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Zusammenfassung

Das c-Myc Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der iiber die Regulation der Genexpression
das Verhalten von Zellen beeinflufit. Dabei ist c-Myc in der Lage Zellwachstum zu
stimulieren, Differenzierung zu inhibieren und Apoptose zu induzieren. Eine Deregulation
der c-Myc Expression ist wesentlich an der Entstehung von Krebs beteiligt. Trotz der gut
charakterisierten biologischen Effekte sind auf molekularer Ebene die transkriptionellen
Regulationsmechanismen von c-Myc nur ansatzweise verstanden. Ziel der Arbeit war die
Identifizierung neuer c-Myc bindender Faktoren, um ein besseres Verstindnis der c-Myc
abhingigen Transkriptionsregulation zu gewinnen.

Dazu wurden mittels eines proteinbiochemischen Ansatzes c-Myc bindende Faktoren
affinitdtschromatographisch mit einem c-Myc-spezifischen Antikdrper aus Jurkat-
Zelllysaten aufgereinigt. Als c-Myc bindende Faktoren konnten Nucleolin und das
Trithoraxprotein hASH?2 identifiziert werden.

Untersuchungen zur Funktion der Interaktionen zeigten, dass hASH2 und Nucleolin mit c-
Myc bei der Aktivierung von Reportergenkonstrukten kooperieren. Dieses spiegelt sich
auch in der identifizierten in vivo Interaktion zwischen Nucleolin und hASH2 wider.
Sowohl hASH2 als auch Nucleolin interagieren mit den C-terminalen 176 Aminosduren
von c-Myc. Fiir hASH2 wurde die Interaktionsdoméne weiter auf den Bereich von
Aminosdure 265 bis 355 zwischen saurer und basischer-Region von c-Myc eingegrenzt.
Diese Domine hat neben der Transaktivierungs- und DNA-Bindungsdoméne von c-Myc
einen Einfluss auf die c-Myc-vermittelte Transformation primérer Fibroblasten. Erste
Untersuchungen zeigten, dass auch hASH2 transformierende Eigenschaften besitzt.

Als ein weiterer c-Myc-interagierender Faktor konnte CBP in Koimmunprazipitationen
identifiziert werden. CBP bindet ebenfalls an die C-terminalen 176 Aminoséuren von c-
Myec. c-Myc interagiert primdr mit einer Region, die die KIX-Domédne von CBP einschlief3t
und von viele Transkriptionsfaktoren gebunden wird. Auch CBP und das CBP-homologe
Protein p300 stimulieren die c-Myc-abhidngige Transaktivierung von
Reportergenkonstrukten. Dabei ist die Acetyltransferase-Aktivitit von CBP zu einem
wesentlichen Teil an der Transkriptionsstimulation beteiligt. Daher wurde tiberpriift, ob c-
Myc durch CBP acetyliert wird. Dabei konnte gezeigt werden, dass CBP in der Lage ist, c-
Myc in vitro zu acetylieren und die in vivo Acetylierung von c-Myc zu stimulieren.

Die CBP-Acetyltransferaseaktivitit wird zellzyklusabhingig am G1/S-Phaseiibergang
positiv durch den Cyclin E/CDK2 Kinase-Komplex reguliert. Da CBP die c-Myc
Transaktivierung Acetyltransferase-abhéngig stimuliert, wurde der Einfluss von Cyclin
E/CDK2 auf die Transaktivierung durch c-Myc und CBP untersucht. Dabei zeigte sich,
dass Cyclin E/CDK2 und CBP die c-Myc-abhingige Transaktivierung kooperativ
stimulieren und Cyclin E/CDK2 c-Myc an Serin-62 phosphoryliert. Allerdings ist die
Kooperativitit unabhidngig von der c-Myc Phosphorylierung. Diese Ergebnisse
beschreiben hASH2, Nucleolin und CBP als neue c-Myc interagierde Faktoren, die einen
positiven Einfluss auf die c-Myc Transaktivierung ausiiben.



II

Abstract

The c-Myc oncoprotein regulates different aspects of cell behaviour by modulating gene
expression. It was demonstrated that c-Myc stimulates cell proliferation, inhibits
differentiation and induce apoptosis. The deregulation of c-Myc expression is associated
with tumour formation. In spite of the well-characterised biological relevance of c-Myc
little information is available how c-Myc affects gene regulation at the molecular level.
The aim of this work was to identify novel c-Myc binding partners and to understand c-
Myc depending transcriptional regulation in more detail.

Novel c-Myc interacting factors were identified by affinity purification of a c-myc
complex from Jurkat cell lysates using a c-Myc specific monoclonal antibody. With this
approach Nucleolin and hASH2 were identified as new c-Myc binding partners. Functional
investigations of the interaction showed that hASH2 and Nucleolin cooperates to simulate
the c-Myc depended activation of reporter gene construct. This cooperation was confirmed
by the in vivo interaction between Nucleolin and hASH2. Both proteins bind to the C-
terminal 176 amino acids of c-Myc. For hASH2 the interaction domain was narrowed
down to a region encompassing amino acid 265 to 355 between the acidic and basic
regions in c-Myc. This domain is, in addition to the transactivation and the DNA-binding
domain of c-Myc, involved in the transformation of primary rodent fibroblasts. Preliminary
findings indicates that hASH2 also possesses transforming properties.

During our efforts to identify c-Myec interacting proteins we recognized CBP as a c-Myc
binding partner in low stringened co-immunoprecipitations. CBP interacts with the C-
terminal region of c-Myc, while it binds a region of CBP that includes the KIX domain, an
interaction surface for several transcription regulators. Furthermore c-Myc and CBP, as
well as p300, strongly synergise in the activation of reporter gene constructs. The
acetyltransferase domain of CBP was in part important for the cooperativity with c-Myec.
Hence it was tested if c-Myc is a substrate for the CBP acetyltransferase since CBP
acetylates not only core histones but also several transcriptional regulators. It could be
shown that CBP acetylates c-Myc in vitro and stimulates the acetylation of c-Myc in vivo.
The CBP acetyltransferase activity is regulated in a cell cycle dependent manner. It has
been suggested that phosphorylation by cyclin E/CDK2 at the G1/S-phase transition
increases the acetyltransferase activity. Because of the acetyltransferase-dependent
cooperation between CBP and c-Myc the role of cyclin E/CDK2 in c-Myc-dependent
transcriptional activation was tested. Cyclin E/CDK2 cooperates with CBP to stimulate c-
Myc-dependent transactivation and phosphorylates c-Myc on serin-62. However the
cooperativity was independent of this phosphorylation.

Thus in this work, hASH2, Nucleolin and CBP were identified as novel functional
interaction partners of c-Myc which influence the c-Myc-dependent transactivation in a
positive way.
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1 Einleitung

1.1 Regulation der Genexpression

Hohere und niedere Lebewesen bestehen aus einer Vielzahl verschiedenster Zellen mit
unterschiedlichen Aufgaben. Fiir die Ausprigung des Phénotyps und der jeweiligen
Funktion einer Zelle ist ein spezifisches und genau koordiniertes Programm von
Genaktivititen notwendig, die Zellwachstum, Differenzierung und Zelltod steuern. Auch
die Féhigkeit von Organismen, sich auf veridndernde Umweltbedingungen adidquat
einstellen zu konnen, ist von einer regulierbaren Genexpression abhéngig. Eine
Fehlregulation dieser Prozesse kann zur Ausbildung von Krankheiten, insbesondere zur
Entstehung von Krebs fiihren. Daher ist es nicht erstaunlich, dass die Transkription von

Genen ein genau aufeinander abgestimmter und stark kontrollierter Prozess ist.

1.1.1 Chromatinstruktur

Im Kern eukaryontischer Zellen liegt die DNA nicht in nackter Form vor, sondern ist dicht
verpackt mit Proteinen in Chromatin organisiert. Die funktionelle, sich wiederholende
Untereinheit des Chromatins bilden die Nukleosomen (Kornberg und Lorch, 1999). Jedes
Nukleosom besteht aus je zwei Molekiilen der vier Kern-Histon-Proteinen H2A, H2B, H3
und H4. Dabei bilden die Histone H3 und H4 ein Tetramer, das auf jeder Seite von einem
H2A/H2B Histon-Dimer gebunden wird. Um dieses Oktamer sind 146 bp DNA in 1,7
Windungen einer linksgéngigen Helix gewunden (Luger et al., 1997). Die niedrigste Stufe
der Chromatinorganisation besteht aus einer Aneinanderreihung von Nukleosomen, die
durch DNA-/inker-Einheiten von 50 bis 80 bp miteinander verbunden sind. An diese
bindet das Histon H1, das an der Komprimierung des Chromatins in Strukturen hoherer
Ordnung beteiligt ist (Wolffe und Guschin, 2000). Im Gegensatz zu den Kern-Histonen ist
das Histon H1 aber nicht essentiell fiir die Bildung des Chromatins (Dasso et al., 1994).
Die Histone sind evolutionir stark konservierte Proteine. Die zwischen 11 und 16 kDa
grolen Proteine bestehen aus einem basischen aminoterminalen Schwanz und einer
globuliiren als histone-fold-Motiv bezeichneten C-terminalen Domine. Uber das histone-
fold-Motiv dimerisieren die Histone in einer Art ,,Hand-gebenden® Zusammenlagerung
(Luger et al., 1997). Daneben ist das histone-fold Motiv auch fiir die Organisation der
DNA um das Histon-Oktamer des Nukleosoms verantwortlich. Au3er bei Histonen wurde
dieses Motiv auch bei einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren gefunden (Burley et al.,
1997).



Die 10 bis 40 Aminosduren langen, evolutiondr stark konservierten N-terminalen
Schwinze der Histone ragen in einer wenig geordneten Struktur aus den Nukleosomen
heraus, wo sie fiir die Wechselwirkung mit benachbarter DNA und anderen Proteinen zur
Verfiigung stehen. Durch diese Wechselwirkungen vermitteln die aminoterminalen
Schwinze Kontakte zwischen benachbarten Nukleosomen und sind fiir die Entstehung
hoher geordneter Strukturen von Bedeutung (Luger et al., 1997; Widom, 1997).

Generell blockiert die Einbindung der DNA in Nukleosomen und Chromatin die Initiation
der Transkription (Kornberg und Lorch, 1999; Kuras und Struhl, 1999). Durch das
Wickeln der DNA um die Histonoktamere ist die Bindung von Transkriptionsfaktoren und
deren Zugang zu Erkennungssequenzen sterisch stark behindert (Workman und Kingston,
1998). Eine Zusammenlagerung von Nukleosomen in hohere Strukturen kann zur
transkriptionellen Repression ganzer chromosomaler Abschnitte fithren (Ramakrishnan,
1997). Lagern sich die Nukleosomen mit weiteren chromosomalen Proteinen zu
Heterochromatin zusammen, wird die Genexpression in einer vererbbaren Weise reprimiert
(Grunstein, 1998). Um die Expression von Genen zu stimulieren, miissen
transkriptionsaktivierende Faktoren die reprimierende Struktur des Chromatins

tiiberwinden.

1.1.2 Genspezifische Transkriptionsfaktoren

Die Regulation von genspezifischen Transkriptionsfaktoren bildet den Endpunkt vieler
Signaltransduktionswege. Transkriptionsfaktoren binden iiber ihre DNA-
Bindungsdominen sequenzspezifisch in regulatorischen Bereichen von Genen und wirken
iiber ihre Transaktivierungsdomine aktivierend oder reprimierend auf deren Expression
(Roeder, 1996). Die als Enhancer- und Promotorbereich bezeichneten regulatorischen
Sequenzen eines Gens besitzen eine Vielzahl von Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren. Durch diese multiplen Bindungstellen ist ein Gen in der Lage, auf
unterschiedliche Signale zu antworten und erlaubt eine Feinabstimmung der
Transaktivierung durch die Wechselwirkung zwischen mehreren Transkriptionsfaktoren
(Lefstin und Yamamoto, 1998; McKenna und O'Malley, 2002).

Neben dieser genspezifischen Regulation durch die Kooperation mehrerer
Transkriptionsfaktoren wird die Transkription auch {iber die Aktivitéit jedes einzelnen
Transkriptionsfaktors moduliert. Dies geschieht meist durch posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung und Ubiquitinierung
(Karin und Hunter, 1995; Kouzarides, 2000; McBride und Silver, 2001; Orphanides und
Reinberg, 2002). Uber diese Modifikationen wird die zellulire Lokalisation, die
Halbwertszeit, die Interaktion mit Dimerisierungspartnern und Adaptermolekiilen, die
DNA-Bindung und die Funktion der Transaktivierungsdoméne (TAD) reguliert (Hill und
Treisman, 1995; Orphanides und Reinberg, 2002).



Der Mechanismus, iiber den Transkriptionsfaktoren die Genaktivitit regulieren, wurde in
den letzten Jahren stark erweitert. Anfinglich konnte gezeigt werden, dass
Transkriptionsfaktoren mit Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie
interagieren und durch deren Rekrutierung die Transkription aktivieren. Der Mechanismus
erweiterte sich durch die Ergebnisse, dass Transkriptionsfaktoren auch an der
Prozessierung der basalen Transkriptionsmaschinerie wiahrend der Initation, des promotor
clearance und der Elongation beteiligt sind. Weitere Ergebnisse zeigten, dass
Transkriptionsfaktoren zur Initiation der Transkription die reprimierende Struktur des
Chromatins aufbrechen miissen. Fiir diese Funktionen miissen Transkriptionsfaktoren mit
einer Gruppe von Proteinen, den sogenannten Koregulatoren kooperieren, welche meist in

groBeren Komplexen wirken (Lemon und Tjian, 2000; McKenna und O'Malley, 2002).

Damit Transkriptionsfaktoren an DNA binden konnen, ist eine Dekondensation des
Chromatins erforderlich. Auf der anderen Seite induzieren Transkriptionsfaktoren die
Dekondensation des Chromatins. Daher wird angenommen, dass einige
Transkriptionsfaktoren, wahrscheinlich in Abhingigkeit von der jeweiligen Organisation
des Chromatins an einem spezifischen Promotor ihre Responselemente auch in
kondensiertem Chromatin, binden kdnnen. Solchen Transkriptionsfaktoren kommt eine
zentrale Bedeutung in der initialen Offnung eines Genlokus zu. Wie oben bereits erwihnt,
ermoglichen sie die gezielte Aktivitdtssteuerung von Promotoren, z.B. in Abhédngigkeit von
Signaliibertragungskaskaden. Als Beispiel kann der Glucocorticoidrezeptor (GR) angefiihrt
werden, der DNA in Chromatin verpackt erkennt. Der Glucocorticoidrezeptor bindet eine
kurze DNA-Sequenz in der groen Furche auf einer Seite der Doppelhelix, wodurch er in
der Lage ist seine Zielsequenz im Nukleosoms verpackt zu erkennen (Orphanides und
Reinberg, 2002).

1.1.3 Transkriptionelle Koregulatoren

Fir die Aktivierung und Regulation der Genexpression sind neben den
sequenzspezifischen DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren zahlreiche Koregulatoren
notwendig, die meist nicht selber DNA binden, sondern von den Transkriptionsfaktoren zu
Promotor- und Enhancer-Sequenzen dirigiert werden. Diese lassen sich in zwei Gruppen
einteilen. Die erste Gruppe wirkt direkt auf die RNA-Polymerase II und die generellen
Transkriptionsfaktoren, wihrend die zweite Gruppe die Chromatinstruktur beinfluflt. Die
erste Gruppe umfasst die TAFs (TBP-assoziierte Faktoren), den Mediator- und USA-
Komplex. Die zweite Gruppe beinhaltet die ATP-abhidngigen, Chromatinstruktur-
verdndernden (chromatin remodeling) und Chromatin-modifizierenden Komplexe.

Allerdings gibt es auch Faktoren mit tiberlappenden Funktionen aus beiden Gruppen.



1.1.4 Chromatin Remodeling und Modifikationen

Einst wurde Chromatin als ein statisches Geriist zur Organisation und Verpackung der
DNA im Zellkern betrachtet. Heute ist klar, dass tiber die Modulation der
Chromatinstruktur die Genenexpression gesteuert wird (Narlikar et al., 2002; Orphanides
und Reinberg, 2002). Zur Regulation der Transkription iiber die Chromatinstruktur haben
sich zwei unterschiedliche Mechanismen entwickelt. Eine Mechanismus umfasst die
kovalente Modifikation der Core-Histone an ihren N-terminalen Enden durch
Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung und Ubiquitinierung (Strahl und Allis,
2000; Jenuwein und Allis, 2001). Der zweite Mechanismus fiihrt zu einem ATP-
abhéngigen Chromatin-Remodeling, indem die Struktur, Stabilitdt und Position der
Nukleosomen verdndert wird (Vignali ef al., 2000; Varga-Weisz, 2001).

Von den posttranslationalen Modifikationen ist die Acetylierung der Lysine an den N-
terminalen Enden der Histone die bestcharakterisierte. Schon seit langem war der
Zusammenhang zwischen der Acetylierung von Histonen und einem transkriptionell
aktiven Zustand bekannt (Allfrey et al., 1964). Die erste direkte Verbindung zwischen
Histon-Acetylierung und Transkriptionsregulation kam durch die Beobachtung zustande,
dass der Hefe Koaktivator GenS eine Histonacetyltransferase (HAT) ist und dass die GenS-
induzierte Transkription von der HAT-Aktivitdt abhiangig ist (Brownell et al., 1996; Kuo et
al., 1998). Neben GcenS konnte fiir eine Reihe weiterer Koaktivatoren HAT-Aktivitét
nachgewiesen werden. Dazu gehoren die Koaktivatoren CBP/p300 und P/CAF, der basale
Transkriptionsfaktor TFIID und die SRC-Familie der Steroidrezeptor-Koaktivatoren
(Marmorstein, 2001). Das urspriingliche Modell eines Koaktivators schlug vor, dass sie
durch die Bindung an Transkriptionsfaktoren zu Promotoren dirigiert werden und dort die
Rekrutierung des generellen Transkriptionsapparates bewirken. Nach der Entdeckung der
HAT-Aktivitit wurde das Modell um die enzymatische Aktivitdt erweitert. Dadurch sind
Koaktivatoren zusétzlich in der Lage, die Chromatinstruktur in der Umgebung eines
Promotors aufzubrechen (Berger, 2001). Acetyltransferasen sind oft Teil groBer Komplexe
mit vielen Untereinheiten, die einen regulatorischen Einfluss auf die Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren, Promotorspezifitdt und Substratspezifitit haben (Narlikar et al.,
2002).

Neben der Acetylierung scheinen auch die Phosphorylierung, Methylierung und
Ubiquitinierung von Histonen wesentlich an der Transkriptionsregulation beteiligt zu sein.
Dabei scheint die Phosphorylierung und Methylierung kontextabhidngig eine aktivierende
oder reprimierende Wirkung auf die Transkription zu haben (Berger, 2002).

Die Phosphorylierung von Serin10 an Histon H3 korreliert mit der Chromatinkondensation
wiahrend der Mitose. Auf der anderen Seite ist die Phosphorylierung an Serinl0 an der
Aktivierung der sehr frithen Gene c-fos, c-jun und c-myc beteiligt und stimuliert die
nachfolgende Acetylierung von Histon H3 durch verschiedene HATs (Cheung et al., 2000;
Lo et al., 2000; Berger, 2001).



Die Histone konnen an den Aminosduren Arginin und Lysin methyliert werden. Die
Arginine in Histon H3 und H4 werden durch die Histon-Methlytransferase (HMT) Familie
CARMI1/PRMTI1 methyliert, was zu einer transkriptionellen Aktivierung fiihrt (Wang et
al., 2001a; Berger, 2002). Die Lysine der Histone werden durch die Familie der Histon-
Methyltransferase mit SET-Doméne methyliert. Die Methyltransferaseaktivitét in dieser
Proteinfamilie wurde zuerst fiir das Suvar3-9 Protein beschrieben (Rea et al., 2000). Dieses
methyliert spezifisch Lysin9 des Histon H3. Diese Methylierung wird von dem HPI
Protein erkannt, das an der Repression von Genen durch die Ausbildung von
Heterochromatin beteiligt ist (Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001; Nakayama et al.,
2001). Daneben ist der Suvar3-9/HP1 Komplex auch an der genspezifischen Repression
durch Korepressoren, wie dem Retinoblastoma Protein (RB) beteiligt (Nielsen et al.,
2001). Eine zweite Klasse von SET-Protein methyliert Lysin4 an Histon H3 (Roguev ef al.,
2001; Kouzarides, 2002; Nagy et al., 2002). Diese Methylierung korreliert mit einem
transkriptionell aktiven Zustand (Litt et al., 2001; Noma et al., 2001).

Diese Ergebnisse zeigen, dass bestimmte Modifikationen mit einem spezifischen
transkriptionellen Status korrelieren. Zudem ist dieser Status auch von der Kombination
und zeitlichen Abfolge mehrerer Modifikationen abhidngig. Das N-terminale Ende des
Histon H3 scheint in zwei verschiedenen Modifikationszustinden zu existieren, die einen
transkriptionell aktiven oder inaktiven Zustand definieren. Die Phosphorylierung von
Serinl0 inhibiert die Methylierung von Lysin9, aber stimuliert die Acetylierung von
Lysin9 und 14. In diesem Status ist Histon H3 fiir einen transkriptionell aktiven Zustand
markiert. Fiir einen inaktiven Zustand wird Lysinl4 deacetyliert, gefolgt von der
Methylierung von Lysin9 (Jenuwein und Allis, 2001).

Diese Ergebnisse filihrten zur Formulierung einer Hypothese, die als Histon-Code
bezeichnet wird (Strahl und Allis, 2000). Sie besagt, dass die Gesamtheit aller
Modifikationen, in Art, Zahl und zeitlicher Abfolge ein bestimmtes biologisches
Programm vorgibt (Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001). Dieses Programm
kann durch Effektorproteine umgesetzt werden, die die verschiedenen Modifikationen und
ihre Kobinationen erkennen. Gestiitzt wird dieses Modell durch die Identifikation
verschiedener Doménen in Chromatin-assozierten Proteinen, die spezifisch mit bestimmten
Modifikationen interagieren. Beispiel dafiir ist die Bromodomaine, die spezifisch mit
acetylierten Lysinen interagiert und in transkriptionellen Koaktivatoren mit Histon-
Acetyltransferaseaktivitit und in Chromatin-Remodeling Komplexen gefunden wurde
(Jenuwein und Allis, 2001; Berger, 2002). Ein besonderes Beispiel fiir das Erkennen von
Modifikationskombinationen stellt das TAFII250 Protein mit einer doppelten
Bromodoméne dar, mit der es préaferenziell diacetylierte Histone bindet (Jacobson et al.,
2000). Ein weiteres Beispiel ist die Interaktion der Chromodoméne mit methylierten
Histonen. Die Chromodomine von HP1 erkennt selektiv die Methylierung von Lysin9 an
Histon H3 (Bannister ef al., 2001). Ob die Chromodominen anderer Proteine auch eine
derartige Spezifitit besitzen ist noch unklar.



Die Struktur der Nukleosomen kann auch durch ATP-abhingige Chromatin Remodeling-
Komplexe beeinfluBt werden. Diese Komplexe nutzen einen ATP-abhidngigen
Mechanismus um die nukleosomale Struktur zu verdndern (Aalfs und Kingston, 2000). Es
konnen aufgrund der ATPase Untereinheit drei verschiedene Klassen von Chromatin
Remodeling-Komplexen unterschieden werden: die SWI/SNF-, die ISWI- und die Mi-2-
Familie. Die Komplexe aller drei Familien sind in vitro in der Lage Nukleosomem entlang
der DNA zu verschieben (Corona et al., 1999; Hamiche et al., 1999). Fiir die SWI/SNF-
Komplexe konnte zusitzlich gezeigt werden, dass sie die Ubertragung von Nukleosomen
auf einen anderen DNA-Strang katalysieren (Lorch et al., 1999; Whitehouse et al., 1999).
In einer Vielzahl von biologischen Systemen konnte die Bedeutung des Chromatin
Remodeling fiir die Genregulation bestétigt werden. Dabei spielen Chromatin-Remodeling
Komplexe nicht nur eine Rolle bei der Aktivierung der Transkription, sondern wirken auch
reprimierend. In diesen Zusammenhang sind besonders die ISWI and Mi-2-Familen zu

nennen (Fry und Peterson, 2001; Varga-Weisz, 2001).

Es ist offensichtlich, dass fiir die Genregulation ATP-abhéngiges Chromatin-Remodeling
und die Modifikationen von Histonen funktionell verkniipft sind. Erste Hinweise fiir ein
funktionelles Zusammenspiel kamen aus genetischen Untersuchungen in Hefe (Pollard und
Peterson, 1997; Roberts und Winston, 1997). In Séugerzellen konnte eine Abhédngigkeit
zwischen dem SWI/SNF-Komplex und CBP/p300 bei der Stimulation von Estrogen-
Rezeptor-responsiven Promotoren gezeigt werden(DiRenzo et al., 2000; Shang et al.,
2000). Der Mechanismus, iiber den beide Aktivititen sich wechselseitig beeinflussen, kann
vielfdltig sein. Beispielsweise kann das Aufbrechen der nukleosomalen Struktur durch
Chromatin-Remodeling-Komplexe die Zugénglichkeit der N-terminalen Enden fiir HATs
erh6hen. Alternativ kann durch die Modifikation der N-terminalen Enden die Bindung von
Chromatin Remodeling-Komplexen an Nukleosomen stabilisiert werden. Fiir solche
Abhingigkeiten gibt es erste Hinweise, verstanden sind sie allerdings noch nicht.
Erschwerend kommt hinzu, dass die Funktionsweise von Chromatin Remodeling-
Komplexen und kovalenten Modifikationen promotorspezifisch und nicht allgemein giiltig
ist (Narlikar et al., 2002). Beim Hefe HO Promotor geht die Rekrutierung von Chromatin
Remodeling-Komplexen der Rekrutierung von HAT-Komplexen voran (Cosma et al.,
1999; Krebs et al., 1999). Am IFN-f Promotor und bei Retinsdure-induzierter
Transkription ist es umgekehrt (Agalioti ef al., 2000; Dilworth et al., 2000). Die genaue
Abfolge und Funktionsweise scheint von der Natur des Promotors, der Zusammensetzung
der anwesenden Transkriptionsfaktoren und der Chromatinstruktur des Promotors
abzuhingen (Narlikar et al., 2002).



1.2 Das Proto-Onkogen c-Myc

1.2.1 Funktion, Expression und Struktur von c-Myc

Das c¢-myc Proto-Onkogen wurde als das zellulire Homologe des transformierenden
Onkogens v-myc des Vogel-Leukdmie-Virus MC29 identifiziert. In Sdugerzellen existieren
neben c-myc noch N- und L-myc (Kohl et al., 1983; Nau et al., 1985). Die drei Gene dhneln
sich in ihrer genomischen Organisation und die entsprechenden Proteine besitzen eine
Reihe von Sequenzelementen mit hoher Homologie. Neben den myc Genen in Vertebraten
wurde unter anderem auch Homologe in dem Seestern Asterias vulgaris und Drosophila
melanogaster gefunden, jedoch nicht in Hefe (Gallant et al., 1996; Henriksson und
Luscher, 1996; Schreiber-Agus et al., 1997).

Die Identifizierung des zelluldren c-myc Gens zeigte, dass es ein Proto-Onkogen ist. Die
Expression von c-Myc ist in einer Vielzahl verschiedener Tumoren aufgrund von
chromosomalen Translokationen, Genamplifikationen und retroviralen Insertionen
fehlreguliert. Dies fiihrt zu einer stindig erhohten, nicht regulierbaren Expression von myc.
Chromosomale Translokationen, bei denen das c-myc Gen unter die Kontrolle eines der
Immunglobulin-Loci gerdt, sind charakteristisch fiir Burkitt-Lymphome.
Genamplifikationen von N-myc werden hdufig bei Neuroblastomen beobachtet , von L-myc
bei kleinzelligen Lungenkarzinomen (Nesbit ez al., 1999).

Diese tumorgenen und proliferierenden Eigenschaften von c-Myc lieen sich in Tier- und
Zellkulturmodellen bestdtigen. Die zielgerichtete Deletion von c-myc oder N-myc in
Maiusen flihrt zwischen Tag 9,5 und 10,5 der Embryonalentwicklung zur Letalitdt. Der
Verlust von L-myc erzeugt keinen erkennbaren Phénotyp (Grandori et al, 2000).
Transgene Mausmodelle, die c-Myc iiberexprimieren, entwickeln sich normal, bilden aber
mit hoher Frequenz Tumore (Henriksson und Luscher, 1996). Mausmodelle, in denen c-
Myc konditional in epithelialen oder hdmatopoetischen Systemen iiberexprimiert wird,
zeigen, dass c-Myc allein ausreichend ist, um einen primalignanten Status zu initiieren
oder aufrecht zu halten (Felsher und Bishop, 1999; Pelengaris et al., 1999; Pelengaris et
al., 2000).

