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Zusammenf assung

Hap46 ist ein multifunktionales Protein, welches tiber direkte Bindungspartner oder indirekt,
iiber hsc70 als Briickenprotein, auf zelluldre Vorgdnge wie Apoptose, Transkription, Signal-
transduktion und Proliferation einwirken kann. Zudem fungiert es als Co-Chaperon von hsc70.
Um die vielfdltigen Funktionen von Hap46 innerhalb der Zelle besser verstehen und einordnen
zu konnen, vor allem im Hinblick darauf, dafs Hap46 bei vielen Tumorarten eine verdnderte
Expression aufweist, wurde in der vorliegenden Arbeit die Interaktion von Hap46 mit dem
Chaperon hsc70, mit DNA und mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun ndher untersucht.

Auf einer hervorstehenden Protuberanz der ATPase-Doméne von hsc70 konnten fiir die Bin-
dung an Hap46 wichtige Aminosiuren identifiziert werden: Glutamin® und Lysin®®. Inter-
aktionsregionen von hsc70 auf Hap46 wurden durch Analyse membrangebundener Peptide
identifiziert. Der quantitative Beitrag dieser Interaktionsregionen wurde mittels Elisa-Analy-
sen mit gekoppeltem hsc70 und Deletionsmutanten von Hap46 tiberpriift. Es zeigte sich, dafs
aufler dem C-Terminus von Hap46, welcher fiir die Bindung an hsc70 essentiell ist (BAG-
Domane), auch die N-terminalen ersten zehn Aminosduren einen wesentlichen Beitrag fiir die
Interaktion der beiden Proteine leisten. Diese N-terminalen Aminosduren sind essentiell fiir die
DNA-Bindung von Hap46. Mutationsanalysen des DNA-Bindungsmotivs mit anschliefiender
Uberpriifung des Bindungsverhaltens iiber Gel-Retardationsassays ergaben, daf die beiden

mittleren Aminosduren zweier basischer Tripletts, das Lysin3 und Arginin7

, zZusammen mit
den jeweils benachbarten Aminosduren eine wichtige Rolle spielen. Die Bindung von Hap46 an
DNA zeigte zudem eine hohe Flexibilitat, die dann zum Tragen kommt, wenn Hap46 aufSer mit
DNA mit anderen Proteinen interagiert. So konnte ebenfalls in Gel-Retardationsassays nachge-
wiesen werden, dafs an DNA gebundenes Hap46 immer noch mit c-Jun interagieren kann. Dies
ist insofern von Bedeutung, da die DNA-Bindungsregion von Hap46 als eine wichtige Inter-
aktionsplattform von c-Jun identifiziert wurde. Mittels Elisa-Analysen wurde gezeigt, dafs sich
die Affinitidt der Deletionsmutante Hap46AN16, bei der die ersten 16 Aminosduren von Hap46
deletiert sind, zu c-Jun um 60% verringerte. Umgekehrt konnten iiber Analyse membrangebun-
dener Peptide Interaktionsregionen von Hap46 auf c-Jun identifiziert werden. Diese umfassen
die DNA-Bindungsdomaéne von c-Jun, den Leuzin-Zipper und die JNK-Binderegion. Letztere
Region wurde hierbei ndher untersucht, wobei iiber Mutationsanalysen die Aminosduren Ly-
sin an den Positionen 32, 35, 50 und 56, und Arginin an Position 54 als fiir die Bindung an
Hap46 notwendig identifiziert wurden. Obwohl die Bindungsregionen von Hap46 und JNK
auf c-Jun identisch sind, beeintrachtigt die Bindung von Hap46 an c-Jun in vitro die Phospho-
rylierung durch JNK nicht. In vivo weisen jedoch vorldufige Daten darauf hin, daf Hap46 die

c-Jun abhédngige Transkription reprimiert.






Abstract

Hap46 is a multifunctional protein that contributes to many cellular processes, like apoptosis,
transcription, and proliferation, by interacting either directly with other molecules or indirect-
ly, with hsc70 as a bridging protein. In addition, it also functions as a co-chaperone for hsc70.
Especially since Hap46 is known to have an altered expression in many tumors, the interaction
of Hap46 with the chaperone hsc70, with DNA, and with the transcription factor c-Jun was
examined in more detail to obtain a deeper understanding of the various roles of Hap46 in
the processes inside a cell. On a prominent protuberance within the ATPase-domain of hsc70
amino acids were identified that are important for the interaction with Hap46: glutamin® and
lysin®. Furthermore, by means of analysis of membrane-bound peptides, interaction regions of
hsc70 on Hap46 were identified. The quantitative contribution of these interaction regions were
examined by applying the Elisa-technique with coupled hsc70 and using deletion-mutants of
Hap46. It was shown that not only the C-teminal part of Hap46 (BAG-domain), that is essential
for hsc70 binding, but also the N-terminal first ten amino acids have a substantial contributi-
on to the interaction of the two proteins. These N-terminal amino acids are essential for the
DNA-binding of Hap46. Mutational analyses of the DNA-binding motif with subsequent ex-
amination of the binding by gel-retardation-assays showed that the lysin® and the arginin’,
together with their neighboring amino acids contribute strongly to the binding to DNA. Fur-
thermore, these amino acids show a high flexibility by the interaction with DNA. This flexibility
is important if Hap46 interacts simultaneously with DNA and other proteins. So it was shown,
also in gel-retardation-analyses, that Hap46 bound to DNA is still able to interact with c-Jun.
This in so far of relevance as the DNA-binding region of Hap46 could be identified as an im-
portant interaction platform for c-Jun. Using the Elisa-technique it was shown that the affinity
for the deletion mutant Hap46AN16, a variant of Hap46 missing the first 16 amino acids, to
bind to c-Jun was reduced by 60%. Vice versa, analyses of membrane bound peptides identi-
fied interaction regions of Hap46 on c-Jun. These include the DNA-binding domain of c-Jun,
the Leucin-Zipper, and the JNK docking-site. Mutational analyses of the last showed that lysin
at positions 32, 35, 50, and 56, and arginine, at position 54, are important for the interaction
with Hap46. Although the binding regions of Hap46 and JNK on c-Jun are identical, Hap46
does not hinder the JNK-dependent phosphorylation of c-Jun in vitro. However, preliminary

data suggest that Hap46 reduces c-Jun dependent transcription in vivo.






Einleitung

Das ubiquitdr exprimierte Hap46 ist ein multifunktionales Protein, welches bei der Modula-
tion vielfdltiger zelluldrer Prozesse beteiligt ist. Hap46 kann mit verschiedensten Molekiilen
direkt oder indirekt interagieren und so zur Regulation von Apoptose, Transkription, Signal-
transduktion, Proliferation und der zelluldren Streflantwort beitragen. Zum einen lassen sich
viele dieser pleiotropen Effekte von Hap46 durch Interaktion mit molekularen Chaperonen
der hsp70/hsc70-Familie erkldren, zum anderen existieren verschiedene Isoformen des hsc70-
assoziierten Proteins, mit teilweise unterschiedlichen Eigenschaften. Da Hap46 bei vielen hu-
manen Krebsarten eine verdnderte Expression aufweist, wird die Aufklarung der molekularen

Mechanismen, die von Hap46 beeinflufst werden, besonders wichtig.

1.1 Identifikation und Klonierung von Hap/BAG-1

Hap46/BAG-1M wurde von drei Arbeitsgruppen bei der Suche nach Interaktionspartnern fiir
die jeweiligen Proteine, die im Mittelpunkt deren Forschung standen, unabhingig voneinan-
der entdeckt [125, 107, 5]. Gehring et al. [125, 126] konnten bei der Durchsuchung einer hu-
manen Expressions-Bank aus Leber mit dem aus Sf9-Insektenzellen gewonnenen aktivierten
Glukokortikoid-Rezeptor eine 1322bp lange cDNA identifizieren und klonieren, welche fiir
ein Protein mit einer Lange von 274 Aminosduren kodiert. Das gefundene Protein wurde zu-
erst RAP46 benannt, was fiir Rezeptor-assoziiertes Protein mit einer apparenten Grofie von 46
kDa steht (GeneBank accession no. Z35491). Da sich bei weiteren Versuchen jedoch das Hit-
zeschockprotein hsp70/hsc70 als ein bedeutender Interaktionspartner herausstellte, wurde die
Bezeichnung hsp70/hsc70-assoziiertes Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von
46 kDa (Hap46) eingefiihrt. Zeitgleich dazu durchsuchten Takayama et al. [107] eine Maus-
Embryo cDNA-Bank mit dem anti-apoptotischen Protein bcl-2 und fanden eine cDNA, welche

fiir ein Protein mit 219 Aminoséduren kodiert. Nach Uberexpression in Zellen, wurde festge-
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stellt, daf3 diese weniger auf apoptotische Stimuli ansprachen, daher wurde der Name bcl-2
assoziiertes Athanogen gewdhlt (aus dem griechischen athanatos: gegen den Tod). Bardelli
et al. [5] konnten beim Durchsuchen der gleichen Datenbank mit dem Plasma-Membran-Re-
zeptor des Hepatocyten Wachstumsfaktors dhnliche Sequenzen wie Takayama et al. klonieren.
Das murine BAG-1 (mBAG-1) zeigt eine grofie Ubereinstimmung zu Hap46, bis auf 55 weitere
Aminosduren, welche nur im humanen Protein vorhanden waren. Das von mehreren Arbeits-
gruppen klonierte humane Homolog zu Hap46, wurde als BAG-1M (GeneBank accession no.

