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Zusammenfassung

Das humane Adenovirus Typ 5 gilt als Modellsystem zur Analyse der Funktionen viraler On-
koproteine bei der Zelltransformation. Hierbei vermitteln Proteine der E1-Region (E1A und
E1B) entscheidende Schritte im Transformationsprozess wie die Initiierung der Zellzykluspro-
gression und Inaktivierung antiproliferativer Mechanismen der Wirtszelle. Aber auch Genpro-
dukte der E4-Region (E4orf3 und E4orf6) sind durch ihre Interaktionen mit unterschiedlichen
zellulären Faktoren in wichtige zelluläre Mechanismen wie DNA-Reparatur, Zellzykluskon-
trolle und Apoptose involviert und tragen hierdurch zur Transformation bei. Kooperierend
mit den Proteinen der E1-Region sind beide E4-Proteine in der Lage, die Transformation zu
verstärken, wobei die transformierten Zellen Charakteristika einer vollständigen onkogenen
Transformation zeigen. Im E4orf6 Protein wurde der C-Terminus, die Onkodomäne, hierfür
als ausreichend befunden.
Da die Funktionen der viralen Proteine in der Transformation und in der Virusinfektion eng
miteinander verknüpft sind, war es von Interesse, den Einfluss dieser Domäne des E4orf6
Proteins in der Virusinfektion zu untersuchen. Hierfür wurden Virusmutanten, die nur die-
sen Teil des E4orf6 Proteins enthalten, hergestellt und charakterisiert. Die Ergebnisse zeigen,
dass der C-Terminus von E4orf6, die Onkodomäne, nicht ausreichend ist, die verschiedenen
Aufgaben von E4orf6 in einer produktiven Virusinfektion zu erfüllen. Besonders der Verlust
der Fähigkeit, zusammen mit E1B-55K und zellulären Proteinen eine E3-Ubiquitin-Ligase zu
assemblieren, durch die Substrate wie p53 und Mre11 dem proteasomalen Abbau zugeführt
werden können, ist hierfür vermutlich entscheidend. Jedoch auch der von der Ligasefunktion
abhängige Export viraler mRNAs, für den E4orf6 und E1B-55K entscheidend sind, spielt mög-
licherweise eine Rolle. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kommt es bei der Infektion mit den
neu generierten Virusmutanten zu einer deutlich reduzierten Synthese später Strukturproteine
und einer ineffizienten Produktion viraler Partikel.

Das E4orf6 Protein ist für die produktive Infektion sehr wichtig und spielt eine Rolle auf allen
Ebenen der Genexpression. Dabei besitzt es sowohl E1B-55K abhängige als auch -unabhängige
Funktionen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine bisher unbekannte Funktion dieses
Proteins bei der Regulation der Transkription viraler Promotoren hin. Dafür spricht die In-
teraktion mit dem zellulären Transkriptionsfaktor HoxB7. Dieses Genprodukt wurde in der
vorliegenden Arbeit als neuer Interaktionspartner von E4orf6, aber auch von E1A, E2A und
E4orf6/7 identifiziert. Scheinbar aktiviert das Protein in der frühen Phase der Infektion die
Transkription der frühen viralen Promotoren und ist damit ein positiver Faktor für eine effizi-
ente Virusinfektion. Durch die Interaktionen mit den unterschiedlichen viralen Proteinen im
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Verlauf der Infektion wird diese Aktivität möglicherweise reguliert. In dieser Arbeit wurde ge-
zeigt, dass das Fehlen von HoxB7 eine verringerte Aktivität der viralen Promotoren, besonders
von E1A und E2, induziert. Als Folge hiervon sind auch die Mengen früher viraler mRNAs
sowie früher und später viraler Proteine reduziert und eine effiziente Produktion infektiöser
Virusnachkommen ist nicht mehr möglich.

Auch die Transformation durch adenovirale Onkogene scheint, wie die Ergebnisse der Arbeit
zeigen, von HoxB7 beeinflusst zu werden. Die durch das E4orf6 Protein verursachte verstärk-
te Transformation kann allerdings nicht durch die Interaktion von HoxB7 mit dem viralen
Protein erklärt werden. Möglicherweise spielt hier die Interaktion von E4orf6 mit PML eine
entscheidendere Rolle. Wie in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden konnte, interagiert das
zelluläre Protein mit der Onkodomäne von E4orf6 und Mutationen in dem potentiellen Inter-
aktionsbereich verringern die Zahl transformierter Zellen. Im Ganzen deuten die Ergebnisse
eine Rolle dieser Faktoren bei der Adenovirus-vermittelten Transformation an und bilden die
Grundlage für weiterführende Studien zur Aufklärung der viralen Onkogenese.
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1 Einleitung

1.1 Adenoviren

1.1.1 Klassifikation

Adenoviren (AdV) wurden 1953 erstmalig aus adenoidem Gewebe und dem Rachensekret
respiratorisch erkrankter Personen isoliert (Rowe et al., 1953; Hilleman und Werner, 1954).
Nachdem die Charakterisierung der Pathogene dieser zwei Isolate große Ähnlichkeiten aufzeig-
te, wurden sie derselben Virusfamilie zugeordnet, die nach dem Gewebe des ersten Auffindens
benannt wurde (Enders et al., 1956). Seither sind in allen Wirbeltierklassen mehr als 100 se-
rologisch unterscheidbare Vertreter dieser Virusfamilie nachgewiesen und den fünf Gattungen,
den Mastadenoviren der Säugetiere, den Aviadenoviren der Vögel, den Siadenoviren von Rep-
tilien und Vögeln und den Atadenoviren von Reptilien, Vögeln und Säugetieren zugeordnet
worden. Für die neu vorgeschlagene Gruppe der Ichtadenoviren konnte bisher ein Vertreter
in Stören gefunden werden (Bailey und Mautner, 1994; Benko, 2000; Davison et al., 2003).
Zur Gattung der Mastadenoviren gehören die humanen Adenoviren, von denen bis heute 54
verschiedene Virustypen nachgewiesen werden konnten. Anhand von Sequenzhomologie, Hä-
maglutination und der Onkogenität in immunsupprimierten Nagetieren werden diese Typen
den sieben Spezies A bis G zugeordnet (Abb. 1.1) (Wadell, 1984; Bailey und Mautner, 1994;
Davison et al., 2003).

Adenoviridae

Mastadenoviren Aviadenoviren Siadenoviren Atadenoviren Ichtadenoviren

Humane Adenoviren

A D E F GCB
12, 18, 31 3, 7, 11, 14, 16

 21, 34, 35, 50
1, 2, 5, 6 5240, 414    8, 9, 10, 13, 15, 17,

  19, 20, 22-30, 32, 33
36-39, 42-49, 51, 53, 54

Abbildung 1.1: Klassifikation der Adenoviridae. Dargestellt sind die fünf Gattungen der
Adenoviridae. Die zur Gattung der Mastadenoviren gehörenden humanen Adenoviren zählen
54 Virustypen, die in die Spezies A bis G unterteilt sind (nach Davison et al., 2003).
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1.1.2 Klinische Relevanz humaner Adenoviren

Die Endeckung der Adenoviren erfolgte durch Studien, in denen nach den ethiologischen Agen-
zien von respiratorischen Erkrankungen gesucht worden ist (Rowe et al., 1953; Hilleman und
Werner, 1954). Neben respiratorischen Erkrankungen sind diese Viren allerdings mit weite-
ren klinischen Symptomen, wie Appendizitis (Subgruppe A, E), Gastroenteritis (Subgruppe
G), Keratokonjunktivitis (Subgruppe A, D, E) oder Pharyngitis (Subgruppe A, E) assoziiert.
Darüber hinaus können aber auch andere Organe wie Blase, Leber oder Herz befallen werden
und es kommt zu persistierenden Harnwegsinfektionen (Subgruppe B), Zystitis (Subgruppe A,
B, E), Hepatitis und Meningoenzephalitis (Subgruppe B) (Russel, 2000; Wold und Horwitz,
2007). Infektionen mit Adenoviren treten meist im frühen Kindesalter auf und können bei
immunkompetenten Menschen gut von deren Immunsystem unschädlich gemacht werden. Die
Prävalenz von Adenoviren in der Bevölkerung und damit die Langzeitimmunität ist sehr hoch,
was im Hinblick auf die Verwendung adenoviraler Vektoren in der Gentherapie von Nachteil
ist. Bei Neugeborenen oder immunsupprimierten Patienten, etwa bei AIDS-Patienten oder
nach Knochenmarkstransplantationen, kann es dagegen zu schwerwiegenden Infektionen mit
lethalem Verlauf kommen (Abe et al., 2003; Wold und Horwitz, 2007). Neben diesen, seit
längerem bekannten, Krankheitsbildern wird seit kurzem auch Fettleibigkeit beim Menschen
mit einer Infektion durch das HAdV36 in Verbindung gebracht (Atkinson et al., 2005).
Adenoviren verursachen in der Regel lytische Infektionen, allerdings kommt es auch zur Eta-
blierung von persistierenden Infektionen in den Wirtszellen. In den T-Lymphozyten der Ton-
sillen von Kindern konnten sowohl für frühe als auch späte virale Proteine kodierende Genab-
schnitte gefunden werden (Garnett et al., 2009), weshalb angenommen wird, dass das gesamte
virale Genom in diesen Zellen persistiert. Ob die virale DNA hier aber in episomaler Form
vorliegt, wie dies bei einer akuten Infektion der Fall ist, ist bislang noch unklar. Weiterhin ist
nicht bekannt, ob die frühen und späten viralen Genprodukte exprimiert werden oder nicht.
Neben den Tonsillen wurde virale DNA auch in Lungenepithelzellen gefunden, hier erfolgte
auch die Expression von E1A-Proteinen lange nach der eigentlichen Infektion (Elliott et al.,
1995). Eine Persistenz von Adenoviren wird weiterhin im Zentralnervensystem, im Großhirn
und der Ependymschicht (Kosulin et al., 2007) sowie im Gastrointestinaltrakt (Allard et al.,
1992; McLaughlin et al., 2003) vermutet. Besonders letzt Genanntes ist bezüglich einer Reak-
tivierung in immunsupprimierten Patienten von großer Bedeutung. Ein Mechanismus für eine
solche Reaktivierung ist bislang allerdings nicht bekannt.

1.1.3 Struktur und Genomorganisation

Adenoviren besitzen ikosaedrische, etwa 80-110 nm große Partikel, welche nicht von einer Mem-
bran umhüllt sind (Rux und Burnett, 2004; San Martin und Burnett, 2003). Hauptbestandteile
dieses Proteinkapsids sind 240 Hexontrimere sowie 12 Pentonproteine. Diese, an den Ecken
des Kapsid liegenden, Pentonproteine werden von Fiberproteinen gebunden (Ginsberg et al.,
1966), was den Viruspartikeln ihr charakteristisches Aussehen verleiht (Abb. 1.2). Weitere
Komponenten des Kapsid sind die Proteine IIIa, VI, VIII und IX (Vellinga et al., 2005).
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Neben dem Schutz des darin enthaltenen Genoms, spielt das Kapsid, besonders das Fiber-
und Pentonprotein, bei der Virusadsorption und dem Eintritt in den Wirtsorganismus eine
entscheidende Rolle (Bergelson et al., 1997; Wickham et al., 1994).

A B

Abbildung 1.2: Kapsidstruktur von Adenoviren. A Elektronenmikroskopische Aufnahme
von adenoviralen (HAdV5) Partikeln (Forschungsgruppe Elektronenmikroskopie und Mikro-
technologie, Heinrich-Pette Institut Hamburg). B Schematische Darstellung der Struktur von
Adenoviren (aus Modrow und Falke, 2002).

Das adenovirale Genom besteht aus linearer, doppelsträngiger DNA, besitzt invertierte Se-
quenzwiederholungen an den Enden (ITR, inverted terminal repeats) und hat, je nach Virus-
typ, eine Länge von 26-45 kBp. An den 5´Enden beider DNA Stränge ist zudem das terminale
Protein (TP) kovalent gebunden, welches für die Initiation der viralen DNA Replikation es-
sentiell ist (Davison et al., 2003). Neben diesem TP gibt es weitere mit der DNA assoziierte
Proteine, wie die Proteine V, VII und , die vermutlich die DNA kondensieren und diese mit
dem Kapsid verbinden (Protein V) (Hosokawa und Sung, 1976; Russell, 2009).
Aufgrund ihrer fehlenden Onkogenität sind die Typen HAdV2 und HAdV5 die am besten
untersuchten Adenoviren (Shenk, 2001), die Genomorgansisation wird daher exemplarisch für
HAdV5 beschrieben. Das adenovirale Genom enthält acht frühe (E1A, E1B, E2early, E3,
E4, IX, E2late und IVa2) sowie eine späte (MLTU, major late transcription unit) Trans-
kriptionseinheit(en). Letztere erzeugt mRNAs, die den fünf Familien L1 bis L5 zugeordnet
werden. Ausgehend von diesen neun Transkriptionseinheiten werden durch Transkription von
der RNA-Polymerase II und anschließendem alternativen Spleißen schließlich etwa 40 veschie-
dene regulatorische und strukturelle Proteine hervorgebracht. Darüber hinaus trägt das virale
Genom zwei Virus-assoziierte RNAs (VA RNAs), die von der RNA-Polymerase III transkri-
biert werden (Abb. 1.3) (Shenk, 2001).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Genomorganisation von HAdV5. Die
Organisation der frühen (E1, E2A, E2B, E3, E4, IVa2 und pIX) und späten Gene (L1 bis L5)
sowie der VA RNAs auf den beiden kodierenden DNA Strängen ist durch Pfeile dargestellt.
Die Pfeilrichtung gibt dabei die Transkriptionsrichung an. E, early ; L, late; MLP, major late
promoter ; TPL, tripartite leader ; VA RNAs, virus-associated RNAs; ITR, inverted terminal
repeat (aus Täuber und Dobner, 2001).

1.1.4 Produktiver Infektionszyklus

Wenngleich Adenoviren verschiedene Zelltypen infizieren können, sind ihre bevorzugten Ziel-
zellen postmitotisch ruhende, terminal differenzierte Epithelzellen des Hals-, Nasen- und Ra-
chenraumes, der Lunge und des Gastrointestinaltraktes. In der Zellkultur können dagegen
eine Reihe weiterer primärer wie auch Tumorzellen lytisch infiziert werden.
Der produktive Replikationszyklus wird aufgeteilt in eine frühe und eine späte Phase, wobei
die frühe Phase den Zeitraum bis zum Einsetzen der viralen DNA Replikation und die späte
Phase die Zeit danach bezeichnet.
Die primäre Adsorption der viralen Partikel an der Wirtszelle erfolgt durch ihre antennen-
artigen Fortsätze, die Fiberproteine (Lonberg-Holm und Philipson, 1969), an den Rezeptor
CAR (Coxsackie B Virus und Adenovirus Rezeptor) (Bergelson et al., 1997; Tomko et al.,
1997). Darauf folgt die Bindung von Pentonproteinen an zelluläre Integrine (Nemerow und
Stewart, 1999), was schließlich die Endozytose der Viruspartikel stimuliert. Die aufgenom-
menen Viruspartikel werden zum Zellkern transportiert, wo sie mit dem Kernporenkomplex
interagieren und der virale DNA-Komplex in den Zellkern eingeschleust wird (Dales und Char-
donnet, 1973; Greber et al., 1997). Hier erfolgt die Synthese des ersten viralen Genproduktes,
des E1A Proteins, welches die Transkription der anderen frühen viralen Gene (E1B bis E4)
induziert (Nevins et al., 1979; Ricciardi et al., 1981; Berk, 1986). Diese frühen Genprodukte
sind regulatorische Proteine, die optimale Bedingungen für die Virusinfektion schaffen. Zum
einen ist dies der Eintritt von ruhenden Zellen in die S-Phase und die Induktion der Zellzyk-
lusprogression (E1, E4), weiterhin die Modulation der Immunantwort des Wirtsorganismus
(E3), zum anderen die Blockierung von antiviralen Mechanismen der Wirtszelle (E1, E4) (Jo-
nes und Shenk, 1979; Wold et al., 1999; Horwitz, 2001; Berk, 2005). Sobald die E2 Proteine,
die DNA-Polymerase, das terminale Protein (TP) und das DNA-bindende Protein (DBP), in
ausreichendem Maße synthetisiert worden sind, beginnt die virale DNA-Replikation und da-
mit auch die späte Phase der Infektion. Ausgehend von der späten Transkriptionseinheit, der
MLTU, entsteht eine 29 kBp lange Vorläufer-RNA, die differentiell gespleißt wird und die etwa
15 späten viralen mRNAs (L1 bis L5) hervorbringt. Diesen viralen mRNAs ist ein 201 nt lan-
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ger 5´nicht-Kodierungsbereich (tripartite leader, TPL) gemein und sie kodieren hauptsächlich
für die späten viralen Strukturproteine (Abb. 1.3) (Shenk, 2001). Weitere, für die späte Phase
der Infektion charakteristische, Ereignisse sind das Abschalten der zellulären Proteinsynthese
(host shut-off ), wobei die viralen Proteine weiterhin effizient hergestellt werden können und
die Reorganisation des Zellkerns und des Zytoskelettes (Puvion-Dutilleul et al., 1995a; Defer
et al., 1990). Zur Assemblierung neuer Viruspartikel werden die späten Strukturproteine sowie
die DNA und mit ihr assoziierte Proteine ins Zytoplasma transportiert, in dem der Zusam-
menbau erfolgt. Der Infektionszyklus endet in der Gewebekultur, je nach Zelltyp, nach etwa
24 h mit der Lyse der Wirtszelle und der Freisetzung von ca. 10.000 Viruspartikeln (Shenk,
2001).

1.1.5 Funktionen von E4orf6 während der adenoviralen Infektion

Das E4orf6 Protein ist ein 294 Aminosäuren großes Genprodukt der frühen E4-Region und
wurde in den vergangenen 20 Jahren mit großem Interesse analysiert, da verschiedene Studi-
en zeigen konnten, dass nur Mutationen in diesem E4-Protein einen signifikanten Effekt auf
die Virusreplikation haben (Halbert et al., 1985). Die Funktionen dieses multifunktionalen
Proteins sind sehr komplex und wirken auf allen Ebenen der Genexpression, wobei die Pro-
teinfunktionen während der Virusinfektion teilweise mit den onkogenen Eigenschaften von
E4orf6 überlappen (vgl. 1.2.2.2). So konnte gezeigt werden, dass dieses frühe virale Protein
für die maximale Produktion von neuen Viren von großer Wichtigkeit ist, da es das Spleißen
der späten viralen mRNAs (Öhman et al., 1993; Nordqvist et al., 1994), deren Transport ins
Zytoplasma (Halbert et al., 1985; Weinberg und Ketner, 1986; Beltz und Flint, 1979), die
virale DNA-Synthese (Medghalchi et al., 1997), den host cell shut-off und die Inhibierung der
Apoptose beeinflusst (Täuber und Dobner, 2001). Das E4orf6 sowie das E4orf3 Protein kön-
nen unabhängig voneinander die unprozessierte virale RNA im Nukleus stabilisieren, wobei
beide zwar teilweise redundante aber nicht identische Funktionen besitzen (Imperiale et al.,
1995). Diese Funktion könnte mit der Regulation des Spleißens der späten mRNA verknüpft
sein, bei der beide Proteine eine Rolle spielen (Öhman et al., 1993; Nordqvist et al., 1994).
Weiterhin besitzen diese frühen viralen Proteine die Fähigkeit, die Effizienz der viralen DNA
Synthese durch einen bisher unbekannten Mechanismus zu beeinflussen (Medghalchi et al.,
1997). Hierbei wird spekuliert, dass möglicherweise das Fehlen der viralen Proteine einen Ef-
fekt auf die Expression früher Gene und damit wiederum negative Auswirkungen auf die DNA
Synthese hat (Leppard, 1997).
Für andere für die lytische Infektion wichtige E4orf6 Funktionen ist dessen Interaktion mit
E1B-55K von Bedeutung. Es wurde gezeigt, dass der Komplex dieser beiden viralen Pro-
teine die späte virale Genexpression posttranskriptionell beeinflusst, indem er den Export
später viraler mRNAs ins Zytoplasma fördert und gleichzeitig die meisten zellulären mRNAs
im Zellkern zurückhält (Babiss et al., 1985; Halbert et al., 1985; Pilder et al., 1986; Cutt
et al., 1987; Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner, 1990). Der genaue Mechanismus
ist unbekannt, aber verschiedene Modelle hierfür wurden vorgeschlagen. So könnten beide
Proteine den Transport direkt vermitteln, da sowohl der E1B-55K-E4orf6 Komplex als auch
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E4orf6 zwischen dem Nukleus und dem Zytoplasma pendeln können (Dobbelstein et al., 1997;
Goodrum et al., 1996; Fischer et al., 1999). Der Export von E4orf6 wird dabei durch eine
Leucin-reiche nukleäre Exportsequenz (NES) des HIV-1 Rev-Typs vermittelt (Dobbelstein
et al., 1997; Weigel und Dobbelstein, 2000), während eine Sequenz im C-Terminus des Pro-
teins, die eine amphipatische �-Helix formt, ein Kernlokalisationssignal (NLS, nuclear locali-
sation signal bzw. NRS, nuclear retention signal) enthält (Orlando und Ornelles, 1999) (vgl.
Abb. 1.4). Darüber hinaus gibt es im N-Terminus ein weiteres, putatives NLS (Nevels et al.,
2000). Die amphipathische �-Helix wurde als ausreichend befunden, E1B-55K in den Zellkern
zu dirigieren und dort zu halten (Dobbelstein et al., 1997; Orlando und Ornelles, 1999, 2002;
Marshall et al., 2008).

E4orf6

1 294204 Onkodomäne

C

Kooperative Focus Bildung mit E1-Genprodukten

Morphologische Hypertransformation

Induktion des Tumorwachstums
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  �
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Struktur von HAdV5 E4orf6. Dargestellt
sind wichtige funktionelle Bereiche des Proteins. Eine genauere Erklärung ist dem Text zu
entnehmen. BC-Box: Elongin B / Elongin C-Box, CCR: konservierte Cystein / Histidin-reiche
Region, NES: nuclear export signal, NLS: nuclear localisation signal, NRS: nuclear retention
signal. (nach Nevels et al., 2000; Täuber und Dobner, 2001).

Neben der E1B-55K Lokalisation konnte die �-Helix, bei der es sich vermutlich um eine echte
eigenständige Proteindomäne handelt, für weitere durch E4orf6 vermittelte Funktionen als
ausreichend identifiziert werden (Nevels et al., 2000). Dennoch wird die Rolle der nukleo-
zytoplasmatischen Pendelaktivität von E4orf6 bei dem Transport später viraler mRNAs bis
heute kontrovers diskutiert (Rabino et al., 2000; Weigel und Dobbelstein, 2000; Higashino
et al., 2005). Da der Transport der späten viralen mRNAs von der zellulären proteasomalen
Abbaumaschinerie abhängt, ist auch denkbar, dass dieser Transportprozess von einer, im Fol-
genden beschriebenen, E1B-55K-E4orf6 Ligase abhängt (Corbin-Lickfett und Bridge, 2003;
Woo und Berk, 2007; Blanchette et al., 2008). Vermutlich beruht die Interaktion von E4orf6
und E1B-55K auf der Assemblierung eines Multiproteinkomplexes, der Ubiquitin-Ligase Funk-
tionen besitzt und auf posttranslationaler Ebene wirkt. Dabei assemblieren die beiden viralen
Proteine zusammen mit den zellulären Komponenten Cullin 5, Rbx 1 und Elongin B und
C einen SCF-ähnlichen E3-Ubiquitin-Ligase Komplex, der zelluläre Substrate polyubiquiti-
niert und damit dem proteasomalen Abbau zuführt. Hierbei ermöglicht E4orf6 durch seine
BC-Boxen (vgl. 1.1.5) den Zusammenbau des Komplexes, während E1B-55K die zellulären
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Proteinsubstrate rekrutiert. Bislang konnten p53, Mre11, die DNA-Ligase IV, Integrin �3,
die Bloom Helikase und Daxx als Substrate identifiziert werden, wobei der Abbau von Daxx
vermutlich E4orf6 unabhängig erfolgt (Baker et al., 2007; Blanchette et al., 2004, 2008; Dal-
laire et al., 2009a,b; Harada et al., 2002; Querido et al., 1997, 2001a,b; Steegenga et al., 1998;
Stracker et al., 2002; Orazio et al., 2011; Schreiner et al., 2010). Der Abbau dieser zellulären
Substrate ist für eine effiziente lytische Infektion wichtig, da die Inaktivierung von Mre11 und
der DNA-Ligase die Konkatemerisierung der viralen DNA verhindert (Weiden und Ginsberg,
1994). Dies wird durch die Fähigkeit von E4orf6, die DNA-Proteinkinase (DNA-PK) zu bin-
den und zu inaktivieren unterstützt (Boyer et al., 1999). Da die durch E1A induzierte p53
Stabilisierung den Zellzyklusarrest oder eine verfrühte Apoptose nach sich zieht, ist der Abbau
dieses zellulären Proteins für die Infektion ebenfalls entscheidend. Doch auch unabhängig von
E1B-55K ist E4orf6 in der Lage, p53 und das verwandte Protein p73 zu binden und deren
transkriptionelle Aktivierung zu hemmen (Dobner et al., 1996; Higashino et al., 1998; Nevels
et al., 1997; Grifman et al., 1999; Querido et al., 2001b).
Die für die Interaktion mit E1B-55K verantwortliche Region im E4orf6 Protein wurde in
verschiedenen Studien unterschiedlichen Bereichen zugeschrieben. So wird sowohl der C-
Terminus, die Onkodomäne (Weigel und Dobbelstein, 2000), als auch der N-Terminus (Ru-
benwolf et al., 1997) für diese Interaktion verantwortlich gemacht. Die Gründe für diese Dis-
krepanzen sind bislang unklar, werden aber meist mit unterschiedlichen experimentellen Be-
dingungen oder Veränderungen der Tertiärstruktur des Proteins durch die Deletion oder den
Austausch von Aminosäuren begründet (Brown et al., 2001).
Obwohl es bisher keine Kristallstrukturanalyse des E4orf6 Proteins gibt, ist die mit Hilfe
von Computermodellen ermittelte vermutete Struktur ein TIM-Barrel sowie eine flexible N-
terminale Region (Brown et al., 2001). Entsprechend diesem Modell sowie weiteren Untersu-
chungen, enthält das Protein eine Reihe konservierte Cystein und Histidin Reste, die mögli-
cherweise für die Bindung von Zinkatomen und damit die E4orf6 Proteinfunktionen wichtig
sind (Boyer und Ketner, 2000).

Das E4orf6 Gen aller humanen Adenoviren der verschiedenen Spezies liegt an derselben Stelle
des viralen Genoms und die Aminosäuresequenz der Genprodukte weist eine Übereinstim-
mung von 47-59% auf (Täuber und Dobner, 2001), was die Wichtigkeit dieses viralen Proteins
unterstreicht.

Durch alternatives Spleißen entsteht ein weiteres, dem E4orf6 ähnliches Protein, das E4orf6/7
Protein. Dieses Genprodukt teilt mit dem E4orf6 Protein die ersten 58 Aminosäuren, hat
aber einen alternativen C-Terminus. Funktionell unterscheidet sich dieses Protein allerdings
vom E4orf6 Protein, da es als viraler Transaktivator teilweise die Funktionen von E1A kom-
plementieren kann. Hierfür ist aber nicht der N-Terminus, sondern der diesem Protein eigene
C-Terminus verantwortlich (Cress und Nevins, 1996a; Neill und Nevins, 1991).
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1.2 Virale Onkogenese

Seitdem zu Beginn des 20. Jahrhunderts erstmals Viren mit der Entstehug von Tumoren
in Verbindung gebracht wurden (Rous, 1911; Shope und Hurst, 1933; Bittner, 1936), sind
bislang zahlreiche Tumorviren identifiziert worden. Anfang der 1960er Jahre wurden erstmals
auch humane Viren, darunter Adenoviren, mit malignen Erkrankungen assoziiert (Trentin
et al., 1962; Epstein et al., 1965). Zu den heute bekannten Viren, die mit Krebsentstehung
im Menschen in Verbindung gebracht werden, gehören das Humane T-lymphotrophe Virus
1 (HTLV-1) (Poiesz et al., 1980; Hinuma et al., 1981), die Humanen Papillomviren (HPV)
(Gissmann et al., 1984; Boshart et al., 1984; zur Hausen et al., 1974), das Hepatitis B Virus
(HBV) (Blumberg et al., 1975; Szmuness, 1978), das Hepatitis C Virus (HCV) (Colombo et al.,
1989; Choo et al., 1989; Alter et al., 1989), das Merkel-Zell-Polyomavirus (MCPyV) (Feng
et al., 2007; Shuda et al., 2008) sowie das Epstein-Barr-Virus (EBV) (Epstein et al., 1965)
und das Kaposi´s Sarcoma Virus (KSHV) (Ganem, 2006). Das tumorigene Potential aller
Viren beruht dabei auf der Manipulation wachstumsregulierender zellulärer Faktoren sowie
den transformationsfördernden Eigenschaften viraler Onkoproteine (Linzer und Levine, 1979;
Vogelstein et al., 1989; Lee et al., 1987; Huebner und Todaro, 1969; Butel, 2000). Neben den
hier genannten, gibt es eine Reihe weiterer humaner Viren, bei denen es sich möglicherweise um
Tumorviren handeln könnte (McLaughlin-Drubin und Munger, 2008). Hierzu gehören weitere
Vertreter der Polyomaviren, aber auch Adenoviren. Ob diese Viren tatsächlich Tumore im
Menschen induzieren können, müssen weitere Untersuchungen zeigen.

1.2.1 Transformation und Onkogenität humaner Adenoviren

Die Onkogenität humaner Adenoviren konnte erstmals 1962 im Tiermodell gezeigt werden.
Nach Injektion des HAdV12 in neugeborene Hamster, entwickelten die Tiere verschiedene
Arten von Tumoren (Trentin et al., 1962). Entsprechend ihres onkogenen Potentials in den
Versuchstieren werden humane Adenoviren heute in drei Gruppen eingeteilt (Graham, 1984;
Nevins und Vogt, 2007). Die Viren der Spezies A, die in Nagetieren die Bildung von Sar-
komen, neuroepithelialen, retinalen und adenomatösen Tumoren induzieren (Graham, 1984;
Mukai und Bowers, 1975) und die Virustypen 9 und 10 der Spezies D, die in weiblichen Rat-
ten Mammakarzinome verursachen (Ankerst und Jonsson, 1989; Javier et al., 1991; Thomas
et al., 2001), gelten als hoch onkogene Adenoviren. Die Viren der Spezies B werden als schwach
onkogen betrachtet, da sie nur unregelmäßig und nach langer Inkubationszeit Tumore in Na-
getieren induzieren (Graham, 1984), während den Adenoviren der Spezies C kein onkogenes
Potential in Versuchstieren zugesprochen wird. Für die Spezies E, F und G liegen bislang
keine genauen Daten hinsichtlich ihres onkogenen Potentials vor.
Unabhängig von ihrer Fähigkeit in vivo Tumore zu induzieren, können alle bisher getesteten
Adenovirustypen primäre Nagetierzellen in vitro transformieren (McBride und Wiener, 1964;
Nevins und Vogt, 2007). Die auf diese Weise transformierten Zellen unterscheiden sich je-
doch in ihrer Fähigkeit, nach Injektion in Nagetiere, Tumore zu induzieren. Im Gegensatz zu
dem onkogenen Potential humaner Adenoviren in Nagetierzellen, ist die Transformation von
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humanen Zellen ein sehr seltenes Phänomen (Hahn et al., 1999). Dies hängt möglicherweise
damit zusammen, dass Adenoviren in humanen Zellen den vollständigen Replikationszyklus
durchlaufen, was schließlich zur Lyse der Zellen führt, während Nagetierzellen nicht permis-
siv sind und eine produktive Replikation nicht unterstützen. Der Vermutung, dass alleine die
Nicht-Permissivität der Grund für die Transformation sein könnte, widerspricht allerdings ei-
ne kürzlich durchgeführte Untersuchung, in der das transformierende Potential adenoviraler
Proteine in Vertretern der teilweise permissiven Säugetierordnung der Lagomorpha aufgedeckt
wurde (Wimmer et al., 2010b). Es ist daher anzunehmen, dass eine Reihe weiterer Faktoren die
Unterschiede in der Transformierbarkeit bestimmen (Branton et al., 1985; Endter und Dobner,
2004). Trotz der generell nicht auftretenden Transformation humaner Zellen, gelang dies in
einigen Fällen in vitro. Bei all diesen Ereignissen handelt es sich um die Trans for ma tion von
embryonalen Zellen nach Transfektion von HAdV12- oder HAdV5-DNA-Fragmenten (Graham
et al., 1977; Byrd et al., 1982; Whittaker et al., 1984; Gallimore et al., 1986; Fallaux et al.,
1996, 1998; Schiedner et al., 2000). Im Gegensatz zu diesen in vitro Experimenten, konnte
ein Einfluss von Adenoviren bei der Entstehung maligner Erkrankungen im Menschen nicht
zweifelsfrei nachgewiesen werden (Mackey et al., 1976, 1979; Wold et al., 1979; Chauvin et al.,
1990). Allerdings konnte in einer Untersuchung von kleinzelligen Lungenkarzinomen in einem
Drittel der Proben adenovirale DNA der Spezies C detektiert werden (Kuwano et al., 1997)
und in mehr als zwei Drittel der Proben verschiedener Hirntumore (Glioblastome, Oligoden-
drogliome, Ependymome) DNA von Adenoviren der Spezies B, D und C gefunden werden
(Kosulin et al., 2007). Zur Aufklärung von Langzeitinfektionen, Persistenz und Tumorindu-
zierung von Adenoviren müssen demnach weitere Untersuchungen durchgeführt werden.

1.2.2 Funktion adenoviraler Onkoproteine

Die meisten durch Adenoviren induzierten Tumore, Tumorzelllinien und transformierte Zellen
sind durch das Vorliegen von persistierender, in das Wirtszellgenom integrierter viraler DNA
und der Expression virusspezifischer Antigene charakterisiert (Graham, 1984). Damit folgt
die Adenovirus-vermittelte Transformation dem klassischen Konzept der viralen Onkogenese,
bei der die ständige Anwesenheit viraler Gene den transformierten Phänotyp aufrecht erhält.
Es konnte jedoch in einigen Fällen festgestellt werden, dass die Anwesenheit der adenoviralen
Gene nicht zwangsläufig für die Aufrechterhaltung des transformierten Phänotys nötig ist. Bei
diesem „Hit&Run“-Modell der viralen Onkogenese ruft die Expression viraler Proteine eine
Veränderung in der Zelle hervor („hit“), welche auch nach Verlust dieser Onkogene („run“)
bestehen bleibt (Nevels et al., 2001).
Bei der in den transformierten Zellen gefundenen viralen DNA handelt es sich, je nach Adeno-
virustyp, um das vollständige Genom oder lediglich um Teile des viralen Chromosoms (Gra-
ham, 1984). Allerdings kann in fast allen untersuchten Zellen das linke Ende der viralen DNA,
also die E1-Region, nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass in Zel-
len in Kultur die Expression von Genen der E1-Region zu onkogener Transformation führt,
lassen vermuten, dass diese Genprodukte für die Transformation nötig und ausreichend sind
(Branton et al., 1985; van der Eb und Zantema, 1992; Williams et al., 1995; Nevins und Vogt,
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1996; Endter und Dobner, 2004). Obwohl die Genprodukte der E1-Region für eine Transfor-
mation ausreichend zu sein scheinen (vgl. 1.2.2.1), können Genprodukte der E4-Region diesen
Prozess vermutlich unterstützen (vgl. 1.2.2.2) (Öhman et al., 1995; Moore et al., 1996; Nevels
et al., 1997, 1999a,b).

1.2.2.1 Die E1-Region in der Transformation

Die durch Adenoviren initiierte Transformation ist ein mehrstufiger Prozess, der vom Zusam-
menspiel verschiedener Genprodukte der E1-Region abhängig ist. Dieser am linken Ende des
viralen Genoms gelegene Bereich enthält zwei Transkriptionseinheiten, E1A und E1B, welche
bei allen humanen Adenoviren große Ähnlichkeiten zeigen.
Die E1A Transkriptionseinheit kodiert für zwei, durch differentielles Spleißen entstandene,
mRNAs (12S und 13S) sowie drei weitere mRNA Spezies (11S, 10S und 9S), die spät im In-
fektionsverlauf akkumulieren, bislang aber noch keiner Funktion zugeordnet werden konnten
(Frisch und Mymryk, 2002; Endter und Dobner, 2004). Die 12S und 13S Proteine sind die
wichtigsten Genprodukte und in Tranformationsexperimenten ausreichend, primäre Nagetier-
zellen zu immortalisieren und teilweise zu transformieren (Haley et al., 1984; Moran et al.,
1986). Dies beruht auf der Fähigkeit dieser viralen Proteine, das normale Zellwachstum sowie
die Immunantwort zu manipulieren, was für die produktive Virusinfektion essentiell ist und
in nicht permissiven Nagetierzellen zur Transformation führt. Durch die Interaktion dieser
Proteine mit verschiedenen wichtigen regulatorischen Proteinen, darunter Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie, Transkriptionskoaktivatoren und -repressoren sowie Proteinen, die
direkt in die Zellzyklusregulation involviert sind, kommt es zum Eintritt von ruhenden Zel-
len in die S-Phase und zum Voranschreiten des Zellzyklus (Branton et al., 1985; Endter und
Dobner, 2004; Dyson et al., 1989). Zahlreiche Studien zeigen, dass dies auf zwei voneinan-
der unabhängigen, aber möglicherweise synergistisch wirkenden Mechanismen beruht. Zum
einen ist dies die Interaktion von E1A mit dem Tumorsuppressor pRB und den verwandten
Proteinen p107 und p130, welche deren Dissoziation vom E2F Transkriptionsfaktor bewirkt.
Die Freisetzung dieses Transkriptionsfaktors induziert schließlich die Aktivierung von Genen
mit E2F-Bindestellen (Cress und Nevins, 1996b). Der zweite Wirkmechanismus umfasst die
Interaktion von E1A mit Proteinkomplexen, die die Chromatinstruktur beeinflussen, wie z.
B. p300/CBP, P/CAF, TBP, p400, TRAP und damit ebenfalls die Aktivierung von zellulären
Genen bewirken (Frisch und Mymryk, 2002; Ferrari et al., 2008, 2009). Zusammen ermöglicht
dies den E1A Proteinen, etwa 70% aller Gen-Promotoren auf verschiedene Weise zu beein-
flussen (Ferrari et al., 2008, 2009).
Allerdings ist die durch die E1A Proteine hervorgerufene Transformation nicht vollständig,
die Zellen erreichen keine hohe Dichte und sind in Versuchstieren kaum tumorigen (Gallimore
et al., 1984). Der Grund hierfür ist hauptsächlich, dass als Folge der E1A Funktionen der
Tumorsupressor p53 stabilisiert wird, welcher selbst wiederum Zellzyklusarrest und Apoptose
induziert (Debbas und White, 1993; Lowe und Ruley, 1993; Grand et al., 1994; Sabbatini
et al., 1995; Mymryk et al., 1994). Der vollständig transformierte Phänotyp benötigt daher
die Koexpression von anderen kooperierenden Onkogenen wie z. B. E1B (Ruley, 1983).
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Die E1B-Region grenzt an die E1A-Region an und bringt durch differentielles Spleißen min-
destens fünf Genprodukte hervor. Neben den beiden wichtigsten Proteinen, dem E1B-55K
sowie dem E1B-19K Protein, gibt es drei alternaltive Spleißvarianten und zwei N-terminal
verkürzte E1B-55K Proteine, die zum Teil gleiche Funktionen wie das große E1B-55K Protein
zu haben scheinen (Sieber und Dobner, 2007; Kindsmüller et al., 2009).
Entweder E1B-55K oder E1B-19K ist nötig, um in Kooperation mit E1A Zellen vollständig
zu transformieren (van der Eb und Zantema, 1992), während beide viralen Proteine hierzu
alleine nicht in der Lage sind (Endter und Dobner, 2004). Die Mechanismen, durch die die
beiden E1B Proteine die vollständige Transformation ermöglichen, sind verschieden, wirken
jedoch möglicherweise additiv (Gallimore et al., 1985; McLorie et al., 1991). Beiden Protei-
nen ist gemein, dass sie, zumindest teilweise, der durch E1A induzierten Stabilisierung von
p53 und damit der Apoptose und dem Zellzyklusarrest entgegenwirken (Debbas und White,
1993). Das E1B-19K Protein wirkt durch die Modulation der Apoptoseregulatoren Bax und
CED4, ähnlich dem Protoonkogen Bcl2 sowie dem Entgegenwirken von antiproliferativen p53
Signalwegen, durch einen bisher unbekannten Mechanismus (Sabbatini et al., 1995; White,
1993, 2001).
Anders als beim E1B-19K Protein, sind die transformationsfördernden Eigenschaften des E1B-
55K Proteins hauptsächlich abhängig von dessen direkter Modulation des Tumorsuppressors
p53 (Yew et al., 1994; Nevels et al., 1997). Die komplette Inhibierung der p53-abhängigen
Tumorsupressor-Funktionen umfasst schrittweise unter anderem die Inhibierung dessen trans-
aktivierender Funktionen durch direkte Interaktion (Sarnow et al., 1982a; Kao et al., 1990)
und transkriptionelle Repression (Yew et al., 1994; Martin und Berk, 1998, 1999) sowie die
Relokalisation und Sequestration dieses Proteins in perinukleären Aggregaten (Endter et al.,
2001, 2005). Allerdings lassen neue Studien darüber hinaus weitere p53 unabhängige Mecha-
nismen der E1B-55K induzierten Zelltransformation vermuten, die auf der Interaktion des
viralen Proteins mit zellulären Faktoren wie Mre11 (Härtl et al., 2008), dem Transkriptions-
faktor Daxx (Sieber und Dobner, 2007; Schreiner et al., 2010) und PML Proteinen (Wimmer
et al., 2010a) beruhen.

1.2.2.2 Die E4-Genprodukte in der Transformation

Die E4-Region liegt am rechten Ende des viralen Genoms und wird gegensätzlich zu den
E1-Genen von rechts nach links transkribiert (Abb. 1.3). Diese Transkriptionseinheit bringt
durch alternatives Spleißen die sechs Genprodukte E4orf1, E4orf2, E4orf3, E4orf4, E4orf6
und E4orf6/7 hervor. Ein weiteres Genprodukt, das E4orf3/4 Protein, welches zuvor nicht
auf Proteinebene während der Infektion nachgewiesen werden konnte, gehört nach neuesten
Erkenntnissen vermutlich auch dazu (Speiseder, 2010). Die Untersuchungen verschiedener hu-
maner Adenoviren lassen vermuten, dass alle eine homologe E4-Region besitzen, die ähnlich
organisiert ist (Endter und Dobner, 2004). Zahlreiche Experimente der letzten Jahrzehnte ha-
ben zweifelsfrei gezeigt, dass die E1A und E1B Onkoproteine ausreichend sind, Nagetierzellen
vollständig zu transformieren. Die Rolle der E4 Proteine bei der Virus-vermittelten Onkogene-
se war dagegen lange Zeit unklar. Nachdem in transformierten Zellen sowohl virale DNA mit
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der E1- und E4-Region (Graham, 1984) als auch E4-spezifische Transkripte (Flint und Sharp,
1976; Esche, 1982; Esche und Siegmann, 1982) gefunden wurden und die Expression der E4-
Region in E1-transformierten Zellen, deren Morphologie und tumorigenes Potential verändern
kann (Öhman et al., 1995; Shiroki et al., 1984), ist ein Einfluss der Genprodukte dieser Re-
gion sehr wahrscheinlich. In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Proteine
E4orf3 und E4orf6 transformierendes und onkogenes Potential haben. Beide Proteine können
in primären Nagetierzellen in Kooperation mit E1A und E1B-55K die Zahl transformierter
Zellen deutlich erhöhen (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997, 1999a,b). Diese transfor-
mierten Zellen erlangen, im Vergleich zu ausschließlich E1-transformierten Zellen, zusätzliche
Eigenschaften wie z. B. morphologische Veränderungen, die häufig mit onkogener Transforma-
tion assoziiert werden. Im Falle von E4orf6 kommt hierzu vor allem ein dramatischer Anstieg
des Tumorwachstums in Versuchstieren (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1999a,b). Obwohl
beide Proteine in der lytischen Infektion teilweise redundante Funktionen besitzen (Dobner
und Kzhyshkowska, 2001; Täuber und Dobner, 2001), sind die Mechanismen für die verstärkte
Transformation vermutlich teilweise verschieden. So konnte gezeigt werden, dass das E4orf3
Protein in der Lage ist, zelluläre PML-Strukturen zu zerstören und zu so genannten track-like
structures umzuorganisieren (Carvalho et al., 1995; Puvion-Dutilleul et al., 1995b; Doucas
et al., 1996), was möglicherweise ein Auslöser für unkontrollierte Zellproliferation und neo-
plastische Transformation sein könnte (Endter und Dobner, 2004; Täuber und Dobner, 2001).
Weiterhin kann das virale Protein Mre11, eine Komponente des Mre11 / Rad50 /NBS1 DNA-
Reparaturkomplexes, in diese nukleären Strukturen lokalisieren (Araujo et al., 2005; Stracker
et al., 2002, 2005) und mit einem weiteren, bei der DNA-Reparatur wichtigen Protein, der
DNA-Proteinkinase (DNA-PK) interagieren (Boyer et al., 1999). Zur Etablierung des hoch-
gradig transformierten Phänotyps wird die Kombination dieser Faktoren und die Fähigkeit
von E4orf3 mit den viralen Proteinen E1A, E1B-55K und E4orf6 zu interagieren (König et al.,
1999; Stracker et al., 2002; Araujo et al., 2005; Liu et al., 2005) als Ursache vermutet (Endter
und Dobner, 2004; Täuber und Dobner, 2001).

Die zugrunde liegenden Eigenschaften von E4orf6 in der Transformation decken sich vermut-
lich weitgehend mit den Funktionen dieses Proteins während der lytischen Infektion, die bereits
in Abschnitt 1.1.5 beschrieben wurden. Von besonderer Bedeutung ist hierbei das Entgegen-
wirken der durch E1A induzierten Stabilisierung des Tumorsuppressors p53 in Kooperation
mit E1B-55K. Hierbei handelt es sich sowohl um eine Inaktivierung der Proteinfunktionen
(Dobner et al., 1996), wie dies auch bei E1B-55K alleine der Fall ist, als auch um die Induzie-
rung des proteasomalen Abbaus des zellulären Proteins durch die Kooperation beider viraler
Faktoren (Grand et al., 1994; Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997, 1999a; Querido et al.,
1997, 2001a,b). Der hochgradig transformierte E4orf6-assoziierte Phänotyp korreliert demnach
mit reduzierten p53 Gleichgewichtsmengen in den transformierten Zellen. In weitergehenden
Experimenten konnte allerdings gezeigt werden, dass die Destabilisierung von p53 nur für die
dramastische Erhöhung der Onkogenität in Versuchstieren von Bedeutung ist, während die
verstärkte Zelltransformation nicht von der Reduzierung der p53 Menge abhängig ist. Die
Region im E4orf6 Protein, die für die Etablierung dieses Phänotyps ausreichend scheint, ist
die C-terminale Onkodomäne (Nevels et al., 2000). Neben p53 ist vermutlich auch die durch
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E1B-55K und E4orf6 induzierte Inaktivierung von Mre11 und der DNA-Ligase IV (Baker
et al., 2007; Stracker et al., 2002, 2005) und die Interaktion von E4orf6 mit der DNA-PK
von Bedeutung für die durch E4orf6 vermittelten zusätzlichen Eigenschaften. Funktionelle
Analysen haben gezeigt, dass das virale Protein in der Lage ist, das Aneinanderfügen von
gebrochenen DNA-Strängen zu inhibieren (Boyer et al., 1999).
Jedoch besitzt das E4orf6 Protein nicht nur in Nagetieren, sondern auch in humanen Zellen
onkogenes Potential. Mit E1A und E1B transformierte embryonale Nierenzellen (HEK293 Zel-
len) sind in Nagetieren nicht onkogen, durch zusätzliche Expression von E4orf6 können diese
Zellen jedoch Tumore in den Versuchstieren induzieren (Moore et al., 1996).