In zelluldren Systemen besteht eine hohe Korrelation zwischen c-Myc Expression und
Proliferation. Diese spiegelt sich darin wider, dass c-Myc als eine sehr frithe Gen-Antwort
durch die Stimulation mit einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und
Mitogenen exprimiert wird (Grandori ef al., 2000). In ruhenden Zellen ist eine Expression
von c-Myc nicht zu detektieren. Nach Serumstimulation wird c-Myc bis zum Eintritt in die
G1-Phase des Zellzyklus stark induziert und fallt dann in proliferierenden Zellen auf ein
basales Niveau ab. Im Verlaufe der Differenzierung von Zellen geht die Expression von c-
Myc stark zuriick (Henriksson und Luscher, 1996; Facchini und Penn, 1998; Grandori et
al., 2000).



Der Eintritt von ruhenden Zellen in den Zellzyklus wird durch Inhibition der c-Myc
Expression blockiert und eine Uberexpression von c-Myc in ruhenden Zellen induziert den
Eintritt in die S-Phase (Eilers ef al., 1989; Eilers ef al., 1991; Roussel et al., 1991; Barone
und Courtneidge, 1995). Primére Zellen werden durch c-Myc immortalisiert und
zusammen mit anderen kooperierenden Onkogenen wie z.B. aktiviertes Ras transformiert.
In proliferierenden Zellen wird durch eine c-Myc Uberexpression die Abhingigkeit von
Wachsumsfaktoren reduziert, das Verlassen des Zellzyklus blockiert, die Zellteilung
beschleunigt und die Zellgroe erhoht (Iritani und Eisenman, 1999; Schuhmacher et al.,
1999; Grandori ef al., 2000). Dariiber hinaus inhibiert {iberexprimiertes c-Myc die zelluldre
Differenzierung in zahlreichen unterschiedlichen Systeme, wie Adipozyten, Muskelzellen
und Erythroleukédmie-Zellen (Henriksson und Luscher, 1996; Grandori et al., 2000). Wird
c-Myc in der Abwesenheit von Uberlebensfaktoren iiberexprimiert, so induziert es
Apoptose iiber den ARF-Mdm2-p53 Signaltransduktionsweg (Zindy et al., 1998;
Prendergast, 1999).
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Abb. 1 c-Myc Struktur und der obligatorische Interaktionspartner Max. I: Myc Box I; II: Myc Box II;
TAD: Transaktivierungsdoméne; A: saure Doméne; NLS: Kernlokalisationssignal; BR: basische Region,;
HLH: Helix-Loop-Helix; LZ: Leuzin-Zipper; P: Phosphorylierungsstellen

Lange Zeit war unklar wie c-Myc die oben beschriebenen biologischen Funktionen austibt.
Aufgrund seiner Kernlokalisation wurden vorgeschlagen, dass c-Myc eine mogliche Rolle
bei der Replikation, beim posttranskriptionellen Spleilen oder der Transkription spielt.
Seine Funktion als Transkriptionsfaktor wurde wegen der Homologie zu anderen
Transkriptionsfaktoren postuliert, die wie c-Myc ein Motiv aus basischer Region, Helix-
Loop-Helix- und Leucin-Zipper-Doméne (bHLHZip) besitzen. Die basische Region ist fiir
die spezifische DNA-Bindung notwendig. Uber die Helix-Loop-Helix- und Leucin-Zipper-
Domaéne wird eine Protein-Protein Interaktion vermittelt. Da c-Myc nicht in der Lage ist,
Homodimere zu bilden und alleine auch nicht DNA bindet, wurde vermutet, dass c-Myc
mit einem weiteren Protein heterodimerisiert und so spezifisch DNA bindet (Blackwell et
al., 1990). Auf der Suche nach einem Interaktionspartner wurde Max identifiziert und es
konnte gezeigt werden, dass c-Myc mit Max in vivo Hetereodimere bildet und spezifisch
an sogenannte E-Boxen mit der DNA-Sequenzen 5'-CACGTG bindet (Blackwood und
Eisenman, 1991; Prendergast et al., 1991; Liischer und Larsson, 1999). Fiir die durch c-

Myc vermittelte Transformation, Apoptose und Transaktivierung ist die Interaktion mit



Max essentiell (Amati et al., 1992; Kato et al., 1992; Gu et al., 1993; Amati et al., 1993a;
Amati et al., 1993Db). Dies spiegelt sich auch in dem letalem Phénotyp von Max knock-out
Miéusen wider (Shen-Li et al., 2000). Am N-Terminus von c-Myc wurde eine
Transaktivierungdoméne (TAD) gefunden, iiber die c-Myc als Heterodimer zusammen mit
Max die Transkription von Reporterkonstrukten aktivieren kann. Mutationen in der
Transaktivierungs- und bHLHZip-Domaéne zeigten, dass beide Doménen fiir die oben

beschriebenen biologischen Funktionen von c-Myc notwendig sind (Grandori et al., 2000).

1.2.2 Das Myc/Max/Mad-Netzwerk

In den letzten Jahren wurden weitere bHLHZip-Proteine identifiziert, die zusammen mit
den Myc-Proteinen und Max ein Netzwerk von Transkriptionsfaktoren bilden. Die
einzelnen Homo- und Heterodimere iiben zum Teil gegenldufige Funktionen auf
biologischer und molekularer Ebene aus. Max stand bis vor einiger Zeit als zentraler

Dimerisierungsparter im Mittelpunkt des Netzwerkes (Liischer, 2001).

Da Max im Gegensatz zu c-Myc auch wihrend der Differenzierung und in ruhenden Zellen
exprimiert wird, stellte sich die Frage, ob es weitere Max interagierende Proteine gibt
(Henriksson und Luscher, 1996). Dies fiihrte zur Identifizierung der Mad-Proteine, zu
denen Madl, Mxil, Mad3 und Mad4 zdhlen (Ayer et al., 1993; Zervos et al., 1993; Hurlin
et al., 1995). Sie gehoren ebenfalls zur Klasse der bHLHZip-Proteine, bilden keine
Homodimere, gehen aber wie c-Myc mit Max Heterodimere ein und binden dann
sequenzspezifisch an die selben E-Boxen wie c-Myc. Neben der Sequenzhomologie in der
bHLHZip-Doméne besitzen alle Proteine am N-Terminus eine SID-Domédne (Sin3-
interaktions Doméne), iiber die sie mit dem mSin3 Protein interagieren und
Histondeacetylase-Komplexe rekrutieren konnen (Hassig et al., 1997; Laherty et al., 1997,
Sommer et al., 1997). Uber die Rekrutierung von Histondeacetylasen sind sie im
Gegensatz zu c-Myc/Max-Komplexen in der Lage, Transkription zu reprimieren. Die
Repression scheint dabei iiber die Deacetylierung von Histonen und die Bildung einer
unzugdnglichen Chromatinstruktur zu erfolgen (Knoepfler und Eisenman, 1999). Den
Mad-Proteinen wird eine zu c-Myc antagonistische Funktion zugeschrieben (Henriksson
und Luscher, 1996; Grandori et al., 2000). Mad-Proteine werden im Gegensatz zu c-Myc
in differenzierenden Zellen exprimiert. Zudem werden Reportergenkonstrukte, die durch
Myc aktiviert werden, von Mad-Proteinen reprimiert. Auf biologischer Ebene geht diese
reprimierende Funktion mit der Inhibition der Transformation primirer embryonaler
Fibroblasten und der Hemmung von Proliferation und Apoptose einher (Henriksson und
Luscher, 1996; Grandori et al., 2000).
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Neben den Mitgliedern der Myc- und Mad-Familie interagiert Max noch mit zwei weiteren
bHLHZip-Proteinen, Mnt und Mga (Hurlin et al., 1997; Hurlin ef al., 1999). Mnt besitzt
wie die Mad-Proteine eine SID-Domine, iiber die es Histondeacetylase-Komplexe
rekrutieren kann. Allerdings fiihrt die Deletion der SID-Doméne von Mnt dazu, dass Mnt
die Transkription aktivieren kann (Hurlin et al., 1997). Mga besitz zwei funktionelle DNA-
bindende Doménen, eine bHLHZip-Region, die mit Max interagiert und eine Brachyury
oder T-Box Domine.

Das Netzwerk konnte auf Seiten der Mad-Proteine durch die Identifizierung von Mlx noch
erweitert werden. MIx, ein Max dhnliches Protein, kann mit Madl, Mad4 und Mnt
heterodimerisieren, nicht aber mit anderen Mad-Proteinen, c-Myc oder Max (Billin et al.,
1999; Meroni et al., 2000). Durch die Klonierung von MondoA und WBSCR 14 wurden
dem Netzwerk zwei weitere Proteine zugefligt, die beide mit MIx interagieren. Diese iiben
wahrscheinlich eine transkriptionsaktivierende Funktion aus (Billin et al., 2000; Cairo et
al., 2001). Das Gen fiir WBSCR14 liegt in einer hiufig deletierten Region, die mit dem
Williams-Beuren Syndrom assoziiert ist (Cairo et al., 2001).

(MxiT)
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Abb. 2 Myc/Max/Mad-Netzwerk von Transkriptionsfaktoren. Es sind die Komponenten des
Myc/Max/Mad-Netzwerkes dargestellt. Pfeile beschreiben die bekannten Interaktionen zwischen den
einzelnen Netzwerkmitgliedern. Soweit bekannt sind die unterschiedlichen biologischen Funktionen
aufgefiihrt
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1.2.3 c-Myc-Zielgene

Nachdem c-Myc als Transkriptionsfaktor beschrieben wurde, sollten zur Kldarung der
biologischen Effekte die c-Myc Zielgene identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass c-
Myc die Expression zahlreicher Gene moduliert und so das zelluldre Verhalten reguliert.
Dazu gehoren Gene, die an der Kontrolle des Zellzyklus, der Protein- und DNA-
Biosynthese, des Zellwachstums, der Zelladhésion, der Apoptose und der Transformation
beteiligt sind (Grandori und Eisenman, 1997; Dang, 1999; Grandori et al., 2000). Diese
Befunde stiitzen die Hypothese, dass c-Myc Zellverhalten iiber die Modulation von Genen

reguliert.
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Abb. 3 Biologische Funktion und Zielgene von c-Myec. Es sind die c-Myc Funktionen und Beispiele von
Zielgenen dargestellt, die mit dieser Funktion verkniipft sind (nach Grandori et al., 2000).

1.2.4 Transaktivierung durch c-Myc

Die Transaktivierungsdoméne von c-Myc wurde anhand von Experimenten identifiziert,
bei denen Fusionsproteine aus der DNA-Bindungsdoméne des Hefe Transkriptionsfaktors
Gal4 mit verschiedenen c-Myc-Fragmenten auf ihren aktivierenden Einfluss auf Gal4-
Reportergenkonstrukten getestet wurden (Kato ef al., 1990). Dabei wurde die
Transaktivierungsdoméne in dem Bereich zwischen Aminosdure 1 bis 143 lokalisiert. In
diesem Bereich liegen auch die beiden Aminoséureregionen Myc Box I (MB I, AS 45-63)
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und Myc Box II (MB II, AS 128-143), die innerhalb der Myc-Familie hochkonserviert und
fiir alle biologischen Funktionen von c-Myc essentiell sind.
Tabelle 1:Einfuss auf die c-Myc Funktion. Zusammenfassung aller bisher beschriebenen c-Myc

interagierenden Faktoren mit ihren beschriebenen Effekten auf die c-Myc Funktion und die Position der
Interaktionsdomine im c-Myc Protein. ( n.u.: nicht untersucht; MB I, MB II: Myc-Box I und II):

Interaglel:endes Transaktivierung  Transformation  Apoptose Interak"tlons-
Protein domiine
N-terminal bindend
o-Tubulin n.u. n.u. n.u. 48-135
AMY-1 + n.u. n.u. 68-121
BAF53 n.u. + n.u. MBI, MB II
Binl - - + MBI, MB II
MM-1 - - n.u. 104-166
pl107 - - n.u. 41-178
p21CIP1 - n.u. n.u. 122-146
Pam n.u. n.u. n.u. 45-107
Spl = n.u. n.u. 1-250
TBP n.u. n.u. n.u. MBI, MB 11
TIP48/49 n.u. + n.u. 118-152
TRRAP n.u. + - 20-48, 129-145
C-terminal bindend
Max + + + 355-439
AP2 - n.u. n.u. 346-439
BRACI - - n.u. 367-412
CBF/NF-Y A n.u. n.u. 368-439
CBP* + n.u. n.u. 262-439
CDC6 - n.u. n.u. 368-439
Cdr2 - n.u. n.u. 368-439
hASH2* + + n.u. 262-368
hSnf5/INI1 + n.u. n.u. 355-439
Miz-1 2 n.u n.u 370-412
MSSP - + n.u. 338-368
Nmi n.u. n.u. n.u. 315-439
Nucleolin* + n.u. n.u. 262-439
ORC1 - n.u. n.u. 369-410
p150* + n.u. n.u. n.u.
Smad2/Smad3 A n.u. n.u. 258-360
TFII-I - n.u. n.u. 371-439
YY1 - - n.u. 250-353
p73 = n.u. n.u. n.u.
p400 n.u. n.u. n.u. n.u.

* In dieser Arbeit identifiziert.
* Die Transaktivierung dieser Transkriptionsfaktoren wird durch die Interaktion mit c-Myc inhibiert.

Fir die Stimulation der Transaktivierung durch c-Myc ist neben der
Transaktivierungsdoméane auch die basische Doméne und die HLH/Leuzin-Zipper Region
notwendig, um als Heterodimer mit Max DNA binden zu konnen. Dabei ist die Funktion
der Transaktivierungsdoméne, die zur direkten oder indirekten Rekrutierung des basalen
Transkriptionsapparates flihrt, bisher nur ansatzweise verstanden. Es sind eine Reihe von
Myc interagierenden Proteinen beschrieben worden (Tabelle 1). Allerdings liefern sie

keinen offensichtlichen Mechanismus, wie c-Myc die Transkription aktiviert, da sie
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iiberwiegend einen negativen Einfluss auf c-Myc ausiiben oder nur sehr spérliche
Informationen iiber die Funktion bekannt sind (Tabelle 1).

Erst die Identifikation von TRRAP als c-Myc interagierendes Protein und die
Untersuchung von Myc-Zielgenen durch Chromatin-Immunoprézipitationsexperimente
(ChIP) lieferten erste Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Transaktivierung durch c-
Myc. Bei ChIP-Experimenten werden Transkriptionsfaktoren und ihre Koaktivatoren in
vivo an ihre DNA-Bindungstellen quervernetzt. AnschlieBend wird die gebundene DNA
mittels der assoziierten Proteine immunprézipitiert und mit einer Gen-spezifischen PCR
analysiert.

TRRAP ist ein Koaktivator, der als eine Art Plattform fiir die Bildung von Komplexen
dient, die an der Genaktivierung und Transkription auf chromosomaler Ebene beteiligt sind
(McMahon et al, 1998). TRRAP ist Teil des SAGA- und des NuA4-Histon-
Acetyltransferase-Komplexes. Es spielt eine zentrale Role bei der Rekrutierung dieser
Komplexe an entsprechenden Promotoren (Vassilev et al., 1998; Ikura et al., 2000). Beide
Komplexe enthalten eine Histonacetyltransferase (HAT). Der SAGA-Komplex rekrutiert
die Histonacetylase GCNS5, der NuA4-Komplex die Histonacetylase Tip60. Welcher der
beiden Komplexe von c-Myc rekrutiert wird, ist zur Zeit noch unklar. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass mit c-Myc HAT-Aktivitit und GCNS ko-immunpréazipitiert werden
(McMabhon et al., 2000). Andererseits wurden vor kurzem die Proteine Tip48 und Tip49
als c-Myc interagierende Proteine identifiziert, die Teil des NuA4-Komplexes mit der HAT
Tip60 sind (McMahon et al., 2000).

TRRAP interagiert mit der Myc Box II der Transaktivierungsdoméne. Dies konnte auch in
ChIP-Experimenten bestitigt werden (Bouchard et al., 2001). Dabei zeigte sich, dass c-
Myc TRRAP in Abhéngigkeit von MB II rekrutiert. Dies fiihrt zu einer Acetylierung von
Histonen in Promotoren von c-Myc Zielgenen und zu einer anschlieBenden Expression
dieser Zielgene (Bouchard et al., 2001; Frank et al., 2001).

Ein weiterer Chromatin-modifizierender Komplex, mit dem c-Myc in Verbindung steht, ist
der SWI/SNF-Komplex. Es konnte gezeigt werden, dass c-Myc mit dem SNF5-Homologen
INI1 mittels seiner bHLHZip-Doméne in vivo interagiert und dass dominant negative
Formen von INI1 und Brgl die c-Myc Transaktivierung reprimieren (Cheng et al., 1999).
Allerdings ist die Funktion des SWI/SNF-Komplexes als positiver Regulator der c-Myc
Funktion nicht unumstritten, da INI1 als Tumorsuppressor eingestuft wird und Brgl einen
Zellzyklusarrest induzieren kann (Versteege ef al., 1998; Kingston und Narlikar, 1999;
Peterson und Workman, 2000).
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1.2.5 Repression durch c-Myc

Schon seit langem wurde beschrieben, dass eine Uberexpression von c-Myc auf bestimmte
Promotoren eine reprimierende Funktion ausiibt. Dazu gehdren Gene, die an der
Differenzierung (mimi, C/EBPa, MycD) und dem Zellzyklusarrest (p/ 5INKaD p21"1 p27,
gadd, gasl) beteiligt sind, aber auch fiir Zelloberflachenproteine (LFA-1, a3f1 Integrin)
kodieren (Claassen und Hann, 1999). Allerdings gestaltete sich die Identifizierung des
Repressionsmechanismus als schwierig. Es war unklar, iber welche DNA-Sequenzen c-
Myec die Repression vermittelt und ob c-Myc direkt mit diesen Sequenzen interagiert oder
indirekt iiber Proteine, die an diese Sequenzen binden.

Fiir einige Promotoren konnte gezeigt werden, dass c-Myc iiber ein Initiator-Element
(INR), welches haufig Bestandteil von Promotoren ohne TATA-Box ist, reprimiert. Dabei
scheint c-Myc mit INR-bindenden Proteinen zu assoziieren, und die von diesen Proteinen
iiber das INR vermittelte Transaktivierung zu inhibieren. INR-Elemente werden von
TFII-D aber auch von regulatorischen Proteinen wie dem Initiatorfaktor TFII-I und den
Transkriptionsfaktoren YY1 und Miz-1 erkannt. Die letzten drei Faktoren binden alle an
die bHLHZip Doméne von c-Myc (Roy et al., 1993; Shrivastava et al., 1993; Peukert et
al., 1997). Fiir alle drei Faktoren konnte in vitro und in transienten Transfektionen gezeigt
werden, dass ihre iiber INR-Elemente vermittelte Transaktivierung durch c-Myc inhibiert
wird (Amati et al., 2001). Am besten verstanden ist bisher die von c-Myc ausgeiibte
Repression durch die Interaktion mit Miz-1.

So konnte gezeigt werden, dass Miz-1 Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert und
die Aktivitdt von Cyclin D assoziierten Kinasen inhibiert. Dabei aktiviert Miz-1 die
Expression des Cyclin-abhingigen Kinase Inhibitors p15™** durch Bindung an das INR-
Element des INK4b Promotors. c-Myc bindet Miz-1 am /NK4b INR-Element und inhibiert
die Miz-1 abhédngige Transaktivierung, indem es mit Miz-1 um die Bindung an p300/CBP
konkurriert (Staller et al., 2001). Andere Gene, wie gadd45 und der pdgfp-Rezeptor,

besitzen kein INR-Element und werden {iber einen anderen Mechanismus reprimiert.

1.2.6 Regulation von c-Myc-Funktion

In normalen Zellen existieren verschiedene liberlappende Kontrollmechanismen zur
schnellen und effizienten Regulation der c-Myc Expression und Funktion. Fehlregulierte
Kontrollmechanismen sind wesentlich an der Entstehung von Tumoren beteiligt. Diese
Mechanismen spielen sich auf unterschiedlichen Ebenen, wie Transkription, RNA-
Stabilitdt und Translation, ab. Auf Proteinebene wird c-Myc durch posttranskriptionelle

Modifikationen reguliert.
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c-Myc wird an zahlreichen Serin- und Threoninresten phosphoryliert. Die
Phosphorylierungsstellen treten gehduft auf und lassen sich in drei Regionen einteilen. Die
Proteinkinase CK2 phosphoryliert c-Myc in der sauren Domidne und nahe der basischen
Region (Liischer et al, 1989). Uber die Regulation und Funktion dieser
Phosphorylierungsstellen ist wenig bekannt. Die dritte Phosphorylierungsregion liegt in der
Transaktivierungsdoméne am C-Terminus von Myc Box I (Seth et al., 1992; Henriksson et
al., 1993; Lutterbach und Hann, 1994; Pulverer et al., 1994). Die Mutation dieser Region
tritt bei Patienten mit Burkitt- und AIDS-assoziierten-Lymphomen auf. Die am haufigsten
mutierte Aminosédure ist Threonin-58, eine Mutation, die auch in drei v-myc Genen
vorkommt (Bhatia ef al., 1993; Yano et al., 1993; Albert et al., 1994; Bhatia et al., 1994;
Axelson et al., 1995).

Threonin-58 ist eine in vivo Phosphorylierungsstelle und kann in vitro von der
Glykogensynthasekinase 3 (GSK3) phosphoryliert werden (Henriksson et al., 1993; Sears
et al., 2000). Threonin-58 wird erst phosphoryliert, wenn zuvor Serin-62 durch MAP-
Kinasen oder Cyclin-abhéngigen Kinasen phosphoryliert wurde (Sears et al., 2000). Die
Funktion der Phosphorylierung von Threonin-58 und Serin-62 und die Inhibition der
Threonin-58-Phosphorylierung durch Mutation in Tumoren war lange unklar. Vor kurzem
konnte gezeigt werden, dass diese Aminosédurereste fiir die Stabilitdt von c-Myc
verantwortlich sind (Salghetti e al., 1999; Bahram et al., 2000; Gregory und Hann, 2000).
c-Myc wird durch Ubiquitin-vermittelte Proteolyse degradiert. Wichtige Zielsequenzen fiir
den Abbau von c-Myc liegen in Myc Box I und II der Transaktivierungsdoméne (Liischer
et al., 2001). Fir Mutationen von und um Threonin-58 und Serin-62 in Burkitt-
Lymphomen konnte gezeigt werden, dass sie c-Myc stabilisieren (Salghetti et al., 1999;
Bahram et al., 2000; Gregory und Hann, 2000). Ubereinstimmend damit ist die
Stabilisierung von c-Myc durch den Ras-Signaltransduktionsweg (Sears et al., 1999; Sears
et al., 2000). Dieser induziert die Phosphorylierung an Serin-62 und inhibiert gleichzeitig
die Phosphorylierung an Threonin-58 (Sears et al., 2000).

1.3 Zielsetzung

Die biologischen Effekte von c-Myc konnen klar umrissen werden. Dazu gehdrt die
Stimulation der Proliferation, die Induktion von Apoptose und die Inhibition von
Differenzierung. Kommt es zu einer Fehlregulation der c-Myc Expression, so ist c-Myc
wesentlich an der Entstehung von Krebs beteiligt. Trotz der gut charakterisierten
biologischen Effekte sind auf molekularer Ebene die transkriptionellen
Regulationsmechanismen von c-Myc nur ansatzweise verstanden.

So ist unumstritten, dass c-Myc ein Transkriptionsfaktor ist, der als Heterodimer mit Max
sequenzspezifisch DNA bindet und {iber seine Transaktivierungsdomine

Reportergenkonstrukte aktivieren kann. Allerdings ist c-Myc nur ein sehr schwacher
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Transaktivator, wodurch die Validierung von potentiellen c-Myc Zielgenen und eine
detaillierte Analyse der transkriptionellen Aktivierungsmechanismen schwierig ist. Trotz
des geringen Aktivierungspotentials wurde eine Vielzahl von Zielgenen beschrieben.
Dabei 1ibt nur ein kleiner Teil dieser Zielgene die erwarteten Funktionen im Zellzyklus aus,
durch die sich die proliferierenden und onkogenen Eigenschaften von c-Myc erkldren
lassen. Der iliberwiegende Teil der Zielgene ist an unterschiedlichsten zelluldren
Funktionen wie Metabolismus, Ribosomenbiogenese und Translation beteiligt. Fiir die c-
Myc Funktion ist die Bedeutung und Notwendigkeit einzelner Zielgene noch nicht klérbar.
Grund hierfiir ist die schwache Transaktivierung durch c-Myc und die Vielzahl an
Zielgenen. Daher ist es zunichst wichtig, den Mechanismus der c-Myc vermittelten
Genregulation aufzukldren. Die Identifizierung von Faktoren, liber die c-Myc die
Expression seiner Zielgene reguliert, ist hierzu notwendig. Im Wesentlichen fehlen
Faktoren, die als sogenannte Ko-Aktivatoren Einfluss auf die basale
Transkriptionsmaschinerie oder die Chromatinstruktur nehmen, zumal diese fiir die
Gegenspieler von c-Myc, den Mad-Proteinen, beschrieben wurde.

Ziel meiner Arbeit war infolgedessen die Identifizierung neuer c-Myc bindender Faktoren.
Dazu wurden mittels eines proteinbiochemischen Ansatzes c-Myc bindende Faktoren
affinitdtschromatographisch mit einem c-Myc-spezifischen Antikorper aus Zelllysaten
aufgereinigt. Nach der Identifikation neuer c-Myc interagierender Faktoren sollten die
Bindung in vivo bestitigt und die Interaktionsdominen kartiert werden. Dariliberhinaus
sollte die Funktionalitét der Interaktionen zwischen den identifizierten Faktoren und c-Myc
untersucht werden. Dabei stand der Einfluss dieser Faktoren auf die c-Myc abhingige
Transkriptionsregulation im Mittelpunkt. Um den Einfluss der identifizierten Faktoren auf
die onkogenen Eigenschaften von c¢-Myc untersuchen zu konnen, sollte
Transformationsexperimente in primiren embryonalen Rattenfibroblasten etabliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien wurden von den Firmen Amersham, Amicon, AppliChem, Baker, Biomol,
BioRad, Boehringer, Difco, Du Pont, Eurogentech, Falkon, Fluka, Gibco BRL, ICN,
Invitrogene, Merck, New England Biolabs, Promega, Riedel-deHaen, Roth, Santa Cruz,
Seromed, Serva, Sigma und Stratagene verwendet. Verbrauchsmaterialien stammen von
den Firmen Amershan, Beckman, Biozym, Costar, Eppendorf, Falcon, Fuji, Gilson,
Greiner, Kodak, Macherey-Nagel, Pharmacia, Qiagen, Sarstedt, Schleicher&Schuell und
Whatman.

2.1.1 Vektoren

2.1.1.1 Klonierungsvektoren

pT7T3-ASH2: Der Vektor wurde beim RZPD in Berlin bestellt und beinhaltet den EST-
Klon N32725, der die Basenpaare 257 bis 2361 der hASH2 cDNA umfafit. Um einen voll-
stindiges cDNA Konstrukt von hASH2 zu erhalten, wurden {iber die Restriktionsschnitt-
stellen BspE I und EcoR I die fehlenden 257 bp eingesetzt. Die fehlenden Basenpaare
stammen aus dem EST-Klon AA378721, der bei ATCC bestellt wurde.