583171) bezeichnet, und weist eine 100% Ubereinstimmung mit Hap46 auf [104].

1.2 Die molekulare Organisation von Hap/BAG-1

1.2.1 Vom Gen zum Protein

Das Gen fiir das humane BAG-1 konnte auf Chromosom 9p12 durch Fluoreszenz-in situ-Hy-
bridisierung mit Cosmid-Klonen von hBAG-1 lokalisiert werden. Diese Region wird mit erb-
lich bedingten Krankheiten in Verbindung gebracht, die Storungen des programmierten Zell-
tods wihrend der Entwicklung aufweisen. So werden zum Beispiel bei der kutanen Syndak-
tylie die Hautfalten zwischen den einzelnen Fingern nicht zuriickgebildet und beim Cryp-
tophthalamos-Syndrom unterbleibt die Ausbildung der Augenliedspalte, die normalerweise
durch programmierten Zelltod wahrend der Entwicklung entsteht. Das humane BAG-1 Gen
enthélt sieben Exons und hat eine Lange von 10 kb [104]. Von einer einzigen transkribierten
mRNA, mit einer ungefdhren Lange von 1,5 kb werden aufSer Hap46/BAG-1M noch drei wei-
tere Varianten, Hap50/BAG-1L, Hap33/BAG-1S und Hap29/BAG-1S iiber alternative Trans-
lationsinitiation, d.h. durch Verwendung unterschiedlicher Startcodons, fiir die Translation ge-
neriert. So teilen sich die Isoformen von Hap/BAG-1 gleiche carboxyterminale Enden und
die ldngeren Isoformen weisen individuelle aminoterminale Sequenzen auf (Abb. 1.2.1). Es
gibt 7 potentielle Startcodons fiir die Translationsinitiation der Hap-Isoformen, welche sich
im gleichen Leseraster befinden. Die Translation der Isoformen Hap46/BAG-1M, Hap33/-
BAG-1S und Hap29/BAG-1S wird an drei kanonischen AUG Startcodons (AUG;, AUG, und
AUG3) initiiert, wohingegen das stromaufwirts gelegene CUG (CUG;), eines von vier nicht-
kanonischen Startcodons (CUG; bis CUGy), fiir die Translationsinitiation von Hap50/BAG-1L
zur Verfiigung steht. Allerdings ist das erste kanonische Startcodon, AUG;, in der murinen
Sequenz nicht konserviert, daher fehlt bei Mdusen die Isoform Hap46/BAG-1M [120, 74, 105].

Mafigeblich unterscheiden sich die Isoformen durch ihr Molekulargewicht. Die langste Iso-
form Hap50/BAG-1L hat 345 Aminosduren und aufgrund ihres Arginin-reichen aminotermi-
nalen Bereiches, der allen iibrigen Isoformen fehlt, einen isoelektrischen Punkt von 8,3. Die
drei kiirzeren Isoformen Hap46/BAG-1M mit 274 Aminosduren, Hap33/BAG-1S mit 230 Ami-
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611 128 82 113 107 62 283
1300 | 1535 | 2053 | 2005 | 873 | 585
Mo e E S
T?I;ﬁ, ‘ ‘ E1 | E2 |E3| E4 |E5 |E6| E7 ‘ ‘A(n)
L |TA:JG1 LXUG3
UGy AUG, Stop
Isoformen von Hap/BAG-1
Hap29 | | 207 As
Hap33 | | 230 AS
Hap46 | | 274 A5
Hap50 | | 345 As

ABBILDUNG 1.2.1. Hap/BAG-1- vom Gen zum Protein: Das Gen fiir Hap/BAG-1 besteht aus 7 Exons
(E1 bis E7). Die jeweiligen Langen der einzelnen Exons und Introns sind angegeben. Ausgehend von
einer einzigen mRNA mit einer ungefdhren Lange von 1,5 kb werden {iber Translationsinitiation an 4
verschiedenen Startcodons unterschiedlich lange Isoformen von Hap/BAG-1 gebildet (Hap29/BAG-1S,
Hap33/BAG-1S, Hap46/BAG-1IM und Hap50/BAG-1L).

Isoform Startcodon Lingein AS apparentes Mo- berechnetes Mo- berechneter

lekulargewicht lekulargewicht IEP

(kDa) (kDa)

Hap50/BAG-1L  CUG, 345 50 39 8,3
Hap46/BAG-IM  AUG; 274 46 31 5,1
Hap33/BAG-1S  AUG, 230 33 26 5.2
Hap29/BAG-1S  AUG; 207 29 23 56

TABELLE 1.2.1. Isoformen von Hap/BAG-1 mit jeweiligen synonymialen Bezeichnungen, Startcodon
der Translation, Anzahl der Aminosduren, apparentem und berechnetem Molekulargewicht sowie dem

errechneten isoelektrischen Punkt.
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nosduren und Hap29/BAG-1S mit 207 Aminosduren weichen von dem errechneten pl von 5,1

kaum ab. In Tabelle 1.2.1 sind diese Daten nochmals zusammengefafst.

Normalerweise werden Proteine iiber Cap-abhidngige Translation generiert, wobei die 40S ribo-
somale Untereinheit, die das am 5’-Ende gekoppelte 7-Methylguanosin (Cap) erkennt und un-
ter Mitwirkung weiterer Faktoren an diese Struktur bindet, an der mRINA entlang gleitet bis sie
auf ein Startcodon trifft. Dieses ist meistens ein AUG, das fiir Methionin kodiert, aber in man-
chen Fillen, zum Beispiel fiir c-Myc, Int2 oder Hck, konnen auch ACG, CUG oder GUG diese
Funktion tibernehmen. Damit der Préinitiationskomplex das Startcodon gut erkennen kann, ist
dies in einer geeigneten Sequenz, der sogenannten Kozak-Sequenz (GCCA/GCCAUGG) ein-
gebettet [101]. Fiir die Translation der reichlich vorhandenen Isoform Hap33/BAG-1S miifite
ein an der mRNA scannendes Ribosom zwei AUG und mehrere CUG Startcodons, manche im
Leseraster und mit geeigneter Kozak-Sequenz, iibergehen; dies wire jedoch ein eher seltenes
Ereignis. Proteine, deren mRNA’s eine lange (iiber 300 nt), stark strukturierte 5’-untranslatierten
Region mit mehreren Startcodons aufweisen, werden daher iiber einen alternativen Mechanis-
mus, der IRES-abhédngigen Translation, gebildet. Hierbei erfolgt die Assemblierung des Préin-
itiationskomplexes direkt an der internen Bindestelle fiir Ribosomen (IRES), unabhidngig von
der Cap-Struktur [17, 114, 36]. Fiir eine effiziente Aktivitdt der IRES Aktivitdt von Hap/BAG-1
sind unter anderem PTB (Polypyrimidine tract binding protein) und PCBP1 (poly r(C) binding
protein 1) notwendig, welche die Funktion der IRES in vitro und in vivo stimulieren. Interessan-
terweise wird die Translation iiber diesen Mechanismus — im Gegensatz zur Cap-abhédngigen
Translation — auch bei Hitzestres und wahrend der Apoptose aufrechterhalten, was erkldren
konnte, warum die Expression von Hap/BAG-1 Proteinen unter solchen Bedingungen stattfin-
den kann [77].

1.2.2 Die BAG-Domiine

Die minimale BAG-Domaéne mit circa 70 Aminosduren ist innerhalb der Familie der BAG-
Proteine evolutiondr konserviert und erlaubt die Interaktion mit Chaperonen der hsp70/hsc70-
Familie (Hitzeschockproteine mit einer relativen molekularen Masse von 70 kDa). So konnten
Homologe unter anderem in Hefe (Saccharomyces cerevisiae), Invertebraten (Caenorhabditis
elegans, Drosophila), Amphibien (Xenopus laevis), Sdugetieren (Mensch, Maus) und Pflanzen
(Arabidopsis thaliana, Oryza sativa) gefunden werden. Beim Menschen wurden bislang fol-
gende sechs verschiedene Mitglieder identifiziert: BAG-1/Hap, BAG-2, BAG-3 (CAIR-1, Bis),
BAG-4 (SODD), BAG-5 und BAG-6 (Scythe, BAT3). Die N-terminalen Regionen dieser BAG-
Doménen Proteine sind allerdings vollstdndig unterschiedlich [9, 106, 95]. NMR Analysen zeig-
ten, dafy die BAG-Domaéne aus drei antiparallelen a-Helices besteht, wovon Helix 2 und 3 zur
direkten Interaktion mit hsp70/hsc70 beitragen [9, 96] (siehe Abb. 1.2.2)
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41

81

121

161

201

241

281

321

— Hap50
LAQRGGARRPRGDRERLGSRLRALRPGREPRQSEPPAQRG

—> Hap46
PPPSRRPPARSTASGHDRPTRGAAAGARRPRMKKKTRRRS

— Hap33
TRSEELTRSEELTLSEEATWSEEATQSEEATQGEEMNRSQ

— Hap29
EVTRDEESTRSEEVTREEMAAAGLTVTVTHSNEKHDLHVT

SOOGSSEPVVQDLAQVVEEVIGVPQSFOKLIFKGKSLKEM

ETPLSALGIQDGCRVMLIGKKNSPQEEVELKKLKHLEKSV
— 2 75, E—

EKIADQLEELNKELTGIQQGFLPKDLQAEALCKLDRRVKA
| | Helix-2

TIEQFMKILEEIDTLILPENFKDSRLKRKGLVKKVQAFLA
| I

ECDTVEQNICQETERLQSTNFALAE

Helix-3 |

-

B potentielle Kernimport-Sequenz O ubiquitin-dhnliche Doméne
H DNA-Bindungsdoméne B BAG-Domine

B saure Hexapeptid-Wiederholungen

ABBILDUNG 1.2.2.