Doch nicht nur in Verbindung mit E1A und E1B-55K zusammen haben die beiden E4 Prote-
ine, E4orf3 und E4orf6, tumorigenes Potential, auch die Expression mit E1A alleine hat eine
Transformation zur Folge. Interessanterweise können in diesen Zellen zwar keine viralen Gen-
produkte nachgewiesen werden, die transformierten Zellen haben aber dennoch die Fähigkeit,
Tumore hervorzubringen. Es wird vermutet, dass die viralen Proteine, dem „Hit&Run“-Modell
der viralen Onkogenese entsprechend, dauerhaft onkogene Mutationen in den Zellen hervor-
rufen (Nevels et al., 2001).

1.3 Funktionen von Homeobox Proteinen

Homeobox Gene sind Schlüsselregulatoren bei der Entwicklung von Körperstrukturen in der
Embryogenese, der Organentwicklung, der Zelldifferenzierung und der Hämatopoese (Mark
et al., 1997; McGinnis und Krumlauf, 1992; Carroll et al., 2005).
Dabei sind in Säugetieren zwei Klassen von Homeobox Genen bekannt, die dem Anntenna-
pedia Gen in Drosophila melanogaster ähnlichen und danach benannten Hox Gene, die in
Clustern vorhanden sind, sowie weitere über das gesamte Genom verteilte Gene. Im Folgen-
den wird auf die eigentlichen Hox Gene bzw. deren Genprodukte eingegangen. Von diesen
sind bei Säugetieren 39 Gene vorhanden, die in 13 paralogen Gruppen in vier Clustern auf
den Chromosomen 7, 17, 2 und 12 angeordnet sind (Abb. 1.5) (Krumlauf, 1994). Diese vier
Cluster entstanden durch Duplikationen im Laufe der Evolution aus einem einzigen Cluster
mit wenigen Genen. Allen Produkten dieser Gene ist die Homeodomäne, ein 61 Aminosäuren
langes DNA-Bindemotiv, das zu drei �-Helices gefaltet ist, gemein. Dieser Bereich ist in allen
Hox Proteinen sehr hoch konserviert (Scott et al., 1989).

Hoxa1 Hoxa2 Hoxa3 Hoxa4 Hoxa5 Hoxa6 Hoxa7 Hoxa9 Hoxa10 Hoxa11 Hoxa13

Hoxb1 Hoxb2 Hoxb3 Hoxb4 Hoxb5 Hoxb6 Hoxb7 Hoxb8 Hoxb9 Hoxb13

Hoxc4 Hoxc5 Hoxc6 Hoxc8 Hoxc9 Hoxc10 Hoxc11 Hoxc12 Hoxc13

Hoxd1 Hoxd3 Hoxd4 Hoxd8 Hoxd9 Hoxd10 Hoxd11 Hoxd12 Hoxd13

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Organisation von Hox Genen in Säu-
getieren. Dargestellt ist die Anordnung der 39 Hox Gene in Mus muculus zu 13 paralogen
Gruppen in vier Clustern (aus Pearson et al., 2005).

Die Rolle von Hox Genen in der Kontrolle der Anterior-Posterior-Axenformation (von vorne
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nach hinten) ist vermutlich ihre älteste Funktion (Pearson et al., 2005). Änderungen in ge-
netischen Hox Regulationswegen haben höchstwahrscheinlich zur evolutiven morphologischen
Veränderung in triphoblastischen Tieren beigetragen (Averof und Akam, 1995; Averof und
Patel, 1997; Carroll et al., 2005; Jeong et al., 2006; Hsia und McGinnis, 2003; Lemons und
McGinnis, 2006), was die Bedeutung dieser Gene unterstreicht. Die Expressionsmuster der
einzelnen Hox Proteine und damit ihr Einfluss auf den sich entwickelnden Embryo sind äu-
ßerst komplex. Die Anordnung der Hox Gene innerhalb der jeweiligen Cluster bestimmt ihre
Expression, indem mehr 3´-gelegene Gene früher als mehr 5´-gelegene Gene aktiviert werden
(zeitliche Kolinearität) und 3´-gelegene Gene in rostralen (in Richtung des Kopfes) Strukturen
bzw. 5´-gelegene Gene in kaudalen (in Richtung des Schwanzes) Strukturen exprimiert sind
(räumliche Kolinearität). Nachdem die Strukturen festgelegt sind, ist die Expression einzelner
Hox Gene nicht mehr auf diese Bereiche beschränkt (Pearson et al., 2005). Mittlerweile wird
neben dieser zeitlichen und räumlichen Regulation die große Bedeutung weiterer Mechanis-
men wie gewebespezifische Regulation, Chromatin Modellierung durch polycomb group (pcG)
Faktoren (Ringrose und Paro, 2004) und posttranskriptionelle Kontrolle durch miRNA (Yekta
et al., 2004; Naguibneva et al., 2006; Chopra und Mishra, 2006) erkannt.

Nicht nur bei der Embryonal- sondern auch bei der Organentwicklung von Niere, Thymus,
Brustdrüse, Lunge und weiteren Organen sind Hox Gene wichtige Faktoren (Krumlauf, 1994).
Darüber hinaus tragen sie enscheidend zur Regulation der Differenzierung in adultem Geweben
wie z. B. der Haut oder von Blutzellen bei (Scott und Goldsmith, 1993; Morasso et al., 1996;
Lawrence et al., 1996; Giampaolo et al., 1994).

Hox Proteine wirken als Transkriptionsfaktoren, indem sie regulatorische DNA-Bereiche bin-
den und so die Expression vieler Zielgene beeinflussen (Pearson et al., 2005). Zwar wurden
bisher eine Reihe dieser Zielgene durch Computeranalyse vorhergesagt, aber nur wenige davon
konnten tatsächlich experimentell bestätigt werden. Ausgehend von den bestätigten Genen
sowie den Funktionen, die Hox Proteine ausüben, ist klar, dass sie in Zelladhäsion, Zellzyklus,
Zelltod und Zellbewegung involviert sein müssen (Weatherbee et al., 1998; Pearson et al.,
2005; Yokouchi et al., 1995). Doch neben den transkriptionellen Funktionen gibt es zudem
erste Hinweise, dass Hox Proteine weitere Transkriptions- und Homeodomänen-unabhängige
Aufgaben erfüllen (Topisirovic et al., 2003; Shiojima et al., 1996; Yang et al., 2000; Hyduk
und Percival-Smith, 1996; Rubin et al., 2007).
Die große Zahl an Hox Proteinen und die Tatsache, dass das vermutete DNA-Bindemotiv
dieser Gruppe von Proteinen sehr kurz und einfach ist, ermöglicht die Bindung von vielen
verschiedenen Hox Proteinen an dem betreffenden DNA-Abschnitt, weshalb die Notwendig-
keit der Regulation besteht (Chen und Sukumar, 2003a). Dies wird höchstwahrscheinlich durch
Kofaktoren beeinflusst. Dabei verändert das gewebespezifische Vorhandensein von Interakti-
onspartner wie Pbx und MEIS die Fähigkeit der Hox Proteine an bestimmte DNA-Sequenzen
zu binden. Hierbei spielen Bereiche außerhalb der Homeodomäne wie das Pentapeptid (Kno-
epfler und Kamps, 1995; Phelan et al., 1995) und andere Regionen, die in den verschiedenen
Hox Proteinen weniger hoch konserviert sind, eine Rolle. Ein weiterer vermuteter Mechanis-
mus umfasst die gewebespezifische Chromationorganisation und damit die Zugänglichkeit für
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Hox Proteine (Lu et al., 1995; Fernandez et al., 2008; Lawrence et al., 2005; Chauvet et al.,
2000). Darüber hinaus konnte in neueren Studien eine veränderte Funktion der verschiedenen
Hox Proteine durch Phosphorylierung durch die Caseinkinase 2 (CK2) gefunden werden (Gay
et al., 1988; Gavis und Hogness, 1991; Bourbon et al., 1995; Jaffe et al., 1997). Die Phospho-
rylierung ändert hierbei in vitro die Interaktion mit DNA bzw. für die Funktion wichtigen
regulatorischen Proteinen (Taghli-Lamallem et al., 2008). Bei manchen Hox Proteinen konn-
te zudem eine Phosphorylierung durch die DNA-Proteinkinase (DNA-PK) gefunden werden
(Schild-Poulter et al., 2001). Obwohl bekannt ist, dass gewebsspezifische Kofaktoren sowie
Regulationsmechanismen vorhanden sind, die die Funktionen der einzelnen Hox Proteine, un-
terschiedliche Zielgene entweder zu aktivieren oder zu reprimieren, beeinflussen, kann über die
genauen molekularen Grundlagen bisher nur spekuliert werden (Chauvet et al., 2000; Ch’ng
und Kenyon, 1999).

Die Funktionen von Hox Proteinen in der normalen Entwicklung und bei der Tumorentstehung
haben gemeinsam, dass beide Prozesse durch Veränderungen in der Balance zwischen Zellpro-
liferation und -differenzierung geprägt sind. Daher ist es nicht verwunderlich, dass veränderte
Hox Expressionsmuster in verschiedenen malignen Erkrankungen gefunden wurden (Chen und
Sukumar, 2003a). Es konnte gezeigt werden, dass Hox Gene in myeloider Leukämie beim Men-
schen involviert sind und auch in nicht-myeloiden Krebserkrankungen Schlüsselfaktoren sind
(Lawrence et al., 2005). Ihre Fehlregulation führt ferner zu soliden Tumoren verschiedener
Gewebe (Abate-Shen, 2002; Grier et al., 2005; Cillo et al., 2001; Raman et al., 2000). Da-
bei ist die Expression der Hox Proteine verglichen mit normalem Gewebe in manchen Fällen
erhöht, in anderen herunter reguliert. In dem jeweiligen zellulären Kontext fungieren diese
Faktoren also entweder als Tumorsuppressoren oder als Onkogene (Raman et al., 2000) wie
dies auch für die transkriptionelle Aktivität dieser Proteine z. B. bei der Embryonal- oder
Organentwicklung der Fall ist. Dabei treten Unterschiede in den verschiedenen Tumoren auf
und kein Hox Gen ist in unterschiedlichen Tumoren auf die gleiche Weise verändert (Chen
und Sukumar, 2003a).
Die genaue Rolle der Hox Proteine bei der Entstehung von tumorigenen Erkrankungen ist
bislang weitgehend unklar und scheint, je nach Tumorart, unterschiedlich zu sein. Es besteht
jedoch kein Zweifel, dass die Fehlregulation dieser Proteine zur Tumorgenese beitragen kann.
Dabei erfolgt die Neoplasie über einen mehrstufigen Prozess, der Zellzyklusregulation, Apop-
tose, Angiogenese und Zell-Zell-Kommunikation umfasst (Chen und Sukumar, 2003b).

1.3.1 Funktionen von HoxB7

Wie bei allen Hox Genen sind auch die unterschiedlichen Funktionen von HoxB7 hauptsäch-
lich im Kontext mit den anderen Genen des jeweiligen Clusters zu sehen. Dennoch konnten
für einzelne Hox Proteine in bestimmten zellulären Zusammenhängen spezifische Funktionen
identifiziert werden, so auch für HoxB7. Eine der Funktionen dieses zellulären Proteins ist
in der DNA-Doppelstrangbruch Reparatur, wobei es an die DNA-Proteinkinase (DNA-PK)
binden und vermutlich, direkt oder indirekt, deren Aktivität verstärken kann. Weiterhin liegt
auch eine Interaktion mit Rad 52 vor, ob und wie eine Regulation hierdurch erfolgt, ist aber
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unklar (Rubin et al., 2007).

Die meisten HoxB7 spezifischen beschriebenen Funktionen stehen im Zusammenhang mit Tu-
morentstehung. Bereits vor fast 20 Jahren konnte in einem Transformationsexperiment das
onkogene Potential verschiedener Hox Proteine, darunter auch HoxB7, nachgewiesen wer-
den (Maulbecker und Gruss, 1993). Neben dem onkogenen Potential dieses Proteins in vitro
wurde später durch zahlreiche weitere Studien gezeigt, dass HoxB7 höchstwahrscheinlich ei-
ne Rolle bei der Tumorgenese spielt. So wurde in verschiedenen Zelllinien aus Melanomen,
Eierstock- und Brusttumoren sowie in primären Tumoren eine Überexpression dieses Hox Pro-
teins beobachtet (Care et al., 1996; Naora et al., 2001). Weiterhin induziert die Expression
von HoxB7 eine verlängerte Proliferation einer bestimmten Population hematopoetischer Zel-
len (Care et al., 1999) und scheint daher präneoplastische Funktionen zu haben (Fernandez
et al., 2008). Auch in humanen Brustkrebszellen wird durch Überexpression von HoxB7 die
Proliferationsrate verstärkt und die Tumorentwicklung unterstützt (Care et al., 1998). Beim
Vergleich der HoxB7 mRNA Expression in Tumorzellen während der Brustkrebsentstehung
von primären Tumoren bis hin zu Metastasen, kann eine schrittweise Zunahme der HoxB7 Ex-
pression im Zuge der Tumorentwicklung beobachtet werden. Dies scheint von der Fähigkeit
des Proteins abzuhängen, Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) zu induzieren, ein Pro-
zess der zunächst als bedeutsam für die Embryonal- und Organentwicklung erachtet wurde,
jetzt aber auch mit der Krebsentstehung in Zusammenhang gebracht wird (Wu et al., 2006).
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Daten weist eine andere Studie jedoch darauf hin,
dass die Funktion von HoxB7 von den physiologischen Bedingungen abhängt und es gut mög-
lich ist, dass das Protein alleine nicht ausreichend ist, Tumore zu induziern, sondern hierfür
weitere Onkoproteine benötigt (Chen et al., 2008). Zur Beantwortung der genauen Rolle von
HoxB7 bei der Onkogenese sind daher weitere Untersuchungen erforderlich.

1.4 Zusammensetzung und Funktion der subzellulären PML-

NBs

PML-NBs sind Multiproteinkomplexe, die mit der nukleären Matrix assoziiert sind und je
nach der Zusammensetzung ihrer verschiedenen Komponenten unterschiedliche Funktionen
erfüllen (Stuurman et al., 1992; Bernardi und Pandolfi, 2007). Weitere Namen für PML-NBs
sind PODs, ND10 oder Kremer bodies. Die Hauptkomponente der nukleären Strukturen sind
die PML Proteine, von denen, bedingt durch alternatives Spleißen, zahlreiche Genprodukte
vorliegen, die aufgrund ihrer Sequenz zu sieben Isoformen gruppiert werden (Abb. 1.6) (Fagioli
et al., 1992; Bernardi und Pandolfi, 2007; Jensen et al., 2001). Die PML Proteine wurden als
Auslöser der akuten promyelozytischen Leukämie (APL) entdeckt, bei der sie als Teil einer
chromosomalen Translokation t(15;17) mit dem Gen RAR� verknüpft vorliegen (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). In weiteren Studien wurde PML als Tumorsuppressor identifiziert, der
in verschiedenen humanen Tumorarten fehlreguliert ist (Koken et al., 1995; Salomoni und
Pandolfi, 2002; Gurrieri et al., 2004a,b; Scaglioni et al., 2006; Salomoni et al., 2008).
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In allen bisher untersuchten Säugetierzellen konnten pro Zellkern zwischen 1 und 30 PML-NBs
mit einem Durchmesser von 0,2-1 �m während des gesamten Zellzyklus gefunden werden, wobei
ihre Zahl abhängig von Zelltyp, -zyklus, Differenzierungsgrad und Stress-induziert schwankt
(Dellaire und Bazett-Jones, 2004; Dellaire et al., 2006).
Die PML Proteine dienen als Gerüst dieser subnukleären Strukturen und assoziieren mit
weiteren Faktoren, von denen bisher mehr als 160 identifiziert werden konnten. Der größte
Teil hiervon liegt meist jedoch nur transient vor, neben den PML Proteinen selbst sind nur
Sp100, Daxx und SUMO-1 dauerhaft assoziert. Neben den bereits genannten ist eine direkte
Interaktion mit PML auch für p53, pRB, den Transkriptionsaktivator CBP (CREB binding
protein), die Transkriptionsrepressoren Daxx und Sp100 sowie das Ubiquitin-konjugierende
Enzym Ubc9, das Ubiquitin-ähnliche Protein SUMO-1 und den Translationsinitiationsfaktor
eIF4E aufgedeckt worden. Die Formation von PML-NBs sowie die Funktionen dieser Pro-
teinkomplexe werden dabei entscheidend durch postranskriptionelle Modifikation mit dem
Ubiquitin-ähnlichen Protein SUMO-1 gesteuert (Zhong et al., 2000a; Best et al., 2002; Shen
et al., 2006; van Damme et al., 2010).

Exons

PML-I

PML-II

PML-III

PML-IV

PML-V

PML-VI

PML-VII

1 2 3 4 5 6

7a

7a

7a

7a

7a

7a

7a

8

8

9

7b

7b

Alternatives Spleißen

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Struktur von PML Proteinen. Darge-
stellt sind die sieben PML Isoformen (nach Bernardi und Pandolfi, 2007).

Die Assoziation mit verschiedenen Komponenten vermittelt die unterschiedlichen Funktionen
von PML-NBs bei der Apoptose (Takahashi et al., 2004), Differenzierung (Grobelny et al.,
2000), DNA-Reparatur (Dellaire und Bazett-Jones, 2004), posttranslationaler Modifikation
(Pearson et al., 2000), Proteolyse (Lafarga et al., 2002; Lallemand-Breitenbach et al., 2001),
Transkriptionsregulation (Boisvert et al., 2000; Borden, 2002; Zhong et al., 2000b), Tumor-
suppression (Salomoni und Pandolfi, 2002) oder der Zellzyklusprogression (Ruggero et al.,
2000).
Darüber hinaus spielen PML-NBs auch bei der antiviralen Zellantwort eine wichtige Rolle,
was durch die Beobachtung gestützt wird, dass sich nach Induktion von Interferon Typ I
(IFN�) und Interferon Typ II (IFN�) die Zahl und Größe der PML-NBs etwa verdoppelt
(Nisole et al., 2005).

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass viele DNA- und RNA-Viren mit PML-NBs in Wech-
selwirkung treten und die viralen Proteine PML-NBs modulieren, um einer antiviralen Zellant-
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wort entgegen zu wirken. Es wurde entdeckt, dass die Transkriptions- und Replikationszen-
tren vieler Viren in der Nähe von PML-NBs lokalisiert sind. Für das HSV-1 (Herpes-Simplex
Virus-1), das SV40 (Simian-Virus Typ-40) und das HCMV (Humanes Cytomegalie Virus)
konnte eine enge Verknüpfung mit diesen nukleären Strukturen gefunden werden; und auch
das Adenovirus Typ 5 ist mit ihnen assoziiert (Everett, 2001; Maul et al., 1993, 1996). In
weitreichenden Studien wurden für viele DNA-Viren, wie Adeno-, Herpes-, Hepatitis- und
Papillomviren virale Faktoren identifiziert, deren Funktion die Modulierung und Auflösung
der PML-NB Strukturen ist (Bell et al., 2000; Borden et al., 1998; Carvalho et al., 1995;
Day et al., 1998; Everett und Maul, 1994; Everett, 2006; Florin et al., 2002; Kyratsous und
Silverstein, 2009; Puvion-Dutilleul et al., 1995b; Tavalai und Stamminger, 2008; Ullman und
Hearing, 2008; Woodhall et al., 2006). Auch Proteine von RNA-Viren wie HIV-1 (Humanes
Immundefizienzvirus Typ-1) und HTLV-1 (Humanes T-Zell-Leukämievirus Typ-1) wurden
PML-NB-modulierende Funktionen zugesprochen (Desbois et al., 1996; Doucas und Evans,
1999; Huang et al., 2008; Turelli et al., 2001). Die Wirkmechanismen dieser viralen Proteine
sind dabei unterschiedlich. Einige der viralen Faktoren sind in der Lage, den proteasomalen
Abbau von Komponenten der PML-NBs zu induzieren z. B. ist das ICP0 Protein (intracel-
lular protein 0 ) von HSV-1 ausreichend, um SUMO-1 modifiziertes PML, Daxx und Sp100
dem Abbau zuzuführen. Andere virale Proteine bewirken die strukturelle Veränderung der
PML-NBs. So führt die lytische Replikation von EBV (Epstein Barr Virus) zur Umverteilung
von Sp100 und Daxx, später auch von PML (Everett, 2001; Bell et al., 2000).
Auch bei Adenoviren erfolgt keine Zerstörung sondern lediglich eine Umorganisierung der
PML-NBs zu fädigen Strukturen (track-like structures) vermittelt durch das E4orf3 Protein
(Carvalho et al., 1995; Doucas et al., 1996; Ishov und Maul, 1996; Puvion-Dutilleul et al.,
1995a). Weitere adenovirale mit PML-NBs assoziierte Proteine sind das E1A (Carvalho et al.,
1995; Wimmer, 2010) und das E1B-55K Protein (Wimmer et al., 2010a). Als weiterer kürzlich
identifizierter PML Interaktionspartner gilt E4orf6 (Wimmer, 2010). Wenngleich ein Einfluss
von PML-NBs vermutet wird, so bleibt ihre genaue Rolle für die lytische Virusreplikation
bisher ungeklärt.

Viele der an den PML-NBs lokalisierenden Faktoren sind Tumorsuppressorproteine wie bei-
spielsweise p53 und PML oder Transkripionsfaktoren wie Daxx und Sp100. Dies und die
Tatsache, dass das PML Protein mit der Entstehung maligner Erkrankungen in Verbindung
steht und höchstwahrscheinlich mit allen wichtigen adenoviralen Onkoproteinen (E1A, E1B-
55K, E4orf3 und E4orf6) interagiert, legt auch eine entscheidende Rolle von PML und den
PML-NBs in der Adenovirus-induzierten Zelltransformation nahe.

1.5 Aufgabenstellung

Das multifunktionelle E4orf6 Protein ist für eine produktive virale Infektion nötig und wirkt
dabei auf allen Ebenen der Genexpression. Diese Funktionen stehen teilweise im Zusammen-
hang mit der Fähigkeit dieses Proteins, die durch die Genprodukte E1A und E1B-55K in-
duzierte Zelltransformation zu verstärken. Ein C-terminaler Abschnitt des E4orf6 Proteins,
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die Onkodomäne, wurde hierbei für morphologische Zellveränderungen und die Erhöhung der
Zahl transformierter Zellen als ausreichend befunden. Aufgrund von CD-Spektroskopie und
Strukturvorhersagen wird angenommen, dass es sich bei diesem Bereich um eine eigenständi-
ge Proteindomäne mit �-helicaler Struktur handelt. Auch erste Experimente mit diesem Teil
des Proteins, ausgehend von einem Plasmid, zeigen, dass es in der Lage ist, manche Funk-
tionen des E4orf6 Proteins zu erfüllen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher der Einfluss
des C-Terminus des E4orf6 Proteins in der Infektion untersucht werden. Hierbei sollte er-
mittelt werden, ob diese Proteindomäne ausreichend ist, die Funktionen von E4orf6 in einer
produktiven Virusreplikation zu erfüllen. Dazu sollten zunächst Virusmutanten, die nur die
Onkodomäne enthalten, hergestellt werden. Diese neu generierten Viren sollten anschließend
charakterisiert werden.

Wie die Arbeiten der vergangenen Jahre weiterhin zeigen konnten, scheint E4orf6 in der
Transformation durch zwei genetisch unterscheidbare, von der p53-Stabilität abhängige und
unabhängige, Mechanismen zu wirken. Während die Induktion des durch E4orf6 verstärk-
ten Tumorwachstums von p53 abhängt, sind die morphologische Hypertransformation und
die erhöhte Transformationsrate unabhängig von dem zellulären Protein. Daher sollte in
der vorliegenden Arbeit zur Aufklärung eines weiteren vermutlich p53-unabhängigen E4orf6-
vermittelten Transformationsmechanismus nach neuen, mit der Onkodomäne interagierenden,
zellulären Proteinen gesucht werden. Diese potentiellen Interaktoren sollten in der Transfor-
mation untersucht werden. Nachdem die E4orf6 Funktionen in der Transformation mit denen
in der Infektion teilweise überlappen, sollte weiterhin ein möglicher Einfluss dieser Faktoren
und ihre Rolle während einer Adenovirusinfektion untersucht werden.

Insgesamt sollen die Studien neue Einblicke bezüglich der Rolle von E4orf6 bzw. dessen Onko-
domäne in der Zelltransformation liefern. Darüber hinaus sollen durch mögliche neue zelluläre
Interaktionspartner gegebenenfalls die Kenntnisse über dieses virale Protein in der Virusin-
fektion erweitert werden. Die Ergebnisse könnten als Grundlage für weitere Untersuchungen
dienen, um erweiterte Kenntnisse bezüglich der virusinduzierten Zelltransformation und Tu-
morentstehung zu erlangen.
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2 Material

2.1 Zellen

2.1.1 Bakterienstämme

In dieser Arbeit wurden folgende Bakterienstämme verwendet:

Bezeichnung Merkmal

Dh5α supE44, ΔlacU169, (Φ80dlacZΔM15 ), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
relA1 (Hanahan und Meselson, 1983)

XL2-Blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, lac, [F’proAB, lacIqZΔM15,
Tn10 (Tetr), Amy, Camr] (Stratagene)

2.1.2 Hefestämme

In dieser Arbeit wurden folgende Hefestämme verwendet:

Bezeichnung Merkmal

Y152 MATa, leu2-3, 112, ura3-52, trp1-901, his3-Δ200, ade2-101, gal4Δgal80ΔURA3:
:GAL-lacZ, LYS2: :GAL-HIS3 (Durfee et al., 1993)

2.1.3 Säugerzelllinien

In dieser Arbeit wurden folgende Säugerzelllinien verwendet:

Bezeichnung Merkmal

2E2 293 EBNA Tet Zelllinie, generiert aus HEK 293; HAdV5 E2A und E4orf6
Tetrazyklin-abhängig induzierbar (Catalucci et al., 2005)

AB120 Etablierte Rattenzelllinie, stabil transformiert mit HAdV5 E1A und E1B-55K
(Nevels et al., 1999a)

ABS1 Etablierte Rattenzelllinie, stabil transformiert mit HAdV5 E1A, E1B-55K und
E4orf6 (Nevels et al., 1999a)

Fortsetzung nächste Seite
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Bezeichnung Merkmal

A-UKE9 primäre humane Fruchtwasserzellen, Mischpopulation (anonyme Spenderin aus
dem UKE)

A-UKE10 primäre humane Fruchtwasserzellen, Mischpopulation (anonyme Spenderin aus
dem UKE)

A-UKE14 primäre humane Fruchtwasserzellen, Mischpopulation (anonyme Spenderin aus
dem UKE)

A549 Humane Lungenkarzinom-Zelllinie, Wildtyp p53 (Giard et al., 1973)
H1299 Humane, p53-negative Lungenkarzinom-Zelllinie (Mitsudomi et al., 1992)
HEK 293 Humane, embryonale Nierenzellen, die die HAdV5 E1-Region stabil exprimieren

(human embryonic kidney cells) (Graham et al., 1977)
HEK 293T HEK 293 Zellen, die das Large T Antigen des SV40 (Simian Virus 40)

exprimieren (Sena-Esteves et al., 1999)
HeLa Humane Zervixkarzinom-Zelllinie (Gey et al., 1952)
MIO-M1 Humane pseudoprimäre retinale Glia Zellen (Limb et al., 2002)
MRC5 Humane fötale Lungenzelllinie (Jacobs et al., 1970)
BRK Primäre Nierenzellen aus 3-5 Tage alten CD-Ratten
pSuper H1299 Zelllinie mit leerem pSuper Vektor (diese Arbeit)
shHox H1299 Zelllinie mit shRNA gegen HoxB7 in pSuper Vektor; shRNA 5´ GAT

CCC CGA GCC GAG TTC CTT CAA CAT TCA AGA GAT GTT GAA GGA
ACT CGG CTC TTT TTA3´ (diese Arbeit)

U2OS Humane, epitheliale Osteosarkom Zelllinie, Wildtyp p53 und Rb, p16 negativ
(Ponten und Saksela, 1967)

W162 Verozellen (permanente Affennieren-Zellen) transformiert mit der HAdV2
E4-Region (Weinberg und Ketner, 1983)

2.2 Adenoviren

Die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Viren wurden im H5pg4100-Rückgrat
hergestellt.

Bezeichnung Merkmal

H5pg4100 Wildtyp HAdV5 mit einer 1863 bp langen Deletion (nt 28602 bis nt 30465) des
E3-Leserahmens (Kindsmüller et al., 2007)

H5pm4115 HAdV5 E4orf6-Mutante (L245P) mit einem AS Austausch von Leucin zu Prolin
an der Position 245 (Stammsammlung der Arbeitsgruppe)

H5pm4139 HAdV5 E4orf6-Mutante (L47G/L122S) mit einem AS Austausch von Leucin zu
Glycin an der Position 47 und einem AS Austausch von Leucin zu Serin an der
Position 122 (Blanchette et al., 2008)

H5pm4149 HAdV5 E1B-55K-Mutante mit vier Stoppkodons an den AS-Positionen 3, 8, 86
und 88 (Kindsmüller et al., 2009)

Fortsetzung nächste Seite
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Bezeichnung Merkmal

H5pm4150 HAdV5 E4orf3-Mutante mit einer frame shift Mutation nach Kodon 37 durch
ein eingefügtes Thymidin an Position nt 34592 (erster Stopp bei Kodon 38)
(Speiseder, 2006)

H5pm4154 HAdV5 E4orf6-Mutante mit einem AS Austausch zum Stoppkodon an der
Position 66 (Blanchette et al., 2004)

H5pm4166 HAdV5 E4orf4-Mutante mit verändertem Startkodon und eingeführtem
Stoppkodon an AS-Position 12 (Miron et al., 2009)

H5pm4182 HAdV5 E4orf6-Mutante mit einer Deletion der AS 62-202 (diese Arbeit)
H5pm4229 HAdV5 E4orf6-Doppelmutante, Kombination aus H5pm4182 und H5pm4115

(diese Arbeit)

2.3 Nukleinsäuren

2.3.1 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden als Startermoleküle (Primer) für Sequenzierreaktionen,
PCR-Amplifikationen und die Einführung 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.

Nr. Bezeichnung Sequenz [5´ − 3´] Verwendung

64 E1B bp20-43 fwd CGC GGG ATC CAT GGA GCG AAG AAA
CCC ATC TGA GC

virale DNA-
Replikation

110 E1B 361-389 rev CGG TGT CTG GTC ATT AAG CTA AAA virale DNA-
Replikation

635 pcDNA3-fwd ATG TCG TAA CAA CTC CGC Sequenzierung
840 E4orf6 fwd 32246bp GCA GAT CTG TTT GTC ACG CC Sequenzierung

1371 18s rRNA fwd CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA RT-PCR
1372 18s rRNA rev GCT GGA ATT ACC GCG GCT RT-PCR
1441 HexonqPCR fwd CGC TGG ACA TGA CTT TTG AG RT-PCR
1442 HexonqPCR rev GAA CGG TGT GCG CAG GTA RT-PCR
1445 E4orf6-onco fwd ATT CAT ATG AGC TTT GGA TAC AGC

GCC
Klonierung

1446 E4orf6-onco rev ATG AAT TCG CCT ACA TGG GGG TAG
AGT C

Klonierung

1542 Inv.E4orf6 fwd GCC ATG AGC TTT GGA TAC AGC Klonierung
1543 Inv.E4orf6 rev GTA ACT CAC GTT GTG CAT TGT CAA Klonierung
1569 E1B qPCR fwd GAG GGT AAC TCC AGG GTG CG RT-PCR
1570 E1B qPCR rev TTT CAC TAG CAT GAA GCA ACC ACA RT-PCR

Fortsetzung nächste Seite

24



2: Material

Nr. Bezeichnung Sequenz [5´ − 3´] Verwendung

1606 shRNA HoxB7 fwd GAT CCC CGA GCC GAG TTC CTT CAA
CAT TCA AGA GAT GTT GAA GGA ACT
CGG CTC TTT TTA

Klonierung

1607 shRNA HoxB7 rev AGC TTA AAA AGA GCC GAG TTC CTT
CAA CAT CTC TTG AAT GTT GAA GGA
ACT CGG CTC GGG

Klonierung

1686 E1A RT fwd GTG CCC CAT TAA ACC AGT TG RT-PCR
1687 E1A RT rev GGC GTT TAC AGC TCA AGT CC RT-PCR
1690 Hox410-430 fwd AGA GTA ACT TCC GGA TCT A RT-PCR
1691 Hox670-680 rev TCG GCT TCA GCC CTG TCT T RT-PCR
1767 E4orf6 qPCR rev CCC TCA TAA ACA CGC TGG AC RT-PCR
1768 E4orf6 qPCR fwd GCT GGT TTA GGA TGG TGG TG RT-PCR
1767 E4orf6 qPCR rev CCC TCA TAA ACA CGC TGG AC RT-PCR
2240 HoxB7 Promotor neu

fwd
ATC TCG AGC AAC ATG AAA CTG CCT
ATT CAC GC

Klonierung

2241 HoxB7 Promotor neu
rev

ATA AGC TTG GAC GTT TTA GTG TCG
GTT TTA CG

Klonierung

2.3.2 Expressionsvektoren

Folgende Vektoren wurden für Subklonierungen oder zur Transfektion als Vektorkontrolle
verwendet. In der ersten Spalte ist die Nummer des Vektors in der Filemaker Pro-Datenbank
der Arbeitsgruppe angegeben.

Nr. Bezeichnung Verwendung

42 pGEX-2Tk bakterieller Expressionsvektor für Fusionsproteine mit GST-Tag
104 pACT Vektor für die humane cDNA-Datenbank aus λACT, ADC1 Promotor

(Durfee et al., 1993)
136 pcDNA3 Expressionsvektor für Säugerzellen, CMV-Promotor (Invitrogen)
138 pGL3 Basic SV40 basierter eukaryotischer Luciferase-Expressionsvektor
213 pGBKT7 (TCC) Expression von Fusionsproteinen mit der Gal4-DNA-Bindedomäne in

Hefen; Deletion in der EcoRI-Schnittstelle (GAATTC->GATTC) zur Verän-
derung des Leserahmens

2.3.3 Rekombinante Plasmide

Folgende rekombinante Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet bzw. herge-
stellt. In der ersten Spalte ist die Nummer des Plasmids in der Filemaker Pro-Datenbank der
Arbeitsgruppe angegeben.
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Nr. Bezeichnung Vektor Fremdgen Ref.

pGL3-Basic Prom E4 pGL3-Basic E4 Promotor 1

102 E4orf6/7 pCMV HAdV5 E4orf6/7 2

130 pGEX E4-34kDa TOPP6 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

247 pGL Ti-Luc pGL2-Basic Tdt Initiator 2

499 pRE-LUC unbekannt CMV-Promotor, fünf
p53-Bindungsstellen

3

573 E4orf6 dl152-294 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

574 E4orf6 dl224-294 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

575 E4orf6 dl271-294 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

576 E4orf6 dl1-203 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

581 E4orf6 dl1-55 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

582 E4orf6/7 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

583 E4orf6 dl1-108 pGEX-2Tk HAdV5 E4orf6 2

1155 E4-Box-S2 pPG-S2 HAdV5 E4-Region 2

1319 pcDNA-E1B-55K pcDNA3 HAdV5 E1B-55K 2

1467 CyclinG-Luc unknown CyclinG Promotor 2

1664 E4orf6 splice-fix pcDNA3 HAdV5 E4orf6 2

1898 pGBKT7 Ad5E4orf6onco-wt pGBKT7 HAdV5 E4orf6-Onkodomäne 4

1962 E4-Box E4orf6 del pPG-S2 HAdV5 E4 Region 4

1963 Ad5pPG-S2 E4orf6 del pPG-S2 HAdV5 Genom 4

1968 pCMV-VSV-G pCMV Hüllprotein G (VSV-G) des
vesikulären Stomatitis Virus

5

1969 pRSV-Rev pRSV HIV-1 Rev 6

1970 pMDLg/pRRE pMDL HIV-1 Gag, HIV-1 Pol 6

2055 Flag-PML I pLKO humanes PML I 2

2056 Flag-PML II pLKO humanes PML II 2

2057 Flag-PML III pLKO humanes PML III 2

2058 Flag-PML IV pLKO humanes PML IV 2

2059 Flag-PML V pLKO humanes PML V 2

2060 Flag-PML VI pLKO humanes PML VI 2

2073 E4orf6 dl271-292-HA pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2075 E4orf6 HA-dl1-203-HA pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2076 E4orf6 HA pcDNA3 HAdV5E4orf6 4

2082 E4orf6 dl 249-270 pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2274 shHoxB7-pSuper.retro.puro pSuper.retro.puro shRNA gegen HoxB7 4

2376 E4orf6-R275E pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2377 E4orf6-Q279A pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2378 E4orf6-H280/81A pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2379 E4orf6-R282E pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2380 E4orf6-M286L pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2381 E4orf6-D288V pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2382 E4orf6-D290V pcDNA3 HAdV5 E4orf6 4

2420 pGL3-Basic Prom E1A pGL3-Basic E1A Promotor 2

2421 pGL3-Basic Prom E1B pGL3-Basic E1B Promotor 2

2422 pGL3-Basic Prom pIX pGL3-Basic pIX Promotor 2

Fortsetzung nächste Seite
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Nr. Bezeichnung Vektor Fremdgen Ref.

2423 pGL3-Basic Prom E2e pGL3-Basic E2early Promotor 2

2424 pGL3-Basic Prom MLP pGL3-Basic ML Promotor 2

2425 pGL3-Basic Prom E3 pGL3-Basic E3 Promotor 2

2428 pGL3-Basic Prom E2l pGL3-Basic E2late Promotor 2

2432 E4orf6 onco-R275E pcDNA3 HAdV5E4orf6-Onkodomäne 4

2433 E4orf6 onco-Q279A pcDNA3 HAdV5E4orf6-Onkodomäne 4

2434 E4orf6 onco-H280/81A pcDNA3 HAdV5E4orf6-Onkodomäne 4

2435 E4orf6 onco-R282E pcDNA3 HAdV5 E4orf6-Onkodomäne 4

2436 E4orf6 onco-M286L pcDNA3 HAdV5 E4orf6-Onkodomäne 4

2437 E4orf6 onco-D288V pcDNA3 HAdV5 E4orf6-Onkodomäne 4

2438 E4orf6 onco-D290V pcDNA3 HAdV5 E4orf6-Onkodomäne 4

2472 pcDNA-HA-E1A-12S pcDNA3 HAdV5 E1A-12S 2

2473 E4-Box del62-202-L245P pPG-S2 HAdV5 E4 Region 4

2474 Ad5pPG-S2 E4orf6del-L245P pPG-S2 HAdV5 Genom 4

2475 pcDNA-HA-E1A-13S pcDNA3 HAdV5 E1A-13S 2

2521 E4orf6 dl 182-213 pcDNA3 HAdV5 E4orf6 2

2522 E4orf6 dl 214-228 pcDNA3 HAdV5 E4orf6 2

2523 E4orf6 dl 229-248 pcDNA3 HAdV5 E4orf6 2

2524 HoxB7-Flag pcDNA3 humanes HoxB7 2

2533 HoxB7 Promotor
Amniozyten lang

pGL3-Basic HoxB7 Promotor 4

1zur Verfügung gestellt von J. S. Mymryk 2Stammsammlung der Arbeitsgruppe 3zur Verfügung gestellt von
N. Horikoshi 4diese Arbeit 5Beyer et al., 2002 6Dull et al., 1998

2.4 Antikörper

2.4.1 Primärantikörper

Folgende Primärantikörper wurden für Western Blot- und Immunfluoreszenzanalysen verwen-
det:

Bezeichnung Merkmal

1807 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen das E4orf6-Protein von HAdV5
(Boivin et al., 1999)

2A6 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das E1B-55K-Protein von HAdV5
(Sarnow et al., 1982b)

3F10 Monoklonaler Ratten-Antikörper gegen das HA-Epitop (Roche)
610 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen das HAdV5 E1A Protein (zur

Verfügug gestellt von R. Grand)
6B10 Monoklonaler Ratten-Antikörper gegen das L4-100K-Protein von HAdV5

(Stammsammlung der Arbeitsgruppe)
α-Aktin (AC-15) Monoklonaler Maus-Antikörper gegen β-Aktin (Sigma)

Fortsetzung nächste Seite
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Bezeichnung Merkmal

α-Flag-M2 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das FLAG-Epitop (Sigma)
α-HoxB7 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das humane HoxB7 Protein (Santa Cruz)
α-late Polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen späte Strukturproteine von HAdV5

(Stammsammlung der Arbeitsgruppe)
α-Mre11 Polyklonaler Kaninchen-Antikörper gegen das humane Mre11-Protein (Abcam)
α-p53 (DO1) Monoklonaler Maus-Antikörper gegen ein aminoterminales Epitop von

p53 des Menschen (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) (Vojtesek et al., 1992)
B6-8 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das E2A-72K-Protein von HAdV5

(Reich et al., 1983)
M73 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen das HAdV5 E1A-12S und 13S Protein

(Harlow et al., 1985)
RSA3 Monoklonaler Maus-Antikörper gegen den Aminoterminus des E4orf6-Proteins

von HAdV5 (Marton et al., 1990)

2.4.2 Sekundärantikörper

Für Western Blot-Analysen wurden folgende Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundäran-
tikörper der Firma Amersham Life Science verwendet:

Bezeichnung Merkmal

HRPO-α-Maus IgG Antikörper gegen Maus IgGs aus Schaf
HRPO-α-Ratte IgG Antikörper gegen Ratte IgGs aus Ziege
HRPO-α-Kaninchen IgG Antikörper gegen Kaninchen IgGs aus Esel

Folgende Sekundärantikörper wurden für Immunfluoreszenzanalysen verwendet:

Bezeichnung Merkmal

FITC-α-Ratte IgG Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikörper gegen Ratte
IgGs aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekül (H + L; Dianova)

FITC-α-Maus IgG Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikörper gegen Maus IgGs
aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekül (H + L; Dianova)

FITC-α-Kaninchen IgG Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelter Antikörper gegen Kanin-
chen IgG aus Esel; AffiniPure gereinigtes Gesamtmolekül (H + L; Dia-
nova)

Texas Red -α-Ratte IgG Texas Red-gekoppelter Antikörper gegen Ratte IgGs aus Esel; AffiniPure
gereinigtes Gesamtmolekül (H + L; Dianova)

Texas Red -α-Maus IgG Texas Red-gekoppelter Antikörper gegen Maus IgGs aus Esel; AffiniPure
gereinigtes Gesamtmolekül (H + L; Dianova)

Alexa™488 α-Maus IgG Alexa™488 Antikörper gegen Maus IgGs aus Ziege (H + L; F(ab’)2 Frag-
ment; Molecular Probes)
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2.5 Kommerzielle Systeme

Folgende kommerzielle Systeme wurden verwendet:

Bezeichnung Hersteller

Protein Assay BioRad
QuikChange™Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Pierce
Plasmid Purification Mini, Midi und Maxi Kit Qiagen
Agarose Gel Extraction Kit 5Prime
Reverse Transkription System Promega
Yeast Plasmid Preparation Kit Zymo Research
TNT® Coupled Reticulocyte Lysate System Promega
Dual-Luciferase Assay System Promega

2.6 Enzyme, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

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

2.7 Größen- und Molekulargewichtstandards

Zur Bestimmung der Größe von DNA-Molekülen in Agarosegelen wurden die 100 bp DNA
Ladder und die 1 kb DNA ladder (New England BioLabs) verwendet. Für die Bestimmung
des Molekulargewichts von Proteinen bei der SDS-Gelelektrophorese wurde der Page Ru-
ler™Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) benutzt.

2.8 Versuchstiere

Transformationsversuche (s. 3.3.6) wurden in BRK-Zellen durchgeführt. Die Nieren hierfür
wurden aus 3-5 Tage alten CD-Ratten (Charles River, Kißlegg) entnommen.

2.9 Software und Datenbanken

Texte und Tabellen dieser Arbeit wurden mit TEXnicCenter auf einem PC erstellt und mit Hil-
fe der Windows-Applikation MikTEX 2.8 von LATEX in eine Adobe-Reader-Datei umgewandelt.
Zeichnungen, Diagramme und Abbildungen wurden mit den Programmen Adobe Photoshop
CS4 und Adobe Illustrator CS4 (Adobe Systems Incorporated) angefertigt. Sequenzvergleiche
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wurden mit dem Programm BioEdit 4.8.5 sowie der CLC Workbench erzeugt. Für die Quan-
tifizierung der Bandenintensität in Agarosegelen oder auf Röntgenfilmen wurde die Software
Gene Tools des G-Box Systems (SynGene) verwendet. Zur Archivierung der verwendeten
Antikörper, Plasmide, Vektoren, Oligonukleotide und Adenovirusmutanten wurde die Softwa-
re File Maker Pro 8.0 verwendet. Für die Literatursuche wurde die MEDLINE-Datenbank
(National Library of Medicine) unter http://www.ncbi.nlm.gov/PubMed/ benutzt. Die Lite-
raturangaben in dieser Arbeit wurden mit EndNote 9 zusammengestellt, mit JabRef 2.6 in
ein LATEX-Format umgewandelt und ins TEXnicCenter-Dokument eingebunden.
Für die Identifikation von potentiellen Protein-Interaktionspartnern wurde mit Hilfe des Pro-
gramms NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) eine gefundene DNA Sequenz
gegen eine Datenbank mit DNA Sequenzen bekannter Proteine verglichen.
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3.1 Bakterien

3.1.1 Kulturbedingungen und Lagerung

Für die Anzucht von E. coli in Flüssigkultur wurde steriles LB-Medium mit einer Einzelkolonie
beimpft und in Gegenwart entsprechender Antibiotika über Nacht bei 37 °C und 150-220 UpM
in einem Inkubationsschüttler (New Brunswick) inkubiert. E. coli -Kulturen, die ein für 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 unterdrücken. Für
die Anzucht von E. coli auf LB-Platten wurden aus einer Flüssig- oder Glyzerinkultur Bakte-
rien entnommen und auf einer Agarplatte mit den entsprechenden Antibiotikazusätzen ausge-
strichen. Nach Übernachtinkubation konnten dann Einzelkolonien isoliert werden. Diese Plat-
tenkulturen sind mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging) verschlossen für mehrere Wochen
bei 4 °C haltbar. Zur Lagerung der generierten transgenen Bakterien wurden Glyzerinkulturen
hergestellt. Dazu wurden die Bakterien einer Einzelkolonie in Flüssigkultur genommen und
kurz vor Erreichen der stationären Phase abzentrifugiert (4000 UpM, 10min; Kühlzentrifuge
5417 R, Eppendorf GmbH). Das entstandene Pellet 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: Ampicillin (500x):
10 g/l Bacto Trypton 50 mg/ml Ampicillin
5 g/l Bacto Hefeextrakt sterilfiltrieren,

10 g/l NaCl bei -20 °C lagern
pH 7 mit NaOH,
autoklavieren

3.1.2 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde zunächst eine Übernachtkultur in
LB-Medium ohne Antibiotika angesetzt. Diese wurde am nächsten Tag 1:100 in neuem Medi-
um verdünnt und bei 220 UpM in einem Inkubationsschüttler (New Brunswick) inkubiert, bis
die Suspension eine OD600 von 0,3-0,5 (Optimum 0,43) erreicht hatte. Die Bakterienkultur
wurde nun 15 min in Eiswasser abgekühlt und in sterilen Behältern abzentrifugiert (3000 UpM,
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5 min, 4 °C; Megafuge 1.0, Heraeus). Das Bakterienpellet wurde nun in TFBI Puffer (15 ml
pro 50 ml Kultur) resuspendiert und 60-90min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde erneut
wie oben zentrifugiert und das Pellet nun in TBFII resuspendiert (1 ml pro 50 ml Kultur). Die
Bakteriensuspension wurde nun sofort in vorgekühlten 1,5 ml Reaktionsgefäßen alliquotiert (je
100 �l) und diese sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die chemisch kompetenten Bakteri-
en wurden bei -80 °C gelagert. Zur Bestimmung der Transformationsrate wurden die Bakterien
mit 0,1 und 1 ng pcDNA3 transformiert (s. 3.1.3). Es sollten 106-108 Transformanden pro �g
DNA erreicht werden.

