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1 Zusammenfassung

Das 55-kDa Genprodukt der frithen Region 1B (E1B-55K) von Adenovirus Serotyp 5
(Adb) ist ein multifunktionelles Phosphoprotein, das eine zentrale Rolle im produkti-
ven Infektionszyklus von Ad5 einnimmt. Nach heutigem Wissensstand steuert E1B-
55K die virale Replikation in permissiven Wirtszellen auf allen Stufen der Genexpres-
sion. Den lytischen Aktivititen des E1B-Proteins liegen unterschiedliche Wirkme-
chanismen zugrunde, die teilweise direkt mit seinen transformierenden onkogenen
Eigenschaften gekoppelt sind. Im Mittelpunkt steht dabei die Inaktivierung des zellu-
laren Tumorsuppressorproteins p53 auf den Ebenen der Transkription und des
Ubiquitin-abhéngigen Proteinabbaus. Als weitere Faktoren werden verschiedene
Komponenten der PML-NB-Kerndomdnen diskutiert, die an E1B-55K binden und eine
wichtige Rolle in der DNA-Reparatur (Mrell und DNA Ligase IV) und der
Transkription (Daxx, PML und Sp100) spielen.

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit Untersuchungen zur Rolle der PML-NB-
Komponente Daxx im Ad5-vermittelten Transformationsvorgang primédrer Sduger-
zellen und im produktiven Infektionszyklus in permissiven Wirtszellen. Priméres Ziel
war es, die Rolle der E1B-55K/Daxx-Interaktion in beiden Systemen mit Hilfe
genetischer und biochemischer Analyseverfahren zu untersuchen. Dadurch sollte
unter anderem die Bedeutung von Daxx bzw. der PML-NB-Kerndomdnen in der
Steuerung der viralen Onkogenese und im Ad5-Replikationszyklus aufgeklart

werden.

Durch klassische Transformationsexperimente auf der Basis primérer Rattenepithel-
zellen (pBRK) konnte gezeigt werden, dass die Bindung von E1B-55K an Daxx ein
wichtiges Ereignis im Ad5-induzierten Transformationsvorgang in diesen Zellen dar-

stellt. Interessanterweise wird dabei die Repression von p53 durch Mutationen in den
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Daxx-Bindemotiven nicht beeintrdchtigt. Dieses Ergebnis bestatigt erstmals die
Hypothese, dass das onkogene Potenzial von E1B-55K auch p53-unabhéngige
Funktionen umfasst, die tiber die Wechselwirkung und Inaktivierung von Daxx
gesteuert werden. Aufierdem unterstiitzen sie die Annahme, dass der Daxx-
Interaktionspartner PML und moglicherweise andere PML-NB-Komponenten
wichtige Zielproteine darstellen, tiber die E1B-55K zur vollstaindigen Zelltrans-

formation beitragt.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Rolle
der E1B-55K/Daxx-Interaktion im viralen Lebenszyklus untersucht. Mit Hilfe von
Daxx-depletieren Tumorzelllinien (A549 und H1299) und pseudo-priméren (HepaRG)
knock-down Linien konnte gezeigt werden, dass Daxx ein negativer Regulator der Ad5-
Replikation ist, der vermutlich auf transkriptioneller Ebene die Expression frither
viraler Gene reprimiert. In diesem Zusammenhang gelang auch der Nachweis, das
Daxx im zeitlichen Verlauf der lytischen Infektion dem proteasomalen Abbau {iiber
einen E1B-abhdngigen Mechanismus zugefiihrt wird. Auf molekularer Ebene erfolgt
die Reduktion von Daxx durch Cullin-5-gesteuerte Ubiquitinylierung an 26S-
Proteasomen. Als eine weitere, wichtige Komponente des Abbaus konnte die SUMO-
Konjugation des E1B-Proteins identifiziert werden. Insgesamt weisen diese Ergebnisse
erstmalig auf eine E3-Ubiquitinligaseaktivitdt des E1B-Proteins hin, die vermutlich im
Verbund mit anderen viralen Faktoren die Funktionen von Daxx in virusinfizierten
Zellen moduliert. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um die viralen Faktoren E2A,
L4-100K, pVI und pVII, das vermutlich zusammen mit Daxx den aktiven Transport

des Ad5-Chromosoms in den Zellkern fordert.



2 Einleitung

2.1 Adenoviren

211 Klassifikation

Adenoviren wurden in den letzten 55 Jahren einerseits sehr intensiv als Modelsystem
zur Aufklarung der Wechselwirkungen zwischen Virus und Wirtszelle erforscht,
andererseits aber auch als Vektor in der Gentherapie genutzt. Erstmals wurden
Adenoviren 1954 aus adenoidem Gewebe und dem Rachensekret respiratorisch
erkrankter Personen isoliert (Hilleman et al., 1954; Rowe et al., 1953). Diese Isolate
wurden zundchst nach ihren Krankheitsbildern, wie acute respiratory disease (ARD),
adenoid-pharyngeal-conjunctival (APC), respiratory illness (RI) oder einfach adenoid
degeneration (AD) bezeichnet. Seit 1956 fasste man sie aufgrund gemeinsamer
Merkmale und Eigenschaften (Huebner et al., 1954) zur Gruppe der Adenoviren
zusammen (Enders et al., 1956).

Die Familie der Adenoviridae, deren Mitglieder nur Vertebraten infizieren kénnen
(Benko et al.,, 1999), umfasst derzeit tiber 100 serologisch unterscheidbare Virus-
serotypen (Abb. 1). Anfangs wurde die Familie in zwei Gattungen unterteilt, die
Adenoviren der Sdugetiere (Mastadenoviren) und der Vogel (Aviadenoviren). Aufgrund
des breiten Wirtsspektrums von Adenoviren entschied man sich aber drei weitere
Gattungen einzufiihren: Atadenoviren der Reptilien (Benko et al., 1998), deren Name
auf den erhohten Adenin- und Thymidin-Gehalt der viralen DNA zurtickzufiihren ist
(Benko et al., 1998), Siadenoviren der Amphibien (Davison et al., 1993) und die erst
kiirzlich isolierten Ichtadenoviren der Fische (Benko ef al., 2002). Humane Adenoviren
unterscheidet man bis heute hinsichtlich ihrer Figenschaften zur Hdamagglutination
mit bestimmen humanen Seren (Bailey et al., 1994; Wadell, 1984), dem onkogenen
Potenzial in immunsupprimierten Versuchstieren sowie der adenoviralen DNA

Sequenz.
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Adenoviridae

Mastadenoviridae Aviadenoviridae Atadenoviridae Siadenoviridae Ichtadenoviridae
‘—Humane Adenoviren
A B C D E F G
12,18,31 3,7,11, 14, 16, 1,2,5,6 8,9,10,13,15,17, 4 40, 41 52
21, 34, 35,50 19, 20, 22-30, 32, 33,

36-39, 42-49, 51, 53, 54

Abb. 1 Klassifikation humaner Adenoviren

Schematische Darstellung der Familie der Adenoviridae. Die Serotypen 1 bis 54 humaner Adenoviren
sind in die Subgruppen A bis G eingeteilt (Davison et al., 2003; Ad53, Ad54: basierend auf Einordnung
durch ICTV/international committee on taxonomy of viruses, August 2009).

Bis heute sind 54 verschiedene humane Serotypen der Mastadenoviren bekannt,

welche in sieben Subgruppen A-G unterteilt werden (Davison et al., 2003).

Humane Adenoviren sind weltweit mit hoher Privalenz verbreitet, verursachen so-
wohl lytische als auch persistierende Infektionen und sind mit einer Vielzahl
klinischer Symptome assoziiert. Die Krankheitsbilder umfassen dabei okulére, respira-
torische und gastroenterale Erkrankungen wie Appendizitis (Subgruppe A, E), Gastro-
enteritis (Subgruppe G), Keratokonjunktivitis (Subgruppe A,D,E), Pharyngitis
(Subgruppe A,E), Pneumonie (Subgruppe A,E), persistierende Harnwegsinfektionen
(Subgruppe B), Zystitis (Subgruppe A,B,E), Hepatitis und Meningoenzephalitis
(Subgruppe B; Russel, 2000). Interessanterweise konnte kiirzlich adenovirale DNA
der Subgruppen A und D in humanen, pediatrischen Gehirntumoren nachgewiesen
werden. In diesem Zusammenhang kann die adenovirale Pathogenese erstmals neben
Tumoren in Nagern mit humanen Tumoren in Verbindung gebracht werden (Kosulin
et al., 2007). In seltenen Fdllen konnen Ad-Infektionen vor allem nach Knochenmarks-
transplantationen (Abe et al., 2003) und bei immunsupprimierten Personen zum Tode

fithren (Horwitz, 1996).
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21.2 Struktur und Genomorganisation humaner Adenoviren

Viren aus der Familie der Adenoviridae bestehen aus einem 80-110 nm grofien
ikosaedrischen Proteincapsid ohne Membranhiille und enthalten ein 26-45 kBp langes
doppelstrangiges lineares DNA-Genom (Shenk, 2001). Das adenovirale Genom besitzt
mehrere invertierte terminale Sequenzwiederholungen (ITR; inverted terminal repeats)

zwischen 36-200 Bp. Das 5" terminale Ende ist mit dem viralen Terminalen Protein

(TP) assoziiert, welches zur Initiation der viralen Replikation benétigt wird (Davison

et al., 2003).

capsid Proteine core Proteine
L\ pVv
4
" Hexon ¥ plila
e Vi
pVI
. Penton - ° Mu
S, pvill @ P
semensengy  Fiber
@ pIX == Va2
® Protease

Abb. 2 Schematische Darstellung eines Adenovirus

A. Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von Ad5 Viruspartikeln. Zu erken-
nen ist das ikosaedrische Capsid mit den Hexonproteinen (Forschungsgruppe Elektronenmikroskopie
und Mikrotechnologie, Heinrich-Pette Institut Hamburg). B. Die Darstellung zeigt einen schematischen
Querschnitt durch ein Adenovirus basierend auf cryomikroskopischen Aufnahmen. Die genaue
Anordnung der Core-Proteine um die virale DNA kann zum derzeitigen Stand der Wissenschaft nur
vermutet werden (Russell, 2009).
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Das virale Capsid ist aus 240 trimeren Hexonen und 12 Pentonen aufgebaut (Abb. 2;
Stewart et al., 1993). Die eckstdandigen Pentone sind nicht-kovalent mit Fiberproteinen
verkntipft und bilden ein Charakteristikum der Adenoviruscapside, die antennenarti-
gen Fortsitze (spikes). Diese ermoglichen die Adsorption des Virus an den Rezeptor
der Wirtszelle. Der bevorzugte Rezeptor von Subgruppe C Adenoviren ist identisch
mit dem fiir Coxsackie B Viren und wurde daher als Coxsackie/ Adenovirus Rezeptor
(CAR) bezeichnet (Bergelson et al., 1997). Bei den sogenannten adenoviralen Core-
Proteinen unterscheidet man die mit dem Capsid assoziierten, wie pllla, pVI, pVIII
und pIX (Vellinga et al., 2005) sowie die mit dem viralen Genom assoziierten Proteine
pV, pVIL, Mu, IVa2 und TP (Russell, 2009; Russell et al., 2003). Zur Aufnahme des Virus
in die Zellen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose spielt auch das Pentonbasis-
protein eine wichtige Rolle, weil es den Kontakt zu den Integrinen auf der Zellober-
flache herstellt (Mathias et al., 1994; Wickham et al., 1994; Wickham et al., 1993). Zu den
bis heute am ausfiihrlichsten untersuchten Adenoviren gehoren die nah verwandten

Serotypen 2 und 5 (Ad2 und Ad5) der Subgruppe C.

MLTU
MLP 1 . L2, L . L4 L5
X | > > > > D
|:I> TPL
.. m)=) VA-RNAs -

E1AEIB g 10 15 20 25 E3 30 35
T T

I
ITR Va2 E2A E4 IR

- E28
44— N |

Abb. 3 Die Genomorganisation von Adenovirus Serotyp 5

Dargestellt ist die Lage der frithen Gene (E1A, E1B, E2A, E2B, E3, E4, pIX und IVa2) und der spéten
Transkriptionseinheit (MLTU), wobei die Pfeilrichtung die Transkriptionsrichtung auf den beiden
kodierenden DNA-Stringen des viralen Genoms angibt. Die spdten Gene (L1 bis L5) werden erst nach
dem Einsetzen der viralen DNA-Replikation von einem gemeinsamen Promotor (MLP) aus
transkribiert und kodieren hauptsachlich fiir Strukturproteine des Virions. Die frithen viralen Trans-
kriptionseinheiten sind bereits vor Beginn der DNA-Synthese aktiv und besitzen regulatorische
Funktionen in Bezug auf DNA-Replikation (E2), Modulation des Immunsystems (E3) sowie Trans-
kription, RNA-Prozessierung und Zellzyklus-Kontrolle (E1A, E1B und E4). MLTU: major late
transcription unit; MLP: major late promoter; TPL: tripartite leader; VA RNAs: virus-associated RNAs; ITR:
inverted terminal repeat).
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Das Genom von Ad5 enthdlt neun Transkriptionseinheiten, die fiir etwa 40
verschiedene regulatorische und strukturelle Proteine sowie zwei RNAs (virus-
associated RNAs, VA RNAs) kodieren (Abb. 3). Sequenzvergleiche mit anderen
Serotypen zeigen, dass alle humanen Adenoviren eine dhnliche Genomorganisation

besitzen und einen konservierten Satz an Genprodukten exprimieren (Davison et al.,

2003; Shenk, 2001).

213 Produktiver Infektionszyklus humaner Adenoviren

Bevorzugte Zielzellen humaner Adenoviren sind postmitotisch ruhende, terminal
differenzierte Epithelzellen des Hals-, Nasen- und Rachenraumes, der Lunge und des
Verdauungstraktes. In Gewebekultur konnen Adenoviren in verschiedenen Tumor-
zelllinien und primédren Zellen vermehrt werden. Wahrend sie in vielen humanen
Zellen einen produktiven lytischen Vermehrungszyklus durchlaufen, resultieren
Infektionen von Zellen tierischen Ursprungs meist in einem abortiven Infektions-
verlauf (Liebermann et al., 1996; Shenk, 2001). Auf der Grundlage neuer Arbeiten,
wird seit kurzem auch die Moglichkeit einer latenten Adenovirusinfektion diskutiert

(Garnett et al., 2009; Gustafsson et al., 2007; Kosulin et al., 2007).

Der adenovirale Infektionszyklus zeigt eine charakteristische zeitliche Abfolge viraler
Genexpression, um die Synthese viraler DNA und Strukturproteinen gewéhrleisten zu
konnen. Der produktive Infektionszyklus wird in eine frithe und eine spdte Phase
unterteilt, die durch das Einsetzen der viralen DNA-Synthese getrennt sind. In der
frithen Phase erfolgt nach Adsorption, Penetration und Kernimport des viralen
DNA /Core-Protein-Komplexes die Transkription und Translation frither Gene. In
einer zeitlich koordinierten Reihenfolge und unter Beteiligung der zelluliren RNA
Polymerase II werden iiber 20 regulatorische Proteine der frithen Transkriptions-
einheiten E1, E2, E3 und E4 exprimiert. Das Ziel der entsprechenden Genprodukte ist
die Schaffung optimaler Bedingungen fiir die spdte Phase der Infektion. Vor allem der
Eintritt der Go-Zellen in die S-Phase und die Zellzyklusprogression durch die E1A-

und E1B-Proteine ist fuir die virale Replikation essenziell, da den Viren nur in sich
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teilenden Zellen ein gentigend grofies Repertoire an Molekiil-Bausteinen zur Verfii-

gung steht.

Expression der spéten viralen Proteine
Assemblierung der viralen Partikels

Al 1 der zelluléren Proteinbi hese
Modulation des zelluliren DNA Reparaturmechanismus

v

Edorf6-Expression
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Abb. 4 Ad5 Lebenszyklus im zeitlichen Verlauf

Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der unterschiedlichen Phasen des viralen Infektionszyklus vom
Eindringen des Viruspartikels in die Wirtszelle bis zur Freisetzung der Nachkommenviren. Der untere
Pfeil gibt den zeitlichen Verlauf an. Jeder Abschnitt in der Ad5-Infekion ist mit einem weiteren Pfeil
gekennzeichnet und gibt dessen Beginn auf der Zeitskala an (Konig et al., 1999).

Die Fahigkeit der E1A- und E1B-Polypeptide zelluldre Mechanismen der Wachstums-
kontrolle zu modulieren, bildet auch die molekulare Grundlage ihres transformieren-
den Potenzials. Die frithen E1A-Proteine (E1A-12S und E1A-13S) sind nach dem
Eintritt der viralen DNA in den Zellkern der Wirtszelle die ersten Genprodukte,
welche aus alternativ gespleifiter mRNA transkribiert werden (Avvakumov et al., 2002;
Moran et al., 1986; Schaeper et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass eine konser-
vierte Sequenz beider Proteine mit dem zelluldren Rb-Protein interagiert und dadurch
die E2F-abhéngige Transkription der Wirtszelle verhindert (Dyson et al., 1993; Moran,
1993; Nevins, 1992). Diese Interaktion ist ausschlaggebend fiir die Fahigkeit zur
Transformation in Kooperation mit den viralen E1B Proteinen (E1B-19K, E1B-55K)
oder einem aktivierten ras Onkogen (Howe et al., 1990; Zerler et al., 1986). Die friihe
Transkriptionseinheit E2 kodiert fiir Proteine, die eine wichtige Funktion in der
Replikation viraler DNA haben. Dazu gehoren die viruseigene DNA-Polymerase, das
DNA-bindende Protein (E2A) und TP, das kovalent mit den 5-Enden des Virusge-
noms verkniipft ist (Shenk, 2001). Die Proteine der E3-Region besitzen hauptsédchlich
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modulatorische Funktionen, die das Erkennen und vorzeitige Eliminieren von virus-
infizierten Zellen durch das Immunsystem des Wirtsorganismus verhindern (Burgert
et al., 2000; Gooding et al., 1990). Die E4-Region kodiert fiir mindestens sechs
verschiedene Polypeptide, die durch alternatives Spleifsen aus dem primdren E4-
Transkript entstehen und nach Anordnung des jeweiligen offenen Leserahmens als
Edorfl, E4orf2, Edorf3, E4orf4, Ed4orf6 und Edorf6/7 bezeichnet werden. Ein weiteres
Protein konnte E4orf3/4 darstellen, das jedoch bisher nicht in infizierten Zellen
nachgewiesen werden konnte. Die E4-Proteine besitzen vielfdltige Funktionen, die fiir

eine effiziente virale Replikation benotigt werden (Taduber et al., 2001a).

In der spdten Phase des lytischen Infektionszyklus beginnt die Transkription der
spdten Transkriptionseinheit MLTU (major late transcription unit) vom Promotor MLP
(major late promoter). Aus der 29 kb groflen Vorldufer-mRNA MLTU entstehen durch
differenzielles SpleifSen schliefdlich fiinf Gruppen verschieden langer mRNAs (L1 bis
L5), die hauptsédchlich fiir Strukturproteine des ikosaedrischen Capsids darunter Fiber
und Hexon kodieren. Diese mRNAs besitzen alle einen gemeinsamen 5'-nicht-
kodierenden Bereich, der als tripartite leader (TPL) bezeichnet wird. Wesentlicher
Bestandteil der spdten Phase ist das Abschalten der zelluldren Proteinbiosynthese (host
shut-off), wahrend virale mRNAs weiter translatiert werden. Weitere Verdanderungen
in der spaten Phase sind die Reorganisation des Zellkerns (Puvion-Dutilleul et al.,
1995a), unter anderem hervorgerufen durch die massive Akkumulation viraler DNA
sowie die gezielte Umstrukturierung des Zytoskeletts der Wirtszelle (Defer et al.,
1990). Nach etwa 24 h am Ende des produktiven Replikationszyklus in Gewebekultur,
wird die Wirtszelle lysiert und je nach Serotyp bis zu 10 000 Viruspartikel freigesetzt
(Abb. 4; Liebermann ef al., 1996; Shenk, 2001).

214 Transformation und Onkogenitit humaner Adenoviren
Adenoviren stellten die ersten humanpathogenen Viren mit kanzerogenen FEigen-

schaften im Tiermodell dar. Nach subkutaner Injektion von Adenovirus Serotyp 12

(Ad12) in neugeborene Hamster kam es zur Bildung undifferenzierter Sarkome
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(Trentin et al., 1962). Ahnliche Beobachtungen mit anderen Nagetieren und die Erken-
ntnis, dass nicht alle adenoviralen Serotypen tumorigen sind, fithrte wie bereits
erwdhnt zur Klassifizierung der 54 heute bekannten humanen Serotypen in die sieben

Subgruppen (A bis G; Abb. 5).

Humane Adenoviren

A 12,18,31 B 3,711, 14, C 1,25,6
D 910 16, 21, 34, 35 D 8, 13,15,17,19, 20, 22-30,
32,33, 36-39, 42-49
E 4
F 40,41
hoch onkogen schwach onkogen nicht onkogen
undifferenzierte Sarkome undifferenzierte Sarkome keine Tumore

Fibroadenome

Abb. 5 Onkogenitit der humanen Ad-Serotypen

Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Onkogenitdt der unterschiedlichen, bereits auf diese Eigen-
schaft untersuchten Adenovirus Subtypen sowie eine Ubersicht {iber die Art der induzierten Tumore.
Ad50, Ad51, Ad52, Ad53 und Ad54 konnen noch nicht in dieses Schema eingeordnet werden.

Virustypen der Subgruppe A sind hoch onkogen, wihrend die Vertreter der Sub-
gruppe B schwach onkogen sind und nur ineffizient und nach langer Inkubationszeit
Tumoren in Nagetieren induzieren (Abb. 5). Viren der Subgruppe C bis F werden
heute allgemein als nicht onkogen eingestuft. Eine Ausnahme bilden jedoch die Sero-
typen 9 und 10 der Subgruppe D, die mammakarzinom-dhnliche Tumoren in den
Brustdriisen weiblicher Ratten induzieren (Ankerst et al., 1989; Javier et al., 1991;
Thomas et al., 2001). Frithere Arbeiten zeigten, dass humane Adenoviren primére
Zellen in Gewebekultur transformieren konnen (Nevins et al., 1996). Diese trans-
formierten Zellen, die nicht mehr der Kontaktinhibition und der Verankerungs-
abhidngigkeit unterliegen, wachsen als dichte, mehrschichtige Zellhaufen (Foci). Es
konnen jedoch nicht alle dieser transformierten Zelllinien nach Inokulation in Nage-
tiere, Tumoren erzeugen. lhre Tumorigenitdt variiert also in Abhdngigkeit vom

Virustyp und dem Immunstatus des Versuchstiers (Abb. 5; Graham, 1984; Shenk, 2001;

10
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Williams et al., 1995). In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass
Zellen, die mit Subtyp A Viren transformiert wurden, in immunkompetenten
Nagetieren ein Tumorwachstum erzeugen, wdhrend Zellen, die mit Subtyp C
transformiert wurden, dasselbe tumorigene Potenzial nur in immunsupprimierten
(thymusdefizienten) Ratten aufweisen. Dies zeigt, dass die Tumorigenitit von
Adenovirus-transformierten Zellen hauptsdchlich von den thymusabhédngigen CTL-
Komponenten des Immunsystems der Wirtstiere beeinflusst wird (Bernards et al.,
1982; Cook et al., 1987; Raska et al., 1982). Bis heute konnten nur wenige humane
Zellen erfolgreich mit Ad12- oder Ad5-DNA-Fragmenten transformiert werden. Bei
diesen Zellen handelt es sich im Allgemeinen um embryonale Zellen, wie humane
embryonale Nierenzellen HEK (human embryonal kidney cells; Graham et al., 1977;
Shaw et al., 2002; Whittaker et al., 1984), humane embryonale Lungenzellen HEL
(human embryonal lung cells; van den Heuvel et al., 1992), humane embryonale
Retinoblasten HER (human embryonal retinoblasts; Fallaux et al., 1998; Fallaux et al.,
1996; Gallimore et al., 1986) und humane Amniozyten (Schiedner et al., 2000). Die
Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen zeigten bis jetzt, dass sich die meisten
Adenovirus-induzierten Tumoren, Tumorzelllinien und transformierten Zellklone
durch die Persistenz der viralen DNA iiber chromosomale Integration und die Expres-
sion virusspezifischer Antigene auszeichnen. Dementsprechend folgt die adenovirale
Transformation meist dem klassischen Konzept der viralen Onkogenese, welche auf
der Persistenz der viralen Gene in transformierten Zellen beruht (Graham, 1984).
Allerdings wurde in Einzelfdllen beobachtet, dass die stindige Anwesenheit und
Expression adenoviraler Sequenzen nicht fiir die Aufrechterhaltung des onkogenen
Phéanotyps verantwortlich ist (Kuhlmann et al., 1982; Paraskeva et al., 1982; Paraskeva
et al., 1980; Pfeffer et al., 1999). Wahrend die Mehrzahl der durch Ad9 und Ad12
entstandenen Tumorzellen eine oder mehrere Kopien des viralen Genoms enthalten
(Brusca et al., 1984; Graham, 1984; Javier et al., 1991), findet man in den meisten Ad2
oder Ad5 transformierten Nagetierzellen nur Teile des viralen Genoms (Graham,
1984). Ebenso konnen in den meisten vollstandig transformierten Zelllinien, die nach
Transfektion rekombinanter Plasmide etabliert wurden, kodierende Sequenzen fiir die

E1A- und E1B-Onkogene in integrierter Form nachgewiesen werden. Aufgrund dieser

11
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Tatsache wurde das onkogene Potenzial von Adenoviren hauptsdchlich der frithen E1-
Transkriptionseinheit zugeordnet (Abb. 3). Diese Region kodiert fiir die Genprodukte
der E1A- und E1B-Transkriptionseinheiten und ist fiir eine vollstdindige morpholo-
gische Transformation notwendig und ausreichend (Bernards et al., 1984; Graham,
1984; Shenk, 2001). Die E1A-Genprodukte allein fiithren zu einer Immortalisierung
oder partiellen Transformation von Zellen (Houweling et al., 1980). Erst durch die
zusdtzliche Expression der E1B-Proteine werden die Zellen vollstandig transformiert.
Beide E1A-Proteine sind in der Lage Zellen zu immortalisieren, die Zellzyklus-
barrieren aufzuheben und zusammen mit anderen viralen oder zelluldren Onkogenen,
Zellen zu transformieren. Diese Funktionen werden durch zahlreiche Interaktionen
mit wachstumsinhibitorischen und regulatorischen Proteinen vermittelt (Russel,
2000). Dabei sind die E1A-Proteine in der Lage sowohl transformierende FEigen-
schaften und antiproliferative Mechanismen zu induzieren als auch durch Induktion
des zelluldren Tumorsuppressors p53 Apoptose einzuleiten (Chinnadurai, 199§;
White, 1995; White, 1998). Jedoch ist E1A auch in der Lage p53-unabhingige
Apoptosewege zu aktivieren (Marcellus et al., 1996; Teodoro et al., 1995). Beide E1B
Proteine (E1B-19K, E1B-55K) transformieren primire Nagerzellen in Kooperation mit
E1A vollstindig, wobei sie unabhdngig voneinander, jedoch additiv wirken
(Gallimore et al., 1985; McLorie et al., 1991). Wichtig dabei ist die Fahigkeit beider E1B-
Proteine, auf unterschiedlichen Wegen den ElA-induzierten Zelltod zu blockieren
(Chinnadurai, 1998; White, 1998). Das E1B-19K ist dem zelluldren Proto-Onkogen Bcl-
2 funktionell dhnlich und interagiert mit den Apoptoseregulatoren Bax und CED4
(White, 1996). Obwohl E1B-19K nicht direkt mit p53 interagiert, kann es tiber einen
noch unbekannten Mechanismus die p53-induzierte Transrepression aufheben, die
tiber den C-Terminus des Tumorsuppressorproteins vermittelt wird (White, 1996).
Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass sowohl E4orf3, als auch E4orf6
ein transformierendes und onkogenes Potenzial zeigen und die Adenovirus-
vermittelte Transformation fordern (Nevels, 1999; Tdauber et al., 2001a). In diesem
speziellen Fall scheint allerdings die Anwesenheit der viralen Onkogene fiir die
Aufrechterhaltung des transformierten Phanotyps nicht notwendig zu sein, was auf

einen Hit&Run-Mechanismus hindeutet (Nevels ef al., 2001).

12
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2.2 Funktionen des Capsid-Proteins pVI und des Core-Proteins

pVII in Adenovirus-infizierten Zellen

Das DNA-assoziierte Core-Protein pVII ist ein hoch-konserviertes Protein in allen
bekannten Adenoviren und spielt beim nukledren Import des viralen Genoms in den
Zellkern eine wesentliche Rolle. Dieser virale Faktor ist aktiv am Importin-
vermittelten Eintritt des viralen Genoms in den Zellkern beteiligt und bleibt wahrend
des gesamten Vorgangs an die transportierte DNA komplexiert. AnschlieSend
dissoziiert das Core-Protein vom Ad-Genom ab und leitet damit die virale DNA-
Synthese ein (Lee et al, 2003). Durch die Ad-kodierte Protease werden vom
Vorlduferprotein (174 AS) 24 AS des N-Terminus abgespalten. Weiterhin besitzt pVII
Arginin- und Lysin-reiche AS-Abfolgen, um die sequenzunspezifische Interaktion des
Core-Proteins mit dem Phosphatgertist von 90-150 Bp der viralen DNA zu vermitteln.
Frithere Arbeiten zeigten aufierdem eine starke Homologie von pVII zum N-

terminalen, transkriptionsregulierenden Abschnitt des humanen Histon 3 (Lee et al.,

2003).

Im Gegensatz zum Core-Protein pVII hat das Capsid-Protein pVI zwei sehr
unterschiedliche Funktionen im Verlauf des viralen Lebenszyklus. Es ist bereits
bekannt, dass pVI das virale Genom-assoziierte Core mit dem Capsid verbindet, und
deswegen fiir eine hohe Stabilitdt des gesamten Viruspartikels sorgt. Immunfluores-
zenzanalysen konnten zeigen, dass pVI im Zellkern und im Zytoplasma lokalisiert.
Dies ist die Grundlage fiir pVI als viruseigenes Transportmolekiil fiir den Importin-
abhdngigen nukledren Transport des trimeren viralen Hexon Proteins. Hexon besitzt
kein nukledres Importsignal und kann nur in Anwesenheit von pVI nukleozytoplas-
matisch pendeln. Neueste Beobachtungen zeigten aufSerdem, dass pVI analog zu pVII
und weiteren Strukturproteinen im Laufe des Replikationszyklus proteolytisch
gespalten wird und dadurch die Sequenzmotive des NLS sowie des NES verliert.

Somit kommt es zu einer funktionellen Transition von einem nukleozytoplasma-

13
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tischen Transporter zu einem stabilisierenden Strukturprotein wahrend der
Assemblierung der Nachkommenviren (Wodrich et al., 2003). In neueren Arbeiten
konnte weiterhin festgestellt werden, dass pVI ein pH-unabhéngiger lytischer Faktor
zur Freisetzung des Genoms aus dem Endosom ist und das Eindringen des viralen

Genoms in den Zellkern der Wirtszelle ermoglicht (Wiethoff et al., 2005).

2.3 Funktionen von E1B-55K in Adenovirus-infizierten Zellen

Das Ad5 E1B-55K-Protein der frithen Transkriptionseinheit 1B ist ein 496 AS grofies
multifunktionelles Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 55 kDa.
Wiéahrend die Funktionen der meisten regulatorischen Genprodukte auf eine
bestimmte Phase im lytischen Infektionszyklus beschridnkt sind, ist E1B-55K in der
frithen als auch in der spadten Phase der produktiven Virusinfektion von entscheiden-
der Bedeutung. Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahre ergaben, dass E1B-55K
modulatorische Funktionen auf transkriptioneller, posttranskriptioneller, trans-

lationaler und posttranslationaler Ebene besitzt.

2.3.1 E1B-55K/E4orf6-vermittelte Funktionen

Grundlegend fiir zahlreiche frithe sowie spdte Funktionen von E1B-55K ist die
Interaktion mit dem viralen E4orf6-Protein, einem frithen Genprodukt der E4-Region.
Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von E4orf6 fiir die nukledre
Lokalisation von E1B-55K essenziell ist (Dobbelstein et al., 1997; Goodrum et al., 1996;
Ornelles et al., 1991). Neueste Arbeiten postulieren aufierdem eine Rolle des zelluldren
Faktors RUNX (runt related transcription factor) bei der Umlokalisierung von E1B-55K
durch E4orf6 (Marshall et al., 2008). Weiterhin zeigten zahlreiche frithere Arbeiten,
dass E1B-55K mit E4orf6 sowie den zelluliren Komponenten Cullin-5,
Rbx1/RCO1/Hrtl, Elongin B und C eine SCF-dhnliche E3-Ubiquitinligase ausbildet,
deren Anwesenheit fiir den viralen Lebenskyklus in vielen Bereichen nétig ist. Dabei
stellt E4orf6 die Verbindung zum E3-Ligasekomplex her, wihrend E1B-55K
vermutlich als Substratlieferant dient (Blanchette et al., 2004; Harada et al., 2002;

14
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Querido et al., 2001). Der E1B-55K/E4orf6-Proteinkomplex reguliert die virale Genex-
pression auf posttranslationaler Ebene, indem er den proteolytischen Ubiquitin-
abhidngigen Abbau von p53, Mrell und weiteren zelluldren Substraten veranlasst
(Baker et al., 2007; Blanchette et al., 2004; Dallaire et al., 2009; Harada et al., 2002;
Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997a; Querido et al., 1997a; Querido et al., 1997b;
Steegenga et al., 1998; Stracker et al., 2002). Der Abbau des Tumorsuppressorproteins
p53 ist fuir den viralen Infektionszyklus notig, da die E1A-Genprodukte die Fahigkeit
besitzen Apoptose einzuleiten indem sie die Akkumulation und Aktivierung von p53
induzieren (White, 1998). In Wildtypvirus-infizierten Zellen nimmt die Menge an p53
deutlich ab und akkumuliert in Abwesenheit von E1B-55K und/oder E4orf6 (Grand et
al., 1994; Querido et al., 1997a; Ridgway et al., 1997; Steegenga et al., 1998). Der Abbau
von p53 ist von der Interaktion des E1B-55K-Proteins mit p53 selbst und E4orf6
abhingig (Cathomen et al., 2000; Querido et al., 1997a; Roth et al., 1998; Shen et al.,
2001b). Untersuchungen unter Verwendung spezifischer Proteasomeninhibitoren
lassen den Schluss zu, dass die 265-Proteasomen bei der Degradation von p53 durch
den E1B-55K/E4orf6-Komplex eine Rolle spielen (Roth et al., 1998; Steegenga et al.,
1998). Unklar ist jedoch noch, ob der Abbau von p53 an nukledren oder zytoplasma-
tischen Proteasomen stattfindet (Harada et al., 2002). Zusdtzlich zu p53 konnte Mrell,
ein Bestandteil des Mrell-RAd50-NBS1 (MRN)-Komplexes, als weiteres zelluldres
Substrat, identifiziert werden (Stracker et al., 2002). Der MRN-Komplex ist an der
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, der meiotischen Rekombination und der
Erhaltung der Telomere beteiligt (Zhu et al., 2001). Interessanterweise fiithrt die
Aktivitdit des MRN-Komplexes zur Konkatemerisierung doppelstrangiger viraler
DNA und somit zu einer Reduktion infektioser Nachkommenviren (Stracker ef al.,
2002). Vor diesem Hintergrund konnte man feststellen, dass E4-deletierte Adenoviren
eine starke Konkatemerbildung aufweisen (Boyer et al., 1999; Weiden et al., 1994).
E4orf3 und E4orf6 besitzen redundante Funktionen bei der Steuerung der viralen
DNA-Replikation (Tduber et al., 2001a; Tauber et al., 2001b) und konnen beide die
Konkatemerisierung hemmen (Weiden et al., 1994). Seit einiger Zeit wird vermutet,
dass das E4orf3-Protein unabhédngig vom E1B-55K/E4orf6-Komplex den MRN-Multi-

proteinkomplex hemmt, indem es dessen subzelluldre Lokalisation dndert. Der E1B-
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55K/ E4orf6-Komplex dagegen veranlasst den Abbau von Mrell tiber einen Ubiquitin-
Proteasomen-abhidngigen Weg, da auch dieser durch Proteasomeninhibitoren
verhindert werden kann (Stracker et al., 2002). Aktuelle Arbeiten identifizierten
weiterhin DNA Ligase IV, ein wichtiges Protein der zelluldaren DNA-Reparatur, sowie
die a3-Untereinheit des zelluldren Oberfldchenrezeptorproteins Integrin als zelluldre
Substrate der E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase (Baker et al., 2007; Dallaire et al.,
2009).

Das Abschalten der zelluldren Proteinbiosynthese in der spédten Phase des adeno-
viralen Replikationszyklus wird zwei additiven Prozessen zugeschrieben. Zum Einen
wird der Export zelluldrer Transkripte blockiert, obwohl virale mRNAs weiterhin
effizient aus dem Kern transportiert werden, zum Anderen wird die Initiation der
Translation zellulirer mRNAs gehemmt, wobei virale Transkripte dieser Inhibition
entkommen (Dobner et al., 2001; Flint et al., 2003). Aus den Ergebnissen zahlreicher
Arbeiten konnte man schliefSen, dass der E1B-55K/E4orf6-Proteinkomplex fiir den
bevorzugten nukleozytoplasmatischen Export viraler mRNA verantwortlich ist,
wahrend der Transport der zelluldren Transkripte inhibiert wird (Babich et al., 1983;
Babiss et al., 1984; Babiss et al., 1985; Pilder et al., 1986a; Williams ef al., 1986). Es wird
vermutet, dass der E1B-55K/E4orf6-Komplex einen zelluliren RNA-Exportfaktor
bindet, proteasomal abbaut und somit zur Hemmung des zelluliren mRNA
Transports fithrt (Ornelles et al., 1991). Zahlreiche aktuelle Untersuchungen
beschiftigen sich mit der Identifizierung dieses Faktors. Da E1B-55K und E4orf6 ein
Kernexportsignal des HIV-1 Rev-Typs (NES) besitzen, vermitteln sie vermutlich einen
CRM1-abhédngigen Kernexport adenoviraler mRNA (Dosch et al., 2001; Kratzer et al.,
2000).

2.3.2 E1B-55K/E4orf3-vermittelte Funktionen
Neben der Interaktion von E1B-55K und E4orf6 an den viralen Replikationszentren

infizierter Zellen, lokalisiert E1B-55K iiber die Interaktion mit E4orf3 zusitzlich an

langlichen nukledren Strukturen, den sogenannten PODs, in denen auch das zelluldre
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PML lokalisiert (Doucas et al., 1996b; Leppard et al., 1999; Ornelles et al., 1991).
Weiterhin konnten in Ad5-infizierten sowie transformierten Zellen, E1B-55K und p53
in einem zytoplasmatischen Komplex nahe des Nukleus nachgewiesen werden (Hartl
et al., 2008; Liu et al., 2005; Ornelles et al., 1991; Zantema et al., 1985b). Es wird
angenommen, dass diese Strukturen nahe des MTOC (microtubule-organizing center)
zytoplasmatische Aggresomen darstellen. Zahlreiche Untersuchungen lassen den
Schluss zu, dass diese zelluldren Strukturen, Orte unspezifischen Abbaus falsch
gefalteter oder aggregierter Proteine sind. E1B-55K konnte in diesen Aggresomen
gemeinsam mit E4orf3, Cullin-5 und Komponenten des MRN-Komplexes detektiert
werden (Araujo et al., 2005; Liu et al., 2005). Fur Mrell wird angenommen, dass es
durch die viralen Proteine E1B-55K, E4orf3 und/oder E4orf6 aus dem Nukleus zu
zelluldren Aggresomen-dhnlichen Strukturen sequestriert wird, um dort proteasomal

abgebaut zu werden (Liu et al., 2005).

2.3.3 Funktionen von E1B-55K auf transkriptioneller und translationeller
Ebene

Das E1B-55K-Protein spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Transkription, indem es
p53-aktivierte Gene inhibieren kann (Kao et al., 1990b; Sarnow et al., 1982a; Shen et al.,
2001b; Yew et al., 1992a; Yew et al., 1990). In der frithen Phase der Infektion kann E1B-
55K mit dem Transkriptionsfaktor p53 interagieren. Dies fiihrt zu einer E1B-55K
abhdngigen Arretierung transkriptionsaktivierender Eigenschaften des Tumorsup-
pressors (Farmer et al., 1992; Martin et al.,, 1998). Es wird angenommen, dass diese
Hemmung der Transkription zuséatzlich durch die Interaktion von E1B-55K mit einem
zelluldren Korepressor vermittelt wird (Martin et al., 1999a). Dazu wurde beobachtet,
dass Ad2 E1B-55K und Ad12 E1B-54K mit der Acetyltransferase PCAF (p300/CBP
associated factor) wechselwirken und dadurch die physikalische Interaktion und die
Acetylierung von p53 verhindern. Dies fiihrt zu einem fast vollstandigen Verlust der

sequenzspezifischen DNA-Bindungsaktivitdt von p53 (Liu et al., 2000).

Im weiteren Verlauf der Ad5-Infektion wird auflerdem die Translation zelluldrer
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Transkripte inhibiert, wahrend virale mRNAs effizient translatiert werden (Beltz et al.,
1979). Wesentlicher Bestandteil des Abschaltens der zelluldren Proteinsynthese ist die
Inaktivierung des Initiationsfaktors elF4E, der fiir die Translation von Transkripten
mit einer 5-Cap-Struktur erforderlich ist (Huang et al., 1990; Huang et al., 1991). Der
Faktor elF4E wird durch Phosphorylierung aktiviert, bindet an das 5-Cap von
mRNAs und erleichtert so die Initiation der Translation. In der spdten Phase ist die
Phosphorylierung von elF4E stark reduziert und es kann nur noch Cap-unabhéngige
Translation stattfinden. Virale Transkripte besitzen zwar ebenfalls ein 5-Cap, konnen
jedoch durch den tripartite leader (TPL) unabhédngig von elF4E weiter translatiert
werden (Dolph et al., 1990; Dolph et al., 1988; Logan et al., 1984). Da es mehrere
Hinweise auf eine Interaktion zwischen E1B-55K und dem adenoviralen L4-100K
Protein gibt, konnte E1B-55K tiber diese Wechselwirkung einen Einfluss auf die selek-
tive Translation spéter viraler Transkripte haben (Koyuncu, 2009b). In Abwesenheit
von E1B-55K konnte festgestellt werden, dass der Initiationsfaktor elF4E phosphory-
liert bleibt (Zhang et al., 1994). Neueste Untersuchungen zeigen jedoch, das spdte
adenovirale Protein L4-100K fiir die Inhibition der Phosphorylierung von elF4E
verantwortlich ist (Cuesta et al., 2004) und somit auch die entscheidende Rolle bei der
selektiven Translation viraler Transkripte spielt (Xi et al., 2004; Xi et al., 2005). E1B-55K
besitzt vielfdltige Funktionen und ist somit essenziell fiir den produktiven Infektions-

zyklus von Ad5.