Hap/BAG-1 wurden in der angegebenen Aminosduresequenz und in Balkenmodellen von Hap/BAG-1
farbig gekennzeichnet. Die Pfeile in der Aminosduresequenz geben den Anfang der jeweiligen
Hap-Isoform an. Potentielle Kernimportsequenz (lila), DNA-Bindungsdomane (lachs), saure Hexapep-

tid-Wiederholungen (griin), Ubiquitin-dhnliche Doméne (gelb), BAG-Doméne (blau) mit den 3 a-Helices

(dunkelblau).

Proteindoménen von Hap/BAG-1: Die verschiedenen Proteindoménen von

345 AS
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1.2.3  Weitere charakteristische Bereiche von Hap/BAG-1

Die Hap/BAG-1 Isoformen weisen aufier der C-terminalen BAG-Doméne noch weitere cha-
rakteristische Bereiche auf. Alle Isoformen von Hap/BAG-1 besitzen eine Ubiquitin-dhnliche
Doméne (siehe Abb. 1.2.2) Ubiquitin ist ein kleines Protein, welches mittels der E3-Ligasen ko-
valent an andere Proteine binden kann und sie so fiir den proteasomalen Abbau markiert.
Die Ubiquitin-dhnliche Doméne in Hap/BAG-1 weist ein konserviertes Lysin (Position 195
der Hap50 Isoform) auf, dessen Aquivalent in Ubiquitin fiir die kovalente Bindung weiterer

Ubiquitin-Molekiile verantwortlich ist, um so Multi-Ubiquitin-Ketten auszubilden.

Hap/BAG-1 wird ebenfalls ubiquitinyliert, ist aber eher ein stabiles Protein. Daher ist es un-
wahrscheinlich, dafi es im allgemeinen ein Ziel fiir die Degradation {iber das Ubiquitin/Prote-
asom-System darstellt. Andere Proteine mit Ubiquitin-dhnlichen Doménen sind fiir die Regu-
lation des Ubiquitin-Systems zustdndig. Und auch fiir Hap/BAG-1 konnte eine Interaktion mit
den E3-Ligasen CHIP und Siah-1, und eine Stimulation der CHIP vermittelten Ubiquitinylie-
rung von Substraten gezeigt werden [21, 55, 1, 98]. Unter anderem wird die Ubiquitin-dhnliche
Domdine fiir die Bindung an das 26 S Proteasom benétigt, und stellt somit eine Verbindung des

Proteasoms mit hsc70 Hitzeschock-Proteinen fiir einen erleichterten Abbau von Proteinen her
[21, 55].

Die humanen Isoformen Hap46/BAG-1M und Hap50/BAG-1L haben neun Kopien eines sau-
ren Hexapeptid-motivs mit der Konsensus-Sequenz TR/QSEEX, wohingegen die kiirzere Iso-
form Hap33/BAG-1S nur drei Wiederholungen und Hap29/BAG-1S sogar keine aufweist (sie-
he Abb. 1.2.2). Die vorhergesagte Struktur dieser Domaéne ist eine a-Helix, deren saure Ami-
nosduren in eine Richtung weisen. Die Funktion dieses Abschnittes ist noch unklar, und ob-
wohl das Hexapeptid eine Erkennungssequenz fiir die Kreatinkinase-2 darstellt, konnte kein

Einflufs bei der Regulation des Glukokortikoid-Rezeptors festgestellt werden [87].

Die ersten 8 bis 10 Aminosduren der Isoform Hap46/BAG-1M konnten vor kurzem als DNA-
Bindungsdomine identifiziert werden [126] (siehe Abb. 1.2.2). Dieser kurze Abschnitt weist
eine stark basische Sequenz mit drei Lysinen und drei Argininen (MKKKTRRRST) auf, welche
fiir die Sequenz-unabhéngige Bindung an DNA essentiell sind. [126, 102] Auch fiir die Se-
quenz-unabhéngige Aktivierung der Transkription und die inhibitorische Funktion von Hap46
auf die Glukokortikoid-Rezeptor abhéngige Transkription diirfen die ersten 10 Aminosduren
nicht fehlen.[86, 126, 69]

Eine potentielle Kernimportsequenz konnte der nukledren Isoform Hap50/BAG-1L zugeord-
net werden (siehe Abb. 1.2.2), diese Sequenz iiberlappt zum Teil mit der DNA-Bindungsdoméne
von Hap46/BAG-1M. Die Sequenz ist in humanem und murinem BAG-1 konserviert und weist
Ahnlichkeit mit der Kernimportsequenz des SV40 T-Antigens (PKKKRKYV) auf [74].
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1.2.4 Regulation der Expression von Hap/BAG-1

Von mehreren Arbeitsgruppen konnte ein anti-apoptotischer Effekt von Hap/BAG-1, nach des-
sen Uberexpression in verschiedenen Zellen, nachgewiesen werden [107, 5, 51, 111]. Daher ist
es nicht verwunderlich, daf’ einige Faktoren, welche fiir das Uberleben einer Zelle eine Rolle
spielen, die Expression von Hap/BAG-1 induzieren [90, 16, 43, 66, 123, 82, 111]. In murinen
BaF3 pro-B Zellen, deren Uberleben und Proliferation von Interleukin-3 abhingig ist, konnte
nach Entzug von Interleukin-3 eine verminderte Expression von Hap/BAG-1 festgestellt wer-
den [16, 43]. In Ubereinstimmung damit wurde in Interleukin-3 abhéngigen BaF-BO3 Zellen
nach Interleukin Entzug die Apoptose der Zellen mittels Uberexpression von Hap33/BAG-1S
hinausgezogert [16, 90]. In BaF-BO3 Zellen und in murinen 32D Myeloid-Vorlduferzellen konn-
te gezeigt werden, daf3 Interferon-y die Neusynthese von Hap/BAG-1 RNA stimuliert [90].
Dennoch ist darauf hinzuweisen, daf$ die Regulation der Hap/BAG-1 Expression eher Zelltyp-
spezifisch ist. Hap/BAG-1 wird in manchen Zellen durch Interleukin-3 bzw. Interferon-v regu-
liert, in murinen 32D.3 oder FDCP-1.2 Myeloid-Vorlduferzellen ist die Expression von Hap46 je-
doch nicht von Interleukin-3 bzw. in humanen RPMI8266 Myelomazellen nicht von Interferon-

v abhéngig [90].

Der Promotor von Hap/BAG-1 enthilt wie einige andere Promotoren, unter anderem die der
Haushaltsgene, keine TATA-Box. Datfiir sind aber andere typische Promotorelemente wie ei-
ne CAAT-Box an Position -468 bis -464 und sechs GC-Boxen vorhanden, die Bindestellen fiir
die Transkriptionsfaktoren NF-1 und SP-1 aufweisen. Neben diesen Bindungsstellen gibt es
noch viele weitere Erkennungssequenzen fiir Transkriptionsfaktoren, unter anderem fiir AP-1,
CREB, GATA-1, RXRB, RARa. An Position -472 bis -200 liegt eine CpG-Insel, daher kénnte auch
Methylierung ein Rolle bei der Regulation der Transkription fiir Hap/BAG-1 spielen.

1.2.5 Lokalisation der Hap/BAG-1 Isoformen in der Zelle und in Geweben

Die verschiedenen Isoformen von Hap/BAG-1 weisen innerhalb der Zelle eine differentiel-
le Lokalisation auf. So findet man Hap50/BAG-1L fast ausschliefSlich im Nukleus, wohinge-
gen die kiirzeren Isoformen Hap29/BAG-1S und Hap33/BAG-1S vorwiegend im Cytoplasma
vorliegen [10, 120, 105, 74, 69, 50]. Die mittlere Isoform Hap46/BAG-1M ist sowohl im Cy-
toplasma als auch im Nukleus anzutreffen. So wird Hap46/BAG-1M nach Hitzeschock vom
Cytoplasma in den Zellkern transloziert. Dort kann Hap46/BAG-1M eine transkriptionelle
Stimulation bewirken [126]. Auch bei der Herunterregulation des Glukokortikoid-Rezeptors
scheint die nukledre Translokation von Hap46/BAG-1M eine wichtige Rolle zu spielen [88]. Die
Uberexpression verschiedener Interaktionspartner von Hap/BAG-1 kann ebenfalls die Reloka-
lisation von Hap/BAG-1 in intrazelluldre Organellen, in die Plasmamembran oder in den Zell-

kern bewirken, abhéngig vom jeweiligen Bindungspartner [105, 57, 53, 4]. Auch wihrend der
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Differenzierung dndern sich Expression [24] und Lokalisation von Hap/BAG-1 [46, 75, 18, 89].
Die Expression der Hap/BAG-1 Isoformen ist gewebsspezifisch, ebenso wie die intrazellulédre
Lokalisation der Isoformen in unterschiedlichen Zell-Linien [105, 34]. Die am hé&ufigsten vor-
kommende Isoform ist Hap33/BAG-1S. Die Expression von Hap50/BAG-1L und
Hap46/BAG-1M ist sehr variabel, in einigen normalen oder malignen Zell-Linien konnten die-
se Isoformen nicht nachgewiesen werden. Die kleinste Isoform, Hap29/BAG-1S, konnte in den

meisten untersuchten Zell-Linien gar nicht nachgewiesen werden [105].