2.1.1.2 Eukaryontische Expressionsvektoren

pCB6" (Brewer, 1994): Die Bgl II, EcoR I, Kpn I, Not I, Cla I, EcoR V, Hind III, Xba I
und BamH I Schnittstellen liegen zwischen einem CMV-IE-Promotor und einer Termina-
tionssequenz vom humanen Wachstumshormon (hGH). Der Vektor kodiert fiir Resistenzen
gegen Neomycin und Ampicillin, hat einen SV40-Replikationsursprung und einen bakteri-
ellen Replikationsursprung von pBR322.

pCB6 -hASH2-HA: In pT7T3-hASH2 wurde am C-Terminus der hASH2 c¢cDNA in die
Nco I und Not I Schnittstellen ein Oligonukleotid, das fiir ein Himaglutinin-Epitop kodiert,
eingefithrt (pT7T3-hASH2-HA). AnschlieBend wurde ein EcoR I/Not I Fragment aus
pT7T3-hASH2-HA in die EcoR I/Not I Schnittstellen von pCB6" kloniert.
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pcDNA3: pcDNA3 ist ein Eukaryotisches Expressionsplasmid unter der Kontrolle des
CMV-Promoters. Der Vektor kodiert fiir Resistenzen gegen Neomycin und Ampicillin, hat
einen SV40-Replikationsursprung und einen bakteriellen Replikationsursprung von
pBR322. Fiir in vitro Translationen besitzt der Vektor am 5'-Ende der Multiple Clonig Site
ein T7-Promotor (Invitrogene). In einer zweiten Variante kodiert der Vektor fiir N-termi-

nale Flag-Epitop getaggte Proteine.

pcDNA3-Flag-hASH2: Ein EcoR I/Not I Fragment aus pT7T3-hASH2 wurde in die EcoR
I/Not I Schnittstellen von pcDNA3-Flag kloniert. Um in das Leseraster der Sequenz fiir das

Flag-Epitop zu gelangen, wurde nach nochmaligem Schneiden mit EcoR I und Auffiillen

mit dem Klenow-Fragment der Vektor wieder religiert (S. Schreek).

pcDNA3-CBP-HA: Ein Hind III/BamH I Fragment aus pRSV-CBP-HA mit der murinen
cDNA fiir CBP wurde in pcDNA3 kloniert (Ralf Janknecht).

pcDNA3-CBPAHAT: Ein BsrG I/Sca I Fragment wurde aus pcDNA3-Gal4-CBP-HATA
(Martinez-Balbas et al., 1998) in die BsrG I/Sca I Schnittstellen der CBP ¢cDNA in
pcDNA3-CBP-HA kloniert.

pcDNA3-Flag-c-Myec: Ein BamH 1/Bgl 1T Fragment aus BJ-Myc3-wt (B. Amati) wurde in
die BamH I Schnittstelle von pcDNA3-Flag kloniert. Um die Mutanten AMB I und AMB 11
zu erzeugen, wurden die entsprechenden Regionen in pcDNA3-Flag-Myc mit Fragmenten
aus pSGMycA1 und A4 ( M. Eilers) ersetzt (M. Austen).

pCGN-c-Myc (Salghetti et al., 1999): Die Aminosduren 2 bis 439 der humane c-Myc
cDNA wurde PCR amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen Xba I und BamH I
in pCGN kloniert. pCGN ist ein auf dem CMV-Promotor basierendes Expressionsplasmid,

das HA-Epitop getaggte Fusionsproteine erzeugt. Das Plasmid wurde von W. P. Tansey
zur Verfiigung gestellt.

pCGN-c-Myc A, C, D, I: Aus den entsprechenden pSP-Myc Mutanten (Henriksson et al.,
1993) wurde ein EcoR V/Cla I Fragment in pCGN-c-Myc kloniert. Dem Buchstabenkode
sind folgene Mutationen zuzuordnen A—T58S/S62A/S64A, C—T58A, D—S62A,
[—=T58A/S62A.

pCi-neo-dMyc: Der Vektor kodiert fiir die Myc ¢cDNA aus Drosophila. Am N-Terminus
befindet sich ein 9E10 Epitop-Tag (P. Gallant).
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pCi-neo-Nucleolin: Der Vektor kodiert fir die humane Nucleolin cDNA. Am N-Terminus

befindet sich ein Himagglutinin-Epitop-Tag (H. Rotheneder).

pEV-HA-RFO, 1, 2 (Matthias et al., 1989): Mit den pEV-HA Vektoren konnen HA-Epitop
getagte cDNAs in eukaryotischen Zellen unter der Kontrolle des CMV-Promoters ex-

primiert werden. Das HA-Epitop ist in den drei moglichen Leserastern zu den Restriktions-
schnittstellen Kpn I, Sma I und Xba I angeordnet. Ansonsten besitzen die drei Vektoren

einen SV40 origin of replication und beruhen auf dem bakteriellen Plasmidsequenz von
pSP65S.

pEV-HA-Nucleolin: Ein EcoR I/Bgl II Fragment aus pGAD-Nucl (P. Bouvet) mit der
murinen Nucleolin cDNA wurde in die Xba I/Sma I Schnittstellen von pEV-HA-RFO klo-
niert.

pEQ176 (Firzlaff et al., 1991): pEQ176 wurde zur Standartisierung der transienten
Transfektion benutzt. Der frithe (immediate early) Cytomegalie-Virus (CMV)-Promotor

exprimiert konstitutiv die 3-Galactosidase in eukaryontischen Zellen. Aulerdem trégt der
Vektor Replikationsursprungssequenzen (origin of replication) fiir bakterielle (von
pBR322) und eukaryontische Zellen (von SV40) und kodiert fiir Ampizillinresistenz.

pEQ176P2 (Firzlaff et al., 1991): Durch Restriktionsverdau von pEQ176 mit Pvu II und
Religation des verbliebenen Vektors wurde ein Grofteil der f-Galactosidase-cDNA

entfernt.

pEQ176P2-hASH2: Ein EcoRI/BamHI Fragment aus pCB6'-hASH2 wurde in die
HindIII/BglIII Schnittstellen von pEQ176P2 kloniert.

pCMV-c-Myb (Oeclgeschldger et al., 1995): cDNA des humanen c-Myb Gens in
pEQ176P2.

pCMV-c-Myc: Humanes c-myc wurde blunt-end in die Hind III-Schnittstelle von
pEQ176P2 (Firzlaff et al., 1991) kloniert (M. Henriksson).

pSP-Max-p22: pSP ist ein auf pBS (Stratagene) basierender eukaryontischer Expressions-
vektor mit dem SV40-early-Promotor. Humanes max9, das fiir MAX p22 kodiert, wurde
als EcoRI/BamHI Fragment in die EcoR I/BamH I-Schnittstellen von pSP eingefiigt
(Bousset et al., 1993).
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pSP-Myc: Ein EcoR I Fragment mit der c-Myc ¢cDNA aus pSP65 wurde in die EcoR I
Schnittstelle von pSP kloniert (M. Henriksson).

pSV-flag-VP16 (Mori et al., 1998): Der Vektor kodiert fiir die Flag Epitop-getaggte Trans-
aktivierungsdoméine von VP16 unter der Kontrolle des SV40 Promotors. Zwischen dem

Flag-Epitop und der VP16 Transaktivierungsdoméne befinden sich die Schnittstellen EcoR
I, Sma I, BamH I, Sal I und Xho I zum Herstellen von Fusionsproteinen mit einem N-ter-

minalen Flag-Tag und einem C-terminalen VP16-Tag.

pSV-flag-c-Myc-VP16 (Mori et al., 1998): Eine {iber PCR amplifizierte humane c-Myc
cDNA wurde iiber die EcoR I/Xho I Schnittstellen in pSV-flag-VP16 eingefiigt.

pGal0: pGal0 ist eine durch einen verbesserten Polylinker modifizierte Version von
pSG242 (Sadowski und Ptashne, 1989) und wurde im Labor von C. Dang konstruiert.
GM1-262 exprimiert ein Fusionsprotein bestehend aus der Gal4-DNA-Bindungsdoméne
(1-147) und Aminosdure 1 bis 262 des humanen c-Myc.

pVR1012Gal4 (Snowden et al., 2000): Ein Hind III/BamH I Fragment, das die Gal4-DNA-
Bindungsdomine aus pSG424 enthilt, wurde in den Polylinker von pVR1012 kloniert.

pVR1012 ist ein auf dem CMV-Promotor basierendes Expressionsplasmid und kodiert fiir
eine Kanamycinresistenz. Das Plasmid wurde von N. D. Perkins zur Verfiigung gestellt.

pVR1012Gal4-CBP (Snowden et al., 2000): Die Maus CBP ¢cDNA wurde als BamH 1
Fragment aus pRSV-HA-CBP in die BamH I Schnittstelle von pVR1012Gal4 eingefiigt.

pVR1012Gal4-CBP 1-1099, 1099-2441 (Snowden et al., 2000): Gal4-CBP 1-1099 wurde
aus einem Xba I Fragment aus Gal4-CBP (full length) kloniert. Gal4-CBP 1099-2441
wurde durch Religation nach Restriktionsverdau von Gal4-CBP (full length) mit Xba I
erzeugt. Beide Plasmide wurde von N. D. Perkins zur Verfiigung gestellt.

pVR1012Gal4-CBPAHAT: Ein BamH I Fragment aus pcDNA3-CBPAHAT wurde in die
BamH I Schnittstelle von pVR1012Gal4 kloniert.

pVR1012Gal4-p300 (Snowden et al., 2000): Ein Sal I, Not I, Fragment aus pBluescript-
p300 wurde in pVR1012Gal4 kloniert. Das Plasmid wurde von N. D. Perkins zur
Verfiigung gestellt.
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2.1.1.3 Reportervektoren

(Gal4)4 -tk-luc (Janknecht ef al., 1993): Dieser Vektor enthilt vier Kopien der Gal4-DNA-

Bindungsdoméne vor dem minimalen TK-Promotor.

XP-2 (Nordeen, 1988): Er trigt die cDNA des Luziferasegens von Photinus pyralis
(Leuchtkéfer). Direkt an deren 5-Ende befinden sich Restriktionsschnittstellen fiir 5'-
BamH I, Hind III, Sma I, Kpn I, Sac I, , Xho I und Bgl II-3". AuBlerdem kodiert XP-2 fiir
eine Ampicillinresistenz und einen SV40-Replikationsursprung.

mim-1-luc (Oelgeschlager et al., 1995): Ein Hind III, Xho I Fragmentes des mim-1
Promotors (-242 bis +150) (Ness et al., 1989) wurde in die Hind I1I/Xho I Schnittstellen
von XP-2 kloniert.

mintkluc (Henriksson et al., 1993): Hergestellt durch Einsetzen eines minimalen TK-
Promotors (-32 bis +53) in XP-2luc.

M4mintkluc (Henriksson et al., 1993): Dieser Vektor enthédlt vier Kopien eines

Oligonukleotids mit einer Myc/Max Konsensusbindungsstelle (CMD, Blackwell et al.,
1993) vor dem minimalen TK-Promotor.

2.1.1.4 Bakterielle Expressionsvektoren

pGEX-2T, pGEX-3T, pGEX-2TK, pGEX-4T: Die Vektoren kodieren fiir Glutathion-S-
Transferase (GST) gefolgt von Restriktionsschnittstellen zum Einfiigen von cDNAs. Die

Expression der Fusionsproteine kann mittels des synthetischen /ac-Promotors mit IPTG

induziert werden.

GST-hASH2: Ein EcoR I/Not I Fragment wurde aus pT7T3-hASH2 in pGEX-4T3 kloniert
(S. Schreek).

GST-CBP: Die cDNA-Fragmente von CBP wurden ebenfalls in das Leseraster der GST-
cDNA pGEX-Vektoren kloniert. Die Expressionsvektoren wurden von R. Janknecht zur

Verfiigung gestellt.

GST-Max p22: Ein BamH I/EcoR I Fragment aus pbluescript-Max p22 wurde in pGEX-
3X kloniert.
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GST-Myc-N262, -C176: pGEX-2T-Myc1-262 und pGEX-2T-Myc262-439 stammen aus

dem Labor von R. Eisenmann.

pMal-Pre (Kitaura et al., 2000): Der Vektor kodiert fiir das Maltose-bindende Protein
(MBP) gefolgt von Restriktionsschnittstellen zum Einfligen von cDNAs. Die Expression

der Fusionsproteine kann mittels des synthetischen /ac-Promotors mit IPTG induziert
werden. In pMal-Pre wurde die Faktor Xa Schnittstelle durch die Schnittstelle der

PreScission Protease ersetzt.

pMal-Pre-c-Myc (Kitaura et al., 2000): Die c-Myc cDNA wurde iiber die
Restriktionsschnittstellen EcoR I/Sal I in pMal-Pre kloniert.

2.1.2 Antikorper

a-acetyl-Lysin: Affinitidtsgereinigtes polyklonales Kaninchenserum gegen ein syntheti-

sches acetyliertes Lysinpeptid (New England Biolabs, #9941)

a-hASH?2 (4B5, 4C5): Monoklonale Ratten Antikorper gegen GST-hASH (E. Kremmer).

a-hASH? (547, 548): Polyklonale Kaninchenseren gegen GST-hASH2. Vom Serum 548
wurden die Blutabnahmen 2, 3 und 4 vereinigt und nach Ammoniumsulfatfallung
affinititsgereinigt.

a-CBP (AC-238): Maus monoklonaler IgG; Antikdrper gegen aufgereinigtes
rekombinantes CBP (NeoMarker).

a-CBP (C-20): Affinitdtsgereinigtes polyklonales Kaninchenserum gegen ein C-terminales

Peptid aus humanem CBP.

a-Flag (M2): Maus monoklonaler IgG; Antikorper gegen das synthetische Flag Peptid
(Sigma).

a-GAL4: Maus monoklonaler IgG, Antikorper gegen die Aminosduren 94-147 der Gal4
DNA-bindenden Doméne (St. Cruz).

a-HA (3F10): Monoklonaler Ratten Antikdrper, erkennt die Aminosduren 98-108 in

Héamagglutinin des Influenzavirus (E. Kremmer).
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a-HA (Y-11): Affinititschromatographisch gereinigtes polyklonales Kaninchenserum, das

die Aminoséduren 98-108 in Himagglutenin des Influenzavirus erkennt.

a-Madl (5C9): Monoklonaler Rattenantikorper (E. Kremmer, B. Liischer) reaktiv gegen

humanes Madl. Er wurde erzeugt durch Immunisierung von Wistra-Ratten mit bakteriell
exprimiertem His-Mad1-Fusionsprotein. 5C9 erkennt den N-Terminus von Madl.

a-Max (C-17): Affinititsgereinigtes polyklonales Kaninchenserum (Santa Cruz) gegen ein

synthetisches Peptid der C-terminalen 19 Aminosduren 135-151 von humanem Max p21.

a-Myc (1236): Polyklonales Serum gegen c-Myc (K. Moelling).

a-c-Myc (3H2 ., 4H3, 6A10): Monoklonale Ratten Antikorper (E. Kremmer, B. Liischer)

gegen den N-Terminus von humanem c-Myc. Der Antikorper 4H3 erkennt ein Epitop im

Bereich von Aminosdure 55-92, der Antikorper 6A10 hingegen ein Epitop von
Aminoséure 7-38. Beide haben die Subklasse IgG2a.

a-c-Myc (9E10): Momoklonaler Antikdrper gegen die 31 C-terminalen Aminosduren 408-
439 im HLH-Bereich von humanem c-Myc. (Evan ef al., 1985)

a-c-Myc (IG13): Polyklonales Kaninchenserum gegen bakteriell exprimiertes c-Myc
Protein (L.-G. Larsson)

a-c-Myc (N-262): Affinitdtsgereinigtes Kaninchenserum (Santa Cruz) gegen die

Aminoséduren 1-262 von humanem c-Myc.

a-Myc (022Y): Polyklonales Serum gegen c-Myc (K. Alitalo).

a-Nucleolin (MS-3): Monoklonaler Maus IgG; Antikdrper gegen das humane Nucleolin

(St. Cruz). Kreuzreagiert auch mit Nucleolin aus Maus und Ratte.

a-Nucleolin (134): Polyklonales Kaninchenserum gegen humanes Nucleolin. (P. Bouvet, )

2.2 Zellkultur

2.2.1 Allgemeine Materialien fiir Zellkultur

DMEM (Gibco) mit 4,5 g/l Glucose
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MEM (Gibco)
RPMI 1640 (Gibco)

PBS

Penicillin/Streptomycin (Seromed)

mit 4,5 g/l Glucose

140 mM NacCl

2,6 mM KCl1

2 mM Na,HPO,
1,45 mM KH,PO,

10.000 Einheiten/10.000 pg/ml

Trypsin/EDTA (Seromed) 0,5/0,02% (w/v) in PBS
FCS (Gibco) fotales Kélberserum

HS (Gibco) Pferdeserum

Pyruvat

Gewebekulturschalen (Falcon) Durchmesser 6, 10 cm
Gewebekulturflaschen (Falcon) Volumen 100, 250, 1000 ml

1 ml Einfriergefa3e (Nalgene)

2.2.2 Eukaryontische Zellen

N

93:

COS-7:

HL60:
Jurkat:
MCF7:

Mit Adenovirus Type 5 (Ad 5) DNA transformierte embryonale Nieren
Zellliene (ATCC CRL-1573).

Nierenfibroblasten, die aus der Niere der Griinen Meerkatze isoliert und mit
SV40 transformiert wurde (ATCC CRL-1651)

Humane promyelozytire Leukédmie-Zellline (ATCC CCL-240).

humane T-Zell Leukémie Zelllinie(ATCC ACC-282)

humane Adenokarzinom aus der Milchdriise

(ATCC HTB-22)

primdre Rattenfibroblasten, prapariert aus Tag 14,5 alten Embryonen von
Fischer Ratten

Osteosarkoma Zelllinie (ATCC HTB-96).

Osteosarkom Zelllinie (ATCC HTB-85)

2.2.3 Kulturbedingungen

Alle Zellkulturmedien enthalten 1% (w/v) Penicillin/Streptomycin.

COS-7, MCF, U-2 OS, Saos-2, REF: DMEM mit 10% (v/v) FCS
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293 DMEM/NutMix F12 (1:1) mit 1% (v/v)
Pyruvat, 10% (v/v) FCS
HL-60, Jurkat, RPMI 1640 mit 10% (v/v) FCS

2.2.4 Krykonservierung

Zum Einfrieren wurden Zellen in 1 ml FCS mit 10% DMSO aufgenommen, in ein
Einfriergefall tiberfiihrt und in Zellstoff eingewickelt bei -80°C iiber Nacht langsam
abgekiihlt. Anschliefend wurden die gefrorenen Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert.
Zum Auftauen wurden die Zellen fiir 10 min in einem 37°C—Wasserbad inkubiert, mit 10

ml Medium gewaschen und in die entsprechenden Gefdfle mit frischen Medium {iberfiihrt.

2.2.5 Isolation primirer Rattenfibroblasten

Trachtige Fischer-Ratten wurden am Tag 13,5 oder 14,5 der Schwangerschaft getotet, die
Embryonen isoliert und in PBS gewaschen. Nach Abtrennung des Kopfes wurden die
blutbildenden Organe entfernt und der Rest des Torsos mit Hilfe von Skalpellen
zerkleinert. Das Gewebe wurde einmal mit PBS gewaschen und Zellen unter Verwendung
von Trypsin/EDTA dispergiert. Nach zehnminiitiger Inkubation bei 37°C wurde der die
Zellen enthaltende Uberstand zu einem gleichen Volumen DMEM + 10% FCS gegeben.
Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert, in Medium resuspendiert und nach Bestimmung der Zellzahl zu 2,5 x 10°
Zellen auf 10 cm Gewebekulturschalen ausplattiert. Nach Ausbildung einer konfluenten

Einzelzellschicht wurden die Fibroblasten in Aliquots zu 5 x 10° Zellen eingefroren.

2.2.6 In vivo-Markierung mit [**S]-Methionin

Methionin/Cystein-freies DMEM (Gibco) supplementiert mit 2% dialysiertem FCS
[*°S]-Methionin/Cystein (Translabel, ICN)

Die Zellen wurden 15 min in Methionin-freiem Medium vorinkubiert (37°C, 5% CO,), das
Medium wurde entfernt und durch 3 ml Methionin-freiem Medium mit [*>S]- Methionin
ersetzt. Die Zellen wurden mit 250 puCi [*°S]- Methionin pro Platte fiir 20-45 min markiert.
Anschlieend wurden die Zellen einmal mit kaltem DMEM und einmal mit kaltem PBS
gewaschen und in 300 pl des Frackelton- oder AB-Puffers aufgeschlossen. Die lysierten
Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Schale geldst und Zelltriimmer, ggf. nach

Sonifizieren, in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl bei 15000 upm, 4°C, 20 min in einer
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Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde anschlieBend fiir weitere Analysen

verwendet.

2.2.7 Transiente Transfektion

Die transiente Transfektion adhdrenter Zellen erfolgte nach der Calcium-Phosphat-
Methode (Chen und Okayama, 1988; Bousset et al., 1994). Dabei koprizipitiert die DNA
in einem Komplex mit Calciumphosphat und wird von den Zellen vermutlich iiber
Endozytose aufgenommen und im Zellkern extrachromosomal transkribiert. Die Effizienz
der hier durchgefiihrten Transfektion ist abhidngig vom Zelltyp mit etwa 5-10%

einzuschatzen.

2 x Hebs-Puffer 274 mM NacCl
42 mM HEPES
9,6 mM KClI
1,5 mM Na,HPO,
pH 7,1

HEPES-Puffer 142 mM NacCl
10 mM HEPES
6,7 mM KCl1
pH 7,3

250 mM CaCl,

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in einer Dichte von 1,5 x 10° pro 6 cm

bzw. 8 x 10’ pro 10 cm Zellkulturschale ausgesit. Zwei Stunden vor der Transfektion
wurde das Medium gegen MEM mit 10% HS und 1% (w/v) Penicillin/Steptomycin
gewechselt. Zur Transfektion der REFs wurde DMEM statt MEM verwendet. Die DNA fiir
6 cm Schalen wurde in 200 pl (500 pl fiir 10 cm Schalen) 2x Hebs-Puffer aufgenommen.
Unmittelbar vor der Transfektion wurde 200 pl (500 pl) CaCl, tropfenweise innerhalb 10-
15 sec zugegeben, durch vorsichtiges Pipettieren gemischt und direkt tropfchenweise in
das Kulturmedium gegeben. Die Schalen wurden kurz geschwenkt und sofort in den
Inkubator (37°C, 5% CO,) gestellt. Nach 4-6 Stunden wurden die Zellen zweimal mit 4 ml
(10 ml) HEPES-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden 4 ml (10 ml) frisches
Kulturmedium zugesetzt. REFs wurden {iber Nacht transfektiert.
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2.2.8 Reinigung von Baculovirus HIS-CBP

H-Puffer 10 mM Tris pH 8,0
0,5 M NaCl
15 mM Imidazol
0,1% NP-40
10% Glycerin
2 mM B-Mercaptoethanol
1 mM PMSF
2,5 U/ml Leupeptin
2,5 U/ml Pepstatin

Talon-Agarose (Clontech)

Die Sf2-Zellen wurden 72 h nach der Infektion in 5 Volumen H-Puffer pro Gram Zellen
geerntet und mit einem Dounce Homogenisator aufgeschlossen (12x). AnschlieBend
wurden die Zelltriimmer fiir 10 min bei 10.000x g abzentrifugiert und der Uberstand mit
Talon-Agarose bei 4°C inkubiert. Nach 1 h wurde die Talon-Agarose dreimal fiir 5 min mit
den 20fachem Volumen W-Puffer (H-Puffer mit 0,3 M NaCl und 5 mM Imidazol)
gewaschen. Die Talon-Agarose wurde in eine Chromatographiesdule tiberfiihrt, das
gebundende HIS-CBP wurde mit E-Puffer (H-Puffer mit 250 mM Imidazol und 0,2 M

NaCl) eluiert und die gesammelten Fraktionen im Westernblot und HAT-Assay untersucht.

2.3 Arbeiten mit prokaryontischen Zellen

2.3.1 Kulturmedien

Agar-Platten LB-Medium
1,5% (w/v) Bacto-Agar (Difco)
100 ug/ml Ampicillin

LB-Medium 1% (w/v) Trypton (AppliChem)
0,5% (w/v) Hefeextrakt (AppliChem)
1% (w/v) NaCl
pH 7,0

TB-Medium 1,2% (w/v) Trypton (AppliChem)

2,4% (w/v) Hefeextrakt (AppliChem)
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0,4% (w/v) Glycerin
17 mM KI‘I2PO4

2.3.2 Bakterienstimme

HB101:
F, thi-1, hsdS20 (rg’, mg’), supE44, ara-14, galK2, lacY 1, ProA2, rpsL20(Str"), xyl-5, mtl-
1, recA13, leuBC, mcrB

XL10 gold:
Tet'A (mcrA)183, A(merCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44 thi-1, recAl, gyrA96,

relAl, lac, Hte [F’proAB lacl'ZAM15 Tn10 (Tet’) Amy Cam']*

BL21(DE)pLysS:
F, ompT, hsdsg, (15, mg), decm, galA(DE3), pLysS(Cm")

2.3.3 Transformation

In einem 10 ml snap cap wurden 50 ul frisch aufgetaute transformationskompetente
Bakterien mit 1ul DNA fiir 20 min auf Eis inkubiert, diese anschlieBend fiir 47 sec bei
42°C hitzebehandelt und fiir 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 450 ul LB-Medium
und Inkubation von 1 h bei 37°C auf einem Rotationsgerit, wurden 100 wul der
Bakteriensuspension auf Amp-LB-Agar-Platten (bzw. Tet-LB-Agar-Platten) ausplattiert
und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.4 Isolation von Plasmid-DNA

Losung 1 50 mM Glucose
25 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM EDTA

Losung 2 0,2 M NaOH

1% (w/v) SDS

Losung 3 3 M Kaliumacetat, pH 4,8

TE 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
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ImM EDTA

Quick seal-Rdhrchen 13 x 51 mm (Beckman)

In kleinem Ma@stab:
Die Bakterienkultur in LB-Ampicillin-Medium (3 ml) wurde sedimentiert, in 100 pl

Losung 1 resuspendiert, durch Zugabe von 200 pl Losung 2 lysiert und nach Zugabe von
150 pl Losung 3 fiir 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat 5 min bei
15000 upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand mit 900 pl 100%
Ethanol gefillt. Die DNA wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in TE aufgenommen.

Im mittleren MaBstab:

Plasmide aus 50-200 ml Bakterienkultur in LB-Medium wurden iiber Nucleobond AX-
500-Séulen von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

In groBem MafBstab (fiir Transfektionen):

Es wurden 200 ml TB-Medium (100 ul/ml Ampicillin) mit 1 ml einer Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37°C fiir 12 - 18 h inkubiert. Nach Sedimentation der Bakterienkultur
bei 4000 x g und 4°C fiir 20 min wurde diese in 12 ml Losung 1 vorsichtig resuspendiert,

durch Zugabe von 24 ml Losung 2 lysiert und nach Zugabe von 18 ml Losung 3 fiir 5 min
auf Eis inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden bei 4000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde dann mit 40 ml Isopropanol gefillt und das Pellet nach Zentrifugation in
10 ml TE aufgenommen. Nach Zugabe von 2 ml 10 M Ammoniumacetat wurde diese
Losung fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und erneut abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde nochmals mit 32 ml Ethanol gefillt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in
4 ml TE gelost und mit 4,71 g CsCIl und 200 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt.
Danach wurde die Losung in ein Quick-seal Rohrchen (Beckman) tiberfiihrt, dieses wurde
zugeschweillt und iiber Nacht bei 50.000 rpm und 22°C zentrifugiert (Beckman L.860 M
Ultrazentrifuge, VTI-65.2 Rotor).

Am néchsten Tag wurde die untere Plasmidbande unter UV-Licht aus dem Quick-seal
Rohrchen isoliert. Dazu wurde eine Kaniile (0,9 x 40 mm) vorsichtig in das obere Ende des
Rohrchens eingestochen, so dass die Plasmidbande nicht gestort wurde. Mit einer zweiten
Kaniile auf einer 2 ml Spritze wurde nun einen halben Zentimeter unter der Plasmidbande
eingestochen und diese dann vorsichtig abgezogen. Die so gewonnene DNA wurde in ein
neues Quick-seal Rohrchen iiberfiihrt. Dieses wurde mit einer CsCl-Losung (0,85 g/ml)
aufgefiillt, zugeschweiit und bei 56.000 rpm fiir mindestens 5 h wie beim ersten
Gradienten zentrifugiert. Nach Isolation der Plasmid-DNA wurde das Ethidiumbromid
durch Extraktion mit Isopropanol (gesittigt mit NaCl) bis zur Farblosigkeit der
Plasmidlosung entfernt. AnschlieBend wurde noch zweimal extrahiert. Die DNA wurde
dann fiir mindestens 1 h mit 100% Ethanol bei -20°C gefillt und mit 70% Ethanol

gewaschen. Die Konzentration und Reinheit der DNA wurde photometrisch bestimmt.
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Dabei entspricht 1 OD bei 260 nm einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml. Der Quotient
aus der OD bei 260 nm sollte bei 1,8 liegen.

2.3.5 Aufreinigung von Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteinen

Puffer A 50 mM Tris-HCL, pH 8.0
100 mM NaCl
0,5% (v/v) Nonidet P-40
5 mM EDTA
10 mM DTT
0,2 mM PMSF
Glutathion-Agarose (Sigma)

BL21-Bakterien wurden zundchst mit dem gewiinschten pGEX-Konstrukt transformiert.
Am nichsten Tag wurde eine 50 ml LB/Amicillin-Kultur mit 3-5 Kolonien angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:10 in ein gewiinschtes
Volumen LB/Ampicillin verdiinnt und bis zu einer ODgy von 0,7-0,9 inkubiert.
SchlieBlich wurde die Kultur fiir 3- 16 h mit 0,4 mM IPTG induziert, sedimentiert und in
Puffer A durch Ultraschallbehandlung lysiert. Die Zelltriimmer werden sedimentiert (20
min bei 4°C/15000 upm/JA21-Rotor) und der Uberstand fiir 30 min bei 4°C mit
Glutathion-Agarose (Sigma), die zuvor durch mehrmaliges Waschen mit Puffer A
aquilibriert worden war, inkubiert. Vor der Benutzung wurde das Saulenmaterial zunichst
in PBS gequollen und dann dreimal mit demselben Puffer gewaschen, um den vom
Hersteller zur trockenen Lagerung verwendeten Stabilisator zu entfernen. Die Glutathion-
Agarose mit dem gebundenen Protein wurde zunichst dreimal mit Puffer A gewaschen und
dann in eine Chromatographiesiule (Biorad) gefiillt. Die gebundenen Proteine wurden mit
10 mM Glutathion in Puffer A in 500 pl Fraktionen eluiert. Zur
Konzentrationsabschitzung wurden Aliquots der Fraktionen zusammen mit einer BSA
Verdiinnungsreihe auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
gefarbt.