TFBI: TFBII:
15% Glyzerin 15% Glyzerin

10 mM CaCl2 10 mM MOPS, pH 7
30 mM KOAc 75 mM CaCl2

100 mM RbCl2 10 mM RbCl2
50 mM MnCl2·4H2O sterilfiltrieren, bei 4°C lagern

pH 5,8 mit CH3COOH
sterilfiltrieren, bei 4°C lagern

3.1.3 Chemische Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden chemisch-kompetente DH5-� (s. 3.1.2) oder superkompetente
XL2-Blue (Stratagene) E. coli Stämme verwendet. Die Bakterien wurden zunächst auf Eis
aufgetaut und ein Aliquot von 50-100 �l in vorgekühlte Polypropylen Röhrchen transferiert,
mit 2 �l �-Mercaptoethanol (1,22 M) sowie 1-10 �l Plasmid-DNA vermischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42 °C für 45 s wurden die Bakterien 2 min auf Eis abge-
kühlt und danach mit 1ml auf 37 °C vorgewärmtem NZCYM- Medium versetzt. Die Bakterien
wurden dann 1 h bei 37 °C und 220 UpM im Inkubationsschüttler (New Brunswick) regene-
riert, kurz abzentrifugiert (4000 UpM, 3 min; Kühlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH) und
in 50 �l LB-Medium resuspendiert. Anschließend wurde der Ansatz auf LB-Agarplatten mit
geeigneten Antibiotika ausplattiert.

NZCYM:
10 g/l NZ Amin
0,5 g/l NaCl
0,2 g/l Hefeextrakt
0,2 g/l MgSO4·6H2O

1 g/l Casaminosäuren
pH 7,5 mit NaOH,
autoklavieren

3.2 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eine Methode zum Nachweis und zur Untersuchung spezifi-
scher Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo (Fields und Song, 1989; Chien et al., 1991).
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Die Grundlage des Systems bildet die strukturelle Flexibilität des Hefe-Transkriptionsfaktors
GAL4, der in zwei funktionelle Domänen unterteilt wird. Die N-terminale DNA-Bindedomäne
(GAL4 DNA-BD) bindet dabei direkt an den GAL4 Promotor, während die C-terminale Akti-
vierungsdomäne (GAL4 AD) die Transkription des Gens aktiviert. Die beiden Domänen sind
einzeln nicht funktionsfähig, müssen jedoch nicht kovalent verbunden sein. Die räumliche Nähe
der Domänen zueinander reicht aus, um die Funktion als Transkriptionfaktor sicherzustellen.
GAL4 bindet an ein GAL-responsives Element (z. B. GAL1) und aktiviert die Transkription
von Genen, die für den Galaktose-Methabolismus benötigt werden (Johnston und Hopper,
1982).
Das in dieser Arbeit verwendete System basiert im Wesentlichen auf dem Matchmaker Two-
Hybrid System 3 (Clonetech). In den verwendeten Hefestämmen wurden rekombinante Pro-
teine mit jeweils einer der beiden Domänen des GAL4 Transkriptionsfaktors expremiert. Zum
einen war dies ein Fusionsprotein aus dem Suchprotein (hier die Onkodomäne von E4orf6)
mit der DNA-Bindedomäne, zum anderen die Aktivierungsdomäne fusioniert mit Proteinen
einer cDNA Bibliothek. Es wurde auf Hefezellen selektioniert, die jeweils beide Konstrukte
exprimieren. Um nun interagierende Proteine zu finden, wurde zusätzlich auf Zellen selektio-
niert, in denen die beiden Fusionsproteine eine aktivierende Funktion haben. Hierfür wurde
primär eine Wachstumsselektion durchgeführt. Die verwendeten Hefestämme besitzen einen
Defekt in einem essentiellen Gen (z. B. Histidin) und können auf Selektionsmedium (ohne
Histidin) nur wachsen, wenn durch Aktivierung durch das GAL4-Hybrid das Reportergen (z.
B. Histidin) exprimiert wird. Zur besseren Identifikation positiver Zellen, wird als weiteres
Reportergen z. B. das lacZ Gen genutzt, das zur Blau-Weiß-Selektion verwendet wird.

3.2.1 Screening einer B-Zell cDNA Bibliothek

Für einen Screening Ansatz erfolgte zunächst, wie in 3.2.2 beschrieben, die Transformation
der Hefezellen mit dem für das Suchprotein kodierenden Plasmid (E4orf6 Onkodomäne); die
Hefezellen wurden auf Platten ohne Tryptophan (W-) selektioniert. Zum Test der Autoak-
tivierung wurde ein �-Galaktosidase Test durchgeführt (s. 3.2.3). Anschließend wurden die
bereits transformierten Zellen mit einer Plasmid-basierten humanen B-Zell-Genbank (Durfee
et al., 1993) transformiert, die Zellen jedoch in diesem Fall auf Platten ohne Histidin, Tryp-
tophan und Leucin (HWL -) ausgekugelt und 1-2 Wochen bei 30 °C inkubiert. Die erhaltenen
Kolonien wurden in einem �-Galaktosidase Test auf Reportergenexpression getestet. Aus den
positiven Klonen wurde Plasmid DNA isoliert und diese durch Restriktionsspaltung (s. 3.6.8.1)
mit XhoI, Sequenzierung und NCBI Blast weiter analysiert.

3.2.2 Transformation von Hefezellen

Die Hefezellen wurden mittels Lithiuacetatmethode transformiert. Hierfür wurden die Hefe-
zellen zunächst über Nacht bei 30 °C und 150-220 UpM in einem Inkubationsschüttler (New
Brunswick) in 10ml YPAD-Vollmedium angezüchtet. Nach Erreichen der stationären Phase
(OD600 von 10) wurde die Hefesuspension in 300 ml YPAD-Medium überführt und weitere
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5-7 h unter Schütteln inkubiert, bis eine OD600 von 0,7 bis 0,9 erreicht war. Nach Zentri-
fugation (2000 UpM, 5 min; Multifuge 3S-R, Heraeus) wurden die Zellen in 10ml H2Obid

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, anschlie-
ßend wurde einmal mit 20 ml LiAc-Lösung gewaschen. Schließlich wurden die Zellen in 1 ml
LiAc-Lösung resuspendiert und 100 �l davon für die Transformation verwendet. Zu den Zellen
wurden 2-5 �g Plasmid DNA sowie 100 �g Carrier-DNA (gescherte Heringssperma-DNA) und
600 �l Polyethylenglykol-Lithiumacetat-Lösung (PEG/LiAc) gegeben. Die Suspension wurde
für 45 min bei 30 °C und 200 UpM inkubiert, anschließend mit 70 �l DMSO versetzt und weitere
15 min bei 45 °C (Hitzeschock) inkubiert. Nach Zentrifugation (4000 UpM, 5 min; Kühlzentri-
fuge 5417R, Eppendorf GmbH) wurden die Hefezellen in 200 �l H2Obid aufgenommen und
auf den jeweiligen Selektionsplatten ausgekugelt (unverdünnt, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000)
(Golemis und Khazak, 1997). Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert.

YAPD-Medium: Glukose Lösung:
10 g/l Bacto Yeast Extrakt 20% Glukose (w/v),
20 g/l Bacto Pepton, sterilfiltrieren

autoklavieren
50 ml/l Glukose Lösung (20%)

10x Lithiumacetat Lsg. PEG/LiAc Lsg.:
1 M Lithiumacetat 50% Polyethylenglycol (w/v)

pH 8,5, 1 M Lithiumacetat,
sterilfiltrieren sterilfiltrieren

200x Histidin Lsg.: 200x Leucin Lsg.:
4,8 g/l Histidin, 14,4 g/l Leucin,

sterilfiltrieren sterilfiltrieren

200x Tryptophan Lsg.: 100x Uracil Lsg.:
9,6 g/l Tryptophan, 2,4 g/l Uracil,

sterilfiltrieren sterilfiltrieren

20x Aminosäuren HWL -: Plattenmedium HWL -:
1 g/l Adenin 10% yeast nitrogen base 10x ( v/v)

0,48 g/l Arginin 10% Glukose (v/v)
2,4 g/l Asparagin 5% Aminosäuren HWL - 20x (v/v)
2,4 g/l Glutamin 1% Uracil 100x (v/v)

0,72 g/l Isoleucin 20 g/l Bacto Agar,
0,72 g/l Lysin sterilfiltrieren
0,48 g/l Methionin
1,2 g/l Phenylalanin
8,8 g/l Serin
4,8 g/l Threonin

0,72 g/l Tyrosin
3,6 g/l Valin

34



3: Methoden

3.2.3 �-Galaktosidase Test

Um die Expression des Reportergens lacZ in den transformierten Hefezellen zu testen, wur-
de ein �-Galaktosidase Filter Lift Test durchgeführt. Das lacZ Gen kodiert für das En-
zym �-Galaktosidase, welches das farblose Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-�-D-
galactopyranosid) zu 5-Brom-4-chlorindol umsetzen kann, welches wiederum nach Oxidation
einen blauen Indigokomplex bildet.
Zunächst wurden die zu testenden, vorher transformierten und durch Wachstumsselektion
auf HWL - Platten selektionierten, Hefezellen auf frischen Platten ausgestrichen und bei 30 °C
inkubiert, bis Hefekolonien gewachsen sind. Auf diese Platten wurde eine Nylon-Membran ge-
drückt, um die Hefezellen auf die Membran zu übertragen. Die Zellen auf der Membran wurden
nun durch Eintauchen in flüssigen Stickstoff und anschließendes Auftauen bei RT aufgebro-
chen. Die Membran wurde daraufhin mit der Zell-tragenden Seite nach oben in 750 �l einer
X-Gal-Lösung gelegt. Nach Inkubation bei 30 °C für etwa 60 min wurde die Membran auf
Blaufärbung analysiert.

Z-Puffer: X-Gal Lösung:
60 mM Na2HPO4·7H2O 100 ml Puffer Z
40 mM NaH2PO4·H2O 270 μl β-Mercaptoethanol
10 mM KCl 1,67 ml X-Gal in DMF
1 mM MgSO4·7H2O (20 mg/ml)

pH 7,
autoklavieren

3.3 Säugerzellen

3.3.1 Kultivierung von etablierten Zelllinien

Adhärente Zellen wurden als Einschichtkulturen in Kulturschalen (Falcon / Sarstedt) kulti-
viert. Als Nährmedium diente Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit 0,11 g/l Natrium-
pyruvat (DMEM; Gibco BRL; Dulbecco et al.,1959). Das Medium wurde entweder mit 5%
oder 10% fötalem Kälberserum (FKS; Pan) oder mit 5% oder 10% Kälberserum (NKS; Pan)
angereichert und mit 1% einer Penicillin / Streptomycin-Lösung (1000 U/ml Penicillin und
10 mg/ml Streptomycin in 0,9% NaCl; PAA) versetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C in einem
CO2-Inkubator (BBD 6220; Heraeus) mit 5%iger CO2-Atmosphäre inkubiert und regelmä-
ßig mit frischem Medium versorgt. Alle drei bis fünf Tage (abhängig von der Zelldichte)
wurden die Zellen im Verhältnis 1:5 bis 1:20 subkultiviert. Dazu wurde das Medium abge-
saugt, die adhärenten Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen und anschließend mit einer
Trypsin /EDTA-Lösung (PAA) von den Zellkulturgefäßen abgelöst. Nach Kompetition der
Proteaseaktivität des Trypsins durch Zugabe von 1Vol. mit Serum angereichertem Medium
wurden die abgelösten Zellen in einem 15 ml oder 50 ml Zentrifugenröhrchen (Sarstedt) ab-
zentrifugiert (2000 UpM, 3 min; Multifuge 3S-R, Thermo). Der Überstand wurde anschließend
abgesaugt und das Zellpellet in DMEM resuspendiert. Danach wurden die Zellen in einem ge-
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eigneten Verhältnis auf neue Kulturgefäße verteilt, die bereits vorgewärmtes Medium mit dem
entsprechenden Serum sowie Antibiotika enthielten.

PBS:
140 mM NaCl

3 mM KCl
4 mM Na2HPO4·7H2O

1,5 mM KH2PO4

pH 7,4 mit HCl,
autoklavieren

3.3.2 Lagerung von Säugerzellen

Für die dauerhafte Lagerung von Säugerzellen wurden zunächst subkonfluente Zellen nach
vorheriger Ablösung durch Trypsin / EDTA (s. 3.3.1) zentrifugiert (2000 UpM, 3min; Multi-
fuge 3S-R, Thermo) und das Zellsediment in 1 ml FKS oder NKS (PAN) mit 10% DMSO
(Sigma) aufgenommen und in CryoTubes™(Sarstedt) überführt. Die Kühlung der Zellen er-
folgte mit Hilfe des Cryo-Einfriergeräts „Mr. Frosty“ (Zefa Laborservice) nach Angaben des
Herstellers. Zur Rekultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen rasch bei 37 °C erwärmt und
die Zellsuspension in einer Kulturschale mit vorgewärmtem Medium bei 37 °C inkubiert. Um
vorhandenes DMSO zu entfernen, wurde nach dem Absetzen der Zellen auf dem Schalenboden
(nach 4-5 h) das vorhandene Medium ersetzt und die Zellen weiter kultiviert.

3.3.3 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden zunächst die Zellen mit Trypsin von den Kulturschalen
gelöst (s. 3.3.1) und je nach Zelldichte in geeignetem Volumen DMEM Medium aufgenommen.
Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen wurde ein 50 �l Aliquot der Zellsuspension
mit 1Vol. Trypanblau-Lösung versetzt und einige Tropfen des Gemisches in eine Zählkammer
(Neubauer) überführt. Im Lichtmikroskop (Leica DM IL) wurden die Zellen aus 16 Kleinqua-
draten des kammereigenen Rasters ausgezählt und unter Berücksichtigung der Verdünnung
und Multiplikation der Zellzahl mit dem Faktor 2·104 die Anzahl der Zellen pro ml Gesamt-
kultur ermittelt.

Trypanblau-Lösung:
0,5% Trypanblau

0,85% NaCl

3.3.4 Transfektion von Säugerzellen

3.3.4.1 PEI-Methode

Polyethylenimin (PEI, 25 kDa; Polysciences) ist ein polykationisches Polymer, das durch elek-
trostatische Wechselwirkung mit der anionischen DNA einen PEI / DNA-Komplex ausbilden
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kann. Dieser Komplex mit positiv geladener Oberfläche ist in der Lage, an die negativ gela-
dene Zelloberfläche zu binden und durch Endozytose ins Zellinnere zu gelangen.
Das PEI-Pulver wurde in H2Obid gelöst. Die Lösung mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml
wurde anschließend mit 0,1 M HCl auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt, durch einen Filter
(Porengröße 0,45 �m; Millipore) sterilfiltriert und anschließend bei -80 °C gelagert. Adhärente
Säugerzellen wurden in Zellkulturschalen ausgesät und in Vollmedium (DMEM, 5% Serum,
1% Penicillin / Streptomycin) kultiviert. Zur Transfektion wurde die zu transfizierende DNA
mit PEI gemischt (1:10) und in 1 ml DMEM ohne Zusätze resuspendiert. Nach 20-minütiger
Inkubation bei RT, in denen sich die PEI /DNA-Komplexe bilden können, wurde das Trans-
fektionsgemisch zu den Zellen gegeben, deren Nährmedium kurz zuvor durch DMEM mit
5% Serum ohne Antibiotikum ersetzt worden ist. Nach 6-8 h wurde das Medium durch Voll-
medium ersetzt (DMEM, 5% Serum, 1% Penicillin / Streptomycin). Die transfizierten Zellen
wurden nach 24-72 h geerntet (s. 3.3.5).

3.3.4.2 Liposomen-Methode

Um sehr große DNA-Mengen oder große DNA-Moleküle (z. B. Bakmide) 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 nega-
tiv geladene DNA umschließen. Diese Lipid-DNA-Komplexe fusionieren anschließend mit der
Zellmembran und ermöglichen somit den Transport der DNA in die Zellen.
24 h vor der Transfektion wurden adhärente Zellen in einer 6-well Schale oder 100 mm Zellkul-
turschalen ausgesät und mit Vollmedium (DMEM, 10% Serum, 1% Penicillin / Streptomycin)
kultiviert. Die Zellen waren am nächsten Tag zu 60–80% konfluent und wurden nach Angaben
des Herstellers transfiziert.

3.3.5 Ernte von Säugerzellen

Für die Zellernte wurden die Zellen im Medium mit Hilfe eines Plastikschabers (Sarstedt)
vom Boden der Zellkulturschale abgeschabt, in ein geeignetes Reaktionsgefäß überführt und
bei Raumtemperatur zentrifugiert (3 min, 2000 UpM; Multifuge 3S-R, Thermo). Es folgte
ein Waschschritt mit 10ml PBS und anschließender erneuter Zentrifugation. Das erhaltene
Zellpellet wurde entweder bei -20 °C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

3.3.6 Gewinnung und Kultivierung von primären Rattennierenzellen

Zur Gewinnung primärer Rattennierenzellen wurden die Nieren von 3-5 Tage alten CD-Ratten
(Charles River) unter semisterilen Bedingungen entnommen und bis zur Weiterverarbeitung
in einem 50ml Reaktionsgefäß mit sterilem PBS bei RT aufbewahrt. Die Nieren wurden dann
unter sterilen Bedingungen mit Pinzette und Skalpell in einer Zellkulturschale mit sterilem
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PBS zerkleinert und in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Je 20 Nieren wurden in 20 ml ste-
rilem PBS mit 1 mg/ml Kollagenase /Dispase (Roche) bei 37 °C für 3-4 h unter mehrmaligem
Schütteln im Brutschrank inkubiert. Nach Zentrifugation (2000 UpM, 10 min, 4 °C; Multifuge
3S-R, Thermo) wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet zweimal mit je 20 ml steri-
lem PBS gewaschen und in DMEM-Medium resuspendiert. Schließlich wurden pro 150mm-
Zellkulturschale die Zellen von je vier Nieren in vorgewärmtem Medium mit 10% FKS ausge-
sät und im CO2-Brutschrank (Heraeus) in 5%iger CO2-Atmosphäre bei 37 °C inkubiert. Am
Folgetag wurde das Medium gewechselt und die Zellen, wie unter 3.3.1 beschrieben, weiter
kultiviert.

3.3.7 Transformation primärer Rattennierenzellen

Um die Onkogenität von adenoviralen Proteinen in Nagerzellen zu testen, wurden 2·106 pri-
märe Rattennierenzellen, die zwei Tage vor Versuchsbeginn isoliert wurden (s. 3.3.6), auf
100 mm-Zellkulturschalen mit Vollmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin / Streptomycin)
ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen, wie unter 3.3.4.1 beschrieben, transfiziert. Ein-
mal wöchentlich wurde das Medium durch neues Vollmedium ersetzt. Nach etwa drei Wochen
starben die meisten nicht transfizierten Zellen ab, wohingegen Zellen, in denen die adenovi-
ralen Genprodukte exprimiert wurden, zu mehrschichtigen Zellkolonien (Foci) auswuchsen.
Diese konnten mit einer Kristallviolett-Färbelösung gefärbt und anschließend ausgezählt wer-
den. Dabei bildet die Anzahl der Foci das Maß für die Effizienz, mit der zelluläre und virale
Onkogene den Transformationprozess initiieren können.

Kristallviolett-Lösung:
1% Kristallviolett (w/v)

25% Methanol (v/v)

3.3.8 Herstellung stabiler knock down Zelllinien

In dieser Arbeit wurden stabile Zelllinien aus humanen H1299 Zellen generiert. Unter Verwen-
dung des pSuper RNAi System™ (OligoEngine) wurden nach Herstellerangaben Plasmide her-
gestellt, die auf dem Vektor pSuper basierend, eine shRNA gegen das humane HoxB7 Protein
exprimieren. Die shRNA wurde gegen die Nukleotidsequenz 5´GAG CCGAGTTCC TTC-
AAC A 3´ auf dem kodierenden DNA-Strang an Nukleotidposition nt 240-259 von HoxB7 ge-
neriert. Wie unter 3.4.1 beschrieben, wurden mit dem shHoxB7 Plasmid sowie dem leeren
pSuper Vektor als Kontrolle, als Expressionsplasmide sowie den Verpackungsplasmiden lenti-
virale Partikel hergestellt (s. 3.4.1).
Mit unterschiedlichen Mengen dieser Viruslösung (5·108, 3·109, 5·109 lentivirale Partikel) wur-
den H1299 Zellen in 150 mm-Kulturschalen transduziert (s. 3.4.3). 48 h nach der Transduktion
wurde den Zellen Puromycin (0,5 �g/ml Medium; Sigma) zugesetzt. Alle 3-4 Tage wurde das
Nährmedium mit zugesetztem Puromycin gewechselt, um die Selektion der stabil transfizier-
ten Zellklone zu unterstützen. Nach etwa 2-4 Wochen konnten monoklonale Zellklone isoliert
werden. Hierfür wurde das Medium entfernt, die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und
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die zu isolierenden Zellklone mit einem sterilen Glaszylinder (Durchmesser 5 mm; Nunc) um-
schlossen. Dieser wurde zuvor mit der Unterseite in sterile Vaseline getaucht und auf diese
Weise flüssigkeitsdicht auf die zu isolierenden Zellklone gesetzt. In die Glaszylinder wurde
dann 50 �l Trypsin /EDTA-Lösung (PAA) pipettiert. Nach einigen Minuten konnten die ab-
gelösten Zellen in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt werden, in die 50 �l Vollmedium (DMEM,
10% FKS, 1% Penicillin / Streptomycin) vorgelegt worden waren. Nach anschließender Zen-
trifugation (2000 UpM, 3 min; Kühlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH) wurden die Zellen
in geeigneten Zellkulturschalen kultiviert (s. 3.3.1) und als Zelllinien ethabliert.

3.4 Lentiviren

3.4.1 Herstellung und Lagerung rekombinanter lentiviraler Partikel

Bei den in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Vektoren wurden alle für die viralen Struk-
turproteine kodierenden Regionen aus dem Genom entfernt (replikationsinkompetent), so dass
der Vektor selbst keine viralen Proteine bilden kann. Die Herstellung der lentiviralen Partikel
erfolgte mit Hilfe der Zelllinie HEK293T, die mit dem jeweiligen, das Fremdgen tragenden, Ex-
pressionsplasmid (pSuper, pSuper-shHoxB7) sowie den für die Verpackung erforderlichen Plas-
miden pCMV-VSV-G, pMDLg/pRRE und pRSV-Rev kotransfiziert wurde. pMDLg/pRRE ist
ein Plasmid mit den vom Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1) ableiteteten Genen gag
(kodiert für die Nukleokapsidbestandteile p7, p17 und p24) und pol (kodiert für Reverse Trans-
kriptase, Integrase und Protease) und gewährleistet somit die Verpackung der lentiviralen
Partikel. pCMV-VSV-G ist ein Plasmid, das sich von VSV ableitet und für das Glykoprotein
der VSV-Hülle kodiert. Dieses so genannte G-Protein ermöglicht eine spezies- und gewebs-
übergreifende Infektion von Zellen (Beyer et al., 2002). Das Plasmid pRSV-Rev kodiert für das
Rev-Protein, das in einem Vektorsystem den RNA-Transport sicherstellt (Dull et al., 1998).
Zunächst wurden die HEK293T Zellen bis zu einer Konfluenz von etwa 50% auf 150 mm-
Zellkulturschalen in DMEM mit 5% FKS und 1% Penicillin / Streptomycin kultiviert. Vor der
Transfektion wurde 1ml Opti-MEM (GIBCO) in einem Reaktionsgefäß mit 7,5 �g des ent-
sprechenden Expressionsplasmids, 2 �g pCMV-VSV-G, 3,8 �g pMDLg/pRRE, 2 �g pRSV-Rev
sowie 90 �l PEI (Stammlösung 1 mg/ml, pH 7,2) gemischt und für 30 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Bevor das DNA-PEI Gemisch zu den zu transfizierenden Zellen gegeben werden
konnte, wurde das Kulturmedium durch 12,5ml vorgewärmtes Opti-MEM ersetzt. Nach 6-8 h
wurde das Medium gegen Vollmedium (DMEM, 5% FKS, 1% Penicillin / Streptomycin) mit
20 mM HEPES (pH 7,9) ersetzt. 48 h nach der Transfektion konnten die produzierten Vi-
ruspartikel, die von den Zellen ins Medium abgegeben worden sind, geerntet werden. Dazu
wurde das Medium mit einer Spritze aufgezogen, steril filtriert (Porendurchmesser 0,45 �m),
alliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C aufbewahrt.
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3.4.2 Titration von Lentiviren

Da die Lentiviren mit Expressionsplasmiden, die auf dem pSuper Plasmid basieren, kein fluo-
reszierendes Reportergen exprimieren, wurden sie mittels ELISA gegen das virale Kapsidan-
tigen p24 titriert.

3.4.2.1 P24 ELISA

Zur Titerbestimmung der Viruslösungen wurden zunächst 96-well Platten (NUNC, Immuno
Plate, MaxiSorb Surface) bei RT über Nacht in einer feuchten Kammer mit dem Antikörper
�-CA 183 (NIH AIDS Research und Reference Reagent Program) gegen p24 beschichtet.
Am nächsten Tag wurden die Platten dreimal mit PBS-Tween (0,05% Tween 20) gewaschen
und zur Blockierung unspezifischer Bindungen mit 10% NKS in PBS für zwei Stunden in
einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde erneut dreimal mit PBS-T
gewaschen. Die zu testenden Viruslösungen wurden zunächst mit 1/10Vol. 5% Triton-X-100
inaktiviert, in PBS-T verdünnt (1:10 bis 1:10.000) und auf die Platten gegeben. Eine Lösung
mit p24 definierter Konzentration diente als Standard, PBS-T alleine als Negativkontrolle.
Die Inkubation erfolgte über Nacht in einer feuchten Kammer bei RT. Am folgenden Tag
wurde die Platte erneut gewaschen und mit einem polyklonalen �-p24 Antikörper (1:10.000
in 10%NKS in PBS-T) eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschließend gewaschen. Nun
erfolgte eine einstündige Inkubation mit einem HRPO gekoppelten �-Kaninchen Antikörper
(Dianova). Nach erneutem Waschen mit PBS-T und H2Obid erfolgte die Zugabe des Substrates
für die HRPO, Tetramethylbenzidin (TMB) in Natriumacetat für 5 min. Die Reaktion wurde
mit 0,5 Vol. Schwefelsäure (0,5 M) gestoppt. Die Farbreaktion wurde mit dem VERSAmax™
Mikroplattenleser (Molecular Devices) bei einer Wellenlänge von 450-560 nm gemessen und
die Mengen von p24 anhand des Standards bestimmt. Die Mengenabschätzung der lentiviralen
Partikel erfolgte anhand der Menge von p24. Denn es gilt: 1 ng p24 entspricht etwa 1,25·107

lentiviralen Partikeln. Und pro 100-1000 lentiviralen Partikeln ist 1 infektiöser Partikel.

TMB Puffer:
0,1 mg/ml TMB

0,02% H2O2

100 mM NaAc, pH 6

3.4.3 Transduktion von Säugerzellen

Zur Transduktion von Säugerzellen mit lentiviralen Partikeln wurden sie in geeignetem Nähr-
medium bis zu einer Konfluenz von 50-70% in einer Zellkulturschale kultiviert. Unmittelbar
vor der Infektion wurde das Medium gegen Infektionsmedium mit 8 �g/ml Polybren ausge-
tauscht. Anschließend wurde die Lentivirussuspension zu den Zellen pipettiert. Nach 6-8 h wur-
de das virushaltige Medium gegen Vollmedium (DMEM, 5%FKS, 1% Penicillin / Streptomycin)
ausgetauscht. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen nach 24-72 h geerntet oder weiter kul-
tiviert.
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3.5 Adenoviren

3.5.1 Herstellung von Viruspartikeln aus DNA

Mit Hilfe der Restriktionsendonuklease PacI wurde der bakterielle Anteil von den adenovira-
len DNA-Bakmiden entfernt. Die linearisierte DNA wurde mit 1/10 Vol. 3M Natriumacetat
und 1 Vol. Isopropanol gefällt und je 8 �g gespaltene Bakmid-DNA pro 150 mm-Zellkulturschale
in 2E2 Zellen nach der Liposomen-Methode (s. 3.3.4.2) transfiziert. Nach ca. 16 h im Brut-
schrank wurde das Medium gewechselt. Die transfizierten Zellen wurden so lange weiter kul-
tiviert, bis sie sich von der Unterlage ablösten (jedoch maximal fünf Tage). Noch adhärente
Zellen wurden mit einem Zellschaber abgeschabt, bei 2000UpM für 5min pelletiert (Multifu-
ge 3S-R, Thermo), mit 5ml PBS gewaschen und anschließend in 5 ml DMEM ohne Zusätze
durch viermaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C im Wasserbad
lysiert und abermals zentrifugiert (4500Upm, 10 min; Multifuge 3S-R, Thermo). Mit dem
erhaltenen Überstand wurde erneut eine Zellkulturschale reinfiziert (3.5.4). Dieser Vorgang
wurde so lange wiederholt (in der Regel zwei- bis fünfmal), bis sich die infizierten Zellen alleine
vom Boden ablösten. Die Zellen wurden dann, wie oben beschrieben, geerntet, gewaschen und
lysiert. Mit dem erhaltenen Überstand wurden hochtitrige Virusstocks (s. 3.5.2) hergestellt.

3.5.2 Herstellung und Lagerung hochtitriger Virusstocks

Für die Gewinnung hochtitriger Virusstocks wurden mehrere 150 mm-Zellkulturschalen mit
einer moi von 5 oder mit dem Überstand aus 3.5.1 infiziert. Drei bis fünf Tage nach Infektion
war ein deutlicher zytopathischer Effekt sichtbar, das Medium verfärbte sich gelblich und die
Zellen lösten sich von der Unterlage. Da 90% der produzierten Viren zellassoziiert bleiben,
wurden die Zellen von der Unterlage abgelöst und 5 min bei 2000Upm zentrifugiert (Multifuge
3S-R, Thermo). Das Pellet wurde in 5 ml PBS gewaschen und anschließend erneut zentrifugiert
(2000 UpM, 5 min; Multifuge 3S-R, Thermo). Das Zellpellet, das man aus drei bis fünf 150 mm-
Zellkulturschalen erhalten hatte, wurde in 4 ml DMEM ohne Zusätze resuspendiert und die
Zellen durch viermaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen bei 37 °C lysiert.
Zur Entfernung der Zelltrümmer wurde 15 min bei 4500 UpM zentrifugiert (Multifuge 3S-R,
Thermo). Anschließend wurde der Überstand abgenommen, mit 87%igem sterilem Glyzerin
(10% Endkonzentration; AppliChem) versetzt und titriert (s. 3.5.3). Diese Stocks können bei
-80 °C aufbewahrt werden.

3.5.3 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 frühen
Infektionsereignisse, repräsentiert durch die immunhistochemische Bestimmung des frühen
adenoviralen E2A-72K Proteins (DBP). Dazu wurden zunächst je 4·105 W162-Zellen in 6-
well Schalen (Sarstedt) ausgesät (s. 3.3.3). 24 h später wurde das Medium abgesaugt und mit
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1 ml der Virusstockverdünnungen (10−3 bis 10−6 in DMEM ohne Zusätze) infiziert. Die Zel-
len wurden dann 2 h bei 37 °C im Brutschrank (BBD 6220; Heraeus) inkubiert, wobei alle
20 min vorsichtig geschwenkt wurde, um eine gleichmäßige Virusadsorption zu gewährleisten.
Anschließend wurde in jede Vertiefung 1ml Vollmedium (DMEM, 10% NKS, 1% Penicil-
lin / Streptomycin) hinzugefügt und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml /Vertiefung eiskaltem Metha-
nol für 15 min bei -20 °C fixiert. Danach wurde der Alkohol abgesaugt und die Zellkulturschalen
bei RT getrocknet. Um die Zellen für die nun folgende immunhistochemische Färbung per-
meabel zu machen, wurden sie mit 1 ml /Vertiefung PBS mit 0,5% Triton X-100 für 15 min bei
RT inkubiert. Für die anschließende Färbung wurden die Zellen mit 2 ml /Vertiefung TBS-BG
blockiert und 4 h bei Raumtemperatur bzw. über Nacht bei 4 °C mit einer 1:10 Verdünnung des
Antikörpers B6-8 in TBS-BG (1 ml / Vertiefung) inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit
TBS-BG (2 ml / Vertiefung) für je 5 min gewaschen und mit je 1 ml /Vertiefung der zweiten
Antikörperverdünnung (Alexa™488 Anti-Maus; 1:1000 in TBS-BG) für 4 h bei Raumtempera-
tur oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der Sekundärantikörper abgenommen,
abermals dreimal 5 min mit TBS-BG gewaschen und mit 1ml TBS-BG versetzt. Die so vor-
bereiteten Zellen konnten anschließend unter dem Immunfluoreszenzmikroskop (Leica DMIL)
ausgezählt werden. Aus der pro Gesichtsfeld ermittelten Zahl infizierter Zellen konnte unter
Berücksichtigung der Zellzahl und der Verdünnungsstufe auf die Zahl der infektiösen Partikel
pro �l zurückgerechnet werden.

TBS-BG:
20 mM Tris-HCl, pH 7,6

137 mM NaCl
3 mM KCl

1,5 mM MgCl2
0,05% Tween 20
0,05% Natriumazid

5 mg/ml Glyzin
5 mg/ml BSA

3.5.4 Infektion von Säugerzellen mit Adenoviren

Für die Infektion wurden Zellen so ausgesät, dass sie am nächsten Tag subkonfluent (60-
80%) gewachsen waren. Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit sterilem PBS
gewaschen. Für die Infektion wurde die entsprechende Menge an Virus (moi zwischen 10 und
200) mit dem geeigneten Volumen Medium (DMEM ohne Zusätze) gemischt und auf die Zellen
gegeben. Für die Infektion einer 6-well Zellkulturschale benötigte man ein Gesamtvolumen von
1 ml; für 100mm-Zellkulturschalen wurden 5 ml und für die Infektion einer 150 mm-großen
Zellkulturschale wurden 12ml Gesamtvolumen benötigt. Die Zellen wurden dann für 2 h bei
37 °C inkubiert und alle 20 min leicht geschwenkt, um eine gleichmäßige Adsorption der Viren
zu ermöglichen. Anschließend wurde die Infektionslösung mit gleichem Volumen Vollmedium
(DMEM mit 10% Serum und 1% Penicillin / Streptomycin) aufgefüllt. Die infizierten Zellen
wurden je nach Versuchsansatz 4-72 h weiter inkubiert.
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3.5.5 Bestimmung der Ausbeute an Virusnachkommen

Um die Anzahl der Nachkommenviren zu bestimmen, wurden Zellen (A549, H1299, Mio-M1,
shHoxB7 bzw. pSuper) in 6-well Zellkulturschalen, wie unter 3.5.4 beschrieben, mit HAdV5
infiziert und nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe
eines Plastikspatels (Sarstedt) vom Boden der Kulturschale abgeschabt, in ein 15 ml Re-
aktionsgefäß überführt und zentrifugiert (2000 UpM, 3min; Multifuge 3S-R, Thermo). Das
Zellpellet wurde mit 1ml sterilem PBS in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß (Sarstedt) überführt und
erneut zentrifugiert (2000 UpM, 4min; Biofuge 13, Heraeus). Nun konnte das Pellet in 300-
500 �l PBS resuspendiert und die Zellen durch dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff
und Auftauen bei 37 °C lysiert werden. Zur Entfernung der Zelltrümmer wurde 12min bei
4500 UpM zentrifugiert (Biofuge, Heraeus). Der virushaltige Überstand wurde in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und konnte bei 4 °C gelagert werden. Die Zahl der infektiö-
sen Partikel im Überstand konnte, wie unter 3.5.3 angegeben, bestimmt werden. Aus dieser
Zahl, der Verdünnung und der Anzahl der in dem Versuch eingesetzten Zellen konnte die Zahl
der Nachkommenviren berechnet werden.

3.6 DNA Techniken

3.6.1 Präparation 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 1,5ml Übernachtkultur bei RT für 1 min bei 13.000 UpM (Kühlzentrifuge
5417 R, Eppendorf GmbH) abzentrifugiert, der Überstand abgesaugt und die Zellen in 300 �l
Lösung A resuspendiert. Die Suspension wurde dann mit 300 �l Lösung B versetzt, vorsich-
tig geschwenkt, 5min bei RT inkubiert, 300 �l Lösung C zugegeben, erneut 5 min bei RT
inkubiert und anschließend ebenfalls bei RT für 10 min, wie oben, zentrifugiert. Der plasmid-
haltige Überstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 500 �l Isopropanol
versetzt und die DNA 30 min bei 13.000 UpM gefällt. Der Überstand wurde abgesaugt und
das DNA-Präzipitat mit 1 ml EtOH 75% gewaschen, getrocknet und in 50 �l H2Obid gelöst.
Für die Präparation großer Mengen Plasmid DNA wurde das Plasmid Purification Maxi Kit
(Quiagen) nach Herstellerangaben verwendet. Die so isolierte DNA konnte für Restriktions-
und Sequenzanalysen eingesetzt werden.

Lösung A: Lösung B:
50 mM Tris-HCl, pH 8 200 mM NaOH
10 mM EDTA 1% SDS (w/v)

100 μg/ml RNAse A
Lagerung bei 4 °C

Lösung C:
7,5 M NH4OAc

Lagerung bei 4 °C
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3.6.2 Präparation von Plasmid DNA aus Hefezellen

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus Hefe wurde das Yeast Plasmid Preparation Kit (Zymo)
nach Herstellerangaben verwendet. Mit der gewonnenen DNA wurden E. coli Zellen transfor-
miert (s. 3.1.3).

3.6.3 Präparation von genomischer DNA aus Säugerzellen

Zur Präparation genomischer DNA aus Säugerzellen wurden diese zunächst in 100 mm Kul-
turschalen im geeigneten Kulturmedium bis zur Konfluenz kultiviert. Nach Entfernung des
Mediums und Waschen mit sterilem PBS wurden die Zellen trypsiniert, in Kulturmedium
aufgenommen und in einem 15 ml Reaktionsgefäß für 3 min bei 2000 UpM (Multifuge 3 S-R,
Thermo) zentrifugiert. Das Zellsediment wurde mit PBS gewaschen und konnte anschließend
sofort verwendet oder bei -20 °C gelagert werden. Zum Aufschluss der Zellen wurden diese
in 200 �l Extraktionspuffer resuspendiert und nachfolgend 1 h auf einem Überkopfschüttler
(Reagenzglasrotator 3025; GFL) inkubiert. Zum Scheren der DNA wurden die Zelllysate mit
Ultraschall (2x15 s, output 0,45-0,6 Impulse/s; Branson Sonifier 450) behandelt und danach
1 Vol. Phenol /Chloroform / Isoamylalkohol beigefügt. Die Flüssigkeit wurde in ein Phase Lock
Gel-Röhrchen (2 ml) überführt und durch fünfminütiges Schwenken homogenisiert. Zur Pha-
sentrennung wurde das Gemisch bei Raumtemperatur für 5 min bei 13.000 UpM zentrifugiert
(Kühlzentrifuge 5417 R, Eppendorf GmbH). Das Hinzufügen von organischem Lösungsmittel
(Chloroform) sowie Homogenisierung und Zentrifugation wurden zweimal, wie oben, durch-
geführt. Schließlich wurde die DNA in der oberen, wässrigen Phase in ein neues 1,5 ml Reak-
tionsgefäß überführt und mit 0,7Vol. Isopropanol und 0,07 Vol. 3 M Natriumazetat (pH 5,2)
durch Zentrifugation bei Raumtemperatur für 15 min und 13.000 UpM ausgefällt (Kühlzen-
trifuge 5417 R, Eppendorf GmbH). Der Überstand wurde abgesaugt und das DNA-Präzipitat
mit 1 ml EtOH 75% gewaschen, getrocknet und in 10mM Tris/HCl (pH 8) aufgenommen.

Extraktionspuffer:
50 mM Tris/HCl, pH 8
50 mM NaCl

0,1% SDS
0,1 mg/ml Proteinase K (frisch zugesetzt)
0,1 mg/ml RNAse H (frisch zugesetzt)

3.6.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde mit Hilfe des NanoDrop1000 Spektrophotome-
ters (Thermo Scientific) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Die zu analysierende
DNA-Lösung wurde auf die Messplattform pipettiert und ein UV-Absorptionsspektrum über
einen festgelegten Wellenlängenbereich aufgenommen. Die Reinheit der DNA wurde anhand
des Verhältnisses OD260/OD280 beurteilt, das 1,8 bis 2,0 betragen sollte.
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3.6.5 DNA-Agarose-Gelelektophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen beruht auf der unterschiedli-
chen Wandergeschwindigkeit der Nukleinsäuren im elektrischen Feld in Abhängigkeit von der
Fragmentlänge. DNA-Proben wurden sowohl für analytische als auch für präparative Zwecke
in 0,6 bis 1,5%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Dafür wurde eine entspre-
chende Menge Agarose (LE Agarose, Biozym) in 1x TBE- Puffer durch Aufkochen in einer
Mikrowelle (Siemens) gelöst. Zur späteren Detektion der DNA wurde die Agarose-Gellösung
mit 0,5 bis 1 �g/ml Ethidiumbromid versetzt und in eine Flachbettgelapparatur (Peqlab) ge-
gossen. Die DNA-Proben wurden mit jeweils 1/6Vol. Auftragspuffer versetzt und zusammen
mit einem Größenstandard (1 kb DNA Ladder oder 100 bp DNA Ladder, New England Biol-
abs) auf das verfestigte Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung
von 5-10V/cm. Analytische Gele wurden mit Hilfe des G-Box System-UV-Transilluminators
(Syngene) und der Gene tools Software (Syngene) bei einer Wellenlänge von 312 nm visuali-
siert und dokumentiert. Präparative Gele wurden zur Schonung der DNA bei langwelligem
UV-Licht (365 nm) detektiert und entsprechende DNA-Banden ausgeschnitten. Um die DNA
Schäden durch UV-Licht zu minimieren, wurde der Lösung bei präparativen Gelen zusätzlich
1 mM Guanosin und 1 mM Magnesiumchlorid zugegeben.

5x TBE: Auftragspuffer:
0,45 M Tris 0,25% Bromphenolblau (w/v)
0,45 M Borsäure 0,25% Xylencyanol (w/v)
10 mM EDTA 50% Glyzerin (v/v)

pH 7,8 mit CH3COOH 2% 50x TAE (v/v)

3.6.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA-Fragmenten aus präparativen Agarosegelen erfolgte entweder mit Hilfe
des Agarose Gel Extract Kits (5Prime) nach Angaben des Herstellers oder über ein alternatives
Verfahren, das insbesondere für die Isolierung von Bakmid-DNA-Fragmenten herangezogen
wurde. Dabei wurde ein Agaroseblock mit der zu präparierenden DNA-Bande zunächst unter
langwelligem UV-Licht (365 nm) aus dem Gel ausgeschnitten und anschließend für 2 h bei
10 °C und 20.000UpM zentrifugiert (RC 5B Plus, Sorvall). Der DNA-haltige Überstand wurde
dann mit 1/10Vol. 3 M Natriumacetat und 1Vol. Isopropanol gefällt, das DNA-Pellet in 50 �l
10 M Tris/HCl pH 8,0 aufgenommen und die Konzentration und Qualität der isolierten DNA
über erneute Agarose-Gelelektrophorese (s. 3.6.5) ermittelt.

3.6.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

3.6.7.1 Standard PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) ist
ein Verfahren zur überexponentiellen Vermehrung (Amplifikation) definierter Nukleinsäurese-
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quenzen in vitro, wobei die Spezifität der Reaktion durch die Wahl der zugesetzten Starter-
Oligonukleotide (Primer) sichergestellt wird. Für einen 50 �l Standard-Reaktionsansatz wur-
den 50-100 ng DNA, je 100 pmol der entsprechenden Oligonukleotide, je 1 �l dNTP-Mix (je
10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP; New England Biolabs), 5 �l 10x PCR-Puffer (Om-
nilab) und 0,5 �l thermostabile Taq-DNA-Polymerase (5 U/ �l; Omnilab) eingesetzt. Dieser
Ansatz wurde in dünnwandigen 0,2 ml Reaktionsgefäßen (Biozym) in einem FlexCycler (Ana-
lytic Jena) nacheinander wie folgt inkubiert: Aufschmelzen der DNA bei 95 °C für 0,5-1 min,
Hybridisieren der Oligonukleotide an die Zielsequenz bei 55-70 °C für 0,5-1 min und Polyme-
risation bei 72 °C für 1 min pro kb. Dieser Zyklus wurde 20- bis 30-mal durchlaufen, gefolgt
von einer 10-minütigen Inkubation bei 72 °C, um 3’-Enden nicht vollendeter PCR-Produkte
aufzufüllen und im Anschluss daran auf 4 °C abgekühlt. 5 �l der so amplifizierten DNA wurden
auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.6.5) und unter UV-Licht hinsichtlich
ihrer Fragmentgröße und Menge mit dem G-Box System (Syngene) überprüft.

3.6.7.2 Zielgerichtete in vitro Mutagenese mittels PCR

Die in vitro-Punktmutagenese rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Quik-
Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Anweisungen des Herstellers.
Dazu wurde, ausgehend von zwei komplementären Oligonukleotiden, welche die gewünschten
Mutationen enthielten, das gesamte Plasmid amplifiziert. Das Oligonukleotid sollte über eine
Fragmentlänge von 25-45 Basen und über eine Schmelztemperatur über 78 °C verfügen. Die
eingeführte Mutation sollte in der Mitte der Primersequenz gelegen sein, welche mit einem
GC-reichen Abschnitt beginnen und enden sollte. Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit
verwendet wurden, wurden von der Firma Metabion hergestellt und in die PCR zu einer End-
konzentration von 125 ng eingesetzt. Die Mutagenese wurde in 0,2ml PCR Reaktionsgefäßen
(Biozym) angesetzt. Der Mix bestand aus 5 �l des 10x Reaktionspuffers (Stratagene), jeweils
100 pmol des forward und reverse Primers, 1 �l dNTP-Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; New
England Biolabs) und dem DNA Fragment, in welches die Mutation eingeführt werden sollte.
Der Ansatz wurde dann mit 1 �l Pfu UltraII DNA-Polymerase (Stratagene) versetzt und mit
H2Obid auf ein Gesamtvolumen von 50 �l gebracht. Die PCR wurde in 12-14 Zyklen in einem
FlexCycler (Analytic Jena) durchgeführt (Aufschmelzen der DNA bei 95 °C, Hybridisierung
der Oligonukleotide an die Zielsequenz bei 55 °C und ein Polymerisationsschritt bei 72 °C).
Anschließend wurde 3 h bei 37 °C mit 1 �l des Restriktionsenzyms DpnI (New England Bio-
labs) verdaut, um methylierte Elternstrang-DNA zu beseitigen. 5 �l der mutagenisierten DNA
wurden auf einem Agarosegel elektrophoretisch (s. 3.6.5) aufgetrennt und unter UV-Licht hin-
sichtlich Fragmentgröße und Ausbeute mit Hilfe des G-Box Systems (Syngene) überprüft.
Resultierende Ziel-Plasmide wurden dann chemisch in E. coli transformiert (s. 3.1.3).

3.6.7.3 Inverse PCR

Eine Inverse PCR zur Deletion von Sequenzabschnitten von Bakmiden wurde in 0,2 ml PCR
Reaktionsgefäßen (Biozym) angesetzt. Der Mix bestand aus 5 �l des 10x Reaktionspuffers
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(Stratagene), jeweils 200 pmol des forward und reverse Primers, 1 �l dNTP-Mix (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP; New England Biolabs) und 20 ng der Bakmid DNA. Der Ansatz wurde dann
mit 1 �l Pfu UltraII DNA-Polymerase (Stratagene) versetzt und mit H2Obid auf ein Gesamt-
volumen von 50 �l gebracht. Die PCR wurde in 30 Zyklen in einem FlexCycler (Analytic
Jena) durchgeführt (Aufschmelzen der DNA bei 95 °C, Hybridisierung der Oligonukleotide an
die Zielsequenz bei 62 °C und ein Polymerisationsschritt bei 72 °C). Im Anschluss wurde das
PCR Produkt wie in 3.6.6 beschrieben aus dem Gelstück isoliert und die DNA Enden phos-
phoryliert. Hierfür wurde die DNA mit 2,5 �l Kinasepuffer 10x, 2 �l ATP (100 �M) und 1 �l
Polynukleotidkinase gemischt und der Ansatz auf 250 �l mit H2Obid aufgefüllt. Die Reaktion
erfolgte bei 37 °C für 40min und wurde durch Abkühlen auf 4 °C gestoppt. Zu diesem An-
satz wurde nun 1 �l T4-DNA Ligase gegeben und die Ligation, wie unter 3.6.8.2 beschrieben,
durchgeführt.