234 Funktionelle Dominen von E1B-55K

Es ist bisher bekannt, dass E1B-55K zahlreiche funktionelle Dominen aufweist und im
Verlauf des produktiven Infektionszyklus posttranskriptionell modifiziert wird (Abb.
6). Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass E1B-55K ein nukleédres
Exportsignal besitzt, welches an der nukleozytoplasmatischen Pendelaktivitdt des
E1B-55K-Proteins beteiligt ist (Endter et al., 2001). Die SUMO-1 Modifikation des E1B-
55K-Proteins konnte ebenfalls in Zusammenhang mit dessen nukledrer Akkumu-
lation, als auch mit der Steuerung innerhalb des Zellkerns zu spezifischen Regionen,

gebracht werden (Endter et al., 2001; Kindsmdiller et al., 2006). Weiterhin konnte in

18



EINLEITUNG

unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die AS-Sequenz von E1B-55K, BC-Box
Sequenzmotive (Blanchette et al., 2008) sowie RING-Fingerdomanen (Hartl et al., 2008)
aufweist (Abb. 6).

25 3 $ 88§ 838
[ | | G | .
Kernexport (NES) -
SUMO-1 Konjugation (SCS) 1
p53-Bindung ]
BC-Box Motif [
C/H-reiche Doméne ]
Phosphorylierung [
Transformation 1 ] 1 -
Repression der Transkription 1 -

Abb. 6 Strukturelle und funktionelle Dominen von E1B-55K

Dargestellt sind die Bereiche von E1B-55K denen bestimmte Funktionen (dunkel grau hinterlegt)
wihrend des lytischen Replikationszyklus zugeordnet werden konnten. Die Zahlen markieren dabei
den Anfang oder das Ende der jeweiligen Domédnen. Weitere Details zu den einzelnen Bereichen sind
im Text angegeben.

Ein BC-Box Motiv vermittelt die Interaktion mit Elongin B und C und ist in einer
Reihe von Proteinen, einschliefllich E4orf6 (Blanchette et al., 2004) nachweisbar.
Frithere Arbeiten ordneten das E1B-BC-Box Motiv jedoch als nicht funktionell ein
(Blanchette et al., 2004). RING-Finger Motive sind zinkbindende Doménen, die durch
eine definierte Anordnung von Cystein- und Histidinresten gekennzeichnet sind
(Matthews et al., 2002). Sowohl die SCS, das NES, die BC-Box als auch die RING-
Fingerdomdne im E1B-55K sind an den translationalen und transformierenden

Funktionen des viralen Proteins beteiligt (Hértl et al., 2008; Zeller et al., 2003).
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24 Zusammensetzung und Funktionen der subzelluliren PML-

NBs

PML-NBs sind nukledre, matrixassoziierte Multiproteinkomplexe, welche je nach ihrer
Zusammensetzung verschiedenste Funktionen erfiillen konnen (Negorev et al., 2001).
Diese Zellkerndomidnen sind auch unter den Namen PODs, ND10 oder Kr bodies
bekannt und konnten bisher in allen untersuchten Sdugerzellen wiahrend des
gesamten Zellzykluses detektiert werden (Chan et al., 1997). Ublicherweise kénnen
10-30 PML-NBs pro Zellkern mit einer Grofie zwischen 0,2 und 1,0 pm in den
Bereichen zwischen den Chromosomen nachgewiesen werden (Ascoli et al., 1991;
Dyck et al., 1994b; Hodges et al., 1998; Koken et al., 1994; Melnick et al., 1999; Plehn-
Dujowich et al., 2000; Weis et al., 1994).

Als Hauptkomponente der PML-NBs wurde PML identifiziert, welches man mit der
promyelozytischen Leukdmie (APL) verbinden kann. In dieser humanen Erkrankung
konnte man PML nach einer Chromosomentranslokation t (15:17) als Fusionspartner
von RARa vorfinden (de The et al., 1991; Duprez et al., 1992; Gillespie et al., 1991;
Goddard et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al., 1992). PML unterstiitzt die
strukturelle Zusammensetzung der Kernstrukturen, die je nach Zelltyp, Stadium des
Zellzyklus und dem Hormonstatus der Zelle sehr heterogen ist. Es wurden bereits
sieben durch alterantives Spleifien entstehende Isoformen von humanem PML
identifiziert. Diese lokalisieren entweder in den PML-NBs oder zu einem sehr
geringen Anteil in zytoplasmatischen Komplexen sowie l6slich im Zellkern (Daniel et
al., 1993; Dyck et al., 1994a; Fagioli et al., 1992; Flenghi et al., 1995; Jensen et al., 2001a;
Terris et al., 1995; Weis et al., 1994). Frithere Arbeiten zeigten, dass PML als so-
genanntes Gertist fiir die Anlagerung weiterer PML-NB-Komponenten an die
Kernstruktur verantwortlich ist. In diesem Zusammenhang konnte man beobachteten,
dass die rekrutierten Proteine in PML-defizienten Mausfibroblasten eine verdnderte
Verteilung aufweisen (Ishov et al., 1999). Die Uberexpression von Wildtyp-PML in
diesen Zellen ermoglicht dagegen die richtige Zusammenlagerung der PML-NBs
(Zhong et al., 2000a). Humanes PML besitzt eine Kernimportsequenz NLS (Borden et
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al., 1998; Saitoh et al., 1997), jedoch konnte bisher keine DNA-Bindungsaktivitat
nachgewiesen werden (Jensen et al., 2001a; Jensen et al., 2001b; Zhong et al., 2000a).

Bisher sind iiber 60 Proteine bekannt, die zusammen mit PML in den PML-NBs
lokalisieren und dort meist transient vorliegen. Frithere Arbeiten konnten zeigen, dass
nur die zelluldren Faktoren PML, Daxx, Sp100 und SUMO-1 konstitutiv in den PML-
NBs vorhanden sind (Doucas et al., 1996a; Ferbeyre et al., 2000; LaMorte et al., 1998).
Eine direkte Interaktion mit PML konnte bisher nur fiir eine sehr geringe Zahl an
Proteinen bestdtigt werden, wie die Tumorsuppressoren p53 und Rb, der Transkrip-
tionskoaktivator CBP (CREB binding protein), die Transkriptionsrepressoren Daxx und
Sp100, das Ubiquitin-konjugierende Enzym Ubc9, das Ubiquitin-dhnliche Protein
SUMO-1 und der Translationsinitiationsfaktor eIF4E (zur Ubersicht: Cohen et al., 2001;
Dellaire et al., 2004b; Maul et al., 2000). Es ist bekannt, dass alle Komponenten der
Kernstrukturen mit SUMO-1 konjugiert werden konnen und diese posttranslationale
Modifikation fiir die Assemblierung der PML-NBs notwendig ist (Ishov et al., 1999;
Kamitani et al., 1998a; Kamitani et al., 1998b; Melchior, 2000a; Muller et al., 1998). In
Zellen, die nur PML Varianten mit verdandertem SUMO-Interaktionsmotiv synthetisie-
ren, konnte beispielsweise keine korrekte Assemblierung der PML-NBs detektiert
werden (Zhong et al., 2000a; Zhong et al., 2000b). Aufgrund der verschiedensten
Aktivitdten der PML-NB-Komponenten kénnen den PML-NBs zahlreiche Funktionen
in unterschiedlichen Bereichen wie Apoptose (Takahashi et al., 2004), Differenzierung
(Grobelny et al., 2000), DNA-Reparatur (Dellaire et al., 2004a), posttranslationale
Modifikation (D'Orazi et al., 2002; Pearson et al., 2000), Proteolyse (Lafarga et al., 2002;
Lallemand-Breitenbach et al., 2001), Transkriptionsregulation (Boisvert et al., 2000;
Borden, 2002; Zhong et al., 2000c), Tumorsuppression (Salomoni et al., 2002) und
Zellzyklusprogression (Ruggero et al., 2000) zugeschrieben werden. Weiterhin konnte
eine essenzielle Rolle bei der antiviralen Zellantwort postuliert werden (Regad et al.,
2001a; Regad et al., 2001b). Ein Hinweis auf die Beteiligung der zelluldren PML-NBs
an der antiviralen Zellantwort ist der Befund, dass durch IFNa (Interferon Typ I) und
IFNy (Interferon Typ II), Anzahl und Grofie der PML-NBs verdoppelt und die

verstarkte Expression der Interferon-abhidngigen Faktoren wie Sp100, Daxx und PML
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induziert werden (Grotzinger et al., 1996; Lavau et al., 1995).

24.1 Virus-induzierte Modifizierung der PML-NBs

Viele Arbeiten konnte zeigen, dass verschiedene DNA- und RNA-Viren mit den PML-
NBs interagieren. Weiterhin konnten fiir viele Viren Genprodukte identifiziert wer-
den, deren Angriffspunkte zelluldire PML-NB Strukturen darstellen, um den anti-
viralen Mechanismen der Zelle entgegenzuwirken (Everett et al., 2007). Auflerdem
liegen die Transkriptions- und Replikationszentren vieler Viren in unmittelbarer
topologischer Ndhe zu den PML-NBs. Fiir HSV-1 (Herpes-Simplex Virus-1) konnte
gezeigt werden, dass die PML-NBs fiir die gezielte Verteilung der viralen Re-
plikationszentren verantwortlich sind. Auch fiir Ad5, SV40 (Simian-Virus Typ-40) und
HCMV (Humanes Cytomegalie Virus) konnte eine enge Verkniipfung der viralen

Replikationszentren mit den PML-NBs gezeigt werden (Maul et al., 1996).

Adeno-, Herpes-, Hepatitis- und Papillomviren exprimieren virale Faktoren, deren
Funktion die Modulierung und Auflosung der PML-NB-Strukturen ist (Bell et al.,
2000; Borden et al., 1998; Carvalho et al., 1995b; Day et al., 1998; Everett et al., 1994;
Everett et al., 2006; Florin et al., 2002; Kyratsous et al., 2009; Puvion-Dutilleul et al.,
1995a; Tavalai et al., 2008; Ullman et al., 2008; Woodhall et al., 2006). Auch fiir HIV-1
(Humanes Immundefizienzvirus Typ-1) und HTLV-1 (Humanes T-Zell-Leukdmie-
virus Typ-1) wurden PML-NB-modulierende Proteine beschrieben (Desbois et al.,
1996; Doucas et al., 1999; Huang et al., 2008; Turelli et al., 2001). Dabei gibt es ver-
schiedene Mechanismen der Inaktivierung dieser Strukturen.

Das ICPO-Protein (intracellular protein 0) von HSV-1 reicht beispielsweise aus, um
SUMO-1 modifiziertes PML, Daxx und Sp100 in den proteasomalen Abbauweg zu
schleusen. Ebenso konnte man bei HCMV das IE2 Protein (immediate early protein 2)
identifizieren, welches die Dissoziation und somit Auflosung der PML-NBs vermittelt
(Chelbi-Alix et al., 1999; Ishov et al., 1997; Korioth et al., 1996, Maul et al., 1993).
Zusétzlich wurde Daxx sehr frith im Infektionszyklus durch die Interaktion mit dem

viralen HCMV Tegumentprotein pp71 in den proteasomalen Abbau geschleust
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(Hwang et al., 2007). Die lytische Replikation von EBV (Epstein Barr Virus) hingegen
fithrt nur zu einer sequenziellen Zerstorung, wobei zundchst sehr schnell Sp100 und
Daxx, spdter dann langsamer PML umverteilt wird (Bell et al., 2000). Infektionen mit
Ad5 hingegen fiithren nicht zur Zerstérung, sondern zu einer Umlokalisierung der
PML-NBs in elongierte, fibrilldre Strukturen (track-like structures) wozu die Expression
von E4orf3 ausreichend ist (Carvalho et al., 1995a; Carvalho et al., 1995b; Doucas et al.,
1996b; Ishov et al., 1996; Puvion-Dutilleul et al., 1995b). Der genaue Zusammenhang

zwischen PML-NBs und dem adenoviralen Lebenszyklus ist noch unklar.

Es ist bereits bekannt, dass zahlreiche Tumorsuppressorproteine wie p53 und PML
die Transkriptionsfaktoren Daxx und Sp100 sowie virale Onkoproteine wie E1A, E1B-
55K und E4orf3 in den PML-NBs lokalisieren und PML-NBs bei der malignen Er-
krankung APL und anderen neuronalen Tumorerkrankungen eine Rolle spielen
(Regad et al., 2009). Dies weist darauf hin, dass PML-NBs sowie die einzelnen zellula-
ren Komponenten PML, Daxx und Spl00 eine zentrale Rolle bei der Adenovirus-

vermittelten Transformation spielen konnten.

2411 Daxx als zelluldrer pro-apoptotischer Transkriptionsfaktor

Das humane Daxx (death-domain-associated protein) besteht aus 740 AS und wurde als
ein multifunktionales zelluldres Protein mit einer coiled-coil Domé&ne sowie einem
Serin-, Prolin-, Threonin-reichen C-Terminus identifiziert (Salomoni et al., 2006). Daxx
besitzt keine DNA-bindende Domine, jedoch konnten zwei N-terminale amphipa-
tische Helices (PAHs) mit geringer Homologie zu bereits bekannten Korepressoren
wie Sin3A identifiziert werden (Hollenbach et al., 1999). Tatsachlich wurde bereits
gezeigt, dass Daxx einige Transkriptionsfaktoren durch Interaktion negativ beein-
flusst, wie zum Beispiel Pax3 (Hollenbach et al., 1999), ETS1 (Li et al., 2000b), E2F1
(Michaelson et al., 2003), NF-xB (Michaelson et al., 2003), p53 (Gostissa et al., 2004) und
p73 (Hollenbach et al., 2002; Kim et al., 2003). Interessante Untersuchungen konnten
diese Beobachtungen mit der Interaktion von Daxx und Chromatin-assoziierten

Komponenten wie HDACs (histone deacetylases) und Histonen in Verbindung bringen
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(Hollenbach et al., 2002).

Urspriinglich wurde Daxx als Interaktionspartner des FAS-Rezeptors (CD 95/ death
receptor) bei der FAS-abhidngigen Apoptose entdeckt. Durch die Aktivierung von ASK-
1 (apoptosis-signal requlating kinase 1) kann die FADD-unabhéngige JNK (c-Jun N-
terminal kinase) -abhédngige Apoptose eingeleitet werden (Yang et al., 1997). Dieser
Apoptoseweg scheint essenziell fiir den programmierten Zelltod widhrend der
Entwicklung des Nervensystems zu sein (Raoul et al., 2005). Jedoch wird bis heute die
genaue Rolle von Daxx am apoptotischen und nicht-apoptotitischen Zelltod erst sehr
wenig verstanden (Salomoni et al., 2006). Da PML einerseits essenziell fiir die pro-
apoptotischen Eigenschaften von Daxx ist und fiir den FAS-abhidngigen Zelltod
benétigt wird, nimmt man an, dass Daxx und PML in einen noch unbekannten

nukledren Apoptoseweg involviert sind (Zhong et al., 2000d).

24.1.2 Daxx als Komponente der zelluliren PML-NBs

Es konnte gezeigt werden, dass Daxx ubiquitér in allen Sdugern und mit sehr hohen
Proteinkonzentrationen in Thymus und Keimdriisen exprimiert wird. Auf zelluldrer
Ebene wird durch das NES im C-Terminus von Daxx, nukleozytoplasmatisches
Pendeln ermoéglicht (Song et al., 2004). Allerdings lokalisiert Daxx hauptsédchlich in
den nukledren PML-NBs oder komplexiert mit ATRX (a-thalassemia/-mental retardation
syndrome protein) in Bereichen des Heterochromatins (Xue et al.,, 2003). Eine Ko-
lokalisation von Daxx und ATRX konnte hauptsdchlich in der S-Phase, jedoch nicht
wahrend der Gz-Phase des Zellzyklus nachgewiesen werden. Tatsdchlich wurde eine
Funktion dieses Komplexes bei der Umlokalisierung des Chromatins im Laufe der S-

Phase festgestellt (Tang et al., 2004; Xue et al., 2003).

Interessante Berichte deuten darauf hin, dass bestimmte Stimuli wie zelluldrer Stress
durch Erhohung der Interferonmengen oder durch Behandlung mit As>Os eine ver-
starkte Rekrutierung von Daxx an die PML-NBs zur Folge hat. Dies ldsst vermuten,

dass die nukledre Lokalisation an den PML-NBs und damit die Interaktion von Daxx
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mit PML fiir die proapoptotischen Eigenschaften ausschlaggebend sind (Kawai et al.,
2003). Ein Verlust dieser Eigenschaften von Daxx konnte in PML-negativen
Keratinozyten beobachtet werden (Zhong et al., 2000b). Auflerdem kommt es nach UV-
Behandlung von priméren humanen Fibroblasten vor dem Eintreten des Zelltods zu
einer Umlokalisierung von Daxx an die PML-NBs (Khelifi et al., 2005). Dies ldsst
vermuten, dass nur durch PML rekrutiertes Daxx, proapoptotische Eigenschaften hat.
In Tumorzelllinien wurde dagegen festgestellt, dass die Lokalisation von Daxx sehr
heterogen und nicht auf die PML-NB beschrankt ist. Dies scheint mit dem sehr

seltenen Auftreten von Zelltod in Tumorzellen zu korrelieren (Michaelson et al., 2003).

Interessanterweise werden auch die transkriptionsreprimierenden Eigenschaften von
Daxx durch die Rekrutierung in die PML-NBs reguliert. Solange der Faktor Daxx in
den PML-NBs detektiert werden kann, sind dessen reprimierende Eigenschaften
inhibiert (Li et al., 2000a). Es ist aber weiterhin unklar, ob zwischen den Eigenschaften

von Daxx wahrend der Apoptose und der Transkription ein Zusammenhang besteht.
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2.5 Zielsetzung und Aufgabenstellung

Die Inaktivierung des zelluldren Tumorsuppressorproteins p53 durch das E1B-55K-
Onkoprotein spielt eine wichtige, zentrale Rolle in der Ad5-induzierten, onkogenen
Transformation primérer Sdugerzellen und im viralen Replikationszyklus.

Neueste Untersuchungen postulierten auch einen p53-unabhidngigen Transforma-
tionsprozess, welcher durch die Modulation zelluldrer Komponenten sogenannter
PML-NBs vermittelt wird. An erster Stelle stehen dabei die E1B-55K-Interaktoren
Mrell (Hartl et al., 2008), eine Komponente zelluldrer DNA-Reparaturmechanismen

und der Transkriptionsfaktor Daxx.

Auf dieser Grundlage sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Rolle von Daxx
in der E1B-vermittelten Transformation primérer Sdugerzellen durch genetische und
biochemische Untersuchungsverfahren genauer untersucht werden. Ein weiteres Ziel
war die Untersuchung der E1B/Daxx-Komplexbildung wé&hrend der lytischen
Replikation von Ad5.

Insgesamt sollten diese Arbeiten zu neuen grundlegenden Erkenntnissen fiihren, die
zur Steuerung des produktiven Replikationszyklus humaner Adenoviren beitragen
sowie gleichzeitig das Verstindnis tiber molekulare Prozesse erweitern. Diese
Ergebnisse  konnten  hinsichtlich  potenzieller = Zusammenhdnge zwischen
Virusinfektionen und menschlichen Tumorerkrankungen fiir verschiedene pathogene
Prozesse bei Virus-Wirt-Wechselwirkungen von Bedeutung sein, Allgemeingiiltigkeit
besitzen und als Ausgangspunkt fiir die Konzeption neuer antiviraler Strategien

dienen.
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3 Material

3.1 Zellen
3.1.1 Bakterienstimme
BEZEICHNUNG MERKMAL
XL2-Blue

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac, [F'proAB, laclaZAM15,
Tn10 (Tet), Amy, Cam’] (Bullock, 1987).

DH50 supE44, AlacU169, ($80dlacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl
(Hanahan et al., 1983).
3.1.2 Sadugerzelllinien
BEZEICHNUNG MERKMAL

Hep parental
Hep shDaxx

Hep reDaxx

Hep parental reDaxx

Hep shPML

pBRK

BRK1
AB120

Humane pseudo-primire Leberzelllinie (Gripon et al., 2002).

Hep parental Zelllinie mit shRNA gegen Daxx; shRNA 5'GGA GTT GGA
TCT CTC AGA A 3' (zur Verfiigung gestellt von Hiiseyin Sirma, HPI,
Hamburg).

Hep shDaxx Zelllinie mit rekonstituiertem Daxx; shRNA 5' GGA GTT AGA
TCT GAG CGA A 3' (zur Verfiigung gestellt von Roger Everett,
Glasgow/UK).

Hep parentale Zelllinie mit rekonstituiertem Daxx; ShARNA 5 GGA GTT AGA
TCT GAG CGA A 3' (zur Verfiigung gestellt von Roger Everett,
Glasgow/UK).

Hep parental Zelllinie mit shRNA gegen sechs PML Isoformen; shRNA

5' AGA TGC AGC TGT ATC CAA G 3' (Everett et al., 2006).

Primére Nierenzellen aus 3-5 Tage alten CD-Ratten (Charles River).

Spontan immortalisierte BRK-Zellen (Endter et al., 2005).

Etablierte Rattenzelllinie, stabil transformiert mit Ad5 E1A sowie Ad5 E1B-
55K (Nevels, 1999).
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ABS1

911

A549

AsiDaxx

AsiGFP

H1299

HsiDaxx

HsiGFP

H1299 Cullin-5
negativ
H1299 Ubi

H1299 Ubi K48R

HEK 293

HEK 293T

2E2

U20S

SAOS-2

Etablierte Rattenzelllinie, stabil transformiert mit Ad5 E1A (Ad5 E1A-12S
und Ad5 E1A-13S), sowie Ad5 E1B-55K und Ad5 E4orf6 (Nevels, 1999).
Adb5-transformierte, humane, embryonale Retinoblastom Zelllinie. Die Ad5
El1-Region ist stabil im Genom integriert und exprimiert die adenoviralen
E1A- und E1B-Genprodukte (Fallaux et al., 1996).

Humane Lungenkarzinom Zelllinie, Wildtyp p53 (Giard et al., 1973).

Ab549 Zelllinie mit sShRNA gegen Daxx; shRNA 5' GGA GTT GGA TCT CTC
AGA A 3' (diese Arbeit).

A549 Zelllinie mit shRNA gegen GFP (diese Arbeit).

Humane, p53-negative Lungenkarzinom Zelllinie (Mitsudomi et al., 1992).
H1299 Zelllinie mit shRNA gegen Daxx; shRNA 5 GGA GTT GGA TCT CTC
AGA A 3' (diese Arbeit).

H1299 Zelllinie mit shRNA gegen GFP (diese Arbeit).

H1299 Zelllinie mit shRNA gegen Cullin-5 (Dallaire et al., 2009).

H1299 Zelllinie mit Uberexpression von Ubiquitin (wt) mit GFP- und
Histidin Epitop Fusion (zur Verfiigung gestellt von Paola Blanchette,
Montreal/Kanada).

H1299 Zelllinie mit Uberexpression von Ubiquitin (K48R) mit GFP- und
Histidin Epitop Fusion (zur Verfiigung gestellt von Paola Blanchette,
Montreal/Kanada).

Humane, embryonale Nierenzellen, die die Ad5 E1-Region stabil exprimieren
(human embryonic kidney cells; Graham et al., 1977).

HEK 293 Zellen, die das Large T Antigen des SV40 (Simian Virus 40)
exprimieren.

293 EBNA Tet Zelllinie, generiert aus HEK 293. Ad5 E2A und E4orf6 sind
tetrazyklinabhingig induzierbar (Catalucci et al., 2005).

Humane, epitheliale Osteosarkomzellline, Wildtyp p53 and Rb, pl6-negativ
(Ponten et al., 1967).

Humane Osteosarkomzelllinie (Fogh ef al., 1977).
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3.2 Adenoviren

Die in dieser Arbeit verwendeten und generierten Adenoviren wurden im H5pg4100-

Riickgrat hergestellt.
BEZEICHNUNG MERKMAL

H5pg4100 Wildtyp Ad5 mit einer 1863 Bp langen Deletion (nt 28602 bis nt 30465) des
Ad5 E3-Leserahmens (Kindsmuiiller ef al., 2006).

H5pm4101 Ad5 E1B-55K-Mutante (L83A, L87A und L91A) mit 3 AS-Austauschen im
NES an den Positionen 83, 87 und 91 (Kindsmiiller et al., 2006).

H5pm4102 Ad5 E1B-55K-Mutante (K104R) mit einem AS-Austausch im SKM an
Position 104 (Kindsmidiller et al., 2006).

H5pm4103 Ad5 E1B-55K-Mutante (L83AL87AL91A/K104R) mit AS-Austauschen im
NES und im SKM (Kindsmiiller et al., 2006).

H5pm4127 Ad5 E1B-55K-Mutante (C454S und C456S) mit AS-Austauschen an den
Positionen 454 und 456 (Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

H5pmn4149 Ad5 E1B-55K-Mutante mit vier Stoppkodons an den AS-Positionen 3, 8, 86
und 88 (Kindsmuller ef al., 2009).

H5pm4150 Ad>5 E4orf3-Mutante mit einer frame shift Mutation nach Kodon 36 durch ein

eingefiihrtes Thymidin an Position nt 34592 (erster Stopp bei Kodon 38;

Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

H5pmn4154 Ad5 Edorf6-Mutante mit einem AS Austausch zum Stopp-Kodon an der
Position 66 (Blanchette et al., 2004).

H5pm4155 Ad5 E4orf3-Edorf6-Doppelmutante. Kombination aus H5pm4150 und
H5pm4154 (Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

H5pmn4174 Ad5 E1B-55K-Mutante (S490/491AT495A) mit AS Austauschen an der
Position 490, 491 und 495 (Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

H5pm4197 Ad5 E1B-55K-Mutante (E472A) mit AS Austausch an der Position 472 (diese
Arbeit).

H5pmn4198 Ad5 E1B-55K-Mutante (KK185/187AA) mit AS Austauschen an den

Positionen 185 und 187 (diese Arbeit).
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3.3

3.3.1

Die folgenden Oligonukleotide wurden als Startermolekiile fiir Sequenzreaktionen,
PCR-Amplifikationen und die Einfithrung von Mutationen durch PCR verwendet. Sie
wurden von der Firma Metabion bezogen. In der ersten Spalte ist die Nummer des
Oligonukleotids in der Filemaker Pro-Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben. Oligo-
nukleotide, deren Nummern mit einem M versehen sind, wurden von der Firma

Alpha DNA bestellt und von der Arbeitsgruppe Phil Branton (McGill University,

Nukleinsiuren

Oligonukleotide

Montreal/Kanada) zur Verfiigung gestellt.

# BEZEICHNUNG SEQUENZ VERWENDUNG

G EBERSA Coirctoace M el
110 E1B 361-389rev  CGG TGT CTG GTC ATT AAG CTA AAA ‘Egﬁg 1531
635 pcDNAS3 fw ATG TCG TAA CAA CTC CGC Sequenzierung
780 Seq E1-Box fw 1251bp GTC CTG TGT CTG AAC CTG AGC Sequenzierung
781 geq El1-Box fw 1582bp GAT TGC GTG TGT GGT TAA CGC Sequenzierung
782 geq E1-Box fw 2454bp CAA GGA TAA TTG CGC TAA TGA GC Sequenzierung
783 Seq gg’;‘g;" "V CCA CACTCG CAG GGT CTG C Sequenzierung
1318 E1Bseq 978-999 GGC CTC CGA CTG TGG TTG CTT C Sequenzierung
1371 18s rRNA fw CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA RT-PCR
1372 18s rRNA rev GCT GGA ATT ACC GCG GCT RT-PCR
1441 Hexon qPCR fw CGC TGG ACA TGA CTT TTG AG RT-PCR
1442 Hexon qPCRrev  GAA CGG TGT GCG CAG GTA RT-PCR
1569 E1B qPCR fw GAG GGT AAC TCC AGG GTG CG RT-PCR
1570 E1B qPCR rev TTT CAC TAG CAT GAA GCA ACC ACA RT-PCR
1571 DBP qPCR fw GAA ATT ACG GTG ATG AAC CCG RT-PCR
1572 DBP qPCR rev CAG CCT CCA TGC CCT TCT CC RT-PCR
1643 E1B RA43A fw i(é éAéG GTG CTG GCG TAC GAT GAG Mutagenese
1644 E1B R443A rev (C;ZT("EFG(? CCTC ATCCCCCCTCAG CAC Mutagenese
1645 1B Ra43ins fw GG AAG GTG CTG AGG CTG GGA TTC Mutagenese

CAGTACGAT GAG ACCC
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1646 . G GGT CTC ATC GTA CTG GAA TCC
E1B R443ins rev CAG CCT CAG CAC CTT CC Mutagenese

1841 Daxx seql fw ggT CAA GACGTT GTA GGA GAG ATC Sequenzierung
1842 Daxx seq2 rev é (?ST TCA GCT TCT TTT TGG CTG AGT Sequenzierung
1843 Daxx seq3 fw TCT CCA ATT GTC CGC GTA ACT CGCC Sequenzierung
1844 Daxx seq4 fw %(ég TTC TGC TAC TCC TCT CAC TAC Sequenzierung
1845 Daxx seq5 fw AAG TGG TGA CAG AAT CTC TTA CC Sequenzierung
M142 GCA AGT ACA AGA TCG CCG CACTTG

E1B SK189/190RR fw TAA ATA TCA GG Mutagenese
M143 CCT GAT ATT TAC AAG TGC GGC GAT

E1B SK189/190RR rev CTT GTA CTT TGC Mutagenese
M144 E1B P182A fw i(éc ACT TAG GGC AGA TTG CAA GTA Mutagenese
M145 E1B P182A rev STA CTT GCA ATC TGC CCT AAG TGC Mutagenese
M146 GCC AGA TTG CGC CGT ACG CGA TCA

E1B KK185/187AA fw CCA AAC TTG Mutagenese
M147 CAA GTT TGC TGA TCG CGT ACG CGC

E1B KK185/187AA rev AAT CTG GC Mutagenese
M148 E1B RTR CGA TGA GAC CGC CGC CGC GTG CAG Mutagenese

448/449/459AAA fw  ACC CTG C &

M149 E1B RTR GCA GGG TCT GCA CGC GGC GGC GGT Mutagenese

448/449/459AAA rev CTC ATC G &
M150 E1B E446A fw SS(F; (CESAG GTA CGA TGC GAC CCG CAC Mutagenese
M151 E1B E446A rev ggé (éGT GCG GCT CGC ATC GTA CCT Mutagenese
M152 E1B EA72A fw GCT GGA TGT GAC CGC GGA GCT GAG Mutagenese

GCC CG
M153 CGG GCC TCA GCT CCG CGG TCA CAT
E1B E472A rev CCA GC Mutagenese
3.3.2 Expressionsvektoren

Folgende Vektoren wurden fiir Subklonierungen oder zur Transfektion als
Vektorkontrolle verwendet. In der ersten Spalte ist die Nummer des Vektors in der

Filemaker Pro-Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben.

# BEZEICHNUNG VERWENDUNG REFERENZ

77 pGL2-basic Firefly-Luziferase-Assay Promega

Expressionsvektor fiir Sdugerzellen,

136 pcDNA3 CMV-Promotor

Invitrogen
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129 pG4 Expressionsvektor fiir Gal4-Fusionen (Sadowski et al., 1989)

181 pRL-TK Renilla-Luziferaseassay Promega

y) LEGO-iV2 Lentiviraler Expressionsvektor (Weber et al., 2008)

293 LEGO-iCer2 Lentiviraler Expressionsvektor (Weber et al., 2008)
3.3.3 Rekombinante Plasmide

Folgende rekombinante Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet bzw.

hergestellt. In der ersten Spalte ist die Nummer des Plasmids in der Filemaker Pro-

Datenbank der Arbeitsgruppe angegeben.

# BEZEICHNUNG VEKTOR FREMDGEN-EXPRESSION REFERENZ
2 pC53SN3 pCMV/neo humanes p53 cDNA Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
' Luziferase-gekoppelter
79 pGL-2 promotor pGL-2 basic Promotor mit GAL- Promega
Bindestelle
Luziferaseassay;
375 pGalTK-LUC pG4 Expressionsvektor fiir ~ (Sadowski et al., 1989)
Gal4-Fusionen
Luziferaseassay; 1 d
401 pGL E1B-LUC pGL-2 basic Luziferase-gekoppelter Stammsa.mm ung der
E1B-Promotor Arbeitsgruppe
Luziferaseassay; CMV-
499 PRE-LUC unbekannt Promotor, fiinf p53- N. Horikoshi
Bindungsstellen
668 pcDNA-E4orf3 pcDNA3 Ad5 Edorf3 Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
715 pcDNA3-E4orf6flu pcDNA3 Ad5 Edorf6 Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1154 Ad5pTG-S2 (Noah) pTG Ad5 Genom Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1235 E1-Box pPG-S3 pPG-S3 Ad5 E1-Region Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1282  pcDNA3-E1B C4545C456S  pcDNA3 Ad5 E1B-55K Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1319 pcDNA-E1B-55K pcDNA3 Ad5 E1B-55K Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1607 pcDNA3-Flu hDaxx pcDNA3 humanes Daxx Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1983 LEGO-iCer2_E1B-55K LEGO-iCer2 Ad5 E1B-55K Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1997 LEGO-iV2-E1A LEGO-iV2 Ad5 E1A Stammsammlung der
Arbeitsgruppe
1968 pCMV-VSV-G pCMV Hullprotein G (VSV-G) - g oo or a1, 2002)
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Stomatitis-Virus

1969 pPRSV-Rev pRSV HIV-1 Rev (Dull et al., 1998)
1970 pMDLg/pRRE pMDL HIV-1 Gag, HIV-1 Pol (Dull et al,, 1998)
2140 E1B-55K R443 insertion pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2141 E1B-55K R443A pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2142 E1B-55K-GAL- pG4 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
RTR448/449/450AAA
2143 E1B-55K-GAL-KK185/187AA pG4 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2154 E1B-55K-GAL-F472A pG4 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2155 E1B-55K P182A pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2047 Ad5pPG-S2 E1B E472A pPG-52 Ad5 diese Arbeit
2048 Ad5pPG-S2 E1B K185,187A pPG-52 Ad5 diese Arbeit
2157 E1B-55K KK185/187AA pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2191 E1B-55K SK189/190RR pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2192 E1B-55K E446A pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2193 E1B-55K- pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
RTR448/449/450AAA
2194 E1B-55K-E472A pcDNA3 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2196 E1B-55K KK185/187AA pPG-52 Ad5 E1-Region diese Arbeit
2198 E1B-55K E472A pPG-52 Ad5 E1-Region diese Arbeit
2207 Lego-iCer2-E1B-55K- LEGO-iCer2 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
KK185/187AA
2208 Lego-iCer2-E1B-55K-E472A LEGO-iCer2 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
2209 Lego-iCer2-E1B-55K- LEGO-iCer2 Ad5 E1B-55K diese Arbeit
RTR448/449/450AAA
2261 pcDNA3-pVII pcDNA3 Ad5 pVII Harald Wodrich
2262 pcDNA3-ppVII pcDNA3 Ad5 ppVII Harald Wodrich
3.4 Antikorper
3.4.1 Primdrantikorper
BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN
M73 Monoklonaler Maus-Antikorper gegen E1A-Proteine (E1A-12S und E1A-13S)
von Ad5 (Harlow et al., 1985).
2A6 Monoklonaler Maus-Antikorper gegen das E1B-55K-Protein von Adb5
(Sarnow et al., 1982c).
4E8 Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das E1B-55K-Protein von Adb5

(Kindsmuller et al., 2009).
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B6-8

6A11

1807

RSA3

6B10

o-late

a-pVII

B-Aktin (AC-15)

o-GFP

a-RGS-Histidin

a-HA

a-HA-3F10

a-Daxx

o-Mrell

o-PML

a-p53 (F1393)

a-p53 (DO-1)

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen das E2A-Protein von Ad5 (Reich et
al., 1983).

Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das E4orf3-Protein von Ad5 (Nevels
et al., 1999).

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen das E4orf6-Protein von Ad5
(Boivin et al., 1999).

Monoklonaler Maus-Antikoérper gegen den Aminoterminus des E4orf6- und
E4orf6/7-Proteins von Ad5 (Marton et al., 1990).

Monoklonaler Ratten-Antikérper gegen das L4-100K-Protein von Adb5
(Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

Polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen spéte Strukturproteine von Ad5
(Stammsammlung der Arbeitsgruppe).

Monoklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das Genom-assoziierte Protein
pVII von Ad5 (nicht veroffentlicht; zur Verfiigung gestellt von Harald
Wodrich/Bordeaux, Frankreich).

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen p-Aktin (Sigma, Katalog-Nummer:
Ab5441).

Monoklonaler Kaninchen-Antikorper gegen Volllinge GFP (green flourescent
protein; Santa Cruz Biotechnology, Katalog-Nummer: sc8334).

Monoklonaler Maus-Antikérper gegen das RGS-Histidin Epitop Qiagen,
Katalog-Nummer: 34610).

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das HA-Epitop (Covance,
Katalog-Nummer: PRB-101P).

Monoklonaler Ratten-Antikorper gegen das HA-Epitop (Roche, Katalog
Nummer: 2013819).

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen das humane, sowie Ratten Daxx-
Protein (Upstate/Millipore, Katalog-Nummer: 0747).

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen das humane Mrell-Protein
(Novus Biologicals, Inc, Katalog-Nummer: pNB 100-142).

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen humanes PML (Santa Cruz
Biotechnology, Katalog-Nummer: sc5621).

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen humanes p53 (Santa Cruz
Biotechnology, Katalog-Nummer: sc6243).

Monoklonaler Maus-Antikorper gegen ein aminoterminales Epitop von p53
des Menschen (Santa Cruz Biotechnology, Katalog-Nummer: sc126;
(Vojtesek et al., 1992).

34



MATERIAL

3.4.2 Sekundidrantikorper

Folgende Sekundidrantikorper wurden fiir Western Blot-Analysen verwendet:

BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN

HRP-Anti-Maus IgG  Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
gegen Maus IgGs aus Schaf (Jackson/Dianova).

HRP-Anti-Ratte IgG  Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
gegen Ratte IgGs aus Ziege (Jackson/Dianova).

HRP-Anti-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelter Antikorper
IgG gegen Kaninchen IgGs aus Esel (Jackson/Dianova).

Folgende Sekundarantikérper wurden fiir Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

BEZEICHNUNG EIGENSCHAFTEN

FITC-Anti-Ratte IgG Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikdrper gegen Ratte
IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova).

FITC-Anti-Maus IgG Fluorescein-isothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikdrper gegen Maus
IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova).

FITC-Anti-Kaninchen IgG  Fluorescein-isothiocyanat  (FITC)-gekoppelter = Antikérper gegen
Kaninchen IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H +
L; Dianova).

Texas Red-Anti-Ratte IgG  Texas Red (TR)-gekoppelter Antikdrper gegen Ratte IgGs aus Esel;
AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova).

Texas Red-Anti-Maus IgG ~ Texas Red (TR)-gekoppelter Antikdrper gegen Maus IgGs aus Esel;
AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekiil (H + L; Dianova).

Alexa™ 488 Anti-Maus IgG Alexa™488 Antikdrper gegen Maus IgGs aus Ziege (H + L; F(ab’)2
Fragment; Invitrogen).
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3.5 Kommerzielle Systeme

Folgende kommerzielle Systeme wurden verwendet:

BEZEICHNUNG HERSTELLER
Dual-Luciferase Assay System Promega
Plasmid Purification Mini, Midi und Maxi Kit Qiagen
Protein Assay BioRad
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
RNeasy Mini Kit Qiagen
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce
3.6 Enzyme, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Falls im Text nicht anders aufgefiihrt, wurden alle Chemikalien von den Firmen
AppliChem, Biomol, Hartenstein, Invitrogen, New England Biolabs, Merck, Roche,
und Sigma bezogen. Zellkulturmaterial von den Firmen PAA und Pan, sonstiges
Plastikmaterial von den Firmen Biorad, Biozym, Brand, Eppendorf GmbH, Sarstedt,
Whatman und VWR bezogen.

3.7 Grofien- und Molekulargewichtstandards

Zur Bestimmung der Grofie von DNA-Molekiilen in Agarosegelen wurde die 1 kb und
100 kb DNA ladder (Gibco BRL) verwendet. Fiir die Bestimmung des Molekular-
gewichts von Proteinen bei der SDS-Gelelektrophorese wurde der Page Ruler Protein

Ladder (Fermentas) verwendet.
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3.8 Versuchstiere

Klassische Transformationsversuche (4.2.6) wurden in pBRK-Zellen durchgefiihrt. Die

Nieren wurden aus 3-5 Tage alten CD-Ratten (Charles River, Kifilegg) entnommen.

3.9 Software und Datenbanken

Texte und Tabellen dieser Arbeit wurden mit dem Mac OS X 10.5.8 Betriebssystem
erstellt. Zeichnungen, Diagramme und Abbildungen wurden mit den Programmen
Adobe Photoshop CS4 (Adobe) und Adobe Illustrator CS4 (Adobe) angefertigt. Se-
quenzvergleiche wurden mit dem Programm BioEdit 4.8.5 sowie der CLC Workbench
und der Vector NTI Software erzeugt (Hall, 1999). Zur densitometrischen Auswertung
der Bandenintensitdt von DNA in Agarosegelen wurde die Software Gene tools des G-
Box-Systems (Syngene) verwendet. Zur Archivierung der verwendeten Antikorper
sowie der generierten Adenovirusmutanten, Plasmide, Oligonukleotide und Vektoren
wurde die Software File Maker Pro 8.0 verwendet. Fur die Literatursuche wurde die
MEDLINE-Datenbank (National Library of Medicine) wunter der Adresse
http:/ /www.ncbi.nlm.gov/PubMed/ benutzt. Die Literaturangaben in dieser Arbeit

wurden mit EndNote X2 eingeftigt und bearbeitet.
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4 Methoden

4.1 Bakterien

411 Kulturbedingungen und Lagerung

Fir die Anzucht von E. coli in Fliissigkultur wurde steriles LB-Medium mit einer
Einzelkolonie beimpft und in Gegenwart entsprechender Antibiotika {iber Nacht bei
37 °C und 150 - 220 UpM in einem Inkubationsschiittler (New Brunswick) inkubiert.
E. coli-Kulturen, die ein fiir Ad5 E1B-55K kodierendes Plasmid enthielten, wurden bei
30 °C und 150 - 220 Upm inkubiert, um eine Insertion des Transposons tn10 in den
offenen Leserahmen des E1B-Gens zu unterdriicken. Fiir die Anzucht von E. coli auf
LB-Platten wurden aus einer Fliissig- oder Glyzerinkultur Bakterien entnommen und
auf einer Agarplatte mit den entsprechenden Antibiotikazusédtzen ausgestrichen. Aus
Ubernachtinkubationen konnten dann Einzelkolonien isoliert werden. Die so er-
haltenen Plattenkulturen sind mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging) verschlossen
mehrere Wochen bei 4 °C haltbar. Zur Lagerung der generierten transgenen Bakterien
wurden Glyzerinkulturen hergestellt. Dazu wurden die Bakterien einer Einzelkolonie
in Flussigkultur genommen und kurz vor Erreichen der stationdren Phase
abzentrifugiert (4000 UpM, 5 min; Kiihlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH). Das
Sediment wurde in 0,5 ml LB-Medium resuspendiert und in CryoTubes™ (Sarstedt)
mit 0,5 ml sterilem Glyzerin vermischt. Diese Dauerkulturen sind nahezu unbegrenzt

bei -80 °C haltbar.