2.3.6 Aufreinigung von Maltose-bindendes-Protein-Fusionsproteinen

C-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
200 mM NaCl
1 mM EDTA
I mM DTT
0,2 PMSF
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1% (v/v) Apotinin
Amylose-Agarose (NEB)

BL21-Bakterien wurden mit den entsprechenden pMal-Myc Konstrukten transformiert.
Am nichsten Tag wurde eine 20 ml LB/Ampicillin Kultur mit 3-5 Kolonien angeimpft und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde 1:10 mit NZ Amin A Medium
mit 0,2% (v/w) Glukose verdiinnt und bis zu einer ODgyo von 0,5 inkubiert. Die Glucose ist
notwendig um die chromosomalen E. coli Maltose Gene zu reprimieren, da eine von diesen
eine Amylase ist, die die Amylose auf der Affinitits-Matrix abbauen kann.

Anschlielend wurde die Kultur fiir 4 h bei 30°C induziert, sedimentiert und in Puffer C
aufgenommen (10 ml Puffer C pro gram Zellen). SchlieBlich wurden die resuspendierten
Zellen tiber Nacht bei —80°C eingefroren. Am nédchsten Tag wurden die Zellen in kaltem
Wasser aufgetaut und durch Ultraschallbehandlung lysiert. Die Zelltrimmer werden
sedimentiert (30 min bei 4°C/10000x g/JA21-Rotor), der Uberstand abgenommen und 1:5
mit C-Puffer verdiinnt. Parallel wurde 3 ml Amylose-Agarose in eine
Chromatographiesiule (Biorad) gegossen und mit 8 Bettvolumen C-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde das verdiinnte Zelllysat auf die Sdule gegeben und mit 12
Bettvolumen Puffer-C gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit 10 mM Maltose in
Puffer-C in 1 ml Fraktionen eluiert. Die gesammelten Fraktionen wurden wie bei der GST-

Fusionprotein Aufreinigung weiter untersucht.

2.4 Arbeiten mit DNA

2.4.1 Enzymatische Modifizierung von DNA

Die Spaltung von DNA mit spezifischen Restriktionsendonukleasen, Phosphorylierung mit
T4-Polynukleotidkinase, Deposphorylierung mit Kalbsdiinndarm-Phosphatase und
Ligationen wurde mit Enzymen der Firma Boehringer Mannheim und New England
Biolabs in den mitgelieferten Puffer nach Herstellerangaben oder nach Sambrook et al.
(1989) durchgefiihrt.

2.4.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die entsprechenden DNA-Fragmente wurden mit passenden Oligonukleotidprimern
amplifiziert. Die Denaturierungs-, Annealing- und Elongationszeiten waren abhingig von
der DNA-Vorlage (genomische DNA oder Plasmid-DNA, GC-Gehalt des Fragments), den
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Primern (wobei die optimale Annealing-Temperatur meist experimentell ermittelt wurde)

und der Lénge des zu erwartenden Fragments.

2.4.3 Elektrophorese von DNA und Extraktion aus Agarosegelen

DNA-Ladepuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM EDTA
50% (v/v) Glycerin
0,25% (w/v) BPB
0,25% (w/v) XC

TBE 89 mM Tris-HCI pH 8,0
89 mM Borsédure
2 mM EDTA

Langenmarker “l1kb-Leiter” (Gibco)
JETsorb-Kit (Genomed)

Plasmid-DNA oder DNA-Fragmente wurden mit 10x DNA-Ladepuffer versetzt und fiir
analytische Zwecke elektrophoretisch in 0,5 - 1,5%igen Agarosegelen mit TBE als Lauf-
aufgetrennt. Die Extraktion von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des JETsorb-Kits
nach Angaben des Herstellers

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Priparation von Zellysaten

Fiir die Analyse von Proteinen aus Zelllienen oder transient transfizierten Zellen wurden je

nach Anwendung folgende Lysispuffer verwendet:

AB-Puffer 20 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM NaCl
0,5% (w/v) NP-40
1 mM EDTA
0,5% (w/v) DOC
0,5% (w/v) SDS
0,5% (w/v) Aprotinin
3 mM NaF
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Frackelton-Puffer (F-Puffer) 10 mM Tris-HCI, pH 7,05
50 mM NaCl
30 mM Na,P,0,
50 mM NaF
5 uM ZnCl,
100 uM NazVO,
1% (wv) Triton X-100
1 mM PMSF
5 U/ml a-Makroglobulin
2,5 U/ml Pepstatin A
2,5 U/ml Leupeptin
0,15 mM Benzamidin

AB-Pufferlysate wurden fiir Immunprézipitationen unter hoher Stringenz eingesetzt. F-
Pufferlysate wurden fiir Immunprizipitationen unter niedriger Stringenz und Ko-
Immunprizipitationen benutzt. Fiir AB-Zelllysate wurden die Zellen in AB-Puffer lysiert,
in ein Reaktionsgefal} {iberfiihrt, ultraschallbehandelt bis die Losung klar und nicht mehr
viskos war und Zelltriimmer in einer Tischzentrifuge fiir 15 min bei 4°C und 15.000 upm
sedimentiert. Fiir F-Pufferlysate wurden die Zellen in F-Puffer lysiert, 10 min auf Eis
inkubiert, lysierte Zellen von der Platte geschabt, in ein Reaktionsgefal3 {iberfiihrt, 45 sec
gevortext und fiir 20 min bei 4°C und 15.000 upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
Wenn die Uberstinde der Lysate nicht sofort weiter eingesetzt wurden, wurden sie nach

Schockgefrierung in fliissigem Stickstoff bei —80°C eingefroren.

2.5.2 Messung der Transaktivierung

Die Regulation verschiedener Promotoren wurde durch die Messung der Aktivitdt eines
Reportergenprodukts untersucht. Dazu wurden Promotorfragmente vor die Luziferase-
cDNA kloniert. Erhohte Transkription der cDNA korreliert mit einer erhohten
Luziferaseaktivitit im Zelllysat (Nordeen, 1988). Da die Transfektionseffizienz innerhalb
einer Transfektion stark variieren kann, wurde 1 pg des P-Galactosidase-
Expressionsvektors pEQ176 pro 6 cm Schale ko-transfiziert. Die 3-Galactosidaseaktivitit
war damit ein Mal} fiir die Transfektionseffizienz und wurde zur Standardisierung der
Luziferase benutzt. Da die Transfektionseffizienz auch von der Menge der transfizierten
DNA abhingt, wurde in jeden Transfektionsansatz die Menge an transfizierter DNA

konstant gehalten.

Extraktionspuffer 25 mM Tris-HCI, pH 7,8
2 mM EDTA
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10 % (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X-100
2mM DTT

Z-Pufter 60 mM Na,HPOj4
40 Mm NAH,PO,
10 mM KCl
I mM MgSOq4
50 mM B-Mercaptoethanol

MeBpuffer 25 mM Glycylglycin
15 mM MgSO4
5 mM ATP, pH 7,0

1M N32CO3
25 mM Luziferinlosung
4 mg/ml ONPG in Z-Puffer

Die transient transfizierten Zellen wurden 36 h nach Entfernung des Prézipitats einmal mit
PBS gewaschen und 10 min mit 400 pl Extraktionspuffer inkubiert. Die lysierten Zellen
wurden mit einem Zellschaber von den Schalen gelost und in ein Reaktionsgefil3
tiberfiihrt. Die Zelltriimmer wurden sedimentiert (3 min, 15.000 upm, Tischzentrifuge) und
der Uberstand fiir Luziferase- und p-Galactosidasemessung verwendet. Zur Messung der
Luziferaseaktivitidt wurden 50 pl Lysat zu 300 pul MeBpuffer gegeben und sofort in einen
Biolumaten (Berthold, LB1501) gestellt. Der Biolumat injiziert automatisch 100 pl
Luziferinlosung und bestimmt die Anzahl an Photonen, die innerhalb von 10 sec emittiert
werden. Jede Messung wurde zweimal durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet. Zur
Messung der $-Galactosidaseaktivitit wurden 400 pul Z-Puffer mit 20 pul Lysat und 100 pl
ONPG-Losung gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 250 ul 1 M Na,COs
gestoppt, sobald eine deutliche Gelbfarbung vorhanden war. Der Fiarbegrad wurde
photometrisch bei 405 nm in einem Titertek-Multiscan-Plus-gerdt bestimmt. Aus dem
Quotienten der Luziferasemessung und der -Galactosidasemessung wurde die relative
Luziferaseaktivitit errechnet. Fiir die Angabe der Aktivierung eines Promotors wurde die
relative Luziferaseaktivitit des Reportergenkonstruktes ohne koexprimierte
Transkriptionsfaktoren gleich eins gesetzt.
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2.5.3 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die denaturierende Auftrennung von Proteingemischen wurde je nach Grofie der
aufzutrennenden Poteine ein 7,5 bis 20%iges Polyacrylamidgele mit einem 5%igen

Sammelgel gegossen.

Auftragspuffer 160 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % (v/v) Glycerin
10% (w/v) SDS
0,25% (w/v) BPB
100 mM p-Mercaptoethanol

Laufpuffer 50 mM Tris-Base
380 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

Die Proteine wurden 1:2 in Ladepuffer verdiinnt, 5 min bei 95°C erhitzt und auf das Gel
geladen. Es wurden je nach Grofenbereich zwei verschiedene Molekulargewichtsstandards

benutzt:

Molekulargewichts-Standards 14.300 - 200.000 Da, vorgefarbt
2.850 - 43.000 Da, vorgefarbt

2.5.4 Anfarben von Proteinen mit Coomassie-Blau

Férbelosung 2 g/l Coomassie-Blau R250
0,5 g/l Coomassie G250
42,5% (v/v) Ethanol
5% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

Entfarbelosung 1 42,5% (v/v) Ethanol
5% (v/v) Methanol

Entfarbelosung 2 8% (v/v) Essigsdure
5% (v/v) Methanol

Zur Detektion von Proteinen nach der SDS-PAGE wurden die Gele mit Coomassie-Blau

gefiarbt. Dazu wurden die Gele 20 min in Férbelosung geschwenkt, mit destilliertem
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Wasser gespiilt und fiir 20 min in Entfarbeldsung 1 inkubiert. Danach wurden die Gele
mehrmals mit frischer Entfarbelosung 2 gewaschen, bis die Hintergrundfiarbung der Gele
entfernt war. Zur Aufbewahrung wurden die Gele auf ein Whatman Papier iiberfiihrt und
fiir 1 h bei 80°C getrocknet. Um die Proteinkonzentration von gereinigten bakteriellen
Proteinen abzuschétzen, wurde parallel eine BSA Verdiinnungsreihe im Gel aufgetrennt

und die Féarbungsintensititen miteinander verglichen.

2.5.5 Western-Blot

Zelllysate wurden tliber ein SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt in einer
Blotapparatur auf Nitrozellulose transferiert und die nicht besetzten Stellen der Membran
mit Milchproteinen abgesittigt. AnschlieBend wurde die Position der Proteine mittels eines
spezifischen Antikorpers und eines gegen den ersten AntikOrper gerichteten zweiten
Antikorpers bestimmt. Letzterer hat kovalent die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, deren
Umsetzung eines Substratgemisches aus Cumarsdure, Luminol und H,O, ein
fluoreszierendes Signal aussendet, welches mittels eines Filmes autoradiographisch

detektiert werden kann.

Kathodenpuffer 25 mM Tris-Base

40 mM 6-Aminohexanséure

4 % (v/v) Methanol
Anodenpuffer 1 30 mM Tris-Base

4% (v/v) Methanol
Anodenpuffer 2 300 mM Tris-Base

4% (v/v) Methanol
ECL-Blockpuffer 0,05% (v/v) Tween-20

5% (w/v) Magermilchpulver (Applichem)

in PBS
ECL-Waschpuffer 0,05% (v/v) Tween-20 in PBS
ECL-Kit
Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte sekundire Antikorper gegen Kaninchen
Whatman 3MM Papier

Nitrozellulose: Porengréfe 0,2 uM vliesverstirkt

Semi-dry Blot “Pegasus” (Phase)
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Aus dem Polyacrylamidgel wurde ein Streifen mit dem zu detektierenden Protein
ausgeschnitten und in Kathodenpuffer getrinkt. Gleichzeitig wurden je ein Whatman
Papier der Grofle des Gelstreifens in Kathodenpuffer, Anodenpuffer 1 und Anodenpuffer 2
getriankt. Nacheinander wurden das in Kathodenpuffer getrankte, sowie der Gelstreifen, die
in Anodenpuffer 1 getrdnkte Nitrozellulosemembran und das Anodenpuffer 1 und
Anodenpuffer 2 getrinkte Papier auf die Kathode der Blotapparatur blasenfrei aufgelegt.

Die Blotapparatur wurde mit der Anodenplatte verschlossen und die Proteine wurden bei

0,8 mA/cm” fiir 1 h auf die Nitrozellulosemembran transferiert.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran fiir 1 h bei Raumtemperatur in ECL-
Blockpuffer abgesittigt, bevor sie mit einem entsprechenden Antikorper in ECL-
Blockpuffer fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die
Membran 3 x 5 min mit ECL-Waschpuffer gewaschen und fiir I h mit dem zweiten
Antikorper inkubiert. Fiir die Detektion mit dem ECL-Kit wurde die Membran erneut 3 x
mit ECL-Waschpuffer und einmal mit PBS gewaschen. Die Detektion erfolgte durch
Inkubation der Membran fiir 1 min in ECL-L&sung und anschlieBender Belichtung mit

einem Fuji RX Film fiir eine 1/2, 2 und 5 min.

2.5.6 Nachweis von Proteinen in der Immunofluoreszene

3,7% Paraformaldehyd in PBS

0,2% Triton X-100 in PBS

20% Perdeserum in PBS

Moviol 4-88 (Hoechst) mit Isopropylgallat
Heochst 33258 (1 mg/ml Stammldsung in PBS)

Um iiberexprimierte Proteine iiber Immunfluoreszenz nachzuweisen, wurden am Boden
von Zellkulturschalen runde Deckgldschen mit 1 cm Durchmesser plaziert. Diese waren
vorher durch Einlegen in Ethanol entfettet und anschlieend hitzesterilisiert worden. Dann
wurden Zellen wie fiir eine Standardtransfektion ausgesit und wie iiblich transfiziert. 24
Stunden nach der Transfektion wurde das Medium abgesaugt, die Platten zweimal mit PBS
gewaschen und anschlieend fiir 20 min bei Raumtemperatur mit 3,7% Paraformaldehyd in
PBS fixiert. Anschlieend wurden die Platten dreimal mit PBS gewaschen und dann 8 min
mit 0,2% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit
PBS wurden die Deckgldschen mit Blocklosung (20% Pferdeserum in PBS) blockiert. Die
Blocklosung wurde vor Verwendung 30 min bei 5.000x g zentrifugiert, um unlosliche
Bestandteile zu entfernen. Zur Inkubation mit dem ersten Antikdrper wurde dieser
zundchst in Blockldsung verdiinnt und dann in 30 pl Tropfen auf Parafilm plaziert. Die

Deckgldschen wurden dann mit der Zell-Seite auf diese Tropfen gelegt und in einer
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feuchten Kammer 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS gewaschen
und anschlieBend wie zuvor mit in Blocklosung verdiinntem zweiten Antikorper inkubiert.
Zuletzt wurde die DNA mit Hoechst 33258 in PBS gefarbt (1 pg/ml, 3 min,
Raumtemperatur) und wieder dreimal mit PBS gewaschen. Schliellich wurden PBS
Kristalle mit destilliertem Wasser von der Riickseite der Deckgldschen gewaschen und die
Deckgliaschen mit einem Tropfen Moviol (mit Isopropylgallat als Bleichschutz) auf
Objekttrager montiert. Das Betrachten und Fotographieren erfolgte mit einem Zeiss
Axiophot Fotomikroskop (Integralmessung) und Kodak 200 ASA Diafilmen.

2.5.7 Immunoprizipitation

Hochsalz (HS)-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,4
2 M NaCl
1% (w/v) NP-40
0,5% (w/v) DOC

RIPA-Puffer 10 mM Tris-HCL, pH 7,4
150 mM NacCl
1% (w/v) NP-40
1% (w/v) DOC
0,1% (w/v) SDS
0,5% (w/v) Aprotinin

Protein A-Sepharose CL4B (Pharmacia) oder Protein G-Sepharose (E. Kremmer), in PBS
gequollen, mehrfach mit PBS gewaschen und in PBS mit 0,1% (w/v) Natriumazid bei 4°C
gelagert.

Fiir Immunprézipitationen wurden je nach Anwendung entweder AB-Puffer (hoch
stringent) oder F-Puffer (niedrig stringent) fiir die Zelllysis und Inkubation eingesetzt. Die
spezifischen Antikorper und 10-20 pl Protein A-Sepharose bei polyklonalen Antikdrpern
oder Protein G-Sepharose bei monoklonalen Antikdrpern wurden 30 min bei
Raumtemperatur vorinkubiert und anschlieend mindestens 1 h mit Zelllysaten bei 4°C in
einem 1,5 ml Reaktionsgefdll auf einer Wippe inkubiert. Bei Immunprézipitationen unter
hoher Stringenz wurde der an Protein A/G-Sepharaose gekoppelte Immunkomplex
zweimal mit RIPA-Puffer, einmal mit HS-Puffer und noch einmal mit RIPA-Puffer
gewaschen. Bei Immunprézipitationen unter niedriger Stringenz wurden die

Immunokomplexe dreimal mit F-Puffer gewaschen.
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2.5.8 Koimmunprizipitation

Fiir die Analyse von direkten Protein-Protein Wechselwirkungen in der Zelle wurden
HEK293 Zellen (4-5 x 10° Zellen pro 10 cm Kulturschale) mit [*>S]-Methionin markiert
und es wurden Lysate in F-Puffer hergestellt. AnschlieBend wurden die Lysate mit dem
ersten Antikorper und 20 pl Protein A/G-Sepharose fiir mindestens 1 h bei 4°C auf einer
Wippe inkubiert. Die an der Protein A/G-Sepharose gebundene Protein-Antikorper-
Komplex wurde zunéchst dreimal mit F-Puffer gewaschen. Dann wurden 200 pl des
stringenten AB-Puffers zugegeben und wie zuvor fiir 30 min inkubiert. Bei diesem Schritt
blieb das direkt von den Antikdrpern erkannte Protein zusammen mit den Antikérpern an
der Protein A/G-Sepharose gebunden, wihrend indirekt gebundene Proteine abgegeben
wurden. Nach 3-4facher Verdiinnung in F-Puffer konnten diese Proteine mit einer zweiten
Immunprézipitation nachgewiesen werden. Die in beiden Reaktionen an die Antikorper
gebundenen Proteine wurden anschlieend auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt,
im Gel fixiert (30 min in 40% Ethanol/10% Essigsdure), in Amplify-Losung fiir 30 min

inkubiert und autoradiographisch nachgewiesen.

2.5.9 Affinititsreinigung von Antikdrpern

Zunichst wurde das zu reinigende Antiserum mit Ammoniumsulfat fraktioniert (Harlow
und Lane, 1988). Zuvor waren waren 5 mg GST-hASH?2 an Affigel-10 Sepharose (Biorad)
nach Vorgabe des Herstellers kovalent gekoppelt worden. Das Binden/Eluieren der
Antikorper durch Senken/Anheben des pH-Werts erfolgte ebenfalls wie bei Harlow und
Lane. Die eluierten Antikorper wurden gegen PBS/10% Glycerin dialysiert und der
Proteingehalt photometrisch bestimmt. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration auf
0,2 mg/ml durch Ultrafiltration in Centricon-Konzentratoren erhoht und die Antikorper bei

—20°C eingefroren.

2.5.10 Gekoppelte in vitro-Transkription /-Translation

In vitro translatierte und [*°S]-markierte Proteine wurden mit dem TNT-System nach
Vorgaben des Herstellers prapariert. Je 1 pl von jedem Ansatz wurde nach Beendigung der
Reaktion iiber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die eingebaute Radioaktivitit
mit einem Phosphorimager (Fuji BAS 2000) und zugehdriger Software (Fuji MacBAS 2.2)

quantifiziert.
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2.5.11 Pulldown-Experimente mit GST-Fusionsproteinen

Bindungspuffer 20 mM Hepes, pH 8,0
100 mM NaCl
0,1 mM EDTA
0,05% (w/v) Triton X-100
0,1% Aprotinin
1 mM PMSF

Gluthation-Agarose

Es wurden 2-5 pg rekombinantes GST-Fusionsprotein an 15 pl Gluthation-Agarose
gebunden und mit dquivalenten Mengen der in vitro translatierten und [*°S]-markierten
Proteine fiir 90 min bei 4°C inkubiert. Die an die Gluthation-Agarose gebundenen Protein-
Komplexe wurden dreimal mit Bindungspuffer gewaschen und auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, im Gel fixiert (30 min in 40% Ethanol/10% Essigséure), in
Amplify-Losung fiir 30 min inkubiert und autoradiographisch nachgewiesen.

2.5.12 Acetyltransferase-Assay

HAT-Puffer 50 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM EDTA
1 mM DTT
1 mM PMSF
10 mM Na-Butyrat

Es wurden 2-5 pg rekombinantes Proteine mit 0,2 ug GST-CBP-HAT oder 5 ul
gereinigtem Baculovirus CBP in 30 pl HAT-Puffer zusammen mit ['*C]-Acetyl-CoA fiir
45 min bei 30°C inkubiert. Die Proteine wurden anschlieBend auf einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, im Gel fixiert (30 min in 40% Ethanol/10% Essigsdure), in

Amplify-Losung fiir 30 min inkubiert und autoradiographisch nachgewiesen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung c-Myc assoziierter Faktoren

Um ein genaueres Verstindnis der molekularen Mechanismen der c-Myc Funktion zu
erlangen, wurde von Matthias Austen in unserer Arbeitsgruppe eine
affinitdtschromatografische Aufreinigung von c-Myc-interagierenden Proteinen aus
Zellextrakten etabliert. Dieser Ansatz erlaubte die Aufreinigungen von Faktoren, die an
natives, endogenes c-Myc binden, wie es in einem Hefe-2-Hybrid-Screen oder bei
Verwendung von rekombinanten c-Myc nicht moglich wére. In einem Hefe-2-Hybrid-
Screen kann die komplette Transaktivierungsdomine von c-Myc nicht eingesetzt werden,
da diese in Hefe ein starker Transaktivator ist. Rekombinantes full length c-Myc 1a6t sich
nur in sehr geringer Ausbeute mit einem groBem Anteil an denaturiertem Protein
gewinnen, was zu unspezifischen Interaktionen fithren kann. Die Zellextrakte wurden aus
der humanen Jurkat-T-Zelllinie gewonnen, da sich von diesen Suspensionszellen in kurzer
Zeit grole Mengen kultivieren lassen und sie iiber eine hohe Konzentration an endogenem

c-Myc verfligen.
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Abb. 4 Affinititschromatographie. Lysate von 1x10° Jurkat-Zellen in F-Puffer wurden affinitschromato-
grafisch iiber eine a-c-Myc- (6A10) bzw. a-Madl- (5C9) Sdule aufgetrennt. Die eluierten Proteine wurden
iiber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blau geférbt.
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Fiir die affinitdtschromatografische Aufreinigung wurde der monoklonale c-Myc
Antikorper 6A10 kovalent an eine Affigel-10 Sdule gekoppelt. AnschlieBend wurden
Gesamtzellextrakte von Jurkat-Zellen in F-Puffer auf diese Sdule aufgetragen, nicht
gebundene Proteine weggewaschen und die bindenden Proteine durch Zugabe von SDS
eluiert. Das Eluat wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Als
Kontrollansatz wurde eine Affigel-10 Sdule, an die der monoklonale Mad1-spezifische
Antikorper 5C9 gekoppelt war, verwendet. Es konnten drei spezifisch an c-Myc bindende
Polypeptide mit ungefdhren Molekulargewicht von 150, 110 und 86 kDa identifiziert
werden (Abb. 4). Diese Polypeptide wurden aus dem Gel ausgeschnitten, tryptisch verdaut
und die Aminosduresequenz einzelner Peptide wurde durch Edman-Abbau bestimmt
(Tabelle 2). Anhand der Peptidsequenzen konnten p110 als Nucleolin und p87 als hASH2
identifiziert werden. Fiir p150 konnten nur cDNA Klone in den Datenbanken gefunden
werden.

Zur Bestitigung der Signifikanz und Bedeutung dieser Interaktionen mufite zunéchtst in
vivo und in vitro die Bindung an c-Myc untersucht werden. Im weiteren Verlauf wurde der
Einfluss auf das Zellwachstum und die c-Myc-vermittelte Transaktivierung und

Transformation analysiert.

Tabelle 2: Interne Spaltpeptide der drei aufgereinigten Polypeptide nachgewiesen durch automatische N-
terminale Edman-Sequenzierung nach tryptischen Verdau der einzelnen Polypeptide.

Polypeptid tryptisches Aminosiuresequenz Protein oder cDNA-Klon
Fragment (GI in GenBank)

p150 T52 TGPMG SLGQA EQVVS EST-Klone (z.B. GI: 14042001,
T57 LOGSE LSLVP HYDIL kodiert fiir die gesamte cDNA
T59 VLEEQ AQNLG LEGTL von p150)

p110 T41 GFGFV DFNSE E Nucleolin (GI: 128841)
T59 TLVLS NLSYS ATEET

p86 T36 YLYFE EKDFV DKAE hASH2 (GI: 4009336)
T39 FGLLD QDLSN IGPAY

3.2 Charakterisierung des Trithorax-Proteins hASH?2

3.2.1 Das Trithorax Protein ASH?2

Das ash2 Gen wurde urspriinglich in Drosophila bei einem Screen fiir Lethalitit im spéten
larvalen oder frithen Puppenstadium mit Imaginalscheiben-Abnormalititen identifiziert
(Shearn et al., 1971). Es ist ein Mitglied der Gruppe der Trithorax-Gene. Die Genprodukte
der Trithorax-Gruppe sind wihrend der Embryonalentwicklung fiir die korrekte

Aufrechterhaltung der Expression einer Reihe von entwicklungsspezifischen Regulatoren,
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wie den Drosophila Homoobox-Genen (HOM), verantwortlich (Kennison, 1995; Gould,
1997; Mahmoudi und Verrijzer, 2001). Mutationen im ash2 Gen verursachen homeotische
Transformationen, zusétzlich aber auch Defekte in der Musterbildung (Adamson und
Shearn, 1996). Diese Abnormalitéten treten an den Beinen und Fliigeln auf. An den Beinen
ist ein vermehrtes GroBBenwachstum und die zusétzliche Bildung von kleinen {iberzéhligen
Beinen zu beobachten. An den Fliigeln kommt es zu Duplikationen von Hérchen und zur
Transformation der kampaniformen Sensillen (sensorische Organe zum Fliegen) zu
Hérchen. Dieser transformierte Phianotyp wurde nur bei ash2 Mutanten, nicht aber bei
Mutationen anderer Trithorax Gene gefunden. Dies 146t darauf schlieen, dass ash2 nicht
ausschlieBlich fiir eine korrekte Expression der HOM Gene verantwortlich ist. Sondern
auch an der Kontrolle anderer wichtiger entwicklungsbiologischer Faktoren beteiligt ist,
die das Zellwachstum koordinieren (Adamson und Shearn, 1996).

Das 2,0 kb groBe ash2-Transkript in Drosophila kodiert fiir ein 572 Aminoséduren grof3es
Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 64,8 kDa. Das kernstindige Protein
wird wéhrend der gesamten Embryonalentwicklung ubiquitir exprimiert. Wahrend des
Larvenstadiums ist es in den Imaginalscheiben nur in geringer Konzentration zu
detektieren. Nach der Puppenbildung wird jedoch eine deutlich hohere Expression und eine
Anderung der Proteingrofe beobachtet. Wihrend des Larvenstadiums besitzt ASH2 ein
Molekulargewicht von 70 kDa, im Puppenstadium vom 53 kDa. Ob die Veridnderung der
Proteingrofle aufgrund von unterschiedlichen Spleissvarianten oder posttranslationellen
Modifikationen zustande kommt, ist bisher unbekannt (Adamson und Shearn, 1996).

Die humane ASH2 cDNA wurde in einer fotalen Gehirn cDNA Bibliothek (Wang et al.,
2001b) und im Rahmen des humanen Genomprojektes gefunden (Ikegawa et al., 1999).
Die 2381 bp lange mRNA kodiert fiir ein Protein von 628 Aminoséuren.
Expressionsanalysen von Wang et al. (2001) und Ikegawa et al. (1999) zeigten, dass
hASH?2 in adultem und fotalem Gewebe exprimiert wird. Dabei wurde hASH2 ubiquitér
exprimiert und kommt vermehrt in adultem Testis und fotalem Lebergewebe vor. Eine
geringe Expression ist in adulter Lunge, Leber, Niere, Prostata und peripheren Blut zu
beobachten. Wang et al. (2001) konnten zusétzlich zeigen, dass hASH2 in den
leukdmischen Zelllienen K562, Hel und Dami um das 10 bis 20 fache hdher exprimiert
wird als in anderen lymphozytéren, myeloiden oder monozytiren Zelllienen. Desweitern
konnten sie in diesen drei Zelllinien zeigen, dass die hASH2 Expression durch
Phorbolester-induzierte Differenzierung zu Megakaryozyten stark reduziert wird. Bei einer
Hémin induzierten Differenzierung von K562-Zellen zu Erythrozyten ist hingegen keine
Reduktion der hASH2 Expression zu beobachten (Wang et al., 2001b).