3.6.7.4 PCR zum Nachweis der Virusreplikation

Aus dem Gesamtzellextrakt infizierter Zellen wurden gleiche Mengen an Zelllysat (entspre-
chend der Proteinkonzentration) entnommen, mit Tween-20 (Endkonzentration 0,5%; Merck)
und Proteinase K (Endkonzentration 100 �g/ml; Invitrogen) versetzt und mit H2Obid auf
24,5 �l aufgefüllt. Der Reaktionsansatz wurde nun 1 h im Heizblock (Eppendorf Thermomi-
xer comfort) bei 55 °C inkubiert. Nach 10-minütiger Inaktivierung der Proteinase K bei 99 °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 durchgeführt. Als Primer dienten die zwei Oli-
gonukleotide E1B bp20-43 fwd (Nr. 64) und E1B 361-389 rev (Nr. 110), die ein 389 Bp langes
Fragment aus dem AdV5 E1B-55K-Gen amplifizieren. Die PCR-Produkte wurden in einem
1%igen Agarosegel analysiert (s. 3.6.5) und mit Hilfe des G-Box Systems und der Gene tools
Software (Syngene) densitometrisch ausgewertet.

3.6.8 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.6.8.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs bezogen und zusam-
men mit den dazugehörigen 10x Puffern nach den Vorgaben des Herstellers eingesetzt. Um
Pufferunverträglichkeiten bei Spaltungen mit mehreren Enzymen zu umgehen, wurde die DNA
gegebenenfalls nach jedem einzelnen Verdau mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und 1 Vol. Iso-
propanol gefällt und erneut in H2Obid aufgenommen. Für analytische Spaltungen wurden in
der Regel 0,5-1 �g DNA sowie je 3-10 U Restriktionsenzym eingesetzt und 1 h bei 37 °C inku-
biert. Präparative Restriktionsspaltungen enthielten 0,5-20 �g DNA und je 50 U Enzym, bei
einer Inkubation bei 37 °C für mindestens 2 h. Zu spaltende PCR-Produkte wurden nach der
PCR-Reaktion zunächst über NaOAc / Isopropanolfällung von nicht-inkorporierten Oligonu-
kleotiden und dNTPs gereinigt und konzentriert, bevor sie über Restriktionsenzymspaltung
für die Klonierung vorbereitet werden konnten. Nach der Spaltung wurden die Fragmente
elektrophoretisch aufgetrennt (s. 3.6.5) und gegebenenfalls aus dem Gel gereinigt (s. 3.6.6).
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3.6.8.2 Ligation

Durch Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden wurden
mit Hilfe der T4-DNA-Ligase miteinander verknüpft. Linearisierte Vektor-DNA wurde, um
eine Religation des Vektors zu unterbinden, ggf. mit 1 U alkalischer Phosphatase für 30 min
bei 37 °C dephosphoryliert und anschließend für 45 min bei 65 °C inkubiert. DNA-Fragmente
mussten vor der Ligation, wie unter 3.6.6 beschrieben, aufgereinigt werden. Zusätzlich war
die Abschätzung der Konzentrationen von Vektor und Fragment erforderlich. Ein Standard-
Ligationsansatz (20 �l) enthielt 20-100 ng Vektor-DNA sowie die drei- bis zehnfache Menge an
zu klonierender Fremd-DNA mit 10 �l 2x Ligationspuffer und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche).
Für die kovalente Verknüpfung der Phosphodiesterbrücken wurde der Ansatz über Nacht bei
13 °C inkubiert und das rekombinante Plasmid anschließend zur Transformation in E. coli
(s. 3.1.3) eingesetzt.

3.6.8.3 Identifizierung Rekombinanter Klone / Sequenzierung

Ausgehend von den transformierten E. coli, die auf LB-Agarplatten mit geeigneten Antibiotika
wuchsen, wurden Einzelkolonien mit einer sterilen Pipettenspitze in LB-Flüssigmedium mit
geeigneten Antibiotika überimpft und über Nacht bei 37 °C mit 220 UpM inkubiert. Plasmid-
DNA wurde durch alkalische Lyse präpariert (s. 3.6.1) und ein Teil davon durch Spaltung
mit geeigneten Restriktionsenzymen (s. 3.6.8.1) und anschließender Agarose-Gelelektrophorese
(s. 3.6.5) analysiert. Die so identifizierten rekombinanten Klone wurden durch DNA-Sequen-
zierung überprüft und als Glyzerinkultur (s. 3.1.1) aufbewahrt. Für die Sequenzierung wurden
300-600 ng Plasmid-DNA und 20 pmol eines entsprechenden Oligonukleotids mit H2Obid auf
ein Endvolumen von 7 �l aufgefüllt. Die DNA-Sequenzierungen dieser Arbeit wurden von der
Firma Seqlab (Göttingen) durchgeführt.

3.7 RNA Techniken

3.7.1 Vermeidung RNAse induzierten RNA Abbaus

Ribonukleasen (RNasen) sind sehr stabile und aktive Enzyme, die selbst in geringen Konzen-
trationen und in kürzester Zeit RNA abbauen können. Um den Abbau der RNA zu vermeiden,
wurden beim Arbeiten mit RNA spezielle Vorkehrungen getroffen. Gegenstände aus Glas und
Metall wurden in einem Ofen für 12 h bei 160 °C gebacken, ein Vorgang der RNasen irreversibel
denaturiert. Alle Chemikalien wurden in H2Obid gelöst und DEPC mit einer Endkonzentra-
tion von 0,1% (v/v) zugegeben, soweit das DEPC nicht mit den entsprechenden Reagenzien
interferiert. Die DEPC-haltigen Lösungen wurden über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert
und am nächsten Tag autoklaviert. Dabei reagiert das DEPC mit den Aminogruppen der
RNasen und inaktiviert diese irreversibel. Durch das Erhitzen während des Autoklavierens
zersetzt sich überschüssiges DEPC und stört nicht mehr in nachfolgenden Prozessen.
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3.7.2 Präparation von RNA aus Säugerzellen

Die Isolierung von gesamt RNA aus Säugerzellen erfolgte mit TRIzol® (Invitrogen) nach
Angaben des Herstellers.

3.7.3 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration von isolierter RNA wurde mit Hilfe des NanoDrop1000 Spektrophotometers
(Thermo Scientific) bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Die zu analysierende RNA-
Lösung wurde auf die Messplattform pipettiert und ein UV-Absorptionsspektrum über einen
festgelegten Wellenlängenbereich aufgenommen.

3.7.4 Quantitative Real Time PCR zur Ermittlung der mRNA Synthese-
rate

Die quantitative Real Time PCR ist, wie die herkömmliche PCR, eine Vervielfältigungsmetho-
de für Nukleinsäuren, jedoch kann hier in Echtzeit die gewonnenen DNA quantifiziert werden.
Um die Mengen bestimmter mRNAs in der Zelle zu bestimmen, musste diese zunächst in
cDNA umgeschrieben werden. Hierfür wurde 1 �l RNA mit dem Reverse Transkription Sys-
tem (Promega) nach Angaben des Herstellers revers transkribiert. Die Real Time PCR wurde
mit dem Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Sciences) durchgeführt. Hierfür wurde die cDNA (1:10
Verdünnung) mit je 5 �M der entsprechenden Oligonukleotide und 5 �l Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) in 10 �l gemischt. Das Standard PCR-Programm war
folgendes: 10 min bei 95 °C; 45 Zyklen 30 s bei 95 °C, 30 s bei 55 bis 62 °C (je nach eingesetztem
Primer Set) und 30 s bei 72 °C. Der Ct-Wert wurde aus drei Messungen sowie dem Verhältnis
der viralen RNA zu der zellulären 18S rRNA Menge ermittelt. Durch Schmelzkurvenanalyse
wurde die Identität der PCR Produkte sichergestellt.

3.8 Protein Techniken

3.8.1 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte als Fusionsprotein mit Glutha-
dion S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum (Smith und Johnson, 1988). Dabei
ermöglicht der GST-Anteil eine rasche affinitätschromatographische Aufreinigung der Fusi-
onsproteine mittels Gluthadion Sepharose. Das zu expremierende Fremdgen stand dabei un-
ter der Kontrolle des lac-Promotors. Durch chemische Induktion mit dem Lactose-Analogon
Isopropylthio-�-D-galactosid (IPTG) wird die Expression plasmidkodierter Gene induziert.
Durch diese Expressionskontrolle können toxische Effekte der rekombinaten Genprodukte, die
zu verringertem Zellwachstum und Instabilität der Expressionsvektoren führen, verhindert
werden.
Zur Expression der rekombinanten Proteine wurde zunächst 2ml einer Übernachtkultur
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(s. 3.1.1) in 100ml vorgewärmtem LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika verdünnt und
bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5-0,7 bei 220 UpM (New Brunswick) weiter geschüttelt.
Zur Induktion wurde der Kultur nun IPTG mit einer Endkonzentration von 0,5 mM zugege-
ben und für weitere 2 h bei 30 °C inkubiert. Die induzierte Bakterienkultur wurde zentrifugiert
(4000 UpM, 10min, 4 °C; Megafuge 1.0, Heraeus), das Pellet in 5ml Puffer I resuspendiert und
erneut, wie oben, zentrifugiert. Das Pellet konnte bei -20 °C gelagert oder sofort weiter ver-
wendet werden. Eingfrorene Proben wurden zunächst auf Eis aufgetaut. Das Pellet wurde in
5 ml kaltem Puffer I resuspendiert, mit einer spatelspitze Lysozym versetzt und 15 min auf
Eis inkubiert. Anschließend wurden DTT mit einer Endkonzentration von 5mM und 10%
N-Sacoyl zum Homogenisat gegeben und dieses 5 s gemischt. Nun wurde zweimal je 30 s mit
Ultraschall (output 0,60; 0,8 Impulse/s; Branson Sonifier 450) behandelt und das Homogeni-
sat schließlich abzentrifugiert (10.000 UpM, 10 min, 4 °C; Super T21, Sorvall). Der Überstand
wurde in ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 1,5 ml 10% Triton-X-100 versetzt und 5 s
gemischt. Nun wurde die Suspension durch einen Sterilfilter mit 0,45 �m Porengröße gepresst.
Die so aufgearbeitete Proteinsuspension wurde mit 100 �l 50% Glutathion Sepharose ver-
setzt. Dafür mussten zunächst 1,33 ml der Glutathion Sepharose 4B (GE Helthcare) dreimal
in kaltem TBS Puffer gewaschen und schließlich in 1ml TBS aufgenommen werden. Diese
50% Glutathion Sepharose Lösung wurde mit der Proteinsuspension gemischt und für 1 h bei
4 °C über Kopf rotiert (Reagenzglasrotator 3025, GFL). Anschließend wurde das Pellet zen-
trifugiert (2100 UpM, 20 min, 4 °C; Megafuge 1.0; Hereaus), sechsmal in TBS mit zugesetzten
Proteaseinhibitoren (PMSF 1 mM, Aprotinin 10U/ �l, Leupeptin 1 �g/ �l, Pepstatin 1 �g/ �l
und DTT 1% (v/v)) gewaschen und schließlich in 100 �l TBS mit Proteaseinhibitoren aufge-
nommen. Die Proteinkonzentration und Qualität der aufgereinigten Proteine wurde mittels
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt (s. 3.8.5). Hierfür wurden 10 �l der gekoppel-
ten Proteine mit 1 Vol. zweifach Lämmli versetzt, 5 min bei 95 °C inkubiert und in einem
12%igen SDS-Gel aufgetrennt. Zur Abschätzung der Proteinkonzentration wurde ebenfalls ei-
ne Eichreihe mit definierten Mengen des Eichproteins BSA (Rinderserumalbumin) verwendet.
Die Proteine im Gel wurden mit Coomassie-Färbung (s. 3.8.7.1) sichtbar gemacht.

PufferI:
10 mM Tris-HCl

150 mM NaCl
1 mM EDTA

pH 8

3.8.2 In vitro Translation

Bei der in vitro Translation können große Mengen eines bestimmten Proteins, ausgehend von
Plasmid DNA, exprimiert werden. In den meisten Fällen handelt es sich, wie in diesem Fall,
um zellfreie Systeme. In dieser Arbeit wurde das TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems
(Promega) verwendet, welches Retikulozyten, noch nicht ausgereifte rote Blutkörperchen, zur
Expression nutzt. Diese Zellform enthält keinen Kern, jedoch RNA und Zellorganellreste und
sind reich an Ribosomen und ermöglicht damit eine effiziente Proteinexpression. Um das
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gewünschte, so synthetisierte Protein später identifizieren zu können, wurde Methionin mit
einem radioaktiven Schwefel-Isotop ([35S]-Methionin) in die Translationsreaktion eingesetzt.
Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgeführt und die Größe der exprimierten
Proteine durch Auftrennung mit SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (s. 3.8.5) und anschlie-
ßender Autoradiographie (s. 3.8.7.2) bestimmt.

3.8.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Säugerzellen

Bei -20 °C gelagerte Zellpellets wurden zunächst auf Eis aufgetaut, frisch geerntete Zellen wur-
den direkt in einer geeigneten Menge gekühltem RIPA-Lysepuffer mit zugesetzten Proteasein-
hibitoren (PMSF 1 mM, Aprotinin 10 U/�l, Leupeptin 1 �g/�l, Pepstatin 1 �g/�l und DTT 1%
(v/v)) resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Um einen vollständigen Zellaufschluss zu
gewährleisten, wurden die Zelllysate mit Ultraschall (40 s, output 0,45-0,6 Impulse/s; Bran-
son Sonifier 450) behandelt, wobei die Reaktionsgefäße stets auf Eis gelagert wurden. Die
Zelllysate wurden anschließend in 1,5 ml Reaktionsgefäßen zentrifugiert (11.000UpM, 3 min,
4 °C; Kühlzentrifuge 5417R, Eppendorf GmbH), um größere Zellfragmente abzutrennen. Der
Überstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und für weitere Experimente
verwendet.

RIPA-Puffer:
50 mM Tris-HCl, pH 8

150 mM NaCl
5 mM EDTA
0,1% SDS (w/v)

1% NP40 (v/v)
0,5% Natriumdeoxycholat (v/v)

3.8.4 Quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Konzentration löslicher Proteine einer Probe wurde mit Hilfe des Protein Assay (BioRad)
ermittelt. Dieses Verfahren, das auf der Proteinquantifizierung nach Bradford behruht (Brad-
ford, 1976), misst die Absorptionszunahme bei 595 nm, nachdem die vorliegenden Proteine
an das chromogene Substrat dieses Testsystems gebunden haben. Die Proteinkonzentration
einer Probe lässt sich durch den Vergleich der gemessenen OD595 mit den Werten einer Eich-
kurve ermitteln. 1 �l der zu bestimmenden Proteinprobe und 1-16 �g des Eichproteins BSA
(Rinderserumalbumin) wurden in Polystyrol-Küvetten mit H2Obid jeweils auf ein Gesamtvolu-
men von 800 �l aufgefüllt und nach Zugabe von 200 �l Bradford-Färbe-Reagenz kurz (3-5 min)
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption bei 595 nm wurde schließlich photometrisch
(SmartSpec Plus Spectrophotometer, BioRad) gegen einen Nullwert (800 �l H2Obid + 200 �l
Bradford-Reagenz) bestimmt.
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3.8.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in Gegenwart eines hohen
SDS-Überschusses elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei lagert
sich das negativ geladene SDS in konstanten Gewichtsverhältnissen an die Proteine an und
kompensiert deren positive Ladung so, dass die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine zur
Anode allein durch deren Größe bestimmt wird. Die Qualität der Proteinauftrennung wird in
diesem durch Laemmli etablierten Verfahren durch die Verwendung eines diskontinuierlichen
Puffersystems gesteigert, wobei die Proteine zunächst in einem niedrig prozentigen Sammelgel
konzentriert werden und von dort gemeinsam in das Trenngel einwandern (Laemmli, 1970).
Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das Gießen der Gele erfolgte entsprechend
den Angaben des Herstellers (Biometra). Die genaue Zusammensetzung der benötigten Gellö-
sungen ist unten aufgeführt (Harlow und Lane, 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 3 min im Heizblock (Thermomixer comfort, Eppendorf
GmbH) bei 95 °C denaturiert. Bei der Analyse von E1B-55K und E4orf6 wurden die mit SDS-
Probenpuffer versetzten Proteinlysate für 12 min bei 55 °C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte
bei 20mA pro Gel in TGS-Puffer, bis die Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreichte.

Sammelgel (5%) Trenngel (10%):
17% Acrylamid-Stammlösung (v/v) 33% Acrylamid-Stammlösung (v/v)

120 mM Tris/HCl, pH6,8 250mM Tris/HCl, pH 8,8
0,1% SDS (w/v) 0,1% SDS (w/v)
0,1% APS (w/v) 0,1% APS (w/v)
0,1% TEMED (v/v) 0,04% TEMED (v/v)

Trenngel (12%) SDS-Probenpuffer:
40% Acrylamid-Stammlösung (v/v) 100 mM Tris/HCl, pH 6,8

250 mM Tris/HCl, pH8,8 4% SDS (w/v)
0,1% SDS (w/v) 200mM DTT
0,1% APS (w/v) 0,2% Bromphenolblau (w/v)

0,04% TEMED (v/v) 20% Glyzerin (v/v)

30% Acrylamid-Stammlösung: TGS-Puffer:
29% Acrylamid (w/v) 25 mM Tris
1% N,N’Methylenbisacrylamid (w/v) 200mM Glycin

0,1% SDS (w/v)

3.8.6 Western Blot

Voraussetzung für den immunologischen Nachweis der gelelektrophoretisch aufgetrennten Pro-
teine ist deren Immobilisierung auf Nitrozellulose (Protran, Schleicher & Schuell) nach dem
Western Blot-Verfahren. Der Transfer erfolgte mit Hilfe einer Trans-Blot Electrophoretic Trans-
fer Cell (BioRad) nach Anleitung des Herstellers in Towbin-Puffer bei einer Stromstärke von
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400 mA für 30-90min, je nach Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins. Zum Über-
prüfen des Transfers konnten die Proteine auf der Membran mit Ponceau S (Sigma) reversibel
angefärbt werden. Zum Entfärben wurde die Membran mit H2Obid gewaschen. Vor der Inku-
bation der Nitrozellulose mit einem spezifischen Antikörper wurden die freien Bindungsstellen
der Membran durch Inkubation in PBS mit 5% Magermilchpulver (Glücksklee) für 1 h bei RT
oder über Nacht bei 4 °C abgesättigt. Anschließend wurde die Membran gewaschen und in
einer Lösung des spezifischen Primärantikörpers (verschiedene Verdünnungen in PBS-Tween
mit oder ohne Milchpulverzugabe) für 4 h bei RT oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach
der Bindung des primären Antikörpers wurde die Membran dreimal 10 min in PBS-Tween
gewaschen und für 4 h bei RT oder über Nacht bei 4 °C in einer 1:10.000 Verdünnung eines
HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpers geschüttelt. Nach drei weiteren Waschschritten mit
PBS-Tween für je mindestens 10 min folgte die Inkubation der Nitrozellulosemembran mit
dem chemilumineszenten Substrat für die HRPO-vermittelte Farbreaktion. Für den spezifi-
schen Proteinnachweis wurde das SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce)
verwendet. Das Verfahren beruht auf dem Prinzip der verstärkten Chemilumineszenz unter
Beteiligung des Enzyms HRPO (Meerrettich Peroxidase) und stellt ein nicht radioaktives
Nachweisverfahren von hoher Sensitivität dar. In dem hier verwendeten System wird das zy-
klische Diacylhydrazid Luminol durch die an den Anti-Immunglobulin-Antikörper gekoppelte
Peroxidase unter alkalischen Bedingungen oxidiert, was zu einer Lichtemission mit einem Ma-
ximum bei 428 nm führt. Chemische Verstärker wie Phenol erhöhen die Lichtintensität um
den Faktor 1000 und verlängern den Zeitraum der Emission, so dass eine maximale Inten-
sität 5-20 min nach Einsetzen der Reaktion und eine anschließende Abnahme der Strahlung
mit einer Halbwertszeit von 1 h zu beobachten sind. Hierfür wurden nach Abgießen des letz-
ten Waschpuffers die beiden Detektionslösungen 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 während Expositionszeiten
zwischen 3 sec und 40 min mit einem Röntgenfilm (CEA RP new, medical X-ray film; CEA RP
new) statt. Der Film wurde anschließend mit Hilfe eines Entwicklungs- und Fixierautomaten
(Kodak) entwickelt.

Towbin Puffer: Ponceau Lösung:
25 mM Tris-HCl, pH 8,3 0,2% Ponceau S (w/v)

200 mM Glycin 3% Trichloressigsäure (v/v)
0,05% SDS (w/v) 3% Sulfosalicylsäure (w/v)

20% Methanol (v/v)

PBS-Tween:
200 mM PBS

0,1% Tween-20 (v/v)
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3.8.7 Färbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen

3.8.7.1 Coomassie Färbung

Zur Anfärbung von Proteinen in SDS-Gelen wurde entweder das SimplyBlue™ SafeStain Rea-
genz (Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet oder die Proteine wurden durch Coo-
massie Färbung sichtbar gemacht. Hierfür wurde das SDS-Gel nach der Gelelektrophorese für
12 min in H2Obid geschüttelt und anschließend in Coomassie Lösung für mindestens 30min
inkubiert. Anschließend wurde das Gel dreimal 30 min in Entfärbelösung inkubiert.

Coomassie Lösung: Entfärbelösung:
0,025% Coomassie Brilliant 40% Methanol (v/v)

Blue R250 (w/v) 10% CH33COOH (v/v)
40% Methanol (v/v)
7% CH33COOH (v/v)

3.8.7.2 Autoradiographie von Polyacrylamidgelen

SDS-Polyacrylamidgele, auf denen radioaktiv markierte Proteine aufgetrennt wurden, wurden
zunächst 30min in Fixierlösung, anschließend 30 min mit Amplify-Lösung (GE Helthcare) und
schließlich 5 min in Geltrocknungslösung unter Schütteln inkubiert. Das Gel wurde daraufhin
auf Watman Papier (VWR) gelegt und auf einem Geltrockner (GD2000, Hoefer) bei 80 °C für
30 min getrocknet. Zur Detektion der radioaktiven Proteine wurde das getrocknete Gel mit
einem Röntgenfilm (CEA RP new, medical X-ray film; CEA RP new) bei -80 °C 1-6 h exponiert
und der Röntgenfilm anschließend mit Hilfe eines Entwicklungs- und Fixierautomaten (Kodak)
entwickelt.

Fixierlösung: Geltrocknungslösung:
50% Methanol (v/v) 7% Methanol (v/v)
40% CH33COOH (v/v) 7% CH33COOH (v/v)

1% Glyzerin (v/v)

3.8.8 Nachweis von Protein-Protein Interaktionen

3.8.8.1 Gst-pull down

Für den Nachweis der Interaktion von Proteinen in vitro wurde ein GST-pull down Experi-
ment durchgeführt. Dabei werden GST-Fusionsproteine mittels Gluthadion Sepharose immo-
bilisiert und hieran bindende Proteine können kopräzipitiert werden. Um die Bindung eines
zu utersuchenden Proteins an das GST-Fusionsprotein nicht durch viele weitere, in der Zelle
vorhandene, Proteine zu beeinflussen, wurde ersteres mittels in vitro Translation hergestellt
(s. 3.8.2).
Es wurden etwa 3-5 �g GST-Fusionsproteine (s. 3.8.1) zusammen mit in vitro transkribierten
und translatierten, mit [35S]-Methionin-markierten Proteinen (s. 3.8.2) in NP40-Lysepuffer

54



3: Methoden

mit Proteaseinhibitoren (PMSF 1 mM, Aprotinin 10 U/�l, Leupeptin 1 �g/�l, Pepstatin 1 �g/�l
und DTT 1% (v/v)) über Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert (Reagenzglasrotator 3025, GFL).
Die Glutathion-Sepharose und die damit assoziierten Proteine wurden nun durch Zentrifuga-
tion (6000UpM, 5 min; Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf) pelletiert und das Pel-
let viermal in TBS Puffer mit Proteaseinhibitoren gewaschen. Die Proben wurden mit 10 �l
SDS Probenpuffer versetzt und für 3min auf 95 °C erhitzt und anschließend auf einem 12%
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (s. 3.8.5). Die radioaktiv markierten Proteine wurde durch
Autoradiographie (s. 3.8.7.2) sichtbar gemacht. An Stelle von in vitro translatierten Proteinen
wurde auch Gesamtzelllysat (s. 3.8.3) verwendet. In diesem Fall wurden die Proteine durch
Western Blot identifiziert.

NP40 Puffer:
50 mM Tris-HCl, pH 8

150 mM NaCl
5 mM EDTA
0,15% Nonidet P-40 (v/v)

3.8.8.2 Immunopräzipitation

Das Prinzip der Immunpräzipitation beruht auf der spezifischen Erkennung eines Zielprote-
ins durch einen an eine Sepharose-Matrix gekoppelten Antikörper, was eine Isolierung von
Proteinen bzw. Proteinkomplexen ermöglicht. Die Kopplung von Antikörpern aus Maus und
Kaninchen erfolgte an Protein A-Sepharose (Sigma). Protein A bindet spezifisch an den Fc-
Teil von Antikörpern, was eine indirekte Kopplung der Antikörper an die Sepharose-Matrix
zur Folge hat. Ebenso wurde Agarose verwendet, an die bereits der Flag-M2 Antikörper ge-
koppelt war (Sigma). Der an die Sepharose-Matrix gebundene Protein-Antikörper-Komplex
kann im Anschluss daran aufgrund des hohen Molekulargewichts der Sepharose durch Zentri-
fugation sedimentiert werden. Gebundene Proteine können daraufhin durch Erhitzen des Prä-
zipitats für 3 min auf 95 °C in einem geeigneten Probenpuffer wieder in Lösung gebracht und
anschließend über SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt werden (s. 3.8.5). Durch
Koimmunpräzipitation ist es möglich, spezifische Bindungen von Proteinen an das vom Anti-
körper erkannte Protein nachzuweisen.
Pro Ansatz wurden 3 mg lyophilisierte Protein A-Sepharose in 10 ml RIPA-Lysepuffer mit Pro-
teaseinhibitoren (s. 3.8.3) 1 h bei 4 °C auf einem Überkopfschüttler (Reagenzglasrotator 3025;
GFL) äquilibriert. Die Suspension wurde daraufhin bei 4 °C 5min bei 600 UpM abzentrifugiert
(Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf), das Sediment in 1ml gekühltem Lysepuffer
gewaschen und in 1ml aufgenommen. Zu dieser Suspension wurde die entsprechende Menge
Antikörper gegeben, die Bindung der Antikörper an die Matrix fand während einer einstündi-
gen Inkubation bei 4 °C auf einem Überkopfschüttler statt. Die Suspension wurde daraufhin
erneut bei 600UpM für 5 min, 4 °C abzentrifugiert, die Sepharose in 1 ml gekühltem Lysepuffer
gewaschen, erneut abzentrifugiert und in Lysepuffer resuspendiert. Die bereits mit Flag-M2
Antikörper gekoppelten Agarose wurde lediglich dreimal in Lysepuffer gewaschen und konnte
danach direkt weiterverwendet werden. Das Gesamtzelllysat (s. 3.8.3) wurde zur Eliminie-
rung unspezifischer Bindungen der Proteine mit der Sepharose-Matrix zunächst mit je 50 �l

55



3: Methoden

Pansorbin (welches vorher dreimal mit je 1 ml Lysepuffer gewaschen wurde) für 1 h auf einem
Überkopfschüttler (Reagenzglasrotator 3025, GFL) bei 4 °C inkubiert und nach Zentrifugation
(6000 UpM, 5 min, 4 °C; Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf) eingesetzt. Es wurden
pro Versuch 0,5-10 mg Gesamtprotein verwendet. Die so vorbereiteten Proteinproben wurden
mit der mit Antikörper gekoppelten Sepharose bzw. Agarose versetzt und entweder 2 h oder
über Nacht bei 4 °C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Die nach der Immunpräzipitation
erhaltene Suspension wurde abzentrifugiert (600 UpM, 5 min, 4 °C; Eppendorf Tischzentrifuge
5417, Eppendorf), dreimal mit je 1 ml gekühltem Lysepuffer gewaschen und das Sediment in
20 �l SDS-Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden 3 min bei 95 °C aufgekocht und
anschließend abgekühlt. Die Proben konnten nun durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(s. 3.8.5) aufgetrennt und weiter analysiert werden.

3.8.9 Nachweis von Protein-DNA Interaktionen

Mittels Chromatin-Immunoprazipitation kann die Bindung von Proteinen an distinkte DNA-
Abschnitte in vivo nachgewiesen werden. Hierfür wurden 5·106 Zellen ausgesät, infiziert (s. 3.5.4)
und nach 24 h geerntet. Vor dem Abschaben der Zellen wurden diese jedoch zunächst mit PBS
gewaschen und DNA-Protein-Komplexe durch Zugabe von Fixierungspuffer für 10 min fixiert.
Anschließend wurde für 10 min mit 10% Glyzin in PBS gequencht. Die Zellen konnten nun
von den Kulturschalen abgeschabt und bei 2000 UpM für 3 min zentrifugiert werden (Multifu-
ge 3S-R, Thermo). Die Zellsedimente wurden anschließend in 1 ml Lysepuffer 1 resuspendiert,
für 10 min bei 4 °C über Kopf rotiert (Reagenzglasrotator 3025, GFL) und bei 13000 UpM für
5 min abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf). Nach Resuspendieren
des Pellets in 1 ml Lysepuffer 2 und erneutem Rotieren wurde wie oben zentrifugiert. Nun wur-
de das Zellpellet in 1 ml Lysepuffer 3 aufgenommen und zweimal für 7 min mit Ultraschall (40 s,
output 0,45-0,6 Impulse/s; Branson Sonifier 450) behandelt. Zu den Lysaten wurde nun 100 �l
10% Triton-X-100 gegeben, der Ansatz gut durchmischt und zentrifugiert (14000UpM, 10 min;
Eppendorf Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf). Der Überstand wurde in ein neues Gefäß über-
führt, mit 9 Vol. Puffer A und mit 50 �l an Agarose gekoppelte Herings-Sperma-DNA versetzt
und rotierend für 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand
abgenommen und alliquotiert (je 1 ml). Zu diesem Chromatin-Lysat wurde der gewünschte
Antikörper gegeben (2-4 �g, abhängig vom Antikörper) und die Suspension über Nacht bei
4 °C über Kopf rotiert. Für die Chromatin-Immunpräzipitation wurden die Chromatin-Lysate
mit je 30 �l Herings-Sperma Agarose versetzt und für 2-4 h rotierend bei 4 °C inkubiert. An-
schließend wurde die Suspension zentrifugiert (14000 UpM, 10min; Eppendorf Tischzentrifuge
5417R, Eppendorf) und das Pellet in Waschpuffer 1 aufgenommen, bevor es erneut zentrifu-
giert wurde. Es folgten Waschschritte in Waschpuffer 2 mit anschließender Zentrifugation und
in Waschpuffer 3 mit nachfolgender Zentrifugation sowie in TE-Waschpuffer. Nachdem die
Agarose erneut sedimentiert worden ist, wurde das Pellet in 70 �l TE-Puffer resuspendiert
und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden nun bei 99 °C für 10 min auf-
gekocht, kurz auf Eis auf Raumtemperatur abgekühlt und mit je 1 �l Proteinase K versetzt.
Nach 30-minütiger Inkubation bei 55 °C und 10-minütiger Inkubation bei 99 °C erfolgte die
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PCR Reaktion. Hierfür wurden 1,5 �l der Probe mit 10 �l Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 7,3 �l H2Obid und 1,2 �l der entsprechenden Primer gemischt und
die Real Time PCR mit dem Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, Australia)
durchgeführt. Das Standard PCR-Programm war folgendes: 10min bei 95 °C; 50 Zyklen 12 s
bei 95 °C, 40 s bei 60 °C und 15 s bei 72 °C. Zur Ermittlung der Werte wurden Kontrollen
(anstelle des Antikörpers IgG ) sowie die eingesetzte Chromatinmenge mit einbezogen. Alle
Werte über 0,5% des Inputs gelten als Bindung, wobei Werte über 1% eine gute Bindung
darstellen.

10x Fixierpuffer: Lysepuffer 1:
50 mM Hepes (w/v) 50 mM Hepes/KOH, pH 8,8 (w/v)

100 mM NaCl (w/v) 140 mM NaCl (w/v)
1 mM EDTA (w/v) 1 mM EDTA (w/v)
11% Formaldehyd (v/v) 10% Glyzerin (v/v)

0,5% NP40 (v/v)
0,25% Trito-X-100 (v/v)

Lysepuffer 2: Lysepuffer 3:
10 mM Tris/HCl, pH 8,0 (w/v) 50 mM Tris/HCl (w/v)

200 mM NaCl (w/v) 1% SDS (w/v)
1 mM EDTA (w/v) 10 mM EDTA (w/v)

0,5 mM EGTA (w/v)

Puffer A: Waschpuffer 1:
16,7 mM Tris/HCl (w/v) 20 mM Tris/HCl (w/v)
167 mM NaCl (w/v) 150 mM NaCl (w/v)
1,2 mM EDTA (w/v) 2 mM EDTA (w/v)
0,01% SDS (v/v) 0,1% SDS (v/v)
1,1% Triton-X-100 (v/v) 1% Triton-X-100 (v/v)

Waschpuffer 2: Waschpuffer 3:
20 mM Tris/HCl, pH 8,0 (w/v) 10 mM Tris/HCl (w/v)

500 mM NaCl (w/v) 0,25 mM LiCl (w/v)
2 mM EDTA (w/v) 1 mM EDTA (w/v)
0,1% SDS (v/v) 1% NP40 (v/v)

1% Triton-X-100 (v/v) 1% Natrium Deoxycholat (w/v)

TE-Waschpuffer: TE-Puffer:
50 mM Tris/HCl, pH 7,5 (w/v) 50 mM Tris/HCl, pH9,5 (w/v)
10 mM EDTA, pH8,0 (w/v) 10 mM EDTA, pH8,0 (w/v)
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3.9 Immunfluoreszenz-Analysen

3.9.1 Fixierung mit Methanol

Subkonfluente, adhärente Zellen wurden in 6-well Zellkulturschalen auf sterilen Deckgläsern
kultiviert und ggf. transfiziert (s. 3.3.4.1) oder infiziert (s. 3.5.4). Zur Fixierung der Zellen wur-
de das Medium abgesaugt, die Objektträger mit PBS gewaschen und für 15 min in eiskaltem
Methanol bei -20 °C inkubiert. Anschließend wurden die fixierten Zellen bei RT getrocknet
und konnten bei -20 °C gelagert oder sofort für den immunologischen Nachweis eingesetzt
werden.

3.9.2 Immunologischer Nachweis

Für den immunologischen Nachweis wurden die Deckgläser auf Parafilm (Pechiney Plastic
Packaging) überführt und zur Absättigung unspezifischer Bindestellen zunächst für 1 h mit
TBS-BG (s. 3.5.3) inkubiert. Nach Entfernen des Überstandes und drei Waschschritten mit
PBS wurden pro Deckglas 20 �l Primärantikörper in geeigneter Verdünnung in PBS zugegeben
und 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS erfolgte auf die gleiche Weise die Inkubation mit einem sekundären, fluoreszenzmar-
kierten Antikörper, der als 1:100 Verdünnung in PBS verwendet wurde. Zur Anfärbung der
DNA-Chromatinkomplexe wurden 0,5 �g/ml DAPI (4’,6 Diamidin-2’-phenylindol Dihydro-
chlorid; Sigma) zugesetzt. Nicht gebundener Sekundärantikörper wurde durch die folgenden
drei Waschschritte mit PBS entfernt. Die Deckgläser wurden mit der zellbewachsenen Seite
nach unten auf einen Objektträger gelegt und mit Glow Mounting Medium (EnerGene) ein-
gebettet. Die Versuchsansätze konnten abgedunkelt bei 4 °C mehrere Tage bis wenige Wochen
gelagert werden. Die weitere Analyse erfolgte mit Hilfe eines DM6000 Immunfluoreszenzmi-
kroskops (Leica) mit digitalem Bildverarbeitungssystem (Leica Application Suite).

3.10 Lumineszenz-basierte Reporterversuche

Zur quantitativen Bestimmung von Promotoraktivitäten wurde das Dual-Luciferase® Re-
porter Assay System (Promega) nach Anweisungen des Herstellers verwendet. Die Reporter-
plasmide enthalten das Firefly-Luziferase-Gen aus dem Leuchtkäfer Photinus pyralis unter der
Kontrolle des jeweiligen Promotors. Es wurden die adenoviralen Promotoren E1A (pGL3-Basic
Prom E1A), E1B (pGL3-Basic Prom E1B), pIX (pGL3-Basic Prom pIX), E2early (pGL3-
Basic Prom E2e), E2late (pGL3-Basic Prom E2l), E3 (pGL3-Basic Prom E3), E4 (pGL3-Basic
Prom E4) und der Major late Promotor (pGL3-Basic Prom MLP) sowie der zelluläre HoXB7
Promotor (pGL3-Basic Prom HoxB7) verwendet. Die Reporterkonstrukte wurden zusammen
mit verschiedenen Expressionskonstrukten (pcDNA-E1A, pcDNA-E4orf6, pcDNA-E4orf6/7)
in H1299 Zellen, pSuper oder shHox Zellen transfiziert. Als interne Kontrolle wurde zusätzlich
der Vektor pRL-TK transfiziert, der das Renilla-Luziferase-Gen aus Renilla reniformis unter
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Kontrolle des konstitutiven Thymidin-Kinase-Promotors enthält. Beide Luziferasen sind je-
weils unter unterschiedlichen Bedingungen aktiv und können somit unabhängig voneinander
angeregt und vermessen werden. Die Messung der Renilla-Luziferase (pRL-TK) wurde dazu
benutzt, die verschiedenen Lysate zu normieren und der Wert der Promotoraktivität wurde als
Quotient aus Firefly-Luziferase-Aktivität zu Renilla-Luziferase-Aktivität berechnet. Für die
Versuche wurden 1·105 Zellen in 12-well Zellkulturschalen ausgesät und am nächsten Tag mit
0,3 �g pRL-TK, 0,5 �g Reporterplasmid und 0,5 �g Expressionsplasmid mit der PEI-Methode
(s. 3.3.4.1) transfiziert. Nach 48 h Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen einmal mit PBS ge-
waschen, 100 �l passive lysis buffer (Promega) pro Ansatz auf die Zellen gegeben und 15min
bei RT geschüttelt. Durch Pipettieren wurden die Zellen daraufhin vollständig abgelöst. Alle
weiteren Arbeitsschritte zur Ermittlung der Promotoraktivität wurden nach den Angaben
des Herstellers durchgeführt und die Promotoraktivitäten mit einem Luminometer (Lumat
LB 9507, Berthold) bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung zur Funktion des C-Terminus von E4orf6 im

Kontext der viralen Replikation

Das adenovirale frühe Protein E4orf6 konnte in Transformationsexperimenten mit Nagetierzel-
len neben E1A und E1B als weiteres virales Onkogen identifiziert werden. Dieses Genprodukt
verleiht E1-transformierten Zellen zusätzliche Wachstumeigenschaften, die zu einer erhöhten
Onkogenität in Versuchstieren sowie zu einer veränderten Morphologie der transformierten
Zellen führt (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1999a). Die Steigerung der Onkogenität wur-
de zunächst mit der Fähigkeit von E4orf6, die subzelluläre Lokalisation (Moore et al., 1996)
bzw. die Stabilität von p53 zu beeinflussen (Nevels et al., 1999a), begründet. Der von den
viralen Proteinen E1B-55K und E4orf6 mit einigen zellulären Komponenten assemblierte E3-
Ubiquitin-Ligase Komplex ist verantwortlich für den proteasomalen Abbau von p53 (Querido
et al., 2001a,b). Die Erhöhung der Onkogenität als Folge der durch E1B-55K und E4orf6 in-
duzierten Reduktion der p53 Expression, ruft vermutlich eine erhöhte Zellproliferation hervor
und ist nicht auf reduzierte Apoptose zurückzuführen (Nevels et al., 1999a). In detaillier-
teren Untersuchungen wurde der C-Terminus von E4orf6 zunächst für die Repression der
p53-Aktivität (Nevels et al., 1997), später auch für die morphologische Hypertransformation
und Focus-Bildung als essentiell und ausreichend identifiziert. Entgegen vorherigen Vermu-
tungen zeigte sich dabei jedoch, dass diese E4orf6-vermittelten Eigenschaften nicht von der
p53-Stabilität abhängig sind. Die Onkogenität von E4orf6 ist dagegen teilweise von dem Ab-
bau von p53 abhängig, wie anhand des Tumorwachstums nach Injektion der transformierten
Zellen in Nacktmäuse ermittelt wurde. Der C-Terminus des Proteins alleine zeigt gegenüber
dem Wildtyp ein reduziertes Potential, das Tumorwachstum zu fördern (Nevels et al., 2000).
Nachdem die amphipatische �-Helix im C-Terminus des E4orf6 Proteins als essentiell für die
produktive Adenovirusinfektion (Orlando und Ornelles, 1999) sowie dessen onkogene Eigen-
schaften identifiziert wurde, ist anzunehmen, dass die lytischen und transformierenden Funk-
tionen eng miteinander verknüpft sind (Nevels et al., 2000). Im ersten Teil dieser Arbeit sollte
daher der Einfluss des C-Terminus des E4orf6 Proteins, der Onkodomäne, auf den viralen
Infektionszyklus getestet werden. Es sollte untersucht werden, ob dieser Bereich des frühen
viralen Proteins eine produktive Infektion unterstützt.
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4.1.1 Herstellung der Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229

Um den Einfluss der Onkodomäne auf die virale Replikation zu untersuchen, wurden Vi-
rusmutanten mit dem C-Terminus des E4orf6 Proteins generiert. Die Herstellung der Virus-
mutanten erfolgte nach einem in der Arbeitsgruppe etabliertem direkten Klonierungssystem
(Groitl und Dobner, 2007). Hierbei wurde zunächst, ausgehend von der E4-Box (Nr. 1155;
s. 2.3.3), eine Inverse-PCR zur Deletion spezifischer Aminosäuren im E4orf6 Protein durch-
geführt (s. 3.6.7.3) bzw. eine Punktmutation durch in vitro Mutagenese (s. 3.6.7.2) einge-
führt. Diese modifizierten E4-Boxen wurden anschließend wieder in das 36 kb große HAdV5-
Restgenom integriert. Die generierten Bakmide wurden nach Linearisierung der DNA in 2E2
Helferzellen, welche die AdV5 E1- sowie E4-Region stabil exprimieren, transfiziert (s. 3.5.1).
Anschließend konnten die Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229 geerntet und propagiert
werden (s. 3.5.2). Ein Schema zur Herstellung dieser beiden Virusmutanten ist in Abb. 4.1 zu
sehen.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Herstellung von Virusmutanten. Eine
genauere Erklärung ist dem Text zu entnehmen.

Die hergestellten Virusmutanten sollten nur die letzten C-terminalen 91 Aminosäuren des
E4orf6 Proteins enthalten. Da im N-Terminus des E4orf6 Proteins, nach Position 58, die
Spleißdonorstelle zum Herstellen des E4orf6/7 Proteins lokalisiert ist, und außer dem E4orf6
Protein kein weiteres virales Protein durch die Mutation beeinträchtigt werden soll, wur-
den die ersten 61 Aminosäuren beibehalten. Die schematische Darstellung dieses neuen Fu-
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sionsproteins der Virusmutante H5pm4182 sowie darin möglicherweise enthaltene funktionelle
Bereiche sind in Abb. 4.2 zu sehen. Weiterhin wurde eine Virusmutante hergestellt, die zusätz-
lich eine Punktmutation in der Onkodomäne an Aminosäureposition 245 trägt (Onko-L245P;
H5pm4229). Die Einführung der Aminosäure Prolin wirkt als so genannter Helixbrecher und
verändert die Sekundärstruktur der -Helix. Damit sind, wie mit mutierten E4orf6 Plasmi-
den gezeigt werden konnte, wichtige Funktionen des E4orf6 Proteins beeinflusst (Orlando und
Ornelles, 1999). Die E4orf6 Proteine der neuen Virusmutanten enthalten demnach, wie die
Abb. 4.2 zeigt, nur noch eine BC-Box und kein NES, während beide NLS Sequenzen vorhanden
sind.
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der E4orf6 Proteine der Viren H5pm4182
und H5pm4229. Wichtige funktionelle Bereiche im E4orf6 Protein sind dargestellt (nach
Nevels et al., 2000; Täuber und Dobner, 2001). Der in den Virusmutanten deletierte Bereich
ist grau unterlegt. Eine genauere Erklärung ist dem Text zu entnehmen.

4.1.2 Charakterisierung der Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229

Die neu generierten Virusmutanten sollten nun in verschiedenen Zelllinien untersucht wer-
den. Hierfür wurden die Tumorzellinien H1299 und A549 sowie die pseudoprimären retinalen
Gliazellen Mio-M1, wie unter 3.5.4 beschrieben, infiziert. Da die Effizienz der Infektion von
Adenoviren in Tumorzellen gesteigert ist (Miller et al., 2007), wurde dies bei Mio-M1 Zel-
len durch Infektion mit einer größeren Virusmenge kompensiert. Es sollte die Expression von
frühen und späten viralen Proteinen im Verlauf des viralen Lebenszyklus sowie deren sub-
zelluläre Lokalisation analysiert werden. Des Weiteren sollten die Virusmutanten hinsichtlich
der Produktion von Nachkommenviren untersucht werden.
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4.1.2.1 Expression viraler Proteine

Um die eingeführten Mutationen im E4orf6 Protein der neu generierten Virusmutanten
H5pm4182 und H5pm4229 zu untersuchen, wurde zunächst dessen Expression auf Protein-
ebene analysiert. Hierfür wurden die Zellen mit dem Wildtyp und den verschiedenen Virusmu-
tanten infiziert (s. 3.5.4), nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet (s. 3.3.5) und Gesamt-
zellextrakte hergestellt (s. 3.8.3). Mittels SDS-Gelelektrophorese (s. 3.8.5) konnten die viralen
Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt und über Western Blot (s. 3.8.6)
analysiert werden. Wie in Abb. 4.3 ersichtlich, sind in den beiden neuen Virusmutanten die
E4orf6-Onko Proteine der erwarteten Größe von etwa 17 kDa sowohl mit dem Antikörper
RSA3, der den N-Terminus erkennt, als auch mit dem Antikörper 1807, dessen Epitop im
C-Terminus gelegen ist, in allen untersuchten Zelllinien detektierbar.
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Abbildung 4.3: Analyse zur Produktion von E4orf6 Proteinen in infizierten Zellen. Es
wurden A549 (A), H1299 (B) und Mio-M1 (C) Zellen mit H5pg4100 sowie den Virusmutanten
H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (A549 und H1299: moi
25, Mio-M1: moi 200), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakt herge-
stellt (0 bedeutet nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden diese (40 μg)
auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Anti-
körpern gegen E4orf6 und den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.
Die mit * markierten Blots wurden für die maximale Zeit exponiert.