LB-Medium Trypton 10 g/1
Hefeextrakt 5g/l
NaCl 5g/l
* autoklavieren

Antibiotika- Ampicillin (500 x) 50 mg/ml in H>Opia

Stammldésungen * sterilfiltrieren
* bei -20 °C lagern
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41.2 Transformation von E. coli

4121 Elektroporationsmethode

Die Herstellung elektrokompetenter E. coli erfolgte nach Sharma und Schimke
(Sharma et al., 1996). 1L YENB-Medium wurde mit 10 ml einer frischen Ubernacht-
kultur angeimpft und bis zum Erreichen einer ODsoo von 0,5-0,9 bei 37 °C geschiittelt.
Die Zellen wurden 5 min auf Eis gekiihlt und anschlieffend 10 min bei 6000 UpM und
4 °C abzentrifugiert (Avanti J-E Centrifuge, Beckman Coulter). Das Bakteriensediment
wurde daraufthin zweimal mit 100 ml eiskaltem H2Opid und einmal mit 20 ml 10%igem
Glyzerin gewaschen. Es wurde dann in einem Endvolumen von 3 ml 10%igem
Glyzerin aufgenommen, in Aliquots von je 50 pl aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Die elektrokompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, jeweils 50 ul der
Bakteriensuspension mit 1-10 pg Plasmid-DNA vermischt und in eine vorgekiihlte
Elektroporationskiivette (BioRad) mit einem Elektrodenabstand von 1 mm tiberfiihrt.
Die Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser (BioRad) nach den Anweisungen
des Herstellers bei einer Spannung von 1,25 kV, einer Kapazitit von 25 uF sowie
einem Parallelwiderstand von 200 Q. Dabei wurde eine Zeitkonstante von ca. 5 ms
erreicht. Nach dem Puls wurden die Bakterien sofort mit 1 ml LB-Medium ohne
Zusatz von Antibiotika aus den Kiivetten gespiilt, in 1,5 ml Reaktionsgefdfie (Sarstedt)
tberfithrt und 1Stunde bei 37°C geschiittelt. Anschliefend wurden sie
abzentrifugiert (4000 UpM, 10 min; Kiithlzentriguge 5417 R, Eppendorf GmbH) in ca.
50 ul Uberstand resuspendiert und auf LB-N&hrboden mit entsprechenden Anti-
biotika ausplattiert und tiber Nacht bei 30 °C bzw. 37 °C bebrtitet.

YENB Bacto Yeast Extract 7,5g/1
Bacto Nutrient Broth 8g/l
* autoklavieren
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41.2.2 Chemische Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden chemisch-kompetente DH5-o oder superkompetente
XL2-Blue (Stratagene) E. coli Stamme zunédchst auf Eis aufgetaut und ein Aliquot von
50-100 pl in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefdfse transferiert, mit 2 pl p-Mercapto-
ethanol (1,22 M), sowie 1-10 pg Plasmid-DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s wurden die Bakterien 2 min auf Eis
abgekiihlt und danach mit 500 pl auf 37 °C vorgewdrmten NZCYM- oder SOC-
Medium versetzt. Die Bakterien wurden dann 1 h bei 37 °C und 220 UpM im
Inkubationsschiittler (New Brunswick) regeneriert, kurz abzentrifugiert (4000 UpM,
3 min; Kiuhlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH) und in 50 pl LB-Medium mit
entsprechenden Antibiotika resuspendiert. Anschlieffend wurde der Ansatz auf LB-

Agarplatten mit geeigneten Antibiotika ausplattiert.

SOC-Medium Trypton 20g/1
Hefeextrakt 5g/l1
NaCl 10 mM
KCl 2,5mM
MgCl> 10 mM
MgSO4 10 mM
Glukose 20 mM
* autoklavieren

NZCYM NZ Amin 10 g/1
NaCl 05g/l1
Hefeextrakt 02g/l
MgSOs x 6 H2O 02g/l
Casaminosduren 1g/l
* pH 7,5 einstellen mit NaOH
* autoklavieren

4.2 Sdugerzellen

4.2.1 Kultivierung und Lagerung von etablierten Sdugerzellen

In dieser Arbeit wurden adhirente Zellen verwendet, welche als Einschichtkulturen in
Petrischalen (Sarstedt/Falcon) kultiviert wurden. Als Ndhrmedium diente Dulbecco's
Modified Eagles Medium mit 0,11 g/1 Natriumpyruvat (DMEM; Gibco BRL; Dulbecco et
al., 1959). Das Medium wurde mit 5% oder 10% fotalem Kilberserum (FKS; PAN)
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angereichert und mit 1% einer Penicillin/Streptomycin-Losung (1000 U/ml Penicillin
und 10 mg/ml Streptomycin in 0,9% NaCl; PAA) versetzt. Bei den in dieser Arbeit
verwendeten Leberzellen (Hep parental, Hep shDaxx und Hep shPML) wurden dem
Néhrmedium noch 5 pg/ml Bovines Insulin (Sigma), sowie 0,5 uM Hydrocortison
zugesetzt (Gripon et al., 2002). Die Zellen wurden bei 37 °C in einem COs-Inkubator
(Heraeus) mit 5%iger COz-Atmosphdre inkubiert und regelméfliig mit frischem
Medium versorgt. Alle 3-5 Tage wurden die Zellen abhidngig von der Zelldichte im
Verhéltnis 1:5 bis 1:20 subkultiviert. Dazu wurde das verbrauchte Medium abgesaugt,
die adhdrenten Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen und anschlieffend mit
einer Trypsin/ EDTA-Losung (PAA) von den Zellkulturgefidfien abgelost. Nach Kom-
petition der Proteaseaktivitdt des Trypsins durch Zugabe von 1 Vol. mit FKS
angereichertem Medium wurden die abgelosten Zellen in einem 15 ml oder 50 ml
Zentrifugensrohrchen (Sarstedt) abzentrifugiert (2000 UpM, 3 min; Multifuge 3S-R,
Thermo). Der Uberstand wurde anschliefend abgesaugt und das Zellpellet in DMEM
resuspendiert. Danach wurden die Zellen in einem geeigneten Verhiltnis auf neue
Kulturgefadfse verteilt, die bereits vorgewdrmtes Medium mit 5% oder 10% FKS,
Antibiotika sowie den entsprechenden Zusdtzen enthielten. Zellen, die zur Trans-
fektion oder Infektion weiter verwendet werden sollten, wurden vor der Verteilung
auf entsprechende Kulturgefifie gezdhlt. Dazu wurde das abzentrifugierte Zellpellet je
nach Zelldichte in DMEM resuspendiert. Zur Unterscheidung von lebenden und toten
Zellen wurden 50 ul der Zellsuspension mit 50 ul Trypanblau vermischt. In eine Zell-

Zahlkammer (Neubauer) wurde ein Tropfen dieser Fliissigkeit tiberfiihrt. Die genau

Zellzahl wurde durch Auszihlen von 16 Kleinquadraten des kammereigenen Rasters
im Lichtmikroskop (Leica DM IL) und anschlieBender Berechnung mit mit der
Formel: Zellzahl/ml = gezidhlte Zellen x 2 (Verdtinnungsfaktor) x 10 4 ermittelt.

PBS (pH 7,3) NaCl 140 mM
KCl 3 mM
Na,HPO4 4 mM
KH2PO,4 in H,O 1,5 mM
= autoklavieren

Trypanblau Losung Trypanblau 0,15%
NaCl in H,O 0,85%
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4.2.2 Gewinnung und Kultivierung primirer Rattennierenzellen

Zur Gewinnung priméarer Rattennierenzellen wurden die Nieren von 3-5 Tage alten
CD-Ratten unter semisterilen Bedingungen entnommen und bis zur Weiterver-
arbeitung in einem 50 ml ReaktionsgefdfS mit sterilem PBS bei RT aufbewahrt. Die
Nieren wurden dann unter sterilen Bedingungen mit Pinzette und Skalpell in einer
Petrischale mit sterilem PBS mechanisch zerkleinert und in ein 50 ml Reaktionsgefaf3
tberfithrt. Je 20 Nieren wurden in 20ml sterilem PBS mit 1mg/ml
Kollagenase/Dispase (Roche) bei 37 °C fuir 3-4 h unter mehrmaligem Schiitteln im
Brutschrank inkubiert. Nach Zentrifugation (2000 UpM, 4 °C, 10 min; Multifuge 35-R,
Thermo) wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet zweimal mit je 20 ml sterilem
PBS gewaschen und in angereichertem DMEM-Medium resuspendiert und kultiviert.
Schliefslich wurden pro 100 mm-Zellkulturschale die Zellen von je vier Nieren in
vorgewdrmtem Medium mit 10% FKS ausgesdt und im COs-Brutschrank (Heraeus) in
5%iger COz-Atmosphdre bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium

gewechselt und die Zellen wie unter 4.2.1 beschrieben, weiterkultiviert.

4.2.3 Lagerung von Sdugerzellen

Fir die dauerhafte Lagerung von Sdugerzellen wurden subkonfluente Zellen nach
vorheriger Ablosung durch Trypsin/EDTA (4.2.1) zentrifugiert (2000 UpM, 3 min;
Multifuge 3S-R, Thermo) und das Zellsediment in 1 ml FKS (PAN) mit 10% DMSO
(Sigma) aufgenommen und in CryoTubes™ (Sarstedt) tiberfithrt. Die Kiithlung der
Zellen erfolgte mit Hilfe des Cryo-Einfriergeréts , Mr. Frosty” (Zefa Laborservice) nach
Angaben des Herstellers. Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen bei
37 °C rasch aufgetaut und die Zellsuspension in einer geeigneten Kulturplatte mit
vorgewdrmtem Medium bei 37 °C inkubiert. Um vorhandenes DMSO zu entfernen,
wurde nach Absetzen der Zellen auf dem Petrischalenboden nach 4-5 h, das vorhan-

dene Medium ersetzt und die Zellen weiterkultiviert.
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424 Transfektion/Transduktion von Sdaugerzellen

4241 Polyethylenimin (PEI-) Methode

Polyethylenimin (PEI, 25 kDa, Polysciences) ist ein polykationisches Polymer, welches
negativ geladen DNA aus dem Medium in die Sdugerzelle transportieren kann. Die
elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem kationischen PEI und der anionischen
DNA fiihrt zur Bildung eines Komplexes mit positiv geladener Oberfldche. Dieser
kann an die negativ geladene Zelloberfliche binden, sowie durch Endozytose ins
Zellinnere gelangen. Manche der aufgenommenen Vesikel 16sen sich bereits im Zyto-
plasma auf, der Rest gelangt in den Zellkern, wo DNA freigesetzt, transkribiert und
translatiert werden kann. Adhdrente Zellen wurden in Kulturschalen mit sechs Ver-
tiefungen (6-well Schale; Sarstedt) oder Zellkulturpetrischalen mit einem Durchmesser
von 100 mm ausgesit, in Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin)
kultiviert und 24 h spéter transfiziert. Zur Transfektion wurde ein DNA-PEI Gemisch
(1:10) hergestellt und in 0,5 ml DMEM ohne Zusitze resuspendiert. Nach 20 min
Inkubation bei RT und mehrmaligem Vortexen wurde das Transfektionsgemisch zu
den Zellen gegeben, deren Ndhrmedium kurz zuvor auf DMEM mit 5% FKS ohne
Antibiotika umgestellt wurde. 6-8 h nach der Transfektion (h p.t.) wurde das Medium
durch Vollmedium Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin)
ersetzt. Die transfizierten Zellen konnten 24 bis 72 h p.t. geerntet werden. PEI wurde
zuvor in HoOrid. gelost. Bei einer Endkonzentration von 1 mg/ml wurde durch
Zugabe von 0,1 N HCI ein neutraler pH-Wert von 7,2 eingestellt. Die Losung wurde
sterilfiltriert (Porengrosse 0,45 ym) und bei -80°C bis zu 6 Monaten aufbewahrt.

424.2 Liposomen-Methode

Um sehr grofie DNA-Mengen in eukaryotische Zellen zu transfizieren wurde das
Lipofectamin-Transfektionssystem von Invitrogen benutzt (Lipofectamine™2000
reagent). Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Anlagerung von positiv
geladenen kationischen Lipiden zu Liposomen oder kleinen Vesikeln, welche die

negativ geladene DNA umschlieflen. Diese Lipid-DNA-Komplexe fusionieren an-
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schlieflend mit der Zellmembran und ermoglichen somit den Transport der DNA in
die Zellen. 24 h vor der Transfektion wurden adhédrente Zellen in einer 6-well Schale
oder Zellkulturpetrischalen ausgesdt und mit Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin) kultiviert. Die Zellen waren am nédchsten Tag zu 60 - 80%
konfluent und wurden nach Angaben des Herstellers transfiziert. Nach 24-72 h p.t.
wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen (4.6.1) und fiir SDS-PAGE (4.6.3)

verwendet.

4.2.4.3 Lentivirus-basierte Methode

Virale Vektoren konnen verwendet werden um genetische Informationen in
eukaryotische Zellen einzubringen. Lentivirale Vektoren haben gegeniiber anderen
viralen Vektoren den Vorteil, dass sie in der Lage sind, ruhende oder nur langsam
teilende Zellen zu infizieren und ihr genetisches Material in das Genom der Zielzelle
zu integrieren. Dies fiihrt zu einer stabilen Expression des Zielgens in den infizierten

Zellen und deren Tochterzelle.

4.2.4.3.1 Herstellung rekombinanter Lentiviruspartikel

Bei den in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Vektoren wurden alle fiir die viralen
Strukturproteine kodierenden Regionen aus dem Genom entfernt (replikations-
inkompetent), so dass der Vektor selbst keine viralen Proteine produzieren kann. An
Stelle der deletierten Sequenzen wurde das Ad5 E1A Protein oder Varianten des Ad5
E1B-55K-Proteins eingesetzt. Die Produktion der lentiviralen Partikel erfolgte mit
Hilfe der Zelllinie HEK 293T, die mit dem jeweiligen das Fremdgen tragende
Expressionsplasmid LEGO-iCer2 oder LEGO-iV2 sowie den fiir die Verpackung
erforderlichen Plasmiden pCMV-VSV-G, pMDLg/pRRE und pRSV-Rev kotransfiziert
wurde. Die HIV-1 (Human Immunodeficieny Virus-1) ableiteten Gene gag (groupspecific-
antigen; kodiert fiir die Nukleocapsidbestandteile p7, pl7 und p24) und pol
(polymerase; kodiert fiir die Reverse Transkriptase, Integrase und Protease)
gewdhrleisten die Verpackung der lentiviralen Partikel (Beyer et al., 2002). pCMV-
VSV-G ist ein Plasmid, das sich von VSV (vesicular stomatitis virus) ableitet und fiir das
Glykoprotein der VSV-Hiille kodiert (Beyer et al., 2002). Das G-Protein des VSV

benutzt einen Phosphattransporter als Rezeptor, wodurch das Virus in der Lage ist,
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eine spezies- und gewebsiibergreifende Infektion von Zellen zu ermoglichen. Das
Plasmid pRSV-Rev kodiert fiir das Rev-Protein (reverse transcriptase), welches in einem
Vektorsystem zur Sicherstellung des RNA-Transports verwendet wird (Dull et al.,
1998) Die HEK 293T-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von etwa 50% in 150 mm-
Zellkulturschalen ausgesit. Vor der Transfektion wurde 1 ml OptiMEM (GIBCO) in
einem 1,5 ml Reaktionsgefdfs vorgelegt. Anschlieffend wurden 7,5 ug des entsprechen-
den LEGO-Vektors (iCer2, iV2), 2,0 ug pCMV-VSV-G, 3,8 ug pMDLg/pRRE, 2,0 ug
pRSV-Rev sowie 90 ul PEI zugegeben. Die Komponenten wurden gut durchmischt
und 30 min bei RT inkubiert. Bevor der DNA-PEI Mix zugegeben werden konnte,
wurde das Kulturmedium durch 12,5 ml vorgewdrmtes OptiMEM ersetzt. Nach 6-8 h
Inkubation wurde dieses wieder gegen Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin) mit 20 mM Hepes ersetzt. Am dritten Tag nach der
Transfektion wurden die lentiviralen Partikel mit dem gewtiinschten Fremdgen (Ad5
E1A, Ad5 E1B-55K), die von den HEK293T-Zellen produziert wurden und sich im
Uberstand befanden, geerntet. Dazu wurde das Medium mit einer Spritze aufgezogen,
steril filtriert (Porengrosse: 0,45 pm) um Zelltriimmer abzutrennen, aliquotiert, in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

4.2.4.3.2 Titerbestimmung rekombinanter Lentiviruspartikel

Um die Infektionseffizienz der Lentivirus Suspensionen zu bestimmen wurden
zundchst HEK 293T-Zellen (5x104) auf einer 24-well Zellkulturplatte ausgesdt. Nach
Absetzen der adhdrenten Zellen auf dem Kulturplattenboden (5-6 h) wurde das
Medium abgezogen und durch 0,5 ml Kulturmedium mit Polybren (8 ug/ml; Sigma)
ersetzt. Fiir jeden zu testenden Virus wurden je zwei Vertiefungen mit 10 ul und je
zwei mit 100 pl Virussuspension behandelt. Eine unbehandelte Vertiefung diente als
Negativkontrolle. Am nichsten Tag wurde das Infektionsmedium durch Vollmedium
ersetzt. Drei Tage nach Infektion wurde das Medium von den Zellen abgezogen und
die Zellen nach einem Waschschritt mit sterilem PBS, mit 500 yl Trypsin (PAA) von
der Schalenoberfliche geldst. Die enzymatische Reaktion konnte mit Zugabe von 0,5
ml Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin) gestoppt werden. Die
abgelosten Zellen wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefdfs tiberfithrt und abzentrifugiert
(2000 UpM, 3 min; Kiihlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH). Das Pellet konnte in 0,2

ml sterilem PBS resuspendiert und in ein Rundbodenrohrchen mit Filterdeckel
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(Falcon) tiberfithrt werden, wobei die Suspension durch den Filter gepresst wurde.
Die Proben wurden bis zur Analyse mit dem Durchflusszytometer (FACS, Canto) auf
Eis gelagert. Der Virustiter konnte aufgrund des Anteils transduzierter fluoreszieren-

der Zellen bestimmt werden.

4.2.4.3.3 Infektion von Siugerzellen mit lentiviralen Partikeln

Zur Infektion wurden die Zellen zu einer Konfluenz von 50-70% in einer 6-well
Zellkulturschale ausgesit. Unmittelbar vor der Infektion wurde das Nahrmedium auf
Infektionsmedium (DMEM, 10% FKS, Polybren 8 ug/ml) gewechselt. 10° virale
Partikel wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefdfs (Sarstedt) pipettiert und mit
Néhrmedium (DMEM, 10% FKS, Polybren 8 ug/ml) auf 1,5 ml aufgefiillt und zu die
Zellen gegeben. Nach 6-8 h konnte das Infektionsmedium wieder durch Vollmedium
(DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin) ersetzt werden. Je nach Versuchs-

ansatz konnten die Zellen nach 24-72 h geerntet (4.2.5) oder weiterkultiviert werden.

4.2.5 Ernte von Sdugerzellen

Fir die Zellernte wurden die Zellen im Medium mit Hilfe eines Plastikschabers
(Sarstedt) vom Boden der jeweiligen Zellkulturschale abgeschabt, in ein geeignetes
Reaktionsgefafs tiberfithrt und bei Raumtemperatur zentrifugiert (2000 UpM, 3 min;
Multifuge 35-R, Thermo). Es folgte ein Waschschritt mit 5 ml PBS und anschliefiender
erneuter Zentrifugation (2000 UpM, 3 min; Multifuge 35-R, Thermo). Das erhaltene

Zellsediment wurde entweder bei -80 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

4.2.6 Transformation primdrer Nagerzellen mit Ad-Genprodukten

Dazu wurden primédre Rattennierenzellen, die zwei Tage vor Versuchsbeginn
kultiviert wurden (4.2.2), auf 100 mm-Petrischalen mit Vollmedium (DMEM, 10% FKS,
1% Penicillin/Streptomycin) ausgesadt. Am ndchsten Tag wurden die Zellen wie unter
4.2.4.3.3 beschrieben transduziert. Nach etwa drei Wochen starben die meisten nicht
transduzierten Zellen ab, wohingegen Zellen, in denen die adenoviralen Genprodukte

exprimiert wurden, zu mehrschichtigen Zellkolonien (Foci) auswuchsen. Diese
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konnten mit einer Kristallviolett-Farbelosung gefdarbt und anschliefend ausgezahlt
werden. Dabei bildet die Anzahl der Foci ein Mafs fiir die Effizienz mit der zelluldre

und virale Onkogene den Transformationprozess initiieren konnen.

Kristallviolett- Kristallviolett 1% (w/v)
Firbelosung Methanol 25% (v/v)

4.2.7 Herstellung stabiler knock-down Zelllinien

Stabile knock-down Zelllinien wurden fiir diese Arbeit aus humanen H1299- und A549-
Zellen generiert. Dazu wurden diese Zellen auf 6-well Kulturplatten ausgesat und mit
einer shRNA gegen das humane zelluldre Daxx Protein nach der PEI-Methode (4.2.4.1)
transfiziert. Die shRNA wurde gegen die Nukleotidsequenz 5'GGAGTTGGATCTCT
CAGAA3' auf dem kodierenden DNA-Strang an Nukleotidposition nt 626-643 von
Daxx generiert (Michaelson et al., 2003). 24 h nach der Transfektion wurde dem
Néhrmedium der transfizierten Zellen 3 ug/ul Puromycin (Sigma) zugesetzt. Drei
Tage nach Transfektion wurden die Zellen im Verhéltnis 1:30 gesplittet und auf 150
mm-Petrischalen weiter kultiviert. Das Ndhrmedium mit zugesetztem Puromycin
wurde alle 3-4 Tage gewechselt, um die Selektion der stabil transfizierten Zellklone zu
unterstiitzen. 3-4 Wochen nach der Transfektion konnten monoklonale Zellklone
isoliert werden. Dazu wurde das Medium entfernt, um die Zellen mit sterilem PBS zu
waschen. Zur Isolierung einzelner Zellklone (monoklonal) wurden sterile Glas-

zylinder (Nunc; Durchmesser 5 mm) verwendet, deren Unterseite mit Hilfe einer
sterilen Pinzette zuerst in sterile Vaseline getaucht und auf diese Weise fliissig-
keitsdicht auf die zu isolierenden Zellklone gesetzt wurden. In die Glaszylinder
wurde dann 50 pul Trypsin/EDTA-Losung (PAA) pipettiert. Nach einigen Minuten
konnten die abgeltsten Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefdfle tiberfiithrt werden, in die
50 ul Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin) vorgelegt worden
war. Nach anschliefSender Zentrifugation (5000 UpM, 3 min, RT; Kiihlzentrifuge 5417
R, Eppendorf GmbH) wurden die Zellen in geeigneten Zellkulturschalen kultiviert

und als Zelllinien etabliert.
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4.3 Adenoviren

4.3.1 Herstellung von Viruspartikeln aus DNA

Mit Hilfe der Restriktionsendonuklease Pacl wurde der bakterielle Anteil von den
adenoviralen DNA-Bakmiden entfernt. Die linearisierte DNA wurde mit 1/10 Vol. 3M
NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gefdllt und je 8 ng gespaltene Bakmid-DNA pro
50 mm-Petrischale in 2E2-Zellen nach der Liposomen-Methode (4.2.4.2) transfiziert.
Nach circa 16 h im Brutschrank wurde das Medium gewechselt. Die transfizierten
Zellen wurden solange weiterkultiviert bis sie sich von der Unterlage ablosten (jedoch
maximal finf Tage). Noch adhédrente Zellen wurden mit einem Zellschaber
abgeschabt, bei 2000 UpM fiir 5 min pelletiert (Multifuge 35-R, Thermo), mit 5 ml PBS
gewaschen und anschliefend in 5 ml DMEM ohne Zusdtze durch viermaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C im Wasserbad lysiert und
abermals zentrifugiert (4500 Upm bei RT fiir 10 min; Multifuge 35-R, Thermo). Mit
dem erhaltenen Uberstand wurde erneut eine Petrischale reinfiziert (4.3.4). Dieser
Vorgang wurde solange wiederholt (in der Regel zwei- bis fiinfmal) bis sich die
infizierten Zellen alleine vom Boden ablosten. Die Zellen wurden dann, wie oben
beschrieben, geerntet, gewaschen und lysiert. Mit dem erhaltenen Uberstand wurde
nun eine 150 mm-Zellkulturschale infiziert. Da im Uberstand bereits eine betrachtliche
Menge an Adenoviren enthalten war, 16sten sich die Zellen bald nach der Infektion
vom Kulturgefiflboden ab und der Uberstand konnte nach der Ernte und Lyse fiir die

Herstellung hochtitriger Virusstocks (4.3.2) benutzt werden.

4.3.2 Herstellung und Lagerung hochtitriger Virusstocks

Zur Gewinnung hochtitriger Virusstocks wurden mehrere 150 mm-Zellkulturschalen
entweder mit einer moi von 5 oder mit dem Uberstand aus 4.3.1 infiziert. Etwa drei
Tage nach Infektion war ein deutlicher zytopathischer Effekt sichtbar, das Medium
verfarbte sich gelblich und die Zellen losten sich von der Unterlage. Da 90% der
produzierten Viren zellassoziiert bleiben (Jakoby et al., 1979) wurden die Zellen von

der Unterlage abgeklopft und fiinf Minuten bei 2000 Upm zentrifugiert (Multifuge 3S-
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R, Thermo). Das Pellet wurde in 5 ml PBS gewaschen und anschliefend erneut
zentrifugiert (2000 UpM, 5 min; Multifuge 3S-R, Thermo). Das Zellpellet, das man aus
fiinf 150 mm grofien Zellkulturschalen erhalten hatte, wurde in 4 ml DMEM ohne
Zusdtze resuspendiert und die Zellen durch viermaliges Einfrieren in fliissigem
Stickstoff und Auftauen bei 37 °C lysiert. Zur Entfernung der Zelltrimmer wurde 15
min bei 4500 UpM zentrifugiert (Multifuge 3S-R, Thermo). Anschliefsend wurde der
Uberstand abgenommen, mit 87%igem Glyzerin (steril; 10% Endkonzentration;
AppliChem) versetzt und austitriert (4.3.3). Die hergestellten Stocks konnen bei -80 °C

aufbewahrt werden.

4.3.3 Titerbestimmung von Virusstocks

Der Titer der verwendeten Virusstocks wurde mit Hilfe von fluoreszenzbildenden
Einheiten (fluorescence forming unit, ffu) bestimmt. Diese Methode konzentriert sich auf
die frithen Infektionsereignisse, reprasentiert durch die immunhistochemische
Bestimmung des frithen adenoviralen E2A-Proteins (DBP). Dazu wurden je 4x10°
HEK 293-Zellen in Zellkulturschalen mit sechs Vertiefungen (6-well Schale) ausgesiit.
24 h spéter wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1
ml Virusstockverdiinnungen (10 bis 10-¢ in DMEM ohne Zusétze) infiziert. Die Zellen
wurden dann 2 h bei 37 °C im Brutschrank (Heraeus) inkubiert und wahrenddessen
alle 15 min vorsichtig geschwenkt, um eine gleichméfiige Virusadsorption zu
gewdhrleisten. Anschliefsend wurde das Infektionsmedium abgenommen, die Zellen
mit 3 ml/Vertiefung angereichertem Medium (DMEM, 10% FKS, 1%
Penicillin/Streptomycin) tiberschichtet und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 24 h
nach der Infektion (hp.i.) wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 1 ml/Vertiefung eiskaltem Methanol fiir 15 min bei -20 °C fixiert
(4.6.6.1). Danach wurde der Alkohol abgesaugt und die 6-well Schale offen bei RT
getrocknet. Fiir die anschlieffende immunhistochemische Farbung wurden die Zellen
eine Stunde mit 2 ml/Vertiefung TBS-BG blockiert, 2 h bei RT beziehungsweise iiber
Nacht bei 4°C mit einer 1:10 Verdiinnung des Antikorpers B6-8 in TBS-BG
(1 ml/ Vertiefung) inkubiert, erneut dreimal mit TBS-BG (2 ml/ Vertiefung) fiir je 5 min

gewaschen und anschliefend mit je 1ml/Vertiefung der zweiten Antikorper-
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verdiinnung (Alexa™ 488 Anti-Maus; 1:1000 in TBS-BG) fiir 2 h bei RT oder {tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der Sekundarantikoérper abgenommen,
abermals dreimal mit TBS-BG gewaschen und mit 1 ml TBS-BG versetzt. Die so vorbe-
reiteten Zellen konnten anschliefend mit dem Immunfluoreszenzmikroskop (Leica
DMIL) ausgezdhlt werden. Aus der pro Gesichtsfeld ermittelten Zahl infizierter
Zellen, konnte unter Berticksichtigung der Zellzahl und der Verdiinnungsstufe auf die

Zahl der infektiosen Partikel pro ml zuriickgerechnet werden.

TBS-BG Tris/HCI, pH 7,6 20 mM
NaCl 137 mM
HCl 3mM
MgCl 1,5 mM
Tween 20 0,05%
Natriumazid 0,05%
Glycin 5 mg/ml
BSA 5 mg/ml

4.3.4 Infektion von Sdugerzellen mit Adenoviren

Fiir die Infektion wurden Zellen so ausgesét, dass sie am néchsten Tag subkonfluent
(60-80%) gewachsen waren. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit
sterilem PBS gewaschen. Fiir die Infektion wurde die entsprechende Menge an Virus
(moi zwischen 1 und 200) mit dem geeigneten Volumen Medium (DMEM) ohne
Zusdtze vermischt und auf die Zellen gegeben. Fiir die Infektion einer Zellkultur-
schale mit sechs Vertiefungen benétigte man ein Gesamtvolumen von 1 ml, fur
Petrischalen wurden 6 ml und fiir die Infektion einer 150 mm grofsen Zellkulturschale
wurden 10 ml Gesamtvolumen benétigt. Die Zellen wurden dann fiir 2 h bei 37 °C
inkubiert und alle 15 min leicht geschwenkt, um eine gleichméfiige Adsorption der
Viren zu ermoglichen. Anschliefend wurde die Infektionslosung abgenommen und
die Zellen mit frischem Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin)
tiberschichtet. Die infizierten Zellen wurden je nach Versuchsansatz 6-72 h ent-

sprechend weiter inkubiert.

50



METHODEN

4.3.5 Bestimmung und Ausbeute an Virusnachkommen

Um die Anzahl der Nachkommenviren zu bestimmen, wurden Zellen (A549-, H1299-
bzw. Hep-Zellen) in Petrischalen wie unter 4.3.4 beschrieben mit Ad5 infiziert und
nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe eines
Plastikspatels vom Boden der Petrischale abgeschabt, in ein 15 ml Reaktionsgefafs
tiberfithrt und abzentrifugiert (2000 UpM, 3 min; Multifuge 3S-R, Thermo). Das Zell-
pellet wurde mit 5 ml sterilem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (2000 UpM,
3 min; Multifuge 35-R, Thermo). Nun konnte das Pellet in 300-500 pl DMEM ohne
FKS und Penicillin/Streptomycin resuspendiert und die Zellen durch dreimaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C lysiert werden. Zur Ent-
fernung der Zelltrimmer wurde erneut zentrifugiert (4500 UpM, 10 min; Multifuge
35-R, Thermo). Der virushaltige Uberstand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs
tiberfithrt und konnte bei 4°C gelagert werden. Die Zahl der infektiosen Partikel im
Uberstand konnte wie unter 4.3.3 angegeben bestimmt werden. Aus dieser Zahl, der
Verdiinnung und der Anzahl der in dem Versuch eingesetzten Zellen konnte die Zahl

der Nachkommenviren berechnet werden.

4.3.6 Inhibition des zelluliren 26S Proteasom

Das 26S Proteasom wird aus zwei Untereinheiten gebildet. Die zentrale 20S-Core-
Einheit, besteht aus 4 Ringen und besitzt proteolytische Aktivitdt. Die jeweils an den
Enden sitzenden 19S-Einheiten haben eine regulatorische Aufgabe. Die 4 Ringe der
Core-Einheit lassen sich in eine zentrale B-Einheit und zwei periphere a-Einheiten
unterteilen. Diese Einheiten bestehen wiederum aus sieben Untereinheiten (al-a7, f1-
B7), die Ahnlichkeiten mit verschiedenen Enzymen aufweisen. B2 besitzt Trypsin-
dhnliche, 5 Chymotrypsin-dhnliche und p1 Glutamylpeptidylhydrolytische (PGPH)
Aktivitdt (Hershko et al.,, 1998). Das Tripeptidaldehyd MG-132 (Sigma) hemmt
reversibel f1- und p2-Untereinheiten des Proteasoms und wirkt zusatzlich auf andere
Proteasen der Zelle, wie Calpain und Cathepsin B. Zur Proteasomeninhibition wurde

eine Transfektion (4.2.4.) oder Infektion (4.3.4) mit den entsprechenden Zellen
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durchgeftihrt. Vor der Zelleernte wurde das Medium abgezogen und durch DMEM
ohne Zusitze unter Zugabe von MG-132 (Endkonzentration 20 mM) 6-8 h weiter-
inkubiert. Da dieser Inhibitor zuvor in DMSO gelost wurde, ist es wichtig die
Kontrollzellen ebenfalls mit DMSO zu behandeln um eine Aussage {iiber die
Proteasomeninhibition in MG-132 behandelten und unbehandelten Zellen treffen zu
konnen. Anschlielend wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und tiber SDS-Gel-

elektrophorese sowie Western Blot weiteranalysiert.

4.4 DNA-Klonierungstechniken

44.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur analytischen Isolierung kleiner Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wurde ein
von Beck und Mitarbeiter modifiziertes Verfahren der alkalischen Lyse eingesetzt
(Beck et al., 1993). Dabei wurde eine 1,5 ml Ubernachtkultur bei RT fiir 1 min bei
13 000 UpM (Kiihlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH) abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in 300 ul Losung A resuspendiert. Die
Suspension wurde dann mit 300 pl Losung B versetzt, vorsichtig geschwenkt, 5 min
bei RT inkubiert, 300 ul Losung C zugegeben, erneut 5 min bei RT inkubiert und
anschlieffend ebenfalls bei RT fiir 10 min bei 13 000 UpM (Kiihlzentrifuge 5417,
Eppendorf GmbH) zentrifugiert. Der plasmidhaltige Uberstand wurde in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefafs tiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt und die DNA 30 min
bei 13 000 UpM (Kiihlzentrifuge 5417, Eppendorf GmbH) gefillt. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das DNA-Prazipitat mit 1 ml EtOH7s % gewaschen, getrocknet
und in 50 pl H2Owia geldst. Die so isolierte DNA konnte fiir Restriktions- und Sequenz-

analysen eingesetzt werden.

Losung A Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
EDTA 10 mM
RNAse A 100 pg/ml
* Lagerung bei 4 °C

Losung B NaOH 200 mM
SDS 1% (w/v)

Losung C Ammoniumazetat 75M
* Lagerung bei 4 °C

52



METHODEN

Die prdparative Isolierung grofierer Mengen Plasmid-DNA aus 100-500 ml
Ubernachtkultur erfolgte mit Hilfe von Anionenaustauscher-Saulen des Plasmid Midi

und Plasmid Maxi Extraktions Kits (Qiagen) nach Anweisungen des Herstellers.

4.4.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde mit Hilfe des NanoDrop1000 (Thermo Scientific),
sowie mit dem Spektralfotometer smart spec plus (BioRad) bei einer Wellenldnge von
260 nm bestimmt. Die zu analysierende DNA-L6sung wurde entweder direkt auf eine
Mefsplattform pipettiert (NanoDrop1000) oder in eine Quarzkiivette (1cm Schichtdicke)
gegeben und ein UV-Absorptionsspektrum tiber einen festgelegten Wellenldngen-
bereich aufgenommen. Bei doppelstrangiger DNA entspricht eine Absorption von 1,0
im Absorptionsmaximum bei 260 nm einer Konzentration von 50 ug/ml. Fiir

einzelstrangige Oligonukleotide gilt die Ndaherungsformel 1 OD260 = 33 ng/ml.

4.4.3 DNA-Agarose-Gelelekrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen beruht auf der
unterschiedlichen Wandergeschwindigkeit der Nukleinsdure im elektrischen Feld in
Abhangigkeit von der Fragmentldnge. Zur Herstellung von Agarosegelen wurde eine
entsprechende Menge LE - Agarose (Biozym) in einem Mikrowellenherd (Siemens) in
1 x TBE-Puffer durch Aufkochen gelost und zur spateren Farbung der DNA 50 ng/ml
Ethidiumbromid-Stammlosung hinzugeftigt. Die leicht abgekiihlte Agarose-Losung
wurde dann in eine vorbereitete Flachbettgelapparatur gegossen. Die DNA-Proben
wurden mit jeweils /10 Vol. Auftragspuffer versetzt und auf das verfestigte
Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 5-10
V/cm. Analytische Gele wurden mit Hilfe des G-Box system-UV-Transilluminators
(Syngene) und der Gene tools Software (Syngene) bei einer Wellenldnge von 312 nm
visualisiert und dokumentiert. Praparative Gele wurden zur Schonung der DNA bei
langwelligem UV-Licht (365 nm) detektiert, und entsprechende DNA-Banden aus-
geschnitten. Um die DNA-Schdden durch UV-Licht weiter zu minimieren, ins-

besondere bei grofien DNA-Fragmenten wie bei Ad5-Bakmiden, wurde bei praparati-
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ven Gelen zusitzlich 1 mM Guanosin in die Gellosung eingebracht.

5 x TBE Tris 045M
Borsdure 045M
EDTA 10 mM
* mit Eisessig pH 7,8

Auftragspuffer Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylencyanol 0,25% (w/v)
Glyzerin 50% (v/v)
50 x TAE 2% (v/v)

Ethidiumbromid- Ethidiumbromid 10 mg/ml

Stammloésung * Lagerung bei 4 °C,

lichtgeschiitzt
444 Isolierung von DN A-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus prédparativen Agarosegelen erfolgte entweder
mit Hilfe des Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers oder
tiber ein alternatives Verfahren, das insbesondere fiir die Isolierung von Bacmid-
DNA-Fragmenten herangezogen wurde. Dabei wurde ein Agaroseblock mit der zu
préaparierenden DNA-Bande zunéchst unter langwelligem UV-Licht (365 nm) aus dem
Gel ausgeschnitten und anschlieffend ftir 2 h bei RT und 20000 UpM im SS34-Rotor
(Super T 21, Sorvall) zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde dann mit /19
Vol. 3M NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gefdllt, das DNA-Pellet in 40 pl 10 mM
Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen und die Konzentration und Qualitidt der isolierten
DNA {iiber erneute Agarose-Gelelektrophorese (4.4.3) eines Aliquots mit Hilfe des G-
Box Systems (Syngene), abgeschétzt.

44.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

4451 Standard-PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR; Saiki et al., 1988) ist
ein Verfahren zur Amplifikation definierter Nukleinsduresequenzen in vitro, wobei die
Spezifitit der Reaktion durch die Wahl der zugesetzten Starter-Oligonukleotide
sichergestellt wird. Fiir einen 50 pl Standard-Reaktionsansatz wurden 50-100 ng

DNA, je 0,2 puM der entsprechenden Oligonukleotide, je 1 mM dATP, dTTP, dCTP und
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dGTP (New England Biolabs), 5 ul 10 x PCR-Puffer (Omnilab) und 0,5 pl thermo-
stabile Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl; Omnilab) eingesetzt. Dieser Ansatz wurde in
dinnwandigen 0,2 ml Reaktionsgefdfien (Biozym) in einem FlexCycler (Analytic Jena)
nacheinander wie folgt inkubiert: Aufschmelzen der DNA bei 95 °C, Hybridisierung
der Oligonukleotide an die Zielsequenz bei 55-70 °C und ein Polymerisationsschritt
bei 72 °C. Dieser Zyklus wurde 20 bis 30 mal durchlaufen, gefolgt von 10 min
Inkubation bei 72 °C um 3°-Enden nicht vollendeter PCR-Produkte aufzufiillen, und
im Anschluss daran auf 4 °C abgekiihlt. 5 ul der so amplifizierten DNA wurden auf
einem Agarosegel elektrophoretisch (4.4.3) aufgetrennt und wunter UV-Licht
hinsichtlich Fragmentgrofie und Ausbeute mit Hilfe des G-Box Systems (Syngene)
tberprift.

4452 Zielgerichtete in-vitro Mutagenese mittels PCR

Die in-vitro-Punktmutagenese rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Anweisungen des
Herstellers. Dazu wurde ausgehend von zwei komplementdren Oligonukleotiden,
welche die gewiinschten Mutationen enthielten, das gesamte Plasmid amplifiziert.
Das Oligonukleotid sollte tiber eine Fragmentldnge von 25-45 Basen und {iber eine
Schmelztemperatur tiber 78 °C verfiigen. Die eingefithrte Mutation sollte in der Mitte
der Primersequenz enthalten sein, welche zusatzlich mit einem GC-reichen Abschnitt
beginnen und enden sollte. Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, wurden von der Firma Metabion oder Alpha DNA hergestellt und in die
PCR zu einer Endkonzentration von 125 ng eingesetzt. Die Mutagenese wurde in 0,2
ml PCR Reaktionsgefdfien (Biozym) angesetzt. Der Mix bestand aus 5 pl des 10x
Reaktionspuffers (Stratagene), jeweils 1 pl des forward und reverse Primers, 1 ul dNTP-
Mix (Desoxynukleotidphosphat-Mix; dATP, dGTP, dCTP, dTTP; New England
Biolabs) und dem DNA Fragment, in welches die Mutation eingefiihrt werden sollte.
Der Ansatz wurde dann mit 1 pl Pfu Ultra II DNA-Polymerase (Stratagene) versetzt
und mit HoOviq auf ein Gesamtvolumen von 50 pl gebracht. Die PCR wurde in 12-14
Zyklen in einem FlexCycler (Analytic Jena) durchgefiihrt (Aufschmelzen der DNA bei
95 °C, Hybridisierung der Oligonukleotide an die Zielsequenz bei 55 °C und ein
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Polymerisationsschritt bei 72 °C). Anschlieffend wurde 3 h bei 37 °C mit 1 pl des
Restriktionsenzyms Dpnl (New England Biolabs) verdaut, um methylierte Eltern-
strang-DNA zu beseitigen. 5 pul der mutagenisierten DNA wurden auf einem
Agarosegel elektrophoretisch (4.4.3) aufgetrennt und unter UV-Licht hinsichtlich
Fragmentgrofle und Ausbeute mit Hilfe des G-Box Systems (Syngene) tiberpriift.
Resultierende Ziel-Plasmide wurden dann chemisch in E. coli Stimme transformiert

(4.1.2.2).