Die Lénge des genomischen Lokus betrdgt 34,2 kb und gliedert sich in 17 Exons auf
Chromosom 8pl11.2 (Ikegawa et al., 1999). Wang et al. (2001) beschreiben zwei Spleil3-
Varianten ASH2L1 und ASH2L2. ASH2L1, das in dieser Arbeit hASH2 genannt wird,
besitzt kein Exon 2. Bei der alternativen Splei3-Variante ASH2L2 werden Exon 1 und 15
aus der mRNA gespleifit. Dadurch entsteht ein Protein mit 501 Aminosduren.



44

3.2.2 Sequenzanalyse von hASH2

Das hASH2 Protein ist 628 Aminosduren lang. Es besitzt ein zweigeteiltes
Kernlokalisationssignal zwischen Aminosdure 299 und 315 und eine SPRY-Domine
zwischen Aminosdure 398 und 583 (Ponting et al., 1997; lkegawa et al., 1999). Diese
Doméne wurde in sehr unterschiedlichen Proteinen gefunden. Dazu gehdren die
dualspezifische Kinase SplA aus Dictyostelium discoideum, Ryanodin-Rezeptoren, das
RNA-bindende Protein hnRNPU und die putative RNA Helikase DDX1. SplA ist an der
Sporendifferenzierung beteiligt, Ryanodin-Rezeptoren sind intrazelluire Ca*"-Kanilen,
hnRNPU wirkt an der RNA-Prozessierung mit und DDX1 spielt eine Rolle beim
Zellwachstum und bei der Zellteilung (Ponting ef al., 1997). Obwohl bisher keine
Informationen {iber eine mogliche Funktion der SPRY-Domine vorhanden sind, wird
aufgrund des Vorkommens in den RNA-bindenden Proteinen hnRNPU und DDX1
vermutet, dass die Domine an der Bindung von RNA beteiligt ist (Ponting et al., 1997).

Im Gegensatz zu ASH2 aus Drosophila besitzt das humane Homologe im N-terminalen
Bereich keine PHD-Domine, die als ein doppelter Zink-Finger mit sieben Cysteinen und
einem Histidin in der Anordnung Cyss-His-Cyss definiert ist. Die PHD-Domine wird als
Protein-Protein-Interaktionsdoméne in zahlreichen eukaryontischen Proteinen beschrieben,
die an der Chromatin-abhéngigen Transkriptionsregulation beteiligt sind (Aasland et al.,
1995; Koken et al., 1995; Capili et al., 2001). So konnte kiirzlich die Rekrutierung des
NuRD-Histondeacetylasekomplexes iiber die PHD-Domine des KRAB-Zink-Finger-
Proteins gezeigt werden (Ponting et al., 1997). Dem humanen ASH2 fehlen drei Cysteine
und der Histidin-Rest fiir eine vollstindige PHD-Domaéne. Ob allerdings die verbleibenden

vier Cysteine einen funktionellen Zink-Finger bilden, ist unklar.

o & P Ko K O
) N P o5 4
1 GGTGATGGCGGCGGCAGGAGCAGGACCTGGCCAGGAAGCGGGTGCCGGGCCTGGCCCAGGAGCGGTCGCAAATGCAACAGGGGCAGAAGAG
1 M A A A G A G P G Q E A G A G P G P G A V A N A T G A E E

91 GGGGAGATGAAGCCGGTGGCAGCGGGAGCAGCCGCTCCTCCTGGAGAGGGGATCTCTGCTGCTCCGACAGTTGAGCCCAGTTCCGGGGAG
30 G E M K P v A A G A A A P P G E G I S A A P T Vv E P S S G E
181 GCTGAAGGCGGGGAGGCAAACTTGGTCGATGTAAGCGGTGGCTTGGAGACAGAATCATCTAATGGAAAAGATACACTAGAAGGTGCTGGG
60 A E G G E A N L v D \4 S G G L E T E S S N G K D T L E G A G
271 GATACATCAGAGGTGATGGATACTCAGGCGGGCTCCGTGGATGAAGAGAATGGCCGACAGTTGGGTGAGGTAGAGCTGCAATGTGGGATT
90 D T S E v M D T Q A G S v D E E N G R Q L G E Vv E L Q (o} G I
361 TGTACAAAATGGTTCACGGCTGACACATTTGGCATAGATACCTCATCCTGTCTACCTTTCATGACCAACTACAGTTTTCATTGCAACGTC
120 Cc T K W F T A D T F G I D T S S C L P F M T N Y S F H C N v

,Zn-Finger™
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451 TGCCATCACAGTGGGAATACCTATTTCCTCCGGAAGCAAGCAAACTTGAAGGAAATGTGCCTTAGTGCTTTGGCCAACCTGACATGGCAG
150 cCc H H S GN T Y F L R K (QANTL K EMT CUL S A L ANTL T W Q
541 TCCCGAACACAGGATGAACATCCGAAGACAATGTTCTCCAAAGATAAGGATATTATACCATTTATTGATAAATACTGGGAGTGCATGACA
180 s R T Q b E H P K TMVF s KD KD I I P F I DK Y W ECMT
631 ACCAGACACAGACCTGGGAAAACGACTTGGCCAAATAACATTGTTAAAACAATGAGTAAAGAAAGAGATGTATTCTTGGTAAAGGAACAC
210 T R Q R P G K M T W P NNTIT V K T M S K ER DV F L V K E H
721 CCAGATCCAGGCAGTAAAGATCCAGAAGAAGATTACCCCAAATTTGGACTTTTGGATCAGGACCTTAGTAACATTGGTCCTGCTTATGAC
240 P D P G S KD P EE D Y P KF G L LD QDIL S NTI G P A Y D
T39
811 AACCAAAAACAGAGCAGTGCTGTGTCTACTAGTGGGAATTTAAATGGGGGAATTGCAGCAGGAAGCAGCGGAAAAGGACGAGGAGCCAAG
270 N O K Q¢ S s AV S TS G NL NG G I A A G S S G K G R G A_K
901 CGCAAACAGCAGGATGGAGGGACCACAGGGACCACCAAGAAGGCCCGGAGTGACCCTTTGTTTTCTGCTCAGCGCCTTCCCCCTCATGGC
300 R K g 9 DG T T G T T K KAIRS D P L F S A Q R L P P H G
NLS
991 TACCCATTGGAACACCCGTTTAACAAAGATGGCTATCGGTATATTCTAGCTGAGCCTGATCCGCAAGCCCCTGACCCCGAGAAGCTGGAA
330 Yy p L E H P F N K D G Y R Y I L A E P D P HA P D P E K L E
1081 ATTGACTGCTGGGCAGGGAAACCTATTTCTGGAGACCTTTACAGAGCCTGCTTGTATGAACGGGTTTTGTTAGCCCTACATGATCGAGCT
360 L p¢cw-AGI K ?PTI P GDIL Y RATCULYEU RV L L A L H D R A
1171 CCCCAGTTAAAGATCTCAGATGACCGGCTGACTGTGGTTGGAGAGAAGGGCTACTCTATGGTGAGGGCCTCTCATGGAGTACGGAAGGGT
390 P L K I s bDURL TV V G EK G Y s MV R A S HG V R K G
1261 GCCTGGTATTTTGAAATCACTGTGGATGAGATGCCACCAGATACCGCTGCCAGACTGGGTTGGTCCCAGCCCCTAGGAAACCTTCAAGCT
420 A WY ¥ E I T V DEM P P D TAAIRILGW s Q P L G N L Q A
1351 CCTTTAGGTTATGATAAATTTAGCTATTCTTGGCGGAGCAAAAAGGGAACCAAGTTCCACCAGTCCATTGGCAAACACTACTCTTCTGGC
450 P L G Y b K F s Y S W IR S K K G T K F H Q S I G K H Y S s G
1441 TATGGACAGGGAGACGTCCTGGGATTTTATATTAATCTTCCTGAAGACACAGAGACAGCCAAGTCATTGCCAGACACATACAAAGATAAG
480 Yy 6 o G DV L GGF Y I NL P EDTE TAK S L P DT Y K D K

SPRY-Doméane

1531 GCTTTGATAAAATTCAAGAGTTATTTGTATTTTGAGGAAAAAGACTTTGTGGATAAAGCAGAGAAGAGCCTGAAGCAGACTCCCCATAGT
510 A L I K F K S ¥ L Y F E E KD F vV D K A E K S L K Q T P H S
T36
1621 GAGATAATATTTTATAAAAATGGTGTCAATCAAGGTGTGGCTTACAAAGATATTTTTGAGGGGGTTTACTTCCCAGCCATCTCACTGTAC
540 EF I I F ¥ K N GV N Q GV A Y KD I F E GV Y F P A I s L Y
1711 AAGAGCTGCACGGTTTCCATTAACTTTGGACCATGCTTCAAGTATCCTCCGAAGGATCTCACTTACCGCCCTATGAGTGACATGGGCTGG
570 K s ¢cT™vwv 8 I N ¥F GP CF K Y P P KDL T Y R P M S D MG W
1801 GGCGCCGTGGTAGAGCACACCCTGGCTGACGTCTTGTATCACGTGGAGACAGAAGTGGATGGGAGGCGCAGTCCCCCATGGGAACCCTGA
600 G AV V E H T L ADV L Y HV E T E V DGR R S P P W E P
1891 CCAGGTCCCTCTTTTCTGTCAAGGACTTTCTGGGAATAATACTGGGGGTTTTGTTTTTGTTTTTGAACTGTCTCAAATGTTCTCCCAAA
1981 GATGCTAAAAACACAGCCTCTCCTTTTAGCAAGTTAAAAGGCTGGGTAGGACTGCGGGAGACTGCCTGCCTTTCACCATTTTCTCCCCAC
2071 TTCCAGTGACTGCTCTTATTTTGTGTACCATAAGCCAACAACCGCTGACTCCAGGATTGCATAAGCCCCCTGTGAAATCGGTGCTGTACT
2161 GCATACCCTGCCAGCTGTGACTTGTTATCCTACTATATTTTCTAAGGAGTGAATAATATTGTCCGAGTAACTAACTTATTTAAAAGACAT
2251 TTCCTTCTGTGGGCATTGACTGTATCCCACCTGTTTTCCAAGGAAATGGTAACCTGTTTCTGAGAACACCTGAAATCAATGGCTATACAT
2341 TCCAAACCAATCTAAACGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abb. 5 Struktur von hASH2. (A) Grafische Darstellung von hASH2 und seiner Doménen (B) Nukleotid-
und translatierte Aminosdure-Sequenz von hASH2 (GI: 4210446). Das potentielle Zn-Finger-Motif, das
Kernlokalisationssignal (NLS) und die SPRY-Doméne sind unterstrichen. Die Sequenzen der Spaltpeptide
T36 und T39 aus dem Edman-Abbau sind grau hinterlegt.

Neben Drosophila und humanem ASH2 wurde auch ein murines ASH2 beschrieben
(Ikegawa et al., 1999). Bei einer BLAST-Datenbanksuche mit dem humanen ASH2
werden zusédtzlich noch homologe Proteine aus C. elegans und S. pombe gefunden. Ein
Sequenzvergleich zeigt, dass die Aminosiduresequenz von ASH2 zwischen den
verschiedenen Spezies hochkonserviert ist (Abb. 6, Tabelle 3A). Auch die Anordnung des
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Zink-Fingers, des Kernlokalisationssignals und der SPRY-Doméne ist in allen Spezies
gleich. Ein Vergleich der Zink-Finger-Doméne zwischen den verschiedenen Spezies zeigt,
dass im Gegensatz zu den Vertebraten, bei den Invertebraten der PHD-Zink-Finger mit der
Anordnung Cyss-His-Cys; konserviert ist. Die SPRY-Domine ist dagegen bei allen
Spezies hochkonserviert. Dies spiegelt sich auch im Homologievergleich wider. So ist
zwischen den Spezies die Homologie des gesamten Proteins kleiner als die Homologie der
SPRY-Doméne (vergleiche Tabelle 3 A mit B).

Tabelle 3: Homologievergleich der ASH2 Aminosiuresequenz aus verschiedenen Spezies. Die
angegebenen Zahlen geben die homologen Aminosduren zwischen zwei Spezies in Prozent wieder. Der
Sequenzvergleich erfolgte mittels des ClustalW Programms vom European Bioinformatics Institute
(www?2.ebi.ac.uk/clustalw). (A) gesamtes Protein, (B) SPRY-Domine, (C) PHD-Domine.

A Gesamtes Protein
Mensch Maus Drosophila C. elegans
Mensch - - -
Maus 94 - - -
Drosophila 55 55 - -
C. elegans 45 44 51 -
S. pombe 34 35 37 33
B SPRY-Doméne
Mensch Maus Drosophila C. elegans
Mensch - - -
Maus 97 - - -
Drosophila 74 72 - -
C. elegans 61 60 64 -
S. pombe 43 43 43 43
C PHD-Domine
Mensch Maus Drosophila C. elegans
Mensch - - -
Maus 100 - - -
Drosophila 32 32 - -
C. elegans 31 31 56 -
S. pombe 28 28 59 42

Kiirzlich wurde der Setl-Komplex mit Histon-Methyltransferase-Aktivitdt aus
Saccharomyces cerevisiae aufgereinigt (Roguev et al., 2001; Nagy et al., 2002). Eine der
sieben Untereinheiten Bre2 weist eine Homolgie zu der SPRY-Doméne von ASH2 auf.
Allerdings erstreckt sich die Homologie zu hASH2 nur iiber den C-Terminus mit der
SPRY-Domine. Bre2 fehlt der PHD-Finger. Interessanterweise besitzt aber eine weitere
Untereinheit des Setl-Komplexes, Sppl, einen PHD-Finger. Die grofite Homologie hat der
PHD-Finger von Sppl jedoch zu dem PHD-Finger des S. pombe Proteins SPCC594.05¢
und zu dem humanen Protein CGBP, das an nicht-methylierte CpGs bindet (Voo et al.,
2000). Eine Homologie zu den PHD-Fingern der ASH2 Proteine konnte in einem BLAST-

Datenbankvergleich nicht festgestellt werden.
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Der Setl-Komplex ist in der Lage, Histon H3 an Lysin-4 zu methylieren. Mutationen
einzelner Komponenten des Komplexes fiihren zur Verkiirzung der Telomerldnge und zu
Defekten beim Telomer silencing (Roguev et al., 2001; Nagy et al., 2002). Dariiber hinaus
ist die katalytische Untereinheit Setlp auch am silencing des mating-type Locus, der
Regulation des Metabolismus und der DNA-Reparatur beteiligt (Nislow et al., 1997; Corda
et al., 1999; Schramke et al., 2001). Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Methylierung von Histon H3 an Lysin-4 nicht nur mit transkriptioneller Inhibition, sondern
auch mit Aktivierung assoziiert ist. So konnte gezeigt werden, dass transkriptionell aktive
oder kompetente chromosomale Regionen iiberwiegend an Lysin-4 von Histon H3
methyliert sind (Litt ez al., 2001; Noma et al., 2001).

Des Weitern konnte gezeigt werden, dass die Methylierung von Histon H3 an Lysin4 durch
die humane Histon-Methyltransferase Set9 die Bindung des NuRD Histon-Deacetylase-
Komplexes inhibiert und dass in Gegenwart von Set9 die Transaktivierung durch Gal4-
VP16 stimuliert wird (Nishioka et al., 2002). Eine zweite Arbeitsgruppe zeigte, dass die
Set9-Methylierung mit der transkriptionsstimulierenden Acetylierung durch CBP/p300
gekoppelt ist. Die Methylierung von Histon H3 an Lysin-4 in Histon-Oktameren stimuliert
die anschlieBende Acetylierung durch CBP/p300 an Histon H3 und H4. Im Gegensatz dazu
fithrt die Methylierung durch die Methyltransferase SUV39H1 an Lysin-9 von Histon H3
zur Inhibition der Acetylierung sowohl an H3 als auch an H4 (Wang et al., 2001D).
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Abb. 6 Sequenzvergleich von ASH2. Es wurde ein ClustalW Sequenzvergleich (www?2.ebi.ac.uk/clustalw)
von ASH2 Sequenzen aus Mensch (BAA74520), Maus (BAA35128), Drosophila (AACA47328), S. pombe
(CAA18661), C. elegans (CAC27517) durchgefiihrt. Homologe Aminoséduren sind grau hinterlegt, identische
sind zusétzlich fettgedruckt. In den ersten beiden Zeilen ist die Homologiesequenz des PHD-Fingers
angegeben, in den letzten drei Spalten die Homologiesequenz der SPRY-Doméne (a = aromatisch, ¢ =
geladen, h = hydrophob, p = polar, s = klein, t = sehr klein)

3.2.3 Klonierung von hASH2

Die gesamte hASH2 cDNA wurde aus den beiden cDNA Klonen AA378721 und N32725
zusammengesetzt, die vom Deutschen Ressourcenzentrum fiir Genomforschung, Berlin,
bezogen wurden. AA378721 kodiert fiir den 5’-Bereich von Basenpaar 1 bis 686 und
N32725 kodiert fiir den 3’-Bereich von Basenpaar 257 bis 2361. Im sich tiberlappenden
Bereich beider Klone wurde mit Hilfe der Restriktionsschnittstelle BspE 1 (bp 480) die
gesamte hASH2 ¢cDNA zusammengesetzt. Die Sequenz der hASH2 ¢cDNA wurde durch
Sequenzierung iiberpriift und stimmt mit der Sequenz, die unter BAA74520 in der NCBI-
Datenbank publiziert ist, iiberein.

3.2.4 Charakterisierung von hASH?2 spezifischen Antikorpern

Zur ndheren Charakterisierung von hASH2 wurden zwei hASH2-spezifische Antiseren
hergestellt. Dazu wurde hASH2 als GST-Fusionsprotein in Bakterien exprimiert,
aufgereinigt und zur Immunisierung von zwei Kaninchen eingesetzt. Beide Seren (547,
548) sind immunoreaktiv gegen hASH2. Fiir einen weiteren FEinsatz in der
Immunfluoreszenz und Chromatin-Immunprézipitation (ChiP) wurden die Abnahmen 2, 3
und 4 des Serums 548 vereinigt und affinititschromatografisch mit GST-hASH2 gereinigt.
Wie Abb. 7A zeigt, wird in COS7-Zellen tiberexprimiertes HA-Epitop getagtes hASH2 mit
dem gereingten Serum 548 und dem anti-HA-Antikdrper immunprézipitiert, nicht jedoch
mit dem 548 Praimmunserum oder einem Antiserum gegen Madl.

Neben den polyklonalen Seren wurden in Zusammenarbeit mit E. Kremmer (GSF,
Miinchen) auch monoklonale Antikorper in Ratten erzeugt. Zur Immunisierung wurde
ebenfalls GST-hASH2 eingesetzt. Wie Abb. 7B zeigt, immunprizipitieren beide
monoklonalen Antikorper, 4B5 und 4C5, und das polyklonale Antiserum 548 endogenes
hASH?2 aus Jurkat-Zellen. Dabei immunprézipitieren das polyklonale Serum 548 und der
monoklonale Antikorper 4B5 vergleichbare Mengen an hASH2. Der monoklonale
Antikorper 4C5 immunpréazipitiert hingegen deutlich weniger hASH2. Da die eingesetzten
monoklonalen Antikorper nicht aufgereinigte Zellkulturiiberstande sind, kann noch keine
Aussage iiber die Affinitit zu hASH2 gemacht werden. Der Unterschied in der
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Immunpréazipitation kann auch aufgrund unterschiedlicher Antikdrpermengen in den

Uberstinden zustande kommen.
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Abb. 7 Charakterisierung von polyklonalen und monoklonalen Antikérpern gegen hASH2 in der
Immunoprizipitation. (A) COS7-Zellen wurden mit pCB6'-hASH2-HA oder pCB6" (Komtrolle)
transfiziert und in RIPA-Puffer lysiert. AnschlieBend wurde hASH2 mit dem a-hASH2 548-0
Praimmunserum, dem o-hASH2 affinitidtsgereinigtem 548 Serum, dem monoklonalem a-HA Antikdrper
3F10 und dem polyklonalen a-Madl-Antikdrper C-19 immunprézipitiert und im Immunoblot mit dem
monoklonalem a-HA Antikorper 3F10 nachgewiesen. (B) Jurkat-Zellen wurden in RIPA-Puffer lysiert.
AnschlieBend wurde endogenes hASH2 mit dem polyklonalem Antiserum 548, dem Prdimmunserum 548-0,
den monoklonalen Antikdérpern 4B5 und 4CS5 und nur mit Protein-G-Agarose immunprézipitiert und im
Immunoblot mit dem monoklonalem a-hASH2 Antikorper 4C5 nachgewiesen.

3.2.5 Expression von hASH2 in Zelllinien

Fiir humanes und murines ASH2 wurde auf mRNA Ebene gezeigt, dass es in embryonalem
und adultem Gewebe ubiquitdir exprimiert wird. Um mdgliche Unterschiede in
immortalisierten und transformierten Zellen feststellen zu kdonnen, aus denen sich erste
Anhaltspunkte fiir die Funktion ableiten lieBen, wurde in verschiedenen humanen
Zelllinien die Expression von hASH2 auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden
Ganzzellextrakte von 2 x 10° bzw. 4 x 10° Zellen jeder Zellline hergestellt und die
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Expression von hASH2 im Immunoblot detektiert. Zum Vergleich der Proteinmengen
wurde als Standard die Expression des ubiquitir exprimierten Nucleolins detektiert.

Dabei zeigte sich, dass in den untersuchten Zelllinien hASH2 ubiquitér exprimiert wird.
Allerdings sind Unterschiede im Expressionslevel zu beobachten. Von Burkitt-
Lymphomen abgeleitete Linien (Manca, Namalwa, CA46, Ramos) wird hASH2 im
Vergleich zu den anderen Zelllienen nur sehr niedrig exprimiert. Auch in promyeloiden
HL-60 Zellen ist die Expression niedrig. Eine hohe Expression zeigen hingegen die
Mammakarzinom-Linien T47D, MCF7. Die Expression in der Jurkat T-Zelllinie, den
Monoblastenlinie U-937, der Osteosarkom abgeleiteten Linie Saos-2 und der embryonalen
Nieren Zellliene HEK-293 ist vergleichbar.

L e e ———o——aamar <+— NUCleEOIIN

Abb. 8 Expression von hASH2 in verschiedenen Zelllinien. Es wurden von jeder Zelllinie Lysate in RIPA-
Puffer von 2 x 10° (links) und 4 x 10° (rechts) Zellen durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und hASH2 im
Immunoblot mit dem a-hASH2 Serum 548 detektiert. Zum Abgleichen der eingesetzten Proteinmengen
wurde parallel Nucleolin mit dem monoklonalem Antikdrper MS-3 nachgewiesen.

3.2.6 Kernlokalisation

Das Drosophila ASH2 Protein wurde als ein kernstéindiges Protein beschrieben (Adamson
und Shearn, 1996). In Immunfluoreszenz-Untersuchungen mit anti-hASH2 spezifischen
Antikorpern wurde die zelluldre Lokalisation von humanem ASH2 analysiert. Dabei
konnten die drei hASH2 Antikorper in einer weiteren Anwendung getestet werden.
Zunichst wurde tiberexprimiertes, mit einem C-terminalen HA-Epitop versehenes hASH2
in COS7-Zellen durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. Sowohl bei den beiden gegen das
HA-Epitop gerichteten Antikorpern 3F10 und Y-11, als auch bei dem hASH?2 spezifischen
Serum und 548 und den monoklonalen Antikdrpern 4B5 und 4C5 war eine spezifische
Fluoreszenz im Zellkern zu beobachten (Abb. 9). Die mit den Antikorpern 548 und 4C5
beobachtete Kernfluoreszenz liel sich durch Vorinkubation der Antikérper mit GST-
hASH?2 autheben (nicht gezeigt).
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Abb. 9 Kernlokalisation von hASH2. (A) COS7-Zellen wurden mit pCB6'-hASH2-HA transfektiert, fixiert
und durch indirekte Immunfluoreszenz mit anti-hASH2-spezifischen (548, 4C5, 4B5) bzw. anti-HA-
spezifischen (3F10, Y11) Antikérpern und den jeweiligen (a-Kaninchen, a-Ratte) sekundidren Cy3-
gekoppelten Antikorper gefarbt. Die DNA wurde mit Hoechst 33258 gefirbt. (B) MCF-7 Zellen wurden
fixiert und endogenes hASH2 durch indirekte Immunofluoreszenz mit den anti-hASH2-spezifischen
Antikdrpern 548 und 4C5 und sekundidren Cy3-gekoppelten a-Kaninchen bzw. a-Ratte Antikdrpern
nachgewiesen. Die DNA wurde mit Hoechst 33258 gefirbt.

Die Expressionsuntersuchung von hASH2 in Kapitell 3.2.5 zeigte eine erhohte Expression
in den Mammakarzinom Zelllinien T47D und MCF-7. Daher wurde versucht, in MCF-7
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Zellen endogenes hASH2 nachzuweisen. Mit dem Antiserum 548 trat nur eine schwache
Kernfiarbung auf, der Antikorper 4C5 zeigte hingegen ein deutliche Kernfarbung. Mit dem
Antikorper 4B5 war kein Signal zu detektieren. Die Kernfiarbung der Antikorper 548 und
4CS lieB sich durch Vorinkubation mit GST-hASH2 blockieren. Dabei trat eine Art
cytoplasmatische Farbung auf, die eine deutliche Aussparung des Zellkerns zeigt. Diese
Féarbung scheint durch das nicht ausreichende Abzentrifugieren der an GSH-Protein-
Sepharose gebundenen GST-hASH2-Antikorper-Komplexe zu entstehen, die sich auf den

Zellen niederschlagen.

3.2.7 Einfluss von hASH2 auf die Transaktivierung

Trithorax-Proteine wurden als transkriptionelle Aktivatoren beschrieben. Dies konnte in
transienten Transfektionen fiir das Trithorax-Protein MLL1 als Fusionsprotein mit der
Gal4-DNA-Bindungsdoméne gezeigt werden (Zeleznik-Le et al., 1994). Eine mogliche
Transaktivierungsfunktion von hASH2 soll mit Hilfe eines Gal4-hASH2 Fusionsproteins
untersucht werden. Dazu wurde das Fusionsprotein zusammen mit einem Luziferase-
Reporterplasmid, das vier Gal4-DNA-Bindungstellen besitzt, in U20S-Zellen transfiziert.
Es zeigte sich, dass hASH2 mit einer maximal dreifachen Stimulation nur ein sehr
schwacher Transaktivator ist (Abb. 10A). Da transient transfizierte Reporterplasmide nicht
vollstindig in Chromatin verpackt werden und Trithorax-Proteine auf die
Chromatinstruktur wirken, wurde die Transaktivierung von hASH2 auf einem
chromosomal lokalisierten Reportergen untersucht. Von der Arbeitsgruppe von M. van
Lohuizen wurden U20S-Zellen, die einen stabil integrierten Thymidinkinase-Promotor
Luziferasereporter, der fiinf Gal4-DNA-Bindungsstellen trigt, zur Verfiigung gestellt
(Alkema et al., 1997). Die Zellen wurden mit dem Gal4-hASH?2 Fusionsprotein und einem
Puromycinselektions-Marker kotransfektiert. Vor der Bestimmung der Luziferase-Aktivitit
wurden alle nicht transfizierten Zellen durch eine kurze Puromycinselektion eliminiert.
Aber auch einen in Chromatin eingebetten Reporter aktivierte hASH2 nur sehr schwach
(Abb. 10B). Als Kontrolle wurde das stark transaktivierende Fusionsprotein aus der Gal4-

DNA-Bindungsdoméne und der c-Myc-Transaktivierungsdomine eingesetzt.
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Abb. 10 hASH2 stimuliert Transaktivierung schwach. (A) U20S-Zellen wurden mit 2 pg (Gal4),-tk-luc
Luziferase-Reporterplasmid und den angegebenen Mengen pGal4-hASH2 transfiziert. (B) U20S-Zellen mit
einem stabil integrierten (Gal4)s-tk-luc Luziferase-Reporter wurden mit den angegebenen Mengen pGal4-
hASH2 bzw pGal4-MycN262 und 4 pg pBabe-puro transfektiert und 16 h nach der Transfektion fiir 24h mit
8 pg Puromycin/ml Medium selektioniert. Nach einer weiteren 6-stiindigen Wachstumsphase ohne
Puromycin wurde die Luziferaseaktivitit gemessen.
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3.2.8 Einfluss von hASH2 auf Zellwachstum

In Kolonieformations-Experimenten kann der Einfluss von transfizierten Proteinen auf das
Wachstum von immortalisierten oder transformierten Zellen untersucht werden. Um zu
testen, ob hASH2 einen Einfluss auf das Zellwachstum ausiibt, wurde hASH2 in
Kolonieformations-Experimenten eingesetzt. Dabei wurden die humanen Osteosarkom-
Linien Soas-2 und U20S-Zellen mit einem Neomycinresistenz-Marker und hASH2
kotransfiziert und die Kolonienzahl nach 14 Tagen Selektionierung unter G418 bestimmt.
Dabei zeigte hASH2 keinen Einfluss auf die Kolonienzahl in beiden untersuchten
Zelllinien. Dies bedeutet, dass hASH?2 in diesen Zellen Wachstum nicht inhibiert. Eine
Aussage iiber die wachstumsstimulierende Wirkung von hASH2 ist in den eingesetzten
Zellen aufgrund ihrer transformierenden Eigenschaften nur bedingt modglich. In

weiterfilhrenden Experimenten wére die Untersuchung von hASH2-Mutanten interessant.