Im Vergleich zum Wildtypvirus H5pg4100 oder den Virusmutanten H5pm4149 und H5pm4115
ist die Expression der verkürzten E4orf6 Proteine bei den Viren H5pm4182 und H5pm4229
jedoch deutlich reduziert. Verglichen mit A549 (Abb. 4.3 A) und H1299 (Abb. 4.3 B) Zellen ist
dies in den Mio-M1 Zellen (Abb. 4.3C) besonders auffällig. Während das Volllänge E4orf6 Pro-
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tein nach 24 h stark exprimiert ist (Abb. 4.3; Spuren 2, 6, 10), nach 48 h und 72 h (Abb. 4.3;
Spuren 3, 4, 7, 8, 11, 12), wie in der Literatur beschrieben, leicht abnimmt (Boivin et al.,
1999), ist für die verkürzten E4orf6 Proteine eine Zunahme der Expression bei 48 h (Abb. 4.3;
Spuren 15, 19) und teilweise bei 72 h (Abb. 4.3; Spuren 16, 20) zu erkennen. Anzumerken
ist, dass in Mio-M1 Zellen mit dem 1807 Antikörper die verkürzten E4orf6 Proteine mit der-
selben Expositionszeit wie die anderen Proteine nicht nachgewiesen werden konnten; in der
Abb. 4.3C ist daher hier eine maximale Exposition dargestellt. Wie erwartet, kann mit dem
RSA3 Antikörper in allen Zelllinien auch das E4orf6/7 Protein detektiert werden. Dieses Pro-
tein hat ein den E4orf6-Onko-Proteinen ähnliches Molekulargewicht und zeigt ein ähnliches
Expressionsmuster.
Das verkürzte E4orf6 Protein ist in mit dem H5pm4229 Virus infizierten A549 und Mio-M1
Zellen mit dem RSA3 Antikörper deutlich schlechter nachzuweisen als mit dem 1807 Anti-
körper (Abb. 4.3 A, C; Spuren 18-20). Obwohl das Epitop dieses Antikörpers im N-Terminus
des Proteins gelegen ist, kann eine Konformationsänderung des Proteins durch Zerstörung der
Integrität der �-Helix nicht ausgeschlossen werden.

Um einen Einfluss der Mutation im E4orf6 Protein auf andere virale Proteine auszuschließen,
wurden nun ebenfalls die Expressionsspiegel der frühen viralen Proteine E1A, E2A und E1B-
55K untersucht. Wie der Abbildung 4.4 zu entnehmen ist, sind in den verschiedenen Zelllinien
für E2A und E1B-55K keine signifikanten Unterschiede im H5pm4182 und H5pm4229 gegen-
über dem Wildtypvirus H5pg4100 bzw. den weiteren Virusmutanten auszumachen. Dabei ist
in Zellen, die mit dem E1B-55K-negativen Virus H5pm4149 infiziert wurden, dieses virale Pro-
tein erwartungsgemäß nicht nachweisbar. In allen weiteren, hier untersuchten, Virusmutanten
und dem Wildtypvirus akkumuliert dieses Protein im zeitlichen Verlauf der Infektion. Das
Protein E2A ist bereits 24 h nach der Infektion stark exprimiert und zeigt diese Expression
auch beim Fortschreiten der Virusinfektion. Lediglich die Expression von E1A unterscheidet
sich in den verschiedenen untersuchten Viren. So ist in Mio-M1 Zellen die Expression dieses
Proteins bei den beiden Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229, verglichen mit den anderen
Viren, bei allen untersuchten Zeitpunkten erhöht (Abb. 4.4 C; Spuren 14-16, 18-20). Weiter-
hin sind auch in H1299 Zellen die Mengen dieses Proteins in den Virusmutanten H5pm4149,
H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 48 h (Abb. 4.4 B; Spuren 7, 11, 15, 19, 23)
und 72 h (Abb. 4.4B; Spuren 8, 12, 16, 20, 24) nach der Infektion größer als zum gleichen
Zeitpunkt während der Wildtypvirusinfektion (Abb. 4.4B; Spuren 3 bzw. 4).
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Abbildung 4.4: Analyse zur Produktion früher viraler Proteine in infizierten Zellen.
Es wurden A549 (A), H1299 (B) und Mio-M1 (C) Zellen mit H5pg4100 sowie den Virusmutan-
ten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (A549 und H1299:
moi 25, Mio-M1: moi 200), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakt
hergestellt (0 bedeutet nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden diese
(40 μg E1A, 5 μg E2A, 40 μg E1B-55K) auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf
Nitrozellulose transferiert, mit Antikörpern gegen E1A (M73), E2A (B6-8) und E1B-55K (2A6)
und den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Neben der Analyse einiger früher viraler Proteine erfolgte auch die Analyse der späten vi-
ralen Strukturproteine sowie des späten regulatorischen Proteins L4-100K. Es ist bekannt,
dass Virusmutanten, denen ein funktionelles E4orf6 oder E1B-55K fehlt, schwere Defekte bei
der Synthese später Strukturproteine und damit auch der Produktion an Nachkommenviren
aufweisen, da ihre Funktionen u. a. beim Export viraler mRNAs nicht mehr erfüllt werden
(Halbert et al., 1985; Hemström et al., 1988; Babich et al., 1983; Pilder et al., 1986). Des
Weiteren hat das Fehlen von E1B-55K einen negativen Einfluss auf die Produktion später
Proteine, da dieses frühe Genprodukt vermutlich durch Interaktion mit L4-100K die selektive
Translation von viralen Transkripten regulieren kann (Koyuncu, 2009). Konsistent mit diesen
Beobachtungen zeigen in dem hier durchgeführten Versuch die Virusmutanten H5pm4149,
H5pm4154 und H5pm4115 eine deutlich reduzierte Expression später viraler Proteine in al-
len untersuchten Zelllinien (Abb. 4.5). Die Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229 weisen
gegenüber dem Wildtyp ebenfalls eine deutlich reduzierte Expression dieser Proteine auf,
jedoch zeigen diese beiden Virusmutanten in H1299 Zellen (Abb. 4.5 B) einen ebenso star-
ken Defekt wie das E1B-55K-negative oder das E4orf6-negative Virus, während dies in A549
(Abb. 4.5 A) und Mio-M1 Zellen (Abb. 4.5C) nicht der Fall ist. In diesen beiden Zelllinien ist
die Expression der späten viralen Proteine stärker als bei den drei anderen Virusmutanten.
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Das L4-100K Protein zeigt in seinem Expressionsmuster eine weitgehende Übereinstimmung
bei den untersuchten Virusmutanten und dem Wildtypvirus.

A

B

��L4-100K

��Hexon
�� Penton
���Fiber

��Hexon
    assoziierte
    Proteine

H5pg4100 H5pm4149 H5pm4115 H5pm4182 H5pm4229 H5pm4154

0 7224 48h p.i. 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48

��L4 -100K

��Hexon
�� Penton
���Fiber

��Hexon
    assoziierte
    Proteine

H5pg4100 H5pm4149 H5pm4115 H5pm4182 H5pm4229 H5pm4154

0 7224 48h p.i. 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48

��L4-100K

��Hexon
�� Penton
���Fiber

��Hexon
    assoziierte
    Proteine

H5pg4100 H5pm4149 H5pm4115 H5pm4182 H5pm4229 H5pm4154

0 7224 48h p.i. 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48 0 7224 48

C

1 42 3 5 86 7 9 1210 11 13 1614 15 17 2018 19 21 2422 23

1 42 3 5 86 7 9 1210 11 13 1614 15 17 2018 19 21 2422 23

1 42 3 5 86 7 9 1210 11 13 1614 15 17 2018 19 21 2422 23

Abbildung 4.5: Analyse zur Produktion später viraler Proteine in infizierten Zellen.
Es wurden A549 (A), H1299 (B) und Mio-M1 (C) Zellen mit H5pg4100 sowie den Virusmutan-
ten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (A549 und H1299:
moi 25, Mio-M1: moi 200), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakt
hergestellt (0 bedeutet nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden diese
(3 μg late, 20 μg L4-100K) auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrozellu-
lose transferiert und mit Antikörpern gegen das L4-100K Protein (6B10) sowie dem Kapsid-
Antikörper gegen mehrere späte Strukturproteine mit den jeweiligen HRPO-gekoppelten Se-
kundärantikörpern detektiert.

4.1.2.2 Abbau von p53 und Mre11

Um zu testen, ob die Mutationen im E4orf6 Protein, dessen Fähigkeit, in Assoziation mit
E1B-55K zelluläre Substrate dem proteasomalen Abbau zuzuführen (vgl. 1.1.5), beeinflusst,
wurden die Expressionsspiegel der Proteine p53 und Mre11 untersucht. Wie erwartet, zeigt
sich sowohl für Mre11 als auch für p53 in Wildtyp-infizierten Zellen eine deutliche Reduktion
der Expression dieser beiden Proteine (Abb. 4.6). Die Menge an Mre11 ist bereits 24 h nach
der Infektion stark reduziert und nimmt im zeitlichen Verlauf weiter ab, so dass 48 h und 72 h
nach der Infektion dieses Protein nicht mehr nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 4.6: Gleichgewichtsmengen von Mre11 und p53 in infizierten Zellen. Es
wurden A549 (A), H1299 (B) und Mio-M1 (C) Zellen mit H5pg4100 sowie den Virusmutan-
ten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (A549 und H1299:
moi 25, Mio-M1: moi 200), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakt
hergestellt (0 bedeutet nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden diese
(40 μg Mre11, 40 μg p53 und 20 μg β-Aktin) auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt,
auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikörpern gegen Mre11, p53 und β-Aktin mit den
jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Bei den untersuchten Virusmutanten kann dagegen in keiner Zelllinie eine Reduktion der
Mre11 Proteinmenge nachgewiesen werden. In A549 Zellen kann p53, wegen geringer Gleich-
gewichtsmengen dieses Proteins, in nicht infizierten Zellen bei dieser Expositionszeit nicht
detektiert werden (Abb. 4.6A; Spur 1), im Verlauf der Infektion erfolgt jedoch bei allen Vi-
rusmutanten eine Akkumulation des zellulären Proteins (Abb. 4.6A; Spuren 6-8, 10-12, 14-16,
18-20, 22-24). Dagegen kann im Wildtypvirus zu keinem Zeitpunkt p53 detektiert werden
(Abb. 4.6 A; Spuren 2-4). In Mio-M1 Zellen ist die p53 Expression in nicht infizierten Zellen,
im Gegensatz zu A549 Zellen, nachweisbar (Abb. 4.6 C; Spur 1), eine Akkumulation in den
Virusmutanten erfolgt hier jedoch nicht. Vielmehr ist bei den 48 h und 72 h Zeitpunkten ei-
ne Reduktion der p53 Expressionsspiegel zu beobachten (Abb. 4.6 C; Spuren 7, 8, 11, 12, 15,
16, 19, 20, 23, 24). Bei dieser Reduktion handelt es sich vermutlich um host shut-off. In den
Wildtypvirus-infizierten Zellen ist im Gegensatz dazu eine Reduktion der p53 Proteinmen-
ge bereits nach 24 h zu beobachten, 48 h und 72 h liegt sie unter der Nachweisbarkeitsgrenze
(Abb. 4.6 C; Spuren 2-4).
Bei Viren, denen entweder das E1B-55K oder E4orf6 Protein fehlt (H5pm4149, H5pm4154),
erfolgt demnach, wie erwartet, kein proteasomaler Abbau der beiden zellulären Proteine, da
diese Polypeptide nicht zum Ligase Komplex gebracht werden können bzw. eine Assemblierung
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des Komplexes nicht erfolgt. Auch das E4orf6-L245P Virus (H5pm4115) ist, wie die Daten
zeigen, nicht in der Lage, einen funktionsfähigen E3-Ubiquitin-Ligase Komplex auszubilden
und Mre11 und p53 dem Abbau zuzuführen. Bereits in Versuchen, in denen dieses veränderte
Protein ausgehend von Plasmiden exprimiert wurde, konnte dies beobachtet werden (Nevels
et al., 2000; Orlando und Ornelles, 1999). Auch in den neu generierten Virusmutanten sind
die Expressionsmengen von Mre11 und p53 nicht reduziert, die verkürzten E4orf6 Proteine
hinsichtlich der Formation des E3-Ubiquitin-Ligase Komplexes also nicht funktionell. Es ist
bekannt, dass für die Interaktion von E4orf6 mit den zellulären Komponenten Elongin B und
C beide BC-Boxen im E4orf6 vorhanden sein müssen (Blanchette et al., 2004). Da die Pro-
teine in den Virusmutanten jedoch nur die erste BC-Box besitzen (Abb. 4.2), kann hier der
Komplex nicht assembliert und p53 und Mre11 folglich nicht abgebaut werden. Darüber hin-
aus kann auch die schwächere Expression der verkürzten E4orf6 Proteine einen erfolgreichen
proteasomalen Abbau beeinflussen.

4.1.2.3 Subzelluläre Lokalisation viraler und zellulärer Proteine

Neben der Expressionspiegel viraler und zellulärer Proteine wurde ebenfalls deren subzelluläre
Lokalisation bestimmt, um einen Einfluss der Mutationen zu untersuchen. Hierfür wurden die
Zellen infiziert und nach der Fixierung (s. 3.9.1) mit spezifischen Antikörpern gefärbt (s. 3.9.2).
Die Proben wurden anschließend fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Es ist bekannt, dass das E4orf6 Protein sowohl ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS) als
auch ein nukleäres Exportsignal (NES) besitzt. Die subzelluläre Lokalisation dieses Proteins
ist aber im Zellkern, wo es mit Aussparung der Nukleoli diffus verteilt vorliegt (Ornelles und
Shenk, 1991; Goodrum et al., 1996). Das bekannte NLS des E4orf6 Proteins ist im C-Terminus
gelegen (Orlando und Ornelles, 1999), in den Virusmutanten also enthalten. Auch ein weiteres
putatives NLS im N-Terminus (Nevels et al., 2000) ist in dem neuen Fusionsprotein enthalten.
Bisherige Studien mittels Expressionskonstrukten ohne viralen Hintergrund zeigten, dass das
NLS im C-Terminus für die Lokalisierung des Proteins in den Kern ausreichend zu sein scheint
(Nevels et al., 2000). Das NES des E4orf6 Proteins liegt zwischen Aminosäuren 83 und 93,
und ist daher in den Virusmutanten nicht enthalten, da dies den deletierten Bereich umfasst.
Jedoch konnte bereits in früheren Untersuchungen gezeigt werden, dass das E4orf6 Protein,
abhängig vom NLS im C-Terminus, trotz funktionellem NES im Kern lokalisiert. Lediglich
in Anwesenheit von E1B-55K oder durch Mutation des NLS gelangt E4orf6 ins Zytoplasma
(Dobbelstein et al., 1997).
Konsistent mit diesen Daten ist die Lokalisation des verkürzten E4orf6 Proteins in den Vi-
rusmutanten H5pm4182 und H5pm4229 wie auch die des E4orf6 Proteins der anderen Viren
diffus im Zellkern (Abb. 4.7; Bilder f, j, n, r, v; Abb. 4.8; Bilder f, j, n, r, v).
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Abbildung 4.7: Fluoreszenzmikroskopische Analyse infizierter A549 Zellen. Es wur-
de die subzelluläre Lokalisation von E4orf6 und E1B-55K untersucht. Die Zellen wurden
mit H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und
H5pm4154 infiziert (moi 25), nach 24 h mit Methanol fixiert und mit Antikörpern gegen E4orf6
(1807) und E1B-55K (2A6) sowie den entsprechenden Sekundärantikörpern detektiert. Die
Zellkerne sind mit DAPI sichtbar gemacht worden.
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Abbildung 4.8: Fluoreszenzmikroskopische Analyse infizierter H1299 Zellen. Es wur-
de die subzelluläre Lokalisation von E4orf6 und E1B-55K untersucht. Die Zellen wurden
mit H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und
H5pm4154 infiziert (moi 25), nach 24 h mit Methanol fixiert und mit Antikörpern gegen E4orf6
(1807) und E1B-55K (2A6) sowie den entsprechenden Sekundärantikörpern detektiert. Die
Zellkerne sind mit DAPI sichtbar gemacht worden.
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Allerdings ist die Expression der verkürzten E4orf6 Proteine, wie bereits im Western Blot be-
obachtet werden konnte, schwächer als in den übrigen Virusmutanten oder dem Wildtypvirus.
Um hier die Lokalisation deutlich zu machen, wurden, falls möglich, Zellen aufgenommen, die
eine stärke Expression dieses viralen Proteins aufweisen. Eine zufriedenstellende Detektion in
Mio-M1 Zellen ist leider dennoch nicht möglich; bereits in Western Blot Analysen wurde deut-
lich, dass mit dem 1807 Antikörper, der auch für die Immunfluoreszenzanalysen verwendet
wurde, eine wesentlich schlechtere Detektion der verkürzten Proteine erfolgt.

Auch das E1B-55K Protein kann zwischen Zytoplasma und Zellkern pendeln und weist in
seiner Lokalisation ein komplexes Muster sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus auf (Or-
nelles und Shenk, 1991; Smiley et al., 1990). Dieses Muster ist sowohl in mit dem Wildtyp, als
auch in mit Virusmutanten infizierten Zellen sichtbar (Abb. 4.7; Bilder g, o, s, w, ab; Abb. 4.8;
Bilder g, o, s, w, ab), jedoch liegt das Gleichgewicht des Proteins in Wildtypvirus-infizierten
Zellen auf der nukleären Seite (Abb. 4.7; Bild g; Abb. 4.8; Bild g). In Anwesenheit eines funk-
tionellen E4orf6 Proteins wird hier der Transport des Proteins in den Kern unterstützt (Liu
et al., 2005; Ornelles und Shenk, 1991). Bei den Virusmutanten H5pm4115 und H5pm4154
ist kein funktionelles bzw. kein E4orf6 Protein vorhanden, die Verteilung von E1B-55K ist
hier hauptsächlich zytoplasmatisch (Abb. 4.7; Bilder o, ab; Abb. 4.8; Bilder o, ab). Für die
Viren H5pm4182 und H5pm4229 ergeben sich bei der intrazellulären Verteilung von E1B-55K
Unterschiede zwischen diesen beiden Viren sowie den untersuchten Zelllinien. Während das
E1B-55K Protein bei dem H5pm4229 Virus in H1299 Zellen ebenfalls hauptsächlich im Zy-
toplasma zu finden ist (Abb. 4.8; Bild w), befindet sich ein Teil dieses viralen Proteins des
H5pm4182 Virus als granuläre Strukturen im Zellkern (Abb. 4.8; Bild s). In A549 Zellen dage-
gen lokalisieren die Proteine beider Virusmutanten sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
und liegen dort in großflächigen, meist punktförmigen, runden Strukturen, vor (Abb. 4.7; Bil-
der s, w), bei denen es sich vermutlich um die viralen Replikationszentren handelt. Wie frühere
Studien zeigen konnten, ist das E1B-55K Protein abhängig von E4orf6 in der Lage, an die
Peripherie dieser viralen Transkriptions- und Replikationszentren zu gelangen (Ornelles und
Shenk, 1991).

Neben den beiden viralen Proteinen E4orf6 und E1B-55K wurde auch die subzelluläre Ver-
teilung der zellulären Proteine p53 und Mre11 untersucht. Sowohl Mre11 als auch p53 sind
in nicht infizierten Zellen diffus im Zellkern verteilt, wobei die Expression von p53 kaum de-
tektierbar ist (Abb. 4.9; Bilder b, c; Abb. 4.10; Bild b). In Zellen, die mit dem Wildtypvirus
infiziert wurden, kann, bedingt durch proteasomalen Abbau, teilweise weniger p53 und Mre11
nachgewiesen werden (Abb. 4.9; Bilder f, g; Abb. 4.10; Bild e). In allen untersuchten Virus-
mutanten erfolgt, wie mittels Western Blot gezeigt werden konnte, kein Abbau der beiden
zellulären Proteine. Mre11 lokalisiert bei allen untersuchten Viren in fädigen Strukturen im
Nukleus (Abb. 4.9; Bilder f, j, n, r, v, z; Abb. 4.10; Bilder e, h, k, n, q, t). Diese Lokalisation
ist abhängig vom E4orf3 Protein, das in der Lage ist, das zelluläre Protein in die so genannten
nukleären tracks oder perinukleäre Aggregate umzulokalisieren (Stracker et al., 2002; Araujo
et al., 2005; Liu et al., 2005). Die Analysen zeigen damit, dass Veränderungen oder die Ab-
wesenheit von E4orf6 keine Auswirkungen auf die Mre11 Lokalisation haben (Abb. 4.9; Bilder
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h, k, n, q, t).
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Abbildung 4.9: Fluoreszenzmikroskopische Analyse infizierter A549 Zellen. Es wurde
die subzelluläre Lokalisation von p53 und Mre11 untersucht. Die Zellen wurden mit H5pg4100
sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 in-
fiziert (moi 25), nach 24 h mit Methanol fixiert und mit Antikörpern gegen p53 (Do1) und
Mre11 sowie den entsprechenden Sekundärantikörpern detektiert. Die Zellkerne sind mit DAPI
sichtbar gemacht worden.
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Abbildung 4.10: Fluoreszenzmikroskopische Analyse infizierter H1299 Zellen. Es wur-
de die subzelluläre Lokalisation von Mre11 untersucht. Die Zellen wurden mit H5pg4100 sowie
den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert
(moi 25), nach 24 h mit Methanol fixiert und mit dem Antikörper gegen Mre11 sowie dem
entsprechenden Sekundärantikörper detektiert. Die Zellkerne sind mit DAPI sichtbar gemacht
worden.

Auch p53 akkumuliert in perinukleären Aggregaten, sofern es durch ein funktionelles E1B-55K
Protein beeinflusst wird, ansonsten ist dieses Protein diffus im Nukleus verteilt (Härtl et al.,
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2008; Ornelles und Shenk, 1991). Bei den beschriebenen perinukleären Strukturen handelt
es sich um zytoplasmatische Aggresomen, die in der Nähe des MTOC entstehen und neben
E1B-55K weitere mit diesem Protein assoziierte Proteine enthalten können. Die Umlokali-
sation von beispielsweise p53 und Mre11 zu diesen Strukturen inhibiert die Funktionen der
zellulären Proteine (Araujo et al., 2005; Liu et al., 2005). Konsistent dazu ist p53 in A549
Zellen in den untersuchten Virusmutanten zum Teil im Zellkern verteilt, zum Teil im Zyto-
plasma akkumuliert, wobei sich keine deutlichen Unterschiede bei den verschiedenen E4orf6
Mutanten ergeben (Abb. 4.9; Bilder o, s, w, ab).

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass die Mutationen im E4orf6 Protein bei
den Viren H5pm4182 und H5pm4229, verglichen mit den Viren H5pg4100, H5pm4115 und
H5pm4149, die subzelluläre Lokalisation von E4orf6 nicht wesentlich beeinflussen (Abb. 4.7,
Abb. 4.8). Auch die subzelluläre Verteilung von Mre11 und p53 wird nicht durch die Mu-
tationen im E4orf6 Protein der Viren H5pm4182 und H5pm4229 beeinträchtigt (Abb. 4.9,
Abb. 4.10). Im Gegensatz dazu haben die Mutationen im E4orf6 Protein dieser Viren aber
Auswirkungen auf die subzelluläre Lokalisation von E1B-55K, da die effiziente Umlokalisie-
rung dieses Proteins in den Zellkern nicht mehr gegeben ist (Abb. 4.7, Abb. 4.8). Abhängig vom
Zelltyp ergeben sich Unterschiede in der Fähigkeit von E4orf6, die intrazelluläre Verteilung
von E1B-55K zu beeinflussen.

4.1.2.4 Produktion von Nachkommenviren

Zur weiteren Analyse der hergestellten Virusmutanten wurde die Syntheserate infektiöser
Virusnachkommen ermittelt. Hierfür wurden die Zellen mit dem Wildtypvirus und den Virus-
mutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert und nach
verschiedenen Zeitpunkten geerntet. Durch Titration auf W162 Zellen konnte die Menge der
infektiösen Viruspartikel ermittelt werden (s. 3.5.5). Aus Abbildung 4.11 ist ersichtlich, dass
alle untersuchten Virusmutanten, verglichen mit dem Wildtyp, eine reduzierte Nachkommen-
virusproduktion besitzen.

In allen getesteten Zellen weisen die E1B-55K- und E4orf6-negativen Viren den größten Defekt
auf. Die Zahl der Virusnachkommen bei den Mutanten H5pm4115, H5pm4182 und H5pm4229
variiert dagegen abhängig von den verwendeten Zellen. So sind alle drei Virusmutanten in
H1299 Zellen (Abb. 4.11B) ebenso defekt wie Viren ohne E1B-55K oder E4orf6. Auch in
Mio-M1 Zellen ist die Zahl der produzierten Nachkommenviren des H5pm4229 Virus ebenso
gering wie in den E1B-55K- und E4orf6-Nullmutanten, während ihre Zahl beim H5pm4182
Virus etwas größer ist (Abb. 4.11 C). In A549 Zellen dagegen liegt die Nachkommenzahl der
Viren H5pm4182 und H5pm4229 über der der Nullmutanten, jedoch deutlich unter der des
Wildtypvirus (Abb. 4.11 A). Die verkürzten E4orf6 Proteine sind demnach in A549 Zellen
teilweise funktional, während sie in H1299 und Mio-M1 Zellen die effiziente Produktion von
Virusnachkommen nicht unterstützen können. Bereits bei der Analyse der Expression der
späten viralen Strukturproteine (Abb. 4.5) konnte eine gegenüber den Nullmutanten erhöhte
Expression in A549 Zellen, aber nicht in H1299 und Mio-M1 Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 4.11: Analyse der Produktion von Nachkommenviren in infizierten Zellen.
Es wurden A549 (A), H1299 (B) und Mio-M1 (C) Zellen mit H5pg4100 sowie den Virusmutan-
ten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (A549 und H1299:
moi 10, Mio-M1: moi 200), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Nachkommenviren
isoliert. Die Titration erfolgte auf W162 Zellen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass in den neu generierten Virusmutanten H5pm4182
und H5pm4229 verkürzte E4orf6 Proteine der erwarteten Größe zwar exprimiert werden, je-
doch deutlich schwächer als im Wildtypvirus oder anderen Virusmutanten (Abb. 4.3). Die
subzelluläre Lokalisation des Proteins wird durch die Mutation allerdings nicht beeinträchtigt
(Abb. 4.7, Abb. 4.8). Ebenso zeigt sich kein Effekt auf die Synthese der frühen viralen Pro-
teine E2A und E1B-55K, während erhöhte E1A Expressionsspiegel in E4orf6-Virusmutanten
vorliegen (Abb. 4.4). Die Funktion von E4orf6, E1B-55K an die Peripherie der viralen Re-
plikationszentren im Zellkern zu lokalisieren, wird von den neu generierten Virusmatanten
nur teilweise und Zelltyp-abhängig erfüllt (Abb. 4.7, Abb. 4.8). Schließlich ist die Produktion
von späten Strukturproteinen stark reduziert (Abb. 4.5) und ein Abbau von Mre11 und p53
erfolgt nicht (Abb. 4.6). Dies hat eine deutliche Reduktion der Produktion von infektiösen
Virusnachkommen zur Folge (Abb. 4.11). Die Onkodomäne von E4orf6 scheint demnach nicht
ausreichend zu sein, alle Funktionen von E4orf6 für eine produktive Infektion zu erfüllen.

4.2 Identifizierung von HoxB7 als Interaktionspartner der E4orf6

Onkodomäne

Wie bereits erwähnt, ist der C-Terminus des E4orf6 Proteins, die Onkodomäne, ausreichend,
die transformierenden Eigenschaften des Proteins zu erfüllen. Nachdem die Funktionen zu-
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nächst ausschließlich mit der Relokalisation oder Destabilisierung des Tumorsuppressors p53
begründet wurden (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1999a), scheinen darüber hinaus jedoch
weitere Mechanismen eine Rolle zu spielen. Auch für das virale Onkogen E6 des Humanen
Papillom Virus 16 (HPV16) konnte neben dem proteasomalen Abbau von p53 ein weiterer
p53-unabhängiger Mechanismus der Transformation aufgedeckt werden (Liu et al., 1999; In-
oue et al., 1998). Gleiches gilt für das E1B-55K Protein, welches neben der Blockierung der
p53-abhängigen Transkription vermutlich auch durch p53-unabhängige Mechanismen, wie die
Modulation von Mre11 (Härtl et al., 2008) oder Daxx (Sieber und Dobner, 2007; Schreiner
et al., 2010), zur Transformation führt. Auch bei der E4orf6 vermittelten Transformation sind
alternative Mechanismen denkbar. In früheren Studien konnten bisher unbekannte zelluläre
Interaktionspartner von E4orf6 gefunden werden (Boivin et al., 1999), die möglicherweise an
der E4orf6-vermittelten Transformation beteiligt und für den lytischen Replikationszyklus von
Adenoviren wichtig sind. Es ist daher von Interesse, diese zellulären Interaktionspartner zu
identifizieren. In diesem Teil der Arbeit sollte unter Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid Sys-
tems der Screen einer genomischen Bibliothek erfolgen. Der Screen wurde, wie unter 3.2.1
beschrieben, mit der Onkodomäne von E4orf6 als Suchprotein gegen eine genomische B-Zell-
Bibliothek durchgeführt. Die gefundenen interagierenden Proteine sowie einige ihrer in der
Literatur beschriebenen Charakteristika sind in Tab. 4.1 aufgeführt.

Tabelle 4.1: Interaktionspartner der E4orf6 Onkodomäne. Die genannten Proteine wur-
den im Hefe-Zwei-Hybrid Screen als mögliche Interaktionspartner identifiziert. Ihre Acession
Nummer sowie einige Funktionen sind angegeben. Eine genauere Erklärung sowie Literaturan-
gaben sind dem Text zu entnehmen.

Identifiziertes
Protein

Acession
Nummer

Funktion

HIC p40 NM001166345 Mitglied der I-mfa Proteinfamilie; involviert in
Zelldifferenzierung und Embryonalentwicklung; HIC reguliert
Transkription viraler Promotoren.

eEF1Bγ NM001404 Translations-Elongationsfaktor; dabei Austauschfaktor für
eEF1A, der beladene tRNAs zum Ribosom transportiert;
bindet RNA; interagiert mit RNA Polymerase II.

HoxB7 NM004502 Mitglied der Homeobox-Proteinfamilie; wichtig für Embryonal-
und Organentwicklung; veränderte Expression in Tumoren.

Das Protein HIC p40 (human I-mfa-domain containing protein) weist große Ähnlichkeit zu
I-mfa (inhibitor of MyoD family) Proteinen auf, welche als Inhibitoren von MyoD (Myogener
Faktor 3) und verwandten myogenen Transkriptionsfaktoren wirken (Thebault et al., 2000).
HIC selbst kann die Transkription viraler Promotoren regulieren. Während es die Transkrip-
tion des HTLV-I LTR stimuliert, hat es einen negativen Einfluss auf die Transkription des
HIV-1 LTR (Thebault et al., 2000; Gautier et al., 2005).
Der eukaryotische Translations-Elongationsfaktor eEF1B� ist an der Translation von Pro-
teinen beteiligt. Er gehört zum eEF1B-Komplex, der als Austauschfaktor für eEF1A fun-
giert, welcher wiederum den Transfer von aminoacetylierten tRNAs zu Ribosomen katalysiert.
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eEF1B� ist hierbei vermutlich für die Assemblierung des eEF1B-Komplexes und dessen In-
teraktion mit eEF1A verantwortlich (Browne und Proud, 2002). Darüber hinaus wurde die
Bindung von eEF1B� an RNAs (Al-Maghrebi et al., 2002) und eine Interaktion mit einer
Untereinheit der RNA Polymerase II beobachtet. Es wird daher angenommen, dass eEF1B�
zusätzlich eine bisher unbekannte Rolle im RNA Methabolismus spielt (Corbi et al., 2010).
HoxB7 gehört zur Familie der Homeobox Proteine und spielt bei der Embryonal- aber auch
bei der Organentwicklung eine entscheidende Rolle (Pearson et al., 2005; Grier et al., 2009;
Mark et al., 1997). Die Fehlregulation verschiedener Hox Proteine wurden vermehrt mit Tu-
morentstehung in Verbindung gebracht (Giampaolo et al., 2002; Lawrence et al., 2005; Lechner
et al., 2001; Miller et al., 2003). Auch HoxB7 konnte als eines, der in Tumoren fehlregulierten
Hox Proteine, identifiziert werden (Wu et al., 2006; Naora et al., 2001; Care et al., 1996).
Eine ausführlichere Beschreibung der Funktionen von Hox Proteinen bzw. HoxB7 ist 1.3 zu
entnehmen. Der im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment identifizierte Bereich von HoxB7, der mit
E4orf6 interagiert, umfasst die Nukleotide 372 bis 1170 der HoxB7 mRNA. Dies entspricht
den C-terminalen 127 Aminosäuren des HoxB7 Proteins. Eine schematische Darstellung der
darin enthaltenen funktionellen Bereiche ist in Abbildung 4.12 zu sehen.

HoxB7
Oktapeptid HomeodomänePentapeptid

im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment gefundener Bereich

CKII1 90 217

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung von HoxB7. Dargestellt sind einige funktionelle
Bereiche im HoxB7 Protein sowie der im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment identifizierte Interak-
tionsbereich mit E4orf6. CKII: Casein KinaseII-Phosphorylierungsstelle (nach Yaron et al.,
2001).

4.3 Analysen zur Interaktion von HoxB7 mit E4orf6

4.3.1 E4orf6 interagiert mit HoxB7 in vitro

Nachdem HoxB7 im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment als Interaktionspartner von E4orf6 iden-
tifiziert werden konnte, sollte diese Interaktion nun verifiziert und weiter analysiert werden.
Dafür wurde zunächst in einem GST-pull down Experiment die Interaktion beider Prote-
ine in vitro überprüft. Hierfür wurde E4orf6 als Fusionsprotein mit GST in E.coli Zellen
exprimiert (s. 3.8.1) und mit in vitro translatiertem radioaktiv markiertem HoxB7 (s. 3.8.2)
inkubiert (s. 3.8.8.1). Es erfolgte die Auftrennung der Proteine durch SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (s. 3.8.5) und Autoradiographie der getrockneten Gele (s. 3.8.7.2). Wie in
Abb. 4.13 zu sehen, konnte eine Interaktion zwischen HoxB7 und GST-E4orf6 nachgewie-
sen werden (Abb. 4.13; Spur 4), während das zelluläre Protein nicht an GST alleine bindet
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(Abb. 4.13; Spur 3). Auch eine unspezifische Interaktion eines in vitro translatierten Kontroll-
proteins mit E4orf6 konnte nicht beobachtet werden (Abb. 4.13; Spur 2).
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Abbildung 4.13: Interaktion von HoxB7 mit E4orf6 in vitro. In vitro translatiertes,
[35S]-markietes HoxB7 oder Luciferase als Kontrolle wurde zusammen mit 3 μg GST-E4orf6
oder GST in einem GST-pull down Experiment eingesetzt. Die Proteine wurden über 12%ige
SDS-Gele aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. Die halbe Menge HoxB7 als
Input wurde direkt aufgetragen. Die GST-Proteine wurden zur Mengenabschätzung (anhand
von BSA) zuvor über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt und durch Coomassiefärbung detektiert.

4.3.2 E4orf6 interagiert mit HoxB7 in transient transfizierten Zellen

Im nächsten Arbeitsschritt sollte diese Interaktion auch in humanen Zellen bestätigt wer-
den. Zunächst wurde die Expression von HoxB7 in verschiedenen Zelllinien überprüft, um
ein geeignetes Modellsystem für die weiteren Versuche zu bestimmen sowie die subzelluläre
Lokalisation dieses Proteins zu untersuchen. Hierfür wurden aus verschiedenen humanen Zell-
linien und einer Affenzelllinie Gesamtzelllysate hergestellt (s. 3.8.3) und diese mittels Western
Blot hinsichtlich der Expression von HoxB7 analysiert. Wie die Abb. 4.14 A zeigt, ist in den
untersuchten Zelllinien eine gesteigerte HoxB7 Expression in H1299 und HEK 293 Zellen zu
beobachten. In MRC5 und W162 Zellen wird das Protein nur schwach exprimiert. W162 sind
Affenzellen und weisen möglicherweise ein, dem humanen HoxB7 gegenüber, verändertes Pro-
tein auf. Trotz hoher evolutiver Konserviertheit der Hox Proteine (Gehring, 1993; Zhang und
Nei, 1996) kann der Antikörper das HoxB7 Protein in diesen Zellen vermutlich nicht erkennen.
In der Literatur ist eine erhöhte Expression von HoxB7 in Lungentumorzelllinien und Lun-
gentumoren bereits beschrieben (Plowright et al., 2009) und erklärt die starke Expression in
den H1299 Zellen (humane Lungenkarzinomzellen). Neben dem Expressionsspiegel wurde nun
auch die subzelluläre Lokalisation von HoxB7 bestimmt. Dazu wurde Flag-markiertes HoxB7
in H1299 Zellen transfiziert (s. 3.3.4.1) und die Lokalisation des Fusionsproteins mit dem Flag-
Antikörper mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die Verteilung des Proteins in der Zelle
ist, konsistent mit der Literatur (Yaron et al., 2001), diffus im Nukleus (Abb. 4.14B).
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Abbildung 4.14: Analyse der Expression und Lokalisation von HoxB7. A Aus ver-
schiedenen Zelllinien wurden Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprüfung der Expression
wurden diese (150 μg HoxB7 und 20 μg β-Aktin) mittels 12%iger SDS-Gele aufgetrennt, auf
Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen HoxB7 und β-Aktin (AC-15) als Lade-
kontrolle sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. B Die
Zellen wurden mit HoxB7-Flag transfiziert, nach 24 h mit Methanol fixiert und mit einem
Antikörper gegen das Flag-Epitop (Flag-M2) sowie dem entsprechenden Sekundärantikörper
detektiert. Der Zellkern ist mit DAPI sichtbar gemacht worden.

Für die weiteren Interaktionsstudien in humanen Zellen wurde die Zelllinie H1299 gewählt,
da sie eine starke Expression von HoxB7 zeigt und ein etabliertes System für Arbeiten mit
Adenoviren darstellt.

Zur Analyse der Interaktion von HoxB7 und E4orf6 in humanen Zellen wurden zunächst Plas-
mide, die für HoxB7-Flag und E4orf6-HA kodieren in H1299 Zellen transfiziert (s. 3.3.4.1).
Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt
(s. 3.8.3). Nach Kopräzipitation mit dem Flag-Antikörper (s. 3.8.8.2) wurden die Proteine
mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 3.8.5) und anschließend durch Western Blot
detektiert (s. 3.8.6). Aus der Abb. 4.15 ist ersichtlich, dass in den transfizierten Zellen eine In-
teraktion zwischen HoxB7-Flag und E4orf6-HA stattfindet. Dabei kann sowohl das Volllänge-
E4orf6 Protein (Abb. 4.15; Spur 4) als auch das C-terminale Fragment (Abb. 4.15; Spur 5)
durch HoxB7-Flag kopräzipitiert werden. Dies bestätigt die Ergebnisse aus dem Hefe-Zwei-
Hybrid Experiment (vgl. 4.2) sowie dem GST-pull down Experiment (Abb. 4.13) und zeigt,
dass auch in humanen Zellen eine Interaktion der beiden Proteine erfolgt.
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Abbildung 4.15: Interaktion von HoxB7 mit E4orf6 in transfizierten H1299 Zellen.
Die Zellen wurden transfiziert, 48 h p.t. geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Über-
prüfung der Expression wurden diese (40 μg E4orf6-HA, 80 μg HoxB7-Flag und 20 μg β-Aktin)
mittels 12%iger SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern ge-
gen E4orf6-HA (3F10), HoxB7-Flag (Flag-M2) und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle sowie
den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. Zur Koimmunpräzi-
pitation wurden 2 mg Zelllysat zuvor mit dem Flag-M2-Antikörper immunpräzipitiert, über
12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit einem Antikörper gegen
E4orf6-HA (3F10) sowie dem entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörper inku-
biert.

4.3.3 E4orf6 interagiert mit endogenem HoxB7 in infizierten Zellen

Nachdem eine Interaktion von E4orf6 und HoxB7 bei exogener Expression dieser Proteine be-
stätigt wurde, war es von Interesse, diese Interaktion unter den physiologischen Bedingungen
einer Virusinfektion zu analysieren. Hierfür wurden H1299 Zellen mit dem Wildtypvirus sowie
den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert
und nach 24 h geerntet. In diesem Experiment wurde mit dem Antikörper gegen endogenes
HoxB7 präzipitiert und E4orf6 nachgewiesen. Die Abb. 4.16 zeigt, dass eine Interaktion zwi-
schen dem endogenen HoxB7 und dem E4orf6 Wildtyp Protein stattfindet (Abb. 4.16; Spur
2). Dass das E4orf6 Protein der Virusmutante H5pm4149 ebenfalls mit HoxB7 interagiert
(Abb. 4.16; Spur 3), zeigt, dass die Bindung beider Proteine unabhängig von E1B-55K erfolgt,
da sie auch in Abwesenheit dieses viralen Proteins detektiert wird. Hier scheint sogar mehr
E4orf6 kopräzipitiert werden zu können als im Wildtypvirus. Zur Kompensation der geringen
Expression der E4orf6 Proteine der Virusmutanten H5pm4115, H5pm4182 und H5pm4229
wurde hier eine größere Menge Zelllysat für die Kopräzipitation eingesetzt. Nicht nur die un-
veränderten E4orf6 Proteine der bereits erwähnten Viren, sondern auch das E4orf6 Protein
des H5pm4115 Virus ist in der Lage, mit HoxB7 zu interagieren (Abb. 4.16; Spur 6). Dagegen
kann trotz der größeren Menge der verkürzten E4orf6 Proteine der Virusmutanten H5pm4182
und H5pm4229 keine Kopräzipitation durch HoxB7 beobachtet werden (Abb. 4.16; Spuren 4,
5). Möglicherweise ist die Konformation dieser Proteine durch Deletion des zentralen Pro-
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teinfragments so verändert, dass die Binderegion für HoxB7 nicht mehr zugänglich ist. Da
der C-Terminus alleine stabil zu sein scheint und mit HoxB7 interagieren kann (s. 4.3.2), ist
möglicherweise der N-Terminus für den Verlust der Bindung verantwortlich.
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Abbildung 4.16: Interaktion von HoxB7 mit E4orf6 in infizierten H1299 Zellen. Die
Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154
infiziert, 24 h p.i. geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprüfung der Expression
wurden diese (150 μg HoxB7; 40 μg E4orf6, bei H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 80 μg; 20 μg
β-Aktin, bei H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 40 μg) mittels 12%iger SDS-Gele aufgetrennt,
auf Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E4orf6 (1807), HoxB7 und β-Aktin
(AC-15) als Ladekontrolle sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern
inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation wurden 5 mg Zelllysat (10 mg bei H5pm4115, H5pm4182,
H5pm4229) zuvor mit dem HoxB7-Antikörper immunpräzipitiert, über 12%ige SDS-Gele auf-
getrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit dem Antikörper gegen E4orf6 (1807) sowie dem
entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert.

Ein möglicher Einfluss von E1B-55K auf die Interaktion von HoxB7 mit E4orf6 sollte im
Folgenden genauer untersucht werden. Dazu wurden H1299 Zellen mit dem Wildtypvirus
H5pg4100 und den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4166, H5pm4139 und H5pm4154 infiziert
und nach 24 h geerntet. Die Zelllyse und Immunpräzipitation mit dem endogenen HoxB7-
Antikörper wurde, wie oben beschrieben, durchgeführt. Die bereits im vorherigen Experiment
beobachtete Interaktion von E4orf6 und HoxB7 konnte hier bestätigt werden (Abb. 4.17 A;
Spur 2, B Spur 2). In der Abb. 4.17A; Spur 4 ist zu sehen, dass in der Virusmutante ohne
E4orf4 (H5pm4166) konsistent mit Literaturangaben (Miron et al., 2009) mehr E4orf6 als in
allen andern Virusmutanten exprimiert wird und daher auch eine größere Menge des Proteins
kopräzipitiert werden kann. Auffällig ist die bereits vorher beobachtete verstärkte Interaktion
zwischen HoxB7 und E4orf6 in Abwesenheit von E1B-55K (Abb. 4.17A; Spur 5, B Spur 3).

Um eine quantitative Aussage über die Stärke der Interaktion der beiden Proteine machen
zu können, wurden die Bandenintensitäten von E4orf6 im Input sowie in der Kopräzipitation
densitometrisch ausgewertet und verglichen. Wie in der Abb. 4.17C zu sehen, ist die Menge an
kopräzipitiertem E4orf6 in der H5pm4149 Mutante gegenüber dem Wildtyp achtfach erhöht.
Auch bei der Virusmutante H5pm4139, deren E4orf6 Protein nicht mehr mit den zellulären
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Abbildung 4.17: Interaktion von HoxB7 mit E4orf6 in infizierten H1299 Zellen. A, B
Die Zellen wurden mit H5pg4100, H5pm4149, H5pm4166, H5pm4139 und H5pm4154 infiziert,
24 h p.i. geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprüfung der Expression wur-
den diese (150 μg HoxB7, 40 μg E4orf6, 20 μg β-Aktin) mittels 12%iger SDS-Gele aufgetrennt,
auf Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E4orf6 (1807), HoxB7 und β-Aktin
(AC-15) als Ladekontrolle sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern
inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation wurden 5mg Zelllysat zuvor mit dem HoxB7-Antikörper
immunpräzipitiert, über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit
dem Antikörper gegen E4orf6 (1807) sowie dem entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekun-
därantikörper inkubiert. C zeigt die relative Bindung von E4orf6 und HoxB7 aus Versuch B.
Die Bandenintensitäten von E4orf6 von Input und der Kopräzipitation wurden densitometrisch
bestimmt und ins Verhältnis gesetzt.

Komponenten des E3-Ubiquitin-Ligase Komplexes interagieren kann, ist eine verstärkte, dem
Wildtyp gegenüber vierfache, Interaktion mit HoxB7 zu beobachten (Abb. 4.17 B; Spur 4, C).

Zusammenfassend konnte die zuerst im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment identifizierte und in
vitro bestätigte Interaktion zwischen E4orf6 und HoxB7 in humanen Zellen unter physiologi-
schen Bedingungen während einer Virusinfektion bestätigt werden.

4.3.4 Identifizierung der HoxB7 Binderegion im E4orf6 Protein

Im Anschluss sollte nun die Region im E4orf6 Protein identifiziert werden, die für die Interak-
tion verantwortlich ist. Hierfür wurden GST-E4orf6 Proteine hergestellt, die unterschiedliche
Deletionen im Protein enthalten (Abb. 4.18B). Aus mit HoxB7-Flag transfizierten Zellen wur-
de Gesamtzellextrakt hergestellt, welcher mit den GST Proteinen inkubiert wurde. Wie aus
der Abb. 4.18 A ersichtlich, binden die Proteine mit Deletionen der Aminosäuren 152-294,
224-294 und 1-203 nicht mehr an das markierte HoxB7 Protein (Abb. 4.18A; Spuren 3, 4, 8),
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das E4orf6 Protein mit einer Deletion der Aminosäuren 1-108 nur sehr schwach (Abb. 4.18 A;
Spur 7).
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Abbildung 4.18: Bestimmung des HoxB7 Interaktionsbereichs im E4orf6 Protein.
H1299 Zellen wurden mit HoxB7-Flag transfiziert, die Zellen geerntet und Gesamtzelllysat her-
gestellt. Dieses wurde zusammen mit 3 μg GST-E4orf6 oder GST in einem GST-pull down
Experiment eingesetzt. Die Proteine wurden über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozel-
lulose übertragen und mit einem Antikörper gegen das Flag-Epitop (Flag-M2) inkubiert. Die
GST-Proteine wurden zur Mengenabschätzung (anhand von BSA) zuvor über 12%ige SDS-Gele
aufgetrennt und durch Coomassiefärbung detektiert.

Im Gegensatz zu den Hefe-Zwei-Hybrid- und Transfektionsexperimenten interagiert der
C-Terminus von E4orf6 nicht mit HoxB7. Der GST-Anteil des Fusionsproteins hat eine Größe
von ca. 25 kDa und ist damit größer als das C-terminale E4orf6 Protein selbst. Dies könn-
te eine Konformationsveränderung des Proteins und damit die Blockierung der Binderegion
für HoxB7 zur Folge haben. Ähnliches wurde auch bei der Bindung des E4orf6 Proteins des
H5pm4182 und H5pm4229 Virus beobachtet. Lässt man diese Diskrepanz bezüglich der Bin-
dung des C-terminalen Fragments außer Acht, würde die Binderegion für HoxB7 demnach im
Bereich zwischen den Aminosäuren 224 und 271 liegen.