4.4.5.3 PCR zum Nachweis der Virusreplikation

Aus dem Gesamtzellextrakt infizierter Zellen wurden gleiche Mengen an Zelllysat
(entsprechend der Proteinkonzentration) entnommen, mit Tween-20 (End-
konzentration 0,5%; Merck) und Proteinase K (Endkonzentration 100 pg/ml; In-
vitrogen) versetzt und mit HoOrig auf 24,5 pl aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wurde
nun 1 h im Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort) bei 55 °C inkubiert. Nach 10
min Inaktivierung der Proteinase K bei 100 °C wurde eine Standard-PCR
(Denaturierung: 30 s bei 95 °C, Hybridisierung: 1 min bei 55 °C und Polymerisation: 2
min bei 72 °C) mit 20 Zyklen durchgefiihrt. Als Primer dienten die zwei
Oligonukleotide E1B bp2043 fwd (#64) und E1B 361-389 rev (#110), die ein 389 bp
langes Fragment aus dem Ad5 E1B-55K-Gen amplifizieren. Die PCR-Produkte wurden
in einem 1% igen Agarosegel analysiert (4.4.3) und mit Hilfe des G-Box Systems und

der Gene tools Software (Syngene) densitometrisch ausgewertet.

4.4.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

44.6.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen New England Biolabs und Roche
bezogen und mit den entsprechenden 10-fach Puffern gemdfs den Angaben des
Herstellers eingesetzt. Um Pufferunvertraglichkeiten bei Spaltungen mit mehreren
Enzymen zu umgehen, wurde die DNA gegebenenfalls nach jedem einzelnen Verdau
mit /10 Vol. 3 M NaOAc und 1 Vol. Isopropanol gefillt und erneut in H>Opig

aufgenommen. Fiir analytische Spaltungen wurden in der Regel 0,5-1 ng DNA sowie
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je 3-10U Restriktionsenzym eingesetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Praparative Restriktionsspaltungen enthielten 0,5-20 pg DNA und je 50 U Enzym, bei
einer Inkubation bei 37 °C fiir mindestens 2 h. Bei der Klonierung adenoviraler
Bacmid-DNA wurde je 1 ng DNA mit 25 U Restriktionsenzym gespalten (Swal bei
30 °C fiir 20 h; BstZ171 bei 37 °C fiir 4 h). Zu spaltende PCR-Produkte wurden nach
der PCR-Reaktion zundchst {iiber NaOAc/Isopropanolfdllung von nicht-
inkorporierten Oligonukleotiden und dNTPs gereinigt und konzentriert, bevor sie
tiber Restriktionsenzymspaltung fiir die Klonierung vorbereitet werden konnten.
Nach der Spaltung wurden die Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt (4.4.3) und
gegebenenfalls aus dem Gel gereinigt (4.4.4). Anschliefend kann die DNA zur

Transformation in E. coli eingesetzt werden (4.1.2).

4.4.6.2 Identifizierung rekombinanter Klone

Fiir die DNA-Sequenzierung wurden 300 ng Plasmid-DNA /500 ng Bacmid DNA und
6 pmol/10 pmol eines entsprechenden Oligonukleotids mit H2Owid auf ein Endvolu-
men von 8 ul aufgefiillt. Die DNA-Sequenzierungen dieser Arbeit wurden von der

Firma GeneArt durchgefiihrt.

4.5 RNA-Techniken

4.5.1 Vermeidung RNase-induzierten RNA-Abbaus

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabile und aktive Enzyme, die selbst in geringen
Konzentrationen und in kiirzester Zeit RNA abbauen konnen. Um den Abbau der
RNA zu vermeiden, wurden beim Arbeiten mit RNA spezielle Vorkehrungen ge-
troffen. Gegenstdnde aus Glas und Metall wurden in einem Ofen fiir 12 h bei 160 °C
gebacken, ein Vorgang der RNasen irreversibel denaturiert. Alle Chemikalien wurden
in HoOpig gelost und mit DEPC auf eine Endkonzentration von 0,1% (v/v) gebracht,
soweit das DEPC nicht mit den entsprechenden Reagenzien interferiert. Die DEPC-
haltigen Losungen wurden tiiber Nacht bei RT inkubiert und am nédchsten Tag

autoklaviert. Dabei reagiert das DEPC mit den Aminogruppen der RNasen und
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inaktiviert diese irreversibel. Durch das Erhitzen wiahrend des Autoklavierens zersetzt

sich tiberschiissiges DEPC und stort nicht mehr in nachfolgenden Prozessen.

4.5.2 Praparation von RNA aus Sdugerzellen

Fiir die Isolierung von RNA aus dem Zellpellet erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Mini-

Systems (Qiagen) nach Anweisung des Herstellers.

4.5.3 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die gereinigte RNA wurde anschliefend im fotospektrometisch (NanoDrop 1000,
Thermo Scientific) bei einer Wellenldnge von 260 nm vermessen. Dabei entspricht eine

Absorption von 1,0 bei 260 nm einer Konzentration von 40 pg/ml.

454 Quantitative Real-time PCR (qQRT-PCR)-Analyse zur Ermittlung der
mRNA Syntheserate

Subkonfluente Zellen wurden ausgesit und am ndchsten Tag mit H5pg4100
Wildtypvirus infiziert (moi 20). 12 und 36 h p. i. wurden die Zellen geerntet. Gesamt-
RNA wurde nach Angaben des Herstellers mit Trizol (Invitrogen) isoliert. Anschlies-
send konnte die Konzentration der Gesamt-RNA ermittelt werden (4.5.3), um 1 ug
RNA mittels Reverser Transkriptasereaktion in cDNA umzuschreiben. Dies erfolgte
nach Angaben des Herstellers Roche mit dem Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Sample Kit. Die Real-time PCR wurde mit dem Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Sciences,
Sydney, Australia) unter Verwendung der transkribierten cDNA Strange und der ent-
sprechenden Oligonukleotide. Um die Real-time PCR durchzufiihren, wurden 1/100
cDNA-Verdinnung, 12,5 pl Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
und 10 pM je Primer verwendet (PCR-Programm: 10 min at 95 °C, 55 cycles of 30 s at
95 °C, 30 s at 55 to 62 °C, je nach eingesetztem Primer Set, and 30 s at 72 °C). Der C:
Wert wurde aus drei unabhidngigen Experimenten sowie dem Verhdltnis der viralen

RNA zu den zelluldren 185 rRNA Mengen ermittelt. Durch Schmelzkurvenanalyse
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wurde die Identitdt der PCR Produkte sichergestellt.

4.6 Protein-Techniken

4.6.1 Herstellung von Gesamtzellextrakt aus Sdugerzellen

Die bei -20 °C gelagerten Zellen (4.2.5) wurden zundchst auf Eis aufgetaut, frisch
geerntete Zellen wurden direkt mit einer geeigneten Menge gekiihltem NP-40 oder
RIPA light-Lysepuffer mit zugesetzten Proteaseinhibitoren (PMSF 1 mM, Aprotinin 10
U/ml, Leupeptin 1 pg/ml, Pepstatin 1 pg/ml und DTT 1% (v/v)) resuspendiert und
60 min auf Eis inkubiert. Um einen vollstindigen Zellaufschluss zu gewdéhrleisten,
wurden die Zelllysate mit Ultraschall (30s, output 0,45-0,6 Impulse/s; Branson
Sonifier 450) behandelt, wobei die Reaktionsgefdfse (Sarstedt) stets auf Eis gelagert
wurden. Die Zelllysate wurden anschlieffend in 1,5 ml Reaktionsgefafie tiberfiihrt und
zentrifugiert (11000 UpM, 3 min, 4 °C; Kiihlzentrifuge 5417R, Eppendorf GmbH), um
groflere Zellfragmente abzutrennen. Der Uberstand wurde, fiir weitere Experimente

in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefafs transferiert.

NP-40 Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Nonidet P-40 0,15% (v/v)
Proteaseinhibitoren (siehe Text) frisch zugeben

RIPAlight-Lysepuffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Nonidet P-40 1% (v/v)
SDS 0,1% (w/v)
Triton-X 100 0,1% (v/v)
Proteaseinhibitoren (siehe Text) frisch zugeben

4.6.2 Quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration 16slicher Proteine einer Probe wurde mit Hilfe des Protein-Assays
(BioRad) bestimmt. Dieses Testverfahren, das auf der Proteinquantifizierung nach

Bradford beruht (Bradford, 1976), misst die auftretende Absorptionszunahme bei
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595 nm, nachdem die vorhandenen Proteine an das chromogene Substrat dieses Test-
systems gebunden haben. Die Proteinkonzentration in der Probe ldsst sich durch
Vergleich der gemessenen ODsos mit den Werten einer Eichkurve ermitteln. 1 pl der zu
bestimmenden Proteinprobe bzw. 1 bis 20 pg des Eichproteins BSA (Rinderserum-
albumin; AppliChem) wurden in Polystyrol-Kiivetten (Sarstedt) mit H>Oviq jeweils auf
ein Gesamtvolumen von 800 pl aufgefiillt und nach Zugabe von 200 ul Farbereagenz
5 min bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde die Absorption bei 595 nm fotometrisch
gegen den Nullwert (800 pul H2Opia + 200 pl Farbereagenz) bestimmit.

4.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in Gegenwart eines
hohen SDS-Uberschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufge-
trennt. Dabei lagert sich das negativ geladene SDS in konstanten Gewichtsverhdltnis-
sen an die Proteine an und kompensiert deren positive Ladung so, dass die Wande-
rungsgeschwindigkeit der Proteine zur Anode allein durch deren Grofse bestimmt
wird. Die Qualitdt der Proteinauftrennung wird in diesem durch Laemmli etablierten
Verfahren durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems gesteigert,
wobei die Proteine zunédchst in einem niedrigprozentigen Sammelgel konzentriert
werden und von dort gemeinsam in das Trenngel einwandern (Laemmli, 1970). Der
Aufbau der verwendeten Gelapparaturen (Biometra) und das Giefien der Gele erfolgte
entsprechend den Angaben der Hersteller. Die genaue Zusammensetzung der
benoétigten Gellosungen ist unten aufgefiihrt (Harlow et al., 1988). Vor dem Auftragen
auf das Gel wurden die Proteinproben mit dem gleichen Volumen eines zweifach
konzentrierten SDS-Probenpuffers (Sambrook et al., 1989) versetzt und 5 min im
Heizblock (Eppendorf Thermomixer comfort) bei 95 °C denaturiert. Die Elektro-
phorese erfolgte bei 15 mA pro Gel in TGS-Puffer bis die Bromphenolblau-Bande das
Ende des Gels erreichte. Im Anschluss an die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
konnten die aufgetrennten Proteine {iiber Western Blot-Analyse (4.6.4) detektiert

werden.
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30 % Acrylamid-
Stammloésung
Sammelgel (5 %)

Trenngel (8 %)

Trenngel (12 %)

Trenngel (15 %)

TGS-Puffer

SDS-
Probenpuffer

Acrylamid

N, N'Methylenbisacrylamid
Acrylamid-Stammlosung
Tris/HCI, pH 6,8

SDS

APS

TEMED
Acrylamid-Stammldsung
Tris/HCI, pH 8,8

SDS

APS

TEMED
Acrylamid-Stammlésung
Tris/HCI, pH 8,8

SDS

APS

TEMED

Acrylamid-Stammlésung
Tris/HCI, pH 8,8
SDS

APS

TEMED

Tris

Glycin

SDS

Tris/HCI, pH 6,8
SDS

DTT
Bromphenolblau
Glyzerin

4.6.4 Western Blot -Analyseverfahren

29% (w/v)
1% (w/v)
17% (v/v)

120 mM

0,1% (w/v)

0,1% (w/v)

0,1% (v/v)
27% (v/v)

250 mM
0,1% (w/v)
0,1% (w/v)
0,04% (v/v)

40% (v/v)

250 mM
0,1% (w/v)
0,1% (w/v)
0,04% (v/v)

50 % (v/v)

250 mM
0,1% (w/v)
0,1% (w/v)
0,04% (v/v)

25 mM

200 mM
0,1% (w/v)

100 mM

4% (w/v)

200 mM

0,2% (w/v)
20%

Voraussetzung fiir den immunologischen Nachweis der gelelektrophoretisch aufge-

trennten Proteine ist die Immobilisierung der Polypeptide auf Nitrozellulose (Protran,

Schleicher & Schuell) nach dem Western Blot-Verfahren. Der Transfer erfolgte mit Hilfe

einer Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) nach Anleitung des Herstellers in

Towbin-Puffer bei einer Stromstdarke von 400 mA fiir 30-150 min, je nach Molekular-

gewicht des zu untersuchenden Proteins. Zum Uberpriifen des Transfers konnten die

Proteine auf der Membran mit Ponceau S (Sigma) reversibel angefarbt werden. Zum

Entfarben wurde die Membran mit H2Ovia gewaschen. Vor der Inkubation der Nitro-

zellulose mit einem spezifischen Antikérper wurden die freien Bindungsstellen der

Membran durch Inkubation in PBS mit 5% Magermilchpulver (Gliicksklee) fiir 1 h bei
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RT oder tiber Nacht bei 4 °C abgeséttigt. AnschliefSend wurde die Membran in einer
Losung des spezifischen Primédrantikorpers (verschiedene Verdiinnungen in PBS-
Tween mit oder ohne Milchpulverzugabe) fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach der Bindung
des primdren Antikorpers wurde die Membran dreimal 5 min in PBS-Tween
gewaschen und fiir 1 h in einer 1:10000 Verdinnung eines HRP-gekoppelten
Sekunddrantikorpers geschiittelt. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS-Tween
fiir je mindestens 5 min folgte die Inkubation des Nitrozellulosemembran mit dem
chemilumineszenten Substrat fiir die HRP-vermittelte Farbreaktion. Fiir den
spezifischen Proteinnachweis wurde das SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate (Pierce) verwendet. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip der verstarkten
Chemilumineszenz unter Beteiligung des Enzyms HRP und stellt ein nicht
radioaktives Nachweisverfahren von hoher Sensitivitdt dar. In dem hier verwendeten
System wird das zyklische Diacylhydrazid Luminol durch die an den Anti-
Immunglobulin-Antikorper gekoppelte Peroxidase unter alkalischen Bedingungen
oxidiert, was zu einer Lichtemission mit einem Maximum bei 428 nm fiihrt.
Chemische Verstadrker wie Phenol erhohen die Lichtintensitdt um den Faktor 1000 und
verlangern den Zeitraum der Emission, so dass eine maximale Intensitdt 5-20 min
nach Einsetzen der Reaktion und eine anschliefende Abnahme der Strahlung mit
einer Halbwertszeit von 1 h zu beobachten sind. Hierfiir wurden nach AbgiefSen des
letzten Waschpuffers die beiden Detektionslosungen nach Angaben des Herstellers 1:1
gemischt und auf den Nitrozellulosefilter gegeben. Nach 5 min Inkubationszeit wurde
der Filter in Folie eingeschlagen. Die autoradiographische Detektion des Signals fand
wahrend Expositionszeiten zwischen 10 s und 20 min mit einem Rontgenfilm (CEA
RP new, medical X-ray film; CEA RP new) statt. Der Film wurde anschliefSend mit

Hilfe eines Entwicklungs-und Fixierautomats (Kodak) entwickelt.

PBS-Tween Tween-20 0,1% (v/v)
* in PBS 200 mM
Towbin-Puffer Tris/HCI, pH 8,3 25 mM
Glycin 200 mM
SDS 0,05% (w/v)
Methanol 20% (v/v)
Ponceau S Ponceau S 0,2% (w/v)
Trichloressigsdure 3% (w/v)
Sulfosalicylsdure 3% (w/V)
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4.6.5 Nachweis von Protein-Protein Interaktionen mittels

Immunprizipitation

Das Prinzip der Immunpréazipitation beruht auf der spezifischen Erkennung eines
Zielproteins durch einen an eine Sepharose-Matrix gekoppelten Antikorper, was eine
Isolierung von Proteinen beziehungsweise Proteinkomplexen ermoglicht. Die Kop-
plung von Antikdrpern aus Maus und Kaninchen erfolgte an Protein A-Sepharose
(Sigma), die von Ratten-Antikorpern an Protein G-Sepharose (Sigma). Sowohl Protein
A als auch G binden spezifisch an den F. -Teil von Antikorpern, was eine indirekte
Kopplung der Antikorper an die Sepharose-Matrix zur Folge hat. Der an die
Sepharose-Matrix gebundene Protein-Antikérper-Komplex kann im Anschluss daran
aufgrund des hohen Molekulargewichts der Sepharose durch Zentrifugation sedimen-
tiert werden (6000 UpM, 5 min, 4 °C; Kiihlzentrifuge 5417R; Eppendorf GmbH).
Gebundene Proteine konnen daraufhin durch Erhitzen des Prézipitats fiir 5 min auf
95 °C in einem geeigneten Probenpuffer (Lammli) wieder in Losung gebracht werden
und anschlieSend mit Hilfe von SDS-PAGE (4.5.3) aufgetrennt und Western Blot (4.6.4)
detektiert werden. Durch Koimmunprazipitation ist es moglich, spezifische
Bindungen von Proteinen an das vom Antikorper erkannte Protein nachzuweisen.
Dabei ist die Stringenz des eingesetzten Lysepuffers von mafigeblicher Bedeutung.
Fiir einen Ansatz wurden 3 mg lyophilisierte Protein A- oder G-Sepharose in 1 ml
Lysepuffer (NP-40 oder RIPA-light) eine Stunde bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler
(GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik) dquilibriert. Die Suspension wurde daraufhin bei
4 °C 5 min bei 6000 UpM abzentrifugiert (Kithlzentrifuge 5417R; Eppendorf GmbH),
das Sediment in 1 ml gekiihltem Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren (PMSF 1mM,
Aprotinin 10 U/ml, Leupeptin 1 pg/ml, Pepstatin 1 pg/ml und DTIT 1% (v/v))
gewaschen und entweder in 1 ml Lysepuffer mit 200 pl Hybridomiiberstand oder in
1 ml Lysepuffer mit 10-20 pg gereinigtem Antikdrper aufgenommen. Die Bindung der
Antikorper an die Matrix fand wahrend einer zweistiindigen Inkubation bei 4 °C auf
einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik) statt. Die Suspension
wurde daraufhin erneut bei 6000 UpM fiir 5min, 4°C (Kiihlzentrifuge 5417R;
Eppendorf GmbH) abzentrifugiert, die Sepharose dreimal in 1 ml gekiihltem Lyse-
puffer mit Proteaseinhibitoren gewaschen, abzentrifugiert (6000 UpM, 5 min, 4 °C;
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Kiihlzentrifuge 5417R; Eppendorf GmbH) und mit Lysepuffer wieder auf ein Volu-
men von 100 pl aufgefiillt. Jeder Ansatz dieser Suspension wurde mit der entspre-
chenden Menge Zelllysat (100 - 5000 pg Gesamtprotein) gemischt (4.6.2) und tiber
Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir Labortechnik)
inkubiert. Zur Eliminierung unspezifischer Bindungen der Proteine aus dem Zelllysat
mit der Sepharose-Matrix wurde der zu untersuchende Zellextrakt vorher mit je 50 pl
Pansorbin (Calbiochem) fiir 2 h auf einem Uberkopfschiittler (GFL, Gesellschaft fiir
Labortechnik) bei 4 °C inkubiert und nach Zentrifugation (6000 UpM, 5 min, 4 °C;
Kihlzentrifuge 5417R; Eppendorf GmbH) eingesetzt. Die nach der Immunprazipi-
tation erhaltene Suspension wurde abzentrifugiert (6000 UpM, 5 min, 4 °C; Kiihlzen-
trifuge 5417R; Eppendorf GmbH), dreimal mit je 1 ml gekiihltem Lysepuffer mit
Proteaseinhibitoren gewaschen, zentrifugiert (6000 UpM, 5 min, 4 °C; Kiihlzentrifuge
5417R; Eppendorf GmbH) und das Sediment in 15 ul SDS-Probenpuffer (Lammli) auf-
genommen, 5 min bei 95 °C aufgekocht und anschlieffend 10 min bei 13000 UpM
abzentrifugiert (Kiihlzentrifuge 5417R; Eppendorf GmbH). Die Proben konnten nun
SDS-PAGE (4.5.3) aufgetrennt und mit Hilfe von Western Blot (4.6.4) weiter analysiert

werden.

NP-40 Tris/HCI, pH 8,0 50 mM

(niedrige Stringenz) NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Nonidet P-40 0,15% (v/v)
Proteaseinhibitoren (siehe Text) frisch zugeben

RIPA-light Tris/HCI, pH 8,0 50 mM

(mittlere Stringenz) NaCl 150 mM
EDTA 5 mM
Nonidet P-40 1% (v/v)
SDS 0,1% (w/Vv)
Triton X-100 0,1% (v/v)
Proteasinhibitoren (siehe Text) frisch zugeben

4.6.6 Immunfluoreszenz-Analysen

4.6.6.1 Fixierung mit Methanol

Subkonfluente, adhidrente Zellen wurden in 6-well Zellkulturschalen auf sterilen

Deckglédsern bei 37 °C kultiviert und gegebenenfalls transfiziert (4.2.4) oder infiziert
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(4.3.4). Zur Fixierung der Zellen wurde das Medium abgesaugt, die bewachsenen
Deckgldser mit PBS gewaschen und fiir 15 min in eiskaltem Methanol bei -20 °C
inkubiert. Anschlieffend wurden die fixierten Zellen bei RT getrocknet und konnten
bei -20 °C gelagert oder sofort fiir die Immunfluoreszenzfarbung (4.6.6.2) weiter

verwendet werden.

4.6.6.2 Immunologischer Nachweis

Fir die Immunfluoreszenz wurden die Deckgldser auf Parafilm (Pechiney Plastic
Packaging) tiberfiihrt und zur Absittigung unspezifischer Bindestellen 1 h in TBS-BG
inkubiert. Nach Entfernen des Uberstandes und drei Waschschritten mit PBS wurden
pro Deckglas 20 ul Primdrantikorper in geeigneter Verdiinnung mit PBS zugegeben
und 2 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert, um ein Eintrocknen der
Antikorperlosung zu verhindern. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte auf die
gleiche Weise die Inkubation mit dem sundédren, fluoreszenzmarkierten Antikorper,
der als 1:200 Verdinnung in PBS verwendet wurde. Zur Anfirbung der DNA-
Chromatinkomplexe wurden 0,5 pg/ml dapi (Sigma) zugesetzt. Nichtgebundener
Sekunddrantikorper wurde durch die folgenden drei Waschschritte mit PBS entfernt.
Die Deckgldser wurden nun mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf einen
Objekttrager gelegt und mittels Glow Mounting Medium (EnerGene) eingebettet. Die
Versuchsansitze konnten abgedunkelt bei 4 °C mehrere Tage bis wenige Wochen
gelagert werden. Die weitere Analyse erfolgte mit Hilfe eines DM6000 Immun-
fluoreszenzmikroskops (Leica) mit digitalem Bildverarbeitungssystem (Leica Appli-

cation Suite).

TBS-BG Tris/HCI, pH 7,6 20 mM
NacCl 137 mM
KCl1 3 mM
MgCl, 1,5 mM
Tween 20 0,05% (v/v)
Natrium-Azid 0,05% (w/v)
Glycin 5% (w/v)
BSA 5% (w/v)
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4.6.7 Lumineszenz-basierte Reporterversuche

Zur quantitativen Bestimmung von Promotoraktivitdten wurde das Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (Promega) nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Die
Reporterplasmide pRE-LUC, pGL E1B-LUC und pGalTK-LUC enthalten das Firefly-
Luziferase-Gen aus dem Leuchtkéfer Photinus pyralis unter der Kontrolle eines p53-
abhidngigen Promotors (pRE-LUC), des Ad5-E1B-Promotors (pGL E1B-LUC) oder
eines Promotors mit Gal4-DNA-Bindungssequenz (pGalTK-LUC). Die Reporter-
konstrukte wurden zusammen mit verschiedenen Mengen von Expressionskonstruk-
ten (E1B-55K, Konstrukten mit dem Gen fiir humanes Daxx oder Fusionskonstrukten
mit der Gal4-DNA-Bindungsdoméne) und einem p53-Expressionskonstrukt pC53SN3
(bei pRE-LUC) in p53-negative H1299-Zellen oder Hep shDaxx-Zellen transfiziert. So
konnten die Auswirkungen der Transrepressionswirkung des E1B-55K-Proteins auf
p53-induzierte Promotoren (pRE-LUC), die Promotoraktivitit des E1B-Promotors
(pGL E1B-LUC), sowie die Co-Repressorfunktionen von Daxx auf E1B-55K (pGalTK-
LUC) untersucht werden. Als interne Kontrolle wurde zusitzlich der Vektor pRL-TK
transfiziert, der das Renilla-Luziferase-Gen aus Renilla reniformis unter Kontrolle des
konstitutiven Thymidin-Kinase-Promotors enthilt. Beide Luziferasen sind jeweils
unter unterschiedlichen Bedingungen aktiv und kénnen somit unabhéngig vonein-
ander angeregt und vermessen werden. Die Messung der Renilla-Luziferase (pRL-TK)
wurde dazu benutzt die verschiedenen Lysate zu normieren und der Wert der
Promotoraktivitit wurde als Quotient aus Firefly-Luziferase-Aktivitat zu Renilla-
Luziferase-Aktivitdt berechnet. Fiir die Versuche wurden 5x10* H1299-Zellen in 12-
well Zellkulturschalen ausgesdt und am néchsten Tag mit 0,5 pg pRL-TK, 1 png
Reporterplasmid (pRE-LUC,pGL E1B-LUC oder pGalTK-LUC), 15 ng pC53SN3 (nur
im Falle von pRE-LUC), unterschiedliche Mengen an Konstrukten mit dem Gen fiir
humanes Daxx sowie unterschiedlichen Mengen an E1B-55K-Expressionskonstrukten
(basierend auf pcDNA3 fiir pRE-LUC oder basierend auf pG4 fiir pGalTK-LUC) mit
der PEI-Methode (4.2.4.1) transfiziert. Nach 48 h Inkubation bei 37 °C wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen, 100 pl passive lysis buffer (Promega) pro Ansatz auf
die Zellen gegeben und 20 min bei RT geschiittelt. Durch Pipettieren wurden die

Zellen daraufhin vollstandig abgelost. Alle weiteren Arbeitsschritte zur Ermittlung
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der Promotoraktivitit wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt und

die Promotoraktivitdten mit einem Luminometer (Lumat LB 9507, Berthold) bestimmt.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse der Interaktion des PML-NB-assoziierten Faktors
Daxx mit E1B-55K

Ad5 EI1B-55K tubernimmt durch die Modulation zelluldrer Regulatoren der
Zellzykluskontrolle und Apoptose eine zentrale Rolle in der Ad5-vermittelten
Transformation primérer Zellen. Zahlreiche Arbeiten beschiftigten sich mit dem
Wirkmechanismus der transkriptionellen und post-transkriptionellen Inaktivierung
des zelluldaren Tumorsuppressorproteins p53 durch E1B-55K. Es ist bekannt, dass die
E1B-55K-abhédngige Sequestration von p53 in perinukldre Proteinstrukturen sowie die
Komplexierung mit E4orf6 und zelluldren Faktoren zu einer E3-Ubiquitinligase, die
Inaktivierung des Tumorsuppressors zur Folge hat (Cathomen et al., 2000; Endter et
al., 2001; Querido et al., 2001; Roth et al., 1998; Shen et al., 2001b). Weiterhin wird
vermutet, dass die Inaktivierung des E1B-55K-SCS-Motivs zur Verdnderung der
intranukledren Lokalisation an den PML-NBs fithrt und die transformierenden
Eigenschaften des viralen Proteins deutlich reduziert (Endter et al., 2001). Weitere
Befunde zeigten, dass die nukledre Anreicherung von E1B-55K durch Verdnderung
des Kernexportsignals im E1B-Leserahmen zu einer erhohten Transformationsrate in
primdren BRK-Zellen fuhrt (Endter et al.,, 2005). Aufgrund dieser und weiterer
Beobachtungen wird angenommen, dass zellulire PML-NB-Kernstrukturen (Endter et
al., 2001) oder assoziierte Faktoren einen FEinfluss auf die E1B-55K-abhéngige
Repression von p53 oder anderer E1B-vermittelter Funktionen haben. Neueste
Arbeiten postulieren einen p53-unabhdngigen, E1A/E1B-55K-abhdngigen Ad5-
vermittelten Transformationsweg, welcher in engem Zusammenhang mit der
Interaktion von E1B-55K mit Mrell stehen konnte. Es liegt also nahe, dass fiir das
transformierende Potenzial von E1B-55K nicht nur die Modulation von p53 und
Mrell, sondern auch weiterer PML-NB-assoziierter Proteine wie Daxx (Zhao et al.,

2003) eine essenzielle Rolle spielen konnte.
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Diese Tatsache wird durch frithere Arbeiten unterstiitzt, in denen Daxx in einem
Hefe-Zwei-Hybrid System als zelluldrer Interaktionspartner von Ad2 E1B-55K (Zhao
et al., 2003) identifiziert wurde. Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von Daxx an
der Ad5-vermittelten Onkogenese geben frithere Arbeiten die eine p53-unabhdngige
Transformation durch E1B-156R in Kooperation mit E1A postulieren. Als zelluldrer
Interaktionspartner dieser E1B-Isoform konnte bisher nur der Faktor Daxx nach-
gewiesen werden (Sieber et al., 2007). Weiterhin ist bereits bekannt, dass p53 durch die
Anwesenheit von Daxx negativ reguliert wird. Durch Interaktion mit Daxx, wird
Mdm?2 (murine double minute protein 2), ein zelluldrer Inhibitor p53-aktivierter
Transkription, stabilisiert. Das Onkogen Mdm?2 verstdrkt die Ubiquitinylierung des
Tumorsuppressors und leitet so den proteasomalen Abbau von p53 ein (Ronai, 2006).
Im Ganzen unterstiitzt dies die Vermutung einer essenziellen Rolle von Daxx in der

E1A/E1B-55K-abhidngigen Onkogenese.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die
Interaktion von Ad5 E1B-55K mit Daxx im Detail untersucht, E1B-55K/Daxx-
Bindemutanten generiert und deren Einfluss auf onkogene Eigenschaften von E1B-

55K tiberpriift.

5.1.1 Daxx interagiert mit E1B-55K in Ad5-infizierten Zellen

Nachdem Zhao und Mitarbeiter in einem Hefe-Zwei-Hybrid Experiment, Daxx als
zelluldren Interaktionpartner von Ad2 E1B-55K identifizierten (Zhao et al., 2003),
stellte sich die Frage, ob diese Bindung fiir Ad5 E1B-55K in Sdugerzellen bestitigt
werden kann. Dazu wurden H1299-Zellen mit Wildtypvirus H5pg4100 und
verschiedenen Virusmutanten infiziert. Durch Einfiihren von Mutationen in den E1B-
oder E4orf6-Leserahmen konnten die verwendeten Virusmutanten entweder E1B-55K
(H5pm4149) oder E4dorf6 (H5pm4154) nicht exprimieren. Zur Untersuchung der E1B-
55K/Daxx-Interaktion wurden Koimmunprazipitations- und Western Blot Analysen

aus Gesamtzellextrakten durchgefiihrt (Abb. 7).
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Wie erwartet, bestdtigen die Ergebnisse die Interaktion zwischen dem viralen Ad5-
Protein und zellulirem Daxx (Abb. 7; Spuren 2 und 4). Dabei fdllt auf, dass die
Abwesenheit von E4orf6 keinen Einfluss auf die Aggregation von E1B-55K und Daxx
zu haben scheint (Abb. 7; Spur 4). Allerdings konnte man beobachten, dass die Daxx-
Gleichgewichtsmengen in den unterschiedlichen Infektionsansdtzen variierten. Im
Ganzen zeigt sich eine Reduktion der Daxx-Konzentration bei Anwesenheit von E1B-

55K (Abb. 7; Spuren 2 und 4).
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Abb. 7 Interaktion von Daxx mit E1B-55K in infizierten H1299-Zellen

H1299-Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149 sowie H5pm4154 infiziert (moi 50; 4.3.4), 20 h p.i.
geerntet (4.2.5) und lysiert (4.5.2). Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen
Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Daxx, 50 pg fiir E1B-55K und p-Aktin) mittels 12%iger (E1B, p-Aktin)
oder 10%iger (Daxx) SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose tibertragen und mit Antikérpern gegen
Daxx, E1B (2A6) oder B-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle inkubiert (4.6.4). Zur Koimmunprazipitation
der verschiedenen E1B-Proteine mit Daxx wurde 1 mg Zelllysat zuvor mit dem Daxx-Antikorper
immunprazipitiert (4.6.5), tiber 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose tibertragen und mit
Antikorpern gegen E1B (2A6) inkubiert.

Im néchsten Schritt dieser Arbeit sollte der interagierende Sequenzabschnitt im E1B-

55K-Leserahmen identifiziert werden.

5.1.2 Identifikation eines Daxx-Bindemotivs und Herstellung von E1B-

55K Mutationen in diesem Bereich

Durch Literatursuche in der MEDLINE-Datenbank (National Library of Medicine)
lieSen sich zwei unterschiedliche Konsensusmotive fiir Daxx-Interaktionsbereiche
verschiedener Proteine identifizieren (Lalioti ef al., 2002; Li et al., 2000a; Li et al., 2000Db).

Zunidchst wurde E1B-55K auf diese AS-Sequenzen hin untersucht. Die Auswertung
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dieser Analyse ergab zwei unabhédngige Bereiche (AS 183-213 und AS 446-474), die fur

die Interaktion mit Daxx essenziell sein kénnten.

Um dies zu uberpriifen, wurden E1B-Plasmide mit Punktmutationen in den
kodierenden Sequenzen potentieller Interaktionsbereiche generiert (Abb. 8). Die
Herstellung dieser Mutanten erfolgte mit Hilfe des Quik Change™ Site-Directed
Mutagenesis Kits (Stratagene). Als DNA-Matritze diente pcDNA3-E1B-55K (E1B-wt).
Die Lage der Punktmutationen im E1B-Genabschnitt sowie die verdnderten

Basenpaare sind in Abbildung 8 angegeben.
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182 213 446 474
540 550 1320 1330 1340 1350
GCACTTAGGGCAGATTGCAA P182A AAGGTGCTGGCGTACGATGAG R443A AGACCGCCGCCGCGTGCAGA RTR 448/449/450AAA
GCACTTAGGCCAGATTGCAA E1B-55K AAGGTGCTGAGGTACGATGAG E1B-55K AGACCCGCACCAGGTGCAGA E1B-55K

550 560 1330 1360 1370
ATTGCGCGTACGCGATCAGC KK185/187AA  GAGGCTGGGATTCCAGTACG R443 insertion GACCCTCCGAGTCTGGCGGT C4545C456S

ATTGCAAGTACAAGATCAGC EI1B-55K GAGG=========——= TACG E1B-55K GACCCTGCGAGTGTGGCGGT E1B-55K
560 570 1330 1340 1410 1420
CAAGATTCGCCGACTTGTAA SK189/190RR  AGGTACGATGCGACCCGCAC E446A GATGTGACCGCGGAGCTGAGG E472A

CAAGATCAGCAAACTTGTAA E1B-55K AGGTACGATGAGACCCGCAC E1B-55K GATGTGACCGAGGAGCTGAGG E1B-55K

Abb. 8 Ubersicht der untersuchten E1B-55K Mutanten im E1B-Leserahmen

A. Die vermuteten Konsensussequenzen der Daxx-Bindemotive sind entsprechend ihrer Lage im E1B-
55K-Protein dargestellt (dunkelgrau). Die jeweils eingefiihrten Mutationen sind entsprechend der Lage
im E1B-55K Leserahmen angegeben. B. Die Basenaustausche in den Motiven verglichen zur Wild-
typsequenz sind jeweils mit grauen Balken hinterlegt. Nummern kennzeichnen die Position der Nukle-
otide im E1B-Gen.

Als erstes wurde die Expression der verschiedenen Plasmide nach Transfektion in
H1299-Zellen untersucht (Abb. 9A). Dazu wurden 20 h p.t. Gesamtzellextrakte herge-
stellt und tiber SDS-Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. In

allen Lysaten konnten ausreichende E1B-55K-Proteinmengen nachgewiesen werden
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(Abb. 9A). Mittels Immunpréazipitation konnte anschliefend gezeigt werden, dass die
E1B-Punktmutanten KK185/187AA sowie E472A die Fahigkeit zur Interaktion mit
Daxx verloren haben (Abb. 9B, Spuren 4 und 8).
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Abb. 9 Interaktion von Daxx mit E1B-55K in transfizierten H1299-Zellen

H1299-Zellen wurden mit E1B-55K und den E1B-Mutaten nach der PEI-Methode transfiziert (4.2.4.1),
20 h p.t. geerntet (4.2.5) und lysiert (4.5.2). A. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche
Mengen Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Daxx, 50 pg fiir E1B-55K) mittels 12%iger (E1B-55K) oder
10%iger (Daxx) SDS-Gele aufgetrennt (4.6.3), durch Western Blot auf Nitrozellulose iibertragen und mit
Antikorpern gegen Daxx und E1B (4E8) inkubiert (4.6.4). B. Zur Koimmunprézipitation der
verschiedenen E1B-55K-Proteine mit Daxx wurde 1 mg Zelllysat mit dem Daxx-Antikérper immun-
prézipitiert (4.6.5) und dann tiber 12%ige SDS-Gele aufgetrennt (4.6.3). Anschliefend wurden die
Proteine mittels Western Blot auf Nitrozellulose iibertragen und mit Antikdrpern gegen E1B (4ES8)
inkubiert.

Im Ganzen weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass E1B-55K zwei unabhidngige
Daxx-Interaktionsmotive in den Bereichen AS 185/187 und AS 472 besitzt. Weiterhin
lassen die Ergebnisse vermuten, dass auch SUMO-modifiziertes E1B-55K mit
zelluldarem Daxx interagiert, da diese E1B-Formen ebenfalls mit dem Daxx
spezifischen Antikorper koprazipitiert werden konnen (Abb. 9B, Spuren 2, 5 und 7). In
Ubereinstimmung mit bereits verodffentlichten Daten detektiert der E1B-spezifische
Ratten-Antikorper 4E8 neben E1B-55K auch zwei N-terminal verkiirzte Isoformen
E1B-48/49K und zeigt deshalb im Immunoblot eine Doppelbande (Kindsmuller et al.,
2009). Dies erkldrt auch die Doppelbande fiir SUMOyliertes E1B, welches aufgrund
des um 20 kD hoheren Molekulargewichts eine verzogerte Laufgeschwindigkeit im

elektrophoretischen Spannungsfeld aufweist.

72



ERGEBNISSE

Die Ergebnisse korrelieren mit den Arbeiten von Zhao und Mitarbeitern, die fiir Ad2
E1B-55K den fiir die Daxx-Bindung essenziellen Bereich auf die AS 437-495
einschrankten. Allerdings wurde in diesen Arbeiten nicht berticksichtigt, dass es
moglicherweise mehrere Interaktionsmotive im E1B-Protein geben konnte. Es wurden
Volllange Ad2 E1B-55K und die Ad2 E1B-55K-Fragmente AS 155-495 sowie AS 437-495
auf Daxx-Interaktion getestet. Alle Konstrukte zeigten ein positives Ergebnis (Zhao et
al., 2003). Damit kann eine zusidtzliche Bindestelle im N-Terminus nicht ausge-

schlossen werden.

Um die Konservierung der identifizierten Daxx-Interaktionsmotive im E1B-55K-
Protein zu tiberpriifen, wurden die Sequenzen der E1B-Genprodukte von insgesamt
18 unterschiedlichen humanen Ad-Serotypen mit Hilfe der Vector NTI Software
miteinander verglichen (Abb. 10). Interessanterweise zeigte diese Computeranalyse
erstmals, dass beide postulierten Bindungsmotive fiir Daxx (Abb. 10, dunkelgrauer

Balken) in den E1B Proteinen aller untersuchten Serotypen hoch konserviert sind.

NES SCS BC

absolute Komplexitat

90 180 270 360 450

Abb. 10 Ubersicht iiber beide hoch konservierten Daxx-Bindemotive im E1B-55K
unterschiedlicher humaner Ad-Serotypen
Interner AS-Sequenzvergleich von 18 Ad-Serotypen aus allen bisher beschriebenen sieben humanen
Supgruppen A-G. In x-Richtung sind die AS des E1B-55K-Proteins angegeben. Der y-Wert (blau) ist ein
Mafs fiir die AS-Sequenzhomologie unter den Serotypen. Das Diagramm zeigt das absolute
Komplexitdtsprofil des Ad E1B-55K-Proteins in den untersuchen Serotypen. Beide Daxx-
Bindungsmotive sind hellgrau hinterlegt, die tatsdchlichen E1B-55K/Daxx-Bindungsmutanten sind
dunkelgrau angefarbt. Weitere bekannte Motive (NES, SCS, BC, P) sind hellblau hinterlegt.

Dies ist ein erster Hinweis auf die Bedeutung der E1B-55K /Daxx-Interaktion und lasst
wichtige Funktionen von Daxx wahrend der produktiven Ad5 Infektion vermuten.
Weitere konservierte Regionen im E1B-Protein sind ausschliesslich wichtige Doménen
oder Motive mit multiplen Auswirkungen auf die Funktionen des viralen Proteins.

Diese Bereiche im E1B-55K sind das CRMlIl-abhidngige NES/AS 83-93, dass fiir
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nukleozytoplasmisches Pendeln von E1B-55K benotigt wird (Kratzer et al., 2001) sowie
das SUMO-Konjugationsmotiv/AS 104 (Endter et al., 2001), eine postulierte BC-
Box/AS 179-188 zur Interaktion mit den zelluliren Faktoren Elongin B und C
(Blanchette et al., 2004), sowie die konservierte Phosphorylierungsdomine/AS
490/491/495 im C-Terminus (Teodoro et al., 1994).