Saos U20S
- 3ug hASH2 - 3ug hASH2

Abb. 11 hASH2 inhibiert nicht die Koloniebildung von Saos-2 und U20S Zellen. Saos- und U20S-
Zellen wurden mit 2 pg pCMVneoBamHI und 3 pg pCMV-hASH?2 cotransfektiert. Am zweiten Tag nach der
Transfektion wurden die Zellen 1:20 gesplittet und fiir 14 Tage mit 50 pg/ml G418 selektioniert.
Anschlielend wurden die Kolonien mit Giemsa gefarbt.
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3.3 Interaktion von c-Myc mit hASH?2

3.3.1 Invivo Interaktion und Charakterisierung der Interaktionsdomiinen
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Abb. 12 Koimmunprizipitation von hASH2 und c-Mye. (A) COS7-Zellen wurden mit den Plasmiden
pCB6-hASH2-HA, pcDNA3-Flag-c-Myc oder pCB6" wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden in F-
Puffer lysiert. AnschlieBend wurde Flag-c-Myc mit dem a-Flag Antikérper M2 und hASH2-HA mit dem a-
HA-Antikoérper 3F10 immunprézipitiert. Die prézipitierten Komplexe wurden 3x mit F-Puffer gewaschen,
iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunoblot wurde hASH2 mit dem Antiserum 548 und c-Myc mit dem
Antiserum N-262 nachgewiesen. (B) 2x 107 Jurkat-Zellen wurden in F-Puffer lysiert, mit den angegeben
Antikérpern (a-Nucleolin: 134; a-Myec: 1G13 O33Y, 1236; a-Max: C-17; a-HA: 3F10 ) immunprézipitiert,
3x mit F-Puffer gewaschen und tiber SDS-PAGE aufgetrennt. Anschliefend wurde mit dem monoklonalem
Antikdrper 4B5 im Immunoblot immunprézipitiertes hASH2 detektiert. Als Kontrollimmunprizipitation
wurde der o-HA Antikorper eingesetzt. (C) Pro Immunprézipitation wurden zwei zu 80% konfluente 15 cm
Schalen mit U20S-Zellen in F-Puffer lysiert. Zur Immunpréizipitation wurde der monoklonale a-c-Myc
Antikorper 4H3 eingesetzt, zur Kontrolle diente der a-HA Antikorper 3F10.
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Die in der Affinititschromatografie gefundene Interaktion zwischen c-Myc und hASH2
sollte in vivo mittels Koimmunpréizipitationen untersucht werden. Zuniachst wurde die
Interaktion von iiberexprimierten Proteinen in transient transfizierten COS7-Zellen
untersucht. Dazu wurde hASH2 mit einem HA-Epitop und c-Myc mit einem Flag-Epitop
in COS7-Zellen iiberexprimiert. AnschlieBend wurden Immunprizipitationen mit
Antikorpern gegen das HA- bzw. das Flag-Epitop durchgefiihrt. Dabei
koimmunprézipitierte hASH2 mit c-Myc und umgekehrt (Abb. 12A). Um eine Interaktion
zwischen endogenen Proteinen nachweisen zu kdnnen, wurden Immunprézipitationen aus
Jurkat- und U20S-Zellextrakten durchgefiihrt. Dabei konnte hASH2 sowohl mit
verschiedenen c-Myc-spezifischen Antikdrpern als auch mit einem Max-spezifischen
Antikdrper aus Jurkat-Zellen koimmunprézipitiert werden (Abb. 12B). Daneben konnte
auch eine Interaktion zwischen hASH2 und Nucleolin in Jurkat-Zellen nachgewiesen
werden. Diese Bindung (Abb. 18) und die Bindung zwischen c-Myc und hASH2 (Abb. 12)

konnte auBerdem in U20S-Zellen gezeigt werden.
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Abb. 13 Kartierung der Interaktionsdomine von hASH2. (A) Graphische Darstellung von hASH2. Die
oberen Zahlen beziehen sich auf die eingezeichneten Dominen, die unteren Zahlen beziehen sich auf das C-
terminale Ende, der unter (B) eingesetzten C-terminalen Deletionsmutanten von hASH2. (B) Die unter (A)
beschriebenen hASH2-Deletionsmutanten und Max wurden als GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert,
gereinigt und in gleichen Mengen zusammen mit in vitro translatiertem, [*°S]-markiertem c-Myc in GST-
Pulldown-Experimenten eingesetzt. Gebundene Proteine wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Autoradiographie detektiert.

Um zu untersuchen, ob eine direkte Interaktion zwischen c-Myc und hASH?2 existiert und

um die Interaktionsdomédne zu kartieren, wurden GST-Pulldown-Experimente
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durchgefiihrt. Dazu wurden C-terminale Deletionsmutanten von hASH2 als GST-
Fusionsproteine in E. coli exprimiert, aufgereinigt und zusammen mit in vitro-
translatiertem, [*°S]-markiertem c-Myc in GST-Pulldown-Experimenten eingesetzt. Dabei
zeigte sich, dass c-Myc direkt mit hASH2 interagiert und an den N-terminalen Bereich
zwischen Aminosédure 121 bis 394 von hASH2 bindet. Das GST-hASH2-Fragment mit den
Aminosiuren 1-279 bindet c-Myc allerdings nur schwach, erst das Fragment 1-394 bindet
c-Myc wie hASH2-Wildtyp. Dies 146t darauf schlieBen, dass im Fragment 1-279 nur ein
Teil der Interaktionsdoméne liegt und dass erst im Fragment 1-394 die Interaktionsdoméne
vollstindig vorhanden ist. Als Negativkontrollen wurden GST alleine und als
Positivkontrolle GST-Max eingesetzt. Wie erwartet, bindet c-Myc nicht an GST. Die
Bindung von c-Myc an GST-Max ist vergleichbar mit der Bindung an GST-hASH2.
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Abb. 14 c-Myc Deletionsmutanten. Aufgefiihrt sind die zur Kartierung der Interaktionsdomédne mit hASH2
eingesetzten c-Myc Deletionsmutanten.
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Um die Interaktionsdoméne in c-Myc zu kartieren wurde das GST-hASH?2 Fusionsprotein
zusammen mit verschiedenen c-Myc-Mutanten (siehe Abb. 14) in GST-Pulldown-
Experimenten eingesetzt. Aufgrund der eingesetzten c-Myc-Mutanten zeigte sich bei einer
ersten groben Kartierung, dass die hASH2 Interaktionsdoméne zwischen der sauren und
basischen-Domine von c-Myc liegen muf3 (Abb. 15A, B). Dies konnte in einem weiteren
Experiment mit c-Myc Deletions-Mutanten in diesem Bereich bestétigt werden (Abb.
16A). Die Mutante c-Myc A265-367 bindet nicht mehr an hASH2 und bei der Mutante c-
Myc A265-329 ist nur eine schwache Bindung zu sehen. Die Mutante mit der kleinsten
Deletion, c-Myc A319-341, bindet, wenn auch schwécher als c-Myc, wieder deutlich an
hASH?2. Die Integritit und Funktionalitét aller drei Mutanten konnte durch die Bindung an
GST-Max bestdtigt werden. In einem weiteren Experiment mit den GST-Myc Fragmenten
N262 und C176 und in vitro translatiertem [*°S]- markiertem hASH2 wurde die Bindung
von hASH an den C-Terminus von c-Myc bestitigt (Abb. 16B).
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Abb. 15 Kartierung der Interaktionsdomiine von c-Myc. hASH2 wurden als GST-Fusionsprotein in E.
coli exprimiert, gereinigt und in gleichen Mengen zusammen mit in vitro translatiertem, [*°S]-markiertem c-
Myc-Mutanten (siehe Abb. 14) in GST-Pulldown-Experimenten eingesetzt. Gebundene Proteine wurden
iiber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. (A) GST-Pulldown-Experimenten mit
den c-Myc-Mutanten AMB I, AMB II, EG, ALZ, AN100 und ACS89. (B) GST-Pulldown-Experimenten mit
den c-Myc-Mutanten N und A6.
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Abb. 16 hASH2 bindet den C-Terminus von c-Myc. (A) hASH2 wurden als GST-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert, gereinigt und zusammen mit in vitro translatiertem, [*°S]-markiertem c-Myc-Mutanten (siche
Abb. 14) in GST-Pulldown-Experimenten eingesetzt. Gebundene Proteine wurden iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. Als Kontrolle wurde neben GST auch GST-Max
eingesetzt. (B) wie (A) allerdings wurden die GST-c-Myc Fragmente N262 und C176 zusammen mit in vitro
translatiertem und [*°S]-markiertem hASH2 eingesetzt.

Da Myc und ASH2 auch in Drosophila exprimiert werden, wurde untersucht, ob eine
Interaktion zwischen Myc und ASH2 in Drosophila besteht. Dazu wurde ein GST-
Pulldown Experiment mit [*>S]-markiertem Drosophila dMyc und GST-hASH2
durchgefiihrt. Wie Abb. 17 zeigt, interagiert humanes GST-hASH2 in vitro mit dem
Drosophila dMyc-Protein. Diese, iiber die Speziesgrenze hinweg bestehende, in vitro
Interaktion deutet darauf hin, dass dMyc auch in Drosophila an Drosophila ASH2 binden

konnte.
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Abb. 17 hASH2 interagiert mit Drosophila Myc. hASH2 wurden als GST-Fusionsprotein in E. coli
exprimiert, gereinigt und in gleichen Mengen zusammen mit in vitro translatiertem, [*°S]-markiertem
Drosophila dMyc in GST-Pulldown-Experimenten eingesetzt. Gebundenes dMyc wurde tiber SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert.
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3.4 Interaktion von c-Myc mit Nucleolin

3.4.1 Nucleolin

Nucleolin ist ein evolutiondr stark konserviertes, hoch exprimiertes Protein, das
tiberwiegend im Nucleolus vorkommt, aber auch im {ibrigen Kern und im Cytoplasma
vorliegt. Neben der Regulation der rRNA Transkription, prd-rRNA Prozessierung,
Ribosomenbiosynthese und dem nukleozytoplasmatischen Transport werden Nucleolin
auch Funktionen bei der Regulation von Zellwachstum, Replikation, Nukleogenese und
Embryogenese zugesprochen (Tuteja und Tuteja, 1998; Ginisty et al., 1999; Srivastava und
Pollard, 1999).

Nucleolin ldsst sich in eine N-terminale, zentrale und C-terminale Doméne einteilen. Die
N-terminale Doméne besitzt Homologien zu HMG (High Mobility Group) Proteinen. Sie
besteht aus sauren Abschnitten, die von basischen Sequenzen unterbrochen sind. Diese
Doméne ist - dhnlich zu den HMG Proteinen - an der Chromatin-Dekondensation beteiligt,
indem sie Histon H1 bindet und vom Chromatin verdriangt. Wihrend die N-terminale
Region an Chromatin bindet und zuséatzlich die rRNA-Transkriptionsinitation reguliert, ist
die zentrale Doméne an der pra-rRNA Erkennung, Kondensation und Verpackung in
Ribosomen beteiligt. Die Region besteht aus vier etwa 80 Aminosiure langen RNA-
bindenden Dominen (RBD), die sequenzspezifisch RNA erkennen. Die C-terminale
Domine besitzt eine Vielzahl von Glycinresten, die von Dimethyl-Arginin- und
Phenylalaninenresten unterbrochen sind. Die Doméne bindet sequenzunabhéngig RNA,
hebt RNA-Basenpaarung und Sekundirstrukturen auf. Dies erlaubt den RBD-Elementen
der zentralen Doméne ihre Zielsequenzen innerhalb groBer und komplexer rRNA
Molekiilen zu erkennen (Tuteja und Tuteja, 1998; Ginisty et al., 1999; Srivastava und
Pollard, 1999).

Neben der nukleoldren Funktion bei der Ribosomenbiogenese und der Nukleogenese
konnte Nukleolin auch mit einer Reihe weiterer Funktionen im Bereich der
Transkriptionskontrolle in Verbindung gebracht werden. Nucleolin fungiert als ein
transkriptioneller Repressor des alpha-1 sauren Glycoproteingens (APG), das durch eine
als B-Motiv bezeichnete regulatorische DNA-Sequenz im Promotor reprimiert wird.
Nucleolin konnte als B-Motiv-bindender Faktor identifiziert werden und reprimiert so die
APG-Expression (Yang ef al., 1994). Zum anderen interagiert Nucleolin mit den
Transkriptionsfaktoren Spl, A-Myb und c-Myb und reprimiert deren transkriptionelle
Aktivitit (Novy et al., 2000; Ying et al., 2000). Nucleolin interagiert auch mit dem
Glucocorticoid-Rezeptor und dem Transkriptionsfaktor E47, allerdings wurden bisher
keine weiteren Funktionen beschrieben (Dear et al., 1997; Schulz et al., 2001). Des
weiteren wurde Nucleolin auch als Teil des B-Zell spezifischen DNA-
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Rekombinationskomplexes SWAP beschrieben, der am Immunglobulin-Klassenwechsel
wiahrend der Reifung von B-Lymphozythen beteiligt ist (Borggrefe et al., 1998). Zudem
wurde Nucleolin als Teil des ebenfalls am Immunglobulin-Klassenwechsel beteiligten, B-
Zell spezifischen Transkriptionskomplexes LR1 identifiziert (Hanakahi et al., 1997). LR1
stimuliert neben dem Intron-Enhancer Ep der schweren Ketten auch den c-myc P1- und
EBV-F-Promotor (Brys und Maizels, 1994; Bulfone-Paus et al., 1995; Hanakahi und
Maizels, 2000).

Neben den Funktionen auf transkriptioneller Ebene konnte auch gezeigt werden, dass
Nucleolin an der Stabilisierung der Interleukin-2 (IL-2) mRNA nach T-Zell Aktivierung
beteiligt ist. Nucleolin bindet zusammen mit YB-1 das JNK-Element (JRE) im 5'-
untranslatierten Bereich der IL-2 mRNA. Die Bindung beider Proteine ist fiir die IL-2
mRNA-Stabilisierung nach T-Zell-Aktivierung notwendig (Chen et al., 2000a).

3.4.2 In vivo Interaktion und Charakterisierung der c-Myc Interaktionsdoméne

Fiir Nucleolin wurde die Interaktion mit c-Myc in Koimmunprézipitationen bestitigt. Dazu
wurden wie fiir hASH2 Immunprézipitationen in Jurkat und U20S-Zellen durchgefiihrt.
Dabei konnte Nucleolin sowohl mit den c-Myc-spezifischen Antiseren als auch mit einem
Max-spezifischen Antikorper aus Jurkat-Zellen immunprizipitiert werden (Abb. 18A).
Diese Interaktion konnte in U20S-Zellen mit zwei c-Myc-spezifischen Antikoérpern
bestitigt werden (Abb. 18B). Eine direkte Interaktion der beiden Proteine konnte in GST-
Pulldown-Experimenten mit GST-c-Myc Fragmenten und in vitro translatiertem Nucleolin
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass Nucleolin wie hASH2 an den C-terminalen
Bereich von c-Myc bindet. Eine genauere Eingrenzung der Interaktionsdoméne von
Nucleolin in c-Myc und der Kartierung der Bindungsdomine von c-Myc in Nucleolin
bedarf weiterer Untersuchungen. Leider gestaltet sich dies schwierig, da die Expression
von Nucleolin in E. coli letal ist.

In U20S-Zellen konnte die Interaktion zwischen Nucleolin und hASH2 bestétigt werden
(vgl. Abb. 12B). Eine Untersuchung der direkten Bindung von Nucleolin und hASH?2 steht
jedoch noch aus.
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Abb. 18 Charakterisierung der in vivo und in vitro Interaktion von c-Myc und Nucleolin. (A) 2 x 107
Jurkat-Zellen wurden in F-Puffer lysiert, mit den angegeben Antikérpern (a-Nucleolin 134, a-Myc 1G13,
033Y, 1236, a-Max C-17) immunprézipitiert, 3x mit F-Puffer gewaschen und iiber SDS-PAGE aufgetrennt.
AnschlieBend wurde mit dem monoklonalen Antikérper MS-3 im Immunoblot immunprézipitiertes Nucleolin
detektiert. Als Kontrolle diente der monoklonale a-HA-Antikérper 3F10. (B) Pro Immunprézipitation
wurden zwei zu 80% konfluente 15 cm Schalen mit U20S-Zellen in F-Puffer lysiert. Zur Immunprézipitation
wurden die monoklonalen a-c-Myc Antikorper 4H3 und 3H2 sowie der monoklonale Antikdrper a-hASH2
4B5 eingesetzt, zur Kontrolle diente der a-HA Antikérper 3F10. Das koimmunprézipitierte Nucleolin wurde
im Immunoblot mit dem o-Nucleolin Antikérper MS-3 nachgewiesen. (C) c-Myc-Fragmente wurden als
GST-Fusionsproteine in E. coli exprimiert, gereinigt und in gleichen Mengen zusammen mit in vitro
translatiertem, [*°S]-markiertem Nucleolin in GST-Pulldown-Experiment eingesetzt. Gebundene Proteine
wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert.
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3.4.3 Nucleolin stimuliert die c-Myc abhingige Transaktivierung

Um die funktionelle Relevanz der Bindung von c-Myc an Nucleolin zu untersuchen, wurde
der Einfluss von Nucleolin auf die c-Myc-abhingige Transaktivierung mit Hilfe von
transienten Transfektionen untersucht. Dazu wurden steigende Mengen Nucleolin
zusammen mit c-Myc und dem Reporterkonstrukt M4-tk-luc in U20S-Zellen
kotransfiziert. Das Reporterkonstrukt kodiert fiir Luziferase und besitzt vier c-Myc-DNA-
Bindungsstellen vor einem minimalem TK-Promotor. Wie Abb. 19 zeigt, wird das
Reporterplasmid M4-tk-luc nur in Gegenwart von c-Myc durch Nucleolin
konzentrationsabhéngig stimuliert. In Gegenwart von Max findet keine Stimulation statt.
Das Reporterplasmid min-tk-luc ohne die vier c-Myc DNA-Bindungsstellen wird nicht

durch Nucleolin aktiviert.
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Abb. 19 Nucleolin stimuliert die c-Myc abhéngige Transaktivierung. U20S-Zellen wurden mit 2 pg min-
tk-luc bzw. M4-tk-luc Luziferase-Reporterplasmiden und 1 pg pCMV-c-Myc bzw. pSP-Max p22 und
steigenden Mengen pEV-HA-Nucleolin wie angegeben transfiziert. Die Aktivitit der Reporter in
Abwesenheit von kotransfiziertem c-Myc, Max oder Nucleolin wurde gleich eins gesetzt.

Nucleolin wurde von Ying et al. (2000) als Repressor von ¢c-Myb und A-Myb beschrieben.
Um die sich daraus ergebende duale Funktion von Nucleolin als Aktivator und Repressor

zu untersuchen, wurde der Einfluss von Nucleolin auf die c-Myc- und c-Myb-abhingige
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Transaktivierung verglichen. Dabei zeigte sich, dass Nucleolin auch die c-Myb-abhéngige
Transaktivierung stimuliert. Diese fallt im Vergleich zu c-Myc aber deutlich schwécher aus

und steht damit im Gegensatz zu den Ergebnissen von Ying et al. (2000).
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Abb. 20 Nucleolin stimuliert die c-Myb abhiingige Transaktivierung. U20S-Zellen wurden mit 2 pg M4-
tk-luc (c-Myc-Reporter) bzw. mim-luc (c-Myb-Reporter) Luziferase-Reporterplasmiden und 1 pg pCMV-c-
Myc bzw. pCMV-c-Myb und steigenden Mengen pEV-HA-Nucleolin wie angegeben transfiziert. Die
Aktivitét der beiden Reporter in Abwesenheit von c-Myc, c-Myb und Nucleolin wurde gleich eins gesetzt.

Bei den Untersuchungen zur in vivo Interaktion von c-Myc mit Nucleolin wurde eine
Interaktion zwischen Nucleolin und hASH2 gefunden. Dabei stellt sich die Frage, ob beide
Faktoren gleichzeitig an c-Myc binden und wie sie die Funktion von c-Myc beinflussen.
Da Nucleolin die Transaktivierung von c-Myc stimuliert, liegt es nahe, den Einfluss von
hASH?2 auf diese Wechselwirkung zu untersuchen. Dazu wurden c-Myc und Nucleolin mit
steigenden Mengen hASH2 in U20S-Zellen kotransfiziert, um die Aktivitit des M4-tk-luc
Reporterplasmids zu messen. Nucleolin aktiviert die c-Myc Transaktivierung bei beiden
eingesetzten Konzentrationen (0,5 und 1,0 pg) in gleicher Weise wie in den zuvor
gezeigten Experimenten. hASH2 alleine ist erst bei einer Konzentration von 5 pg in der
Lage, die c-Myc Transaktivierung schwach zu stimulieren. Die Kombination beider
Faktoren zeigt, dass Nucleolin und hASH2 die c-Myc abhéngige Transaktivierung

kooperativ stimulieren.
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Abb. 21 Nucleolin und hASH2 stimulieren kooperativ die c-Myc abhéingige Transaktivierung. U20S-
Zellen wurden mit 2 pg M4-tk-luc Luziferase-Reporterplasmide, 1 pg pCMV-Myc, und 0,5 bzw. 1 pg pEV-
HA-Nucleolin und 1, 3 und 5 ng pCMV-hASH2 wie angegeben transfiziert. Die Aktivitit des Reporters in
Abwesenheit von c-Myc, hASH2 und Nucleolin wurde gleich eins gesetzt.

3.5 Interaktion von c-Myc mit dem CREB-Binding-Protein (CBP)

3.5.1 CREB-Binding-Protein (CBP)

CBP und das homologe Protein p300 sind groBe kernstdndige Proteine und gehdren zur
Gruppe der transkriptionellen Koaktivatoren, die Histonacetyltransferaseaktivitit besitzen.
Durch ihre Interaktion mit einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren spielen sie eine
zentrale Rolle bei der Koordination und Integration unterschiedlichster Signale auf
transkriptioneller Ebene. Durch diese Funktion sind sie an der Regulation vieler
biologischer Prozesse wie Zellzykluskontrolle, Differenzierung und Apoptose beteiligt
(Giordano und Avantaggiati, 1999).

Das CREB-bindende-Protein (CBP) wurde urspriinglich als Koaktivator des
Transkriptionsfaktors CREB isoliert (Chrivia et al., 1993). Das homologe Protein p300
wurde durch die Interaktion mit dem adenoviralen Protein E1A identifiziert (Eckner et al.,
1994). Beide Proteine sind iiber 2400 Aminosduren lang und zu 63% identisch. GréBere
Homologien werden jedoch in funktionellen Domédnen der beiden Proteine gefunden

(Arany et al., 1994). Zu diesen Doménen gehoren eine Bromodomine, drei Zink-Finger
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(CH1, CH2 und CH3) eine KIX-Domine und die zentrale Histonacetyltransferasedoméne.
Die CH1-, CH3- und KIX-Doméinen sind Bindungsstellen fiir die unterschiedlichsten mit
CBP/p300-interagierenden Faktoren (siehe Abb. 22). Kristallographische Untersuchungen
tiber die Bromodoméne des Koaktivators P/CAF und des TBP-assoziierten Faktors
TAF;250 deuten darauf hin, dass die Bromodomine acetylierte Aminosdurereste der
Histone erkennt (Dhalluin ef al., 1999; Jacobson et al., 2000). Fiir p300 konnte gezeigt
werden, dass es liber die Bromodoméne in der Lage ist Chromatin zu binden und mit der
acetylierten Form des muskelspezifischen Transkriptionsfaktors MyoD interagiert
(Polesskaya et al., 2001). Als Substrate der Histonacetyltransferasedoméne wurden zuerst
die N-terminalen Enden der vier Core-Histone identifiziert, inzwischen konnte aber auch
eine wachsende Zahl an Nicht-Histon-Proteinen als Substrate identifiziert werden (Sterner
und Berger, 2000; Roth et al., 2001).
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Abb. 22 CBP/p300 Organisation und Interaktionspartner. CBP/p300 assoziierte Transkriptionsfaktoren
sind auf der Oberseite dargestellt, generelle Transkriptionsfaktoren und Histonacetyltransferasen auf der
Unterseite. Die Zn-Finger CH1, CH2 und CH3 (Zn), die KIX-Doméne, die Bromodoméne (Bromo), HAT-
Doméne und eine Glutaminreiche Domaine (Q) sind gekennzeichnet (Vo und Goodman, 2001).

CBP/p300 interagiert mit einer Vielzahl transkriptionsregulatorischer Faktoren (siche Abb.
22). Den iiberwiegenden Anteil bilden DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, aber auch
Koaktivatoren und Histonacetyltransferasen, sowie generelle Transkriptionsfaktoren und
auch die RNA-Polymerase II binden an CBP/p300 (Giordano und Avantaggiati, 1999;
Goodman und Smolik, 2000). Dies verdeutlicht die Funktion von CBP/p300 als ein
nukledres Adaptermolekiil (Janknecht und Hunter, 1996). Durch die gleichzeitige
Interaktion von CBP/p300 mit DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren und Untereinheiten

der basalen Transkriptionsmaschinerie besitzt CBP/p300 eine briickenbildende Funktion,
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die zur Weiterleitung des transkriptionsregulatorischen Stimulus dient (Chan und La
Thangue, 2001).

Durch diese briickenbildende Funktion kann es bei gleichzeitiger Interaktion mit weiteren
Faktoren an einem Promotor zu einem transkriptionellen Synergieeffekt kommen. Dabei
kann CBP/p300 die Zusammenlagerung verschiedener Proteine zu einem Komplex
initileren. CBP/p300 wirkt als ein Geriist, durch das die Konzentration von Faktoren am
Zielpromotor erhdht wird und Protein-Protein- und Protei-DNA-Interaktionen ermdglicht
werden (Chan und La Thangue, 2001).

Ein gut charakterisiertes Beispiel fiir die Vermittlung eines Synergieeffektes durch
CBP/p300 ist der virusinduzierbare Interferon-f3 Promotor (IFN-f). Hier dient CBP/p300
zur Bildung eines Multiproteinkomplexes, dem sogenannten Enhanceosome, indem es die
Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren und des RNA-Polymerase-II-
Komplexes in kooperativer Weise koordiniert (Kim et al., 1998; Wathelet et al., 1998).
Dadurch gewihrleistet CBP/p300 die rasche Bildung eines Préinitiations- und
Reinitationskompexes, was zu einer hohen Transkriptionsrate flihrt (Yie et al., 1999).
Durch die Bindung von CBP/p300 dirigieren Transkriptionsfaktoren neben der briicken-
und geriistbildenden Funktion auch Histonacetyltransferaseaktivitidt zu Nukleosomen in
Zielpromotoren. Allerdings konnte bisher in vivo nicht gekliart werden, ob die CBP/p300-
Acetyltransferaseaktivitét direkt nukleosomale Histone acetyliert und Transkription durch
Chromatin-Remodeling reguliert. Obwohl CBP/p300 alle vier Core-Histone in vitro
acetyliert, ist nicht klar, ob Histone auch in vivo das bevorzugte Ziel der CBP/p300-
Acetyltransferaseaktivitidt sind und welche Lysinreste der Histone acetyliert werden
(Bannister und Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996).

Erste Hinweise, dass die Acetylierung von Histonen durch CBP/p300 fiir die
Transaktivierung von Bedeutung ist, konnte mittels in vitro Transkriptionsexperimenten
gezeigt werden. Die CBP/p300 vermittelte Transaktivierung durch den Estrogenrezeptor
(ER), dem viralen Tax-Protein und einem synthetischen Transkriptionsfaktor aus der Gal4-
DNA-Bindungsdoméne und der VP16-Transaktivierungsdoméne (Gal4-VP16) ist auf
rekonstituiertem Chromation von der CBP/p300-Acetyltransferaseaktivitit abhingig und
fiihrt zur Acetylierung von Histonen im Promotorbereich (Kraus et al., 1999; Kundu et al.,
2000; Kim et al., 2001; Georges et al., 2002; Lu et al., 2002). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die enzymatische Funktion von CBP/p300 essentiell im Kontext einer
Chromatinstruktur ist, da fiir die Transkription auf nackter DNA die Histonacetylierung
nicht notwendig ist.

