
VEGF
w/v
YY-1

z. B.
ZNF

Size Exclusion Chromatography

Sekunde

Serin

Switch independent protein 3

Swi/Snf related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin
Silencing mediator of retinoid and thyroid receptor
Specificity protein

Switch/sucrose non fermenting

Tandem affinity purification

Trichloressigsiure

T-complex 1

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamid

Telomerase reverse transkriptase

Tobacco etch virus

Transkriptionsfaktor

transfroming growth factor

Threonin

TAT-interactive Protein

tranfer RNA

Trabsformation/transcription domain associated protein
unit, Einheit

Upstream binding factor

Ultraviolettes Licht

Volumen per Volumen

Vascular endothelial growth factor

Gewicht per Volumen

Yin-Yang 1

zum Beispiel

Zinkfingerprotein
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