5.1.2.1 Mutationen im Daxx-Bindemotiv zeigen einen Einfluss auf die

subzellulire Lokalisation von E1B-55K

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde im néchsten Schritt die subzellulédre
Verteilung der E1B-Mutanten untersucht. Bisherige Arbeiten ergaben, dass das E1B-
55K in infizierten Zellen ein sehr komplexes Muster sowohl nukledrer als auch
zytoplasmatischer Lokalisation zeigt (Grand et al., 1984; Ornelles et al., 1991; Smiley et
al., 1990). E1B-55K konnte man in transfizierten Zellen bereits in fritheren

Untersuchungen in kernnahen Aggregaten, sogenannten perinuclear bodies detektieren

(Araujo et al., 2005).

Zur Analyse des Einflusses der eingefithrten Mutationen auf die E1B-55K Lokalisation
wurden zundchst H1299-Zellen mit den hergestellten E1B-Plasmiden transfiziert.
Durch  Immunfluoreszenzanalysen konnte das virale Protein anschlieffend
nachgewiesen werden (Abb. 11). Wie erwartet, zeigen die Zellen, die mit dem E1B-wt-
Konstrukt transfiziert wurden, ein komplexes Lokalisationsmuster. Grofitenteils ist
das E1B-Protein im Zytoplasma in perinukledren Strukturen, aber auch zu sehr
geringen Mengen diffus im Zellkern verteilt (Abb. 11c). Ahnliche Lokalisationen
konnte man fiir das verdnderte E1B-55K-Protein der Mutanten SK189/190RR (Abb.
1le) und RTR448/449/450AAA (Abb. 11i) feststellen. E1B-55K konnte fast
ausschliellich in einem zytoplasmatischen meist punktférmigem perinuclear body an
der Peripherie des Zellkerns (ca. 90%) beobachtet werden. Alle anderen E1B-Proteine
(Abb. 11 g, k, m, o, q, s, u) lokalisieren diffus in Zytoplasma und Zellkern mit
zahlreichen punktféormigen Aggregationen im und in der Nahe des Zellkerns. Dieser

Vergleich zeigte, dass bei fehlender E1B-55K/Daxx-Interaktion die intrazelluldre
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Lokalisation von E1B-55K nicht nur auf perinukledre Strukturen begrenzt ist, sondern

vermehrt zu punktférmigen Ansammlungen des Proteins im Nukleus fiihrt.

Abb. 11 Intrazellulire Lokalisation von E1B-55K in transfizierten H1299-Zellen

H1299-Zellen wurden mit den E1B-Konstrukten nach der PEI-Methode transfiziert (4.2.4.1) und 24 h
p-t. methanolfixiert (4.6.6.1). Die Immundetektion erfolgte wie unter 4.6.6 beschrieben mit dem a-E1B-
Antikorper 4E8 aus Ratte, welcher mit einem o-Ratte-Texasrot-gekoppelten Sekundirantikérper
immundetektiert wurde. Lage und Grofle des Zellkerns wurde mit dapi sichtbar gemacht und in merge
mit der E1B-55K Lokalisation tiberlagert.

E1B-wt
E446A

P182A

RTR448-450AAA KK185/187AA
R443ins

SK189/190RR
E472A

CC454/456SS
R443A
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5.1.2.2 Mutationen im Daxx-Bindemotiv zeigen keinen Einfluss auf die

Interaktion von E1B-55K mit p53 und Mrell

Aufgrund der bereits beschriebenen Ergebnisse war es naheliegend die Interaktionen
der E1B-55K/Daxx-Bindemutanten mit p53 und Mrell zu tberpriifen. Dazu wurden
erneut Immunprézipitationsexperimente mit Gesamtzellextrakten aus kotransfizierten

H1299-Zellen durchgefiihrt (Abb. 12).

A B
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D e s <E1B-55K *.-— <E1B-55K
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IP: p53 IP: Mre11
IB: E1B-55K BB s <E1B-55K B E1B-55K M s <E1B-55K
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+ + + + p53 + E1B-wt
+ E1B-wt + KK185/187AA
+ KK185/187AA +  E472A
+  E472A

Abb. 12 Interaktion der E1B-55K/Daxx-Bindemutanten mit p53 und Mrell in transfizierten
H1299-Zellen

H1299-Zellen wurden mit E1B-wt, KK185/187AA, E472A und p53 (A) nach der PEI-Methode
kotransfiziert (4.2.4.1), 24 h p.t. geerntet (4.2.5) und lysiert (4.5.2). A. Zur Uberpriifung der Expression
wurden jeweils 50 pg Gesamtzellextrakt fiir E1B-55K, p53 (A) und Mrell (B) mittels 12%iger SDS-Gele
aufgetrennt (4.6.3), durch Western Blot auf Nitrozellulose tibertragen und mit Antikdrpern gegen E1B-
55K (2A6), p53 (DO-1; A) und Mrell (B) inkubiert (4.6.4). Zur Koimmunprazipitation von p53 (A) und
Mrell (B) wurde 1 mg Zelllysat mit dem E1B-Antikorper (2A6) immunprézipitiert (4.6.5), tiber 12%ige
SDS-Gele aufgetrennt (4.6.3) und mit p53 (DO-1; A) und Mrell (B) Antikérpern immundetektiert.
Analog dazu wurde 1 mg Zelllysat ebenfalls mit den Antikorpern gegen p53 (DO-1; A) und Mrell (B)
immunprazipitiert und dem E1B-Antikorper (2A6) immundetektiert.

Um die Interaktion der E1B-Proteine mit dem Tumorsuppressor p53 nachzuweisen,
wurde das Zelllysat zuerst mit dem o-E1B-Antikérper 2A6 sowie in einem weiteren
Ansatz mit dem a-p53-Antikorper DO-1 immunprazipitiert. Durch Western Blot
Analysen konnten dann p53 oder E1B-55K detektiert werden (Abb. 12A). Die Aus-
wertung dieses Versuchs zeigte wie erwartet, dass Wildtyp-E1B-55K in den
kotransfizierten Zellen mit p53 interagiert (Abb. 12C, Spur 3). Weiterhin kann die p53-
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Interaktion fiir die E1B-Proteine der beiden Mutanten KK185/187AA und E472A
bestatigt werden (Abb. 12C, Spuren 4 und 5). Jedoch konnte aufgrund der geringeren
Gleichgewichtsmengen von E1B-55K bei den beiden Mutanten, eine im Vergleich zu
E1B-wt schwache Interaktion mit dem zelluldren Tumorsuppressor nachgewiesen
werden. Wie bereits erwdahnt wurde neben p53, Mrell als weiterer Bindungspartner
des Ad5 E1B-55K-Proteins identifiziert (Blanchette et al., 2004; Carson et al., 2003).
Mrell ist zentraler Bestandteil des trimeren DNA-Doppelstrangbruch-MRN-
Reparaturkomplexes und interessanterweise auch mit PML-NBs assoziiert (Dellaire et
al., 2004a; Endter et al., 2005; Hértl et al., 2008). Zur Uberpriifung der E1B-55K/Mrell-
Bindung wurden weitere Immunprézipitationsexperimente mit Gesamtzellextrakten
aus den transfizierten H1299-Zellen durchgefiihrt (Abb. 12B). Zur Untersuchung der
Interaktion der E1B-55K-Proteine mit dem endogenen Mrell-Protein wurde das
Zelllysat mit dem a-E1B-Antikorper 2A6 sowie in einem weiteren Ansatz mit dem a-
Mrell-Antikorper immunprazipitiert. Durch Western Blot Analysen konnten Mrell
oder E1B-55K detektiert werden. Es fillt auf, dass die Interaktion des zelluldren
Faktors mit E1B-55K neben dem Wildtyp-Protein (Abb. 12B, Spur 2) auch fiir bei
Daxx-Bindemutanten (Abb. 12B, Spuren 3 und 4) beobachtet werden konnte. Fiir die
Mutante E472A konnte nur eine sehr schwache Mrell-Bindung detektiert werden.
Dies kann aber auf die sehr geringen Gleichgewichtskonzentrationen des E1B-55K-
Proteins zuriickgefithrt werden (Abb. 12B, Spur 4). Im Ganzen weisen diese Befunde
darauf hin, dass die E1B-55K/Daxx-Interaktion keinen Einfluss auf die p53- oder
Mrel1-Bindung des E1B-55K-Proteins hat.

5.1.2.3 Mutationen im Daxx-Bindemotiv haben keinen Einfluss auf die

transkriptionsreprimierenden Funktionen von E1B-55K

Bisher ist bekannt, dass E1B-55K transaktivierende Funktionen von p53 hemmt
(Teodoro et al., 1997a; Yew et al., 1992b). Grundlage dafiir ist die Interaktion zweier
zentraler Bereiche von E1B-55K an die N-terminale Doméne des Tumorsuppressors

(Kao et al., 1990a; Sarnow et al., 1982b; Shen et al., 2001a; Yew et al., 1990). Da die E1B-

55K/Daxx-Bindungsmutanten keinen Nachteil in der Interaktion mit p53 zeigten,

77



ERGEBNISSE

sollten nun funktionellen Defekte beziiglich der Repression von p53 ausgeschlossen
werden (Abb. 13).

Dazu wurden p53-negative H1299-Zellen mit dem Plasmid pRE LUC, das die Firefly-
Luziferase unter der Kontrolle eines artifiziellen, p53-abhdngigen Promotors mit fiinf
p53-Bindungsstellen exprimiert, einem konstitutiv p53-exprimierenden Plasmid pC53-
SN3 (p53) und den verschiedenen in Abbildung 13 angegebenen E1B-Expressions-
plasmiden sowie der Vektorkontrolle transfiziert. Die Aktivitdt der Firefly-Luziferase
wurde nach 48 h luminometrisch bestimmt und die Messwerte mit der internen

Kontrolle (Renilla-Luziferase) normalisiert (Abb. 13A).
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Abb. 13 Effekte von E1B-55K und E1B-55K/Daxx-Bindungsmutaten auf die p53-abhingige
Transaktivierung

A. H1299-Zellen wurden mit den Reporter- und/oder Effektorplasmiden (4.6.7) nach der PEI-Methode
(4.2.4.1) transfiziert. 48 h p.t. wurden die Zellen mit Lyse-Puffer (Promega) aufgeschlossen und die
Aktivitdt der einzelnen Konstrukte mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) bestimmt.
Die Aktivitdt der Firefly-Luziferase in Anwesenheit von Wildtyp p53 (pC53-SN3) wurde auf 100%
normiert und dient als Positivkontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus
drei unabhéngigen Versuchen. B. Die Proteinproben aus dem Luziferase-Assay wurden {iiber ein
12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Western Blot auf Nitrozellulose tibertragen
(4.6.4), um die Gleichgewichtsmengen der E1B-Proteine und des Tumorsuppressors p53 mit Hilfe des
2A6 (E1B) oder DO-1 (p53) Maus-Antikorpers zu bestimmen.
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Die Auswertung der Versuche zeigte wie erwartet, dass das E1B-55K Wildtypprotein
(E1B-wt) die p53-vermittelte Transkriptionsaktivierung fast vollstandig inhibiert.
Unter den gewdhlten Bedingungen wurden Restaktivitdten von etwa 3% im Vergleich
zum Kontrollansatz ohne pE1B-55K ermittelt. Alle getesteten E1B-55K-Punktmutanten
waren mit Firefly-Luziferaseaktivititen unter 9% deutlich in der Lage, die
Transkriptionsrate des Reportergens zu inhibieren. Um auszuschliefien, dass die
beschriebenen Phanotypen der E1B-Mutanten auf Expressionsrate oder Stabilitidt von
E1B-55K oder p53 beruhen, wurden die Gleichgewichtsmengen dieser Proteine mit
Gesamtzellextrakten aus den Reportergenversuchen durch Western Blot Analysen
bestimmt (Abb. 13B). Die Auswertung dieser Versuche ergaben keinen Stabilitits-
verlust des E1B-Proteins bei Einfithrung der beschriebenen Punktmutationen.
Zusammenfassend zeigen diese Daten eindeutig, dass die Interaktion zwischen dem
viralen Protein und Daxx keinen Einfluss auf die E1B-abhédngige Inhibition der p53-

stimulierten Transkription hat.

Im nédchsten Schritt wurde in weiteren Reportergenversuchen tiberpriift, ob die AS-
Austausche die intrinsische Repressoraktivitit des E1B-55K-Proteins beinflussen.
Diese Analyse basiert auf der Beobachtung, dass Ad2/5 oder Ad12 E1B-55K als
Fusionsprotein mit der Gal4-DNA-Bindedoméne aus S. cerevisiae, die Transkription
von Promotoren mit Gal4-DNA-Bindestellen effizient reprimiert (Yew et al., 1994b).
Diese Aktivitdt ist dabei unabhdngig von p53 und wird durch den C-terminalen
Bereich der viralen Proteine iiber die Wechselwirkung mit zelluldren Korepressoren
vermittelt (Martin et al., 1999b). Da Daxx zu Beginn dieser Arbeit bereits eindeutig als
Interaktionspartner von E1B-55K beschrieben wurde und Homologien zu bereits
beschriebenen Korepressoren aufweist (Hollenbach et al., 2002), wurden nun
eventuelle reprimierende Eigenschaften des zelluldren Transkriptionsfaktors in
Kooperation mit E1B-55K untersucht (Abb. 14).

Zur Durchfiihrung dieser Analysen wurden die cDNAs der Bindemutanten
KK185/187AA, E472A und Kontrollplasmide (E1B-wt) zundchst in den Vektor pG4
kloniert, der die Expression von Fremdgenen als Gal4-Fusionsproteine unter der

Kontrolle eines viralen Promotors ermoglicht. Anschliefend wurden H1299-Zellen,
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mit dem Reporterplasmid pGalTK-Luc und den verschiedenen Gal4-E1B-Expressions-
plasmiden transfiziert. Das Plasmid pGalTK-LUC enthilt fiinf DNA-Bindestellen fiir
Gal4 im Kontext des starken Thymidinkinase-Promotors (TK) von Herpes-Simplex
Virus Typ-1 (HSV-1). 48 h p.t. wurde die Aktivitdt der Firefly-Luziferase lumino-

metrisch bestimmt und die Messwerte gegen die interne Renilla-Luziferaseaktivitat

normalisiert (Abb. 14A).
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Abb. 14 Repression von pGalTK-Luc abhingig von Gal4-E1B-55K und Gal-E1B-55K/Daxx-

Bindemutanten

H1299-Zellen wurden mit pRL-TK (interne Kontrolle), Vektor bzw. pGal4-E1B-Konstrukten (4.6.7) nach
der PEI-Methode transfiziert (4.2.4.1). A. 48 h p.t. wurden die Zellen mit Lyse-Puffe (Promega)
aufgschlossen und die Firefly-Luziferase-Aktivitit mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega) bestimmt. Die Firefly-Luziferase-Aktivitit des Reporterplasmids pGalTK-Luc wurde auf
100% normiert und dient als Positivkontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
aus drei unabhédngigen Versuchen. B. Parallel dazu wurden die Proteinproben aus den Transfektionen
iiber ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Proteine wurden durch Western Blot auf
Nitrozellulose tibertragen und anschlieffend die Gleichgewichtsmengen der E1B-Proteine mit Hilfe des
o-E1B-Antikorpers 2A6 bestimmt (4.6.4). Der Nachweis des p-Aktin Proteins erfolgte durch den
Antikorper AC-15 und diente als Ladekontrolle.

Die Aktivitit des GalTK-Promotors wurde durch alle getesteten Gal4-E1B-
Fusionsproteine reprimiert, wobei die unterschiedlichen Firefly-Luziferase-Aktiviten

in den Transfektionsansitzen zeigten, dass nur durch E1B-wt-GAL mit Firefly-
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Luziferaseaktivitdten unter 10% deutlich in der Lage sind die Transkriptionsrate des
Reportergens zu inhibieren (Abb. 14A). Dagegen konnten bei beiden Daxx-Binde-
mutanten Firefly-Luziferaseaktivitdten bis zu 40% gemessen werden. Folglich haben
die AS-Austausche in der Daxx Interaktionsmotiven einen negativen Einfluss auf die
intrinsische Repressoraktivitit des E1B-55K-Proteins. Parallel dazu wurden
Gleichgewichtsmengen der Gal4-E1B-Fusionsproteine durch Western Blot Analysen
bestimmt (Abb. 14B) und ein vergleichbares Expressionsmuster fiir E1B-55K nach-
gewiesen. Im Ganzen zeigen die Ergebnisse, dass die eingefiihrten AS-Austausche im
Daxx-Bindemotiv die Stabilitit sowie die p53-abhdngigen, reprimierenden FEigen-
schaften des Ad5 E1B-55K-Proteins auf transkriptioneller Ebene in den {tiberpriiften
Testsystemen nicht beeinflussen. Dagegen konnte in den p53-unabhéngigen Reporter-
genversuche 40% Verlust der Repressionsaktivitdt bei den E1B-55K/Daxx-Binde-

mutanten nachgewiesen werden.

Im Folgenden soll untersucht werden, ob der Phédnotyp der E1B-55K/Daxx-
Bindemutanten KK185/187AA und E472A dem klassischen Modell, bei dem das
transformierende Potenzial des E1B-55K-Proteins tiber die Inaktivierung von p53 bzw.

p53-regulierter Transkription vermittelt wird, folgt.

5.1.24 Mutationen im Daxx-Bindemotiv hemmen die E1A/E1B-55K-

abhingige Transformation

Die Rolle der Daxx-Bindemutanten in der E1B-vermittelten Transformation wurde
durch Kklassische Transformationsanalysen tberpriift (Abb.15). Im Vorfeld dieser
Untersuchungen wurden die cDNAs der Kontrollplasmide (E1B-wt, E1A) und der
Daxx-Bindemutanten KK185/187AA sowie E472A in lentivirale iCer2- und iV2-
Vektoren kloniert. Mit Hilfe weiterer Verpackungsplasmide konnten Fremdgen-
exprimierende lentivirale Partikel hergestellt werden. AnschliefSend wurden durch
Titration mit Hilfe der Reporterfarbstoffe Cerulean (iCer2) und Venus (iV2) die
genauen Mengen an lentiviralen Partikeln bestimmt. Zur Transformationsanalyse

wurden primdre BRK-Zellen mit gleichen Mengen E1A-iV2- und E1B-iCer2-Konstruk-
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ten transduziert. In den Kontrollansitzen wurden die Vektoren (iV2/iCer2) sowie
E1A (E1A-iV2) zusdtzlich einzeln untersucht, um unspezifische Focus-Bildung
auszuschliessen. Nach zwei bis drei Wochen wurden die transformierten

Zellklone/ Foci mit Kristallviolett angefdarbt und ausgezahlt (Abb. 15).
600
500
400 -

300 —|

Focus-Bildung (%)

200 —

100 —

+ + iCer2
+ iv2
+ + + + E1A-iV2
+ E1B-wt-iCer2
+ KK185/187AA-iCer2

+ E472A-iCer2

Abb. 15 Focus-Bildung durch E1B-55K und E1B-55K/Daxx-Bindungsmutanten in
Kooperation mit E1A

Primdre BRK-Zellen (pBRK) wurden mit den lentiviralen Kontrukten E1A-iV2, E1B-wt-iCer2,
KK185/187AA-iCer2 und E472A-iCer2 (100 000 Partikel je Virus auf 3x105 Zellen/ 6-well) transduziert
und wie unter 4.2.6 beschrieben weiter kultiviert. Die Transformationseffizienz wurde dargestellt als %
Focus-Bildung relativ zur Aktivitdt von pE1A, die auf 100% normiert wurde. Das Ergebnis stellt die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhingigen Versuchen dar.

Interessanterweise fiithrte die Koexpression von E1A mit den jeweiligen Daxx-
Bindemutanten reproduzierbar zu einer dramatischen Abnahme der Transformations-
rate im Vergleich zum Wildtypprotein. Der grofite Unterschied liefs sich fiir die
KK185/187AA E1B-Mutante nachweisen und lag sogar noch unter dem Wert von
E1A-iV2 (Abb. 15). Die AS-Austausche im Daxx-Bindemotiv haben somit einen stark
negativen Einfluss auf die transformierenden Eigenschaften. Die Ergebnisse der
reporterbasierten Untersuchungen und Transformationsanalysen bestitigen, dass der
Phéanotyp von KK185/187AA und E472A somit nicht dem klassischen E1B-Modell
tiber die Vermittlung des transformierenden Potenzials durch die Hemmung p53-

regulierter Transkription entspricht. Dies ldsst einen neuen Mechanismus fiir die Ad5
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E1A/E1B-55K-abhidngige Transformation vermuten, bei dem die Interaktion von

Daxx und E1B-55K eine wichtige Rolle spielt.

Da die bisherigen Analysen eine wichtige Funktion der Bindung von Daxx an E1B-
55K in der Ad5 Onkogenese vermuten lassen, stellt sich im Folgenden die Frage nach

der Rolle von Daxx wahrend der lytischen produktiven Infektion.

5.2 Analysen zur Rolle von Daxx im produktiven adenoviralen
Replikationszyklus
521 Herstellung, Etablierung und Charakterisierung von Daxx-

negativen, transformierten, humanen Zelllinien

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Modellsystems zur Untersuchung von
Daxx widhrend der produktiven adenoviralen Infektion. Dazu wurden im Vorfeld die
humanen Tumorzelllinien A549 und H1299 mit einer shRNA gegen Daxx stabil
transfiziert, um die endogene Expression dieses PML-NB-assoziierten Faktors zu
minimieren (AsiDaxx/HsiDaxx). Im Folgenden wurde zuerst iiberpriift, ob die Daxx-

Expression, verglichen mit den parentalen A549- oder H1299-Zellen und einer zu-

satzlichen Kontrollzelllinie in der jeweiligen Zelllinie reduziert ist.
A -
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Abb. 16 Daxx-Reduktion und Wachstumsverhalten der H1299- und A549-Zelllinien

A. Immunfluoreszenzanalyse zur shRNA induzierten Depletion des zelluliren Daxx Proteins. A549-,
AsiGFP-, AsiDaxx-, H1299-, HsiGFP- und HsiDaxx-Zellen, wurden nach der Methanol Fixierung
(4.6.6.1) mit dem a-Kaninchen Daxx Antikorper behandelt. Dieser wurde wiederum mit einem o-
Kaninchen-Texasrot-gekoppelten Sekundarantikérper detektiert. Die Lage und Grofle des Zellkerns
wurde mit dapi sichtbar gemacht. B. Pro Zelllinie wurden jeweils 3x10* Zellen in einer 6-well Schale
(Sarstedt) ausgesédt und zwei, vier, sechs und acht Tage nach Aussaat die Anzahl der lebenden Zellen
mittels Neubauer-Zihlkammer (4.2.1) bestimmt. Die Zihlungen wurden jeweils als Doppelwerte
durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Versuchen.

Die Immunfluoreszenzanalysen zeigten eine Reduktion der Daxx-Expression von
mindestens 50% in AsiDaxx-Zellen (Abb. 16Ae und Af) und etwa 40% in HsiDaxx-
Zellen (Abb. 16Ae und Af) verglichen zur jeweiligen Ausgangs- (Abb. 16Aa und Ab)
und Kontrollzelllinie (Abb. 16Ac und Ad).

Um einen eventuellen Proliferationsvorteil einer der generierten Zellinien
auszuschliefen, wurde die genaue Zellzahl nach unterschiedlichen Zeitabsténden
ermittelt und untereinander verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass bis Tag 4
keine signifikanten Unterschiede im Zellwachstum abhidngig von der Daxx-

Expression beobachtet werden konnten (Abb. 16B).

522 Daxx ist ein negativer Regulator der adenoviralen Replikation in

transformierten, humanen Zellen

Im nédchsten Schritt wurde die Syntheserate der adenoviralen Nachkommen ermittelt.
Dazu wurden die generierten A549- und H1299-Zellen mit Wildtypvirus H5pg4100

infiziert und die Nachkommenproduktion durch Titrationsanalyse ermittelt.
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Konsistent zeigen die Ergebnisse in beiden Tumorzelllinien eine erhdhte Virusnach-
kommensynthese bei Reduktion des Daxx-Proteinlevels (Abb. 17A, AsiDaxx,
HsiDaxx). 72 h p.i. konnte in den AsiDaxx-Zellen eine sechsfach erhohte
Virusausbeute festgestellt werden (Abb. 17A). Dieser enorme Unterschied war bei den
H1299-Zellen nicht nachzuweisen. In den Daxx-depletierten HsiDaxx Zellen konnte
eine zweifach hohere Syntheserate neuer Viruspartikel gezeigt werden, als in den
parentalen H1299-Zellen. Vermutlich korreliert dieser Unterschied in der Nach-
kommenvirusproduktion (Abb. 17A) direkt mit der Effizienz der Daxx Depletion
(Abb. 17A). Diese Untersuchung zeigt, dass der zellulire Faktor Daxx in den
transformierten humanen Tumorzelllinien A549 und H1299 die adenovirale Replika-

tion negativ beeinflusst.
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Abb. 17 Nachkommenproduktion und virale Proteinsynthese in infizierten Daxx-
depletierten A549- und H1299-Zellen
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A. Zur Bestimmung der Ausbeute an Nachkommenviren wurden parentale A549-, AsiGFP-, AsiDaxx-,
parentale H1299-, HsiGFP- und HsiDaxx-Zellen mit dem Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 (moi 20)
infiziert. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 h p.i. geerntet und die Nachkommenviren isoliert (4.3.5).
Anschlielend erfolgte eine Titration auf 293-Zellen (4.3.3). B. A549 parentale, AsiGFP-, AsiDaxx-Zellen
wurden mit dem Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 (moi 20) infiziert und nach unterschiedlichen
Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert (mock). Zur Uberpriifung der
Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (5 ug bei E2A, Hexon, Penton und Fiber;
30 pg bei E1B-55K, E1A, E4orf6) auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellu-
lose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den spezifischen Antikérpern.

Weiterhin wurden die Expressionsmuster in den Wildtyp-infizierten A549-Zelllinien
tiberpriift (Abb. 17B). Es konnte eine verstiarkte Expression des E1B-55K-Proteins in
infizierten AsiDaxx-Zellen beobachtet werden (Abb. 17B). Hinsichtlich der E1A-, E2A,
E4orf6-, Hexon-, Fiber- und Penton-Proteinmengen konnte jedoch abhéngig von der
Daxx Anwesenheit kein Unterschied festgestellt werden. Dieser Befund der ver-
starkten E1B-55K-Expression koénnte vermutlich mit der Nachkommenvirusproduk-
tion in diesen Zellen korrelieren (Abb. 17A). Es ist bereits bekannt, dass unter-
schiedlichste Defekte in Tumorzellen sehr oft kompensiert werden konnen im
Vergleich zu primédren Zellen (O'Shea et al., 2004). Jedoch kann ein reprimierender
Effekt von Daxx auf die E1B-55K-Expression in AsiDaxx-Zellen gut beobachtet
werden (Abb. 17B).

5.2.3 Etablierung und Charakterisierung einer Daxx-negativen

primdren, humanen Zelllinie

Ein Hauptunterschied zwischen normalen Zellen und Tumorzellen ist die Modulation
von p53 sowie p53-assoziierter Faktoren. Frithere Arbeiten konnten zeigen, dass in
nahezu allen Tumorzelllinien p53-abhidngige Vorgéange inaktiviert wurden (Bischoff et
al., 1996). Im nachsten Schritt stellte sich die Frage, ob der reprimierende Effekt von
Daxx hinsichtlich der Ad5-Replikation auf Tumorzellen beschrdnkt ist. Um diese
Analysen durchzufithren wurden im Vorfeld der Untersuchungen eine humane
Leberzelllinie HepaRG (Hep parental) generiert (Gripon et al., 2002) bei der mit Hilfe
lentiviraler Vektoren, shRNA-Konstrukte gegen humanes Daxx stabil transduziert
wurden, um die endogene Expression dieses Faktors zu minimieren (Hep shDaxx).
Die in dieser Arbeit charakterisierten HepaRG-Zellen sind urspriinglich aus einem

hepatozelluldren Karzinom isoliert worden. Allerdings verlor eine Zellpopulation mit
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hepatozytendhnlicher Morphologie spontan, nach mehreren Passagen in der
Gewebekultur, alle untersuchten Tumormarker, viralen Gene sowie alle viralen
Genprodukte und konnte deshalb als nicht-transformiert bezeichnet werden (Gripon
et al., 2002; Guillouzo et al., 2007). Wie bisher nur fiir primére adulten Hepatocyten
bekannt, konnten in den HepaRG-Zellen mehrere Untertypen von Cytochrom Paso
(CYP 1A2, 2B6, 2C9, 2E1, 3A4), CAR-Rezeptoren (constitutive androstane receptor), PXR-
Rezeptoren (pregnane X receptor) und leberspezifische mRNAs fiir Albumin,
Transferrin und Aldolase B nachgewiesen werden. Interessanterweise besitzen
HepaRG-Zellen bei Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid) oder Hydrocortison,
vergleichbar mit primdren Hepatocyten die Fahigkeit zu adulten Leberzellen aus-
zudifferenzieren und werden deshalb als pseudo-primér bezeichnet (Gripon et al.,
2002). Die beschriebene HepaRG Zelllinie wurde in dieser Arbeit als Hep parental

bezeichnet.

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurde die Infizierbarkeit der humanen Hep-Zellen
ermittelt (Abb. 18). Um nun zu {iiberpriifen, wie viele infektitse Viruspartikel notig
sind, um die Hep-Zellen ausreichend zu infizieren, wurden Testreihen mit unter-
schiedlichen Virusmengen durchgefiihrt. Nach 24 und 48 h p.i. konnte dann ermittelt

werden, wie viele Zellen bereits infiziert wurden. Die Auswertung dieser Versuche

ergab, dass bei einer moi von 50 nach 24 h p.i. 50% der Hep-Zellen bereits infiziert
waren (Abb. 18A).

24 h p.i. moi 10 24 h p.i. moi 20 24 h p.i. moi 50 24 h p.i. moi 100 24 h p.i. moi 150 24 h p.i. moi 200

48 h p.i. moi 10 48 h p.i. moi 20 48 h p.i. moi 50 48 h p.i. moi 100 48 h p.i. moi 150 48 h p.i. moi 200

Abb. 18 Infizierbarkeit der Hep-Zelllinien
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Hep parental-Zellen wurden mit Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 infiziert (4.3.4). Nach 24 und 48 h p.i.
wurden die Zellen methanolfixiert. Anschlielend wurde das E2A-Proteins (6B-10) immundetektiert
und mit einem sekundéren a-Maus Alexa-Fluoreszenzantikérper nachgewiesen.

Um weiterhin zu zeigen, dass der produktive Ad5 Lebenszyklus in den nicht-
transformierten, humanen Hepatozyten mit bisherigen, bereits publizierten Tumor-
zelllinien konsistent ist, wurden die parentalen Zellen (Hep parental) mit H5pg4100
Wildtypvirus infiziert (moi 20) und die subzelluldre Lokalisation einiger zelluldrer
sowie viraler Proteine 24 h p.i. genauer untersucht (Abb. 19). Wie erwartet, zeigen
diese Ergebnisse in Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Publikationen, dass
E1B-55K diffus in der gesamten Hepatozyte verteilt vorliegt und nukleozytoplas-
matische Pendelaktivitdt besitzt (Gonzalez et al., 2002; Ornelles et al., 1991). Innerhalb
des Zytoplasmas lokalisiert E1B-55K in den charakteristischen perinukledren
Aggregaten (Abb. 19 Ab, Ae, Ah; Endter et al., 2005). Wie bereits fiir zahlreiche andere
Zelllinien bekannt, konnte auch in den Hep-Zellen eine Aggregation von E1B-55K in
mehreren dichten Proteinkomplexen nachgewiesen werden (Liu et al., 1995;
Maheswaran et al.,, 1998, Zantema et al., 1985a). Desweiteren wurde E1B-55K in
mehreren globuldren Strukturen meist im Bereich ringformiger E2A-positiver
Zusammenlagerungen immundetektiert (Abb. 19 Ab, Ac). Friihere Arbeiten zeigten
bereits, dass das virale E4orf3 Protein in infizierten Zellen mit den PML-NBs ko-
lokalisiert und daraufthin deren Umverteilung induziert (Carvalho et al., 1995a;
Doucas et al., 1996b). Um dies zu tiberpriifen, wurde in einem weiteren Ansatz die
subzelluldre Lokalisation von PML in den Hep-Zellen untersucht (Abb. 19 Ag, Aj).
Diese Analysen ergaben, dass die charakteristische punktférmige Aggregation des
zelluldren PML im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen nicht mehr gleichmafSig tiber
den gesamten Zellkern verteilt war, sondern zusammen mit E1B-55K und E4orf3 in
wenigen langlichen nukledren Aggregaten lokalisierte (Abb. 19 Al). E4orf6 zeigt eine
dhnlich diffuse Verteilung wie E1B-55K, allerdings nur im Zellkern (Abb. 19 Ad;
Goodrum et al., 1996; Ornelles et al., 1991).

Wie bereits frithere Analysen ergaben, ist die Effizienz der Ad5 Infektion in priméren
Zellen verglichen mit diversen Tumorzelllinien geringer und die Replikation ver-
zogert (Miller et al.,, 2007). Deswegen wurde zusédtzlich die Nachkommenviren-

synthese in den Hep-Zellen mit den bereits zahlreich beschriebenen humanen Tumor-
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zelllinien A549 und H1299 verglichen (Abb. 19B). Bereits frithere Arbeiten zeigten,
dass A549 durch AdS sehr effizient infiziert werden konnen (Kindsmiiller et al., 2006).
Dies wird im Vergleich zu H1299 und den Hepa RG-Zellen sehr deutlich. Bereits 48 h
p.i. erreicht die Produktion der Ad5 Nachkommenviruspartikel in Wildtyp-infizierten
A549-Zellen die dreifache Menge der Synthesemenge als in infizierten H1299-Zellen
(Abb. 19B).
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— 5000 - %
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Abb. 19 Lokalisation viraler und zellulidrer Proteine sowie Nachkommenvirusproduktion
in Wildtyp-infizierten Hep-Zellen

A. Hep parentale Zellen wurden mit H5pg4100 infiziert (moi 20; 4.3.4) und 24 h p.i. fixiert, um die
subzelluldre Lokalisation viraler and zelluldrer Proteine zu tiberpriifen. Die Immundetektion erfolgte
mit dem a-Maus-E2A(6B-10),-E1B-55K (2A6), -E4orf6 (RSA3), dem a-Ratte-E4orf3 (6A11) und dem o-
Kaninchen-PML (H-238) Antikorper. Diese wurden mit a-FITC- (E1B-55K, E4orf3) oder a-Texasrot-
gekoppelten (E2A, Edorf6, PML) Sekundérantikorpern erkannt. Lage und Grofle des Zellkerns wurde
mit dapi sichtbar gemacht. Merge zeigt die Uberlagerungen der entsprechenden Immunfluoreszenzen.
B. Hep parental-, H1299- und A549-Zellen wurden mit H5pg4100 infiziert (moi 50; 4.3.4). Nach 24, 48
oder 72 h p.i. wurden die Zellen geerntet und die Nachkommensynthese wie unter 4.3.5 beschrieben,
ermittelt. AnschlieSend erfolgte eine Titration auf 293-Zellen (4.3.3).
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Die Ergebnisse zeigen eine Verzogerung des Ad5-Replikationszyklus in den pseudo-
primdren Leberzellen um etwa 24 h im Vergleich zu H1299-Zellen (Abb. 19B). Im
Ganzen deuten alle Beobachtungen darauf hin, dass die humane Hep Zelllinie den
viralen Replikationszyklus unterstiitzt und deshalb zur Untersuchung der Funktionen

von Daxx im Verlauf der adenoviralen Infektion eingesetzt werden kann.

Im nédchsten Schritt wurden in Lentivirus-basierten Transduktionsexperimenten
stabile Zellklone isoliert, welche shRNA-Konstrukte gegen humanes Daxx oder PML
synthetisieren. Folglich sollten in diesen Zellen Daxx (Hep shDaxx) oder PML (Hep
shPML), verglichen zur Ausgangszelllinie (Hep parental), in sehr geringen Mengen
synthetisiert werden. Um dies zu tuberpriifen, wurden Immunfluoreszenzanalysen
durchgefiihrt (Abb. 20A). Die Beobachtungen zeigten wie erwartet, dass Hep shDaxx
und Hep shPML im Vergleich zur urspriinglichen Zelllinie einen Defekt in der Expres-
sion von Daxx (Abb. 20Aa, c linke Seite) oder PML (Abb. 20Aa, c rechte Seite)
aufweisen. Zusétzlich wurden Gesamtzellextrakte aus den drei Zelllinien hergestellt.
Gleiche Mengen an Gesamtprotein wurden iiber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und mittels Western Blot Verfahren analysiert (Abb. 20B). Konsistent mit den Immuno-
fluoreszenzanalysen (Abb. 20A) zeigten diese Untersuchungen im Vergleich zu Hep
parental ebenfalls eine effiziente Depletion von Daxx sowie den PML Isoformen in der
entsprechenden Zelllinie (Abb. 20B, Spuren 2 und 6). Interessanterweise konnte auch
festgestellt werden, dass die stabile Transduktion der Hepatozyten mit shPML im
Vergleich zur parentalen Zelllinie zu einer reduzierten Daxx-Proteinkonzentration
fihrt (Abb. 20B, Spur 3). Eine Reduktion der mRNA-Synthese beider PML-NB-
assoziierter Proteine wurde zusédtzlich durch quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)
Analysen mit spezifischen Oligonukleotiden bestitigt (Abb. 20C). Die Auswertung
dieser Versuche zeigte, dass die Syntheserate der Daxx mRNA in Hep shDaxx Zellen
im Vergleich zur parentalen Kontrollzelllinie (Hep parental) um 70% reduziert ist.
Analog dazu konnten in den Hep shPML-Zellen nur noch 20% der urspriinglich fiir
PML kodierenden mRNA nachgewiesen werden. Um die parentale mit der Daxx-
depletierten Zelllinie vergleichen zu konnen, wurde aufilerdem das Wachstums-

verhalten der Zellen durch Ermittlung der Lebendzellzahl tiber 13 Tage verfolgt (Abb.
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20D). Bis zu Tag 5 konnte bei keiner Zelllinie ein signifikanter Wachstumsunterschied
beobachtet werden. Anschlieffend scheint die Daxx-depletierte Zelllinie schneller zu
wachsen als die Hep parentalen Zellen (Abb 20D). Da alle in dieser Arbeit
durchgefiihrten Infektionsreihen innerhalb dieses Zeitfensters durchgefiihrt wurden,
kann ein Wachstumsvorteil einer Zelllinie als mogliche Ursache diverser Phanotypen

ausgeschlossen werden.
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Abb. 20 Herstellung von Daxx- und PML-depletierten Hep-Zelllinien

A. Immunfluoreszenzanalyse zur Depletion des zelluldren Daxx- und PML-Proteins. Hep parental- und
Hep shDaxx-Zellen, wurden nach der Methanol Fixierung (4.6.6.1) mit dem o-Daxx-Antikérper
immundetektiert. Dieser wurde wiederum mit einem o-Kaninchen-Texasrot-gekoppelten Sekundir-
antikorpern detektiert. Die Lage und Grofie des Zellkerns wurde mit dapi sichtbar gemacht.
Immunfluoreszenzanalysen zur Depletion des zelluliren PML Proteins erfolgten mit dem o-PML-
Antikorper und einem o-Kaninchen-Texasrot-gekoppelten Sekundarantikérpern. B. Die Reduktion der
Daxx- und PML-Gleichgewichtsmengen wurde mit Western Blot Analysen wie in 4.6.4 beschrieben,
untersucht. Dazu wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und die Proteine tiber SDS-Gelelektrophorese
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aufgetrennt (4.6.3). Daxx und PML wurden mit den entsprechenden Antikdrpern immundetektiert. -
Aktin dient als Ladekontrolle. C. Der induzierte stabile knock-down beider Proteine wurde mit qRT-PCR
(4.54.), als Maf fiir die jeweilige relative mRNA Synthese tiberpriift und mit der parentalen Zelllinie
verglichen. D. Pro Zelllinie (Hep parental und Hep shDaxx) wurden jeweils 3x10¢ Zellen in die
Vertiefungen einer 6-well Schale (Sarstedt) ausgesit und ein, zwei, vier, sieben, neun und elf Tage nach
Aussaat die Anzahl der lebenden Zellen mittels Neubauer-Zihlkammer (4.2.1) bestimmt. Die Zahlun-
gen wurden jeweils als Doppelwerte durchgefithrt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei
unabhéngigen Versuchen.

524 Daxx ist ein negativer Regulator der adenoviralen Replikation in

primidren, humanen Hepatozyten

Virusmutanten, bei denen die Funktionen von E1B-55K verdndert sind, zeigen
schwere Defekte bei der Produktion von Nachkommenviren und spéter viraler
Strukturproteine, da u.a. spédte virale mRNAs nicht mehr effizient vom Kern ins
Zytoplasma transportiert werden konnen (Babich et al., 1983; Babiss et al., 1985; Pilder
et al., 1986a; Pilder et al., 1986b). Zur Untersuchung des Einflusses von Daxx auf die
Effizienz der Synthese viraler Nachkommen in primédren Zellen, wurden die drei
Zelllinien Hep parental, Hep shPML sowie Hep shDaxx mit Ad5-Wildtypvirus
H5pg4100 infiziert und die Ausbeute an Nachkommenviren bestimmt (Abb. 21A).
Wie erwartet konnten 24 h p.. in allen untersuchten Zelllinien bereits infektiose
Partikel nachgewiesen werden (Abb. 21A). Die Ergebnisse dieser Untersuchung
zeigten 48 h p.. einen 1,5-fachen Anstieg der Viruspartikelsynthese in PML-
depletierten Zellen. Uberraschenderweise konnte in Daxx-negativen Zellen eine
signifikante 4-fache Erhohung der Rate neusynthetisierter Partikel beobachtet werden
(Abb. 21A). Dieser Befund ldsst vermuten, dass Daxx ein zelleigener Repressor der
adenoviraler Virusproduktion ist. Weiterhin kann aus den Daten geschlossen werden,
dass jedoch der Defekt des E1B-negativen Viruses H5pm4149 in keiner der Zelllinien
kompensiert werden kann (Abb. 21A).