In einem weiteren in vitro Transkriptionansatz konnte gezeigt werden, dass die
Acetylierung von Histonen durch p300 den Transfer des Histondimers H2A/H2B vom
Nukleosom auf das Chaperon Protein NAP1 ermdglicht (Ito et al, 2000). Ob die
H2A/H2B Freisetzung durch deren direkte Acetylierung oder durch die Acetylierung

anderer nukleosomaler Komponenten erfolgt, muss noch geklért werden.
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Fiir eine wachsende Zahl an Transkriptionsfaktoren, wie p53, E2F-1, E2F-2 und E2F-3,
Myb, MyoD, GATA-1, EKLF, HNF-4, NF-Y, TFIIE, TFIIF und HMGI(Y) konnte gezeigt
werden, dass sie durch CBP/p300 acetyliert werden (Kouzarides, 2000; Sterner und
Berger, 2000). Diese Acetylierung von Transkriptionsfaktoren stellt einen weiteren
Mechanismus der Genregulation durch CBP/p300 dar, der in vielen Fillen zur Stimulation
der DNA-Bindung und Transkription fiihrt. Durch die Acetylierung von p53 an seinem C-
Terminus wird eine konformationelle Veranderung verursacht, wodurch die reprimierende
Wirkung des C-Terminus auf die DNA-Bindung von p53 aufgehoben wird (Gu und
Roeder, 1997). Die Acetylierung kann aber auch Protein-Protein-Wechselwirkungen
regulieren und reprimierend auf die Transkription wirken. In Drosophila konnte gezeigt
werden, dass durch die Acetylierung des high mobility proteins LEF/TCF der wingless
Signaltransduktionsweg inhibiert wird. Durch die Acetylierung von LEF/TCF wird die
Bindung zu Armadillo inhibiert, was zur Runterregulation der Transkription fithrt (Waltzer
und Bienz, 1998).

Durch seine vielfaltigen Interaktionen ist CBP/p300 an vielen Signaltransduktionswegen
beteiligt, allerdings ist es im Zellkern nur in limitierender Menge vorhanden. Aufgrund
dessen wurde ein Modell vorgeschlagen, dass eine koordinierte Genantwort auf ein Signal
durch eine Neuverteilung von CBP/p300 zwischen verschiedenen Klassen von Faktoren
erreicht wird (Kamei ef al., 1996). Die Rekrutierung von CBP/p300 durch nukledre
Hormonrezeptoren inhibiert die AP1-Transaktivierung (Kamei et al., 1996). In einem
anderen Modell reprimiert die p53-Uberexpression TRE-regulierte Promotoren. Diese
Inhibition beruht auf der physiologischen Interaktion zwischen p53 und p300
(Avantaggiati et al., 1997). Dies deutet darauf hin, dass verschiedene
Signaltransduktionswege um eine limitierte Menge an CBP/p300 kompetieren. Daraus
stellt sich die Frage, wie wird die Aktivitdt von CBP/p300 in einer Zelle reguliert und
zugeordnet. Dabei scheinen post-translationale Modifikationen und die Konkurrenz um
Protein-Protein-Wechselwirkungen eine wichtige Rolle zu spielen. Eine Reihe von Studien
konnte fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren zeigen, dass deren Phosphorylierung ein
Erkennungssignal fiir die Rekrutierung von CBP/p300 ist. Dies konnte fiir CREB, c-Jun,
p53, Smad3, ATF2 NF-k B und E2F-5 gezeigt werden (Giordano und Avantaggiati, 1999;
Morris et al., 2000).

Eine Regulation der CBP/p300 Phosphorylierung wurde schon in sehr frithen Studien
beschrieben. Unterschiede im Phosphorylierungsstatus wurden beim Durchlaufen des
Zellzykluses, beim Vergleich von differenzierten zu nicht-differenzierten Zellen und in
verschiedenen Typen von transformierten Zelllinien festgestellt (Giordano und
Avantaggiati, 1999). Allerdings ist die Regulation von CBP/p300 durch Phosphorylierung
groftenteils noch nicht verstanden worden, da die meisten Phosphorylierungsstellen in
CBP/p300 nie prazise bestimmt wurden und es zum Teil widerspriichliche Ergebnisse
beziiglich der Auswirkung einer Phosphorylierung gibt.
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Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass neben der Phosphorylierung auch die Methylierung
einen regulatorischen Einfluss auf CBP/p300 hat. Die Histon-Methyltransferase CARM 1
methyliert CBP/p300 nahe der KIX-Doméne, die fiir die Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor CREB verantwortlich ist. Die Methylierung fiihrt zur Inhibition der
Interaktion zwischen CBP/p300 und CREB und blockiert die CREB-abhingige
Transkription. Auf der anderen Seite steigert CARMI1 die Transaktivierung von
kernstindigen Hormonrezeptoren (Xu et al., 2001). Diese rekrutieren nach
Hormonstimulation iiber den Koaktivator p160 CBP/p300 und CARMI, deren
Acetyltransferase bzw. Methyltransferase die Transkription durch Acetylierung und
Methylierung von Histonen stimuliert (Chen et al., 1999a; Chen et al., 2000b; Xu ef al.,
2001).

Neben der Frage nach der Regulation der interagierenden Bindungspartner, stellt sich auch
die Frage nach der Regulation der Acetyltransferasedoméne. Ait-Si-Ali et al. (1998)
konnten zeigen, dass die Acetyltransferaseaktivitit von CBP wéhrend des Zellzykluses
beim Ubergang von der G1- in die S-Phase ihr Maximum erreicht. Des weiteren scheint
die Phosphorylierung von CBP durch Cyclin E/CDK2 Komplexe die
Acetyltransferaseaktivitit zu stimulieren. Dieser stimulatorische Effekt wird auch durch
das adenovirale Onkogen El1A verursacht (Ait-Si-Ali et al, 1998). Zudem
immunoprézipitiert rekombinantes E1A aus Zellextrakten CBP/p300, das in
Aceytltransferase-Experimenten Histone sehr effizient acetyliert (Ogryzko et al., 1996;
Fax et al., 2000). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die CBP-
Acetyltransferaseaktivitit an der Regulation des Zellzykluses beteiligt ist und dass das
virale Onkogen E1A das Signal durch die Cyclin E/CDK2 Phosphorylierung nachahmen
kann. Das Bild stellt sich durch die Resultate zweier weiterer Studien jedoch komplizierter
da. Diese Studien demonstrierten, dass rekombinantes E1A die Acetyltransferaseaktivitit
von p300 in vitro reprimieren kann (Chakravarti et al., 1999; Hamamori et al., 1999). Dies
steht im Kontrast zu der von Ait-Si-Ali et al. (1998) beschriebenen E1A-vermittelten
Stimulation der Acetyltranferaseaktivitidt von CBP, und erdéffnet die Moglichkeit, dass E1A
p300 und CBP in unterschiedlicher Weise reguliert. Alternativ dazu konnten die
eingesetzten Proteine bei den in vitro Acetylierungs-Experimenten um die Acetylierung
kompetieren. Chakravarti et al. (1999) zeigen, dass E1A die Acetylierung von p53
inhibiert, es gleichzeitig aber zur Acetylierung von E1A kommt. Dies bedeutet, dass nicht
die Acetyltransferaseaktivitit inhibiert wird, sondern sich die Préferenz fiir das Substrat
verschoben hat.

Auf biologischer Ebene scheint CBP/p300 gegenldufige Funktionen auszuiiben. So wird
CBB/p300 auf der einen Seite als Tumorsuppressor beschrieben, der an Apoptose und
Differenzierung beteiligt ist. Auf der anderen Seite ist CBP/p300 essentiell fiir die
Aktivierung vieler Onkogene. Ob CBP/p300 Apoptose oder Zellproliferation unterstiitzt,

scheint stark vom Kontext abhéngig zu sein.
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Fiir die Funktion als Tumorsuppressor spielen mehrere Befunde eine wichtige Rolle. Die
Funktion von CBP/p300 ist notwendig fiir die Differenzierung von hidmatopoetischen
Zellen, Keratinozyten und Myoblasten. Die viralen Onkogene grofles T-Antigen, E6 und
ElA induzieren durch die Bindung an CBP/p300 den Eintritt in den Zellzyklus.
Gleichzeitig inhibieren die viralen Proteine die transkriptionelle Aktivitit von CBP/p300
auf zahlreichen zelluldren Enhancer- und Promotor-Elementen. Deletionen,
Translokationen und Punktmutationen innerhalb des p300 oder chp Gens wurden in
humanen Tumoren gefunden. So scheint in Anologie zu anderen Tumorsuppressoren die
wachstumsinhibitorische Aktivitdt von CBP/p300 durch die Bindung viraler Onkogene
oder durch genetische Verdnderungen gestort zu werden (Giordano und Avantaggiati,
1999; Goodman und Smolik, 2000).

CBP/p300 kann aber auch einen positven Einfuss auf Zellproliferation ausiiben. Dies wird
dadurch ersichtlich, dass das transkriptionelle Potential einer Reihe zellulédrer
Protoonkoproteine wie c-Fos, c-Jun, c-Myb, E2F-1 und E2F-5 durch die Interaktion mit
CBP/p300 stimuliert wird (Goodman und Smolik, 2000). Daneben gibt es mehrere virale
Onkogene, die nicht wie E1A und das grofe T-Antigen die Funktion von CBP/p300
inhibieren, sondern CBP/p300 fiir ihre transkriptionelle Aktivitdt bendtigen. Zu diesen
viralen Faktoren zdhlen das humane T-Zell-Leukdmie-Virus Tax-Protein, das Kaposi-
Sakroma assoziierte Herpesvirus-Protein VIRF und das Epstein-Barr-Virus induzierte
nukledre Antigen EBVNA2 (Goodman und Smolik, 2000). Ein weiteres Indiz fiir den
Einfluss von CBP/p300 auf Zellwachstum liefert die Untersuchung von p300 knockout
Miusen. Die p300” Embryonen sind kleiner und besitzen Defekte bei der
Zellproliferation. Primére Fibroblasten aus den p300”~ Embryonen wachsen im Vergleich
zu Wildtyp-Zellen langsamer und besitzen einen Phianotyp, der an gealterte Zellen erinnert
(Yao et al., 1998).

3.5.2 In vivo Interaktion und Charakterisierung der Interaktionsdomiinen

Bei Untersuchungen zu c-Myc-Interaktionspartnern wurde bei Koimmunprézipitationen
ein CBP-spezifischer Antikdorper in Kontrollversuchen eingesetzt. Dabei
immunprazipitierte CBP iiberraschenderweise zusammen mit c-Myc. Diese Interaktion

konnte in mehreren unabhéngigen Experimenten in HEK293-Zellen reproduziert werden.
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Abb. 23 Ko-Immunprizipitation von c-Myec und CBP. (A) HEK293-Zellen wurden nach der in vivo
Markierung mit [358]-Methionin/Cystein in F-Puffer lysiert und mit den angegebenen Antikorpern (a-Myc
6A10, a-Madl 5C9) immunpréizipitiert. An Myc bzw. Madl gebundene Proteine wurden mit AB-Puffer
freigesetzt und mit dem CBP-spezifischen Antiserum C-20 reprézipitiert. Fiir eine direkte CBP
Immunprézipitation wurden die Zellen nach in vivo Markierung in AB-Puffer lysiert und 1/10 des Lysats mit
dem polyklonalen CBP Antiserum C-20 immunprézipitiert. Die prézipitierten Proteine wurden unter hoch-
stringenten Bedingungen gewaschen (2x mit RIPA-, 1x mit HS- und 1x mit RIPA-Puffer), iiber SDS-PAGE
aufgetrennt und eine Autoradiografie durchgefiihrt. (B) 1 x 107 Jurkat- und 5 x 10’ HL60-Zellen wurden in F-
Puffer lysiert und mit den angegebenen Antikorpern (a-Myc N262, a-Max C-17, a-CBP AC238, a-Gal4)
immunprazipitiert, 3 x mit F-Puffer gewaschen und iiber SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurde mit
dem Antiserum C-20 im Immunoblot immunpréizipitiertes CBP detektiert.

Dafiir wurden die Zellen mit [*>S]-Methionin/Cystein markiert und Immunprizipitationen
aus Gesamtzell-Lysaten durchgefiihrt. Endogenes CBP lieB3 sich sowohl in der direkten
Immunprézipitation mit einem CBP-Antikorper als auch in der indirekten
Immunprézipitation mit einem monoklonalen Antikérper gegen c-Myc nachweisen. In der
Kontroll-Immunoprézipitation mit einem monoklonalen Antikérper gegen Madl konnte
kein CBP nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass endogenes CBP und c-Myc miteinander
interagieren.

Dieses Ergebnis konnte auch in Jurkat- und HL60-Zellen bestétigt werden. Dazu wurden
aus 1 x 10" Jurkat- bzw. 5 x 10’ HL60-Zellen Lysate hergestellt und in
Immunprézipitationen eingesetzt. CBP konnte hier sowohl mit einem c-Myc- als auch
Max-Antikdrper immunprézipitiert werden. Dabei ist die Immunprézipitation von CBP mit
dem Max-Antikorper deutlich schwécher als mit dem c-Myc-Antikorper. Dies ist mit der
Interpretation konsistent, dass die Wechselwirkung von CBP mit Max iiber c-Myc
vermittelt wird. In Jurkat-Zellen ist zudem die Interaktion zwischen CBP und Max nur
schwer zu erkennen. Dies mag an der geringeren Zahl eingesetzter Zellen liegen. Dies
spiegelt sich auch in der unterschiedlichen Menge an direkt immunprézipitiertem CBP

wider.
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In einem sogenannten Sdugerzellen-zwei-Hybrid-Experiment konnte die in vivo Interaktion
unabhéngig demonstriert werden. Hierbei werden dhnlich wie beim Hefe-zwei-Hybrid-
Experiment die Proteine, von denen untersucht werden soll, ob sie miteinander
interagieren, mit einer DNA-bindenden bzw. Transaktivierungsdoméne versehen und die
Aktivierung eines Reporterplasmids gemessen.

CBP wurde mit der DNA-Bindungsdomine von Gal4 fusioniert (Gal-CBP), c-Myc mit der
Transaktivierungsdoméne des viralen Proteins VP16 (c-Myc-VP16). Die Expression von c-
Myc-VP16 oder Gal-CBP allein bewirkt eine 2 bis 4fache Aktivierung des Reporters Gal4-
mintk-luc in U20S-Zellen. Die Koexpression von VP16 mit Gal-CBP fiihrt nicht zu einer
Verstarkung der Luciferase-Aktivitit. Bei der Koexpression von Gal-CBP mit c-Myc-
VP16 wird hingegen die Transaktivierung um das 40fache stimuliert.
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Abb. 24 Siugerzellen-zwei-Hybdrid. U20S-Zellen wurden mit 2 pg (Gal4)s-tk-luc Luziferase-
Reporterplasmid und 50 ng pVR1012-Gal4-CBP, 2 ng pSV-flag-VP16, 2 pg pSV-flag-c-Myc-VP16 wie
angegeben transfiziert. Die Aktivitdt des Reporters in Abwesenheit von Gal-CBP, VP16 oder c-Myc-VP16
wurde gleich eins gesetzt.
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Zum Nachweis einer direkten Interaktion zwischen c-Myc und CBP und zur Kartierung der
Interaktionsdominen beider Proteine wurden GST-Pulldown Experimente durchgefiihrt.
CBP-Fragmente, die das ganze Protein abdecken, wurden als GST-Fusionsproteine in
E.coli exprimiert und zusammen mit in vitro-translatiertem, [*>S]-Methionin markiertem c-
Myc in GST-Pulldown Experimenten eingesetzt. c-Myc bindet direkt an CBP, wobei die
Bindung an mehreren Doménen von CBP moglich ist. Eine starke Bindung ist zwischen c-
Myc und dem CBP-Fragment mit den Aminosiuren 451-721 zu sehen, gefolgt von dem
Fragment mit den Aminosduren 1-451. Eine sehr schwache Bindung mit c-Myc zeigen die
Fragmente 1099-1460 und 1891-2441.
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Abb. 25 Kartierung der Interaktionsdoméinen in c-Myc und CBP. (A) CBP-Fragmente wurden als GST-
Fusionsproteine in E. coli exprimiert, gereinigt und in gleichen Mengen zusammen mit in vitro
translatiertem, [°S]-markiertem c-Myc in GST-Pulldown-Experimenten eingesetzt. Gebundene Proteine
wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. (B) Wie in (A) nur wurden
diesmal c-Myc Fragmente als GST-Fussionsproteine mit in vitro translatiertem, [*°S]-markiertem CBP in
GST-Pulldown Experimenten eingesetzt

Zur Kartierung der c-Myc Interaktionsdomédne wurden die GST-Myc-Fragmente N262,
N156 und C176 zusammen mit in vitro-translatiertem, [>°S]-Methionin markiertem CBP
eingesetzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass CBP den C-terminalen Bereich von c-Myc
bindet.
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3.5.3 CBP stimmuliert die c-Myc abhiingige Transaktivierung

CBP bindet und kooperiert mit einer Vielzahl von kernstindigen Faktoren um
Transkription zu stimulieren (Goodman und Smolik, 2000). Daher wurde der Einfull von
CBP auf die c-Myc-abhédngige Transaktivierung in transienten Transfektionen untersucht.
Dazu wurde das M4-tk-luc-Luziferase-Reporterplasmid zusammen mit c-Myc und CBP
oder p300 in U20S-Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente das Reporterplasmid min-tk-
luc ohne c-Myc-Bindungsstellen.
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Abb. 26 CBP stimuliert die c-Myc-abhingige Transaktivierung. U20S-Zellen wurden mit 2 pg min-tk-
luc bzw. M4-tk-luc Luziferase-Reporterplasmiden und 1 pg pCMV-c-Myc, 5 ng pVR1012-Gal4-CBP, 5 ng
pVR1012-Gal4-p300 wie angegeben transfiziert. Die Aktivitdt der Reporters in Abwesenheit von c-Myc,
CBP oder p300 wurde gleich eins gesetzt.

Wie Abb. 26 zeigt, stimuliert CBP die c-Myc-abhingige Transaktivierung stark. Diese
Stimulation erfolgt spezifisch iiber die c-Myc DNA-Bindung, da das Reporterplasmid min-
tk-luc ohne c-Myc-DNA-Bindungsstellen nicht durch c-Myc und CBP aktivierbar ist.

Auch das CBP-homologe Protein p300 kooperiert mit c-Myc, wenn auch in geringerem
Male.
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3.5.4 Acetylierung von c-Myc durch CBP

CBP besitzt Histoneacetyltransferaseaktivitit, durch die eine Reihe von Promotoren
stimuliert werden. Neben der Fahigkeit Histone zu acetylieren, ist CBP aber auch in der
Lage Nicht-Histon-Proteine wie Transkriptionsfaktoren zu acetylieren. Die Acetylierung
von p53 erhoht dessen Féahigkeit, DNA zu binden und Transkription zu stimulieren (Gu
und Roeder, 1997). Die Acetylierung von HMGI/Y inhibiert dessen DNA-Bindung,
wodurch die Dauer des aktiven Transkriptionssignals limitiert wird (Munshi et al., 2001).
Daher wurde in vitro mit rekombinanten Proteinen die Acetylierung von c-Myc durch CBP

untersucht.
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Abb. 27 c-Myc wird in vitro von CBP acetyliert. In E. coli exprimiertes und gereinigtes MBP und MBP-
Myc wurde zusammen mit ['*C]-Acetyl-CoA in Gegenwart von gereinigtem, baculoviral exprimierten HIS-
CBP inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie Blau (links) und
durch Autoradiographie (rechts) detektiert.

Dazu wurde das Maltose-bindende-Protein (MBP) mit c-Myc als ein MBP-c-Myc-Fusions-
Protein in E. coli exprimiert, aufgereinigt und zusammen mit rekombinantem, gereinigtem
baculoviral exprimiertem His-CBP in Gegenwart von ['*C]-Acetyl-CoA inkubiert. Wie
Abb. 27 zeigt, wird MBP-Myc von CBP in vitro spezifisch acetyliert. Das als Kontrolle in
gleicher molarer Menge eingesetzte MBP wird hingegen nicht acetyliert. MBP-Myc ist
sowohl im Coomassie gefdrbten Gel als auch in der Autoradiographie als Doppelbande zu
erkennen. Warum die untere Bande besser acetyliert wird, ist unbekannt. Es handelt sich
bei der schneller migrierenden Bande um ein C-terminales Degradationsprodukt von MBP-
Myec. Die Bande wird von dem monoklonalen Antikérper C-33 (Santa Cruz), der die N-
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terminale Transaktivierungsdoméne bindet, und von einem anti-MBP Antikdper erkannt
(Kitaura et al., 2000; Takayama et al., 2000). Der monoklonale Antikdérper 9E10, der die
Aminosduren 410 bis 419 im Leucin-Zipper am C-terminalen Ende von c-Myc bindet,
erkennt diese Bande hingegen nicht (Kitaura et al., 2000; Abb. 29).

Um einen Zugang zur physiologischen Relevanz der c-Myc Acetylierung zu bekommen,
wurde die in vivo Acetylierung von c-Myc untersucht. Dazu wurde ein Flag-Epitop
getaggtes c-Myc und Myc-Mutanten mit Deletion von MB T und MB II (AMB I, AMB 1I)
in COS7-Zellen iiberexprimiert. Die {iberexprimierten Proteine wurden mit einem Flag-
Antikorper immunprézipitiert und die Acetylierung anschlieBend mittels eines Acetyl-
Lysin-spezifischen Antikdrpers im Immunoblot nachgewiesen. Dabei konnte bei allen drei
c-Myc Proteinen eine in vivo Acetylierung nachgewiesen werden. Allerdings ist bei der
Mutante AMB 1, bei leicht erhohter Expression gegeniiber Myc wildtyp und AMB 11 eine
geringere Acetylierung zu beobachten (siehe Input Abb. 28).
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Abb. 28 c-Myc wird in vivo acetyliert. COS7-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren pcDNA3-Flag-c-
Myc, pcDNA3-Flag-c-Myc AMBI, pcDNA3-Flag-c-Myc AMBII transfiziert und in F-Puffer lysiert.
Anschliefend wurden die Lysate mit a-Flag Antikdrper M2 immunprézipitiert und im Immunoblot mit dem
a-Acetyl-Lysin Antikorper auf Acetylierung untersucht.

Die Spezifitit des Acetyl-Lysin Antikorpers gegen acetyliertes c-Myc wurde mit in vitro
acetyliertem MBP-Myc demonstriert. Dabei wies der Acetyl-Lysin Antikdrper nur
acetyliertes MBP-Myc nach. Der dquivalente Einsatz von acetyliertem und nicht
acetyliertem MBP-Myc wurde anschlieend mit dem Myc-spezifischen Antikdrper 9E10

gezeigt.
MBP-Myc
y Abb. 29 Der Acetyl-Lysin Antikérper erkennt
a-Myc o-Ac-K Westernblot spezifisch acetyliertes c-Mye. Nicht acetyliertes
. und mit baculoviralem HIS-CBP acetyliertes
- + -+ Acety“erung MBP-Myc wurde im Immunoblot mit dem -

Acetyl-Lysin Antikérper und dem a-Myc

“‘ . Antikorper 9E10 untersucht.
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Um zu untersuchen, ob CBP in vivo fiir die Acetylierung von c-Myc verantwortlich ist,
wurde Flag-c-Myc allein und in Gegenwart von CBP, einer dominant negativen CBP-
Mutante ohne Histonacetyltransferase-Aktivitit (CBPAHAT) und Cyclin E/CDK2 in
COS7-Zellen iiberexprimiert. Cyclin E/CDK2 wurde eingesetzt, da es laut Ait Si Ali et al.
(1998) die HAT-Aktivitit von CBP stimulieren soll. Nach Immunprézipitation wurde die
Acetylierung von c-Myc mit dem Acetyl-Lysin spezifischen Antikdrper nachgewiesen.

In Gegenwart von CBP konnte eine deutliche Zunahme der Acetylierung von c-Myc
nachgewiesen werden. In Anwesenheit von CBPAHAT war keine Acetylierung zu
erkennen. Dies 1a6t darauf schliefen, dass die Acetylierung von c-Myc von CBP abhingig
ist. Das fehlende Acetylierungssignal in der Spur, in der c-Myc alleine exprimiert wurde,
wurde durch die geringeren Menge an transfiziertem c-Myc im Gegensatz zu Abb. 27
verursacht.
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Abb. 30 Einfluss von CBP auf die in vivo Acetylierung von c-Myc. COS7-Zellen wurden mit dem
Expressionsplasmiden pcDNA3-Flag-c-Myc, pVR1012-Gal4-CBP, pVR1012-Gal4-CBPAHAT, pCMV-
Cyclin E und pCMV-CDK2 wie angegeben transfiziert. Die Zellen wurden in F-Puffer lysiert, mit dem a-
Flag Antikorper M2 immuprézipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Im Immunoblot wurde mit dem o.-
Acetyl-Lysin Antikorper die Acetylierung untersucht.

Um den Einfluss der Acetyltransferse-Aktivitit von CBP auf die c-Myc-abhéngige
Transaktivierung zu untersuchen, wurde die Aktivierung des M4-tk-luc Reporterplasmids
durch c-Myc in Abhéngigkeit von CBP und CBPAHAT untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Deletion der Acetyltransferase-Aktivitit zu einer Halbierung der Transaktivierung
durch c-Myc und CBP fiihrt. Diese Abnahme der Transaktivierung beruht nicht auf
Unterschieden in der Expression von CBP und CBPAHAT, da deren Expression gleich
stark war (Abb. 31 B).
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Abb. 31 Die CBP-Acetyltransferase-Domiine stimuliert die Myc Transaktivierung. (A) U20S-Zellen
wurden mit 2 pg M4-tk-luc Luziferase-Reporterplasmiden und 1 ug pCMV-c-Mye, 5 pg pVR1012-Gal4-
CBP, 5 pg pVR1012-Gal4-CBPAHAT wie angegeben transfiziert. Die Aktivitit des Reporters in
Abwesenheit von c-Myc, CBP und CBPAHAT wurde gleich eins gesetzt. (B) COS7-Zellen wurden mit
pVR1012-Gal4-CBP, pVR1012-Gal4-CBPAHAT transfiziert, in F-Puffer lysiert und im Immunoblot auf die
Expression von CBP und CBPAHAT mit dem a-Gal4 DBD Antikdrper untersucht.

3.5.5 Einfluss von Cylin E/CDK2 auf die Myc Transaktivierung

Ait-Si-Ali et al. (1998) konnte zeigen, dass die CBP-Acetyltransferase-Aktivitét in vitro
durch CyclinE/CDK2 stimuliert wird. Gleichzeitig konnten sie zeigen, dass am G1/S-
Phaseniibergang die CBP-Acetyltransferase-Aktivitit parallel zur Cyclin E/CDK2-Kinase-
Aktivitit steigt. Durch den Block der Cyclin E/CDK2 Kinase mit Roscovitin wird die
Acetyltransferase-Aktivitdt inhibiert. Aufgrund dieser Beobachtung und der Fahigkeit von
CBP, die c-Myc Transaktivierung acetyltransferaseabhingig zu stimulieren und der
zellzyklusabhdngigen Regulation der CBP-Acetyltransferase-Aktivitit, stellte sich die
Frage, ob Cyclin E/CDK2 mit c-Myc und CBP kooperiert.

Dazu wurden die c-Myc vermittelte Transaktivierung auf dem Reporterplasmid M4-tk-luc
in Abhidngigkeit von Cyclin E/CDK2 und der Acetyltransferase-Doméine von CBP
untersucht. Es wurde deutlich, dass Cyclin E/CDK2 die c-Myc-vermittelte
Transaktivierung nur geringfiigig stimulieren kann. Bei der durch c-Myc- und CBP-
vermittelten Transaktivierung zeigt Cyclin E/CDK2 einen sehr deutlichen Effekt, der zu
einer Verdoppelung der Aktivierung fiihrt. Die durch die CBPAHAT-Mutante vermittelte
Transaktivierung wird durch Cyclin E/CDK2 stimuliert, sie fiihrt ebenfalls zu einer

Verdoppelung der Transaktivierung.
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Abb. 32 Cyclin E/CDK2 stimuliert die c-Myc-Transaktivierung. U20S-Zellen wurden mit 2 ug M4-tk-
luc Luziferase-Reporterplasmid und 1 pg pCMV-c-Myc, 5 ng pVR1012-Gal4-CBP, 5 nug pVR1012-Gal4-
CBPAHAT, 0,5 pg pCMV-Cyclin E und pCMV-CDK2 wie angegeben transfiziert. Die Aktivitdt des
Reporters in Abwesenheit von c-Myc, CBP, CBPAHAT und Cyclin E/CDK2 wurde gleich eins gesetzt.

Aufgrund der oben gemachten Beobachtungen scheint der Cyclin E/CDK2-Effekt nicht
ausschlieBlich tiber die Stimulation der CBP-Acetyltransferase-Aktivitét zu laufen, sondern
moglicherweise iiber einen von CBP-unabhidngigen Mechanismus. Ein moglicher
Mechanismus kann iiber Phosphorylierung von c-Myc durch Cyclin E/CDK2 vermittelt
werden. Zumal c-Myc schon als Substrat fiir Cyclin A/CDK2 beschrieben wurde und sich
an Serin 62 eine potentielle Cyclin E/CDK2 Konsensus-Stelle befindet (Hoang et al.,
1995). Diese Phosphorylierung konnte moglicherweise zur Stabilisierung der Interaktion
zwischen c-Myc und CBP fiithren. So binden CREB, NFkB und E2F5 abhéngig von der
Phosphorylierung ihrer Transaktivierungsdomanen an CBP/p300 (Chrivia et al., 1993;
Zhong et al., 1998; Morris et al., 2000). In Kinase-Experimemten wurde daher die
Phosphorylierung von c-Myc durch Cyclin E/CDK2 getestet. Dabei konnte gezeigt

werden, dass c-Myc im N-Terminus phosphoryliert wird. Dort befindet sich an Serin 62
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eine Cyclin E/CDK2 Phosphorylierungsstelle. Um zu untersuchen, ob Serin 62 von Cyclin
E/CDK2 phosphoryliert wird, wurde die Phosphorylierung von Myc mit c-Myc-Mutanten
verglichen. Dabei zeigte sich, dass Serin 62 spezifisch von Cyclin E/CDK2 phosphoryliert

wird.
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Abb. 33 Cyclin E/CDK2 phosphoryliert c-Myc an Serin 62. In E. coli exprimierte und gereinigte GST-c-
MycN166-Fusionsproteine mit den angegebenen Mutationen wurde zusammen mit [*>P]-y-ATP in
Gegenwart von gereinigtem, baculoviral exprimiertem Cyclin E/CDK2 inkubiert. Die Reaktionsprodukte
wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt, mit Coomassie Blau (links) und durch Autoradiographie (rechts)
detektiert.