Die Expression von Hap/BAG-1 ist in vielen Tumorzell-Linien wie Leukdmie-, Darm-, Cervix-,
Prostata-, Lungen- oder Brustkarzinomen verdndert [19, 120, 105, 121, 80]. In Tabelle 1.2.2 sind
einige Studien beziiglich der verdnderten Hap/BAG-1 Expression in verschiedenen Tumorzell-

Linien aufgelistet.

Art des Tumor prognostische Aussage der Studie Referenz
Brustkrebs Bessere Uberlebensprognose innerhalb von 10 Jah-  [113]
ren bei einer hohen cytoplasmatischen Hap/BAG-1
Expression
Osophagus- Nukledre Hap/BAG-1 Expression korreliert [71]
Akanthom mit Tumorinvasion und einer schlechteren

Uberlebenschance in univariaten Analysen

Kolorektalkarzinom Nukledre Hap/BAG-1 Expression korreliert mit der  [47]
Prasenz von entfernten Metastasen und schlech-

teren Uberlebenschancen

Nicht-kleinzelliges ~ Allgemeine und cytoplasmatische Hap/BAG- [80]

Lungenkarzinom 1 Expression korreliert mit einer verbesserten
Uberlebenschance

Chronisch- Gesteigerte Hap/BAG-1 Expression korreliert mit [49]

lymphatische dem Verlust eines kompletten Ansprechens auf ei-

Leukdmie ne Chemotherapie

Larynx-Akanthom  Nukledre Hap/BAG-1 Expression korreliert mit ei- [119]
ner schlechteren Prognose fiir eine komplette Hei-
lung nach einer radikalen Radiotherapie

Oral-Akanthom Hap/BAG-1 Expression korreliert mit dem Vorhan- [91]

densein von Metastasen und dem Grad des Tumors

TABELLE 1.2.2. Hap/BAG-1 Expression in Tumoren und klinisch-pathologische Relevanz

Die meisten Studien beziiglich der verdnderten Expression wurden allerdings bei Tumoren der
Brust durchgefiihrt [121, 10, 108]. So konnten Daten tiber die verdnderte Expression und sub-
zelluldre Lokalisation von Hap/BAG-1 eine Aussage iiber das Langzeit-Uberleben bei Frauen
mit Brustkrebs zulassen. In einer Studie von Turner et al. konnte eine erhohte Expression von

Hap/BAG-1 im Cytoplasma mit einer positiven Prognose fiir das Uberleben von Patientinnen
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in den folgenden 10 Jahren in Verbindung gebracht werden. Natiirlich miissen noch weitere
Studien folgen, da in anderen Arbeitsgruppen teilweise widerspriichliche Ergebnisse erhalten
wurden. Sollte sich jedoch bestétigen, dafs Patienten mit einer erhhten BAG-1 Expression eine
bessere Uberlebenschance haben, konnte dieses Protein entscheidend fiir die Therapieplanung

sein.

1.3 Interaktionspartner von Hap/BAG-1

Seit Hap/BAG-1 im Interesse der Forschung steht, konnten zahlreiche Interaktionspartner iden-

tifiziert werden (siehe Tabelle 1.3.1).

Funktion des Bin- Bindungspartner von Hap/BAG-1 Referenz
dungspartners
Signaltransduktion = Rezeptor fiir den HGF-Wachstumsfaktor [5]
Rezeptor fiir den PDGF-Wachstumsfaktor [5]
membranstindiger = Heparin-binding  EGF-like [53]
Wachstumsfaktor
Serine/Threonin-Kinase RAF-1 [97,116]
Transkription Nukledre Hormon-Rezeptoren [125, 51, 45, 33, 118,
54,87,50, 28, 20, 33]
Retinoblastoma Protein [4]
DNA [126, 70]
c-Jun [68, 27]
Translations- GADD34 [41]
Regulation
Apoptose Bcl-2 [107]
Chaperon hsc70 und hsp70 [124, 96]
Protein- Proteasom [55]
Degradation
CHIP [21]
Siah-1 [57]

TABELLE 1.3.1. Interaktionspartner von Hap/BAG-1

Eine grofie Gruppe sind die nukledren Hormon-Rezeptoren, wie der Glukokortikoid- (GR),
Androgen- (AR), Progesteron- (PR), Ostrogen- (ER), Thyroid- (TR), Retinoidsaure- (RAR) und
der Vitamin-Dj3-Rezeptor, deren Aktivitat von Hap/BAG-1 beinflufsit wird [125, 51, 45, 33, 118,
54, 87, 14]. So wird die Aktivierung der Transkription durch den Androgen-, Ostrogen— und
Vitamin-D3-Rezeptor durch das im Kern lokalisierte Hap50/BAG-1L stimuliert, nicht jedoch
von Hap46/BAG-1M [50, 28, 20, 33]. Eine Inhibierung der Transaktivierungsaktivitiat durch

Hap/BAG-1 wurde fiir den Retinoidsdure-Rezeptor berichtet, wobei die kleinere Isoform
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Hap33/BAG-1S dafiir ausreicht. Eine Interaktion bzw. Inhibierung der Aktivitdt konnte nur
fir RAR bzw. RAR:RXR Heterodimere, nicht aber fiir RXR bzw. RXR:RXR Homodimere fest-
gestellt werden [54]. Uber die Funktion von Hap/BAG-1 in Bezug auf den Glukokortikoid-
Rezeptor existieren unterschiedliche Ergebnisse. So wurde zum einen nach Uberexpression
von Hap50/BAG-1L in verschiedenen Zellen, die von Glukokortikoiden stimulierte Expression
eines Reporterkonstruktes gesteigert [70]. Zum anderen wurde von anderen Arbeitsgruppen
berichtet, dafl Hap46/BAG-1M einen negativen regulatorischen Effekt auf die Glukokortiko-
id-vermittelte Transkription hat [87, 86]. Aufier den Kern-Rezeptoren gibt es fiir Hap/BAG-1
noch weitere Bindungspartner, welche bei der Weiterleitung zelluldrer Signale beteiligt sind.
Dazu zdhlen auch der HGF-Rezeptor, der PDGF-Rezeptor [5], der membranstidndige pro-HB-
EGF Faktor [53] und die Serine/Threonin Kinase RAF-1, welche von Hap/BAG-1 unabhingig
von Ras aktiviert werden kann. Die Bindestelle fiir die RAF-1 Kinase und hsc70 tiberlappen
sich, und es konnte gezeigt werden, daff hsc70 und RAF-1 um die Bindung an Hap/BAG-1
kompetieren [97]. Hap/BAG-1 bindet unter anderem an das Proteasom und stellt somit eine
Verbindung von hsc70 Hitzeschockproteinen mit dem Proteasom her [55]. Auch fiir Kompo-
nenten der Ubiquitinylierungsmaschinerie, wie die E3-Ligasen CHIP und Siah-, konnte eine

Interaktion mit Hap/BAG-1 nachgewiesen werden [57, 21].

1.3.1 Hap/BAG-1 und hsc70

Hap/BAG-1 kann mit einer Vielzahl an Faktoren interagieren. Dies konnte jedoch mit der In-
teraktion von Hap/BAG-1 mit Chaperonen der hsc70-Familie erkldrt werden, indem hsc70 bei

manchen Bindungspartnern als Bindeglied fungierte.

Molekulare Chaperone, wie das durch Hitze oder andere Stressfaktoren induzierte hsp70 (Hit-
zeschockprotein mit einer molekularen Masse von 70 kDa) oder die konstitutiv exprimierte
Form hsc70 (konstitutiv exprimierte Form der Hitzeschockproteine mit einer molekularen Mas-
se von 70 kDa) [13], spielen bei zahlreichen Prozessen in der Zelle eine grofie Rolle. Unter
anderem sind sie beteiligt bei der DNA Replikation und Transkription, dem Proteintransport
durch das Endoplasmatische Retikulum und mitochondrialen Membranen, dem proteasoma-
len Proteinabbau, der Immunantwort und beim Uberleben von Krebszellen [1, 83, 42, 59, 25,

44, 6, 64, 48]. Unter Strefibedingungen helfen Hsp70/hsc70 Chaperone Proteine vor Aggregati-

1 187 383 386 508 537 646 AS
hsc70 Subdomane I Subdomane IT Subdoméne I Subdomane IT
Bindung
hydrophober
| | Reste
ATPase-Domane Substratbindungs-Doméne

ABBILDUNG 1.3.1. Balkenmodell von hsc70 mit ATPase-Doméne und Substratbindungsdoméne



1.3 Interaktionspartner von Hap/BAG-1 15

on zu schiitzen, indem sie hydrophobe Abschnitte binden und sie wieder in eine funktionelle
Form bringen. Aber auch unter normalen Bedingungen sind diese Chaperone fiir die Faltung

mifigefalteter oder neusynthetisierter Proteine verantwortlich.

Hsp70/hsc70 Chaperone bestehen aus zwei Doménen. Die aminoterminal gelegene ATPase-
Doméne besteht aus zwei fast symmetrischen Subdoménen mit einem zentral gelegenen Spalt
fiir die Bindung von ATP. Die Substratbindungsdomaéne ist ebenfalls unterteilt, so ist Sub-
domadne I fiir die Bindung von hydrophoben Resten verantwortlich, wahrend Subdoméne II
eine Art Deckel fiir diese darstellt [26, 73], (sieche Abb. 1.3.1 und 1.3.2).