Vor dem Hintergrund dieser hoch-interessanten Beobachtung stellte sich die Frage
nach dem viralen Mechanismus den Daxx beeinflusst um die Nachkommen-
produktion negativ zu regulieren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde im
Folgenden der Einfluss von Daxx auf Initiation und Effizienz der viralen DNA-
Replikation tiberpriift (Fig. 21B und C). Das Einsetzen sowie der Verlauf der DNA-

Synthese wurden durch ein modifiziertes PCR-Verfahren aus virusinfizierten Zellen
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bestimmt (Fig. 21B). Dazu wurden die Hep-Zellen mit Wildtypvirus infiziert, nach
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet und aufgeschlossen. Die PCR-Reaktion wurde
wie unter 4.4.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Reaktionsprodukte wurden durch
Agarose-Gelelektrophorese analysiert und mit Hilfe des Computerprogramms Gene

tools des G-Box Systems (Syngene) densitometrisch quantifiziert (Abb. 21B).
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Die PCR-Analysen ergaben, dass die Initiation der viralen DNA-Synthese innerhalb
der ersten 6 h nach Infektion unabhéngig von Daxx erfolgt, da zu diesem Zeitpunkt in
beiden Zelllinien bereits virale DNA detektiert werden konnte. Der Vergleich zeigte
aufierdem, dass die Menge der amplifizierten viralen DNA in Zellen mit reduzierten
Daxx Konzentrationen im Verlauf des gesamten Untersuchungszeitraumes verglichen
zur Kontrollzelllinie hoher ist. Deswegen muss ein Einfluss von Daxx auf die Effizienz
der viralen DNA-Replikation vermutet werden. Dieser Befund lésst eine Funktion des
zelluldren Faktors vor allem in der frithen Phase des Infektionszyklus vermuten. Mit
diesem semi-quantitativen PCR-Verfahren konnten jedoch keine Aussagen {iiber die
absolute Menge viraler DNA getroffen werden. Deswegen wurde die genaue Anzahl
viraler Genome mittels qRT-PCR Verfahren wie unter 4.5.4 beschrieben, ermittelt (Fig.
21C). Konsistent mit den Ergebnissen der PCR-Analysen (Fig. 21B) konnte ein Anstieg
der Anzahl viraler Genome 48 h p.i. beobachtet werden (Abb. 21C). Da frithere Unter-
suchungen keinen Unterschied in der Replikation der viralen DNA zwischen
Wildtypvirus und E1B-55K deletierten Viren feststellten (Goodrum et al., 1997;
Leppard et al., 1989; Pilder et al., 1986b; Williams et al., 1986), kann man einen direkten
Einfluss der Interaktion von Daxx mit E1B-55K auf die Repression der DNA Synthese

ausschliessen.

Um die Rolle von Daxx als Repressor des viralen Lebenszyklus genauer zu
analysieren wurden im folgenden Schritt, Expressionsmuster frither und spéter viraler
Proteine untersucht (Abb. 22). Dazu wurden die pseudo-primédren Hep-Zellen mit
unterschiedlichen Mengen Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 infiziert und nach ver-
schiedenen Zeitpunkten geerntet. Zum Nachweis der frithen (Abb. 22A) und spéten
(Abb. 22B) viralen Proteine wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. In diesen
Untersuchungen sollten die Expressionsmengen der verschiedenen Proteine abhéangig

von der Daxx Anwesenheit untersucht werden.
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Abb. 22 Analysen zur Produktion viraler Proteine in infizierten Zellen

Hep parental- und Hep shDaxx-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen H5pg4100 infiziert und
zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert (mock). Zur
Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (5 ug bei E2A, Hexon,
Penton und Fiber oder 30 ug bei E1A, E1B-55K, E4orf6) auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit dem o-Maus-E1A,
-E2A, -E1B Antikorper und dem Kaninchen-Serum o-late, das fiir mehrere virale Strukturproteine
spezifisch ist.

Interessanterweise konnte man bei dieser Analyse beobachten, dass die Genprodukte
der frithen Transkriptionseinheiten 1 (E1B), 2 (E2A) und 4 (E4orf6) in den shDaxx
Zellen, im Vergleich zur Daxx-positiven Zelllinie, deutlich verstdkt exprimiert werden.
Bei einer moi von 20 ist in Wildtyp-infizierten shDaxx Zellen bereits 16 h p.i. eine E1A
und E2A Proteinsynthese sowie 48 h p.i. ebenfalls E1B und E4orf6 nachweisbar (Fig.
22A). In der parentalen Zelllinie scheint die Expression um etwa 24 h verzogert zu
sein. Dieser starke Defekt wird durch die Erhohung der Anzahl der eingesetzten
infektiosen Viruspartikel (moi 200) vermindert, allerdings kann der Unterschied zur
Daxx-negativen Zelllinie dadurch nicht vollstandig kompensiert werden (Abb. 22A).
Bei der Untersuchung spiter viraler Strukturproteine konnte ein &dhnlicher, jedoch
nicht so stark ausgepragter Unterschied festgestellt werden (Abb. 22B). Die Infektion
unterschiedlicher Mengen Wildtypvirus zeigte ebenfalls eine Abhdngigkeit vom Vor-
handensein des zelluldren Faktors Daxx in beiden Zelllinien. Die Anwesenheit von

Daxx fiihrt zu einer verzogerten und verminderten Expression von Hexon und Fiber
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(Abb. 22B). Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass dieser Defekt in der
Expression spéter Proteine eine Folge verminderter Synthese friither viraler Proteine
ist. Im Ganzen deutet diese Beobachtungen stark darauf hin, dass Daxx die Expression
frither und moglicherweise damit auch spéter viraler Proteine reprimiert. Dieser
Befund steht im Einklang mit der Annahme, dass Daxx ein zelluldrer Repressor der
Ad5-Replikation ist. Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zur Synthese
viraler Proteine, Produktion von Nachkommenviren und Synthese adenoviraler DNA

zeigen, dass Daxx die Ad5-Replikation negativ beeinflusst.

Es stellt sich nun die Frage, ob diese Repression auch auf der Ebene viraler mRNAs
nachweisbar ist. Dazu wurden erneut Hep parental- und Hep shDaxx-Zellen mit
Wildtypvirus H5pg4100 infiziert und nach 12 sowie 36 h p.i. geerntet. Die mRNA
wurde wie unter 4.5.2 beschrieben aus Zytoplasma und Zellkern isoliert und
anschlieffend mittels Reverser Transkriptase in cDNA tibersetzt. Durch gqRT-PCR
Analysen mit geeigneten Oligonukleotiden konnten relative Synthesemengen der
E1B-55K, E2A und Hexon mRNAs bestimmt werden. Die zelluldre 185 rRNA diente
bei den Untersuchungen als interne Kontrolle. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der
Image-Software (Abramoff et al., 2004) quantifiziert und sind in Abb. 23 dargestellt. In
Ubereinstimmung mit den Daten dieser Arbeit zeigte die Auswertung der Ergebnisse
tir die frithen Transkriptionseinheiten E1B und E2A eine verminderte mRNA Menge
in Daxx-exprimierenden Zellen im Vergleich zur Hep shDaxx Zelllinie. Unter
Betrachtung der E1B mRNA-Synthese, konnte man feststellen, dass ein Daxx-
abhéangiger reprimierender Effekt bereits 12 h p.i. zu erkennen ist. Dagegen ist ein
Unterschied der E2A mRNA-Synthese in den untersuchten Zelllinien erst nach 36 h
nachweisbar. Konsistent mit den Expressionsdaten der viralen Proteine konnte auch
tiir das Hexon Genprodukt nach 36 h eine gesteigerte mRNA Synthese in Abwesen-
heit von Daxx festgestellt werden (Abb. 23). Die Vermutung liegt nahe, dass dieser
Effekt erneut auf die verminderte Expression frither viraler Proteine zuriickgefiihrt

werden kann.
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Abb. 23 Analysen zur viralen mRNA-Synthese in infizierten humanen Hep-Zellen

Hep parental- und Hep shDaxx-Zellen wurden mit Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 (moi 20) infiziert und
zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert (mock). Mit
Hilfe von qRT-PCR (4.5.4) konnten die Mengen der synthetisierten mRNAs ermittelt werden.

Es ldsst sich anhand der Ergebnisse annehmen, dass Daxx die Transkription
bestimmter viraler Genabschnitte reprimiert und folglich die Expression friiher viraler
Proteine vermindert wird. Dies konnte der Grund fiir die verminderte Produktion von
Nachkommenviren und dem verzogerten Ad5-Replikationszyklus in Daxx-positiven

Hepatozyten sein.

Im Ganzen bestitigt diese Untersuchung die Annahme, dass der zelluldre Faktor Daxx
nicht nur in transformierten, humanen Tumorzelllinien sondern auch in priméren,

humanen Hepatozyten die adenovirale Replikation negativ beeinflusst.

5.2.5 Etablierung und Charakterisierung einer Daxx-rekonstituierten

Zelllinie

Zur weiteren Uberpriifung der reprimierenden Eigenschaften von Daxx auf die Ad5-
Replikation wurde der zelluldre Faktor in die Daxx-negative Hep Zelllinie riick-
kloniert, um einen moglicherweise verdnderten Phénotyp zu ermitteln. Dazu wurde

ein shRNA-resistentes Expressionsplasmid fiir Daxx generiert und tber lentivirale

97



ERGEBNISSE

Vektoren in die Hep shDaxx-Zellen transduziert (Roger Everett, Glasgow). In die Daxx
cDNA (5’ GGAGTTAGATCTGAGCGAA) wurden mehrere stille Punktmutationen ein-
gefihrtt, um  die  Resistenz  gegen  die  Daxx-spezifische = shRNA
(5'GGAGTTGGATCTCTCAGAA; Michaelson et al, 2003) zu gewdihrleisten. Um
endogenes und exogenes Daxx zu unterscheiden, wurde in das Expressionsplasmid
ein GFP- (green fluorescent protein-) Epitop eingesetzt.

Im ersten Schritt wurden die Expressionsmengen des zelluldiren Faktors in den
generierten Zelllinien untersucht (Abb. 24A). Dazu wurden Gesamtzellextrakte tiber
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und Western Blot Analysen durchgefiithrt (Abb.
25A, Roger Everett, Glasgow /UK). Die Beobachtungen zeigten, dass die behandelten
Daxx-negativen (Hep shDaxx/re Daxx) und parentalen Zellen (Hep parental/reDaxx)
nun GFP-markiertes Daxx exprimieren, welches aufgrund eines hoheren
Molekulargewichts nun ein langsameres Laufverhalten im SDS-Gel zeigt (Abb. 24A,
Spur 4). Zur Kontrolle wurden zusitzlich die Daxx-Gleichgewichtsmengen in den
parentalen und shDaxx Zelllinien mittels Western Blot tuberpriift. Endogenes Daxx
(Abb. 24A, Spur 1) sowie dessen verminderte Expression in Daxx-depletierten Zellen
(Abb. 24A, Spur 3) konnten erneut nachgewiesen werden. Daraufhin wurde, wie in
5.2.2 beschrieben, die Nachkommenvirenproduktion in Hep parental, Hep shDaxx
sowie Hep shDaxx/reDaxx untersucht. Zur Durchfiihrung dieser Analyse wurden die
verschiedenen Zelllinien mit Wildtypvirus H5pg4100 infiziert. Die Zellen wurden 36 h
p.i. geerntet um die Syntheserate der Viruspartikel zu ermitteln (Abb. 24B).

Die Ergebnisse zeigen konsistent mit den bereits beschriebenen Daten dieser Arbeit
eine siebenfach-erhohte Nachkommenvirenproduktion in infizierten Zellen ohne
Daxx (Abb. 24B). Durch Rekonstitution einer stabilen Daxx-Expression (Hep reDaxx)
kann die verstarkten Virussynthese zumindest teilweise reprimiert werden (Abb. 24B).
Die Daten zeigen eine Hemmung der Ad5 Synthese um den Faktor 2,5 im Vergleich
zur Daxx-negativen Zelllinie. Dies unterstiitzt erneut die Annahme, dass zelluldres

Daxx einen reprimierenden Effekt auf die Ad5-Replikation hat.
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Abb. 24 Charakterisierung einer Daxx-rekonstituierten humanen Hep-Zelllinie

A. Aus den Hep parental, Hep shDaxx- und Hep reDaxx-Zellen wurden Gesamtzellextrakte
hergestellt, jeweils gleiche Mengen Protein (100 pg bei Daxx oder 30 ug bei f-Aktin) auf 10%igen (Daxx)
und 12%igen (p-Aktin) SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4).
Der Nachweis erfolgte mit dem a—Kaninchen Daxx und a—Maus p-Aktin Antikérper. B. Hep parental-,
Hep shDaxx- und Hep reDaxx-Zellen wurden mit dem Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 (moi 20) infiziert
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und nach unterschiedlichen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert
(mock). Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (5 pg bei
E2A, Hexon, Penton und Fiber; 30 pg bei E1B-55K) auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt
und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit dem a-Maus E2A, a-Maus E1B
und dem Kaninchen-Serum o-late, das fiir mehrere virale Strukturproteine spezifisch ist. C. Zur
Bestimmung der Ausbeute an Nachkommenviren wurden Hep parental-, Hep shDaxx- und Hep
reDaxx-Zellen mit dem Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 (moi 50) infiziert. Die Zellen wurden 36 h p.i.
geerntet und Nachkommenviren isoliert (4.3.5). AnschlieSend erfolgte eine Titration auf 293-Zellen
(4.3.3).

Als néchstes stellte sich die Frage, ob in infizierten Hep reDaxx-Zellen die Protein-
expression verdandert wird. Dazu wurden zunéchst alle Zellinien mit Wildtypvirus
infiziert und Western Blot Analysen zur Detektion der frithen viralen Proteine (E1B-
55K, E2A) und spéten Struktuproteine (Hexon, Penton, Fiber) gemacht (Abb. 24C).
Die Auswertung der Versuche ergab konsistent mit der zuvor durchgefiihrten
Analyse, dass frithe und spite virale Proteine vermehrt exprimiert werden, wenn
Daxx fehlt (Hep shDaxx). Durch Riickfithrung des zelluldren Faktors kann der
Phéanotyp nicht komplett rekonstituiert werden. Interessanterweise kann in infizierten
Hep reDaxx-Zellen eine reduzierte E1B-55K- und E2A-Proteinmenge gegeniiber der
Daxx-negativen Zellen beobachtet werden (Abb. 24C).

Dies zeigt, dass Daxx in sehr engem Zusammenhang mit der negativen Regulation

der Nachkommenvirusproduktion und Expression viraler Proteine steht.

5.2.6 Daxx beeinflusst den Abbau von p53

E1B-55K bildet zusammen mit E4orf6 und einer Reihe weiterer zelluldrer
Komponenten eine E3-Ubiquitinligase, die den proteasomalen Abbau des zelluldren
Tumorsuppressors in Wildtypvirus-infizierten Zellen steuert (Blanchette et al., 2004;
Grand et al., 1994; Harada et al., 2002; Querido et al., 2001, Querido et al., 1997a;
Ridgway et al., 1997; Steegenga et al., 1998).

Um zu testen, ob die Anwesenheit von Daxx Auswirkungen auf diesen Mechanismus
hat, wurden Hep parental- und Hep shDaxx-Zellen mit unterschiedlichen Mengen
Wildtypvirus (H5pg4100) infiziert, nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet,
lysiert und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zum Nachweis des p53-Abbaus wurden
Western Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 25). Wie erwartet konnte in p53-negativen
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H1299-Zellen kein Tumorsuppressor detektiert werden. Die Untersuchungen bei einer
moi von 20 zeigten in infizierten shDaxx-Zellen nach 72 h eine schwache Reduktion
der p53-Proteinmengen (Abb. 25, Hep shDaxx, Spur 6), wohingegen sich die p53-
Proteinkonzentration in den parentalen Zellen nicht verdnderte (Abb. 25, Hep
parental, Spur 6). Die Infektion wurde erneut mit der zehnfachen Menge Viruspartikel
wiederholt. Bereits 24 h p.. konnte in der parentalen Zelllinie der Abbau des
Tumorsuppressors beobachtet werden (Abb. 25, Hep parental, Spur 10, 11, 12).

H1299
moi 20 moi 200
0 8 16 24 48 72 0 8 16 24 48 72 hp..

——— — —— . S——— — ]<Daxx

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Hep parental
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Abb. 25 Abbau von p53 in infizierten Zellen

H1299-, Hep parental- und Hep shDaxx-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen H5pg4100 infi-
ziert und zu den angegebenen Zeitpunkten (h p.i.) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert
(mock). Es wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Daxx und 50 pg fiir p53) tiber
10%ige (Daxx) oder 12%ige (p53) SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose mittels
Western Blot transferiert und mit den Antikdrpern gegen Daxx und p53 (DO-1) inkubiert.

Dieser Befund konnte in den Daxx-negativen Zellen reproduziert werden (Abb. 25,
Hep shDaxx, Spuren 11 und 12), allerdings fiel auf, dass p53 bereits 48 h p.i. fast nicht
mehr nachweisbar war. Eine einfache Erkldrung fiir diese Beobachtungen ist
vermutlich die verstdrkte Expression von E1B-55K und E4orf6, der beiden viralen

Komponenten der E3-Ubiquitinligase in den Hep shDaxx-Zellen (Abb. 25).
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Im Ganzen zeigten diese Versuche, dass Daxx fiir den Abbau von p53 nicht essenziell
ist und ihn sogar negativ beeinflusst. Ein weiteres, tiberraschendes Ergebnis wurde
beim Vergleich der infizierten Zellinien hinsichtlich der Daxx Expressionsmusters
gemacht. Es konnte konsistent in allen untersuchten Zelllinien eine Reduktion von
Daxx im Verlauf der Infektion festgestellt werden. Je nach Zelllinie und eingesetzter
Virusmenge konnte eine Verminderung der Daxx-Gleichgewichtsmengen 24 bzw. 48 h
p.i. beobachtet werden (Abb. 25). Diese negative Regulierung von Daxx wurde in

einem weiteren Teil dieser Arbeit ndiher untersucht und im Abschnitt 5.3 beschrieben.

5.2.7 Daxx reprimiert den Ad5 E1B-Promotor

In abschliefienden Reportergenversuchen wurde tberpriift, ob die E1B-Promotor-
aktivitdit von Daxx beeinflusst wird. Zur Durchfiihrung dieser Analysen wurden
zundchst Hep shDaxx-Zellen (Abb. 26), wie unter 4.5 beschrieben, mit dem
Plasmidvektor pGL EI1B-LUC, einem artifiziellen luziferaseabhiangigen E1B-
Promotorkonstrukt und unterschiedlichen Mengen eines Daxx-Expressionsplasmids,

transfiziert (Abb. 26).
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Abb. 26 Daxx-abhingige Repression von pGL E1B-LUC
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Hep shDaxx-Zellen (A.) wurden in mit pRL-TK (interne Kontrolle), pGL E1B-LUC und unter-
schiedlichen Mengen Daxx (+3ug/++6ug; 4.6.7) nach der PEI-Methode transfiziert (4.2.4.1). 48 h p.t.
wurden die Zellen mit Lyse-Puffer (Promega) aufgschlossen und die Firefly-Luziferase-Aktivitdt mit
dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) bestimmt. Die Firefly-Luziferase-Aktivitdt des
Reporterplasmids pGL E1B-LUC wurde als Positivkontrolle verwendet. Dargestellt sind die Mittel-
werte mit Standardabweichung aus drei unabhingigen Versuchen. B. Die Proteinproben aus dem
Luziferase-Assay wurden tiber ein 10%iges SDS-Gel aufgetrennt und durch Western Blot auf
Nitrozellulose iibertragen (4.6.4), um die Gleichgewichtsmengen von Daxx und p-Aktin mit Hilfe der
entsprechenden Antikorper zu bestimmen.

Nach 48 h wurde die Aktivitdt der Firefly-Luziferase luminometrisch bestimmt und
die Messwerte gegen die interne Renilla-Luziferaseaktivitdt normalisiert. Die E1B-
Promotoraktivitit wurde auf 100% normiert. Interessanterweise zeigen die Ergeb-
nisse, dass die Transkriptionsrate des Reportergens durch Daxx gehemmt wird (Abb.
26A). Unter den gewdhlten Bedingungen wurden in den Daxx-depletierten Zellen
Restaktivitdten von etwa 5% im Vergleich zum Kontrollansatz ohne kotransfiziertes
Daxx ermittelt. Durch Verdoppelung der exogenen Daxx Proteinmenge konnte diese
Restaktivitdt auf bis zu 3% reduziert werden (Abb. 26A).

Im Ganzen weisen die Beobachtungen dieses Reporterassays stark darauf hin, dass
Daxx eine Repressoraktivitdat hinsichtlich des viralen E1B-Promotors vermittelt.
Daher lassen die Ergebnisse eine Daxx-abhédngige Modulation des viralen E1B-55K auf
DNA Ebene annehmen. Es liegt die Vermutung nahe, dass Daxx einen
reprimierenden Einfluss auf die virale Replikation tiber die Hemmung der E1B-
Transkription und folglich E1B-abhdngiger Eigenschaften vermittelt. Um auszu-
schliefen, dass die beschriebenen Phénotypen auf Unterschiede der Expressionsrate
beruhen, wurden die Gleichgewichtsmengen dieser Proteine mit Gesamtzellextrakten

aus den Reportergenversuchen durch Western Blot Analysen bestimmt (Abb. 26B).

5.3 E1B-55K-vermittelte Reduktion von Daxx im Verlauf des

produktiven Ad5-Replikationszyklus

Daxx konnte in dieser Arbeit bereits als zelluldrer Repressor der adenoviralen
Replikation identifiziert werden. Vermutlich stellt dieser Faktor eine essenzielle
Komponente antiviraler Schutzmechanismen der Wirtszelle dar. Im folgenden Teil

dieser Arbeit sollte Daxx im Verlauf der Virusinfektion genauer untersucht werden.
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In vorhergehenden Untersuchungen konnte eine Reduktion des Daxx-Proteins in
infizierten humanen pseudo-primédren (Hep parental) und in Tumorzellen (H1299)
beobachtet werden (Abb. 24). Interessanterweise konnte weiterhin eine Interaktion
von Daxx mit E1B-55K bestidtigt werden (Abb. 7). Es liegt die Vermutung nahe, dass
E1B-55K mit FE4orf6 und einer Reihe zelluldrer Proteine wie Cullin-5,
Rbx1/RCO1/Hrtl, Elongin B und C, als Ad5 E3-Ubiquitinligase-Komplex an der
Reduktion von Daxx im Verlauf der Infektion beteiligt ist.

5.3.1 E1B-55K-abhingige, E4orf6-unabhingige Reduktion des Daxx-

Proteins

Zundchst wurden Infektionsreihen mit Wildtyp (H5pg4100), El1B-negativen
(H5pm4149) und E4orf6-negativen (H5pm4154) Viren durchgefiihrt. Dazu wurden
A549-Zellen infiziert, aufgeschlossen und Western Blot Analysen durchgefiihrt. In
Ubereinstimmung mit zahlreichen Publikationen zeigten die Ergebnisse den Abbau
von p53 nur in Wildtyp-infizierten Zellen (Abb. 27A, Spur 2). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass Daxx im Verlauf der Infektion E1B-55K-abhingig reduziert
wird (Abb. 27A, Spur 2 und 4). Uberraschenderweise und im Gegensatz zu
klassischen Substraten der Ad5 E3-Ubiquitinligase konnten in H5pm4154-infizierten
Zellen, die kein E4orf6 exprimierten, auch sehr geringe Daxx-Proteinlevel im Vergleich
zu nicht-infizierten Zellen beobachtet werden (Abb. 27A, Spur 4). Diese Daten lassen
auf einen E1B-abhidngigen, aber E4orf6-unabhidngigen Abbauweg fiir das bisher noch
unbekannte zelluldre Substrat Daxx schliefsen.

Aufgrund dieser hoch-interessanten Beobachtung wurde die E1B-55K-Abhéngigkeit
der Daxx-Reduktion in Ad5 transformierten Rattenzellen tiberpriift. Es ist bekannt,
dass diese Zellen die viralen Proteine E1B-55K (AB120) und E1B-55K mit E4orf6
(ABS1) stabil exprimieren (Nevels, 1999; Nevels et al., 1999). Aus Gesamtzellextrakten
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt, um die Proteinmengen von Daxx und
bekannter Substrate wie Mrell und p53 zu ermitteln. Erneut konnte die Reduktion
von Daxx bei Anwesenheit von E1B-55K (Abb. 27B, Spur 2 und 3) nachgewiesen
werden (Abb. 27B, Spur 2). Wie erwartet wurden Mrell und p53 dem proteasomalen
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Abbau nur bei Anwesenheit beider viraler Komponenten zugefiihrt (Abb. 27B, Spur
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Abb. 27 Reduktion der Daxx-Gleichgewichtsmengen in infizierten, stabil
transformierten und transfizierten Zellen

A. A549-Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149 und Hb5pm4154 (moi 50) infiziert und 48 h p.i.
geerntet. Mock bedeutet nicht-infiziert. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche
Mengen Gesamtzellextrakt (50 ng bei E1B-55K, E4orf6, p53, f-Aktin und 100 pg bei Daxx) auf 12%igen
(E1B-55K, Edorf6, p53, B-Aktin) und 10%igen (Daxx) SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den entsprechenden Antikérpern. B. Aus
spontan immortalisierten BRK-1, stabil transformierten AB120- sowie ABSI1-Rattenzellen wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt. Jeweils gleiche Mengen Protein (50 pg bei E1B-55K, E4orf6, f-Aktin und
100 pg bei Daxx) wurden mit Hilfe von 12%igen (E1B-55K, E4orf6, $-Aktin) und 10 %igen (Daxx) SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit
den entsprechenden Antikdrpern. Zum Nachweis von p53 in Rattenzellen wurde der Kaninchen
Antikorper FI393 verwendet. C. H1299-Zellen wurden mit E1B-55K- und E4orf6-pcDNA3-Konstrukten
nach der PEI-Methode transfiziert. 48 h p.t. wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und

105



ERGEBNISSE

Gesamtzellextrakte (50 ng bei E1B-55K, E4orf6, p53, p-Aktin und 100 pg bei Daxx) wurden iiber 12%ige
(E1B-55K, Edorf6, p53, p-Aktin) und 10%ige (Daxx) SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den entsprechenden Antikorpern. D.
A549-, U20S- und SAQOS-2-Zellen wurden mit H5pg4100 (moi 50) infiziert, nach unterschiedlichen
Zeitpunkten geerntet und aufgeschlossen. Jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg bei E1B-
55K, E4orf6, p53, Mrell, p-Aktin; 100 pg bei Daxx) auf 12%igen (E1B-55K, E4orf6, p53, Mrell und f-
Aktin) und 10%igen (Daxx) SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert
(4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den entsprechenden Antikorpern.

Um die E1B-55K-abhidngige Reduktion von Daxx in einem weiteren System zu
tberpriiffen wurden Transfektionen durchgefiihrt. Dazu wurden H1299-Zellen mit
pcDNAB3-E1B-55K- und -E4orf6-Expressionsplasmiden transfiziert. 48 h p.t. wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt und Western Blot Analysen durchgefiihrt. Die Beobach-
tung zeigte wie erwartet eine Reduktion der endogenen Daxx-Proteinkonzentration
bei alleiniger Anwesenheit von E1B-55K (Abb. 27C Spuren 2 und 4). Konsistent mit
den Ergebnissen der Infektionsreihen (Abb. 27A) und den Analysen der stabil trans-
formierten Rattenzellen (Abb. 27B) ist festzuhalten, dass die Anwesenheit von E1B-
55K zur effizienten Daxx-Reduktion ausreichend ist (Abb. 27C, Spur 2) und deswegen
Edorf6-unabhidngig zu sein scheint (Abb. 27C, Spur 4). Da die Expression weiterer
viraler Genprodukte im Kontext der Transfektionsexperimente ausgeschlossen
werden kann, bestédtigen diese Daten die Annahme, dass E1B-55K zur Reduktion von
Daxx ausreicht. Dieser Befund ldsst unterschiedliche Mechanismen der Daxx-
Reduktion im Verlauf der Ad5 Infektion vermuten. Moglicherweise stellt Daxx ein
weiteres zelluldres Substrat der E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase dar oder wird
durch einen weiteren noch unbekannten E1B-55K-abhéngigen, E4orf6-unabhidngigen
Abbauweg degradiert.

Um aufzukldren, ob die Daxx-Reduktion nach Wildtypvirusinfektion zelllinien-
spezifisch ist, wurden im ndchsten Schritt A549-, U20S- und p53-negative SAOS-2-
Zellen mit H5pg4100 infiziert, Gesamtzelllysate hergestellt und Western Blot Analysen
durchgefiihrt (Abb. 27D). Es konnten in jeder untersuchten Zelllinie nach etwa 48 h
p.i. reduzierte Daxx-Proteinkonzentrationen beobachtet werden (Abb. 27D, Spuren 5).
Bereits 16 h p.i. konnte man in A549-Zellen den Abbau von p53 nachweisen (Abb.
27D, Spur 3). Dagegen wurde in U20S-Zellen schon in nicht-infizierten Zellen sehr
geringe p53-Mengen detektiert (Abb. 27D, Spur 1). Der Ad5 E3-Ubiquitinligase-
vermittelte Abbau von Mrell konnte in A549-Zellen erst 48 h p.i. festgestellt werden
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(Abb. 27D, Spur 5). Da die Expressionsmengen von E1B-55K und E4orf6 in infizierten
U20S-Zellen geringer als in infizierten A549-Zellen war, ist es nicht tiberraschend,
dass auch der Mrell-Abbau in diesen Zellen erst 48 h p.i. nachweisbar war (Abb. 27D,
Spur 5). In den infizierten SAOS-2 Zellen konnte 16 h p.i. bereits der Abbau von
Mrell beobachtet werden (Abb. 27D, Spur 3). Dies scheint mit der Expression der
beiden Ligasekomponenten E1B-55K und E4orf6 einherzugehen (Abb. 27D, Spur 3).
Die Daxx-Reduktion erfolgt 48 h p.i., sehr spat im Vergleich zu Mrell.

Im Ganzen konnte man durch diese Analyse feststellen, dass die Reduktion von Daxx
in verschiedenen Zelllinine nachweisbar ist. Der Abbau von Daxx konnte fiir die
untersuchten infizierten Zelllinien nach etwa 48 h p.i. reproduzierbar nachgewiesen

werden.

5.3.2 E4dorf3 und die BC-Box von E4orf6 haben keinen Einfluss auf den

Abbau von Daxx

Um die Beteiligung der bekannten E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase und E4orf3 an
der Daxx-Reduktion genauer zu untersuchen, wurden weitere Infektionsreihen durch-
gefiihrt. Dazu wurden Virusmutanten untersucht, die ein verdndertes E4orf6-Protein
exprimieren (H5pm4139), dass durch eine eingefiihrte Mutation in der BC-Box keine
Interaktion mit Elongin B und C eingehen kann und somit die korrekte Assemblie-
rung der Ad5 E3-Ubiquitinligase nicht unterstiitzt (Blanchette et al., 2004). Der
Einfluss von E4orf3 wurde mit entsprechenden Nullmutanten genauer analysiert.
H1299-Zellen wurden mit Ad5 Wildtyp H5pg4100, E1B- (H5pm4149), E4orf6-
(H5pm4154), E4orf3- (H5pm4150), E4orf3/6- (H5pm4155) negativen Viren sowie mit
der E4orf6 BC-Box Mutante (H5pm4139) infiziert. Wie die Western Blot Analysen
zeigten, wurde Mrell wie erwartet durch die Ad5 E3-Ubiquitinligase dem proteaso-
malen Abbau zugefiihrt und E1B-55K-, E4orf6-abhdngig proteasomal abgebaut (Abb.
28, Spur 2 und 5). Interessanterweise zeigten diese Ergebnisse zusétzlich einen Abbau
von Daxx in Wildtyp- (Abb. 28, Spur 2), H5pm4154- (Abb. 28, Spur 4), H5pm4150-
(Abb. 28, Spur 7) und H5pm4139-infizierten Zellen (Abb. 28, Spur 7).
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Abb. 28 E1B-55K-abhingige Reduktion von Daxx in infizierten Zellen

H1299-Zellen wurden mit H5pg4100, sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4154, H5pm4150,
H5pm4155 und H5pm4139 infiziert (moi 50) (4.3.4), 20 h p.. geerntet (4.2.5) und wie unter 4.5.2
beschrieben lysiert. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamt-
zellextrakt (100 pg fiir Daxx, 50 pg fiir E1B-55K, E4orf6, Mrell und p-Aktin) mittels 12%iger (E1B-55K,
E4orf6, Mrell und p-Aktin) oder 10%iger (Daxx) SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, durch Western
Blot auf Nitrozellulose tibertragen und mit entsprechenden Antikérpern inkubiert (4.6.4).

Dies bedeuted, dass auch E4orf3 keine Rolle bei der Daxx-Reduktion spielt. Aufgrund
des starken Defekts in der Expression von E1B-55K kann Daxx in H5pm4155-
infizierten Zellen nicht reduziert werden (Abb. 28, Spur 6). Weiterhin bestétigt dieser
Befund, dass Daxx im Gegensatz zu Mrell unabhéngig von einer intakten BC-Box im
E4orf6-Protein und damit unabhédngig von der korrekten Assemblierung der Ad5 E3-
Ubiquitinligase degradiert werden kann (Abb. 28, Spur 7). Dieses interessante
Ergebnis unterstiitzt die Annahme, dass der proteasomale Daxx Abbau neben der
klassischen Ad5 E1B-55K/E4orf6-abhdngigen E3-Ubiquitinligase auch tber eine
weitere E1B-abhdngige, E4orf6-unabhidngige E3-Ligase vermittelt wird.

5.3.3 Die Inhibition der zelluliren 26S Proteasomen verhindert den

proteolytischen Abbau von Daxx

In Eukaryoten sorgt das Proteasom als intrazelluldrer multikatalytischer Komplex fiir
den Proteinabbau und somit fiir ein Proteinmilieu, dass an die Anforderungen der
Zelle angepasst ist. In eukaryotischen Zellen sind die 26S Proteasomen die wichtigsten

Vertreter im proteasomalen, Ubiquitin-abhéngigen Abbauweg (Hershko et al., 1998).

108



ERGEBNISSE

Bevor es zur Degradation kommt, mufs ein Protein mit Ubiquitin (Ubi) gekennzeich-
net werden. Dieser Vorgang geschieht durch ATP-abhidngige Ubiquitinylierung. Die
19S-Untereinheit des Proteasoms erkennt diese Markierung, 16st die Kette wieder ab
und tibergibt das entfaltete Protein an die 20S-Untereinheit. Diese sorgt daraufhin ftir
die Spaltung des Proteins in Peptide von 3-12 AS Linge (Goldberg et al., 1997;
Hershko et al., 1998). Fast 80% aller intrazelluldren Proteine werden so durch die
Proteasomen reguliert.

Um zu {tberpriifen, ob an der beobachteten E1B-55K-abhédngigen Reduktion des
zelluldren Daxx, ein proteasomaler Abbauweg beteiligt ist, wurden H1299-Zellen mit
Ad5-Wildtypvirus H5pg4100, H5pm4149 und H5pm4154 infiziert. 8 h vor der Zellernte
wurde dem Medium der synthetisch hergestellte Inhibitor MG-132 zugesetzt, welcher
reversibel die B1- und B2-Untereinheiten des Proteasoms hemmt. Zum Nachweis der
Gleichgewichtsmengen wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 29). In
behandelten (Abb. 29A) und unbehandelten (Abb. 29B) H1299-Zellen synthetisieren
alle untersuchten Viren je nach eingefithrter Mutation nahezu die gleichen Mengen
der viralen Proteine E1B-55K und E4orf6. Wie erwartet konnte gezeigt werden, dass
Mrell nur in Wildtyp-infizierten Zellen degradiert wird (Abb. 29A, Spur 2). Diese
Analyse zeigt eine Hemmung des Abbaus unter Zugabe von MG-132 (Abb. 29B, Spur
2). Diese Beobachtung korreliert mit fritheren Untersuchungen die zeigen, dass Mrell
tiber die adenovirale E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase dem proteasomalen Abbau
zugefithrt wird (Stracker et al., 2002).
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Abb. 29 Abbau von Daxx in Abhidngigkeit des zelluldren Proteasomeninhibitors
MG-132 in infizierten H1299-Zellen
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H1299-Zellen mit (A) und ohne (B) MG-132 Behandlung (20mM) wurden mit H5pg4100, H5pm4149 und
H5pm4154 (moi 50) infiziert und 20 h p.i. geerntet. Mock bedeutet nicht-infiziert. Zur Uberpriifung der
Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg bei Mrell, E1B-55K, E4orf6 und
100 pg bei Daxx) auf 12%igen (Mrell, E1B-55K und E4orf6) und 10%igen (Daxx) SDS-Polyacrylamid-
gelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den ent-
sprechenden Antikorpern.

Konsistent zu den Untersuchungen in A549-Zellen (Abb. 27A) konnte hier ebenfalls
eine Reduktion der Daxx-Gleichgewichtsmenge in H5pg4100- sowie in H5pm4154-
infizierten Zellen bei Abwesenheit von E4orf6 detektiert werden (Abb. 29B, Spuren 2
und 4). Interessanterweise konnte dies nach MG-132 Behandlung nicht mehr
beobachtet werden (Abb. 29A, Spur 2 und 4). Diese Daten unterstiitzen die Annahme,
dass Daxx wahrend der adenoviralen Infektion {iber einen Proteasomen-abhidngigen

Abbauweg E1B-abhidngig degradiert wird.

5.3.4 E1B-55K beeinflusst die Ubiquitinylierung von Daxx

Als Ubiquitinylierung bezeichnet man die Modifikation von Proteinen durch
Ubiquitin. Dieser Mechanismus wird von drei Enzymen katalysiert, die nach der
Reaktionsfolge als E1, E2 und E3 bezeichnet werden (Abb. 30). Im ersten Schritt wird
Ubiquitin durch eine Thioesterbindung zwischen einem Cystein des E1-Enzyms und
der C-terminalen Carboxylgruppe des Ubiquitins gebunden und in einen energetisch
glinstigen Zustand gebracht. Anschlieflend wird das Ubiquitin an das Enzym E2
tiberfithrt. Im letzten Schritt erfolgt die Ubertragung des Ubiquitin durch die E3-
Ligase auf das Subtrat (Cadwell et al., 2005; Ciechanover et al., 2004).

>
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Abb. 30 Mechanismus der Ubiquitinylierung eines Zielproteins
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El: Ubiquitin aktivierendes Enzym; E2: Ubiquitin iibertragendes Enzym, E3: Ubiquitinligase, Ubi:
Ubiquitin (Cadwell et al., 2005; Ciechanover et al., 2004). Detailierte Erklarung siehe Text.

Um nun den Einfluss viraler Proteine auf die Ubiquitinylierung von Daxx ndher zu
untersuchen, wurden Zellen verwendet, die ein GFP- und His-Epitop tragendes
Ubiquitinkonstrukt stabil tiberexprimieren (H1299 Ubi). Zur Kontrolle wurde dieselbe
Zelllinie mit eingefiihrter Mutation im Ubiquitin-Leserahmen (K48R) generiert (H1299
Ubi K48R). Dadurch ist mehrfaches Ankonjugieren weiterer Ubiquitinmolekiile an
Subtratproteine, zu einer kettendhnlichen Struktur, nicht mehr moglich und der
proteasomale Abbau kann nicht stattfinden. Die Ubi-Zellen wurden mit Ad5-
Wildtypvirus H5pg4100 sowie den Virusmutanten Hb5pm4149, H5pm4154 und
H5pm4150 infiziert. Zum Nachweis der Gleichgewichtsmengen, die zur Koimmun-
prézipitation eingesetzt wurden, wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und Western

Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 31A).
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Abb. 31 Ubiquitin-Modifikation von Daxx in Abhingigkeit von E1B-55K

H1299-Zellen, die Wt-Ubi- und ein punktmutiertes Ubi-K48R-Konstrukt mit zuvor eingefithrtem His-
und GFP-Epitop tiberexprimieren, wurden mit H5pg4100, H5pm4149, H5pm4150 und H5pm4154 (moi
50) infiziert und 20 h p.i. geerntet. Mock bedeutet nicht-infiziert. A. Zur Uberpriifung der Expression
wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 ng bei E1B-55K, GFP, Histidin und p-Aktin und
100 pg bei Daxx) auf 12%igen (E1B-55K, GFP, Histidin und f-Aktin) und 10%igen (Daxx) SDS-Poly-
acrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit den
entsprechenden Antikdrpern. B. Zur Koimmunprazipitation wurde 1 mg Zelllysat mit dem Daxx-
Antikorper immunprézipitiert (4.6.5) und dann tiber 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose
tibertragen und mit Antikorpern gegen Histidin inkubiert.
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Die GFP- und Histidinimmunfarbungen zeigen vergleichbare Expressionsmengen von
Ubiquitin innerhalb der jeweiligen Zelllinien bei Infektion mit den unterschiedlichen
Viren. Weiterhin konnte konsistent mit den bereits durchgefiihrten Untersuchungen
gezeigt werden, dass Daxx bei Anwesenheit von E1B-55K (H5pm4154) und in
Kombination mit E4orf6 (H5pg4100) reduziert wird (Abb. 31A, linke Seite).
Interessanterweise wird diese Reduktion durch eine Mutation im Ubiquitin-
Leserahmen, welche zum Verlust des proteasomalen Abbaus fiihrt, gehemmt (Abb.
31A, rechte Seite). Dies ist ein erster Hinweis fiir einen Ubiquitin-abhéngigen
Abbaumechanismus von Daxx. In einem weiteren Schritt wurde eine Koimmun-
prézipitationsanalyse durchgefiihrt. Gesamtzelllysat wurde hergestellt und mit dem
Daxx-Antikorper immunprézipitiert. Anschlieffend konnte mittels Western Blot und
Immundetektion mit einem Histidinantikérper ubiquitinyliertes Daxx dargestellt
werden (Abb. 31B, linke Seite). Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ubiquitin-
Modifizierung je nach Virusmutanten dndert. Allgemein scheint die Anwesenheit von
E1B-55K (H5pg4100, H5pm4150 und H5pm4150) zu einer verstdrkten Ubiquitin-
prazipitation durch Daxx zu fiithren im Vergleich H5pm4149- und nicht-infizierten
Zellen. Wie erwartet ist die Ubiquitin-Konjugation an Daxx in der K48R-Zelllinie
defekt (Abb. 31B, rechte Seite).

Allgemein zeigten diese Experimente, dass die Reduktion der Daxx-Gleichgewichts-
mengen in Adenovirus-infizierten Zellen auf einen E1B-55K- und Ubiquitin-
abhdngigen, proteasomalen Abbauweg zurtickzufiihren ist. Es stellte sich nun die

Frage, nach der Zusammensetzung der beteiligten E3-Ubiquitinligase.