Da c-Myc von Cyclin E/CDK2 phosphoryliert wird und dies den Einfluss von Cyclin
E/CDK2 auf die Myc-Transaktivierung erkldren kann, wurde der Einfluss der Serin-62-
Alanin Mutante auf die Transaktivierung untersucht. Dabei zeigte sich, dass Cyclin
E/CDK2 die Transaktivierung durch c-Myc in dhnlicher Weise stimuliert wie die der
Mutanten. Auch CBP- und die AHAT-Mutante von CBP stimulieren die Transaktivierung
von c-Myc und den drei eingesetzten Mutanten im gleichen Malle. Die Kombination von
Cyclin E/CDK2 und CBP zeigt bei den Mutanten wie bei c-Myc eine Kooperation
zwischen allen Faktoren. Allerdings ist diese Kooperation bei den Mutanten weniger
ausgepragt als bei c-Myc selber. Der kooperative Effekt nimmt von der c-Myc-Mutante
T58A tiber die S62A-Mutante zur TS8A,S62A-Doppelmutante hin ab. Dieser Effekt ist bei
der Kombination von Cylin E/CDK2 und CBPAHAT jedoch nicht zu sehen, da alle vier c-

Myec-Konstrukte in dhnlicher Weise stimuliert werden.
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Abb. 34 Einfluss der c-Myc Phosphorylierungsmutanten auf die Transaktivierung. U20S-Zellen
wurden mit 2 pg M4-tk-luc Luziferase-Reporterplasmid und 1 pg pCGN-c-Myc wt, T58A,
S62A,T86A/S62A, 5 ng pVR1012-Gal4-CBP, 5 ng pVR1012-Gal4-CBPAHAT, 0,5 pg pCMV-Cyclin E und
pCMV-CDK2 wie angegeben transfiziert. Die Aktivitdt des Reporters in Abwesenheit von c-Myc und dessen
Mutanten, CBP, CBPAHAT und Cyclin E/CDK2 wurde gleich eins gesetzt.
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4 Diskussion

Das Protoonkogen c-Myc kann auf molekularer Ebene als Transkriptionsfaktor
beschrieben werden. Allerdings sind die molekularen Mechanismen der transkriptionellen
Aktivierung und Repression durch c-Myc erst ansatzweise verstanden. Daher war es Ziel
meiner Arbeit neue c-Myc bindende Faktoren zu identifizieren und die Funktionalitét der

Interaktion mit c-Myc zu untersuchen.

4.1 Interaktion von c-Myc mit hASH2 und Nucleolin

Die Interaktion von hASH2 und Nucleolin als c-Myc-interagierende Faktoren konnte nach
affinititschromatografischer Aufreinigung in vivo durch Koimmunprézipitationen bestatigt
werden. Sowohl fiir endogenes hASH2 als auch Nucleolin konnte die Interaktion mit
endogenem c-Myc in Jurkat- und U20S-Zellen nachgewiesen werden. Fiir hASH2 konnte
zusitzlich eine Interaktion mit tiberexprimierten c-Myc in COS7-Zellen gezeigt werden.
Eine direkte Interaktion in vitro von c-Myc mit hASH2 und Nucleolin wurde unter
Zuhilfenahme von rekombinanten Proteinen untersucht. Des weiteren wurden die
Interaktionsdominen in c-Myc und hASH2 kartiert. Dadurch kdnnen Mutationen in den
Bindungsdomidnen eingefiihrt werden, die dann in funktionellen Untersuchungen
Aufschluss iiber den Einfluss von hASH2 auf die c-Myc Funktion wie Zellwachstum,
Transformation und Transkription geben. Bei der Kartierung der Interaktion zeigte sich,
dass hASH2 und Nucleolin beide mit dem C-Terminus von c-Myc interagieren. Fiir
hASH2 wurde die Interaktionsdoméne weiter auf den Bereich von Aminosaure 265 bis 355
zwischen saurer und basischer-Region von c-Myc eingegrenzt. Damit konnten hASH2 und
Nucleolin als direkte in vivo Interaktionspartner von c-Myc identifiziert werden.

Fiir die Region von Aminosédure 265 bis 355 in c-Myc wurden von anderen Arbeitsgruppen
verschiedene biologische Funktionen beschrieben. So ist diese Region in c-Myc zwischen
verschiedenen Spezies konserviert und zwischen Aminosdure 290 und 318 auch zwischen
c-Myc, N-Myc und L-Myc (Marcu et al., 1992). Die Deletion von Aminosédure 265 bis 353
fithrt zur Abnahme der Transformation primérer embryonaler Ratten Fibroblasten durch c-
Myc und aktiviertem Ras. Auch fiir die Transformation von Ratl-Zellen ist diese Region
notwendig. (Stone et al., 1987). Fiir die Region von Aminosdure 265 bis 317 konnte
zusitzlich gezeigt werden, dass sie an der Induktion der S-Phase in ruhenden NIH3T3-
Fibroblasten beteiligt ist (Goruppi et al., 1994). Des weiteren befinden sich an Serin-347
und Serin-348 kurz vor der basischen Region zwei in vivo Phosphorylierungsstellen, die in
vitro durch die Proteinkinase CK2 phosphoryliert werden konnen (Liischer et al., 1989).
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Die CK2- Phosphorylierungsstellen sind sowohl evolutionér in verschiedenen Spezies als
auch zwischen den verschiedenen c-Myc-Proteinen konserviert. Allerdings ist bisher nichts
iiber die Funktion dieser Phosphorylierungsstellen bekannt. Da diese Region Homologien
zu einer Klasse von Proteinen mit transformierenden Eigenschaften besitzt, wurde
vermutet, dass die Phosphorylierung Einfluss auf die c-Myc-abhédngige Zelltransformation
hat. Zu den homologen Proteinen gehort das papovavirale groBle T-Antigen, das
adenovirale E1A-, das papillomavirale E7- und das Cdc25-Protein (Figge und Smith, 1988;
Figge et al., 1988b). Der Einfluss der CK2-Phosphorylierung auf Zelltransformation
konnte bisher noch nicht bestétigt werden. So zeigte c-Myc mit Punktmutationen an den
Phosphorylierungsstellen keinen Unterschied in der Transformation der etablierten Rat-1-
Zellliene in Kooperation mit dem Onkogen Brc-Abl (Street et al., 1990).

Diese puplizierten Daten deuten auf einen Einfluss der Region zwischen saurer und
basischer Doméne auf die c-Myc vermittelte Transformation hin. Daher sollte in weiteren
Experimenten festgestellt werden, ob hASH2 einen Einfluss auf die c-Myc-abhingige
Transformation hat. Dazu sollten Transformations-Assays in primiren embryonalen
Ratten-Fibroblasten (REF) etabliert werden. Dies war jedoch nicht mdglich, da die
Transformationsrate in Kontrollexperimenten mit c-Myc und aktiviertem Ras zu klein war,
um aussagekriftige Resultate zu erhalten. Grund dafiir mag eine zu schlechte
Transfektionsrate der isolierten Fibroblasten gewesen sein. Daher werden nun
Transformationsexperimente in Kooperation mit Christa Cerni in Wien durchgefiihrt. Erste
Untersuchungen in Kolonienformationsexperimenten in REFs deuten darauf hin, dass
hASH?2 mit aktiviertem Ras kooperiert (personliche Mitteilung von C. Cerni). Im Einklang
damit stehen auch die Ergebnisse, dass hASH2 die Transformation von REFs durch c-Myc
und Ras in Fokusbildungsexperimenten (personliche Mitteilung von C. Cerni) und das
Wachstum der transformierten Zelllienen U20S und Saos im Kolonien-Formations-
Experiment nicht inhibiert (Abb. 11).

Durch diese vorldufigen Ergebnisse konnen hASH2 onkogene Eigenschaften zugewiesen
werden. Dabei stellt sich die Frage, ob diese Eigenschaft iiber c-Myc allein oder
beispielsweise durch die Bindung von hASH2 an andere Faktoren vermittelt wird. So ist
TRRAP nicht nur ein c-Myc Bindungspartner und Mediator der c-Myc-abhingigen
Transformation, sondern bindet auch E1A und ist fiir dessen transformierende
Eigenschaften verantwortlich (McMahon et al., 1998; Deleu et al., 2001). Des Weiteren
stellt sich die Frage, wie die Interaktion zwischen c-Myc und hASH2 reguliert wird, da
hASH2 ubiquitdr exprimiert wird. Ein moglicher Mechanismus mag iiber die CK2-
Phosphorylierungsstellen in c¢-Myc laufen. Dabei konnte hASH2
phosphorylierungsabhingig an c-Myc binden.

Neben hASH2 wurde MSSP als ein weiterer Faktor beschrieben, der c-Myc in dieser
Region bindet. MSSP wurde urspriinglich als ein Protein identifiziert, das an eine Region

im humanen c-myc Gen bindet, die ein potentieller Replikationsursprung und Enhancer ist
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(Negishi et al., 1994). Zudem konnte kiirzlich auch die Bindung von MSSP an c-Myc
beschrieben werden (Niki et al.,, 2000). MSSP stimuliert die c-Myc/Ras-abhédngige
Transformation in NIH3T3-Zellen, die in Softagar im Vergleich zur Kontrolle sehr grofle
Kolonien bilden. Kontrdr dazu ist MSSP aber in der Lage, die DNA-Bindung von
Myc/Max-Komplexen und die c-Myc-abhéngige Transkription zu inhibieren (Niki et al.,
2000). Eine mogliche Erkldrung fiir diese zunédchst widerspriichlichen Ergebnisse konnte
sein, dass MSSP c-Myc zu Zellwachstums inhibierenden Genen dirigiert, die von c-Myc
reprimiert werden (Niki ef al., 2000). Moglicherweise stabilisiert MSSP die Interaktion
zwischen c-Myc und YY1 bzw. Smad2 und Smad3, die ebenfalls in dieser Region von c-
Myc binden und deren transkriptionelle Aktivitdt durch c-Myc reprimiert wird (Shrivastava
et al., 1993; Feng et al., 2002). Da hASH2 die c-Myc-abhingige Transaktivierung
stimuliert und auch die DNA-Bindung von c-Myc/Max Heterodimeren nicht inhibiert
(Daten nicht gezeigt), scheint diese Region von c-Myc unterschiedliche Funktionen
auszufiihren. Detaillierte Untersuchungen tiber die c-Myc Bindung von hASH2, MSSP,
Smad2, Smad3 und YY1 konnten Aufschluss dariiber geben, ob sich die
Interaktionsdoménen dieser Faktoren iiberschneiden oder ob zwei unabhingige Doménen
in c-Myc nebeneinander liegen, die durch gegenldufige Mechanismen einen Einfluss auf
die Transformation haben. Dass hASH2 und MSSP mit unterschiedlichen Effekten auf die
Transaktivierung gleichzeitig an c-Myc binden, scheint sehr unwahrscheinlich. Vielmehr
scheint c-Myc promotorspezifisch unterschiedliche Faktoren zu rekrutieren, abhéingig
davon ob es einen Promotor aktiviert oder reprimiert. Diese Hypothese konnte
vergleichend an c¢-Myc aktivierten und reprimierten Genen mit Chromatin-

Immunprézipitationen untersucht werden.

Weitere Untersuchungen zur Funktion der Interaktionen bezogen sich auf die c-Myc
abhéngige Transkriptionsregulation durch hASH2 und Nucleolin. Dabei ist hASH2 im
Gegensatz zu Nucleolin allein nicht in der Lage, die c-Myc-abhéngige Transaktivierung zu
stimulieren. Auch die direkte Rekrutierung von hASH2 als Gal4-hASH2-Fusionsprotein an
einen Promotor fiihrte nur zu einer schwachen Transaktivierung eines Reportergenes. Dies
war unabhéngig davon, ob der Reporter transient ko-transfiziert wurde oder stabil ins
Genom integriert worden war. Fiir Nucleolin hingegen konnte eine starke Aktivierung
beobachtet werden, die spezifisch von der c-Myc Anwesenheit und dem Vorhandensein
der c-Myc DNA-Bindungsstellen abhéngig ist. Dadurch bildet sich gleichzeitig auch eine
Riickkopplungsschleife, da Nucleolin ein Zielgen von c-Myc ist (Coller ef al., 2000;
Greasley et al., 2000).

Erst in Gegenwart von Nucleolin stimuliert hASH2 die c-Myc-abhingige
Transaktivierung. Somit konnen Nucleolin und hASH2 als kooperierende Faktoren
beschrieben werden, die die schwache c-Myc-abhidngige Transaktivierung stimulieren.

Diese Kooperation spiegelt sich auch in der in vivo Interaktion zwischen Nucleolin und
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hASH2 wider, die durch eine direkte Interaktion beider Faktoren oder gleichzeitige
Bindung an c-Myc zustande kommen kann. Dies liee sich mit in vitro Bindungstudien
untersuchen. Der limitierende Einfluss von Nucleolin auf hASH2 und die Interaktion
zwischen beiden Proteinen deuten darauf hin, dass hASH2 in einem Komplex mit
Nucleolin agiert, an den hochst wahrscheinlich noch weitere Faktoren beteiligt sind.
Moglicherweise stabilisiert Nucleolin die durch hASH2 rekrutierten Faktoren. Hinweise
dafiir, dass hASH2 in einem groBeren Komplex vorliegt, der an Transkriptionsregulation
beteiligt ist, liefern Daten aus Drosophila und Hefe. Gelfiltrations-Chromatografien von
embryonalen Drosophila-Extrakten zeigen, dass ASH2 in einen Komplex mit einem
Molekulargewicht von ungefiahr 500 kDa eluiert wurde (Papoulas et al., 1998). Aus Hefe
konnte kiirzlich der Setl-Methyltransferase-Komplex aufgereinigt werden, der Histon H3
an Lysin4 methyliert und dessen Bre2 Untereinheit als ASH2 homologes Protein
identifiziert wurde (Roguev et al., 2001; Nagy et al., 2002). Ob hASH2 und Nucleolin in
einem groferen Komplex an c-Myc binden, wiére durch proteinbiochemische Aufreinigung
eines solchen Komplexes zu zeigen. Das solch ein Komplex mdglicherweise Histon-
Methyltransferase-Aktivitdt besitzt und dadurch Einfluss auf die c-Myc-abhédngige
Transaktivierung nimmt, ist sehr attraktiv und sollte tiberpriift werden. Auch wenn in Hefe
der Setl-Komplex mit dem Silencing an Telomeren, am mating typ locus und an der (DNA
einen negativen Einfluss auf die Transkription nimmt (Nislow et al., 1997; Briggs et al.,
2001; Nagy et al., 2002). Eine Reihe von Daten zeigen, dass Histon H3 Methylierung an
Lysin-4 mit transkriptionell aktiven Chromatinbereichen verkniipf ist (Litt e al., 2001;
Noma et al., 2001; Boggs et al., 2002; Kouzarides, 2002). Durch die Identifikation der
Histon H3 Lysin-4-spezifischen humanen Methyltransferase Set9 konnte ein direkter
Effekt der Methylierung auf die Aktivierung der Transkription gezeigt werden. Set9
stimuliert die Transaktivierung durch ein Gal4-VP16-Fussionprotein in Abhédngigkeit
seiner Methyltransferaseaktivitit. Die Methylierung von Lysin-4 durch Set9 inhibiert die
Bindung des Histondeacetylase-Komplexes NuRD an die N-terminalen Schwinze von
Histon H3 und stimuliert die Acetylierung von Histonen durch CBP/p300 (Nishioka et al.,
2002; Wang et al., 2001a).

Die Assoziation von Trithorax-Proteinen mit Histon-Methyltransferaseaktivitit ist aber
nicht nur auf ASH2 begrenzt. So besitzen die Proteine Trithorax und ASHI1 wie Setl eine
SET-Methyltransferasedomine (Jenuwein et al., 1998). Fiir die SET-Doméne von ASH1

konnte Histon-Methyltransferase Aktivitdt nachgewiesen werden (Roguev et al., 2001).

Sehr unerwartet ist die Beobachtung, dass Faktoren, die den C-Terminus von c-Myc
binden, transkriptionsaktivierend wirken, da die Transaktivierungsdomine von c-Myc am
N-Terminus lokalisiert ist (Kato et al., 1990; Min und Taparowsky, 1992). Allerdings wird
der Swi2/Snf2 Komplex ebenfalls an den C-Terminus von c-Myc rekrutiert und scheint die

c-Myc- Transaktivierung positiv zu beeinflussen (Cheng et al., 1999). Auch CBP, das ein
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starker Koaktivator von c-Myc ist, bindet an den C-Terminus von c-Myc. Eine mogliche
Erkliarung fiir diesen Widerspruch mag das Vorhandensein einer reprimierenden Region im
C-Terminus zu sein. Diese reprimierende Wirkung miisste dann zur vollstdndigen
Stimulation der Transaktivierungsdoméne {iberwunden werden. Dabei konnten Faktoren
wie Nucleolin, hASH2, CBP und der Swi2/Snf2 Komplex reprimierende Faktoren von c-
Myc verdringen, durch posttranskriptionelle Modifikation wie Acetylierung oder
Methylierung die Transaktivierung von c-Myc regulieren oder aber die DNA-Bindung von
c-Myc modulieren.

Unerwartet ist auch die Beobachtung, dass hASH2 REFs transformiert, aber alleine keinen
Einfluss auf die c-Myc-abhéngige Transaktivierung ausiibt. Der Grund dafiir ist unklar.
Moglicherweise unterscheidet sich die Expression von ASH2 in priméren Zellen zu der in
etablierten Zelllinien. Auch eine signalabhéngige Aktivierung von hASH2 wire denkbar,
die in den priméren Zellen durch die Ko-Transfektion mit aktiviertem Ras vermittelt wird.

Als Kontrollexperiment wurde parallel zur stimulierenden Wirkung von Nucleolin auf c-
Myc die in der Literatur beschriebene reprimierende Wirkung auf c-Myb untersucht.
Allerdings aktiviert in dieser Arbeit Nucleolin c-Myb und wirkt nicht wie bei Ying et al.
(2000) beschrieben als Repressor. Ein moglicher Grund fiir diese unterschiedlichen
Ergebnisse konnen die verwendeten Zellen oder Reporterplasmide sein. Bei Ying et al.
(2000) wurden Phoenix-Zellen und ein kiinstlicher Reporter mit acht Myb-Bindungsstellen
eingesetzt. In dieser Arbeit wurde die Osteosarkom-Zellliene U20S und ein
Reporterkonstrukt mit den Basenpaaren -242 bis +150 des mim-1 Promotor benutzt, der
durch c-Myb reguliert wird (Oelgeschléger et al., 1996).

4.2 Interaktion von c-Myc mit CBP

Als ein weiterer c-Myc-interagierender Faktor konnte CBP identifiziert werden. Die
Interaktion konnte in mehreren unabhingigen Experimenten in vivo und in vitro bestitigt
werden. So war es moglich, die Bindung auf endogener Ebene in HEK293-, Jurkat- und
HL60-Zellen und mittels eines Sdugertier-zwei-Hybrid-Experimentes in U20S-Zellen
nachzuweisen. Desweitern konnte in vitro gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen
den Proteinen direkt ist. Dabei bindet CBP ebenfalls wie Nucleolin und hASH2 an die C-
terminalen 176 Aminosduren von c-Myc.

Ob es bei der Interaktion mit c-Myc auch zu Wechselwirkungen mit Nucleolin und hASH2
kommt und ob es Uberschneidungen mit deren Interaktionsdomine gibt, ist nicht weiter
untersucht worden. Ein moglicher Zusammenhang zwischen hASH2 und CBP konnte

allerdings bestehen, da fiir die beiden Trithoraxproteine ASH1 und Trithorax in Drosophila
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eine Interaktion mit CBP nachgewiesen wurde (Bantignies et al., 2000; Petruk et al.,
2001). Zudem wurde von Roguev et al. (2001) eine funktionelle Klassifizierung der
verschiedenen Trithoraxproteine vorgenommen. Dabei wurden ASH1, ASH2 und
Trithorax aufgrund ihrer postulierten Assoziation mit einer Methyltransferase-Aktivitét in
eine Klasse eingeteilt.

Bei der Kartierung der c-Myc-Bindungsstelle in CBP stellte sich heraus, dass c-Myc
mehrere CBP-Fragmente bindet. Am stérksten interagiert es mit den CBP-Aminoséduren
451 bis 721. Daneben bindet c-Myc mit abnehmender Affinitdt an die Fragmente 1 bis 451,
1099 bis 1460 und 1891 bis 2441. Das Fragment 451 bis 721 mit der KIX-Domine bindet
eine Vielzahl verschiedener Transkriptionsfaktoren wie CREB, Jun, Myb, Sab-1a, ER81
und das virale Tax-Protein (Goodman und Smolik, 2000). Allerdings ist unklar, ob c-Myc
parallel mit einem oder mehreren dieser Faktoren an CBP bindet oder ob c-Myc in der
Lage ist, die oben genannten Faktoren von CBP zu verdridngen und somit negativ auf deren
Funktion zu wirken. Die Bindung von verschiedenen Faktoren an die selbe Doméne von
CBP kann aber auch iiber posttranslationale Modifikationen reguliert werden. So wie die
Methylierung der KIX-Domine von CBP durch die Methyltransferase CARMI1 die
Bindung von CREB reguliert (Xu et al., 2001). Ein dhnliches Bild stellt sich auch fiir die
anderen mit c-Myc- interagierenden Fragmente dar, die ebenfalls von einer Vielzahl von
Faktoren gebunden werden. Mdglicherweise interagiert c-Myc promotorspezifisch mit
unterschiedlichen Regionen von CBP oder benétigt zur stabilen Ausbildung eines
Komplexes mit CBP die Interaktion mit mehreren CBP-Regionen.

Im Weiteren wurde der Einfluss von CBP auf die c-Myc-abhingige Transaktivierung
untersucht. Dabei zeigte sich, dass CBP und das CBP-homologe Protein p300 die c-Myc-
abhdngige Transaktivierung stark stimulieren und das die HAT-Aktivitit von CBP zu
einem wesentlichen Teil (ca. 50%) an der Transkriptionsstimulation beteiligt ist. Da CBP
neben GCNS5 und TIP60 der dritte Koaktivator mit HAT-Aktivitit ist, der von c-Myc an
Promotoren rekrutiert wird, sollte untersucht werden, in welcher Weise die
Acetyltransferaseaktivitit von CBP die c-Myc-Transaktivierung stimuliert (McMahon et
al., 2000; B. Amati, personliche Mitteilung). Der Einfluss der HAT-Aktivitdt auf die
Transaktivierung kann auf zweierlei Weise geschehen. CBP ist in der Lage die
reprimierende Wirkung von Chromatin durch die Acetylierung von Histonen aufzuheben
(Bannister und Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996). Andererseits ist CBP aber auch in
der Lage, Transkriptionsfaktoren direkt zu acetylieren und dadurch deren transkriptionelle
Aktivitdit zu modulieren (Kouzarides, 2000; Sterner und Berger, 2000). Daher wurde
tiberpriift, ob c-Myc durch CBP acetyliert wird.

Dabei konnte gezeigt werden, dass CBP c-Myc in vitro acetyliert und die in vivo
Acetylierung von c-Myc stimuliert. Die Stimulation der in vivo Acetylierung war
unabhdngig von Myc Box I und II und somit auch unabhéngig von der Rekrutierung von
Acetyltransferasen durch TRRAP. Die Kartierung der exakte Acetylierungsstelle war
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bisher noch nicht moglich, da c-Myc iliber mehrere im gesamten Protein verteilte
Acetylierungsstellen verfiigt. So konnte sowohl ein N- als auch ein C-terminales GST-
Myc-Fusionsprotein durch CBP acetyliert werden (Daten nicht gezeigt). Auch eine
Eingrenzung aufgrund von Sequenzinformationen war nicht moglich, da es keine
Konsensussequenzen fiir die bisher beschriebenen Acetyltransferasen und deren Substrate
gibt.

Erste Untersuchungen zur Funktion der Acetylierung bezogen sich auf die oben
angesprochene Transaktivierung und DNA-Bindung von c-Myc. Allerdings konnte kein
Einfluss auf die DNA-Bindung festgestellt werden. So verdnderte die Acetylierung von
rekombinanten c-Myc/Max-Komplexen nicht deren DNA-Bindung. Auch die Behandlung
von COS7-Zellen, die c-Myc/Max iiberexprimieren, mit dem Histondeacetylase-Inhibitor
Trichostatin A (TSA), zeigte keinen Einfluss auf die DNA-Bindung von c-Myc/Max-
Komplexen (Daten nicht gezeigt). Moglicher Weise ist zur Erkennung von Effekten eine
stochiometrische Acetylierung notwendig. Dies kann wiederum durch den Einsatz von c-
Myc mit den mutierten Acetylierungsstellen umgangen werden. Fiir den eindeutigen
Beweis, dass die Acetylierung von c-Myc Einfluss auf dessen Funktion hat, miissen die
acetylierten Lysine bestimmt, mutiert und deren Bedeutung experimentell untersucht
werden.

Im Kontrast zu den beiden Acetyltransferasen GCN5 und TIP60, deren primires Ziel
Histone in c-Myc regulierten Genen sind, scheint das Ziel der Acetyltransferase CBP c-
Myc selbst zu sein. In welcher Weise die Acetylierung von c-Myc auf dessen
Transaktivierung wirkt, ist noch zu kldren. Mogliche Mechanismen, auf die die
Acetylierung einen Einfluss haben kann, sind Proteinstabilitét, zellulire Lokalisation und
Interaktion mit weiteren Faktoren (Waltzer und Bienz, 1998; Chen ef al., 1999b; Martinez-
Balbas et al.,, 2000; Soutoglou et al., 2000). In diesem Zusammenhang wére es von
Intresse, ob die Interaktion zwischen c-Myc und INI1, der c-Myc bindenden Komponente
des SWI/SNF-Komplexes (Cheng et al., 1999), mittels Acetylierung reguliert wird.
Hinweise fiir einen moglichen Mechanismus liefert die acetylierungsabhingige Stimulation
der Interaktion zwischen dem Erythroid Kriippel-Like Faktor und dem SWI/SNF-Komplex
(Zhang et al., 2001).

Untersuchungen von Ait-Si-Ali et al. (1998) zeigten, dass die CBP
Acetyltransferaseaktivitit zellzyklusabhdngig durch die Phosphorylierung von Cyclin
E/CDK2 reguliert wird. Da CBP die c-Myc Transaktivierung Acetyltransferase-abhingig
stimuliert, sollte der Einfluss von Cyclin E/CDK2 auf die Transaktivierung durch c-Myc
und CBP untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass Cyclin E/CDK2 und CBP die c-Myc-
abhédngige Transaktivirung kooperativ stimulieren. Der Mechanismus, iiber den Cyclin
E/CDK2 auf c-Myc wirkt, war nicht zu identifizieren. Cyclin E/CDK2 stimulierte
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unabhingig von der CBP-Acetyltransferaseaktivitit und der Phosphorylierung von c-Myc
die Transaktivierung durch c-Myc und CBP.

Moglicherweise existiert im C-terminalen Bereich von c-Myc, der nicht in Kinase-
Experimenten eingesetzt wurde, eine weitere Cyclin E/CDK2 Phosphorylierungsstelle.
Diese konnte fiir eine phosphorylierungsabhédngige Interaktion zwischen CBP und c-Myc
verantwortlich sein. Ein solcher Mechanismus ist fiir die Interaktion einer Reihe von CBP-
bindenden Faktoren, wie CREB, NFkB, E2F5, beschrieben worden (Chrivia et al., 1993;
Zhong et al., 1998). Eine Konsensus Cyclin E/CDK2 Phosphorylierungsstelle konnte im
C-Terminus allerdings nicht gefunden werden. Alternativ dazu konnte aber auch die
Phosphorylierung von CBP durch Cyclin E/CDK2 wunabhéngig von der
Acetyltransferaseaktivitét zu einer Stimulation der c-Myc-Transaktivierung fiithren. Eine
Kompetition von verschiedenen Faktoren um die Bindung an CBP konnte durch die
Phosphorylierung zu Gunsten von c-Myc verschoben werden. Als einen weiteren
Mechanismus konnte Cyclin E/CDK2 aber auch die Funktion eines dritten unbekannten
Faktors modulieren, der die c-Myc-abhingige Transkription beeinflult. Dieser Faktor
miiiten tiber CBP die c-Myc-Transaktivierung regulieren, da Cyclin E/CDK2 in
Abwesenheit von CBP c-Myc nur geringfligig aktiviert.
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