ATPase-Domane
Substratbinde-Domane

ATPase-Domane ATPase-Domane
Substratbinde-Domane Substratbinde-Domane

Hap
ADP  ATP
X
ATp [ m® ] — Proteasom
ADP l
I Substrat

fertig gefaltetes
Protein

ABBILDUNG 1.3.2. Modell des ATPase-Zyklus von hsc70 mit den Co-Chaperonen Hap/BAG-1, hsp40
und Hip: Hsc70 bindet ATP und hydrolysiert es zu ADP + P;, dieser Vorgang wird von hsp40 stimu-
liert. In der ATP-gebundenen Form ist die Substratbindetasche offen und die Affinitit zu Substraten ist
gering. Bindet nun ein Substrat an hsc70, so wird die ATP-Hydrolyse stimuliert, daraus resultiert ein sta-
bilerer Komplex aus Substrat und ADP-gebundenem hsc70. Im letzten Schritt wird ADP gegen ATP aus-
getauscht und das gefaltete Substrat wird entlassen. Hap46/BAG-1M stimuliert die ATPase-Aktivitat,
und bewirkt die Inhibierung der ATP-abhéngigen Chaperon-Funktion von hsc70. Wenn das Substrat
freigegeben wurde, kann entweder ein neuer Faltungs-Zyklus erfolgen, oder das Substrat wird dem

proteasomalen Abbau zugefiihrt.

Die Faltung von Proteinen ist von der Hydrolyse von ATP abhingig, welche mit Anderungen
in der Konformation von hsp70/hsc70 einhergeht. In der ATP-gebundenen Form ist die Sub-
stratbindetasche offen und die Affinitdt zu Substraten ist gering. Bindet nun ein Substrat an
hsc70, so wird die ATP-Hydrolyse stimuliert, daraus resultiert ein stabilerer Komplex aus Sub-
strat und ADP-gebundenem hsc70. Im letzten Schritt wird ADP gegen ATP ausgetauscht und
das gefaltete Substrat wird entlassen [99, 85, 109, 60, 95] (siehe Abb. 1.3.2). Die Hydrolyse von
ATP zu ADP + P; und der Nukleotid-Austausch, die zusammen Substratbindung und Sub-

stratfreisetzung regulieren, werden von Co-Chaperonen kontrolliert. So wird die Aktivitat der
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ATPase von hsp40, dem Homolog zum bakteriellen DnaJ, stimuliert [62] und das hsc70 intera-
gierende Protein Hip inhibiert den Austausch von Nukleotiden [40, 72]. Unter anderem wirken
die Co-Chaperone Hop/p60 (hsp70/hsp90-organisierendes Protein) und HspBP1 (hsp70 inter-
agierendes Protein) inhibierend auf die Faltungsaktivitdt von hsc70 [31, 79]. Auch Hap/BAG-1
beeinflufit den ATPase Zyklus von hsc70; es inhibiert die Riickfaltung denaturierter Proteine
[124, 72].

Allerdings bestehen kontroverse Meinungen dartiber, wie Hap46/BAG-1M seine Funktion aus-
fihrt. In Bakterien wird der Austausch von ADP und ATP bei DnaK, dem bakteriellen Homo-
log zu hsc70, von GrpE forciert. Analysen mit Komplexen von GrpE und der ATPase-Doméne
von DnaK zeigten, dafl GrpE zwei Kontaktstellen aufweist, und bei Bindung an DnaK konn-
te gezeigt werden, dafs sich der ATP-Bindungsspalt 6ffnete [58]. Da Hap46/BAG-1IM eben-
falls Kontaktstellen auf beiden Subdoméanen von hsc70 besitzt, ware es moglich, daf es ge-
nau wie GrpE, die Offnung des ATP-Bindungsspaltes bewirkt, obwohl Hap/BAG-1 und GrpE
nicht miteinander verwandt sind. Daher wird Hap/BAG-1 von manchen Arbeitsgruppen eine
dhnliche Funktion wie GrpE zugeschrieben, nur dafs Hap46/BAG-1M einzig als Austauschfak-
tor fiir ADP dient und somit das Substrat nicht mehr richtig gefaltet werden kann, da es friiher
aus der Substratbindetasche entlassen wird [39, 96, 72, 29]. Bimston et al. gehen davon aus,
daf3 die Inhibition der hsc70 Riickfaltungsfunktion durch Hap46/BAG-1M von der Entkopp-
lung der Nukleotid-Hydrolyse und der Substratfreilassung erfolgt. Das heifst, Hap46 bewirkt
eine konformationelle Anderung in hsc70, die das Substrat in einem terndren Komplex mit
Hap46/BAG-1M und hsc70 hélt [7]. Dennoch stimmen alle Studien tiberein, dafs Hap46/BAG-
1M die ATPase-Aktivitdt von hsc70 stimuliert. Géssler et al. konnten zudem unter physiolo-
gischen Konzentrationen an P;, fiir geringe Mengen an Hap46/BAG-1M, eine Stimulation der
Riickfaltung denaturierter Proteine durch hsc70 beobachten. Bei hoheren Mengen an Hap46
zeigte sich ebenfalls eine Inhibierung der hsc70 Faltungsaktivitat [29].

ABBILDUNG 1.3.3. Co-Kristallisation der Hsc70 ATPase-Domine mit der BAG-Domine von

Hap/BAG-1. Die verschiedenen Subdominen IA, IIA, IB und IIB von hsc70 sind jeweils angegeben
[96].
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Da Hap/BAG-1 mit der ATPase-Doméne von hsc70 interagiert, steht die Substratbindungs-
domadne fiir die Bindung weiterer Proteine zur Verfiigung [30, 39, 103, 124, 11]. So kénnen
trimere Komplexe entstehen mit hsc70 als Mediator zwischen Hap46/BAG-1M und einer Viel-
zahl anderer Proteine [103, 124, 69]. Die Hap/BAG-1 Isoformen binden mit ihrem carboxyter-

minalen Ende, der sogenannten BAG-Doméne an Hsc70 [103].

In Rontgenstrahl-Analysen und Nuklear-Magnet-Resonanz-Spektroskopie (NMR) wurde die
Interaktion der BAG-Doméne mit hsc70 analysiert [9, 96]. Dabei konnte gezeigt werden, daf3
Aminosduren der a-Helices 2 und 3 der BAG-Doméne von Hap/BAG-1 mit Subdoméne II B
der ATPase-Domaéne von hsc70 interagieren [9, 11]. Das Arginin an Position 237 in Hap46/BAG-
1M ist fiir die Bindung an Subdoméne II B von hsc70 besonders wichtig [95] (siehe Abb. 1.3.3)

Mit der Methode des Phage-Display und iiber Analyse membrangebundener Peptide, welche
die Aminosduresequenz von hsc70 iiberspannen, konnten Petersen et al. [76] Interaktionsre-
gionen von Hap46/BAG-1M auf hsc70, sowohl auf Subdomaéne II als auch auf Subdoméne I
identifizieren (siehe Abb. 1.3.4).

ABBILDUNG 1.3.4. Hsc70 ATPase-Doméne aus verschiedenen Perspektiven mit Darstellung der Regio-
nen I bis VII (blau), welche von Petersen et al. [76] als Interaktionsregionen von Hap46 mit hsc70 tiber
Peptidanalyse identifiziert wurden, Region A, welche iiber Phage-Display gefunden wurde ist in lila

markiert.

1.3.2 DNA-Bindung und transkriptionelle Stimulation

Zeiner et al. [126] konnten 1999 bei der Suche nach Molekiilen, die direkt mit Hap46/BAG-1M
interagieren, DNA als Bindungspartner identifizieren. Sowohl ringférmige, verdrillte und li-
neare DNA-Molekiile konnen mit Hap46/BAG-1M interagieren, wobei mehrere Hap/BAG-1
Molekiile an ein DNA-Fragment binden [69]. Diese Aspekte lassen eher eine Sequenz-unspe-
zifische Bindung von Hap46/BAG-1IM an DNA vermuten. Fiir die Bindung an DNA ist ein
ungewohnliches Bindemotiv, ein kurzer basischer Abschnitt mit je drei Lysinen (2 bis 4) und
Argininen (6 bis 8), am N-Terminus von Hap46/BAG-1M verantwortlich (siehe Abb. 1.2.2).
Dieser Bereich iiberlappt mit dem NLS der langeren Isoform Hap50/BAG-1L, die ebenfalls mit
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DNA interagieren kann [69, 38], den kiirzeren Isoformen Hap33/BAG-1S und Hap29/BAG-
1S fehlt dieser Bereich und sie sind somit nicht in der Lage mit DNA eine Wechselwirkung
einzugehen. Bei Austausch von einem der beiden basischen Blocke gegen Alanin, geht die
Bindungsfahigkeit von Hap46/BAG-IM an DNA verloren, das heifst, dafd einige dieser Ami-
nosduren mafigeblich zur Interaktion mit DNA beitragen [126, 86, 27]. Bei Hap50 reicht der
Austausch der entsprechenden Aminosduren (Lysine 73-75 und Arginine 77-79) gegen Alanin
jedoch nicht aus, die Interaktion mit der DNA zu zerstéren, was einen Hinweis darauf gibt,
dafs weitere Bereiche in Hap50 fiir die DNA-Bindung zustidndig sind [38]. Ein interessanter
Aspekt ist die Tatsache, dafs an DNA gebundenes Hap46/BAG-1M immer noch in der Lage ist
mit hsc70 zu interagieren [70]. Wie schon im vorangegangenen Abschnitt beschrieben wurde,
kann Hap46/BAG-1M mit seinem carboxyterminalen Ende tiber hsc70 mit anderen Faktoren
in Wechselwirkung treten. Da der N-Terminus von Hap46/BAG-1M noch frei fiir die Interak-
tion mit DNA ist, konnen Komplexe der Form DNA-Hap46-hsc70 mit einer Vielzahl weiterer

Molekiile interagieren.