5.3.5 Der proteolytischer Abbau von Daxx ist Cullin-5-abhéngig

Bisher konnten zahlreiche Veroffentlichungen zeigen, dass E1B-55K zusammen mit
E4orf6 und einer Reihe weiterer zelluldrer Proteine wie Cullin-5, Rbx1/RCO1/Hrtl,
Elongin B und C eine SCF-dhnliche E3-Ubiquitinligase bildet, deren Funktion die
Ubiquitinylierung von Subtratproteinen ist. Dabei stellt E4orf6 die Verbindung zur
zelluldren Plattform her, wihrend E1B-55K vermutlich als Substratlieferant dient

(Blanchette et al., 2004; Harada et al., 2002; Querido et al., 2001). Mit p53, Mrell, DNA
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Ligase IV und der Integrin a3-Untereinheit konnten bisher einige zelluldre Inter-
aktionspartner von EI1B-55K als Zielproteine der Adenovirus-induzierten E3-
Ubiquitinligase nachgewiesen werden (Baker et al., 2007; Dallaire et al., 2009; Querido
et al., 2001; Stracker et al., 2002). Die Interaktion von Cullin-5 mit der SCF-dhnlichen
Ad5 E3-Ubiquitinligase erfolgt tiber die Interaktion des C-terminlen Bereiches von
Cullin-5 mit Rbx1, welches anschliefsend ein Ubiquitin tibertragenden Enzym (E2) an
den Komplex rekrutiert, um die Ubiquitiylierung der Substrate zu ermoglichen
(Querido et al., 2001).

Um den Mechanismus der Daxx-Reduktion nidher zu untersuchen, wurden Zellen
verwendet, bei denen durch RNAi-Techniken die Cullin-5-Expression herunter-
reguliert wurde (H1299 Cullin-5 negativ). Nachdem die Zelllinien auf entsprechende
Cullin-5-Expression tiberpriift wurden, wurden sie mit Ad5-Wildtypvirus H5pg4100
sowie den Virusmutanten H5pm4149 und H5pm4154 infiziert. Zum Nachweis der
eingesetzten Proteinmengen fiir die Koimmunpréazipitation wurden Gesamtzell-

extrakte hergestellt und WWestern Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 32).
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Abb. 32 Reduktion von Daxx in Abhidngikeit der Anwesenheit des zelluliren E3-
Ubiquitinligasefaktors Cullin-5 in infizierten H1299-Zellen

H1299-Zellen ohne (A) und mit (B) Cullin-5 wurden mit H5pg4100, sowie den Virusmutanten
H5pm4149 und H5pm4154 (moi 50) infiziert und nach 20 h p.i. geerntet. Mock bedeutet nicht-infiziert.
Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg bei Mrell,
E1B-55K, E4orf6 und 100 pg bei Daxx) auf 12%igen (Mrell, E1B-55K und E4orf6) und 10%igen (Daxx)
SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte
mit den entsprechenden Antikorpern.
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Die Untersuchungen zeigten wie erwartet, dass Daxx in H5pg4100-, und H5pm4154-
infizierten Cullin-5 positiven H1299-Zellen reduziert wird (Abb. 32B). Interessanter-
weise kann diese Reduktion bei Abwesenheit von Cullin-5 (Abb. 32A) vermutlich
durch Hemmung der Ubiquitinylierung von Daxx durch Blockieren der Rbx1-
Interaktion sowie Rekrutierung von E2-Komponenten verhindert werden. Wie
erwartet, wird Mrell als bereits beschriebenes zelluldres Ad5 E3-Ubiquitinligase
Substrat (Stracker et al., 2002) ebenfalls nur in Anwesenheit von Cullin-5 in Wildtyp-
infizierten Zellen degradiert (Abb. 32B, Spur 2).

Dies ist ein wichtiger Hinweis auf Cullin-5 als zentrale zelluldire Komponente der
unbekannten Ad5 E3-Ligase, welche bei der E1B-55K- und Ubiquitin-abhéngigen
proteasomalen Degradation von Daxx eine Rolle spielt. Dazu wurde iiberpriift, ob der
Daxx Abbau von der posttranslationalen Modifikation und intrazelluldren Lokali-

sation des E1B-55K-Proteins beeinflusst wird.

5.3.6 Die SUMO-Modifikation des E1B-55K-Proteins ist essenziell fiir

den Abbau von Daxx

Neuere Untersuchungen zeigten, dass das E1B-55K-Protein durch kovalente Bindung
mit SUMO-1 modifiziert werden kann (Endter et al., 2001; Kindsmiiller et al., 2006).
SUMO-1 gehort zur Familie der Ubiquitin-dhnlichen Proteine, die an eine Vielzahl
zelluldrer aber auch viraler Substratproteine angeheftet werden. Dies bewirkt haupt-
sdchlich eine verdnderte Affinitidt zu anderen Proteinen, was in vielen Fillen eine
Anderung der Lokalisation und/oder der Aktivitit zur Folge hat (Melchior, 2000b;
Miiller et al., 2001; Pichler et al., 2002; Wilson et al., 2001). Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigten auflerdem, dass sowohl die SCS und das NES von E1B-55K
(Abb. 5) an zahlreichen Funktionen von E1B-55K beteiligt sind. Es konnte gezeigt
werden, dass AS-Austausche in diesen Motiven die posttranskriptionellen, haupt-
sdachlich transformationsrelevanten Eigenschaften von E1B-55K beeinflussen

(Kindsmuiiller et al., 2006).
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Da in dieser Arbeit E1B-55K bereits mit dem Abbau von Daxx im Verlauf der Ad5
Infektion in Verbindung gebracht werden konnte, stellt sich die Frage, ob die SUMO-
Modifikation des viralen Proteins Einfluss auf diesen Mechanismus hat. In den
folgenden Analysen wurde deshalb getestet, ob E1B-55K-Virusmutanten mit
eingefiihrten AS-Austauschen in den zuvor beschriebenen Sequenzmotiven den E1B-
55K-, Ubiquitin- und Cullin-5-abhdngigen, proteasomalen Abbau von Daxx
unterstiitzen. Dazu wurden A549-Zellen infiziert, 24 h p.. geerntet, Gesamtzell-
extrakte hergestellt und Western Blot Analysen durchgefiihrt. Es ist bereits bekannt,
dass EI1B-55K in H5pg4100-, H5pm4101- und Hpm4154-infizierten A549-Zellen
zunehmend stark SUMO-modifiziert wird (Kindsmdiller et al., 2006). Bei der Unter-
suchung der Daxx-Gleichgewichtsmengen konnte festgestellt werden, dass eine
Reduktion des zelluldren Faktors nur bei Anwesenheit von SUMOyliertem E1B-55K
nachgewiesen werden konnte (Abb. 33, oben, Spur 2, 4, 6). Konsistent zur gesteigerten
Proteinkonzentration der SUMOylierten E1B-Formen verstdrkt sich auch die Reduk-
tion von Daxx. Interessanterweise konnte in H5pm4149- und in H5pm4102-infizierten
Zellen ohne E1B-55K-Expression oder mit defekter SUMO-Konjugationsstelle im E1B-
55K-Protein kein Daxx-Abbau beobachtet werden (Abb. 32, Spuren 3 und 5).
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Abb. 33 SUMO-E1B-abhingige Daxx-Reduktion in infizierten A549-Zellen

Ab549-Zellen wurden mit H5pg4100, sowie den Virusmutanten Hb5pm4149, H5pm4154, H5pm4101,
H5pm4102 und H5pm4103 infiziert (moi 50) und nach 24 h p.i. geerntet. Mock bedeutet nicht-infiziert.
Es wurden je 100 pg (Daxx) und 50 pg (E1B-55K) Gesamtzellextrakt iiber 10%ige (Daxx) und 12%ige
(E1B-55K) SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt und mittels Western Blot auf Nitrozellulose transferiert.
Der Nachweis erfolgte mit dem Maus-Antikérper gegen E1B-55K (2A6) und dem Kaninchen-Anti-
korper gegen Daxx.
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Diese Ergebnisse zeigen einen sehr engen Zusammenhang zwischen der SUMO-
Modifikation des E1B-55K-Proteins und dem proteasomalen Abbau von Daxx. Ver-
mutlich ist die SUMOylierung von E1B-55K nétig, um die Daxx-Ubiquitinylierung

einzuleiten.

5.3.7 Daxx wird nicht in zelluldre Aggresomen sequestriert

Es wurde bereits gezeigt, dass das zelluldre Substrat Mrell neben dem klassischen
Abbauweg durch die Ad5 E3-Ubiquitinligase iiber einen weiteren Mechanismus
abgebaut werden kann. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass Ad5 die
Inaktivierung des MRN-Komplexes auch unabhdngig von E4orf6 unterstiitzt. Dieser
Abbauweg konnte interessanterweise mit der Beteiligung zelluldrer Aggresomen in
Verbindung gebracht werden. Dies sind zytoplasmatische, perinukledre Strukturen an
den MTOC (Liu et al., 2005). In diesen Bereichen der Zelle kann man unspezifischen
proteasomalen Abbau aggregierter Protein beobachten. Es konnte gezeigt werden,
dass durch E1B-55K, p53 und Mrell in transformierten Zellen in solche Aggresomen-
dhnliche Strukturen sequestriert werden (Hartl et al., 2008). Wahrend der viralen
Infektion interagiert E4orf3 mit Mrell an den PML-NBs, bevor die Interaktion mit
E1B-55K und anschlieffende Umlokalisierung in die perinukledren Strukturen,
beobachtet werden kann. Frithere Untersuchungen zeigten, dass neben E1B-55K
entweder E4orf3 oder Edorf6 essenziell ist, um Mrell sowie dessen proteasomalen
Abbau in den zelluldren E1B-abhidngigen Aggresome zu unterstiitzen (Araujo et al.,
2005). Da Daxx wie Mrell ein zelluldrer Interaktionsfaktor des viralen E1B-55K-
Protein ist, in PML-NBs lokalisiert und beide Proteine tiber proteasomale Abbauwege
degradiert werden, liegt es nahe, dass auch Daxx in die Aggresomen umlokalisiert

wird, um dort abgebaut zu werden.

Eine erste Moglichkeit diese Arbeitsthese zu bestdtigen ist die Untersuchung der
Interaktion von Daxx mit dem viralen E4orf3 Protein (Abb. 34). Dazu wurden H1299-
Zellen mit Ad5-Wildtypvirus Hb5pg4100, Hb5pm4149, Hb5pm4154, H5pm4150 und
Hb5pm4155 infiziert und Western Blot Analysen zur Ermittlung der Gleichgewichts-
mengen der untersuchten Protein durchgefiihrt (Abb. 34A). Gleiche Mengen an

116



ERGEBNISSE

Protein wurden dann mit dem Daxx-Antikérper immunprazipitiert und dann mit den
spezifischen Antikorpern gegen E1B-55K und E4orf3 detektiert (Abb. 34B). Die Ergeb-
nisse gehen einher mit der bereits postulierten Bindung zwischen endogenem Daxx
und E1B-55K in Zelllysaten in denen das virale Proteine anwesend ist (Abb. 34B,
Spuren 2, 4, 5, 6). Weiterhin konnte eine Interaktion von Daxx mit E4orf3 ausge-
schlossen werden, da trotz ausreichender E4orf3-Expression (Abb. 34A, Spuren 2, 3, 4)
keine Immunpréazipitation durch Daxx moglich war (Abb. 34B). Diese Ergebnisse
geben bereits erste Hinweise darauf, dass Daxx nicht durch E1B-55K und mit
Beteiligung von E4orf3 in die zelluldiren Aggresomen sequestriert wird. Um diese
Annahme zu bestétigen, wurden zusétzlich Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt,
um eine Lokalisation von Daxx in perinukledren Strukturen mit E1B-55K und E4orf3
ausschliefen zu konnen. Dazu wurden H1299-Zellen analog der Immunprazipi-
tationsanalyse (Abb. 34AB) mit Ad5 Wildtyp sowie den Virusmutanten infiziert und
20 h p.. fixiert. Daxx, E1B-55K und E4orf3 wurden mit spezifischen Antikdrpern
immundetektiert und mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikoérpern sichtbar
gemacht. Die Untersuchung zeigt die Lokalisation von E1B-55K in den bereits
beschriebenen Verteilungsmustern, diffus und in perinukledren Strukturen in den
Wildtyp-infizierten Zellen (Abb. 34Cd, Ce, Cf). Daxx ist hauptsachlich im Zellkern
detektierbar. Konsistent zu den Western Blot Daten, konnte im Vergleich zu nicht-
infizierten Zellen (mock) weniger Daxx detektiert werden, wenn E1B-55K anwesend
ist (Abb. 34C; H5pg4100, H5pm4149, H5pm4154). Im Ganzen ldsst die Immunfdrbung
von Daxx und E1B-55K eine Kolokalisation beider Proteine klar erkennen (Abb. 34Cf,
Cl, Co). Es kann weiterhin gezeigt werden, dass Daxx nicht in E1B-abhidngigen
Aggresomen-dhnlichen Strukturen nahe dem Zellkerns lokalisiert (Abb. 34Cd, CI,
Cm). In weiteren Analysen wurde die E4orf3 Lokalisation in infizierten Zellen
untersucht (Abb. 34D). Dabei konnten in Wildtyp-infizierten Zellen 20 h p.i. bereits
langliche nukledre Aggregate detektiert werden (Abb. 34De). Frithere Arbeiten zeigten
bereits, dass E4orf3 in infizierten Zellen mit den PML-NB-Strukturen kolokalisiert und
daraufhin deren Umverteilung induziert (Carvalho et al., 1995a; Doucas et al., 1996b).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen konnten aber keine Kolokalisation von E4orf3

mit Daxx bestdtigen (Abb. 34Df, Di) und schlieffen somit einen E1B-abhidngigen,
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proteasomalen, Ubiquitin-abhéngigen Abbau mit Beteiligung von zelluldren Ad5-

induzierten Aggresomen aus.
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Abb. 34 Interaktion und Lokalisation von Daxx mit E4orf3 und E1B-55K in infizierten
H1299-Zellen

H1299-Zellen wurden mit H5pg4100, sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4154, H5pm4150, und
H5pm4155 infiziert (moi 50; 4.3.4), 20 h p.i. geerntet (4.2.5) und wie unter 4.5.2 beschrieben lysiert (A
und B) oder 20 h p.i. methanolfixiert (C und D). A. Zur Uberpriifung der Expression wurden jeweils
gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Daxx, 50 pg fur E1B-55K, E4orf3 und p-Aktin) mittels
15%iger (E4orf3), 12%iger (E1B-55K, B-Aktin) oder 10%iger (Daxx) SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt,
durch Western Blot auf Nitrozellulose tibertragen und mit Antikérpern gegen Daxx, E1B-55K (2A6),
E4orf3 (6A11) oder -Aktin (AC-15) als Ladekontrolle inkubiert (4.6.4). B. Zur Koimmunprazipitation
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der E1B-55K und E4orf3 Proteine verschiedener Virusmutanten mit Daxx wurde das Zelllysat vor dem
Western Blot mit dem Daxx-Antikorper immunprazipitiert (4.6.5) und dann tiber 15%ige (E4orf3) oder
12%ige (E1B-55K) SDS-Gele aufgetrennt. Anschliefend auf Nitrozellulose tibertragen und mit Anti-
korpern gegen E4orf3 (6A11) sowie E1B-55K (2A6) inkubiert. C und D. Die Proteine wurden mit dem o-
Daxx-Antikorper aus Kaninchen, dem a-E1B-55K Maus-Antikérper 2A6 (C) und mit dem o-E4orf3
Ratten-Antikorper 6A11 (D) immundetektiert, welche wiederum mit einem a-Maus- (C) oder a-Ratte-
(D) Texasrot gekoppelten oder a-Kaninchen-FITC-gekoppelten Sekundérantikdrpern (Daxx) detektiert
wurden. Merge zeigt die Uberlagerungen der entsprechenden Immunfluoreszenzfarbungen.

5.4 Herstellung der Ad5 Virusmutanten H5pm4197 und
H5pm4198 mit Mutationen im Daxx-Bindemotiv von E1B-55K

Bisher wurden die Eigenschaften der E1B-55K/Daxx-Bindemutanten nur durch
Transfektionsanalysen untersucht. Mit diesen Methoden konnen zwar die Aus-
wirkungen der Mutation sehr gut abgeschitzt werden, jedoch keine genaueren
Aussagen tiber die Effekte in Ad5-infizierten Zellen gemacht werden. Um die Daten
dieser Arbeit im viralen Kontext zu bestdtigen, wurden zundchst Adenoviren
generiert, die definierte AS-Austausche in der Daxx-Interaktionssequenz von E1B-55K

tragen (Abb. 35).
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Abb. 35 Klonierungsschema zur Herstellung der E1B-55K Virusmutanten
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In die E1-Region (grau; pE1-1235) konnten mit Hilfe des QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kits
(Stratagene) Mutationen an E1B-55K AS-Positionen 185/187 (H5pm4198) oder 472 (H5pm4197)
eingefiigt werden (rotes X). Anschliefend wurden die mutierten Plasmide tiber Swal/BstZ171 in das
Ad5 Bacmid (pH5pg4100) riickkloniert. Das daraus resultierende Plasmid wurde nach der Nummer in
der Datenbank der Arbeitsgruppe als H5pm4198 und H5pm4197 bezeichnet. Die Plasmide wurden
danach mit Pacl linearisiert, der bakterielle Anteil entfernt und in die Helferzelllinie 2E2 transfiziert.
Aus den Zellen konnten dann infektitse Viruspartikel isoliert werden (4.3.2 und 4.3.3).

Dies erfolgte mit einem in unserer Arbeitsgruppe etablierten direkten Klonierungs-
system zur zielgerichteten Verdnderung der E1-Region (Abb. 35; Groitl et al., 2007).
Dazu wurden zunidchst die Mutationen KK185/187AA und E472A mit Hilfe des
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene) in die E1B-Sequenz der E1-Box
(pE1-1235) eingefiihrt. Als ndchstes erfolgte die Riickklonierung der modifizierten E1-
Box in das 36 kb grofie Ad5-Genom. Im Anschluss wurde dieses Bacmid mit Pacl
linearisiert und somit der bakterielle und der virale Anteil getrennt. Nun konnte die
doppelstrangige Virus-DNA in die Ad5 E1-, und E4-transformierte Helferzelllinie 2E2
transfiziert werden. Anschliefend konnten die Virusmutanten H5pm4197 und

H5pm4198 wie unter 4.3.2 und 4.3.3 beschrieben, geerntet und propagiert werden.

541 Mutationen im Daxx-Bindemotiv von E1B-55K beeinflussen die

subzellulire Lokalisation

Um zu tiberpriifen, ob die eingefiihrten Mutationen einen Einfluss auf die subzel-
luldre Lokalisation des E1B-Proteins haben wurden Immunfluoreszenzanalysen
durchgeftihrt (Abb. 36). Dazu wurden A549-Zellen infiziert und mit spezifischen
Antikorpern gegen E1B-55K (Abb. 36A) sowie Daxx (Abb. 36B) behandelt. Konsistent
mit bisherigen Arbeiten zeigten die Analysen, dass E1B-55K in Wildtypvirus-
infizierten Zellen ein komplexes Muster sowohl nukleérer als auch zytoplasmatischer
Lokalisation zeigt (Grand et al., 1984; Smiley et al., 1990). Im Zellkern ist das virale
Polypeptid wie erwartet diffus verteilt, wobei die Bereiche der Nukleoli ausge-
schlossen waren. Dartiber hinaus lokalisierte E1B-55K punktférmig an spezifischen
nukledren Strukturen, die wahrscheinlich die viralen Transkriptions- und

Replikationszentren darstellen (Abb. 36 Ae, Af; Ornelles et al., 1991).
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Abb. 36 Expression und Lokalisation von E1B-55K und Daxx in infizierten A549- Zellen

A549-Zellen wurden mit H5pg4100, sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4197 und H5pm4198
infiziert (moi 50; 4.3.4) A. 20 h p.i. wurden die Zellen fixiert. E1B-55K wurde mit dem o-E1B-Ratten-
Antikorper 4E8 immundetektiert. Dieser wurde wiederum mit einem o-Ratte-Texasrot-gekoppelten-
Sekunddrantikorper detektiert. B. 36 h p.i. wurde die Zellen fixiert. Daxx wurde mit einem a-Daxx
Kaninchen-Antikorper immungefdarbt und mit einem o-Kaninchen-FITC-gekoppelten-Sekundéranti-
korper detektiert. Merge zeigt die Uberlagerungen der entsprechenden Immunfluoreszenzen und dapi
markiert den Zellkern.

Die Ergebnisse zeigen, dass im Gegensatz zum Wildtyp E1B-55K, beide verdanderten
viralen Proteine (H5pm4197, H5pm4198) eine starker diffuse Verteilung des viralen
Proteins im Zellkern aufweisen. Es konnte beobachtet werden, dass in den meisten
Zellen (>90%) zwar punktformige nukledre Strukturen detektiert werden konnten,
jedoch waren diese im Vergleich zu H5pg4100 kleiner und zeigten fibrilldire Formen

(Abb. 36Ak, An). Im Vergleich zur beschriebenen E1B-55K Lokalisation konnte bei
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beiden Mutanten (H5pm4197, H5pm4198) nur diffuses E1B in nukledren und
zytoplasmatischen Bereichen nachgewiesen werden (Abb. 36Ak, Al, An, Ao). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aggregationen in punktférmigen Strukturen im
Nukleus durch die eingefiihrte Punktmutation im Daxx-Interaktionsmotiv von E1B-
55K, nicht mehr beobachtet werden konnten. Weiterhin zeigten die Immun-
fluoreszenzanalysen konsistent mit den bereits durchgefiihrten Untersuchungen sehr
geringe Mengen des zelluldren Proteins Daxx in H5pg4100-infizierten Zellen (Abb.
36Bh, Bi) verglichen mit nicht-infizierten (Abb. 36Bb, Bc) sowie H5pm4149-infizierten
Zellen (Abb. 36Be, Bf). Dagegen konnte keine Reduktion der Daxx-Gleich-
gewichtsmengen in H5pm4197- und H5pm4198- behandelten Zellen beobachtet
werden (Abb. 36Bk, Bn, Bl, Bo).

5.4.2 Mutationen im Daxx-Bindemotiv von E1B-55K haben keinen

Einfluss auf die effiziente Ad5-Replikation

Zundchst wurden die generierten Virusmutanten auf die Effizienz der Nachkommen-
produktion getestet. Fiir diese Untersuchung wurden A549-Zellen mit Ad5-Wild-
typvirus, H5pm4149, H5pm4197 sowie H5pm4198 infiziert und nach verschiedenen
Zeitpunkten geerntet. Durch Titrationsverfahren konnten die infektiosen Viruspartikel
ermittelt werden. Interessanterweise zeigen H5pm4197 und H5pm4198 verglichen mit
Ad5 Wildtyp keine starken Unterschiede in der Anzahl neu produzierter Viren nach
unterschiedlichen Zeitpunkten (Abb. 37A). Es ist nicht tiberraschend, dass H5pm4149
bei der Nachkommenproduktion einen starken Defekt zeigt, da E1B-55K zur Synthese
neuer Viren essenziell ist (Abb. 37A). Diese Daten lassen darauf schlieffen, dass die
eingefiihrten Mutationen im Daxx-Bindemotiv von E1B-55K keinen Einfluss auf die
Nachkommenviusproduktion in A549-Zellen zeigen.

Im Folgenden wurde aufierdem tiberpriift, ob die eingefithrte Mutation im E1B-55K
einen Einfluss auf die Initiation der viralen DNA-Replikation hat. Dazu wurden A549-
Zellen mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert, nach unterschiedlichen Zeit-
punkten geerntet und aufgeschlossen. Zur Ermittlung der DNA-Mengen wurde eine

semi-quantitative PCR-Reaktion wie unter 4.4.5.3 beschrieben durchgefiihrt. Die
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Reaktionsprodukte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert und mit Hilfe
des Computerprogramms Gene tools des G-Box-Systems (Syngene) densitometrisch
quantifiziert (Abb 37B). Die Ergebnisse der PCR zeigten keine signifikanten Unter-
schiede der relativen Intensitdat der DN A-Banden bei den entsprechenden Zeitpunkten
(Abb. 37B). Es kann also angenommen werden, dass die Mutationen im Daxx-
Bindemotiv von E1B-55K keinen Einfluss auf die Effizienz der viralen DNA-
Replikation haben.
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Abb. 37 Analyse der viralen Nachkommenproduktion und der viralen DNA-Synthese in

infizierten H1299-Zellen

A. Zur Bestimmung der Ausbeute an Nachkommenviren wurden H1299-Zellen mit H5pg4100,
H5pm4149, H5pm4197 und H5pm4198 (moi 50) infiziert. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 h p.i. geerntet
und Nachkommenviren isoliert (4.3.5). Anschlieffend erfolgte eine Titration auf 293-Zellen (4.3.3) um
die Ausbeute an neusynthetisierten Partikeln zu ermitteln. B. Die H1299-Zellen wurden mit H5pg4100,
H5pm4149, H5pm4197 und H5pm4198 (moi 50) infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet.
Mock bedeutet nicht-infiziert. Durch geeignete Oligonukleotide (#64 und #110) konnte ein 389 bp
langes PCR-Produkt aus dem Ad5 E1B-Gen amplifiziert und auf einem Agarosegel sichtbar gemacht
werden. Durch densitometische Analyse mit dem Computerprogramm Gene tools (Syngene) konnte die
relative DNA-Synthese bestimmt und graphisch dargestellt werden (4.4.5.3).

Dieses Ergebnis ist konsistent mit fritheren Untersuchungen, bei denen ebenfalls kein
Unterschied in der Replikation der viralen DNA zwischen Ad5 Wildtyp und E1B-
deletierten Viren festgestellt werden konnte (Goodrum et al., 1997; Goodrum et al.,

1998; Leppard et al., 1989; Pilder et al., 1986a; Williams et al., 1986).
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Abb. 38 Analyse zur Produktion frither und spiter viraler Proteine in infizierten
A549-Zellen

Ab549-Zellen wurden mit H5pg4100 sowie den E1B-Virusmutanten H5pm4149, H5pm4197 sowie
H5pm4198 (moi 50) infiziert und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet
nicht-infiziert (mock). Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamt-
zellextrakt (5 ng bei E2A, Hexon, Penton, Fiber und Hexon-assoziierten Proteine; 50 pg bei E1A, E1B-
55K, E4orf6, pVI und L4-100K) Gesamtzellextrakt auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt
und auf Nitrozellulose transferiert (4.6.4). A. Der Nachweis frither viraler Protein erfolgte mit dem
a-E1A (M73), dem a-E2A (B6-10), a—E1B (2A6), a—-E4orf6 (RSA3) Maus-Antikorper. B. Der Nachweis
spéter viraler Protein erfolgte mit dem a-L4-100K Ratten-Antikorper (6B-10), dem a-pVI Kaninchen-
Antikorper und dem a-late Kaninchen-Serum, das fiir mehrere virale Strukturproteine spezifisch ist.
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Zur weiteren Charakterisierung der Virusmutanten wurde im ndchsten Schritt das
Expressionsmuster frither (Abb. 38A) und spdter viraler Proteine ermittelt (Abb. 38B).
A549-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert, nach unter-
schiedlichen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakt hergestellt. Mittels SDS-
Gelelektrophorese konnten die jeweiligen viralen Proteine entsprechend ihres
Molekulargewichts aufgetrennt und tiber Western Blot analysiert werden. Die
Expressionsmuster der frithen viralen Proteine E1A, E1B-55K, E2A und E4orf6 weisen
in H5pm4197- und Hb5pm4198-infizierten Zellen keine signifikanten Unterschiede
verglichen zur Wildtypvirus-Infektion (Abb. 38A) auf. Konsistent mit den Ergebnissen
der Nachkommenvirenproduktion und der viralen DNA-Synthese konnten auch bei
den Proteinmengen des spdten viralen Proteins [4-100K und der Strukturproteine
pVI, Hexon, Penton, Fiber und Hexon-assoziierten Proteinen keine Defekte seitens der

E1B-Virusmutanten beobachtet werden (Abb. 38B).

Insgesamt konnte mit diesen Analysen gezeigt werden, dass sowohl die Synthese
frither und spdter viraler Strukturproteine, die Synthese viraler DNA als auch die
Produktion von Nachkommenviren nicht vom Vorhandensein eines funktionellen
Daxx-Interaktionsmotivs im E1B-55K abhdngig sind. Somit haben diese Mutationen

vermutlich keinen Einfluss auf den viralen Replikationszyklus in A549-Zellen.

Um nun zu testen, ob die verdnderten E1B-Proteine noch in der Lage sind mit E4orf6
den proteasomalen Abbau von p53 zu vermitteln, wurde der Tumorsuppressor mittels
Western Blot Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion untersucht
(Abb. 39). In A549-Zellen, die mit der El1B-negativen Mutante H5pm4149 infiziert
wurden, kommt es wie erwartet zu einer starken Akkumulation von p53, welches
nicht dem Abbau zugefiihrt werden kann (Abb. 39, Spuren 7-12). In Wildtypvirus-
infizierten Zellen hingegen ist das p53-Protein bereits 16 h p.i. nicht mehr nachweisbar
(Abb. 39, Spuren 1-6). Ein etwas verzogerter Abbau kann bei beiden Virusmutanten
H5pm4197 (Abb. 39, Spuren 1-6) und H5pm4198 (Abb. 39, Spuren 7-12) beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu konnte deutlich nachgewiesen werden, dass die Daxx

Expressionsmengen in Wildtyp-infizierten Zellen deutlich reduziert werden (Abb. 39,
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Spuren 1-6), wohingegen diese Beobachtung interessanterweise nicht bei den
Virusmutanten mit defekter Daxx-Bindestelle im E1B-55K-Protein gemacht werden

konnte (Abb. 39, Hpm4197, Hpm4198, Spuren 1-12).

0 8 16 24 48 72 0 8 16 24 48 72 0 8 16 24 48 72 0 8 16 24 48 72 h.p.i
. " 53
-y — -” ---—— — AN - <p
—— —— — — i — - ————— --—-*— <4Daxx
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12
H5pg4100 H5pm4149 H5pm4197 H5pm4198

Abb. 39 Abbau von p53 und von Daxx in infizierten A549-Zellen

Ab549-Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149, H5pm4197 und H5pm4198 (moi 50) infiziert und zu den
angegebenen Zeitpunkten (h p..) geerntet. Der Zeitpunkt 0 bedeutet nicht-infiziert (mock). Zur
Uberpriifung der Expression wurden jeweils gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (50 pg bei p53 und
100 pg bei Daxx) auf 12%igen (p53) und 10%igen (Daxx) SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und auf
Nitrozellulose transferiert (4.6.4). Der Nachweis erfolgte mit dem a—p53 Maus (DO-1) und dem a-Daxx
Kaninchen-Antikorper.

Dies ldsst vermuten, dass die Daxx-Interaktionsdomine im FE1B-Leserahmen
essenziell fiir die Reduktion der Daxx-Gleichgewichtsmengen in der spadten adeno-
viralen Infektionsphase ist. Weiterhin unterstiitzt dieser Befund die Annahme, dass
die Abwesenheit eines der beiden Daxx-Bindemotive von E1B-55K vollstandig

ausreichend ist, um den Abbau des zelluldren Faktors zu verhindern.

5.4.3 Interaktion von E1B-55K mit Daxx in H5pm4197- und H5pm4198-

infizierten Zellen

Um die Interaktion zwischen Daxx und E1B-55K in virusinfizierten Zellen zu tiber-
prifen, wurden kombinierte Koimmunprazipitations-/Western Blot Analysen mit
Gesamtzellextrakt aus H5pg4100-, H5pm4149-, H5pm4197- und H5pm4198-infizierten
A549-Zellen durchgefiihrt (Abb. 40).
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Abb. 40 Ubersicht der untersuchten E1B-Virusmutanten sowie E1B-55K/Daxx-Bindung in
infizierten A549-Zellen

A. Ubersicht der verwendeten Ad5 Virusmutanten. Die Basenaustausche in den Motiven verglichen zur
Wildtypsequenz sind jeweils mit grauen Balken hinterlegt und entsprechend ihrer Lage im E1B-55K-
Protein dargestellt (dunkelgrau). Nummern kennzeichnen jeweils die Position der Basen in den
Motiven von E1B-55K. B. A549-Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149, H5pm4197 sowie H5pm4198
(moi 50) infiziert (4.3.4), 24 h p.i. geerntet (4.2.5) und wie unter 4.5.2 beschrieben, lysiert. Zur
Uberpriifung der Expression der viralen Proteine (A.) sowie der zelluldren Proteine (B.) wurden jeweils
gleiche Mengen Gesamtzellextrakt (100 pg fiir Daxx, 50 pg fiir Mrell, p53, p-Aktin, E1B-55K und
E4dorf6) mittels 12%iger (Mrell, p53, p-Aktin, E1B-55K und E4orf6) oder 10%iger (Daxx) SDS-
Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose tibertragen und mit entsprechenden Antikérpern
inkubiert (4.6.4). C. Zur Koimmunprazipitation der verschiedenen Virusmutanten mit Daxx wurde 1
mg Zelllysat vor dem Western Blot mit dem Daxx-Antikorper immunprézipitiert (4.6.5) und dann tiber
12%ige (E1B-55K) SDS-Gele aufgetrennt. Anschlieffend mittels Western Blot auf Nitrozellulose
tibertragen und mit Antikdrpern gegen E1B-55K (2A6) inkubiert.

Die Western Blot Analyse der Gleichgewichtsmengen zelluldrer und viraler Proteine
zeigt konsistent mit den Ergebnissen dieser Arbeit eine Reduktion der Daxx
Proteinmenge in Wildtyp-infizierten Zellen (Abb. 40B, Spur 2). Weiterhin konnnten
Mrell und p53 als zwei bekannte zelluldre Subtrate des E1B-55K /E4orf6-Komplexes
in H5pg4100, H5pm4197 und H5pm4198 behandelten Zellen abgebaut werden (Abb.
40, Spuren 2, 4 und 5). Folglich konnen die E1B-Proteine in H5pm4197- und
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H5pm4198-infizierter Zellen trotz geringerer Gleichgewichtsmengen von E4orf6 (Abb.
40B, Spuren 4 und 5) eine funktionelle Ad5 E1B-55K/E4orf6-abhéingige-E3-
Ubiquitinligase ausbilden. Die Koimmunprazipitationsanalysen zeigten jedoch tiber-
raschenderweise, dass beide mutierten E1B-Proteine sowie das Wildtyp-Protein an
Daxx binden (Abb. 40C; Spuren 4 und 5). Trotz dhnlicher Gleichgewichtsmengen
(Abb. 40B, Spuren 2, 4 und 5) ist die Menge des prazipitierten E1B-55K-Proteins bei
beiden Virusmutanten (H5pm4197, H5pm4198; Abb. 40C, Spuren 4 und 5) geringer als
in H5pg4100-infizierten Zellen (Abb. 40C, Spur 2).

Diese Ergebnisse sind nicht konsistent mit den Daten zur Untersuchung der
punktmutierten E1B-55K Plasmide KK185/187AA und E472A (Abb. 9). Im Unter-
schied zu den Transfektionsanalysen wurden diese Koimmunpré&zipitations-Analysen
aber in infizierten Zellen in Anwesenheit weiterer viraler Faktoren durchgefiihrt (Abb.
40). Aufgrund dieser Beobachtungen wire es denkbar, dass an der Interaktion von
E1B-55K mit Daxx in vivo im Verlauf der Ad5 Infektion noch andere virale
Komponenten beteiligt sein konnten, die in indirekten Koimmunprazipitations-
Analysen eine E1B-55K/Daxx-Bindung vermitteln trotz mutiertem Daxx-Interaktions-
motiv im E1B-55K-Protein. Um diesen Befund zu tiberpriifen, wurden frithe und spéate

virale Proteine hinsichtlich ihrer moglichen Interaktion mit Daxx getestet.

5.5 Identifizierung weiterer adenoviraler Interaktionspartner von

Daxx im Verlauf des produktiven Ad5-Replikationszyklus

5.5.1 Analysen zur Interaktion von Daxx mit den frithen und spaten Ad5-

Proteinen

Um eine mogliche Interaktion der frithen viralen Proteine E1A (Abb. 41A), E2A (Abb.
41B), E4orf6 (Abb. 41D) sowie der spéter Proteine pVI (Abb. 41E), pVII (Abb. 41F) und
L4-100K (Abb. 41G) mit Daxx zu uberpriifen, wurden A549-Zellen mit H5pg4100,
Hb5pm4149, Hb5pm4154, Hb5pm4150 sowie Hb5pm4166 infiziert und Koimmun-
prazipitations- sowie Western Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 41). Die Ergebnisse
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zeigten 20 h p.i. trotz ausreichender Expressionsmengen des viralen E1A Proteins
(Abb. 41A) und Daxx (Abb. 41H) keine Interaktion mit dem zelluldren Faktor (Abb.
41A). Es konnte kein E1A Signal nach Koimmunprézipitaton mit dem Daxx Anti-
korper detektiert werden. Interessanterweise konnte aber das virale E2A-Protein
unabhéngig von E1B-55K (H5pm4149, Abb. 41B, Spur 3) prazipitiert werden. Da eine
Interaktion zwischen E1B-55K und E2A bisher nicht bekannt ist, wurde E2A nicht als
Faktor zur Vermittlung der Interaktion zwischen Daxx und E1B-55K in der viralen
Infektion in Betracht gezogen. Konsistent zu den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit
konnte erneut die Daxx/E1B-55K-Interaktion in infizierten A549-Zellen bestitigt
werden (Abb. 41C). Wie erwartet zeigt der virale Faktor E4orf6 keine Interaktion mit
Daxx (Abb. 41D). Es konnte kein E4orf6-Signal nach Koimmunpré&zipitaton mit dem
Daxx-Antikorper detektiert werden. Das virale [4-100K Protein zeigt in diesen
Analysen ebenfalls eine Interaktion mit dem viralen Faktor Daxx. (Abb. 41G). Es kann
beobachtet werden, dass auch vor einem E1B-55K-negativen Hintergrund (Abb. 41G,
Spur 2) eine Bindung mit Daxx nachgewiesen werden kann. Das bedeutet, dass L4-
100K unabhéingig von E1B-55K mit Daxx einen Komplex ausbildet. Das virale Capsid-
Protein pVI (Abb. 41E) sowie das Core-assoziierte Protein pVII (Abb. 41F) wurden in
allen virusinfizierten Zellen zu vergleichbaren Mengen exprimiert. Frithere Arbeiten
zeigten bereits, dass pVII in der frithen Phase der Infektion komplexiert mit dem
adenoviralen Genom nachzuweisen ist (Wodrich et al., 2006). Uberraschenderweise
konnte erstmals beobachtet werden, dass beide spédten Proteine mit Daxx
wechselwirken. Es fillt jedoch auf, dass trotz vergleichbarer Proteinkonzentrationen
von pVII in H5pm4149- und H5pm5154-infizierten Zellen, eine sehr geringe Menge des
viralen Proteins durch Daxx koimmunpréazipitiert wurde, verglichen zu Wildtypvirus-

infizierten Zellen (Abb. 41E und F).
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Abb. 41 Interaktion von Daxx mit viralen Proteinen in infizierten A549-Zellen

Ab549-Zellen wurden mit H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4154, H5pm4150 und
H5pm4166 infiziert (moi 50) (4.3.4), 20 h p.i. geerntet (4.2.5) und wie unter 4.5.2 beschrieben lysiert. Zur
Uberpriifung der eingesetzten Gleichgewichtsmengen wurden jeweils vom Gesamtzellextrakt 50 pg
E1A(A)), E2A (B.), E1B-55K (C.), E4orf6 (D.), pVI (E.) und pVII (F.) sowie 100 pg fiir Daxx und f-Aktin
(G.) auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Anschliefend erfogte der Transfer der Proteine auf
Nitrozellulose, bevor sie mit entsprechenden Antikorpern inkubiert wurden (4.6.4). Zur Koimmun-
prézipitation der viralen Proteine mit Daxx wurde das Zelllysat zuvor mit dem Daxx-Antikorper
immunprazipitiert (4.6.5) tiber 12% SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose tibertragen und mit
Antikorpern gegen E1A (A.), E2A (B.), E1B-55K (C.), E4orf6 (D.), pVI (E.), pVII (F.) inkubiert.

Um weiterhin zu untersuchen, ob moglicherweise ein Komplex aus den viralen
Proteinen E1B-55K, pVII und dem zelluliren Daxx gebildet wird, wurden weitere

Analysen durchgefiihrt.
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5.5.2 Interaktion des Core-Proteins pVII mit Daxx in transfizierten

H1299-Zellen sowie Ad5-infizierten A549-Zellen

Wie bereits erwdhnt ist pVII in der frithen Phase der Ad5 Infektion an dass
adenoviralen Genom assoziiert und unterstiitzt den Rezeptor-vermittelten Import der
viralen Erbinformationen in den Zellkern der Wirtszelle iiber drei NLS-Sequenz-
abschnitte im C-terminalen Bereich des Proteins. Es wird kontrovers diskutiert, ob
noch weitere virale oder zelluldre Proteine am nukledren Import des Ad-Genoms eine
Rolle spielen. Eine wichtige Komponente konnte das virale Terminale Protein (TP)
darstellen, dass jeweils mit den 5° Enden der Virus DNA verbunden ist und ebenfalls
ein NLS Signal enthdlt. Allerdings wird vermutet, dass dieses Protein nicht ausreicht,
um den Kerntransport des Ad-Genoms zu vermitteln. Deshalb wurde bislang nur eine
unterstiitzende Funktion dieser viralen Komponente diskutiert (Wodrich et al., 2006).
Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass erst durch die Dissoziation des viralen
pVII Proteins von der viralen DNA im Nukleus die Transkription eingeleitet werden
kann (Lee et al., 2003). Der genaue Mechanismus dieses Vorgangs ist allerdings noch

nicht aufgeklart.

Um im ersten Schritt zu untersuchen, ob die Interaktion von Daxx mit pVII durch
andere viralen Faktoren vermittelt wird, wurden Transfektionsexperimente durch-
gefiihrt (Abb. 42). H1299-Zellen wurden mit pVII-Konstrukten, die ein zusétzliches
HA-Epitop enthielten, transfiziert und 48 h p.t. geerntet. Gesamtzellextrakte wurden
hergestellt und Western Blot Analysen durchgefiihrt. Das zusatzlich getestete Plasmid
ppVII kodiert fiir die prozessierte Isoform des Core-Proteins. Es konnte beobachtet
werden dass sich die Daxx-Gleichgewichtskonzentration durch Kotransfektion von
pVII nicht verdndert (Abb. 42A). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass pVII und
seine prozessierte, um 24 AA N-terminal verkiirzte Isoform ppVII in ihrem
Laufverhalten im elektrophoretischen Feld nicht zu unterscheiden sind. Beide
Konstrukte exprimieren das jeweilige pVII Protein zu gleichen Verhiltnissen. Die
Untersuchungen zur Interaktion zwischen Daxx und pVII konnten zeigen, dass durch

endogenes Daxx sowohl das virale pVII (Abb. 42B, Spur 2) als auch das modifizierte

131



ERGEBNISSE

Protein ppVII (Abb. 42B, Spur 3) koimmunpréazipitiert wurden. Durch diesen Befund
konnte neben E1B-55K erstmals ein weiterer viraler Interaktionspartner von Daxx in

Transfektionsanalysen bestétigt werden.
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Abb. 42 Interaktion von Daxx mit dem Core Protein pVII in transfizierten H1299-
Zellen

H1299- Zellen (2x10¢Zellen) wurden mit 5 ug Daxx (Spur 1), sowie mit 5 ug des pVII-HA-Konstrukts
(Spur 2), 5 ug des ppVII-HA-Konstrukts (Spur 3) kotransfiziert, 48 h p.t. geerntet (4.2.5) und wie unter
4.5.2 beschrieben lysiert. Zur Uberpriifung der eingesetzten Gleichgewichtsmengen (A.) wurden jeweils
vom Gesamtzellextrakt 50 pg (pVII, p-Aktin) und 100 pg (Daxx) auf 12% SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt und Western Blot Analysen durchgefiihrt (4.6.4). B. Zur Koimmunprazipitation wurde 1 mg
Zelllysat zuvor mit dem Daxx-Antikdrper immunprézipitiert (4.6.5) und dann tiber 12%ige SDS-Gele
aufgetrennt, anschliefend auf Nitrozellulose tibertragen und mit Antikérpern gegen pVII inkubiert.