Interessanterweise findet vermutlich auch eine Interaktion von HoxB7 mit E4orf6/7 statt, das
nur die N-terminalen 58 Aminosäuren von E4orf6 besitzt. Entweder HoxB7 kann mit dem
alternativen C-Terminus dieses Fusionsproteins interagieren oder es gibt eine weitere HoxB7
Binderegion im N-Terminus von E4orf6.
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4.4 Analyse der Rolle von HoxB7 bei der Transformation durch

adenovirale Genprodukte

Nachdem eine Interaktion zwischen HoxB7 und E4orf6 gezeigt werden konnte, sollte diese nun
hinsichtlich ihrer Funktionalität für die Transformation untersucht werden. Hox Proteine im
Allgemeinen und HoxB7 im Speziellen wurden in der Vergangenheit vermehrt mit Tumorge-
nese assoziiert (Wu et al., 2006; Naora et al., 2001; Care et al., 1996) und werden von manchen
Autoren sogar als Schlüsselproteine hierfür bezeichnet (Lawrence et al., 2005; Fernandez et al.,
2008). Darüber hinaus konnte für verschiedene Hox Proteine, darunter auch HoxB7, gezeigt
werden, dass sie in der Lage sind, Nagetierzellen in vitro zu transformieren (Maulbecker und
Gruss, 1993).
Die transformierenden Eigenschaften adenoviraler Genprodukte können in Transformations-
experimenten mit BRK (baby rat kidney) Zellen untersucht werden. Hierbei werden die poten-
tiellen Onkogene in den Nagetierzellen exprimiert und können diese transformieren. Primäre
Zellen können in der Zellkultur kaum proliferieren und sterben nach kurzer Zeit ab, während
die transformierten Zellen wachstumsfördernde Eigenschaften gewonnen haben und nahezu
unbegrenzt expandiert werden können. Anhand der Zahl ausgewachsener Zellkolonien, den
so genannten Foci, kann die Effizienz der Transformation durch das jeweilige Onkogen be-
stimmt werden (Nevels und Dobner, 2006). Die adenoviralen Proteine E1A, E1B-55K, E4orf3
und E4orf6 konnten in solchen Transformationsexperimenten als Onkogene identifiziert wer-
den (McLorie et al., 1991; White, 1998; Nevels et al., 1999a,b; Moore et al., 1996), wobei
die Genprodukte der E4-Region die Effizienz der E1A- und E1B-vermittelten Transformation
deutlich steigern können. Zur Erfüllung der transformationsfördernden Eigenschaften ist der
C-Terminus des E4orf6 Proteins, der als Onkodomäne benannt wurde, ausreichend (Nevels
et al., 2000).
Ein möglicher Einfluss von HoxB7 auf die adenovirale Transformation wurde in einem Trans-
formationsexperiment mit primären Rattennierenzellen durch Überexpression dieses Proteins
sowie durch Verwendung von E4orf6 Mutanten, die Deletionen in der möglichen HoxB7 Binde-
region enthalten (s. 4.3.4), untersucht. Primäre Rattennierenzellen wurden hierfür, wie unter
3.3.6 beschrieben, isoliert und mit für adenovirale Proteine bzw. HoxB7 kodierenden Plasmi-
den transfiziert. Das Medium der Zellen wurde regelmäßig gewechselt und nach fünf Wochen
wurden die Zellen mit Kristallviolett gefärbt und die Zahl der entstandenen Foci und damit
die Transformationseffizienz bestimmt (s. 3.3.7). Wie in der Abb. 4.19 zu sehen, ist die Zahl
der Foci durch zusätzliche Expression von E4orf6 (Volllänge und Onko) gegenüber E1A und
E1B alleine etwas erhöht. Dagegen kann in der Literatur fast eine Verdopplung durch Ex-
pression dieser E4orf6 Proteine beobachtet werden (Nevels et al., 1997, 2000). Die Expression
der E4orf6 Mutante mit Deletion der Aminosäuren 224 bis 248 führt gegenüber dem E4orf6
Wildtyp Protein zu einer um 13% reduzierten Zahl transformierter Zellen, während für die
Mutante mit Deletion der Aminosäuren 249 bis 270 kein signifikanter Unterschied zu sehen
ist. Weiterhin wird deutlich, dass durch die Überexpression von HoxB7 alleine in den Ratten-
zellen kaum Foci entstehen. Die Koexpression des zellulären Proteins mit den adenoviralen
Onkogenen reduziert interessanterweise die Foci Zahl im Vergleich zu den jeweiligen Ansätzen
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ohne HoxB7. Die Reduktion für E1A und E1B mit dem E4orf6-Onko Protein beträgt dabei
etwa 40%, während die Zahl der transformierten Zellen in den anderen Ansätzen um etwa
25% reduziert ist.
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Abbildung 4.19: Analyse des Einflusses von HoxB7 auf die Transformation primärer
BRK Zellen. Primäre BRK Zellen wurden mit Plasmiden, die für E1A und E1B (pXC15),
E4orf6, E4orf6-Onko, HoxB7 und E4orf6-Mutanten kodieren, nach der PEI-Methode transfi-
ziert. Nach fünf Wochen wurden die transformierten Zellkolonien mit Kristallviolett gefärbt.

4.5 Analysen zur Rolle von HoxB7 im produktiven viralen Re-

plikationszyklus

Nachdem eine Interaktion zwischen E4orf6 und dem zellulären Protein HoxB7 identifiziert
werden konnte, sollte der Einfluss dieser Kooperation und damit auch der Einfluss von HoxB7
selbst, auf eine produktive Infektion untersucht werden. Bei dem in dieser Arbeit durchgeführ-
ten Transformationsexperiment konnte ein Einfluss von HoxB7 auf die Adenovirus-vermittelte
Transformation primärer Rattennierenzellen aufgedeckt werden (vgl. 4.4), weshalb auch ein
Einfluss des Proteins auf die virale Replikation denkbar ist.

4.5.1 Herstellung und Charakterisierung einer HoxB7 negativen humanen
Zelllinie

Zur Herstellung einer HoxB7 negativen Zelllinie wurden die bereits in den Bindungsanalysen
verwendeten H1299 Zellen benutzt. Wie unter 3.3.8 beschrieben, wurden Lentiviren herge-
stellt, die im Vektor pSuper eine shRNA gegen HoxB7 exprimieren. Als Kontrolle diente das
leere Vektorkonstrukt. Mit diesen lentiviralen Partikeln wurden die Zellen transduziert und
Monoklone isoliert. Die Effizienz des knock downs von HoxB7 in den monoklonalen Zelllinien
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wurde daraufhin mittels quantitativer Real Time PCR (s. 3.7.4) und Proteinanalysen durch
SDS-Gelelektrophorese (s. 3.8.5) und anschließendem Western Blot (s. 3.8.6) analysiert. Aus
der Abb. 4.20 A ist ersichtlich, dass drei knock down Zelllinien (shHox2, 3 und 9), verglichen
mit der Kontrolle pSuper, eine reduzierte HoxB7 mRNA Menge aufweisen. Die Menge der
HoxB7 mRNA ist dabei in den Zelllinien shHox2 und shHox3 am geringsten. Dieses Ergebnis
konnte auf Proteinebene bestätigt werden. Auch hier zeigen die Zellklone shHox2, shHox3
und shHox9 eine Reduktion des HoxB7 Proteins (Abb. 4.20 B; Spuren 2, 3, 5).
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Abbildung 4.20: Charakterisierung von HoxB7 knock down Zellen. A Aus den knock
down sowie Kontrollzelllinien wurde mRNA isoliert und diese mittels quantitativer Real
Time PCR analysiert. B Ebenso wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und zur Überprüfung
der Expression (150 μg HoxB7 und 20 μg β-Aktin) mittels 12%iger SDS-Gele aufgetrennt, auf
Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen HoxB7 und β-Aktin (AC-15) als Lade-
kontrolle inkubiert. C 2x104 Zellen wurden ausgesät, nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet
und die Zellzahl bestimmt. D zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme der Zellen.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.20 D zeigen eine leicht veränderte Mor-
phologie der HoxB7 knock down Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Besonders die Klone
shHox2 und shHox3 weisen eine etwas länglichere Form auf. Wu und Kollegen konnten zeigen,
dass HoxB7 die Epithelial-Mesenchymale Transition induzieren kann, nachdem die Überex-
pression des Proteins in einer epithelialen Zelllinie deren Morphologie von ziegelstein- zu spin-
delförmig verändert und die Zellen im Zuge der Umwandlung Proteinmarker für Epithelzellen
verlieren (Wu et al., 2006). Nachdem es keine Hinweise gibt, dass dies auch bei Reduktion der
HoxB7 Expression verursacht wird, wird nicht angenommen, dass diese Veränderug hier vor-
liegt. Dennoch wurde zur weiteren Charakterisierung der Zelllinien deren Wachstumsverhalten
bestimmt. Hierfür wurden die Zellen ausgesät, nach verschiedenen Zeitpunkten mittels Tryp-
sin abgelöst und die Zellzahl bestimmt (s. 3.3.3). Für die Dauer der durchgeführten Versuche
(max. drei Tage) zeigen alle Zelllinien ein vergeichbares Wachstumsverhalten (Abb. 4.20C).
Danach wachsen die Klone shHox3 und shHox9 langsamer als der Klon shHox2 und die Kon-
trollzellen pSuper. Für Versuche mit einer Dauer von max. drei Tagen sind daher alle Klone
geeignet.
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Aufgrund der leicht veränderten Morphologie der HoxB7 depletierten Zellen sollte die Infizier-
barkeit dieser Zellen verglichen mit den Kontrollzellen untersucht werden. Hierfür wurden die
Zellen ausgesät, mit dem Wildtypvirus infiziert (s. 3.5.4) und nach 24 h mit Methanol fixiert
(s. 3.9.1). Die Zellen wurden, wie unter 3.5.3 beschrieben, mit dem B6-8 Antikörper gegen das
E2A-Protein gefärbt und die Zahl infizierten Zellen bestimmt. Es konnte kein signifikanter
Unterschied der Infizierbarkeit zwische HoxB7-negativen und Kontrollzellen ermittelt werden
(Abb. 4.21).
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Abbildung 4.21: Untersuchung der Infizierbarkeit von HoxB7 knock down Zellen. A
Es wurden knock down sowie Kontrollzelllinien mit H5pg4100 Viren infiziert, nach 24 h mit
Methanol fixiert und mit dem Antikörper B6-8 sowie dem geeigneten fluoreszenzmarkierten
Sekundärantikörper gefärbt. Die Zahl infizierter Zellen wurden bestimmt. B zeigt die fluores-
zenzmikroskopische Aufnahme der Zellen.

4.5.2 HoxB7 ist ein positiver Regulator der viralen Replikation

Nachdem geeignete Zelllinien mit reduzierter HoxB7 Expression hergestellt werden konnten,
sollte zunächst der Einfluss von HoxB7 auf die Produktion von Virusnachkommen getestet
werden. Dafür wurden Kontroll- und knock down Zellen ausgesät (s. 3.5.4), nach verschiedenen
Zeitpunkten geerntet und durch Titration auf W162 Zellen die Zahl infektiöser Virusnach-
kommen ermittelt (s. 3.5.5).
Dabei zeigen sich Unterschiede in der Nachkommenvirusproduktion in den verschiedenen Zell-
linien. In der Abbildung 4.22 ist eine Reduktion in allen HoxB7-depletierten Zellen im Ge-
gensatz zu den Kontrollzellen sichtbar. Die Stärke dieser Reduktion variiert jedoch abhängig
von Zelllinie und Virus. So kann in der shHox9 Zelllinie für alle Viren lediglich eine geringe
Reduktion der Zahl an Nachkommenviren verglichen mit der Kontrolle beobachtet werden.
In den zwei anderen shHox Zelllinien ist die Zahl an Virusnachkommen des Wildtypvirus um
mehr als die Hälfte reduziert, die Abnahme der Nachkommenvirusproduktion für die E1B-
55K- bzw. E4orf6-negativen Viren ist in diesen Zellen verglichen mit der Kontrolle dagegen
mehr als 10-fach. Diese Ergebnisse zeigen, dass HoxB7 einen positiven Faktor für die Virusin-
fektion darstellt. Weiterhin wird dieser Effekt durch E1B-55K und E4orf6 verstärkt, was die
Reduktion der Nachkommenvirusproduktion bei Abwesenheit eines der beiden Proteine zeigt.
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Abbildung 4.22: Analyse der Produktion von Nachkommenviren in HoxB7-negativen
Zellen. Kontrollzellen (pSuper) sowie verschiedene HoxB7-depletierte Zelllinien wurden mit
H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149 und H5pm4154 infiziert (moi 10), zu den ange-
gebenen Zeitpunkten geerntet und Nachkommenviren isoliert. Die Titration erfolgte auf W162
Zellen.

Um nun zu untersuchen, ob es sich tatsächlich um einen E1B-55K- und E4orf6-abhängigen
Mechanismus handelt, wurde der Versuch mit zusätzlichen Virusmutanten wiederholt. Erneut
wurden die Zellen, wie oben beschrieben, infiziert und die Zahl der isolierten Nachkommenvi-
ren durch Titration ermittelt. Jedoch wurde in diesem Experiment neben dem Wildtypvirus
und den E1B-55K- und E4orf6-negativen Viren auch Virusmutanten ohne E4orf3 bzw. E4orf4
verwendet. Da im vorherigen Experiment die Klone 2 und 3 denselben Phänotyp liefern, es
sich daher also nicht um einen Zelltyp-abhängigen Effekt handelt, wurde in den weiteren Ver-
suchen nur eine shHoxB7-negative Zelllinie verwendet.
Wie der Abbildung 4.23 zu entnehmen ist, zeigt sich erneut eine etwa zweifache Reduktion der
Nachkommenvirusproduktion in der Kontrollzelllinie für die E1B-55K- und E4orf6-negativen
Viren verglichen mit dem Wildtypvirus. Ähnliches trifft für die E4orf3- und E4orf4-negativen
Viren (H5pm4150 bzw. H5pm4166) in diesen Zellen zu. In den shHox Zellen dagegen weisen
die Viren H5pm4150 und H5pm4166 genau wie das Wildtypvirus eine etwa zweifache Reduk-
tion der Herstellung infektiöser Viruspartikel auf, während bei den H5pm4149 und H5pm4154
Viren die Synthese von Virusnachkommen erneut etwa 10-fach reduziert ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die starke Reduktion der Nachkommenvirusproduktion in in-
fizierten shHoxB7 Zellen ein E4orf6- und E1B-55K-abhängiger Effekt ist. Weiterhin konnte
konsistent zu den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Fehlen von
HoxB7 die Nachkommenvirusproduktion negativ beeinflusst und das Protein daher ein posi-
tiver Faktor der Infektion ist.
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Abbildung 4.23: Analyse der Produktion von Nachkommenviren in HoxB7-negativen
Zellen. Kontrollzellen (pSuper) sowie HoxB7 depletierte Zellen (shHox2) wurden mit H5pg4100
sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4166, H5pm4150 und H5pm4154 infiziert (moi 10),
zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Nachkommenviren isoliert. Die Titration erfolgte
auf W162 Zellen.

Um nun zu identifizieren, wie HoxB7 den adenoviralen Lebenszyklus beeinflusst, wurde zu-
nächst die virale DNA-Synthese in shHoxB7- und Kontrollzellen untersucht. Hierfür wurden
die Zellen infiziert (s. 3.5.4), geerntet (s. 3.3.5) und Gesamtzelllysate hergestellt (s. 3.8.3). Je-
weils gleiche Mengen wurden in eine PCR mit den E1B-55K spezifischen Oligonukleotiden
Nr. 64 und 110 eingesetzt, die amplifizierten Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese auf-
getrennt und mit Hilfe des G-Box Systems und der Gene tools Software (Syngene) densi-
tometrisch ausgewertet (s. 3.6.7.4). Sowohl für das Wildtypvirus als auch die E4orf6- und
E1B-55K-negativen Viren zeigt sich eine Reduktion der DNA-Syntheserate in shHox Zellen
verglichen mit den Kontrollzellen (Abb. 4.24 A). Die relative DNA-Synthese ist in diesen Zel-
len beim Wildtypvirus um die Hälfte reduziert, während sie für das H5pm4154 Virus bis zu
dreifach vermindert ist. Die Reduktion der DNA-Synthese in Zellen, die mit dem E1B-55K-
negativen Virus infiziert wurden, ist weniger stark, sie liegt zwischen der der beiden anderen
Viren H5pg4100 und H5pm4154.

Neben der Effizienz der DNA-Syntheserate in den HoxB7-negativen Zellen wurde auch die Syn-
these der frühen viralen mRNAs E1A, E1B und E4orf6 überprüft. Hierfür wurden die Zellen
(shHoxB7 und pSuper) mit dem Wildtypvirus H5pg4100 und den Virusmutanten H5pm4149
und H5pm4154 infiziert (s. 3.5.4), nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und RNA iso-
liert (s. 3.7.2). Mit jeweils gleichen Mengen RNA wurde durch Reverse Transkription cDNA
hergestellt und diese mittels quantitativer Real Time PCR analysiert (s. 3.7.4). Wie die Ab-
bildung 4.24 B zeigt, sind die Mengen aller untersuchten frühen viralen mRNAs in HoxB7
depletierten Zellen gegenüber den Kontrollen reduziert. Während die Menge der E1A und der
E1B mRNAs bei der Infektion mit dem Wildtypvirus in diesen Zellen im Gegensatz zu den
Kontrollzellen allerdings eine zwei- bis dreifache Abnahme aufweist, ist für die E4orf6 mRNA
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Abbildung 4.24: Analyse der DNA- und mRNA-Synthese in shHoxB7 Zellen. Kon-
trollzellen (pSuper), sowie HoxB7 depletierte Zellen (shHox2) wurden mit H5pg4100 sowie den
Virusmutanten H5pm4149 und H5pm4154 infiziert (moi 10) und zu den angegebenen Zeitpunk-
ten geerntet. A In einer PCR mit E1B-55K-spezifischen Oligonukleotiden konnte ein 389 Bp
langes Fragment amplifiziert und anschließend auf einem Agarosegel sichtbar gemacht werden.
Die Bandenintensitäten wurden densitometrisch ausgewertet. B Es wurde Gesamt-RNA iso-
liert und nach Reverser Transkription mittels quantitativer Real Time PCR die Mengen der
jeweiligen mRNAs ermittelt.

im Wildtyp lediglich ein geringer Verlust zu sehen. Interessanterweise ist die E1A mRNA
Menge in Zellen, die mit dem E4orf6- oder E1B-55K-negativen Virus infiziert wurden, höher
als in Wildtypvirus-infizierten Zellen. Die beiden Proteine könnten demnach einen negativen
Einfluss auf die Transkription oder Stabilität der E1A mRNAs haben. Beide viralen Prote-
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ine sind am Export der späten viralen mRNAs ins Zytoplasma beteiligt (Babiss et al., 1985;
Halbert et al., 1985; Pilder et al., 1986; Cutt et al., 1987; Huang und Hearing, 1989; Bridge
und Ketner, 1990), aber ein Einfluss auf frühe virale mRNAs ist nicht bekannt. Auffällig ist,
dass in beiden Virusmutanten die Zahl der E1B-55K und E4orf6 Transkripte gegenüber dem
Wildtyp reduziert ist. Dabei ist im E4orf6-negativen Virus keine E4orf6 mRNA nachweisbar.
Bei der Herstellung der Virusmutanten wurde der für das E1B-55K bzw. das E4orf6 Protein
kodierende DNA-Abschnitt so verändert, dass im jeweiligen N-Terminus ein (oder mehrere)
Aminosäureaustausch(e) eingeführt wurde(n), die die betreffenden Aminosäuren zu Stopko-
dons verändern. Diese Mutationen führen zum Verlust der Proteinexpression, sollten jedoch
die jeweiligen mRNAs nicht beeinträchtigen. Der Grund für die Reduktion der viralen mRNAs
beruht möglicherweise auf einem als nonsense-mediated mRNA decay bezeichneten Prozess.
Bei diesem biologischen Mechanismus werden Intron-haltige Vorläufer mRNAs, die durch Mu-
tationen oder durch Fehler bei der Transkription vorzeitige Stopkodons enthalten, abgebaut
(Frischmeyer und Dietz, 1999; Byers, 2002).

Die Ergebnisse zeigen, dass HoxB7 bereits sehr früh in den viralen Lebenszyklus einzugreifen
scheint und Einfluss auf die virale DNA- sowie mRNA-Synthese nimmt. Ob dabei ein direkter
Einfluss auf die DNA- und mRNA Synthese vorliegt, kann anhand dieser Versuche jedoch
nicht geklärt werden.

Um die Rolle von HoxB7 während der Infektion genauer zu untersuchen, wurden zunächst
auf Proteinebene weitere frühe virale Genprodukte untersucht. Nach Infektion (s. 3.5.4) und
Zellernte (s. 3.3.5) wurden Gesamtzellextrakte (s. 3.8.3) hergestellt und diese auf SDS-Gelen
aufgetrennt (s. 3.8.5). Anschließend wurden die Proteine auf Nitrozellulose übertragen und mit
Antikörpern gegen die verschiedenen frühen viralen Proteine detektiert (s. 3.8.6). Konsistent
mit den Ergebnissen der mRNA Mengen, sind die Mengen aller untersuchten frühen viralen
Proteine in den shHox Zellen verglichen mit den Kontrollzellen reduziert (Abb. 4.25). Für die
Proteine E1A, E2A und E1B-55K zeigt sich dabei eine leichte Reduktion der Expression bei
allen untersuchten Viren. Das E4orf6 Protein dagegen weist eine deutliche Abnahme der Ex-
pression auf. Besonders in den E4orf6 Virusmutanten (H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229),
die eine geringere Expression des E4orf6 Proteins aufweisen, ist dieser Effekt deutlich zu se-
hen. Hier ist eine Detektion des Proteins kaum noch möglich (Abb. 4.25; Spuren 34-36, 38-40,
42-44). Diese Reduktion der E4orf6 Proteinmenge kann mit der zuvor beobachteten Reduk-
tion der mRNA begründet werden, jedoch ist dies wegen der starken Reduktion vermutlich
nicht der einzige Grund. Es ist auch denkbar, dass die hier vorhandene starke Abnahme der
Proteinmenge zum Teil durch verminderte Stabilität von E4orf6 als Folge des Fehlens von
HoxB7 hervorgerufen wird.
Neben den E4orf6 Proteinen zeigt sich auch eine deutliche Abnahme der Expression von
E4orf6/7 in den HoxB7-depletierten Zellen. Dieses frühe virale Protein, das bereits in der
Kontrollzelllinie eine sehr schwache Expression zeigt, ist nun nicht mehr detektierbar. Ob
auch hier eine Stabilisierung durch HoxB7 vorliegt, ist unklar. In dieser Arbeit wurde bereits
vorher eine Interaktion zwischen HoxB7 und E4orf6/7 beobachtet (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.25: Analyse zur Produktion früher viraler Proteine in shHoxB7 Zel-
len. Kontrollzellen (pSuper) und shHoxB7 Zellen (shHox2) wurden mit H5pg4100 sowie den
Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infiziert (moi
25), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt (0 bedeutet
nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden diese (40 μg E1A, 5 μg E2A,
40 μg E1B-55K, 40 μg E4orf6) auf 10%igen bzw. 12%igen (bei E4orf6) SDS-Polyacrylamidgelen
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikörpern gegen E1A (M73), E2A (B6-8),
E1B-55K (2A6) und E4orf6 (1807 und RSA3) mit den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekun-
därantikörpern detektiert.

Bei der Analyse der Proteinexpression fällt erneut eine Verstärkung der E1A Expression in
den Virusmutanten verglichen mit dem Wildtypvirus auf. Diese ist konsistent mit dem An-
stieg der mRNA Menge der E1B-55K- und E4orf6-negativen Viren (vgl. Abb. 4.24 B).
In den vorherigen Versuchen konnte eine sehr starke Reduktion der Virusnachkommenproduk-
tion in mit E1B-55K- und E4orf6-negativen Viren infizierten shHox Zellen beobachtet werden
(Abb. 4.22, Abb. 4.23). Es wurde daher angenommen, dass sowohl E1B-55K als auch E4orf6
in Abhängigkeit von HoxB7 einen Einfluss auf die sehr starke Reduktion der Nachkommenvi-
rusproduktion haben. Da jedoch in dem E1B-55K-negativen Vius in der shHox Zelllinie, wie
die Abbildung 4.25 (Spuren 30-32) zeigt, die Expression von E4orf6 deutlich reduziert ist, ist
der beobachtete starke Defekt möglicherweise ausschließlich E4orf6-abhängig.

Neben der Expression früher viraler Proteine wurde auch die Expression der späten viralen
Strukturproteine sowie des späten regulatorischen Proteins L4-100K analysiert. Wie bereits
bei den frühen viralen Proteinen ist auch hier die Expression in shHox Zellen deutlich reduziert
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(Abb. 4.26). Diese verminderte Expression der späten viralen Proteine ist höchstwahrscheinlich
eine direkte Folge der ebenfalls geringeren Menge früher viraler Proteine in diesen Zellen.
Erneut ist diese verminderte Synthese viraler Genprodukte in Wildtypvirus-infizierten Zellen
nicht so stark ausgeprägt wie in Zellen, die mit den unterschiedlichen Virusmutanten infiziert
wurden. Bei letzteren können die Penton sowie die Hexon-assoziierten Proteine im Gegensatz
zum Wildtyp nicht mehr nachgewiesen werden.

Der proteasomale Abbau einer Reihe zellulärer Proteine ist für eine produktive virale Repli-
kation nötig. Um einen Einfluss von HoxB7 auf die effiziente Destabilisierung dieser Substrate
zu untersuchen, wurde der Expressionsspiegel von Mre11 im Verlauf der Virusinfektion be-
trachtet. Es zeigt sich beim Wiltypvirus sowohl in shHoxB7 als auch in Kontrollzellen eine
Reduktion der Mre11 Expression ab 24 h nach der Infektion (Abb. 4.26B; Spuren 2, 26) und
das vollständige Fehlen der Expression bei den 48 h und 72 h Zeitpunkten (Abb. 4.26 B; Spuren
3, 4 und 27, 28). Dieses Ergebnis weist auf eine Funktionalität der mit den viralen Proteinen
E1B-55K und E4orf6 assemblierten E3-Ubiquitin-Ligase auch in Abwesenheit von HoxB7 hin.
Damit sind die Defekte der Virusnachkommenproduktion im Wildtypvirus folglich vermutlich
nicht mit fehlendem Abbau zellulärer Substrate zu begründen. Dagegen sind bei allen Virus-
mutanten die Expressionsspiegel von Mre11 zu allen Zeitpunkten sowohl in den pSuper als
auch den shHox Zellen vergleichbar, es erfolgt also kein proteasomaler Abbau dieses Proteins.
Bereits vorher (s. 4.1.2.2) konnte festgestellt werden, dass die untersuchten E4orf6 Virusmu-
tanten nicht in der Lage sind, die zellulären Substrate des Ligasekomplexes abzubauen.

Als weiteres zelluläres Protein wurde zusätzlich HoxB7 detektiert. Es zeigt sich erneut, dass
in nicht infizierten Zellen die Menge an HoxB7 in der knock down Zelllinie verglichen mit
der Kontrolle sehr stark reduziert ist (Abb. 4.26B; Spuren 25 bzw. 1). Interessanterweise gibt
es in diesen Zellen jedoch eine Zunahme der Expression bei 24 h (Abb. 4.26 B; Spuren 26,
30, 34, 38, 42, 46), gefolgt von einer erneuten Reduktion des Proteins ab 48 h (Abb. 4.26 B;
Spuren 27-28, 31-32, 35-36 usw.). Diese Reduktion der Proteinmenge ist in mit dem Wildtyp
infizierten knock down Zellen besonders ausgeprägt. Ebenso kann in den pSuper Zellen eine
Abnahme der HoxB7 Menge beobachtet werden, während hier keine Zunahme zu frühen Zeit-
punkten auszumachen ist. Eine mögliche Erklärung für die steigende Expression in den knock
down Zellen ist die Induktion von HoxB7 durch die Virusinfektion, welche aber zu gering ist,
um in den Kontrollzellen sichtbar zu sein. Lediglich in den shHox Zellen mit von vornherein
geringer Expression dieses Proteins kann der Anstieg nachgewiesen werden. Eine naheliegende
Erklärung für die Reduktion des HoxB7 Expressionsspiegels ist der proteasomale Abbau des
Proteins, welche durch die beobachtete Reduktion im Wildtypvirus gestützt wird. Dagegen
spricht jedoch die vorhandene Reduktion des Proteins in den Virusmutanten, die wie vorher
gezeigt wurde, Mre11 nicht abbauen können. Es könnte sich demnach um einen transkriptio-
nellen Effekt oder um host shut-off handeln. Letzteres bezeichnet das, durch den reduzierten
Export zellulärer mRNAs vom Nukleus ins Zytoplasma verursachte, weitgehende Fehlen der
zellulären Proteinsynthese zu späten Zeitpunkten der Infektion (Dobner und Kzhyshkowska,
2001; Flint und Gonzalez, 2003). Sowohl die verstärkte als auch die reduzierte Expression von
HoxB7 wird im Folgenden (s. 4.6) genauer untersucht.
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Abbildung 4.26: Analyse zur Produktion später viraler und zellulärer Proteine in sh-
HoxB7 Zellen. Kontrollzellen (pSuper) und shHoxB7 Zellen (shHox2) wurden mit H5pg4100
sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182, H5pm4229 und H5pm4154 infi-
ziert (moi 25), zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt (0
bedeutet nicht-infiziert). Zur Überprüfung der Proteinexpression von A späten viralen und B
zellulären Proteinen wurden diese Gesamtzellextrakte (20 μg L4-100K, 3 μg late, 20 μg β-Aktin,
40 μg Mre11, 150 μg HoxB7) auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrozellu-
lose transferiert und mit Antikörpern gegen A L4-100K (6B10) und dem Kapsid-Antikörper
gegen mehrere späte Strukturproteine sowie B gegen β-Aktin, Mre11 und HoxB7 und mit den
jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Hier sollte zunächst der Einfluss von HoxB7 bzw. sein Fehlen auf die subzelluläre Lokali-
sation der frühen viralen Proteine E4orf6 und E1B-55K überprüft werden. Hierfür wurden
die HoxB7-depletierten Zellen mit dem Wildtypvirus und den Virusmutanten H5pm4149,
H5pm4115, H5pm4182 und H5pm4154 infiziert (s. 3.5.4) und die Zellen nach 24 h mit Me-
thanol fixiert (s. 3.9.1). Der immunologische Nachweis der viralen Proteine mit spezifischen
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Primärantikörpern und den jeweiligen fluoreszierenden Sekundärantikörpern erfolgte wie unter
3.9.2 beschrieben. Wie die Abbildung 4.27 zeigt, ist die subzelluläre Lokalisation von E4orf6
in den untersuchten Viren diffus im Nukleus (Bilder f, j, n, r), wie bereits in der Literatur
beschrieben ist (Ornelles und Shenk, 1991; Goodrum et al., 1996) und vorher in dieser Arbeit
beobachtet werden konnte (s. 4.1.2.3). Das Fehlen von HoxB7 hat demnach keinen Einfluss
auf die Lokalisation von E4orf6.

DAPI E1B-55KE4orf6 überlagert

Mock

a b c d

H5pg4100

e f g h

H5pm4149

i j k l

H5pm4115

m n o p

H5pm4182

q r s t

H5pm4154

u v w x

Abbildung 4.27: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzellulären Lokalisation
viraler Proteine in Abwesenheit von HoxB7. shHox2 Zellen wurden mit H5pg4100 sowie
den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4115, H5pm4182 und H5pm4154 infiziert (moi 25), nach
24 h mit Methanol fixiert und mit Antikörpern gegen E4orf6 (1807) und E1B-55K (2A6) so-
wie den entsprechenden Sekundärantikörpern detektiert. Die Zellkerne sind mit DAPI sichtbar
gemacht worden.
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In Wildtypvirus-infizierten Zellen lokalisiert E1B-55K teilweise diffus im Zytoplasma und in
perinukleären Aggregaten, größtenteils ist es jedoch im Nukleus detektierbar (Abb. 4.27 g).
In Viren, denen ein funktionelles E4orf6 fehlt, ist E1B-55K dagegen kaum im Nukleus son-
dern überwiegend im Zytoplasma und in Zellkern-nahen Aggregaten zu finden (Abb. 4.27 o,
s, w). Damit entspricht auch die subzelluläre Lokalisation von E1B-55K der in der Literatur
beschriebenen (Ornelles und Shenk, 1991; Smiley et al., 1990) bzw. der bereits vorher beob-
achteten (s. 4.1.2.3). Ein Einfluss von HoxB7 auf die subzelluläre Lokalisation dieser beiden
viralen Proteine kann damit ausgeschlossen werden.

4.5.3 HoxB7 beeinflusst die Transkription von viralen Promotoren

Nachdem mit vorherigen Experimenten gezeigt werden konnte, dass HoxB7 in die frühe Phase
der Virusinfektion eingreift, sollte seine Rolle nun weiter spezifiziert werden. Das zelluläre Pro-
tein gehört zu einer Familie von Transkriptionsfaktoren (McGinnis und Krumlauf, 1992), die
die Expression zahlreicher Gene beeinflussen (Pearson et al., 2005). Daher sollte ein möglicher
Einfluss des Proteins auf die Transkription von viralen Promotoren in Reportergenversuchen
untersucht werden. Hierfür wurden pGL3-Basic Plasmide, die die Firefly-Luciferase unter der
Kontrolle der verschiedenen viralen Promotoren exprimieren, in die shHox und pSuper Zellen
eingebracht (s. 3.3.4.1) und nach Lyse der Zellen die Luciferase Expression mit dem Dual-
Luciferase® Reporter Assay System (Promega) bestimmt (s. 3.10). Anhand der Umsetzung
des Substrates der Luciferase zu einem lumineszierenden Produkt, konnten Rückschlüsse auf
die Stärke der Luciferaseexpression und damit auf die Promotoraktivität gezogen werden. Zur
Normalisierung der Messwerte diente die Renilla-Luciferase.
Während der Infektion haben verschiedene virale Genprodukte Einfluss auf die Aktivität der
unterschiedlichen Promotoren. E1A wird als erstes virales Genprodukt exprimiert und wirkt
als Transaktivator, der die Expression der anderen viralen Transkriptionseinheiten induziert
(Jones und Shenk, 1979; Shenk et al., 1980). In diesem Versuch wurde daher E1A transient
transfiziert, um die sehr frühe Phase der Infektion zu simulieren. Wie in der Abbildung 4.28A
zu sehen ist, ist die Luciferaseaktivität für alle viralen Promotoren in der HoxB7-depletierten
Zelllinie geringer als in den Kontrollzellen. Besonders groß ist die Reduktion der Aktivität bei
den Promotoren E1A (siebenfach), E2e (16-fach) und E2l (neunfach). Für den pIX-, E3- und
MLP-Promotor zeigen sich geringere Veränderungen (dreifach für pIX bzw. vierfach für E3
und MLP). Lediglich geringfügig reduziert ist die Aktivität der Promotoren E1B (1,3-fach)
und E4 (1,4-fach), was möglicherweise teilweise an geringeren Mengen des E1A Proteins in
den shHox Zellen (Abb. 4.28 B) liegt. HoxB7 beeinflusst demnach die Transkription fast al-
ler viraler Promotoren, die Modulation der Aktivität der Promotoren E1A und E2 ist dabei
besonders auffällig und selbst unter Einbeziehung der reduzierten E1A Proteinmengen noch
signifikant.
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Abbildung 4.28: Untersuchung des Einflusses von HoxB7 auf die Aktivität viraler
Promotoren. A pSuper und shHox2 Zellen wurden mit Plasmiden, die das E1A Protein so-
wie die Firefly-Luciferase unter Kontolle der viralen Promotoren E1A, E1B, pIX, E2early (E2e),
E2late (E2l), E3, E4 und MLP exprimieren, mittels PEI-Methode transfiziert. Nach 48 h wur-
den die Zellen lysiert und die Aktivität der Luciferase mit den unterschiedlichen Konstrukten
bestimmt. Die Werte wurden mit der Renilla-Luciferase, die als Kontolle kotransfiziert wurde,
normiert. B Die Lysate wurden auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitro-
zellulose transferiert und mit Antikörpern gegen E1A (610) und β-Aktin und mit den jeweiligen
HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Da bei diesem Reportergenversuch lediglich E1A transfiziert wurde, wurde eine mögliche
HoxB7 induzierte Transkriptions-Aktivierung der viralen Promotoren in einem Reportergen-
versuch in der Infektion untersucht. Hierfür wurden shHox und Kontrollzellen mit dem Wild-
typvirus infiziert und anschließend mit pGL3-Basic Plasmiden, die die Firefly-Luciferase unter
der Kontrolle der verschiedenen viralen Promotoren exprimieren, transfiziert. Nach 48 h wurde
die Promotoraktivität, wie unter 3.10 beschrieben, bestimmt. Aus der Abbildung 4.29 ist er-
sichtlich, dass für fast alle untersuchten Promotoren die Aktivität in den HoxB7-depletierten
Zellen zumindest geringfügig höher ist als in den Kontrollzellen. Die Promotoraktivität für
E1A ist 1,2-fach verstärkt, für E1B, E2l und MLP 1,3-fach. Die stärksten Erhöhungen sind
beim E3-Promotor (ca. zweifach) und E4-Promotor (1,7-fach) zu sehen. Die Aktivität des
E2e-Promotors ist unverändert.

Scheinbar hat HoxB7 in der späten Phase der Infektion einen eher negativen Effekt auf die
Aktivität der viralen Promotoren. Zu diesem Zeitpunkt sind neben E1A weitere frühe vira-
le Genprodukte exprimiert und beeinflussen möglicherweise die Transaktivatorwirkung von
HoxB7. Neben E1A gibt es weitere virale Proteine, die die Transkription regulieren. So kann
auch das Protein E2A die Transkriptionsrate der viralen Promotoren E1A, E2 und MLP
verstärken (Chang und Shenk, 1990). Der E2early-Promotor kann darüber hinaus noch von
einem weiteren viralen Genprodukt reguliert werden. Das E4orf6/7 Protein kann die Fähigkeit
des Transkriptionsfaktors E2F an DNA zu binden verstärken und ermöglicht so eine effizien-
tere Aktivierung des viralen E2early-Promotors (Bandara et al., 1994; Huang und Hearing,
1989). Das Zusammenspiel dieser unterschiedlichen Faktoren in einer Infektion könnte die
Unterschiede der Ergebnisse der Reportergenversuche in der Transfektion und der Infektion
erklären.
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Abbildung 4.29: Untersuchung des Einflusses von HoxB7 auf die Aktivität viraler
Promotoren während der Infektion. pSuper und shHox2 Zellen wurden mit dem Wildtyp-
virus infiziert (moi 10) und anschließend mit Plasmiden, die das E1A Protein sowie die Firefly-
Luciferase unter Kontolle der viralen Promotoren E1A, E1B, pIX, E2early (E2e), E2late (E2l),
E3, E4 und MLP exprimieren, mittels PEI-Methode transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen
lysiert und die Aktivität der Luciferase mit den unterschiedlichen Konstrukten bestimmt. Die
Werte wurden mit der Renilla-Luciferase, die als Kontolle kotransfiziert wurde, normiert.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass HoxB7 die Transkription der frühen viralen Promotoren
E1A und E2 bei alleiniger Anwesenheit von E1A unterstützt und damit erst durch Anwesen-
heit dieses zellulären Proteins eine effiziente Expression früher und später viraler Proteine
gegeben ist. Dies ist die Voraussetzung für eine maximale Produktion an infektiösen Nach-
kommenviren. Dagegen hat das zelluläre Protein zu späteren Zeitpunkten in der Infektion
möglicherweise einen negativen Einfluss auf die Promotoraktivität. Wie genau die Regulation
erfolgt, konnte hier nicht geklärt werden, eine mögliche Interaktion von HoxB7 mit anderen
viralen Proteinen wird in 4.5.5 untersucht.

4.5.4 E4orf6 reguliert die HoxB7-abhängige und -unabhängige Transkrip-
tion

Um als Transkriptionsfaktor einen Einfluss auf die Expression bestimmter Gene auszuüben,
muss dieser an den Promotorbereich des jeweiligen Gens binden. Für Hox Proteine konnte zwar
eine DNA Sequenz ermittelt werden, diese ist aber sehr kurz und einfach und ermöglicht keine
Unterscheidung der verschiedenen Hox Proteine. Diese Regulation erfolgt durch unterschiedli-
che Kofaktoren, die die Bindung des jeweiligen Hox Proteins beeinflussen (Chen und Sukumar,
2003a; Lawrence et al., 2005; Chauvet et al., 2000). Es ist daher schwierig, anhand der DNA
Sequenz eine Aussage zu treffen, ob ein bestimmtes Gen durch Hox Proteine reguliert wer-
den könnte oder nicht. Daher wurde experimentell durch Chromatin-Immunpräzipitation die
Bindung von HoxB7 an die DNA der viralen Promotoren in infizierten Zellen analysiert. Hier-
für wurden H1299 Zellen mit dem Wildtypvirus H5pg4100 und dem E4orf6-negativen Virus
H5pm4154 infiziert (s. 3.5.4), die Zellen nach 24 h geerntet und Gesamtzelllysate (s. 3.8.3) her-
gestellt. Mittels Chromatin-Immunpräzipitation und anschließender quantitativer Real Time
PCR wurde die Bindung von HoxB7 an die viralen Promotoren E1A, E1B, pIX, E2e und MLP
untersucht (s. 3.8.9). Zur Ermittlung der Werte wurden Kontrollen sowie die eingesetzte Pro-
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teinmenge mit einbezogen. Alle Werte über 0,5% des Inputs gelten als Bindung, wobei Werte
über 1% eine gute Bindung darstellen. Wie in der Abbildung 4.30 zu sehen ist, kann HoxB7
im Wildtypvirus demnach an die Promotoren E1A, E1B, E2e und MLP binden, wobei die In-
teraktion beim E1A- und MLP-Promotor unter 1% des jeweiligen Inputs und damit schwach
ist. Die in Reportergenexperimenten gefundene Regulation der Transkription der viralen Pro-
motoren durch HoxB7 wird hierdurch untermauert. Das Fehlen von E4orf6 beeinflusst die
Bindung von HoxB7 an allen untersuchten Promotoren entweder positiv oder negativ. Beim
Fehlen dieses viralen Proteins ergibt sich für den E1A-Promotor eine etwa sechsfach verstärk-
te, beim E1B-Promotor eine 1,8-fach verstärkte Interaktion. Während im Wildtypvirus keine
Bindung von HoxB7 an den pIX-Promotor ausgemacht werden kann, ermöglicht das Fehlen
von E4orf6 eine Bindung des Proteins an diesen Promotor. Die Interaktion von HoxB7 mit
den Promotoren E2e und MLP ist im E4orf6-negativen Virus verglichen mit dem Wildtyp-
virus schwächer, beim E2-Promotor ist eine vierfache Reduktion zu sehen, während im Falle
des MLP-Promotors die Bindung verloren geht.
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Abbildung 4.30: Analyse der Bindung von HoxB7 an virale Promotoren. H1299 Zellen
wurden mit H5pg4100 sowie der Virusmutante H5pm4154 infiziert (moi 10), 24 h p. i. fixiert
und geerntet. Es wurden Gesamtzelllysate hergestellt, von denen jeweils gleiche Mengen für
eine Chromatin-Immunpräzipitation verwendet wurden. Durch quantitative Real Time PCR
wurde die Bindung von HoxB7 an die viralen Promotoren E1A, E1B, pIX, E2early (E2e) und
MLP analysiert.

Demnach ist das virale Protein E4orf6 in der Lage, die Bindung von HoxB7 an die unter-
schiedlichen viralen Promotoren zu regulieren. Dabei wirkt es auf die Interaktion mit den
Promotoren E1A, E1B und pIX inhibierend, während es sie bei den Promotoren E2e und
MLP fördert.

Einige Studien zeigen, dass die Bindung und damit auch die Funktion von Hox Proteinen
durch ihre Interaktion mit Kofaktoren gesteuert wird (Lu et al., 1995; Fernandez et al., 2008).
Aus diesem Grund wurde in einem erneuten Reportergenversuch der Einfluss von E4orf6 auf
die transkriptionelle Aktivität von HoxB7 untersucht und mit den Ergebnissen zur Promo-
torbindung verglichen. Dazu wurden erneut, wie oben beschrieben, pSuper- und shHox-Zellen
mit den viralen Promotoren sowie dem E1A Protein transfiziert und die Promotoraktivität
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anhand der Luciferase Expression bestimmt. Um einen Einfluss von E4orf6 festzustellen, wur-
de darüber hinaus auch dieses Protein in den Zellen exprimiert. Aus der Abbildung 4.31 ist
ersichtlich, dass E4orf6 einen Einfluss auf die Transkription einiger viraler Promotoren zu
haben scheint.
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Abbildung 4.31: Untersuchung des Einflusses von E4orf6 und HoxB7 auf die Aktivi-
tät viraler Promotoren. pSuper und shHox2 Zellen wurden mit Plasmiden, die die Proteine
E1A bzw. E4orf6 sowie die Firefly-Luciferase unter Kontolle der viralen Promotoren E1A (A),
E1B (B), E2early (E2e, C), E2late (E2l, D), pIX (E), E3 (F), E4 (G) und MLP (H) exprimie-
ren, mittels PEI-Methode transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die Aktivität
der Luciferase mit den unterschiedlichen Konstrukten bestimmt. Die Werte wurden mit der
Renilla-Luciferase, die als Kontolle kotransfiziert wurde, normiert. Diese Werte wurden für den
jeweiligen Promotor in pSuper Zellen ohne E4orf6 auf 10 normiert.

So reduziert das virale Protein die Luciferase Aktivität des E1A-Promotors um etwa die
Hälfte; dies kann in beiden Zelllinien beobachtet werden (Abb. 4.31 A). Die Expression von
E4orf6 beeinflusst die Luciferase Aktivität ausgehend vom E2e-Promotor lediglich in den
pSuper Zellen, wenn auch nur eine geringe Reduktion zu sehen ist (Abb. 4.31 C). Beim E2l-
Promotor zeigt sich eine Reduktion der Aktivität um mehr als die Hälfte, sowohl in An-
als auch in Abwesenheit von HoxB7 (Abb. 4.31 D). Der Einfluss des viralen Proteins auf
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die Luciferase Aktivität ist beim pIX-, E4- und MLP-Promotor positiv. Die Werte des pIX-
Promotors verdoppeln sich in den pSuper Zellen, während in HoxB7-depletierten Zellen der
Unterschied nicht so stark ist (Abb. 4.31 E). Eine Erhöhung kann auch für den E4-Promotor
beobachtet werden (1,3-fach), jedoch ausschließlich in pSuper Zellen (Abb. 4.31 G). Ebenso
wird die Aktivität, ausgehend vom MLP-Promotor, 1,7-fach erhöht, dies ist neben den pSuper-
auch in shHox Zellen zu sehen (Abb. 4.31 H). Für die Promotoren E1B und E3 sind nur
unwesentliche Unterschiede auf transkriptioneller Ebene mit und ohne E4orf6 zu erkennen
(Abb. 4.31 B, F).

Diese Daten zeigen, dass das E4orf6 Protein einen Einfluss auf die Transkription der viralen
Promotoren zu haben scheint. Für den E1A-Promotor stellt das Protein einen negativen Fak-
tor dar und auch bei der Chromatin-Immunpräzipitation konnte sein negativer Einfluss auf
die Bindung von HoxB7 an diesen Promotor beobachtet werden. Diese Daten sind konsistent
mit der bereits vorher beobachteten verstärkten Expression von E1A sowohl auf mRNA als
auch auf Proteinebene bei Virusmutanten, denen ein funktionelles E4orf6 Protein fehlt. Auch
die Aktivität der E2-Promotoren wird durch E4orf6 negativ beeinflusst, dagegen fördert dieses
Genprodukt die Bindung von HoxB7 an den E2e-Promotor. Entgegen des positiven Einflusses
von E4orf6 auf die Aktivität des pIX-Promotors hemmt das virale Protein die Bindung von
HoxB7 an diesen Promotor. Ein ebenfalls positiver Einfluss auf die Promotoren E4 und MLP
konnte gezeigt werden.
Das virale Protein kann die verschiedenen Promotoren dabei sowohl abhängig als auch unab-
hängig von HoxB7 regulieren. So zeigt sich eine Abhängigkeit von dem zellulären Protein für
die Promotoren E2e und E4 sowie teilweise für pIX.