Da Hap46/BAG-1M und Hap50/BAG-1L DNA-bindende Proteine sind, lag die Vermutung ei-
ner moglichen Beteiligung an der Transkription nahe. In in vitro Versuchen fiihrte die Zugabe
von Hap46/BAG-1M zu einer vermehrten Steigerung der Transkription, wobei es keine Rolle
spielt ob fiir die Transkriptionsaktivierung eukaryotische oder prokaryotische DNA Fragmen-
te, oder DNA-Matrizen ohne Promotor verwendet wurden. Da die erhaltenen Transkripte un-
terschiedlich lang waren, war anzunehmen, dafl die Transkriptionsinitiation unspezifisch ist.
Wie erwartet fiihrt die Deletion der ersten 10 Aminosduren von Hap46/BAG-1M zu einem Ver-
lust der Transkriptionsstimulation. Auch mit einer Variante deren C-terminale Aminosduren,
die wichtig sind fiir die Interaktion mit hsc70, deletiert waren ergab sich eine verminderte
Transkriptionssteigerung. Dies deutet auf eine Beteiligung von hsc70 bei der Hap46/BAG-1
vermittelten Steigerung der Transkription hin [69, 68].

Auch in lebenden Zellen konnte nach Uberexpression von Hap46/BAG-1M ein Effekt auf die
Transkription festgestellt werden. Dazu wurden transfizierte Zellen einem Hitzeschock unter-
zogen, woraufhin Hap46/BAG-1M in den Kern transloziert wird. Unter HitzestrefS werden
normalerweise Transkriptionsvorgdnge in der Zelle reduziert. Diese strefsbedingte Reduktion
der Transkription konnte durch Hap46/BAG-1M kompensiert werden. Fiir Hap50/BAG-1L ist
im Gegensatz zu Hap46/BAG-1M fiir die Transkriptionssteigerung in vivo kein Hitzeschock
notig. Fiir Hap50/BAG-1L konnte gezeigt werden, daf8 nach dessen Uberexpression in unter-
schiedlichen Zellen, die Expression von Reportergenen unter der Kontrolle verschiedener Pro-
motoren gesteigert wurde. Aber auch die Expression einiger endogener Proteingene wie c-Jun

oder der Glukokortikoid-Rezeptor war im Vergleich zu Actin erhcht.
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1.3.3 Interaktion mit c-Jun

Da Hap46/BAG-1M stimulierend auf die Transkription wirkt, stellte sich die Frage, wie Hap46/-
BAG-1IM mit dem Transkriptionsapparat interagiert. Dazu wurden Hap46/BAG-1M-spezifische
Matrizes mit in vitro translatierten Transkriptionsfaktoren inkubiert. In Gegenwart von hsc70
konnten mit Hap46/BAG-1M der Glukokortikoid-Rezeptor, der Ostrogen-Rezeptor, der Core-
binding-Faktor A1 (CbfA1), das cAMP-Response-Element (CREB) und c-fos gebunden werden,
nicht aber mit der Mutante Hap46AC47, welche nicht mehr mit hsc70 interagieren kann. Dies
macht nochmals deutlich, dafy hsc70 ein wichtiges Bindeglied zwischen Hap46/BAG-1 und
dem Transkriptionsapparat ist. Aber auch unabhédngig von hsc70 konnten Transkriptionsfak-
toren von Hap46/BAG-1M oder der Mutante Hap46AC47 gebunden werden, darunter waren
c-Jun und das Homo6obox-Protein Gax [69, 68]. Interessanterweise sind c-Fos und c¢-Jun beide
Mitglieder der AP-1 Familie, wahrend c-fos nur in Abhéngigkeit von hsc70 mit Hap46/BAG-
1M interagieren konnte, wurde fiir c-Jun auch mit aufgereinigtem rekombinanten Protein und

Hap-spezifischen Matrizes eine direkte Interaktion mit Hap46 nachgewiesen.

C-Jun wurde urspriinglich aufgrund seiner Homologie zu v-Jun, einem Onkogen aus dem avia-
nen Sarkoma Virus ASV17, entdeckt [56, 2, 115]. AP-1 Transkriptionsfaktoren sind an der Kon-
trolle zelluldrer Prozesse beteiligt, die Proliferation, Immunantwort, Apoptose, Strefd oder Ant-
wort auf genotoxische Reagenzien regulieren. Der AP-1 Komplex setzt sich aus zwei Proteinen
zusammen, welche von Genen der Jun-, Fos- oder ATF-Familie codiert werden [3]. Nach der
Bildung von Heterodimeren oder Homodimeren {iber den Leuzin-Zipper (siehe Abb. 1.3.5),
binden diese iiber eine basische DNA-Bindungsregion (siehe Abb. 1.3.5) an TRE-Elemente
(TPA-response element) mit der Konsensus-Sequenz TGACTCA [52, 115], in der Promotor-
region von Zielgenen. Mitglieder der Jun- und der ATF-Familie konnen Heterodimere mit Pro-
teinen der anderen Familien als auch Homodimere mit Mitgliedern der eigenen Familie bilden,

wohingegen Mitglieder der Fos-Familie nur Heterodimere bilden kénnen [35, 3, 115].

1 31 60‘ ‘ 252 272 315 332 AS

ABBILDUNG 1.3.5. Balkenmodell von c-Jun mit der -Doméne (orange), den beiden Serinen in der Trans-

aktivierungsdomine, der DNA-Bindungsregion (griin) und dem Leuzin-Zipper (blau).

Die Zusammensetzung der AP-1 Komplexe bestimmt die Art von Genen, die exprimiert wer-
den. So regulieren zum Beispiel c-Jun Homodimere die Expression der humanen Kollagenase
und die von Cyclin D1 [35]. C-Jun enthilt eine Bindestelle ()-Domaéne) fiir die Jun-N-terminale
Kinase (JNK), welche die Serine an Position 63 und 73, die sich in der Transaktivierungsdoméne

befinden (Abbildung 1.3.5), phosphoryliert. Durch diese Phosphorylierung wird die transkrip-
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tionelle Aktivitdt von c-Jun stimuliert [8, 93, 22, 115]. Ein Regulationsmechanismus der c-Jun
Aktivitit besteht darin, daf$ inaktives JNK an die /-Doméne bindet und die Funktion von c-
Jun als Transkriptionsaktivator hemmt. Sobald JNK aktiviert wird phosphoryliert es c-Jun und
dissoziiert. Da in v-Jun die J-Domaéne deletiert ist kann inaktives JNK nicht binden. So umgeht
v-Jun die Regulation durch JNK, das heifst v-Jun wird nicht phosphoryliert ist aber dauerhaft
transkriptionell aktiv [8, 93, 22, 115]. Aufler den beiden Serinen (Ser®® und Ser”®) gibt es noch
weiter Aminosduren die phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung der am C-terminalen

243

Ende gelegenen Aminosduren Threonin231, Threonin239, Serin?®® und Serin®*® bewirkt eine Re-

duktion der DNA Bindung von c-Jun [78].

C-Jun ist ein bekanntes Proto-Onkogen und kann wie sein virales Homolog v-Jun onkogene
Transformation von Zellen induzieren. C-Jun kann in manchen Zellen alleine eine onkogene
Transformation auslosen, in manchen Féllen benétigt Jun einen zweiten Effektor, wie zum Bei-
spiel mutiertes Ras. Die Effektivitidt von c-Jun als transkriptioneller Aktivator variiert stark
innerhalb verschiedener Zell-Typen, dies kdnnte Variationen in der Onkogenitét erkldren. So
kann c-Jun in avianen Fibroblasten-Kulturen als einzelnes Onkogen Transformation bewirken.
In Sdugetier-Zellen benétigt Jun dazu normalerweise die Kooperation zuséatzlicher Wachstums-

stimulierender Faktoren [115].