Um die bereits beobachtete Interaktion von Daxx mit pVII genauer zu analysieren
wurden zunédchst Infektionsreihen mit Ad5-Wildtypvirus H5pg4100 und den E1B-
Virusmutanen H5pm4149 sowie H5pm4102 in A549-Zellen durchgefiihrt und 20 h p.i.
geernet. Zundchst wurden Proteinexpressionsmengen durch Western Blot Analysen
tberprift (Abb. 43A) und Koimmunprazipitationsuntersuchungen mit Daxx (Abb.
43B) oder E1B-55K (Abb. 43C) durchgefiihrt. Die Untersuchungen bestdtigen die
Annahme einer E1B-55K-unabhédngigen Daxx/pVII-Bindung, da diese auch im E1B-
negativen Kontext beobachtet werden kann (Abb. 43B, Spur 3). Interessanterweise
konnte pVII in H5pg4100-infizierten Zellen durch E1B-55K préazipitiert werden. Damit

kann zum ersten Mal eine Interaktion dieser beiden viralen Proteine postuliert werden
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(Abb. 43C, Spur 2). Im Gegensatz dazu konnten im gleichen Ansatz nur sehr geringe
pVII-Proteinmengen durch Daxx immunprézipitiert werden (Abb. 43B, Spur 2).
Uberraschenderweise zeigten die Ergebnisse auflerdem eine verstirkte Interaktion
zwischen Daxx und pVII in H5pm4102-infizierten Zellen in denen E1B-55K nicht mehr
SUMO-modifiziert werden kann (Abb. 43B, Spur 4) verglichen zu Wildtyp-infizierten
Zellen (Abb. 43B Spur 2). Daher konnte vermutet werden, dass Daxx, E1B-55K und
pVlIl-abhédngig von der SUMO-Modifikation von E1B-55K miteinander im Komplex

vorliegen.
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Abb. 43 Interaktion von Daxx mit dem Core-Protein pVII in infizierten A549-Zellen

A549-Zellen wurden mit H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149 und H5pm4102 infiziert (moi
50; 4.3.4), 20 h p.i. geerntet (4.2.5) und wie unter 4.5.2 beschrieben lysiert. A. Zur Uberpriifung der
eingesetzten Gleichgewichtsmengen (A) wurden jeweils gleich viel Gesamtzellextrakt auf SDS-
Acrylamidgelen aufgetrennt (50 pg fiir E1B-55K, pVII, p53, f-Aktin und 100 pg fiir Daxx) und auf
Nitrozellulose transferiert, bevor sie mit entsprechenden Antikérpern inkubiert wurden (4.6.4). B und
C. Zur Koimmunprézipitation der verschiedenen viralen Proteine mit Daxx (B) oder E1B-55K (C)
wurde das Zelllysat vor dem Western Blot mit den jeweiligen Antikdrpern immunprézipitiert (4.6.5)
und dann tiber 15%ige SDS-Polyacrylamidgele aufgetrennt, auf Nitrozellulose iibertragen und mit dem
pVII-Antikorper inkubiert.
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Die Daten untersttitzen die Annahme, dafs je mehr SUMO-E1B-55K detektiert werden
kann, desto schlechter ist die Interaktion zwischen Daxx und pVII. Moglicherweise
kooperieren die drei Proteine iiber SUMO und SIM Interaktionen miteinander. Da im
Verlauf der frithen Ad5 Infektion die Konzentration an SUMO modifiziertem E1B-55K
stetig zunimmt (Lethbridge et al., 2003) konnte vermutet werden, dass Daxx von pVII
abdissoziiert und die E1B-55K/Daxx-Interaktion verstiarkt wird. Dies muss aber in

weiterfiihrenden Experimenten erst ndher untersucht werden.

5.5.3 Hemmung der Daxx-abhidngigen E1B-Promotor Repression durch
das virale Core-Protein pVII

Um mogliche FEinfliisse der pVII/Daxx-Interaktion auf die reprimierenden FEigen-
schaften von Daxx zu untersuchen wurden Reportergenanalysen durchgefiihrt. Dazu
wurden Daxx-negative Hep-Zellen wie unter 4.5 beschrieben, mit dem Plasmidvektor
pGL E1B-LUC, einem artifiziellen luziferaseabhingigen E1B-Promotorkonstrukt,

einem Daxx-Expressionsplasmids sowie pVII-Konstrukten kotransfiziert.

A B

120 -
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80

Luziferaseaktivitat (%)
[}
o

20
<pVIl
0
+ + +  Renilla-TK + + +  Renilla-TK
+ + + pGLE1B-LUC + + pGLE1B-LUC
+ + pDaxx + + pDaxx
+  pVil + pVi

Abb. 44 pVII blockiert Daxx-abhingige Repression von pGL E1B-LUC
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Hep shDaxx-Zellen wurden mit pRL-TK (interne Kontrolle), pGL E1B-LUC, Daxx und pVII nach der
PEI-Methode transfiziert (4.2.4.1). 48 h p.t. wurden die Zellen mit Lyse-Puffer (Promega)
aufgeschlossen und die Firefly-Luziferase-Aktivitdt mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega) bestimmt. Die Firefly-Luziferase-Aktivitit des Reporterplasmids pGL E1B-LUC wurde als
Positivkontrolle auf 100% normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhingigen
Versuchen.

Nach 48 h wurde die Aktivitdt der Firefly-Luziferase luminometrisch bestimmt und
die Messwerte gegen die interne Renilla-Luziferaseaktivitdt normalisiert (Abb. 44). Die
E1B-Promotoraktivitdt wurde auf 100% normiert. Konsistent mit den bereits gezeigten
Ergebnissen reprimiert Daxx den adenoviralen E1B-Promotor. Es konnten noch
Restaktivititen von 28% der Promotoraktivitdt detektiert werden (Abb. 44).
Interessanterweise zeigen die Ergebnisse, dass die Transkriptionsrate des
Reportergens durch Kotransfektion mit pVII-Konstrukten wieder verstarkt wurde.
Unter den gewdhlten Bedingungen wurde die E1B-Promotoraktivitit vollstindig

regeneriert im Vergleich zum Kontrollansatz ohne kotransfiziertes Daxx (Abb. 44).

Im Ganzen weisen die Beobachtungen dieses Reporterassays darauf hin, dass die
vermittelte intrinsische Repressoraktivitit von Daxx auf den viralen E1B-Promotor
durch pVII blockiert werden kann. Moglicherweise ist die Daxx/pVII-Interaktion ein
sehr frithes Ereignis im Verlauf der Ad5 Infektion und essenziell fiir die produktiven

E1B-Genexpression.

5.5.4 Daxx unterstiitzt die nukleire Akkumulation von pVII

Um eine mogliche Kolokalisation von Daxx und pVII zu untersuchen, wurden
Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt (Abb. 45). Dazu wurden Daxx-negative
Hepatozyten mit Expressionsplasmiden kodierend fiir Daxx und pVII kotransfiziert.
Die Zellen wurden 24 h p.t. fixiert und die jeweiligen Proteine immundetektiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass pVII in Hep shDaxx-Zellen hauptsdchlich zyto-
plasmatisch lokalisiert. Es konnten nur sehr geringe Konzentrationen des viralen
Proteins im Zellkern nachgewiesen werden. Die Untersuchung zeigte, dass pVII
hauptsdchlich diffus um den Nukleus der Wirtszellen nachgewiesen werden konnte

(Abb. 45b, c). Interessanterweise kommt es im Gegensatz dazu zu einer Anderung
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dieser Lokalisation durch Kotransfektion mit dem Daxx-Expressionsplasmid. pVII
konnte verstarkt im Zellkern in wenigen grofien punktférmigen Strukturen detektiert
werden (Abb. 45e, f). Zusdtzlich konnte Daxx dagegen in vielen kleineren
Aggregaten, moglicherweise PML-NBs detektiert werden. Diese Daten unterstiitzen
die Annahme, das Daxx moglicherweise ein zelluldrer Faktor ist, welcher den

nukledren Import des viralen Faktors pVII unterstiitzt.

Abb. 45 Lokalisation von Daxx und pVII in transfizierten Daxx-negativen Hepatozyten

Hep shDaxx-Zellen wurden mit pVII (a, b, ¢) und in Kombination mit Daxx (e, f, g) nach der PEI-
Methode transfiziert. 24 h p.t. wurden die Zellen methanolfixiert (4.6.6.1) und die jeweiligen Proteine
mit den entsprechenden Antikorpern immungefirbt. Diese wurden dann mit einem o-Kaninchen-
Texasrot- (pVII) oder FITC- (Daxx) gekoppelten Sekundarantikdrper detektiert. Der Zellkern wurde mit
dapi gefarbt und merge zeigt die Uberlagerungen der entsprechenden Farbkaniile.

Waéhrend der sehr frithen Phase der Ad5 Infektion konnte pVII moglicherweise die
nukleozytoplasmatische Pendelaktivitdt von Daxx ausnutzen und tiber Interaktion

mit dem zelluldren Faktor den Import des Ad5 Genoms verbessern.
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6 Diskussion

6.1 Die E1B-55K/Daxx-Interaktion fordert die vollstindige

Transformation primdrer BRK-Zellen

Nach heutigem Wissensstand ist die Transformation primérer Zellen durch humane
Adenoviren ein mehrstufiger Prozess, der durch das kooperative Zusammenwirken
der E1A- und E1B-Genprodukte gesteuert wird. Viele Ergebnisse deuten darauf hin,
dass E1A alleine fiir die Immortalisierung und partielle Zelltransformation
ausreichend ist (Gallimore et al., 1984; Haley et al., 1984; Moran et al., 1986). Wie bereits
in der Einleitung erwédhnt ist die Koexpression eines E1B-Genproduktes (E1B-19K,
E1B-55K) oder anderer kooperierender Onkoproteine wie beispielsweise aktiviertes
ras notig (Ruley, 1983), um den ElA-induzierten antiproliferativen Mechanismen
entgegenzuwirken und einen vollstindig transformierten Phanotyp zu generieren.
E1B-Genprodukte sorgen somit fiir die Progression und Aufrechterhaltung des
vollstdandig transformierten Phanotyps und blockieren den ElA-induzierten Zelltod
(Chinnadurai, 1998; White, 1998; Williams et al., 1995). Das E1B-19K-Protein ist dem
zelluldren Proto-Onkogen Bcl-2 funktionell &hnlich und interagiert mit den
Apoptoseregulatoren Bax und CED4. Obwohl E1B-19K nicht direkt mit p53
interagiert, kann es tiber einen noch unbekannten Mechanismus die p53-induzierte
Transrepression autheben, die tiber den C-Terminus des Tumorsuppressorproteins

vermittelt wird (White, 1996).

Dem klassischen Modell zufolge korreliert die transformationsférdernde Wirkung
von E1B-55K mit dessen Fahigkeit, den Tumorsuppressor p53 zu binden und die
Transkription p53-abhédngiger Promotoren zu reprimieren (Sarnow et al., 1984; Yew et
al., 1992a; Yew et al., 1994a). In diesem Zusammenhang wird vermutet, dass diese
Verringerung der Transkription durch die Interaktion mit einem zusitzlichen

zelluldren Korepressor vermittelt werden konnte (Martin et al., 1999a). Da p53 aus
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dem Zellkern in ein zytoplasmatisches perinukledres Proteinaggregat sequestriert
wird (Blair-Zajdel et al., 1988; Zantema et al., 1985a), kommt es moglicherweise zur
Inaktivierung des Tumorsuppressorproteins. Die Rolle dieser zytoplasmatischen
Restriktion von p53 ist aber immer noch unklar. Interessanterweise scheint in diesem
Zusammenhang die intrinsische nukledre Pendelaktivitit von EIB-55K von
Bedeutung zu sein. Diese wird zumindest teilweise durch das NES sowie die
posttranslationale SUMO-1 Modifikation des E1B-55K-Proteins vermittelt.
Interessanterweise fiihrt die Inaktivierung des nukledren Exportsignals zu einer
Akkumulation von E1B-55K im Zellkern sowie zu einer erhohten SUMO-Modifikation
des viralen Proteins. Diese Beobachtungen scheinen direkt gekoppelt zu sein mit einer
erhohten Repression p53-abhdngiger Transkription und vollstindiger Transformation

in Kooperation mit E1A (Endter et al., 2005; Endter et al., 2001; Hartl et al., 2008).

Die Bindungsstudien dieser Arbeit zeigten, dass die eingefiihrten AS-Austausche
KK185/187AA und E472A im E1B-Polypeptid einen negativen Einfluss auf die
Wechselwirkung des viralen Proteins mit Daxx haben (siehe 5.1.2). In diesen Unter-
suchungen konnten zwei hoch-konservierte Daxx-Interaktionsmotive im E1B-55K-
Genprodukt identifiziert werden, da beide E1B-Varianten (KK185/187AA, E472A) im
Gegensatz zum Wildtypprotein nicht mehr an Daxx binden (siehe 5.1.2, Abb. 9). Die
E1B-55K/Daxx-Interaktion hat aber keinen Einfluss auf die Bindung mit p53 (siehe
5.1.2.2, Abb. 12). Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass die beiden E1B-
Mutanten die p53-abhédngige Transkription analog zum Wildtyp-Protein vollstandig
inhibieren (siehe 5.1.2.3, Abb. 13).

Durch frithere Arbeiten ist bereits bekannt, dass zahlreiche Repressoren ihre Funktion
durch die Interaktion mit Korepressoren tibermitteln. Diese rekrutieren beispielsweise
HDACG:s an die jeweiligen Promotoren, um die Transkription durch Modifikation des
Chromatins zu hemmen (Alland et al., 1997; Hassig et al., 1997; Heinzel et al., 1997).
Durch die spezifische Interaktion von Ad2 E1B-55K mit dem Korepressor mSin3A
wird die Deacetylierung von Histonen durch HDACs katalysiert und die

Genexpression reguliert (Punga et al., 2000). Da bereits eine Homologie von Daxx zu
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mSin3A sowie eine Interaktion mit HDACs nachgewiesen werden konnte (Hollenbach
et al., 2002), wurde uberpriift, ob die AS-Austausche KK185/187AA und E472A die
intrinsische Repressoraktivitdt des E1B-55K-Proteins beinflussen. Diese Aktivitét ist
unabhéngig von p53 und wird durch den C-terminalen Bereich des viralen Proteins
tiber die Wechselwirkung mit zelluldren Korepressoren vermittelt (Martin et al.,

1999a).

Wiéhrend E1B-55K in der Lage ist die p53-unabhéngige Transkription fast vollstandig
zu inhibieren, war diese Fahigkeit der E1B-Mutanten KK185/187AA und E472A stark
reduziert (siehe 5.1.2.3, Abb. 14). Interessanterweise wird die intrinsische Repressor-
aktivitdt des E1B-55K-Proteins durch die Interaktion mit Daxx um 40% erhoht (siehe
5.1.2.3, Abb. 14). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass
Daxx die p53-unabhdngige Repressorfahigkeit von E1B-55K fordert. An dieser
Repression konnte der zellulire Faktor ATRX (a-thalassemia/mental retardation
syndrome protein) beteiligt sein. ATRX und Daxx sind die Komponenten eines
nukledren Komplex, welcher in der Nidhe des Heterochromatins lokalisiert (Ishow,
2004). Die Assemblierung beider Proteine fiihrt zu einer Modifikation des Chromatins
und daraufhin zur Reprimierung der Genexpression auf transkriptioneller Ebene
(Xue, 2003; Tang, 2004). Da es erste Hinweise auf eine Interaktion zwischen E1B-55K
und ATRX gibt, wére es vorstellbar, dass die intrinsische reprimierende Eigenschaft
des viralen Proteins durch die Interaktion mit Daxx und Rekrutierung des nukledren

Daxx/ ATRX-Komplex vermittelt wird.

Einen hoch-interessanten Phéanotyp zeigten die Daxx-Bindemutanten KK185/187AA
und E472A bei der Uberpriifung des transformierenden Potenzials von E1B-55K in
Kooperation mit E1A. Obwohl die E1B-Mutanten p53-abhéngige Promotoren (siehe
5.1.2.3, Abb. 13) reprimierten, sind sie im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr in der
Lage die Focus-Bildung zu steigern (siehe 5.1.2.4, Abb. 15). Dieses Ergebnis ist nicht
auf die Inhibition des Tumorsuppressors p53 durch Hemmung der Interaktion
zwischen E1B-55K und p53 (siehe 5.1.2.2, Abb. 12A) oder auf die Repression p53-
abhangiger Transkription zurtickzuftihren (siehe 5.1.2.3, Abb. 13).
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Das transformierende Potenzial von E1B-55K kann auch tiber p53-unabhéngige
Mechanismen vermittelt werden. Es gibt Hinweise, dass die Bindung von E1B-55K an
Mrell, eine zentrale Rolle fiir die vollstandige Transformation primadrer BRK-Zellen in
Kooperation mit E1A spielt. Dies kann aber fiir die beiden E1B-55K/Daxx-
Bindemutanten ausgeschlossen werden, da fiir beide E1B-Varianen eine Interaktion
mit Mrell nachgewiesen wurde (siehe 5.1.2.2, Abb. 12B).

Die Phédnotypen von KK185/187AA und E472A unterstiitzen somit die Annahme,
dass E1B-55K {iber einen neuen Mechanismus zur vollstindigen Transformation,

unanhéngig von p53 und vermutlich auch unabhéngig von Mrell, beitragt.

Wahrscheinlich sind an diesem Vorgang noch andere zelluldre Proteine beteiligt. Da
Daxx die intrinsischen reprimierenden Eigenschaften von E1B-55K auf trans-
kriptioneller Ebene verstdrkt (siehe 5.1.2.3, Abb. 14), konnte so die Expression anderer
zelluldrer Komponenten E1B-55K/Daxx-abhidngig gehemmt werden. Mogliche
Faktoren konnten die Daxx-Interaktoren Mdm?2 oder Usp7 darstellen. In klassischen
Transformationexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die Depletion von
Usp7 mittels sShARNA zu einem transformationsférdernden Phanotyp fiihrt (Koyuncu,
2009a). Beobachtungen fritherer Arbeiten konnten zeigen, dass Daxx direkt mit p53
und Mdm?2 interagiert. Die Stabilisierung von Mdm2 durch Daxx fiihrt zur
verstirkten Mdm2-vermittelten Ubiquitinylierung des Tumorsuppressors p53 und
dessen Einschleusung in den proteasomalen Abbau (Ronai, 2006). Moglicherweise hat
die Interaktion von E1B-55K mit Daxx sowie p53 einen positiven Einfluss auf die
intrazelluldre Kolokalisation von Daxx, p53 und Mdm?2. Dies wiirde zur verstiarkten
Ubiquitin-Modifikation des Tumorsuppressors fithren und neben dem EI1B-
55K/ E4orf6-E3-Ubiquitinligase-vermittelten Mechanismus zum p53-Abbau fiihren.
Die Interaktion von E1B-55K mit Daxx und wie bereits bekannt mit Usp7 konnte
ebenfalls zu einer rdumlichen Anndherung beider zellulirer Komponenten fiihren.
Dies witirde zur Stabilisierung von Mdm2 durch Usp7-vermittelte De-
ubiquitinylierung fithren und ebenfalls den Abbau von p53 einleiten. Dieser
Vermutung widersprechen aber Ergebnisse fritherer Untersuchungen, die zeigen

konnten, dass in Ad2/5 (Subgruppe C)-transformierten Saugerzellen vermehrt p53 in
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zytoplasmatischen Aggregaten nachgewiesen werden konnte (Blair-Zajdel et al., 1988;

Zantema et al., 1985a).

Weiterhin ist bereits bekannt, dass Daxx mit CKII (Casein Kinase II) interagiert und
dieser Faktor fiir die Phosphorylierung von E1B-55K nétig ist (Zhao et al., 2003).
Moglicherweise ist die E1B-55K/Daxx-Interaktion fiir diese Modifikation fordernd,
verstarkt so die E1B-vermittelte Repression der p53-abhidngigen Transkription

(Teodoro et al., 1997b) und damit E1A /E1B-abhdngige Transformation.

Daxx wurde erstmals als FAS-Rezeptor (CD95)-bindender Faktor der FAS-abhéngigen
Apoptose identifiziert und stellt das Adapterprotein zwischen dem stressinduzierten
JNK (c-Jun N-terminale Kinase)- und dem FAS-abhidngigen Zelltod dar (Yang et al.,
1997). Durch den E1B-55K-vermittelten Abbau von Daxx (siehe 5.3.1, Abb. 27) konnte
dieser Apoptosemechanismus inhibiert werden. Aufierdem konnte gezeigt werden,
dass die Daxx-vermittelte Aktivierung des c-Jun Kinase Signalweges durch Mitglieder
der Bcl-2 Proteine gehemmt wird (Yang et al., 1997). Da ein weiteres virales Gen-
produkt der E1-Region, E1B-19K ein Bcl-2 homologes Protein darstellt, konnte man
vermuten, dass dessen antiapoptotische Eigenschaften mit der Modulation und dem
Abbau von Daxx in Zusammenhang stehen. Zusitzlich zur Repression p53-
abhdngiger Transkription wird auf diese Weise Apoptose verhindert. Da E1B-55K fiir
den Abbau von Daxx verantwortlich ist, konnte dadurch Apoptose verhindert und ein

transformationsférdernder Phanotyp untersttitzt werden.

Zusammenfassend lasst sich festzstellen, dass die Interaktion von E1B-55K mit dem
zelluldiren Faktor Daxx notig ist, um in Kooperation mit E1A vollstindige
Transformation einzuleiten. Damit konnte die Vermutung bestdtigt werden, dass
PML-NBs oder assoziierte Faktoren am Transformationsvorgang direkt beteiligt sind
(Endter et al., 2001). Die Lokalisation von E1B-55K zusammen mit p53, Mrell und
Daxx in den PML-NBs und die direkte Wechselwirkung mit diesen Faktoren ftihrt zur
zentralen Stellung der PML-NBs in der Ad5 E1A/E1B-vermittelten Transformation.
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Letztendlich scheint die Analyse weiterer PML-NB-Komponenten notig, um alle

Mechanismen der E1A/E1B-abhidngigen Ad5 Onkogenese zu verstehen.

6.2 Daxx ist ein zelluldrer Repressor der Ad5-Replikation

Frithere Arbeiten zeigten, dass sich virale Replikationszentren vieler DNA- und RNA-
Viren in unmittelbarer Ndahe zu den PML-NB-Kernstrukturen befinden (Maul, 1998).
Von besonderem Interesse ist hierbei die Beobachtung, dass PML-NBs im Verlauf der
Virusinfektion durch virale Proteine umorganisiert oder zerstort werden, um
moglicherweise antivirale Schutzmechanismen der Zelle auszuschalten (Everett, 2001;
Everett et al., 2006; Regad et al., 2001a). Wie bei Adenoviren konnten bereits bei
Humanen Papillomviren (HPV; Florin et al., 2002), Herpes-Simplex Viren Typ-1 (HSV-
1; Everett et al., 2006), Humanen Cytomegalie Viren (HCMYV; Tavalai et al., 2008;
Woodhall et al.,, 2006), Varizella-Zoster Viren (VZV; Kyratsous et al., 2009) und

komplexen Retroviren wie den Humanen Immundefizienzviren Typ 1 (HIV-1; Huang
et al., 2008) sehr komplexe Vorginge identifiziert werden, um den PML-NB-

vermittelten antiviralen Mechanismen der Wirtszelle entgegenzuwirken.

Im Falle von HCMV konnte Daxx bereits als zelluldrer Repressor der viralen
Replikation und Zielprotein viraler Faktoren identifiziert werden. In diesen
Untersuchungen wurde gezeigt, dass Daxx den viralen major immediate early promotor
(MIEP) reprimiert und dadurch die frithe virale Genexpression hemmt (Preston et al.,
2006). Daxx vermittelt die Rekrutierung von HDACs an den viralen Promotor tiber
den Transkriptionfaktor Etsl durch Interaktion mit beiden zelluldren Komponenten
(Hollenbach et al., 2002; Li et al.,, 2000b) und vermittelt eine HDAC-assoziierte
Modifikation des Chromatins (Hollenbach et al., 2002; Tang et al., 2003). Daxx wird
vom viralen Tegument-Protein pp71 gebunden und Ubiquitin-unabhingig
proteasomal degradiert (Cantrell et al., 2006; Hwang et al., 2007). Diese Arbeit zeigt,
dass auch die Replikation von Adenoviren durch Daxx gehemmt wird (siehe 5.2.2).
Aufgrund der Daten kann angenommen werden, dass diese Repression der viralen

Genexpression von Daxx bereits auf der Ebene der DNA-Synthese und Transkription
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moduliert wird (siehe 5.2.4, Abb. 23). Da Daxx bereits den frithen Ad5 E1B-Promotor
negativ reguliert (siehe 5.2.7, Abb. 26) konnte ein dhnlicher Mechanismus wie fiir

HCMV vermutet werden.

Das Fehlen der E1B-55K-Expression in der frithen Phase der adenoviralen Infektion
fithrt zur Beeintrachtigung der viralen Replikation. Folglich kommt es unter anderem
zur Einleitung von Zellzyklusarrest und Apoptose (Debbas et al., 1993; Lowe et al.,
1993; Rao et al., 1992; Stracker et al., 2002; White, 1998). Wahrend der frithen viralen
Infektion scheint die Repression des E1B-Promotors vom viralen Protein pVII
unterdriickt zu werden (siehe 5.5.3, Abb. 44). Es ist bereits bekannt, dass die virale
DNA-Synthese mit dem Abdissoziieren von pVII vom Ad5 Genom eingeleitet wird
(Lee et al., 2003). Da Daxx keine eigene DNA-Bindedomine aufweist konnte man
vermuten, dass durch das Umlokalisieren von pVII auch Daxx vom Genom entfernt

wird und die reprimierende Funktion dadurch unterdrtickt werden kann.

6.3 Proteasomaler Abbau von Daxx in Ad5-infizierten Zellen

Der EI1B-55K/E4orf6-Proteinkomplex reguliert die virale Genexpression auf
posttranslationaler Ebene, indem er den proteasomalen Abbau der zelluldren Proteine
p53, Mrell, DNA-Ligase IV und Integrin a3 induziert (Baker et al., 2007; Blanchette et
al., 2004; Dallaire et al., 2009; Harada et al., 2002; Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997b;
Querido et al., 1997a; Querido et al., 1997b; Steegenga et al., 1998; Stracker et al., 2002).
Interessanterweise zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Daxx-
Proteinkonzentration wahrend der Ad5 Wildtyp Infektion ebenfalls reduziert wird
(siehe 5.3.1, Abb. 27). Im Unterschied zu p53 und Mrell, zeigten die Daten eine
Abbau von Daxx auch in Abwesenheit von Edorf6. Dies deutet darauf hin, dass die
Daxx-Reduktion nicht oder nur teilweise mit dem vorher beschriebenen Modell des
E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase-vermittelten Abbaus von Substratproteinen tiber-
einstimmt. Zudem spielen die 26S-Proteasomen beim Abbau von Daxx eine wichtige

Rolle, da dieser durch die Zugabe von Proteasomeninhibitoren verhindert werden

kann (siehe 5.3.3, Abb. 29).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Daxx im Gegensatz zu Mrell (Araujo et al.,
2005) nicht durch E1B-55K und E4orf3 an zytoplasmatische Aggresomen-dhnliche
Strukturen in kernnahen Bereichen der Zelle sequestriert wird, um dort abgebaut zu

werden (siehe 5.3.7, Abb. 29).

Die Assemblierung der E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase ist von zwei
konservierten BC-Box Motiven im E4orf6-Protein abhidngig, welche die Verbindung
zu Elongin B und C herstellen (Blanchette et al., 2004; Blanchette et al., 2008).
Interessanterweise konnte auch im E1B-55K-Protein bereits eine BC-Box identifiziert
werden (siehe 2.3.4, Abb. 6). Moglicherweise ist dieses Motiv ausreichend, um eine
E4orf6-unabhidngige Verbindung mit Elongin B, C und weiteren zelluldren Faktoren
wie Cullin-5 (siehe 5.3.5, Abb. 32) einzugehen, um eine E3-Ubiquitinligase

herzustellen und dadurch Daxx dem proteasomalen Abbau zuzufiihren.

Die Daten dieser Arbeit lassen die Vermutung zu, dass dem Daxx-Abbau
unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen konnten. Moglicherweise ist die
Assemblierung der E1B-55K/E4orf6-E3-Ubiquitinligase oder einer E1B-55K-E3-
Ubiquitinligase von der SUMO-Modifikation des E1B-55K-Proteins abhédngig. Neueste
Arbeiten zeigen, dass die Mutation des nukledren Kernexportsignal von E1B-55K zu
einer verstirkten SUMO-Modifikation des viralen Proteins sowie zu einem
verzogerten p53-Abbau fiihrt (Kindsmiiller et al., 2006). Durch Western Blot Analysen
konnte gezeigt werden, dass die SUMOylierung von E1B-55K den Daxx-Abbau
positiv beeinflusst (siehe 5.3.6, Abb. 33). Dies ldsst vermuten, dass durch zunehmende
SUMO-Modifikation des E1B-55K-Proteins die Assemblierunug des E1B-55K/E4orf6-
E3-Ligasekomplexes gehemmt wird und vermehrt E1B-55K-abhidngiger, E4orf6-
unabhéngiger Abbau von Substratproteinen stattfindet. Da sich die BC-Box von E1B-
55K und die Interaktionsstelle von p53 im E1B-55K-Protein tiberlappen (siehe 2.3.4,
Abb. 6), konnte p53 nur durch Interaktion mit E4orf6 (Dobner et al., 1996) in den

Abbauweg eingeschleust werden.
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Eine weitere Moglichkeit ergibt sich aus der Tatsache, dass E1B-55K durch Interaktion
mit einem noch unbekannten Faktor weitere zelluldre Ligasekomplexe rekrutiert, die
zur Daxx-Ubiquitinylierung und zum proteasomalen Abbau fithren konnten. Eine
mogliche zelluldre E3-Ubiquitinligase wiirde RNF8 darstellen, fiir das bereits virale
Bindungspartner identifiziert wurden (personliche Mitteilung, Matthew Weitzman).
Es konnte bereits ein moglicher Zusammenhang zwischen der SUMOylierung von
Proteinen und dadurch ausgeldster Rekrutierung von Ubiquitin, Proteasomen und E3-
Ubiquitinligasen gezeigt werden (Lallemand-Breitenbach et al., 2008). Aufierdem
konnte eine verstiarkte Kernlokalisation des viralen Proteins, aber auch die SUMO-
abhéangige Lokalisation von E1B-55K an den PML-NBs noétig fiir das Einschleusen von
Daxx in den proteasomalen Abbau sein. Moglicherweise steht der Daxx-Abbau bei
Anwesenheit von SUMO-modifizierten E1B-Formen in engem Zusammenhang mit
der veranderten E1B-55K-Lokalisation, welche von der posttranskriptionellen Modifi-
kation des viralen Proteins abhidngig ist. Die SUMO-Modifikation von E1B-55K ist fiir
die nukledre Akkumulation des viralen Proteins notig und fiihrt zur Lokalisation an
den PML-NBs im Zellkerns (Endter et al., 2005; Endter et al., 2001). Da Daxx im
Nukleus ebenfalls an diesen Kernstrukturen nachzuweisen ist, wire es denkbar, dass
dies die Interaktion beider Komponenten unterstiitzt und dadurch ein effizienterer

Abbau beobachtet werden kann.

Schliefdlich konnte vermutet werden, dass die Reduktion der Daxx-Proteinmengen mit
einer E1B-vermittelte Daxx-Sequestrierung in die nukledre Matrix oder in andere
unlosliche Zellkompartimene in Zusammenhang gebracht werden konnte. Dies ist
jedoch ausgeschlossen, da durch die Behandlung der Zellen mit dem Proteasomen-
inhibitor MG-132, Daxx sowie klassische Substrate wie Mrell wieder angereichert
werden. Im Ganzen zeigen die Ergebnisse somit, dass Daxx tiber einen E1B-55K-
vermittelten, Cullin-5-abhédngigen, Ubiquitin-abhéngigen proteasomalen Mechanis-

mus abgebaut wird.
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6.4 Daxx interagiert mit pVII und L4-100K in Ad5 infizierten
Zellen

E1B-55K ist fiir die produktive Ad5-Replikation essenziell und erfiillt die meisten
seiner Funktionen vor allem in der spdten Phase des Infektionszyklus. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Ad5-Wildtypvirus und die untersuchten
E1B-Virusmutanten, einschliefilich der E1B-Deletionsmutante H5pm4149 etwa die
gleiche Menge an viraler DNA bildeten (siehe 5.4.2, Abb. 37B). Auch die Initiation der
viralen DNA-Synthese fand bei allen Virusmutanten etwa zur selben Zeit statt.
Frithere Untersuchungen zeigten bereits, dass E1B-55K seine fiir die virale Replikation
entscheidenden Funktionen erst nach dem Einsetzen der viralen DNA-Synthese in der
spdten Phase des Replikationszyklus austibt (Goodrum et al., 1997; Goodrum et al.,
1998). Virusmutanten ohne funktionelles E1B-55K, zeigen erhebliche Defekte bei der
Synthese viraler Strukturproteine und bei der Produktion von Nachkommenviren, da
u.a. in der spaten Phase der Infektion der selektive Transport viraler mRNA vom Kern
ins Zytoplasma nicht gefordert werden kann (Babiss et al., 1985; Leppard et al., 1989;
Pilder et al., 1986a; Pilder et al., 1986b; Yew et al., 1990). Interessanterweise konnte bei
beiden E1B-Virusmutanten mit verdndertem Daxx-Interaktionsmotiv kein negativer
Effekt auf die Synthese spéter viraler Strukturproteine (siehe 5.4.2, Abb. 38) und die
Produktion von Nachkommenviren (siehe 5.4.2, Abb. 37A) beobachtet werden.

Da in weiteren Untersuchungen jedoch festgestellt wurde, dass auch in H5pm4197-
und H5pm4198-infizierten Zellen eine indirekte Interaktion zwischen E1B-55K und
Daxx (siehe 5.4.3, Abb. 40C) durch pVII oder L4-100K vermittelt wird (siehe 5.5.1, Abb.
41), kann keine Aussage iiber die Funktion der E1B-55K/Daxx-Bindung wé&hrend der
adenoviralen Infektion gemacht werden. Moglicherweise spielt die E1B-55K/Daxx-
Interaktion und die damit verbundene Sequestrierung von Daxx aus den PML-NBs
eine wichtige Rolle bei der Ad5-Replikation und wird durch zusitzliche virale
Faktoren sichergestellt. Um einen moéglichen Phanotyp von H5pm4197 und H5pm4198
in infizierten Zellen genauer untersuchen zu konnen, miisste im Vorfeld die

Interaktion von Daxx mit den viralen Komponenten L4-100K, pVI oder pVII durch
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das Einfiihren von Mutationen verhindert werden.

Das spite adenovirale Protein L4-100K ist fiir das Abschalten der zelluldren Synthese
verantwortlich, indem es den Cap-Initiationskomplex inhibiert und die virale
Translation tiber den TPL (tripartite leader) unterstiitzt. Durch die Interaktion von L4-
100K mit dem Carboxyterminus des Initiationsfaktor elF4G wird die Anlagerung der
Mnkl Kinase an den Initiationskomplex vehindert und elF4E dephosphoryliert
(Cuesta et al., 2004). Der Grund fiir das Abschalten der zelluldren Proteinsynthese ist
also die Inaktivierung des Initiationsfaktors elF4E, der fiir die Translation von
Transkripten mit einer 5°-Cap-Struktur essenziell ist. Virale Transkripte werden mit
Hilfe des TPL unabhingig von elF4E weiter translatiert (Dolph et al., 1990; Dolph et al.,
1988; Logan et al., 1984). Bislang hat man angenommen, dass eine mogliche
Interaktion zwischen den viralen Faktoren E1B-55K und L4-100K Protein einen
Einfluss auf die selektive Translation spiter viraler Transkripte haben (Koyuncu,
2009b). In Abwesenheit von EI1B-55K konnte festgestellt werden, dass der
Initiationsfaktor eI[F4E phosphoryliert bleibt (Zhang et al., 1994). Folglich konnte das
E1B-55K-Protein an der Dephosphorylierung des Initiationsfaktors elF4E und somit
an der Regulation der Translation beteiligt sein. Die genaue Funktion ist jedoch noch
unklar (Harada et al., 1999). In dieser Arbeit konnte erstmals eine E1B-unabhéngige
(H5pm4149) Interaktion zwischen L4-100K und Daxx beobachtet werden (siehe 5.5.1,
Abb. 41). Daxx konnte somit auch eine entscheidende Rolle bei der selektiven
Translation viraler Transkripte spielen (Xi et al., 2004; Xi et al., 2005). Moglicherweise
hemmt Daxx die Dephosphorylierung von elF4E und damit die Cap-unabhéngige
selektive Translation spdter viraler Transkripte. Vermutlich gibt es einen
Zusammenhang zwischen der L4-100K/Daxx-Interaktion und dem reprimierenden
Effekt des zelluldren Repressors auf die virale Replikation, wie sie in transformierten
und nicht-transformierten Zellen bereits beobachtet werden konnte (siehe 5.2.1 bis

5.2.6).

Weiterhin ist aufféllig, dass in H5pm4197- und Hb5pm4198-infizierten Zellen im

Gegensatz zu Mrell und p53, kein Daxx-Abbau nachgewiesen werden konnte (siehe
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5.4.2, Abb. 39). Dies ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass eine direkte Interaktion

von E1B-55K mit Daxx notig ist, um den proteasomalen Abbau zu initiieren.

Durch diese Untersuchungen konnte moglicherweise ein allgemeiner Mechanismus
von DNA Viren zur Inaktivierung von Daxx als Schutzmechanismus der Wirtszelle

identifiziert werden.

6.5 Daxx: ein zentraler negativer Regulator der produktiven

lytischen Infektion von Ad5

Zusammenfassed zeigen diese Untersuchungen, dass Daxx eine zentrale Rolle im
produktiven Ad5-Lebenszyklus spielt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals
gezeigt werden, dass die vielfdltigen Eigenschaften des zelluldren Faktors Daxx von
den viralen Komponenten E1B-55K, pVII und L[4-100K moduliert werden, um
maximale Virusproduktion sicherzustellen. Nach einem vorldufigem Modell lassen

sich diese Vorgange in mehrere Schritte einteilen.

Daxx kooperiert mit dem Core-Protein pVII vermutlich schon in einer sehr frithen
Phase der Infektion, um moglicherweise den Import des viralen Genoms in den
Zellkern der Wirtszelle zu verbessern (Abb. 46 Schritt 1; siehe auch 5.5.2, Abb. 42 und
43; 5.5.4, Abb. 45). Diese Annahme wird durch die Beobachtung gesttitzt, dass Daxx
durch bestimmte Stressfaktoren, u. a. durch das Eindringen von Viruspartikeln oder
fremder DNA in die Wirtszelle, an die PML-NB-Kernstrukturen rekrutiert wird, um
dort zusammen mit PML den Zelltod zu initiieren (Takahashi et al., 2004).
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Schritt 1:

Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

—

v ~ A <

E3-Ubiquitin Ligase

Abb. 46 Mogliche Funktionen von Daxx im produktiven Ad5-Replikationszyklus

Beschreibung siehe Text.
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Demzufolge konnte Daxx im 2. Schritt nur wenn es an den PML-NBs lokalisiert,
proapoptotische Eigenschaften vermitteln und den programmierten Zelltod einleiten
(Kawai et al., 2003). Es konnte beobachtet werden, dass sich Replikationszentren vieler
Viren in der Néahe der zelluliren PML-NBs befinden. Demzufolge konnte Daxx
moglicherweise als Transportprotein fiir den Import der Ad5-DNA genutzt werden.
Vermutlich gelangt das adenovirale Genom komplexiert an pVII tiber den zelluldren
Faktor Daxx vom Zytoplasma zu den PML-Kernstrukturen, in deren unmittelbarer
Nahe spater die viralen Replikationszentren nachzuweisen sind (Abb. 46 Schritt 2).
Durch die Bindung von Daxx an pVII wird vermutlich auch dessen reprimierender

Effekt auf den viralen E1B-Promotor gehemmt (Abb. 46 Schritt 2; siehe 5.5.3, Abb. 44).

Die Ergebnisse legen auflerdem die Vermutung nahe, dass Daxx mit pVII und E1B-
55K in einem ndchsten Schritt moglicherweise tiber die SUMO-Modifikation von E1B
regulierten Mechanismus interagieren (Abb. 46 Schritt 3; siehe 5.5.2, Abb. 43). Im
Verlauf der Virusinfektion kommt es zur Bindung zwischen E1B-55K und Daxx (siehe
5.1.1, Abb. 7). Vermutlich nimmt diese Interaktion mit steigender E1B-SUMOylierung
zu und fiihrt zur Hemmung der Kooperation zwischen Daxx und pVII (siehe 5.5.2,
Abb. 43). Da Daxx nur aufierhalb der PML-NBs antiapoptotische Funktionen
vermittelt (Kawai et al, 2003) konnte die Interaktion von Daxx mit dem

antiapoptotischen E1B-Protein, den Apoptosemechanismen entgegenwirken (Zhao et

al., 2003).

Im letzten Schritt kommt es im Verlauf der Ad5-Infektion zum Abbau von Daxx,
vermittelt tiber einen Cullin-5-, Ubiquitin-abhdngigen Mechanismus. Diese Reduktion
der Daxx-Proteinmengen ist von E1B-55K und dessen SUMO-Modifikation abhdngig
(Abb. 46 Schritt 4; siehe 5.3.3, Abb. 29; siehe 5.3.5, Abb. 32siehe 5.3.6, Abb. 33; siehe
5.4.3, Abb. 40). Erstmals wurde neben dem klassischen E1B-55K/E4orf6-abhiangigen-
E3-Ubiquitinligase-vermittelten Mechanismus ein neuer E1B-abhidngiger Weg fiir das

Einschleusen zelluldrer Substrate in den proteasomalen Abbau gefunden.
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