4.5.5 Interaktion von HoxB7 mit den viralen Transkriptionsregulatoren
E1A, E2A und E4orf6/7

Nachdem in den vorherigen Versuchen mehrfach der Einfluss von HoxB7 auf die Transkription
viraler Promotoren gezeigt werden konnte, wurde eine mögliche Interaktion dieses zellulären
Proteins mit den bekannten viralen transkriptionsregulatorischen Faktoren untersucht. Hierfür
wurden zunächst H1299 Zellen nach der PEI-Methode (s. 3.3.4.1) mit Plasmiden transfiziert,
die für Flag-markiertes HoxB7 sowie E1A-12S und E1A-13S kodieren. Nach 48 h wurden die
Zellen geerntet (s. 3.3.5), Gesamtzelllysate hergestellt (s. 3.8.3) und die Interaktion von E1A
mit HoxB7 durch Koimmunpräzipitation (s. 3.8.8.2) untersucht. Wie die Abbildung 4.32 A
zeigt, kann HoxB7 sowohl mit dem 12S- als auch mit dem 13S-E1A Protein in transient
transfizierten Zellen interagieren (Spuren 5, 6).
Auch unter physiologischen Bedingungen wurde die Bindung der beiden Genprodukte ermit-
telt. Dazu wurden die Zellen mit dem Wildtypvirus sowie E1B-55K- und E4orf6-negativen
Viren infiziert, nach 24 h geerntet und erneut Gesamtzelllysate hergestellt. Die Proteine wur-
den mittels endogenem HoxB7-Antikörper immunpräzipitiert, durch SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt (s. 3.8.5) und mittels Western Blot (s. 3.8.6) analysiert. Auch während einer Vi-
rusinfektion erfolgt die Bindung von endogenem HoxB7 an E1A, jedoch nur bei den E1B-55K-
und E4orf6-negativen Viren (Abb. 4.32 B; Spuren 3, 4) und nicht im Wildtyp (Abb. 4.32 B;
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Spur 2).
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Abbildung 4.32: Interaktion von HoxB7 mit E1A in H1299 Zellen. Die Zellen wurden
transfiziert, 48 h p.t. geerntet (A) bzw. mit den Viren H5pg4100, H5pm4149 und H5pm4154
infiziert (moi 50), 24 h p.i. geerntet (B) und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprü-
fung der Expression wurden diese (60 μg E1A, 120 μg HoxB7-Flag und 20 μg β-Aktin) mittels
12%iger SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E1A
(A: 610 bzw. B: M73), HoxB7-Flag (Flag-M2) und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle sowie
den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation
wurde 1 mg Zelllysat zuvor mit dem Flag-M2-Antikörper (A) bzw. 2 mg Zelllysat zuvor mit dem
HoxB7-Antikörper (B) immunpräzipitiert. Nach Auftrennung über 12%ige SDS-Gele, wurden
die Proteine auf Nitrozellulose übertragen und mit einem Antikörper gegen E1A (610 bzw.
M73) sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert.

Es ist denkbar, dass die Interaktion von HoxB7 und E1A durch andere virale Faktoren negativ
beeinflusst wird. Möglicherweise erfolgt in Anwesenheit von E4orf6 bevorzugt eine Interak-
tion von HoxB7 mit diesem viralen Genprodukt und nicht mit E1A. Auch ein Einfluss von
E1B-55K scheint vorhanden zu sein. Demnach ist eine Interaktion dieser beiden Proteine also
möglich, unter welchen Bedingungen sie im Laufe einer Virusinfektion erfolgt, bleibt allerdings
zu klären.

Neben E1A spielen auch die Proteine E2A und E4orf6/7 eine Rolle bei der Transkriptions-
regulation der viralen Promotoren E1A, E2 und MLP. Da ein Einfluss von HoxB7 auf diese
Promotoren höchstwahrscheinlich vorliegt und in Reportergenversuchen unterschiedliche Er-
gebnisse mit E1A alleine oder weiteren viralen Faktoren gefunden wurden, wurde auch eine
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Interaktion mit diesen viralen Proteinen untersucht. Zunächst wurden dafür H1299 Zellen
infiziert (s. 3.5.4), lysiert (s. 3.8.3) und gleiche Mengen der Zelllysate für eine Koimmunprä-
zipitation mit dem endogenen HoxB7-Antikörper eingesetzt (s. 3.8.8.2). Die Proteine wur-
den durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. 3.8.5) und mittels Western Blot analysiert
(s. 3.8.6). Wie der Abb. 4.33A zu entnehmen ist, interagiert das endogene HoxB7 mit dem
E2A Protein aller untersuchter Viren. Dabei ist die Interaktion in mit dem E4orf6-negativen
Virus infizierten Zellen stärker als in Wildtyp infizierten Zellen (Spuren 2, 4). Auch für das
E1B-55K-negative Virus ist eine verstärkte Bindung zu sehen (Spur 3).
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Abbildung 4.33: Interaktion von HoxB7 mit E2A und E4orf6/7 in infizierten H1299
Zellen. Die Zellen wurden mit den Viren H5pg4100, H5pm4149 und H5pm4154 infiziert (moi
50), 24 h p.i. geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprüfung der Expression
wurden diese (20 μg E2A, 50 μg E4orf6/7, 120 μg HoxB7 und 20 μg β-Aktin) mittels 12%iger
SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E2A (B6),
E4orf6/7 (RSA3), HoxB7 und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle sowie den jeweiligen HRPO-
gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation wurde 2mg (A) bzw.
4 mg (B) Zelllysat zuvor mit dem HoxB7-Antikörper immunpräzipitiert. Nach Auftrennung
über 12%ige SDS-Gele wurden die Proteine auf Nitrozellulose übertragen und mit einem An-
tikörpern gegen E2A (B6-8; A) bzw. E4orf6/7 (RSA3; B) sowie den entsprechenden HRPO-
gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert.

Neben dem E2A Protein kann auch E4orf6/7 in den Virusmutanten an das zelluläre Gen-
produkt binden (Abb. 4.33 B Spuren 3, 4). Wie bereits für E1A beobachtet werden konnte,
erfolgt dagegen im Wildtypvirus keine Interaktion mit HoxB7 (Spur 2). Durch diese Daten
wird damit die bereits im GST-pull down Experiment gefundene (vgl. 4.3.4) Interaktion von
HoxB7 und E4orf6/7 bestätigt. Ob es sich bei der Binderegion im E4orf6/7 Protein um den
gemeinsamen N-Terminus von E4orf6 und E4orf6/7 oder den alternativen C-Terminus des
Proteins handelt, ist nicht klar.

Die verstärkte Interaktion von HoxB7 mit allen untersuchten viralen Proteinen im E1B-55K-
negativen Virus spricht für eine Interaktion dieser beiden Genprodukte. Allerdings konnte
weder in der Infektion noch in der transienten Transfektion die Bindung dieser beiden Proteine
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nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass im Verlauf der
Infektion mehrere virale Proteine mit HoxB7 interagieren können.

4.6 Veränderte Expression von HoxB7 im Verlauf des viralen

Infektionszyklus

In mehreren vorherigen Versuchen konnte eine Veränderung des HoxB7 Expressionsspiegels im
Verlauf einer viralen Infektion beobachtet werden. Es zeigte sich eine verstärkte Expression
bei etwa 24 h nach der Infektion, gefolgt von einer erneuten Abnahme der Proteinmenge
(Abb. 4.26 B). Für p53 und andere zelluläre Proteine ist eine E1A-abhängige Induktion zu
Beginn der Infektion bekannt (Blais und Dynlacht, 2004; Ferrari et al., 2009). Es wurden
daher Zelllinien mit und ohne E1A hinsichtlich der Expression von HoxB7 untersucht. Hierfür
wurde aus primären (BRK) sowie aus stabil E1A, E1B und E4orf6 exprimierenden BRK
Zellen (AB120 und ABS1) Gesamt-RNA isoliert (s. 3.7.2), cDNA hergestellt und diese mittels
quantitativer Real Time PCR untersucht (s. 3.7.4). Es zeigte sich eine sechsfache Erhöhung
der HoxB7 mRNA in Anwesenheit von E1A und E1B-55K (Abb. 4.34). Koexpression von
E4orf6 in ABS1 Zellen reduziert die HoxB7 Expression leicht.
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Abbildung 4.34: Analyse zur mRNA Menge von HoxB7 in transformierten BRK
Zellen. Aus primären Rattennierenzellen (BRK), mit E1A und E1B-55K transformierten BRK
(AB120) und mit E1A, E1B-55K und E4orf6 transformierten BRK (ABS1) Zellen wurde mRNA
isoliert und diese mittels quantitativer Real Time PCR analysiert.

E1A kann die Expression viraler aber auch zellulärer Gene durch Aktivierung der Transkrip-
tionsfaktoren E2F und YY1 induzieren (Jones und Shenk, 1979; Lillie und Green, 1989; Lee
et al., 1995). Auch E4orf6/7 zeigt transaktivierende Funktionen für den viralen E2-Promotor
(Bandara et al., 1994).
Die Kenntnis darüber, welche Faktoren die Expression der verschiedenen Hox Proteine regu-
lieren, ist sehr begrenzt (Castronovo et al., 1994; Boudreau et al., 1997). Allerdings konnten in
Studien zur Untersuchung dieser Regulation ein YY1-Erkennungsmotiv im HoxB7-Promotor
identifiziert werden, welches funktional zu sein scheint (Meccia et al., 2003). Darüber hinaus
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konnte gezeigt werden, dass das Homolog des Transkriptionsfaktors E2F in Xenopus laevis
die Expression verschiedener Hox Gene, darunter auch HoxB7, induzieren kann (Suzuki und
Hemmati-Brivanlou, 2000). Ein Einfluss von E1A und E4orf6/7 auf den HoxB7 Promotor
ist also durchaus möglich und wurde im Folgenden untersucht. Hierfür wurde der HoxB7
Promotor aus genomischer DNA (s. 3.6.3) amplifiziert (s. 3.6.7) und vor das Luciferase Gen
kloniert (s. 3.6.8). In einem Reportergenversuch (s. 3.10) wurde eine mögliche Aktivierung des
HoxB7-Promotors durch die beiden viralen Proteine E1A und E4orf6/7 untersucht. Wie die
Abbildung 4.35A zeigt, ist für HoxB7 eine sehr geringe Erhöhung der Promotoraktivität in
Anwesenheit von E1A und E4orf6/7 zu sehen (1,2-fach bzw. 1,3-fach), während die Aktivität
des E2early-Promotors durch E1A etwa zehnfach und durch E4orf6/7 etwa fünffach gestei-
gert wird. Auch die Aktivität anderer zellulärer vermutlich E1A-aktivierbarer Promotoren
wird nur etwa 1,3-fach (Cyklin G) bzw. 1,1-fach (TdT-Initiator) gesteigert (4.35 B).
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Abbildung 4.35: Untersuchung des Einflusses von E1A und E4orf6/7 auf die HoxB7-
Promotoraktivität. A, B H1299 Zellen wurden mit Plasmiden, die das E1A oder E4orf6/7
Protein sowie die Firefly-Luciferase unter Kontolle der HoxB7-, E2early- (E2e) und Cyklin G-
Promotoren und des TdT-Initiators exprimieren, mittels PEI-Methode transfiziert. Nach 48 h
wurden die Zellen lysiert und die Aktivität der Luciferase mit den unterschiedlichen Konstruk-
ten bestimmt. Die Werte wurden mit der Renilla-Luciferase, die als Kontolle kotransfiziert
wurde, normiert. C Die Lysate wurden auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf
Nitrozellulose transferiert und mit Antikörpern gegen E1A (610), E4orf6/7 (RSA3) und β-Aktin
und mit den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Neben der erhöhten Expression von HoxB7 zu frühen Zeitpunkten der Infektion konnte im
Rahmen dieser Arbeit eine Reduktion des Proteins zu späteren Zeitpunkten festgestellt wer-
den. Um dies genauer zu untersuchen, wurden H1299 Zellen mit dem Wildtypvirus sowie den
Virusmutanten H5pm4149, H5pm4166 und H5pm4154 infiziert, nach 48 h geerntet und Ge-
samtzelllysate hergestellt (s. 3.8.3). Die Expressionsspiegel von HoxB7 und anderen zellulären
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Proteinen wurden mittels Western Blot analysiert (s. 3.8.6). In mit dem Wildtyp infizierten
Zellen ist eine Reduktion des HoxB7 Proteins, verglichen mit nicht infizierten Zellen zu sehen
(Abb. 4.36 Spur 2). Eine starke Reduktion ist in Zellen, die mit dem H5pm4166 Virus infiziert
sind, zu beobachten (Abb. 4.36 Spur 3). Bei dieser Virusmutante ist die E4orf6 Expression
verglichen mit den anderen Viren besonders hoch. Eine im Vergleich zum Wildtyp schwächere
Reduktion der HoxB7 Menge ist in E4orf6- und E1B-55K-negativen Viren zu sehen (Spuren
4, 5). Dennoch wird auch hier eine geringe Reduktion gegenüber den nicht infizierten Zellen
deutlich. Die Menge von Mre11, das als Substrat der E3-Ubiquitin Ligase bekannt ist, ist im
Wildtypvirus und dem H5pm4166 Virus nicht nachweisbar (Spuren 2, 3), während es in mit
E4orf6- und E1B-55K-negativen Viren infizierten Zellen exprimiert ist (Spuren 4, 5). Auch
hier sind die Mengen etwas geringer als in nicht infizierten Zellen.
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Abbildung 4.36: Untersuchung zur Expression von HoxB7. H1299 Zellen wurden mit
H5pg4100 sowie den Virusmutanten H5pm4149, H5pm4166 und H5pm4154 infiziert (moi 50),
nach 48 h geerntet und Gesamtzellextrakt hergestellt (mock bedeutet nicht infiziert). Zur Über-
prüfung der Proteinexpression wurden diese (120 μg HoxB7, 40 μg Mre11, 40 μg E1B-55K, 50 μg
E4orf6, 20 μg β-Aktin) auf 12%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und mit Antikörpern gegen HoxB7, Mre11, E1B-55K (2A6), E4orf6 (RSA3) und
β-Aktin mit den jeweiligen HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern detektiert.

Die Daten zeigen einen Unterschied bei der Reduktion der Expression von HoxB7 und Mre11,
die im Falle von HoxB7 E4orf6-abhängig zu sein scheint. Möglicherweise handelt es sich hierbei
um einen Effekt, der nicht auf Proteinebene sondern auf transkriptioneller Ebene stattfindet.
Eine Regulation der HoxB7 Expression im Verlauf einer Virusinfektion sowie die daran be-
teiligten viralen und zellulären Faktoren müssen in weiteren Versuchen genauer untersucht
werden.

4.7 Analysen zur Interaktion von PML mit E4orf6

Zelluläre PML Proteine sind die Hauptkomponenten der PML-NB und spielen damit eine
wichtige Rolle bei zahlreichen zellulären Prozessen wie Transkriptionsregulierung, zellulärer
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Seneszenz, Tumorsuppression, DNA Reparatur, Apoptose und epigenetischer Regulation. In
verschiedenen humanen Tumorarten konnte eine Fehlregulation dieses Tumorsuppressors fest-
gestellt werden. Ferner konnte in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden, dass die Genprodukte
von verschiedenen DNA- und RNA-Viren mit den PML-NBs interagieren (s. 1.4). Für Ade-
noviren wurde zunächst lediglich eine Interaktion mit dem E4orf3 Protein gezeigt, kürzlich
konnten jedoch auch E1A und E1B-55K als Interaktionspartner identifiziert werden (Wim-
mer, 2010; Wimmer et al., 2010a). Interessanterweise wurde auch die Interaktion von E4orf6
mit verschiedenen PML-Isoformen sowohl in transfizierten Zellen als auch während der Virus-
infektion aufgedeckt (Wimmer, 2010).

4.7.1 Identifizierung der Binderegion von PML im E4orf6 Protein

Nachdem eine Interaktion von E4orf6 mit PML gezeigt werden konnte, wurde diese Inter-
aktion nun genauer untersucht. Unter den zahlreichen Funktionen dieser zellulären Proteine
ist ihre Rolle bei der Onkogenese hier von besonderem Interesse. Die Tatsache, dass zahl-
reiche Tumorsuppressorproteine wie p53, die Transkriptionsfaktoren Daxx und Sp100, das
PML Protein selbst sowie virale Onkoproteine wie E1A, E1B-55K und E4orf3 gemeinsam in
den PML-NBs lokalisieren und diese Kerndomänen bei der malignen Erkrankung APL und
anderen neuronalen Tumorerkrankungen eine Rolle spielen, lässt eine Beteiligung der PML-
NBs sowie seiner Komponenten bei der Adenovirus-vermittelten Transformation vermuten.
Um einen Einfluss des PML Proteins auf die E4orf6-abhängige Erhöhung der Transforma-
tionsrate von Nagetierzellen zu untersuchen wurde zunächst getestet, ob das zelluläre Protein
mit dem C-Terminus, der für die Erfüllung dieser Funktion hinreichend ist, interagieren kann.
Dafür wurden H1299 Zellen mittels PEI-Methode mit Plasmiden transfiziert, die für PML
und E4orf6 kodieren (s. 3.3.4.1). Zum einen handelte es sich hierbei um die verschiedenen
PML-Isoformen (I bis VI), welche mit einer Flag-Markierung versehen sind, zum anderen um
HA-markierte E4orf6 Proteine (Volllänge- und Onko-Protein). Nach Zellernte und Herstel-
lung von Gesamtzelllysaten (s. 3.8.3) wurden Koimmunpräzipitationsversuche durchgeführt
(s. 3.8.8.2). Wie die Abbildung 4.37 zeigt, interagiert, konsistent mit den vorherigen Versu-
chen (Wimmer, 2010), das Wildtyp-E4orf6-Protein mit den PML-Isoformen I, II, IV und V
(Abb. 4.37A, B, C, D; Spur 4).
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Abbildung 4.37: Interaktion von E4orf6 mit PML in transfizierten H1299 Zellen. Die
Zellen wurden transfiziert, 48 h p.t. geerntet und Gesamtzellextrakte hergestellt. Zur Überprü-
fung der Expression wurden diese (40 μg E4orf6-HA, 60 μg Flag-PML und 20 μg β-Aktin) mittels
10%iger (12%ige bei E4orf6) SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit Anti-
körpern gegen E4orf6-HA (3F10), Flag-PML (Flag-M2) und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle
sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. Zur Koimmun-
präzipitation wurden 0,5 mg Zelllysat zuvor mit dem Flag-M2-Antikörper immunpräzipitiert,
über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulose übertragen und mit einem Antikörper
gegen E4orf6-HA (3F10) sowie dem entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekundärantikörper
inkubiert. In A bis D sind die verschiedenen PML-Isoformen (I bis VI) eingesetzt worden.
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Darüber hinaus kann diese Interaktion auch mit der Onkodomäne alleine beobachtet werden
(Abb. 4.37A, B, C, D; Spur 5). Die mit PML interagierende Region liegt also im C-Terminus
des viralen Proteins.

Zur weiteren Eingrenzung der Binderegion wurden im Folgenden E4orf6 Konstrukte verwen-
det, die Deletionen in C-Terminus von jeweils etwa 10 Aminosäuren besitzen. Mit diesen
Proteinen sowie den PML-Isoformen I, II, IV und V wurde eine Kopräzipitation, wie oben
beschrieben, durchgeführt. Hierbei zeigt sich, dass Deletionen im Bereich der Aminosäuren
182 bis 270 keinen Einfluss auf die Interaktion von E4orf6 und PML haben (Abb. 4.38 Spuren
5-8). Lediglich eine der E4orf6 Deletionsmutanten kann nicht durch PML kopräzipitiert wer-
den, jedoch ist hier auch keine Expression von E4orf6 nachweisbar (Abb. 4.38 Spur 9). Somit
muss der für die Interaktion mit PML verantwortliche Bereich zwischen den Aminosäuren 271
und 292 liegen.
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Abbildung 4.38: Interaktion von E4orf6-Deletionsmutanten mit PML in transfizier-
ten H1299 Zellen. Die Zellen wurden transfiziert, 48 h p.t. geerntet und Gesamtzellextrak-
te hergestellt. Zur Überprüfung der Expression wurden diese (40 μg E4orf6-HA, 60 μg Flag-
PML und 20 μg β-Aktin) mittels 10%iger (12%ige bei E4orf6) SDS-Gele aufgetrennt, auf Ni-
trozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E4orf6-HA (3F10), Flag-PML (Flag-M2)
und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekun-
därantikörpern inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation wurden 0,5 mg Zelllysat zuvor mit dem
Flag-M2-Antikörper immunpräzipitiert, über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulo-
se übertragen und mit einem Antikörper gegen E4orf6-HA (3F10) sowie dem entsprechenden
HRPO-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. In A bis D sind die PML-Isoformen (I, II,
IV und V) eingesetzt worden. E zeigt die schematische Darstellung der verwendeten E4orf6-
Deletionsmutanten.

Da jedoch die Deletion in diesem Bereich die Stabilität des Proteins stark beeinträchtigt, wur-
den Punktmutationen im Bereich der Aminosäuren 271 bis 290 eingeführt. Da der C-Terminus
von E4orf6 für eine Interaktion mit PML ausreichend ist, wurden die Punktmutationen in
diesem verkürzten Protein untersucht. Erneut wurde eine Koimmunpräzipitation von E4orf6
durch PML I, wie oben beschrieben, durchgeführt. Dabei zeigt sich zunächst, dass in diesem
Fall keine Beeinträchtigung der Proteinstabilität durch die eingeführten Mutationen vorliegt,
da alle E4orf6-Konstrukte stabil expirimiert werden (Abb. 4.39 A). Weiterhin wird deutlich,
dass zwar alle verwendeten E4orf6-Punktmutanten noch in der Lage sind, mit PML I zu in-
teragieren, manche jedoch schwächer als andere. Um diese Punktmutanten zu identifizieren,
wurden die Bandenintensitäten des kopräzipitierten E4orf6 mit der Menge des eingesetzten
Proteins (Input) densitometrisch bestimmt und ins Verhältnis gesetzt. Die Bindungsintensi-
tät der Punktmutanten wurde mit der der unveränderten Onkodomäne verglichen. Um eine
zuverlässige Aussage treffen zu können, wurde hierbei der Mittelwert aus drei unabhängigen
Versuchen bestimmt. Wie in der Abbildung 4.39 B zu sehen ist, weisen drei Punktmutanten
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eine, gegenüber dem Wildtyp Protein, reduzierte PML-Bindung auf. Die E4orf6 Proteine mit
den Mutationen H280/281A sowie D288V zeigen eine 20%ige Reduktion der Bindung, wäh-
rend die Interaktion des E4orf6 Proteins mit der Mutation D290V um 40% reduziert ist.
Somit können als PML Interaktionsbereich die Aminosäuren 280, 281, 288 und 290 identifiziert
werden.
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Abbildung 4.39: Interaktion von E4orf6-Puntktmutanten mit PML in transfizier-
ten H1299 Zellen. Die Zellen wurden transfiziert, 48 h p.t. geerntet und Gesamtzellextrak-
te hergestellt. Zur Überprüfung der Expression wurden diese (40 μg E4orf6-HA, 60 μg Flag-
PML und 20 μg β-Aktin) mittels 10%iger (12%iger bei E4orf6) SDS-Gele aufgetrennt, auf Ni-
trozellulose übertragen und mit Antikörpern gegen E4orf6-HA (3F10), Flag-PML (Flag-M2)
und β-Aktin (AC-15) als Ladekontrolle sowie den entsprechenden HRPO-gekoppelten Sekun-
därantikörpern inkubiert. Zur Koimmunpräzipitation wurden 0,5 mg Zelllysat zuvor mit dem
Flag-M2-Antikörper immunpräzipitiert, über 12%ige SDS-Gele aufgetrennt, auf Nitrozellulo-
se übertragen und mit einem Antikörper gegen E4orf6-HA (3F10) sowie dem entsprechenden
HRPO-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. B zeigt die realtive Bindung der E4orf6-
Punktmutanten und PML-I. Aus drei Versuchen wurden die Bandenintensitäten von E4orf6
von Input und der Kopräzipitation densitometrisch bestimmt und ins Verhältnis gesetzt, die
Mittelwerte und Standardabweichungen sind dargestellt.
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4.8 Analyse der Rolle von PML bei der Transformation durch

adenovirale Genprodukte

Die im vorherigen Abschnitt identifizierten E4orf6-Punktmutanten sollten nun in einem
Transformationsexperiment hinsichtlich ihrer Fähigkeit, die Transformationseffizienz zu er-
höhen, analysiert werden. Hierfür wurden primäre Rattennierenzellen nach der PEI Methode
(s. 3.3.4.1) mit Plasmiden transfiziert, die für E1A und E1B (pXC15), für das E4orf6-Onko
Protein sowie E4orf6-Onko Punktmutanten kodieren. Das Medium wurde regelmäßig gewech-
selt und nach fünf Wochen konnten die Zellen mit Kristallviolett gefärbt und die Zahl der
Foci bestimmt werden (s. 3.3.7). Wie der Abbildung 4.40 zu entnehmen ist, zeigt sich für
den Ansatz, in dem zusätzlich zu E1A und E1B die E4orf6 Onkodomäne exprimiert wurde,
eine leichte Erhöhung der Zahl transformierter Zellen gegenüber E1A und E1B alleine. Für
die E4orf6 Punktmutanten D288V und D290V kann demgegenüber eine Reduktion der Focus
Zahl um 15% bzw. 40% ausgemacht werden, während für die Punktmutante der Aminosäuren
280/281 kein Unterschied zu sehen ist. Die Reduktion der Interaktion der E4orf6 Mutanten
D288V und D290V mit PML geht also mit einem Verlust der Fähigkeit, die Transformations-
effizienz zu steigern, einher.
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Abbildung 4.40: Analyse des Einflusses von PML auf die Transformation primärer
BRK Zellen. Primäre BRK Zellen wurden mit Plasmiden, die für E1A und E1B (pXC15),
E4orf6-Onko und E4orf6-Mutanten kodieren, nach der PEI-Methode transfiziert. Nach fünf
Wochen wurden die transformierten Zellkolonien mit Kristallviolett gefärbt.
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5 Diskussion

Seit mehreren Jahrzehnten ist bekannt, dass einige Vertreter unter den DNA- sowie den RNA-
Viren die Entstehung von Tumoren induzieren können. Auch die Infektion mit Adenoviren
oder die Expression von adenoviralen Genprodukten hat abhängig vom Virustyp, zumindest
im Tiermodell, transformierendes Potential (vgl. 1.2.1). Als adenovirale Onkogene konnten
die Proteine der E1-Region (E1A und E1B) sowie der E4-Region (E4orf3 und E4orf6) iden-
tifiziert werden (vgl. 1.2.2.1, 1.2.2.2). Das transformationsfördernde Potential dieser Genpro-
dukte beruht dabei auf Eingriffen in den Wirtszellzyklus, wodurch in der lytischen Infektion
eine maximale Virusproduktion gewährleistet werden soll. Dabei werden wichtige Signalwege
manipuliert, was in manchen Fällen durch einen komplexen mehrstufigen Prozess auch zur
Onkogenese führen kann.
Das virale Protein E1A ist durch die Interaktion mit wichtigen zellulären Regulatoren in der
Lage, das Voranschreiten des Zellzyklus anzutreiben. Ein Resultat hieraus ist jedoch auch
die Stabilisierung des Tumorsuppressors p53, was wiederum Zellzyklusarrest und verfrühte
Apoptose der Zelle mit sich bringt (Branton et al., 1985; Endter und Dobner, 2004; Dyson
et al., 1989; Debbas und White, 1993; Lowe und Ruley, 1993; Grand et al., 1994; Sabbatini
et al., 1995; Mymryk et al., 1994). Allerdings kann das E1B-55K Protein durch die Repression
von p53 und dessen Sequestration im Zytoplasma diesen Prozess abwenden (Sarnow et al.,
1982a; Kao et al., 1990; Yew et al., 1994; Martin und Berk, 1998, 1999; Endter et al., 2001,
2005). Die Proteine E4orf3 und E4orf6 der E4-Region können die E1-abhängige Transforma-
tion deutlich verstärken (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1997, 1999a,b). Das E4orf6 Protein
kann mit E1B-55K sowie einigen zellulären Proteinen eine E3-Ubiqiuitin-Ligase assemblieren,
welche durch Polyubiquitinilierung von Substraten wie Mre11 und p53 deren proteasomalen
Abbau induziert (Baker et al., 2007; Blanchette et al., 2004, 2008; Dallaire et al., 2009a,b;
Harada et al., 2002; Querido et al., 1997, 2001a,b). Die E4orf6-abhängige starke Erhöhung der
Onkogenität in Versuchstieren ist dabei von dieser p53-Destabilisierung abhängig, während
sie für die verstärkte Zelltransformation nicht nötig ist (Nevels et al., 2000).

5.1 Die Onkodomäne des E4orf6 Proteins ist für die produktive

Infektion nicht ausreichend

Die C-terminale Onkodomäne des E4orf6 Proteins konnte als ausreichend identifiziert wer-
den, die Transformationsrate von primären Nagetieren in einer dem Wildtypprotein ähnlichen
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5: Diskussion

Weise zu steigern (Nevels et al., 2000). Nachdem dieser Teil des Proteins als essentiell für die
produktive Infektion (Orlando und Ornelles, 1999) sowie für die Transformation identifiziert
wurde, ist anzunehmen, dass beide Funktionen eng miteinander verknüpft sind (Nevels et al.,
2000).
Im Rahmen dieser Arbeit war es daher von Interesse zu untersuchen, ob diese Proteindomäne
wie in der Transformation auch in der produktiven Infektion ausreichend ist, die E4orf6 Pro-
teinfunktionen zu erfüllen.
Bereits seit etwa 25 Jahren ist die Unerlässlichkeit des E4orf6 Proteins für die maximale Pro-
duktion von späten Strukturproteinen und Virusnachkommen bekannt (Halbert et al., 1985).
Dabei hat das multifunktionale Protein Aufgaben auf verschiedenen Ebenen der Genexpres-
sion. Es ist dabei u. a. für das korrekte Spleißen der späten viralen RNAs (Öhman et al., 1993;
Nordqvist et al., 1994) sowie deren Export ins Zytoplasma wichtig (Halbert et al., 1985; Wein-
berg und Ketner, 1986; Beltz und Flint, 1979). Eine weitere sehr wichtige Aufgabe kommt
dem von E4orf6 und E1B-55K assemblierten Ligasekomplex zu, indem der Abbau zellulärer
Substrate wie Mre11, p53, DNA-Ligase IV, Integrin �3 und der Bloom Helikase induziert wird
(Querido et al., 1997, 2001a,b; Baker et al., 2007; Blanchette et al., 2004, 2008; Dallaire et al.,
2009a,b; Harada et al., 2002; Steegenga et al., 1998; Stracker et al., 2002; Orazio et al., 2011).
Wie durch CD-Spektroskopie und die Berechnung anhand von Computermodellen gezeigt
wurde, ist die Onkodomäne von E4orf6 vermutlich eine eigenständige Proteindomäne (Brown
et al., 2001; Orlando und Ornelles, 1999). Die Expression dieses Teils von E4orf6 ist auch in
den in dieser Arbeit hergestellten Virusmutanten H5pm4182 und H5pm4229 möglich, wobei
das Protein eine geringere Expressionsmenge zeigt als das Volllängeprotein (Abb. 4.3). Der
Grund hierfür ist höchstwahrscheinlich eine geringere Stabilität dieser veränderten Proteine.
Besonders in Mio-M1 Zellen kann eine starke Reduktion der Proteinexpression beobachtet
werden. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten lassen, hat die Interaktion von E4orf6
mit HoxB7 einen Einfluss auf die Stabilität des viralen Proteins (Abb. 4.25). Konsistent zur
Literatur konnte beobachtet werden, dass die Expression von HoxB7 in Tumorzellen erhöht
ist (Abb. 4.14). Auch in Mio-M1 Zellen ist die Expression dieses Proteins schwächer als in den
Tumorzelllinien H1299 und A549. Die Tatsache, dass die Antikörpererkennung durch den 1807
Antikörper in diesen mutierten Proteinen nicht mehr vollständig gegeben ist, spricht für eine
veränderte Tertiärstruktur der Proteine. Es ist keine Kristallstruktur von E4orf6 vorhanden,
aber anhand von Strukturvergleichen wurde mittels Computeranalyse ein Modell der Tertiär-
struktur von E4orf6 berechnet. Nach diesem Modell nimmt der C-Terminus und der zentrale
Bereich eine TIM-Barrel-Struktur ein, während der N-Terminus über einen Linkerbereich fle-
xibel ist und sich dem TIM-Barrel nähern kann (Brown et al., 2001). In beiden Onko-Viren ist
der flexible Linkerbereich und der Großteil des TIM-Barrels nicht vorhanden, was vermutlich
die Struktur beeinflusst. Vergleicht man die Expression der beiden Onko-Proteine unterein-
ander, so wird deutlich, dass das Protein, das zusätzlich an Aminosäureposition 245 eine
Punktmutation trägt, besonders schwach exprimiert ist. Möglicherweise bewirkt der Amino-
säureausstausch eine zusätzliche Strukturveränderung. Wie in früheren Studien gezeigt werden
konnte, ist durch das Einführen dieser Punktmutation die Konformation der �-Helix gegen-
über dem Wildtypprotein reduziert (Orlando und Ornelles, 1999).
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Die Deletionen im E4orf6 Protein haben keinen Einfluss auf die Expression der frühen vira-
len Proteine E1B-55K und E2A, während in allen Mutanten erhöhte E1A Expressionsspiegel
beobachtet werden können (Abb. 4.4). Der Grund hierfür ist vermutlich die negative Regu-
lation der E1A Expression auf transkriptioneller Ebene durch das E4orf6 Protein, welche in
dieser Arbeit aufgedeckt wurde (vgl. 5.6). Die Tatsache, dass bei den Viren H5pm4182 und
H5pm4229 eine verlängerte Expression von E1A zu beobachten ist, spricht für den Verlust der
regulatorischen Aktivität der E4orf6 Proteine in diesen Viren. Auch bezüglich des Abbaus von
p53 und Mre11, die exemplarisch für alle Substrate untersucht wurden, sind die Proteine die-
ser beiden Viren offensichtlich nicht funktionell (Abb. 4.6). Experimente zur Aufklärung der
Struktur der E3-Ubiquitin-Ligase konnten zeigen, dass das E4orf6 Protein drei Sequenzab-
schnitte enthält, mit denen die Elongine B und C interagieren (Blanchette et al., 2004, 2008).
In den in dieser Arbeit hergestellten Virusmutanten ist nur die erste so genannte BC-Box ent-
halten (Abb. 4.2), die laut Literaturangaben und ebenfalls in dieser Arbeit nicht ausreichend
ist, den Ligasekomplex zu assemblieren (Blanchette et al., 2004). Doch auch unabhängig von
E1B-55K ist E4orf6 in der Lage, mit p53 zu interagieren und dessen transaktivierende Funk-
tionen zu inhibieren (Dobner et al., 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Funktion
von E4orf6 zwar nicht untersucht, aufgrund der weitgehenden Deletion des vermuteten p53-
Interaktionsbereichs in den Viren H5pm4182 und H5pm4229 (Abb. 4.2) ist eine Repression
vermutlich nicht mehr möglich. In weiterführenden Experimenten müsste diese Frage beant-
wortet werden.
Auch hinsichtlich der Produktion von späten Strukturproteinen weisen die in dieser Arbeit
hergestellten Viren einen starken Defekt auf (Abb. 4.5). Jedoch fällt auf, dass in A549 Zel-
len dieser Defekt nicht so groß ist, wie in den anderen Zelllinien. Das E4orf6 Protein hat
Einfluss auf die späten viralen Transkripte, indem es auf mRNA Ebene ihre Stabilität und
zusammen mit E4orf3 ihr korrektes Spleißen gewährleistet. Wie dieser Mechanismus auf mo-
lekularer Ebene genau abläuft und welche weiteren Faktoren daran beteiligt sind, ist bisher
unklar (Öhman et al., 1993; Nordqvist et al., 1994), daher wurden in dieser Arbeit hierzu
keine Untersuchungen mit den Virusmutanten durchgeführt. Eine weitere, für die Expression
später Genprodukte entscheidende Funktion von E4orf6, ist der Export der späten mRNAs ins
Zytoplasma, wobei die zellulären mRNAs zurückgehalten werden (Babiss et al., 1985; Halbert
et al., 1985; Pilder et al., 1986; Cutt et al., 1987; Huang und Hearing, 1989; Bridge und Ketner,
1990). Wie genau dieser Transport abläuft ist unklar, die Interaktion mit E1B-55K ist jedoch,
wie mehrere Studien zeigen, Voraussetzung hierfür. Es wird vermutet, dass durch die Wirkung
der E3-Ligase ein bisher unbekanntes Protein abgebaut wird, was die Voraussetzung für den
effizienten Export darstellt (Woo und Berk, 2007). Da in den Virusmutanten H5pm4182 und
H5pm4229 kein funktionsfähiger Ligasekomplex vorhanden ist, kann angenommen werden,
dass auch ein effizienter Export durch E4orf6 nicht erfolgt. Zur Bestätigung dieser Vermutung
müsste allerdings in weiteren Experimenten das Verhältnis der späten mRNAs im Zytoplasma
und im Zellkern verglichen werden.
Der Export der späten viralen mRNAs ist von der Bewegung von E1B-55K und E4orf6 zwi-
schen dem Zellkern und dem Zytoplasma abhängig. Doch der Mechanismus des Im- und
Exports dieser beiden Proteine wird kontrovers diskutiert. So ist die Bedeutung und die ge-
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nerelle Funktionalität des NES im N-Terminus des E4orf6 Proteins nicht zufriedenstellend
geklärt (Dobbelstein et al., 1997; Goodrum et al., 1996; Rabino et al., 2000). In den, in dieser
Arbeit hergestellten, Onko-Viren ist diese Signalsequenz nicht vorhanden, die subzelluläre Lo-
kalisation der E4orf6 Proteine diffus im Zellkern. Da aber auch im Falle eines wechselseitigen
Transportes das Gleichgewicht auf der Zellkernseite ist, lässt die mit der Immunfluoreszenz
gegebene Momentaufnahme keine Aussage darüber zu. Dies müsste in weiteren Versuchen
beantwortet werden. Ebenso strittig wie die Funktion des NES im E4orf6 Protein ist der
Einfluss dieses viralen Genprodukts auf die Lokalisation von E1B-55K. Während manche Au-
toren beobachten konnten, dass E1B-55K in der Lage ist, ohne weitere virale Proteine in den
Zellkern zu gelangen (Krätzer et al., 2000), nehmen andere an, dass dies von E4orf6 abhängt
(Orlando und Ornelles, 1999; Marshall et al., 2008). Hier ermöglicht E4orf6 die Umlokalisa-
tion des anderen viralen Proteins von der nukleären Matrix hin zu den viralen Replikations-
und Transkriptionszentren (Lethbridge et al., 2003; Ornelles und Shenk, 1991; Gonzalez und
Flint, 2002). Für die Viren H5pm4182 und H5pm4229 konnten bezüglich der Lokalisation von
E1B-55K Unterschiede in den verschiedenen Zellen beobachtet werden (Abb. 4.7, Abb. 4.8).
Während in H1299 Zellen das E4orf6 Protein dieser Viren, ebenso wie bei den anderen E4orf6
Mutanten, nicht in der Lage ist, E1B-55K in den Zellkern zu bringen, ist diese Funktion in
A549 Zellen teilweise erfüllt.
Die Fähigkeit, E1B-55K in den Zellkern zu bringen, ist mit der Interaktion der beiden vira-
len Proteine verknüpft. In verschiedenen Studien zur Identifzierung des Interaktionsbereichs
wurden dabei unterschiedliche Ergebnisse erzielt, da sowohl Bereiche im N-Terminus als auch
im C-Terminus als nötig befunden wurden (Rubenwolf et al., 1997; Weigel und Dobbelstein,
2000). In den, in dieser Arbeit hergestellten, Viren sind sowohl der N- als auch der C-Terminus
enthalten, daher ist davon auszugehen, dass eine Interaktion der beiden viralen Genproduk-
te vorhanden ist, obwohl dies nicht untersucht wurde. Zur Identifizierung des mit E1B-55K
interagierenden Bereichs von E4orf6 unter den Bedingungen einer Infektion müsste eine neue
Virusmutante hergestellt werden, die nur die Onkodomäne, ohne das N-terminale Fragment,
enthält. Dieses Virus sollte aber ausschließlich für Bindungsstudien eingesetzt werden, da es
aller Wahrscheinlichkeit nach wegen des Fehlens von E4orf6/7 in der produktiven Infektion
defekt ist.
Der Verlust der Funktionalität von E4orf6 in den E4orf6-Onko-Viren wird bei der Analyse der
Produktion von Virusnachkommen erneut bestätigt (Abb. 4.11). Wegen der deutlich reduzier-
ten Expression der späten Strukturproteine ist auch die Produktion von Virusnachkommen
nicht effizient. Allerdings ergeben sich, wie bereits zuvor, Zelllinien-spezifische Unterschiede.
Auch in diesem Fall ist der Defekt in A549 Zellen nicht so groß wie in den anderen Zelllinien.
Diese Zelltyp-spezifischen Unterschiede sind zum einen vermutlich damit zu erklären, dass
es sich bei den Mio-M1 Zellen um quasi primäre Zellen handelt, in denen die Virusinfektion
generell langsamer und schlechter abläuft. Aber auch der Vergleich der Tumorzellen unter-
einander macht Unterschiede sichtbar. Möglicherweise spielt die Expression von p53 in diesen
Zellen eine Rolle, nachdem A549 Zellen p53 enthalten, während H1299 Zellen dagegen p53
negativ sind. Bereits in vorherigen Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass E4orf6 in
manchen Zelllinien für eine effiziente Infektion nötig ist und in anderen nicht. So ist die An-
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wesenheit des Genproduktes in A549 Zellen nicht zwingend erforderlich (Halbert et al., 1985;
Smiley et al., 1990). Der genaue Grund für den nicht so starken Defekt dieser Virusmutanten
in diesen Zellen muss in weiterführenden Experimenten ermittelt werden.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen in dieser Arbeit, dass die Onkodomäne nicht ausrei-
chend ist, die Funktionen von E4orf6 in der produktiven Virusinfektion zu erfüllen, während
dieser Teil des Proteins für die verstärkte Transformation hinreichend ist. Für die Erhöhung
der Transformationsrate und die morphologische Hypertransformation ist der Abbau von p53
nicht zwingend erforderlich, wohingegen die E4orf6-abhängige verstärkte Onkogenität die De-
stabilisierung des zellulären Proteins benötigt (Nevels et al., 2000). Für eine produktive In-
fektion allerdings ist der Abbau von p53 und der anderen Substrate vermutlich entscheidend.
Daneben sind aber höchstwahrscheinlich auch andere, mit der E3-Ligase verbundene, Funk-
tionen wie der mRNA Transport und die Lokalisation von E1B-55K sehr wichtig.

5.2 HoxB7 ist ein neuer zellulärer Interaktionspartner von E4orf6

Das transformationsfördernde Potential des E4orf6 Proteins beruht nicht, wie zuvor ange-
nommen, auf der Destabilisierung von p53 durch die durch E1B-55K und E4orf6 assemblierte
E3-Ubiquitin-Ligase (Nevels et al., 2000). In dieser Arbeit sollte daher ein möglicher neuer,
p53-unabhängiger, Mechanismus der E4orf6-vermittelten Transformation aufgedeckt werden.
Auch für das virale Onkogen E6 des Humanen Papillom Virus 16 wurde ein p53-unabhängiger
Mechanismus gefunden (Liu et al., 1999; Inoue et al., 1998). Darüber hinaus zeigen die Er-
gebnisse der letzten Jahre, dass dies auch auf E1B-55K zutrifft. Ein Einfluss von Mre11,
Daxx und PML auf die E1B-55K-abhängige Transformation sind wahrscheinlich (Härtl et al.,
2008; Sieber und Dobner, 2007; Schreiner et al., 2010; Wimmer, 2010). In Versuchen zur
Identifizierung des für das transformationsfördernde Potential verantwortlichen Bereichs im
E4orf6 Protein wurde der C-Terminus als ausreichend befunden (Nevels et al., 2000). Dieser
Abschnitt des viralen Proteins, der eine eigenständige Proteindomäne darstellt, enthält, wie
durch CD-Spektroskopie gezeigt wurde, eine Arginin-reiche amphipatische �-Helix mit einer
hydrophilen und einer hydrophoben Seite (Orlando und Ornelles, 1999, 2002). Arginin-reiche
amphipatische �-Helices sind für die Protein-Protein Interaktionen bei einigen Proteinen ver-
antwortlich gemacht worden (Baur et al., 1997; Liu et al., 1995, 1997; Wang et al., 1999;
Zhang et al., 1997). Diese Domäne ermöglicht höchstwahrscheinlich auch im E4orf6 Protein
die Interaktion von verschiedenen zellulären Proteinen an den unterschiedlichen Argininres-
ten auf der hydrophilen Seite, durch die die vielen unterschiedlichen Funktionen des Proteins
möglich sind (Orlando und Ornelles, 2002).
Im Rahmen dieser Arbeit konnten in einem Hefe-Zwei-Hybrid Screen einer B-Zell Bibliothek
drei neue zelluläre Interaktionspartner der E4orf6-Onkodomäne gefunden werden (Tab. 4.1).
Die Bindung von E4orf6 an HoxB7 konnte anschließend sowohl in vitro (Abb. 4.13) als auch in
transfizierten (Abb. 4.15) und in infizierten Zellen (Abb. 4.16) bestätigt werden. Interessanter-
weise wurde in früheren Untersuchungen ein bislang unbekanntes Protein mit einem geschätz-
ten Molekulargewicht von etwa 27 kDa als Interaktionspartner von E4orf6 gefunden (Boivin
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et al., 1999). Es ist durchaus möglich, dass es sich bei diesem Protein um HoxB7 handelt,
welches ein Molekulargewicht von 24 kDa hat.
Sowohl im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment als auch in der Transfektion ist der C-Terminus von
E4orf6, die Onkodomäne, für die Interaktion mit HoxB7 ausreichend, während in der Infektion
mit den Viren H5pm4182 und H5pm4229 die veränderten E4orf6 Proteine nicht durch das
zelluläre Genprodukt kopräzipitiert werden können (Abb. 4.16). Wie bereits zuvor diskutiert
wurde, könnte die Deletion im E4orf6 Protein dieser Viren eine veränderte Tertiärstruktur
hervorrufen, die die Interaktion mit HoxB7 unmöglich macht. Zur Untersuchung der Interak-
tion der beiden Proteine in der Infektion sollte eine Virusmutante verwendet werden, die nur
den C-Terminus und nicht den N-terminalen Abschnitt von E4orf6 enthält. Aber auch andere
virale Faktoren könnten die Interaktion der beiden Proteine beeinträchtigen, wie die weiteren
Experimente dieser Arbeit vermuten lassen (vgl. 5.3). Auch in dem durchgeführten GST-pull
down Experiment (Abb. 4.18) kann der C-Terminus von E4orf6 nicht mit HoxB7 interagie-
ren. In diesem Fall beeinträchtigt möglicherweise der GST-Anteil die Interaktion der beiden
Proteine. Aber auch posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierung,
könnten für eine Bindung nötig sein, erfolgen in diesem experimentellen System allerdings
nicht.