Zielsetzung

Das hsc70-assoziierte Protein Hap46 kann mit einer Vielzahl an Molekiilen interagieren und
so auf Apoptose, Proliferation, Signaltransduktion und Transkription einwirken. Durch die In-
teraktion mit hsc70 Chaperonen lassen sich viele der pleiotropen Effekte des Hap46 in Bezug
auf seine Multifunktionalitdt erkldren. Zusammen mit anderen Co-Chaperonen kann Hap46
auflerdem die Funktion von hsc70 als Faltungshelfer modulieren, indem es iiber Bindung an
die ATPase-Doméne von hsc70 den Nukleotidaustausch beeinflufst. Zudem dient hsc70 als
Briickenprotein zwischen Hap46 und anderen Proteinen. Hap46 kann jedoch tiber direkte Wech-
selwirkungen mit den unterschiedlichsten Molekiilen in Prozesse innerhalb der Zelle eingrei-
fen. Dabei verfiigt Hap46 iiber eine DNA-Bindungsregion, welche fiir seine Rolle als Transkrip-

tionsaktivator von entscheidender Bedeutung ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionen des Hap46 mit dem Chaperon hsc70, mit DNA und
mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun ndher zu charakterisieren, um so ein besseres Verstandnis

tiber Hap46 und seine Aufgaben und Bedeutung innerhalb der Zelle zu erlangen.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Interaktion von hsc70 mit Hap46 voller Lange ndher
untersucht werden, da sich zu diesem Zeitpunkt die meisten Bindungsstudien und biochemi-
schen Analysen auf die BAG-Domaéne, die bei allen Hap-Isoformen vorhanden ist, beschrankten.
Die Identifikation weiterer Regionen von Hap46, die bei der Bindung an hsc70 beteiligt sind,
sollte iiber Analyse membrangebundener Peptide erfolgen. Aufierdem sollten, basierend auf
Ergebnissen von Petersen et al., welche auf hsc70 sechs Interaktionsregionen von Hap46 iden-
tifizierten, in den Bindungsregionen I und IV, wichtige Aminoséduren fiir die Bindung an hsc70

tiber Mutationsanalyse lokalisiert werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Bindung von Hap46 an DNA. In fritheren
Studien wurde gezeigt, daff Hap46 nur die ersten 10 Aminosduren seines Aminoterminus
bendtigt, um unspezifisch an DNA zu binden. Zudem ist die DNA-Bindungsdoméne zum

einen fiir den transkriptions-stimulierenden Effekt von Hap46 nétig, zum anderen binden au-
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Ber der DNA auch Proteine innerhalb dieser Region. Innerhalb dieser kurzen, N-terminalen Se-
quenz sollten nun Aminosduren ausgetauscht werden, um so tiber Gel-Retardationsanalysen

die fiir die DNA-Bindung wichtigen Aminosduren identifizieren zu kénnen.

Im dritten Teil sollte die Interaktion von Hap46 mit dem Transkriptionsfaktor c-Jun ndher
untersucht werden. Daher sollten zuerst die Kontaktstellen der beiden Proteine tiber Elisa-
Analysen bzw. iiber Analyse membrangebundener Peptide ermittelt werden. Da Hap46 und
c-Jun beide an DNA binden konnen, sollte die Fahigkeit beider Proteine, an DNA zu binden, in
Anwesenheit des jeweils anderen getestet werden. Letztendlich sollte der Einflufs der Bindung
von Hap46 auf die Transkription der Zielgene von c-Jun in vivo analysiert werden. Im Hinblick
auf das transformierende Potential von c-Jun und die Tatsache, dafs Hap46 in vielen Tumorar-
ten eine verdnderte Expression aufweist, sollten diese Untersuchungen entscheidend zu einem

besseren Verstdndnis der vielfdltigen Funktionen von Hap46 beitragen.



3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Substanzen

Acrylamid/Bisacrylamid 1:29
Agar

Agarose Seakem LE
Aminocapronsdure
Ammoniumpersulfat, APS
Ampicillin

Borat

Bromphenolblau

Comassie brilliant blue R-250
Cumarinsdure
Dichlormethan
Dinatriumhydrogenphosphat
DMF

DMSO

DTT

EDTA

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

Essigsdure
Essigsdureanhydrid
Formaldehyd

Glutaraldehyd

Applichem
Invitrogen
Biozym
Riedel-deHaen
Serva

Serva

Merck

Serva

Roth

Sigma
Theoretikum
Merck

SDS GmbH
Merck
Applichem
Merck
Riedel-deHaen
Serva

Roth
Riedel-deHaen
Riedel-deHaen
Sigma

Material und Methoden

Glutathion red.
Glucose

Glycerol
Hefeextrakt

Hepes

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kalium-Ferricyanid
Kalium-Ferrocyanid
Luminol
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
3-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
NMP

Pepton

Piperidin

Rinderserumalbumin (BSA)

Merck
Merck
Gerbu
Invitrogen
Applichem
Applichem
Theoretikum
Merck
Merck
Merck
Merck
Fluka
Merck
Merck
Sigma
Merck
Applichem
Baker
Fluka
Invitrogen
Fluka

New England Biolabs
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Salzsdure Merck

SDS Applichem
TEMED Roth
Trifluoressigsaure Merck
Triisobutylsilan Aldrich
Tris Roth
Triton X-100 Serva
Trypanblau Serva
Tween 20 Serva
Wasserstoffperoxid Merck
X-Gal Applichem
Fmoc-Aminosduren fiir Peptidsynthese Bachem

Oligonukleotide

3.1.2 Bakterienstimme

X110-Gold

Thermo Electron

E.coli Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end A1l supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac Hte (F" proAB lacZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam”)

BI21(DE3)

E.coli F~ ompT hsdSp (rg— mp—) gal dem A(DE3) T1IR

3.1.3 Purifizierte Proteine und Enzyme

rekombinantes AP1 (c-Jun, humanes)

rekombinantes bovines hsc70 ATPase-Fragment

bovines hsc70 prapariert aus Rinderhirn
JNK2/SAPKla

c-Jun (1-169)-GST

Thrombin-Protease

Tag-DNA Polymerase

Pfu-DNA Polymerase

T4 Polynukleotidkinase

Ty Ligase

Restriktionsenzyme Typ II

Promega (E3061)
Stressgen (SPP-752)

Material und Methoden

Praparation B. Segnitz-Labor Gehring

Upstate (14-258)
Upstate (14-195)
Amersham (27-0846-01)

MBI Fermentas ()
MBI Fermentas ()

New England Biolabs
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3.1.4 Verwendete Antikorper

Primér-Antikorper

CC9E8 Spezifischer monoklonaler Antikérper gegen Hap/BAG-1
welcher freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurde von A. Pater, St. John’s Kanada
MA3-007 Spezifischer monoklonaler Antikérper gegen hsp70/hsc70 (Epitop: Aminosduren 122-264)
von Affinity Bioreagents Inc. (iiber Dianova erhaltlich)
K19 polyclonales Serum gegen hsc70 von Santa Cruz
MSA-103  Spezifischer monoklonaler Antikorper gegen Glutathine-S-Transferase (GST)

von Stressgen

Sekundér-Antikorper

Ziege anti-Maus konjugiert mit Merrettich-Peroxidase (Dianova)

Kaninchen anti-Ziege konjugiert mit Merrettich-Peroxidase (Dianova)

3.1.5 Eukaryotische Expressionsvektoren

Ein Expressionsvektor mit c-Jun unter der Kontrolle des RSV (Rous Sarcoma Virus)-Promotors,
ebenso wie der leere Vektor, und ein Plasmid mit der Firefly-Luciferase unter der Kontrolle
des Kollagenase-Promotors, wurden freundlicherweise vom Labor Peter Angel (DKFZ) zur
Verfiigung gestellt. Um Hap46 und Hap-Varianten ebenfalls unter der Kontrolle des RSV-Pro-
motors zu haben, wurde die cDNA von Hap46 und Hap-Varianten in den leeren Vektor (pRSV)

einkloniert.
Plasmid Protein Klonierung
pRSV leerer Vektor Labor P. Angel (DKFZ)
pRSVE $3-Galaktosidase Labor G. Petersen
pRSV-c-Jun humanes c-Jun Labor P. Angel (DKFZ)
pRSV-Hap46 Hap46 Das Hap46-Fragment mit Hind III und Nsi I Schnittstel-

len wurde tiber Hind III und Pst I Schnittstellen im Vek-
tor einkloniert

pRSV-Hap46AN16  Hap46AN10 Das Hap46AN10-Fragment mit Hind III und Nsi I
Schnittstellen wurde tiber Hind III und Pst I Schnittstel-
len im Vektor einkloniert

pRSV-Hap46AC47  Hap46AC47 Das Hap46AC47-Fragment mit Hind III und Nsi I
Schnittstellen wurde tiber Hind III und Pst I Schnittstel-
len im Vektor einkloniert

pcoll-Luciferase Firefly-Luciferase Labor P. Angel (DKFZ)

TABELLE 3.1.1. Eukaryotische Vektoren fiir Transfektionsversuche mit F9 und Hela Zellen mit Angabe

des exprimierten Proteins. Fiir die neu klonierten Plasmiden ist angegeben wie sie kloniert wurden.
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3.1.6  Prokaryotische Expressionsvektoren