In den Kopräzipitationsexperimenten in der Infektion konnte in dieser Arbeit eine verstärkte
Interaktion zwischen HoxB7 und E4orf6 in Abwesenheit von E1B-55K oder mit mutiertem
E4orf6, das nicht mehr an die zellulären Komponenten des Ligasekomplexes binden kann,
beobachtet werden (Abb. 4.17). Es wird daher angenommen, dass nur der Teil von E4orf6
mit HoxB7 interagiert, der nicht an E1B-55K oder die E3-Ubiquitin-Ligase gebunden ist.
Auch in der Literatur wurde von mehreren Autoren beschrieben, dass nicht alles in der Zelle
vorhandene E4orf6 an E1B-55K bindet. So wurde sowohl in Immunfluoreszenz- als auch in
Immunpräzipitations-Analysen beobachtet, dass in infizierten Zellen signifikante Mengen der
beiden Proteine nicht miteinander assoziiert vorliegen. Dabei schwanken die Mengenangaben
für den mit E1B-55K-assoziierten Teil von E4orf6 zwischen etwa 20% und 50% (Cutt et al.,
1987; Ornelles und Shenk, 1991; Smiley et al., 1990). Daher wurde weiterhin angenommen,
dass verschiedene funktionelle Formen von E4orf6 existieren (Rubenwolf et al., 1997). Auf-
grund dieser Beobachtungen und den Ergebnissen dieser Arbeit ist davon auszugehen, dass
es mehrere Fraktionen von E4orf6 gibt, die unterschiedliche virale und zelluläre Proteine bin-
den. Die Interaktion mit HoxB7 erfolgt mit der Fraktion, die nicht mit E1B-55K bzw. der
E3-Ubiquitin-Ligase assoziiert ist.
Aufgrund der weiteren Daten dieser Arbeit (Abb. 4.25, Abb. 4.24 B) wird vermutet, dass ent-
weder die Interaktion mit E1B-55K oder mit HoxB7 E4orf6 auf Proteinebene stabilisiert.
Auch in der Literatur ist eine Stabilisierung des viralen Proteins durch Komplexbildung mit
E1B-55K beschrieben worden. Darüber hinaus wurde vermutet, dass andere Proteine alleine
oder zusammen mit E1B-55K hierbei eine Rolle spielen (Rubenwolf et al., 1997). In ande-
ren Experimenten wurde das E4orf6 Protein als weitgehend stabil beschrieben, jedoch konnte
seine Reduktion in der Infektion nach 48 h nicht erklärt werden (Boivin et al., 1999). Aller-
dings wurden diese Versuche in HeLa Zellen durchgeführt, in denen HoxB7 vorhanden ist
(Abb. 4.14). Diese Daten stehen nicht im Widerspruch mit den hier erzielten und es ist daher
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denkbar, dass die Stabilität von E4orf6 teilweise durch die Bindung an HoxB7 gegeben ist.
Vielmehr könnte sie die Reduktion der E4orf6 Expression zu späteren Zeitpunkten in der In-
fektion erklären, da dann auch die Expression von HoxB7 abnimmt (Abb. 4.26 B, Abb. 4.36).
Die Reduktion der E4orf6 Expression könnte mit fehlender HoxB7 Expression und daraus
resultierender geringerer Stabilität erklärt werden.
Durch Verwendung von E4orf6-GST Konstrukten mit unterschiedlichen Deletionen sollten ers-
te Hinweise über den mit HoxB7 interagierenden Bereich gewonnen werden. Die Ergebnisse
dieses Versuches legen nahe, dass der Bereich im E4orf6 Protein, der mit HoxB7 interagiert,
zwischen den Aminosäuren 224 und 271 liegt (Abb. 4.18). Der Interaktionsbereich könnte
unter Einbezug der Ergebnisse des Transformationsexperiments (Abb. 4.19) weiter auf die
Aminosäuren 224 bis 248 eingegrenzt werden, da nur in dieser E4orf6 Deletionsmutante ein
Verlust der Funktionalität zu sehen ist (vgl. 5.7). Wie das Kopräzipitationsexperiment in der
Infektion zeigt (Abb. 4.16), kann das E4orf6 Protein mit Mutation an der Aminosäureposition
245 (H5pm4115) mit HoxB7 interagieren, was die Vermutung bekräftigt, dass ein Bereich da-
vor an der Interaktion beteiligt ist.
Aber auch ein Bereich im N-Terminus könnte mit HoxB7 interagieren, da eine sehr schwache
Bindung für ein Fragment mit diesem Bereich und das E4orf6/7 Protein detektiert werden
kann (Abb. 4.18). Im Falle von E4orf6/7 könnte allerdings auch der alternative C-Terminus
dieses Proteins an der Bindung beteiligt sein. Es ist aber auch denkbar, dass Bereiche sowohl
im N- als auch im C-Terminus gemeinsam die Bindung gewährleisten. Dies wäre aufgrund
der für E4orf6 beschriebenen Tertiärstruktur (Brown et al., 2001) durchaus möglich. Auch
für die Bindung an E1B-55K sind in verschiedenen Experimenten Bereiche sowohl im N- als
auch im C-Terminus von E4orf6 identifiziert worden (Rubenwolf et al., 1997; Weigel und Dob-
belstein, 2000). Der Grund für diese Unterschiede ist bislang nicht klar, könnte aber durch
unterschiedliche experimentelle Bedingungen erklärt werden (zusammengefasst in Flint und
Gonzalez, 2003). Zur genaueren Identifizierung des mit HoxB7 interagierenden Bereiches soll-
ten Analysen mit E4orf6 Deletionsmutanten, die entweder nur den N- oder den C-Terminus
enthalten, durchgeführt werden. Des Weiteren sollten Virusmutanten hergestellt werden, die
nicht mehr mit HoxB7 interagieren können. Die Analyse dieser Viren z. B. hinsichtlich der
Stabilisierung von E4orf6 kann weitere Aufschlüsse geben.

Nachdem in dieser Arbeit in verschiedenen Experimenten die Interaktion von E4orf6 mit
HoxB7 bestätigt werden konnte, stellt sich die Frage, warum das virale Protein mit diesem für
Entwicklungsprozesse entscheidenden Transkriptionsfaktor interagiert. Betrachtet man auch
die Funktionen der anderen, im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment gefundenen, mit E4orf6 in-
teragierenden zellulären Proteine, ist auffällig, dass alle an der Transkription beteiligt oder
anderweitig in den RNA Methabolismus involviert sind (Thebault et al., 2000; Gautier et al.,
2005; Al-Maghrebi et al., 2002; Corbi et al., 2010). Ein weiteres Protein, für das eine funk-
tionelle Interaktion mit E4orf6 gezeigt werden konnte, ist RUNX-1 (Marshall et al., 2008),
das als Transkriptionsaktivator und -repressor während der hematopoetischen Differenzierung
wirkt (Ito, 2004; Speck et al., 1999). Unter Einbezug der in dieser Arbeit gewonnenen Daten
im Reportergenversuch mit E4orf6 (Abb. 4.31), legt das eine Funktion von E4orf6 in diesem
Bereich nahe (vgl. 5.6).
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Allerdings konnten in letzter Zeit auch vermehrt Funktionen von Hox Proteinen unabhängig
von der Homeodomäne und der Transkription identifiziert werden (Topisirovic et al., 2003;
Shiojima et al., 1996; Yang et al., 2000; Hyduk und Percival-Smith, 1996; Rubin et al., 2007).
Für HoxB7 z. B. wurde eine mögliche Rolle in der DNA-Reparatur vorgeschlagen. Das Pro-
tein kann mit Ku70, Ku80, der kathalytischen Untereinheit der DNA-Protein Kinase und
poly(ADP) Ribose Polymerase (PARP) interagieren und seine Expression verstärkt die Ak-
tivität der DNA-PK, das Aneinanderfügen von gebrochenen DNA-Strängen (NHEJ) und die
DNA-Schadensreparatur in Säugetierzellen (Schild-Poulter et al., 2001; Rubin et al., 2007).
Interessanterweise kann auch E4orf6 an die DNA-PK binden und ihre Funktion in vitro inhi-
bieren (Boyer et al., 1999; Hart et al., 2005). Die Interaktion beider Proteine könnte also auch
mit dieser Funktion begründet sein. Zur Klärung der Frage, warum das virale Protein mit
HoxB7 interagiert, müssten aber weitere Versuche durchgeführt und die genauen biologischen
Mechanismen der Wirkweise von Hox Proteinen selbst besser aufgeklärt werden.

Eine weitere interessante Frage ist, ob die zwischen E4orf6 gefundene Interaktion mit HoxB7
eine Ausnahme ist, oder ob auch andere Proteine dieser Familie mit dem viralen Protein
interagieren. Aufgrund der Zelltyp-spezifischen Expression der verschiedenen Hox Proteine
ist z. B. denkbar, dass in unterschiedlichen Zellen oder Geweben verschiedene Hox Proteine
mit E4orf6 interagieren. Der Bereich im HoxB7, der in den Hefeklonen gefunden wurde, enthält
etwa zwei Drittel des Proteins (Abb. 4.12). Damit sind die DNA-bindende Homeodomäne und
das Pentapeptid, welches für die Interaktion mit dem Kofaktor Pbx wichtig ist (Knoepfler
und Kamps, 1995; Phelan et al., 1995), enthalten. Diese beiden Sequenzbereiche sind in den
verschiedenen Hox Proteinen sehr stark konserviert, wohingegen der Rest weniger Homologien
aufweist. Möglicherweise stellen Hox Proteine eine neue Gruppe von Interaktionspartnern
dar. Die genaue Identifizierung des Interaktionsbereichs im HoxB7 Protein kann Aufschluss
hierüber geben.

Hox Proteine wirken als „biologische Uhren“ (Lawrence et al., 1996) und nachdem für HoxA10
ein direkter Einfluss auf den Zellzyklus beobachtet werden konnte (Bromleigh und Freedman,
2000; Pearson et al., 2005), ist auch für weitere Hox Genprodukte eine Zellzyklusmodulation
denkbar. Auch für E4orf6 wird eine mögliche Funktion bei der Zellzyklusregulation über
das RXL Motiv in der �-Helix vermutet (Grifman et al., 1999). Dies sind allerdings nur
Spekulationen, die Rolle von Hox Proteinen im Allgemeinen bei der Interaktion mit E4orf6
müsste in weiteren Versuchen genauer untersucht werden. Hierfür muss der Interaktionsbereich
sowohl im E4orf6 als auch im HoxB7 oder weiteren Hox Proteinen identifiziert werden.

5.3 HoxB7 interagiert mit weiteren viralen Proteinen

Neben E4orf6 interagiert HoxB7 aber auch mit anderen viralen Proteinen während der Infek-
tion. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen konnten, ist das zelluläre Protein in der Lage,
mit E1A, E2A und E4orf6/7 zu interagieren (Abb. 4.32, Abb. 4.33A, B). Dabei fällt jedoch
auf, dass in der Infektion keine Bindung an E1A in Anwesenheit von E4orf6 erfolgt. Es ist
denkbar, dass in der sehr frühen Phase der Infektion, wenn E1A als einziges virales Protein
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in der Zelle vorhanden ist, dieses Protein mit HoxB7 interagiert. Sobald E4orf6 nach etwa
sechs Stunden (Boivin et al., 1999) exprimiert ist, könnte HoxB7 präferenziell an dieses virale
Genprodukt binden. Durch diese Interaktion wird E4orf6 möglicherweise auf Proteinebene
stabilisiert (vgl. 5.2) und die HoxB7-abhängige Transkriptionsaktivierung der viralen Promo-
toren reguliert (vgl. 5.6).
Auch die Interaktion von E2A und E4orf6/7 mit HoxB7 scheint von anderen viralen Faktoren
abzuhängen, da im Wildtypvirus Unterschiede zu den E4orf6- und E1B-55K-negativen Viren
auftreten. Die verstärkte Bindung von HoxB7 und E2A im E4orf6-negativen Virus gegenüber
dem Wildtypvirus (Abb. 4.33 A) liegt möglicherweise daran, dass das zelluläre Protein im
Wildtyp präferenziell mit dem E4orf6 Protein interagiert. Auch bei dem E1B-55K-negativen
Virus liegt eine stärkere Bindung vor. Der Grund hierfür ist unklar, eine Interaktion des E1B-
55K Proteins mit dem E2A Protein ist bisher nicht bekannt. Die in dieser Arbeit gefundene
Interaktion von HoxB7 mit E4orf6/7 in vitro (Abb. 4.18) konnte auch während einer Virusin-
fektion bestätigt werden. Wie bereits für das E1A und E2A Protein beobachtet wurde, erfolgt
auch für das E4orf6/7 Protein im Wildtypvirus keine Interaktion mit HoxB7 (Abb. 4.33 B).
Eine mögliche Erklärung ist auch hier die präferenzielle Interaktion dieses zellulären Prote-
ins mit E4orf6. Jedoch auch die Bindungsintensitäten der Virusmutanten unterscheiden sich
voneinander. Während in Abwesenheit von E4orf6 eine schwache Bindung zu sehen ist, zeigt
sich im E1B-55K-negativen Virus eine verstärkte Interaktion von E4orf6/7 mit HoxB7. In
einer früheren Studie konnte die Interaktion von E1B-55K mit E4orf6/7 in einem GST-pull
down Experiment gezeigt werden (Rubenwolf et al., 1997). Daher ist anzunehmen, dass das
Vorhandensein von E1B-55K die Bindung von E4orf6/7 an HoxB7 stört, indem es selbst an
das virale Protein bindet.
Zur Funktionalität der Interaktion mit E2A und E4orf6/7 wurden in dieser Arbeit keine
Analysen durchgeführt, ein Einfluss dieser viralen Faktoren auf die HoxB7 vermittelte Trans-
kriptionsaktivierung der viralen Promotoren ist aber denkbar. In den durchgeführten Expe-
rimenten konnten unterschiedliche Ergebnisse in Reportergenversuchen mit E1A alleine und
in der Infektion erlangt werden (Abb. 4.28, Abb. 4.29). Die Beobachtung, dass HoxB7 den
größten Einfluss auf die Promotoren E1A und E2 zu haben scheint und die Tatsache, dass
E1A, E2A und E4orf6/7 an der Regulation dieser und anderer viraler Promotoren beteiligt
sind, lässt eine komplexe Regulation der HoxB7-abhängigen transkriptionellen Aktivität der
viralen Promotoren durch diese Genprodukte vermuten. Die Herstellung von Virusmutanten,
bei denen die einzelnen viralen Proteine nicht mehr mit HoxB7 interagieren können, kann
Aufschluss über die Funktionalität der Bindungen liefern.

5.4 Veränderte HoxB7 Expression in der Adenovirusinfektion

Wie die Versuche dieser Arbeit zeigen, kommt es im Verlauf der Adenovirusinfektion zu Verän-
derungen der HoxB7 Expressionsspiegel. Hierbei zeigt sich eine verstärkte Expression ab etwa
24 h nach der Infektion, gefolgt von einer Reduktion ab 48 h (Abb. 4.26B). Auch die Analyse
der HoxB7 mRNA Mengen in E1A-E1B-transformierten Rattennierenzellen ergab eine sechs-
fache Erhöhung der HoxB7 Expression verglichen mit den primären Zellen (Abb. 4.34). Schein-
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bar haben beide Genprodukte auch einen Einfluss auf die Aktivierung des HoxB7-Promotors,
wie die Ergebnisse des Reportergenversuchs andeuten (Abb. 4.35). Verglichen mit der Akti-
vierung des E2early-Promotors ist diese Steigerung bei HoxB7 sowie den anderen zellulären
Promotoren aber sehr gering. E1A und E4orf6/7 sind virale Transaktivatoren, die virale und
zelluläre Promotoren aktivieren können (Jones und Shenk, 1979; Lillie und Green, 1989; Lee
et al., 1995; Bandara et al., 1994). Die E1A induzierte Expression viraler aber auch zellulärer
Gene erfolgt u. a. durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren E2F und YY1 (Jones und
Shenk, 1979; Lillie und Green, 1989; Lee et al., 1995). Auch für die HoxB7-Promotorregion
konnte ein YY1-Bindemotiv identifiziert und als funktional befunden werden (Meccia et al.,
2003), eine Regulation durch E1A auf diesem Weg ist also denkbar. Dieser Transkriptionsfak-
tor ist für die späteren Stadien der Embryonalentwicklung der Maus und des Krallenfrosches
Xenopus laevis entscheidend (Donohoe et al., 1999; Morgan et al., 2004) und auch bei der Tu-
morgenese von Bedeutung, da er über verschiedene Mechanismen Einfluss auf den Zellzyklus
nimmt (Gordon et al., 2006). Eine Regulation von HoxB7 durch YY1 ist also im Einklang mit
den Funktionen des Proteins.
Es ist aber auch denkbar, dass E1A oder E4orf6/7 die HoxB7 Expression über den Trans-
kriptionsfaktor E2F regulieren. Das Homolog dieses Transkriptionsfaktors in Xenopus laevis
induziert die Expression verschiedener Hox Gene, darunter auch HoxB7 (Suzuki und Hemmati-
Brivanlou, 2000). Dies könnte die Erhöhung in Anwesenheit von E4orf6/7 erklären.
Insgesamt zeigen diese Daten, dass ein Einfluss von E1A und E4of6/7 auf den HoxB7 Pro-
motor vermutlich vorliegt, weitere Unteruchungen, die die Mutation der Binderegionen der
entsprechenden Transkriptionsfaktoren beeinhalten, sollten jedoch durchgeführt werden.
Bereits zuvor konnte gezeigt werden, dass die Expression verschiedener Hox Proteine, hier-
unter auch HoxB7, durch die Infektion mit CMV verstärkt wird (Wu et al., 2001; Kadota
et al., 1992). Es könnte sich bei der Aktivierung von HoxB7 also um einen generellen, von
Viren genutzten, Mechanismus handeln. Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
stellt HoxB7 einen positiven Faktor für die Virusinfektion dar (vgl. 5.5), eine Aktivierung der
Expression dieses Proteins ist für das Virus also scheinbar von Vorteil.

Nach der anfänglichen Erhöhung der HoxB7 Expression kommt es zu späten Zeitpunkten der
Infektion zu einer starken Reduktion der Expressionsspiegel in Wildtyp-infizierten Zellen, aber
nicht in Zellen, die mit E1B-55K- oder E4orf6-negativen Viren infiziert wurden (Abb. 4.36).
Es könnte sich hierbei um proteasomalen Abbau des zellulären Proteins handeln. Allerdings
ist die Reduktion in Zellen, die mit dem E4orf4-negativen Virus infiziert wurden, stärker als
in Wildtypvirus-infizierten Zellen. In diesem Virus ist die E4orf6 Expression erhöht, was für
einen E4orf6-abhängigen Effekt sprechen könnte. Für den Abbau von Mre11 kann ein solcher
Effekt nicht beobachtet werden. Dies und die Ergebnisse der Abbildung 4.26 B deuten darauf
hin, dass es sich nicht ausschließlich um einen proteasomalen Effekt handelt, da eine Reduk-
tion der HoxB7 Expression zu späten Zeitpunkten in der Infektion auch in E1B-55K- oder
E4orf6 Virusmutanten beobachtet werden kann. Möglicherweise handelt es sich teilweise um
den bereits früher beschriebenen Effekt des host shut-off, der das weitgehende Abschalten der
zellulären Proteinsynthese bezeichnet (Dobner und Kzhyshkowska, 2001; Flint und Gonzalez,
2003). Die Reduktion der HoxB7 Expression zu späteren Zeitpunkten in der Infektion könn-
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te aber auch ein indirekter Effekt sein. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit (Abb. 4.25) zeigen,
nimmt die Menge von E1A im Wildtypvirus zu späteren Zeitpunkten in der Infektion ab. Da
die HoxB7 Expression vermutlich durch E1A aktiviert wird, wird bei verringerter Menge von
E1A Proteinen auch HoxB7 weniger stark aktiviert. Die Reduktion der E1A Expression wie-
derum scheint von E4orf6 beeinflusst zu werden (vgl. 5.6). In Viren ohne funktionelles E4orf6
ist daher länger E1A zu detektieren und damit auch HoxB7 stärker exprimiert. In Viren mit
funtionellem E4orf6 dagegen ist zu späteren Zeitpunkten, bedingt durch die negative Regula-
tion durch E4orf6, weniger E1A vorhanden und damit ist die Aktivierung von HoxB7 nicht im
selben Maße möglich. In der Virusmutante H5pm4166, die besonders viel E4orf6 exprimiert,
ist dieser Effekt noch verstärkt. Zur genauen Analyse der HoxB7 Expression im Verlauf der
Virusinfektion müssten aber weitere Versuche durchgeführt werden. Die Inhibierung der zel-
lulären Proteasomen kann Aufschluss geben, ob es sich um einen aktiven Abbau von HoxB7
oder um eine anders verursachte Reduktion handelt.

Wie bereits bezüglich der Interaktion mit E4orf6 stellt sich auch hier die Frage, ob die Mo-
dulation der HoxB7 Expression nur für dieses Protein zutrifft oder ob die Expression weiterer
Hox Proteine durch Adenoviren beeinflusst wird. Interessanterweise kann in den Promotor-
bereichen verschiedener Hox Proteine ein- oder mehrmals das YY1-Bindemotiv identifiziert
werden (Tab. 5.1). Eine Regulation dieser Hox Proteine durch E1A über YY1 ist also durchaus
möglich, in weiterführenden Versuchen müsste der Einfuss von Adenoviren auf die Expression
der Proteine aber genauer untersucht werden.

5.5 HoxB7 ist ein positiver Regulator der viralen Replikation

In dieser Arbeit konnte HoxB7 als neuer Interaktionspartner der viralen Proteine E4orf6, E1A,
E2A und E4orf6/7 identifiziert werden (vgl. 5.2, 5.3). Es war daher von großem Interesse, den
Einfluss dieses zellulären Proteins auf die Adenovirusinfektion zu untersuchen. Wie diese Un-
tersuchungen zeigen konnten, ist HoxB7 ein positiver Regulator der viralen Replikation, was
bei der sehr stark verminderten Produktion von Nachkommenviren in Abwesenheit des Prote-
ins deutlich wird (Abb. 4.22, Abb. 4.23). Wie die weiteren Experimente zeigen konnten, wirkt
HoxB7 sehr früh in der Infektion, da ohne das Protein auch eine verminderte Synthese viraler
DNA und mRNA erfolgt (Abb. 4.24). Beide Prozesse könnten zum Teil indirekt durch die
ebenfalls geringere Menge früher viraler Proteine (Abb. 4.25) verursacht werden. Allerdings
kann durch die hier durchgeführten Versuche auch ein direkter Einfluss von HoxB7 auf die
DNA Replikation nicht ausgeschlossen werden. Die reduzierte Synthese früher regulatorischer
Proteine zieht eine ebenfalls geringere Produktion später viraler Strukturproteine nach sich
(Abb. 4.26A). Zusammen bewirken die reduzierten Mengen von frühen und späten Proteinen
eine deutlich geringere Fähigkeit, infektiöse Virusnachkommen zu produzieren.
Im Gegensatz hierzu kann ein Einfluss von HoxB7 auf die subzelluläre Lokalisation von
E1B-55K und E4orf6 weitgehend ausgeschlossen werden (Abb. 4.27). Auch die Assemblierung
der E3-Ubiquitin-Ligase wird nicht durch das Fehlen des zellulären Proteins beeinträchtigt
(Abb. 4.26B). Wie die Ergebnisse dieser Arbeit nahelegen, handelt es sich bei der mit E1B-
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Tabelle 5.1: Mögliche YY1-Bindestellen in den Promotorregionen verschiedener Hox
Gene. Angegeben ist der Beginn der YY1-Konsensussequenz CAAT relativ zum Transkrip-
tionsstart (0), wobei davon 5´-gelegene Bereiche durch negative und davon 3´-gelegene Bereiche
durch positive Zahlen dargestellt werden. Durch + und - in Klammern ist angegeben, auf
welchem DNA Strang das Motiv liegt.

Hox Protein Position (Strang)

HOXA1 -114(+), -73(+), 27(+), 132(+), 187(+), 95(−), 29(−)
HOXA2 80(+), 114(+)
HOXA3 -119(+), -184(+), -34(+), -11(−), 175(−), 113(−)
HOXA4 -194(+), 52(+), -44(−)
HOXA5 -76(+), -24(+), 132(−), 105(−)
HOXA6 -150(+), -92(+)
HOXA7 -85(+), 30(−)
HOXA9 -127(+), 74(−), -58(−), -167(−)
HOXA10 -153(+), 98(+), 108(−), -16(−)
HOXA11 73(−), -55(−), 80(−), -48(−), -138(+), 122(+)
HOXA13 14(+), 132(−), -109(−)
HOXB1 -182(+), -92(+), 7(−), -90(−)
HOXB2 -66(+), 24(+), 109(+), 119(+)
HOXB3 -83(+), 13(+), 187(−), 3(−), -97(+), -1(+), 151(+), 196(−), -155(−), -194(−),

-44(+), -28(−), -136(−)
HOXB4 -72(+), 117(+), 63(−)
HOXB5 -175(+), -70(+), 175(+), 130(−), 103(−)
HOXB6 -173(+), -153(+), -187(−)
HOXB7 -140(+), -57(+)
HOXB8 -33(+)
HOXB9 -117(+), -106(−)
HOXB13 155(+), 185(−), 157(−)
HOXC4 101(+), 68(−), -6(−), -52(−)
HOXC5 -152(+), 74(+), 155(−)
HOXC6 -142(+), -20(+), -16(+), 60(+), 144(+), -158(−), 35(+)
HOXC9 113(+)
HOXC10 -98(+), -85(+), 31(−), -66(−), -180(−)
HOXC11 88(+), -179(−)
HOXC12 185(−), 1(−), -78(−), -150(−), -155(−)
HOXC13 27(−)
HOXD1 19(+), 91(+), 93(−)
HOXD3 -118(+), -17(+), 153(+), -131(−)
HOXD4 32(+), 126(+), 191(−), 146(−), -23(−)
HOXD8 -77(−), -132(−)
HOXD9 165(+), 9(−), -124(−)
HOXD10 -59(+), 197(−)
HOXD11 165(−), -61(−), -172(−)
HOXD12 -192(+), 95(−)
HOXD13 33(+), 86(+), 112(−), 35(−), -193(−)
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55K und der Ligase interagierenden Fraktion von E4orf6 um eine andere, als bei der mit
HoxB7 assoziierten (vgl. 5.2). Da der effiziente Export der späten viralen mRNAs von einer
funktionsfähigen Ligase abhängt (Corbin-Lickfett und Bridge, 2003; Woo und Berk, 2007;
Blanchette et al., 2008), ist dieser Mechanismus damit höchstwahrscheinlich auch nicht durch
das Fehlen von HoxB7 betroffen, müsste aber zur Beantwortung der Frage untersucht werden.
Die beobachtete ineffiziente Produktion von viralen Proteinen und infektiösen Viruspartikeln
in Abwesenheit von HoxB7 sind vermutlich die Folgen einer verminderten Transkriptionsakti-
vierung in der sehr frühen Phase der Infektion, die auf allen Ebenen der Genexpression viraler
Produkte sichtbar sind. So konnte gezeigt werden, dass das zelluläre Protein die Transkrip-
tion der viralen Promotoren in Anwesenheit von E1A aktiviert (Abb. 4.28), wobei sich in dem
durchgeführten Reportergenversuch besonders für die Promotoren E1A und E2 ein starker
Effekt zeigt. Dieser Effekt auf transkriptioneller Ebene konnte durch die HoxB7 Bindung an
verschiedene virale Promotoren in einem Chromatin-Immunpräzipitations Experiment bestä-
tigt werden (Abb. 4.30). Hier konnte eine Interaktion des Transkriptionsfaktors mit der DNA
der Promotoren E1A und E2early, darüber hinaus aber auch des E1B-Promotors beobachtet
werden. Für letzteren konnte kein signifikanter Effekt auf transkriptioneller Ebene gefunden
werden, aber eine Bindung muss nicht zwangsläufig eine nachfolgende Aktivierung mit sich
bringen.
Im Promotorbereich des E1A Proteins liegen mehrere, für die Aktivierung des Gens, wichtige
Sequenzabschnitte, darunter ein Enhancer Element (Hearing und Shenk, 1983). Die Identität
der für die Aktivierung entscheidenden zellulären Transkriptionsfaktoren wurde bislang aber
nicht vollständig aufgedeckt (Berk, 1986). Möglicherweise handelt es sich bei einem dieser
zellulären Transkriptionsfaktoren um HoxB7.
Nachdem das E1A Protein als erstes virales Genprodukt exprimiert ist, ist denkbar, dass in
dieser sehr frühen Phase der Infektion eine Interaktion mit HoxB7 erfolgt, welche die Aktivie-
rung der weiteren frühen viralen Promotoren bewirkt. Die in dieser Arbeit aufgedeckte Bin-
dung von HoxB7 an E1A sowohl in der Transfektion als auch in der Infektion in Abwesenheit
von E4orf6 (Abb. 4.32) sowie der Reportergenversuch (Abb. 4.28) bestätigen diese Theorie.
Nachdem weitere virale Proteine im Verlauf der Infektion exprimiert werden, verändern sich
möglicherweise die Interaktionen von HoxB7 und damit die transkriptionelle Aktivität des
Proteins. Bei der Analyse der Bindung von HoxB7 an die viralen Promotoren nach Infektion
des E4orf6-negativen Virus ist auffällig, dass das zelluläre Protein in Abwesenheit von E4orf6
in der Lage ist, deutlich besser an den E1A-Promotor zu binden (Abb. 4.30). Gleiches gilt für
die Promotoren E1B und pIX. In der Wildtypvirus Infektion ist dagegen keine Bindung von
HoxB7 an den pIX-Promotor zu sehen. Da, wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen konnten,
eine Interaktion zwischen HoxB7 und E4orf6 in der Infektion erfolgt (vgl. 5.2), ist eine Mo-
dulation von HoxB7 durch das virale Protein denkbar. Wenn in der Infektion nach etwa sechs
Stunden das E4orf6 Protein exprimiert ist (Boivin et al., 1999), könnte es z. B. die Expression
von E1A negativ beeinflussen. Auf die mögliche transkriptionelle Regulation durch E4orf6
wird in 5.6 genauer eingegangen.
Neben der Bindung an E4orf6 wurde in dieser Arbeit auch eine Interaktion von HoxB7 mit
E2A und E4orf6/7 identifiziert (Abb. 4.33), wobei die jeweiligen Interaktionen durch ver-
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schiedene, bisher nicht näher analysierte, Wechselwirkungen mit anderen viralen Proteinen
beeinflusst werden. Nach Expression dieser Proteine im Verlauf der Infektion könnte es nun
nicht mehr zur Bindung an E1A sondern verstärkt an die Proteine E2A und E4orf6/7 kom-
men (vgl. 5.3). Dies könnte möglicherweise ebenfalls eine veränderte Aktivität von HoxB7 zur
Folge haben. Der für fast alle Promotoren beobachtete leichte Anstieg der Promotoraktivität
durch Abwesenheit von HoxB7 in der späteren Phase der Infektion (Abb. 4.29) bekräftigt diese
Vermutung. Es ist bekannt, dass die gewebsspezifischen und zeitabhängigen Funktionen der
verschiedenen Hox Proteine durch die Interaktion mit unterschiedlichen Kofaktoren reguliert
werden (Knoepfler und Kamps, 1995; Phelan et al., 1995; Chauvet et al., 2000; Ch’ng und
Kenyon, 1999). Ob es sich bei den viralen Proteinen um Kofaktoren, die die HoxB7 Aktivität
verändern, handelt, müsste in weiterführenden Versuchen analysiert werden.
Es ist anzunehmen, dass die HoxB7-abhängige Initiierung der Expression viraler Promotoren
früh in der Infektion von entscheidenderer Bedeutung ist als die bisher nicht näher identfi-
zierten Funktionen zu späten Zeitpunkten. Während die Reduktion von HoxB7 einen sehr
starken negativen Effekt auf die Promotorakivität früh in der Infektion hat, zieht sie dagegen
zu späten Zeitpunkten nur eine leichte Erhöhung derselben nach sich.
Neben der fehlenden Aktivierung der frühen viralen Promotoren ist der beobachtete De-
fekt in der Virusnachkommenproduktion (Abb. 4.22, Abb. 4.23) in Abwesenheit von HoxB7
höchstwahrscheinlich auch auf die bereits vorher diskutierte fehlende Stabilisierung von E4orf6
zurückzuführen (vgl. 5.2).

Ein Einfluss von Hox Proteinen auf den viralen Lebenszyklus konnte bereits für andere Viren
gezeigt werden. So kann die verstärkte Expression von HoxA5 im Mausmodell die Replikation
des Herpes-Simplex Virus-1 deutlich steigern, was zu einer starken Keratitis der infizierten
Tiere führt (Kadota et al., 1992; Galle et al., 2001; Mitchell et al., 1993).

Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass bedingt durch das Fehlen von HoxB7 in der sehr
frühen Phase der Infektion die Aktivierung der viralen Promotoren vermutlich nicht effizient
ist. Dies führt höchstwahrscheinlich zu einer verminderten Produktion von frühen und späten
viralen Proteinen und daher auch zu einer geringeren Produktion von Nachkommenviren. Um
einen genaueren Einblick in die Mechanismen der HoxB7-vermittelten Transkriptionsregula-
tion während der Virusinfektion zu erlangen, müssen allerdings weitere Versuche durchgeführt
werden. Hierbei ist anzumerken, dass bisher ein indirekter, durch das Fehlen von HoxB7
verursachter, Effekt nicht ausgeschlossen werden kann.

Unter Einbezug der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bezüglich der Interaktionen von
HoxB7 mit E4orf6, E1A, E2A und E4orf6/7 sowie der Untersuchungen zur Funktionalität
dieser Interaktionen, kann ein Modell der HoxB7 Funktionen im Verlauf der Virusinfektion
aufgestellt werden (Abb. 5.1).
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Abbildung 5.1: Schema zur Funktion von HoxB7 in der adenoviralen Infektion. Dar-
gestellt sind die vermuteten Funktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Infektionsverlauf.
Eine Erklärung ist dem Text zu entnehmen.
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5.6 E4orf6 als potentieller Transkriptionsregulator

Der Anteil des während der Infektion in der Zelle exprimierten E1B-55K, der mit E4orf6 und
dem Ligasekomplex interagiert, beträgt mehr als 95% und das E1B-55K Protein erhält seine
Funktionen hauptsächlich durch diese Interaktion (Woo und Berk, 2007; Harada et al., 2002).
Anders ist dies bei dem E4orf6 Protein, von dem in der Infektion maximal 50% mit E1B-55K
assoziiert sind (Cutt et al., 1987; Ornelles und Shenk, 1991; Smiley et al., 1990). Es wird da-
her angenommen, dass unterschiedliche funktionelle Formen von E4orf6 existieren (Rubenwolf
et al., 1997), welche durch die Interaktion mit verschiedenen zellulären Interaktionspartnern
ermöglicht werden. So ist auch, wie die Untersuchung von verschiedenen E4orf6 Mutanten
zeigen konnte, die Fähigkeit von E4orf6, die Relokalisation von E1B-55K in den Zellkern zu
gewährleisten, von der Fähigkeit, eine prouktive Infektion zu unterstützen, unabhängig (Or-
lando und Ornelles, 2002). Eine weitere lange bekannte, von E1B-55K-unabhängige, Funktion
von E4orf6 ist darüber hinaus die Regulation des Spleißens der späten viralen RNAs sowie ihre
Stabilisierung im Zellkern (Nordqvist et al., 1994; Öhman et al., 1993; Imperiale et al., 1995).
Darüber hinaus ist E4orf6 unabhängig von E1B-55K in der Lage, mit p53 zu interagieren und
das zelluläre Protein zu inaktivieren (Dobner et al., 1996).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Fraktion von E4orf6, die nicht mit E1B-55K
und dem Ligasekomplex assoziiert ist, mit HoxB7 interagiert (vgl. 5.2). Wie weiterhin gezeigt
werden konnte, beeinflusst die Expression von E4orf6 die Aktivität der viralen Promotoren
E1A, E2late, pIX und MLP (Abb. 4.31). Dabei kommt es bei den Promotoren E1A und E2late
zu einer Reduktion, bei den Promotoren pIX und MLP zu einer verstärkten Aktivität in An-
wesenheit des viralen Proteins. Damit scheint E4orf6 die Transkription der frühen viralen
Promotoren zu reprimieren, während es die der späten teilweise fördert. Bereits in früheren
Studien konnte gezeigt werden, dass die Proteine der E4-Region für den Übergang von der
frühen zur späten Phase der Infektion nötig sind (Nordqvist et al., 1994). Es ist denkbar, dass
ein Einfluss von E4orf6 durch die Regulation der Transkription vorliegt. Möglicherweise ver-
hindert die Interaktion von E4orf6 mit HoxB7 dessen Bindung an E1A, was die Aktivierung
der frühen viralen Promotoren verhindert und damit deren Abschalten bewirkt.
Die E4orf6-abhängige Regulation der Transkription viraler RNAs erfolgt scheinbar zumindest
teilweise durch die Beeinflussung der Bindung von HoxB7 an die Promotorregionen der frü-
hen viralen Transkriptionseinheiten, wie die Ergebnisse der Chromatin-Immunpräzipitation
nahelegen (Abb. 4.30). Auf die Bindung von HoxB7 an den E1A-Promotor hat E4orf6 dabei
einen negativen Effekt, wodurch auch dessen Aktivität negativ beeinflusst wird (Abb. 4.31).
Dies wird weiterhin bei der Analyse der mRNA (Abb. 4.24) und Proteinsynthese beobachtet
(Abb. 4.25). Die Vermutung, dass E4orf6 einen negativen Einfluss auf die E1A Expression hat,
wird durch die Ergebnisse früherer Versuche bezüglich des Vergleichs der E1A Proteinmenge
in BRK Zellen untermauert. Dabei konnte in ABS Zellen, die die viralen Proteine E1A, E1B-
55K und E4orf6 exprimieren, weniger E1A Protein als in AB Zellen, welche nur E1A und
E1B-55K enthalten, detektiert werden. Eine Erklärung hierfür konnte nicht gefunden werden
(Nevels et al., 1999a).
Eine weitere Beobachtung, die für eine Rolle von E4orf6 in der Transkriptionskontrolle spre-
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chen könnten, ist die anhand von Computermodellen errechnete Tertiärstruktur von E4orf6.
Die Anordnung von möglicherweise Zink-bindenden Aminosäuren in dem viralen Protein, äh-
nelt dem Zink-bindenden Element des Transkriptionsaktivators Gal4 der Hefe (Flint und Gon-
zalez, 2003). Darüber hinaus konnte kürzlich ein Einfluss von E4orf6 auf die Transaktivierung
des humanen Parovirus B19 in Endothelzellen beobachtet werden. Die Autoren gehen hier-
bei von einer neuen, bisher nicht näher charakterisierten, Funktion des E4orf6 Proteins aus,
da die Transaktivierung hauptsächlich auf transkriptioneller Ebene stattfand (Pozzuto et al.,
2011). Auch die Funktionen der im Hefe-Zwei-Hybrid Experiment gefundenen E4orf6 Interak-
tionspartner sowie eines weiteren funktionell mit E4orf6 verbundenen Proteins, RUNX-1, im
RNA Methabolismus und der Transkription lassen einen Einfluss von E4orf6 hierbei vermuten
(Thebault et al., 2000; Gautier et al., 2005; Al-Maghrebi et al., 2002; Corbi et al., 2010; Ito,
2004; Speck et al., 1999; Marshall et al., 2008).

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit damit eine neue Funktion des E4orf6 Proteins
an, zur Identifizierung der Rolle dieses viralen Proteins bei der Regulation der Transkription
sind aber weitere Untersuchungen nötig.

5.7 Einfluss von HoxB7 und PML in der Adenovirus-vermittel-

ten Transformation

Die Funktionen der adenoviralen Proteine in der Transformation beruhen auf deren Wechsel-
wirkung mit unterschiedlichen Interaktionspartnern zur Modulation zellulärer Mechanismen
in der produktiven Infektion. Dabei führen die Interaktionen von E1A mit wichtigen regu-
latorischen Proteinen wie z. B. pRB zur Aktivierung von zellulären Genen, die die Zellzy-
klusprogression vorantreiben (Cress und Nevins, 1996b; Frisch und Mymryk, 2002; Ferrari
et al., 2008, 2009). Die zusätzliche Expression von E1B-55K bewirkt durch Inaktivierung von
p53 (Sarnow et al., 1982a; Kao et al., 1990; Yew et al., 1994; Martin und Berk, 1998, 1999;
Endter et al., 2001, 2005) eine vollständige Transformation (van der Eb und Zantema, 1992).
Allerdings trägt auch die Modulation der Proteine Mre11, Daxx und PML durch das vira-
le Protein zur Transformation der Zellen bei (Härtl et al., 2008; Sieber und Dobner, 2007;
Schreiner et al., 2010; Wimmer et al., 2010a). Wie mehrere Studien der letzten Jahre zeigen
konnten, besitzt das E4orf6 Protein die Fähigkeit diese durch E1A und E1B-55K induzierte
Transformation zu verstärken. Die so transformierten Zellen gewinnen zusätzliche, mit onko-
gener Transformation asoziierte, Eigenschaften (Moore et al., 1996; Nevels et al., 1999a,b).
Hierbei wurde die Onkodomäne im E4orf6 Protein als ausreichend für die Verstärkung der
Transformation identifiziert (Nevels et al., 2000).
Aufgrund der in dieser Arbeit aufgedeckten Interaktion mit der Onkodomäne von E4orf6
(vgl. 4.2, 4.7) könnten sowohl HoxB7 als auch PML an der E4orf6-vermittelten verstärkten
Transformation primärer Rattenzellen beteiligt sein. Darüber hinaus sind beide Proteine in
die Tumorentstehung involviert.
So gibt es zahlreiche Hinweise für eine wichtige Rolle von Hox Proteinen bei der Tumorent-
stehung. Auch für HoxB7 wird eine Rolle bei der Entstehung von Melanomen sowie Brust-
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und Eierstockkrebs diskutiert (vgl. 1.3). Dabei fällt es jedoch zunächst schwer, die normalen
Funktionen der Hox Proteine in der Emryogenese mit ihrer Rolle bei der Tumorentstehung in
Einklang zu bringen. Allerdings scheint ein enger Zusammenhang zwischen Tumorgenese und
Embryogenese zu existieren, da die Charakteristika von Tumor- und embryonalen Zellen wie
die Fähigkeit der Zellmigration, Invasion und verstärkte Mitoseraten überlappen (Maulbecker
und Gruss, 1993; Salomon und Lewis, 2004).
In den Tumorzellen zeigen die Hox Proteine eine veränderte Expression gegenüber den Aus-
gangszellen, aber bislang ist nicht zweifelsfrei geklärt, ob dies der Auslöser oder nur eine Folge
der Transformation ist (Abate-Shen, 2002). HoxB7 scheint durch die miRNA-196a in norma-
len Zellen weitgehend reprimiert zu werden, während das Protein in Melanomen durch Fehlen
der Repression stark exprimiert wird (Braig et al., 2010). Auch in Tumorzelllinien und pri-
mären Tumoren anderer Gewebe ist das Protein verstärkt exprimiert (Care et al., 1996; Naora
et al., 2001). Interessanterweise konnte auch in dieser Arbeit in mit adenoviralen Onkogenen
transformierten Rattenzellen eine, gegenüber den primären Zellen, erhöhte Expression identi-
fiziert werden (Abb. 4.34). Diese wird vermutlich durch die Induktion der HoxB7 Expression
durch E1A ausgelöst (vgl. 5.4). Darüber hinaus konnte der in dieser Arbeit gefundene Einfluss
von HoxB7 auf die virale Infektion (vgl. 5.5) auch für die Transformation teilweise bestätigt
werden (Abb. 4.19). Dabei kann der mit HoxB7 interagierende Bereich im E4orf6 Protein auf
die Aminosäuren 224 bis 248 eingegrenzt werden, da nur in dieser Deletionsmutante eine Re-
duktion der Focus Zahl zu sehen ist. Allerdings umfasst dieser Abschnitt des viralen Proteins
die amphipatische �-Helix. Der Verlust der Funktion dieses E4orf6 Proteins könnte durch die
Deletion der Helix und einer vollständig veränderten Struktur des Proteins erklärt werden.
Entgegen den Angaben in der Literatur (Maulbecker und Gruss, 1993) zeigt HoxB7 alleine
hier jedoch kein transformierendes Potential. Eine mögliche Ursache könnten unterschiedli-
che Versuchsbedingungen sein, da in dem beschriebenen Experiment nicht Ratten- sondern
Mauszellen verwendet wurden, die bereits „vortransformiert“ sind. Das bedeutet, dass ein zu-
sätzliches Onkogen die Zellen sehr stark transformieren kann. In dieser Studie zeigte sich
darüber hinaus ein Unterschied der Transformationseffizienz von HoxB7 verglichen mit dem
SV40 large T-Antigen, welches in der Lage ist, die Zellen deutlich besser zu transformieren. In-
teressanterweise zeigt sich in dem in dieser Arbeit durchgeführten Transformationsexperiment
eine Reduktion der Zahl transformierter Zellen durch die Koexpression von HoxB7 mit den
adenoviralen Onkogenen in allen Ansätzen (Abb. 4.19). Eine im Verlauf der Embryonalent-
wicklung veränderte Expression von HoxB7 in der Niere und ein Einfluss auf die Etablierung
der Strukturen dieses Organs hierdurch sind bekannt (Argao et al., 1995). Auch in adulten hu-
manen Nierenzellen ist HoxB7 exprimiert (Cillo et al., 1992). Für manche Hox Proteine konnte
eine veränderte Expression in Nierentumoren im Vergleich zu den Ursprungszellen gefunden
werden, dabei erfogt für mache ein verstärkte, für andere eine verminderte Expression (Cillo
et al., 1992). Leider gibt es keine Angaben, ob es eine Veränderung der HoxB7 Expression in
Tumoren dieses Organs gibt. Auch für die Expression in Rattenzellen liegen keine genaueren
Daten bezüglich der HoxB7 Expressionsspiegel vor.
Durch die verstärkte Expression von HoxB7 in den transformierten Rattenzellen in dieser
Arbeit ist eine vermehrte Interaktion des zellulären Proteins mit E1A denkbar, welche mög-
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licherweise die Funktion von E1A beeinträchtigt. Allerdings steht die vorher beschriebene
Induktion der HoxB7 Expression durch E1A im Widerspruch zu der beobachteten Reduktion
der Zahl transformierter Zellen, die molekulare Grundlage dieser Beobachtung sollte daher in
weiteren Versuchen untersucht werden. Ebenso sollte ein Einfluss weiterer Hox Proteine auf
die Transformation durch adenovirale Onkogene untersucht werden, da möglicherweise das
Expressionsmuster der verschiedenen Proteine insgesamt eine Rolle für die Transformation
spielt.

Aber auch die Rolle von PML bei der E4orf6-vermittelten Transformation wird durch die
Ergebnisse dieser Arbeit deutlich. Die Beobachtung, dass E4orf6 Punktmutanten, die eine
reduzierte Bindung an PML aufweisen, eine reduzierte Zahl transformierter Zellen hervor-
bringen (Abb. 4.40), spricht für eine Abhängigkeit der Transformation von diesem zellulären
Protein. PML Proteine spielen bei der Tumorgenese eine Rolle, da sie als Tumorsuppressor
wirken und in verschiedenen Tumoren fehlreguliert sind (Koken et al., 1995; Salomoni und
Pandolfi, 2002; Gurrieri et al., 2004a,b; Scaglioni et al., 2006; Salomoni et al., 2008; Rugge-
ro et al., 2000). Weiterhin sind sie die Hauptkomponenten der PML-NBs, an denen weitere
wichtige Tumorsuppressor Proteine lokalisieren (Pearson et al., 2000; van Damme et al., 2010).

Interessanterweise zeigt ein Vergleich der E4orf6 Proteine verschiedener Adenovirustypen weit-
gehende Übereinstimmungen der vermutlich mit HoxB7 und PML interagierenden Aminosäu-
ren (Abb. 5.2). Die Einführung von Punktmutationen an hoch konservierten Aminosäurepo-
sitionen im Bereich der Aminosäuren 224 bis 248 könnte genaueren Einblick in den HoxB7
Interaktionsbereich liefern. Auch die Mutation der Aminosäure 289, die in den verschiedenen
Adenoviren sehr hoch konserviert ist, zusammen mit den Mutationen an Position 288 und 290
könnte einen vollständigen Verlust der Bindung an PML verursachen. Diese E4orf6 Mutanten
sollten erneut in Transformationsexperimenten untersucht werden.

248

B1_Ad16
B2_Ad34
E_Ad4
D_Ad9
C_Ad5
A_Ad12
F_Ad40

298
299
239
292
294
291
289

204
204
144
194
204
194
195

224 290288

HoxB7 PML

Abbildung 5.2: Vergleich der E4orf6 Proteinsequenz verschiedener Adenoviren. Kon-
servierte Aminosäuren sind entsprechend ihrer prozentualen Übereinstimmung farblich unter-
legt (aus Cheng et al., 2011). Die möglichen, mit HoxB7 und PML interagierenden, Bereiche
sind dargestellt, die Positionsangaben beziehen sich hierbei auf die Aminosäuren des HAdV5.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass sowohl HoxB7 als auch PML
eine wichtige Rolle bei der Adenovirus-vermittelten Transformation spielen, aber auch ein
Einfluss anderer, bisher unbekannter E4orf6 Interaktionspartner ist denkbar. Die Daten liefern
damit die Grundlage für weitere Untersuchungen zur Aufklärung der Mechanismen der viralen
Transformation und Onkogenese.
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