Material und Methoden

Plasmid Protein Ausgangsplasmid Primer

pGex-2T GST-Protein Pharmacia

pGex-2T-Hap46 Hap46 Labor Gehring

pGex-2T-Hap46AN16 Hap46AN16 Labor Gehring

pGex-2T-Hap46A12-62 Hap46A12-62 Labor Gehring

pGex-2T-Hap46A96-129 A96-129 Labor Gehring

pGex-2T-Hap46AC47 Hap46AC47 Labor Gehring

pGex-2T-Hap46K2-4A Hap46K2-4A pGex-2T-Hap46 5-GCGTGGATCCATGGCCGCAGCAACCCGGCGCCGC-3
5"-GCGGCGCCGGGTTGCTGCGGCCATGGATCCACGC-3’

pGex-2T-Hap46K2A Hap46K2A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46K3A Hap46 K3A pGex-2T-Hap46 5-GGATCCATGAAGGCGAAAACCCGGCG-3'
5-CGCCGGGTTTTCGCCTTCATGGATCC-3"

pGex-2T-Hap46K4A Hap46K4A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46K2/3A Hap46K2/3A pGex-2T-K3A 5"-CGTGGATCCATGGCTGCGAAAACCCGG-3'
5-CCGGGTTTTCGCAGCCATGGATCCACG-3’

pGex-2T-Hap46K3/4A Hap46K3/4A pGex-2T-K3A 5-GGATCCATGAAGGCGGCAACCCGGCGCCGCTC-3
5-GAGCGGCGCCGGGTTGCCGCCTTCATGGATCC-3'

pGex-2T-Hap46K2/4A Hap46K2/4A pGex-2T-Hap46K2A 5"-GGATCCATGGCGAAGGCAACCCGGCGCCGCTC-3
5-GAGCGGCGCCGGGTTGCCTTAGCCATGGATCC-3"

pGex-2T-Hap46R6-8A Hap46R6-8A pGex-2T-Hap46 5-GAAGAAGAAAACCGCGGCCGCCTCGACCCGGAGC-3'
5"-GCTCCGGGTCGAGGCGGCCGCGGTTTTCTTCTTC-3"

pGex-2T-Hap46R6A Hap46R6A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46R7A Hap46R7A pGex-2T-Hap46 5-GAAGAAAACCCGGGCCCGCTCGACCCGG-3'
5"-CCGGGTCGAGCGGGCCCGGGTTTTCTTC-3

pGex-2T-Hap46R8A Hap46R8A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46R6/7A Hap46R6/7A pGex-2T-Hap46 5-GAAGAAGAAAACCGCGGCCCGCTCGACCCGG-3'
5-CCGGGTCGAGCGGGCCGCGGTTTTCTTCTTC-3"

pGex-2T-Hap46R7/8A Hap46R7/8A pGex-2T-Hap46 5-GAAGAAAACCCGGGCCGCCTCGACCCGGAGC-3’
5"-GCTCCGGGTCGAGGCGGCCCGGGTTTTCTTC-3

pGex-2T-Hap46R6/8A Hap46R6/8A pGex-2T-Hap46R8A 5-ATGAAGAAGAAAACCGCGCGCGCCTCGACCCG-3'
5"-CGGGTCGAGGCGCGCGCGGTTTTCTTCTTCAT-3"

pGex-2T-Hap46K2/R6A Hap46K2/R6A pGex-2T-Hap46K2A 5-GGCGAAGAAAACCGCGCGCCGCTCGACC-3’
5-GGTCGAGCGGCGCGCGGTTTTCTTCGCC-3”

pGex-2T-Hap46T5A Hap46T5A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46T5E Hap46T5E pGex-2T-Hap46 5-CCATGAAGAAGAAAGAGCGGCGCCGCTCGAC-3'
5-GTCGAGCGGCGCCGCTCTTTCTTCTTCATGG-3

pGex-2T-Hap46InsATA Hap46InsATA Labor Gehring

pGex-2T-Hap46Ins2AT2A Hap46Ins2AT2A Labor Gehring

pGex-2T-Hap46Ins3AT3A Hap46Ins3AT3A pGex-2T-Hap46 5-CCATGAAGAAGAAAGCAGCGGCCACCGCTGCAGCCCGGCGCCGCTCGAC-3
5"-GTCGAGCGGCGCCGGGCTGCAGCGGTGGCCGCTGCTTTCTTCTTCATGG-3

pGex-3X-c-Jun1-166 c-Junl-166 Labor Angel (DKFZ)

pGex-3X-c-Jun AN223 c-Jun AN223 Labor Angel (DKFZ)

pGex-3X-v-Jun1-119 v-Jun1-119 Labor Angel (DKFZ)

TABELLE 3.1.2. Liste prokaryotischer Expressionsvektoren fiir Hap46-Varianten und Jun-Varianten mit

Angabe des exprimierten Proteins. Fiir neu klonierte Plasmide sind die Ausgangsplasmide sowie die

verwendeten Primer angegeben. Fiir die tibrigen Plasmide ist angegeben von welchem Labor sie stam-

men.

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente, wurde Protein von Hap46 und Hap46-
Varianten, als auch von Jun-Varianten benétigt. Einige der Expressionsvektoren fiir Hap46-
Varianten wurden hierzu tiber site-directed-Mutagenese hergestellt, und sind in Tabelle 3.1.2
zusammen mit Ausgangsplasmid und verwendeten Primern dargestellt. Die {ibrigen Hap-
Expressionskonstrukte (siehe Doktorarbeit Yilmaz Niyaz) wurden im Labor Gehring herge-
stellt und sind ebenfalls in der Tabelle 3.1.2 aufgelistet. Alle Proteine werden als GST-Fusion

exprimiert. Je nach Versuch, wurden GST-Fusionen oder Thrombin-geschnittene Proteine ver-
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wendet. Eine Ausnahme stellten Hap46-Varianten Hap46R7A, Hap46R6/7A und Hap46R7/8A
dar, welche nur als GST-Fusion aufgereinigt werden konnte. Plasmide, mit Jun-Varianten wur-

den freundlicherweise von Peter Angel (DKFZ) zur Verfiigung gestellt.

3.2 Allgemeine Methoden DNA

3.2.1 Gewinnung von Plasmid-DNA im priparativen Mafstab

Die Isolierung von Plasmid-DNA in grofsem Mafistab erfolgte nach dem Endofree Plasmid Ma-
xi Protokoll (Endofree Plasmid Maxi Kit, Qiagen). Die Bakterienkultur wurde bei 2000xg (6000
rpm, Sorvall GSA Rotor) 15 Min bei 4°C abzentrifugiert. Nach dem Vollstandigen Entfernen
des Mediums, wurde das Pellet in 10 ml des Puffers P1 resuspendiert und anschlieffend zur
Lyse der Zellen mit 10 ml Puffer P2 versetzt und 5 Min bei RT inkubiert. Zur Prézipitation
von Proteinen, genomischer DNA und Zelltriimmern, wurden 10 ml eiskalter Puffer P3 zu-
gefiigt. Die Losung wurde sofort in eine vorbereitete Filter-Spritze gefiillt und fiir 10 Min bei
RT inkubiert. Nun konnte das Zell-Lysat durch die Spritze filtriert werden, indem der Kolben
eingefiihrt wurde. Nach der Zugabe von 2,5 ml Puffer ER folgte eine 30 miniitige Inkubation
auf Eis. Zwischenzeitlich konnte eine Sdule mit Puffer QBT &quillibriert werden. Das filtrierte
Lysat wurde auf die Sdule gegeben, wobei der Durchflufs verworfen werden konnte. Die Saule
wurde nun 2 Mal mit je 30 ml Puffer QC gewaschen, bevor die DNA mit 15 ml Puffer QN
eluiert werden konnte. Durch Zugabe von 10,5 ml (0,7 Volumen) Isopropanol wurde die DNA
geféllt und sofort bei 4°C 15000xg fiir 30 Min abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde 2 Mal mit
je 5 ml endotoxinfreiem 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in einem geeigneten
Volumen gelost. Die DNA wurde auf 1% Agarosegelen iiberpriift und die Konzentration pho-

tometrisch bestimmt. Alle Rezepte fiir Puffer sind aus dem Qiagen-Protokoll zu entnehmen.

3.2.2  Gewinnung von Plasmid-DNA im analytischen Mafstab

Fiir Mini-Prdparationen von Plasmid-DNA wurde das Wizard Plus SV DNA Purification Sys-
tem von Promega verwendet. 5 ml LB-Medium mit Ampicillin (50pg/ml LB-Medium), wurden
Bakterien, welche zuvor mit dem zu isolierenden Plasmid transformiert wurden, angeimpft
und tiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Anschlieffend wurden die Bakterien abzentri-
fugiert. Das Bakterienpellet wurde in 250u1 Cell Resuspension Solution resuspendiert, bevor
die Zellen mit 250u1 Cell Lysis Solution und 10u1 Alkaline Protease Solution gemischt und fiir
5 Min lysiert wurden. Die Zugabe von 350u1 Neutralization Solution, bewirkte das Ausfallen
der Proteine, welche nun bei 13000 rpm fiir 10 Min in der Eppendorfzentrifuge abzentrifu-

giert wurden. Der Uberstand wurde in eine Siule iiberfiihrt und fiir 1 Min zentrifugiert, wobei
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der Durchflufs verworfen wurde. Die an die Sdule gebundene DNA wurde zuerst mit 750ul
und nochmals mit 2501 Wash Solution gewaschen. Zum Eluieren der DNA von der Sédule
wurden 100u1 Nuklease freies Wasser verwendet. Alle Zentrifugationsschritte waren bei 13000
rpm in der Eppendorfzentrifuge. Die isolierte DNA wurde auf 1% Agarosegelen tiberpriift
und die Konzentration photometrisch bestimmt. Alle Rezepte fiir Puffer sind aus dem Prome-

ga Wizard-Protokoll zu entnehmen.

3.2.3 Analyse von DNA auf Agarosegelen

Um grofie DNA-Fragmente aufzutrennen wurden diese auf 1% Agarosegelen analysiert. Dazu
wurde die Agarose in 1X-TAE-Puffer aufgekocht, bis sie vollstindig gelost war. Die auf ca.
60°C abgekiihlte Losung wurde in einen horizontalen Geltrdger gegossen. Nach Aushérten
des Geles konnte der Kamm entfernt werden und das Gel mit 1X TAE-Puffer iiberschichtet
werden. Die in 6X-Ladepuffer versetzte DNA (Endkonz. 1X) wurde nun, zusammen mit einem
DNA-Standard (A BstE, ) in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 80 bis 90
Volt bis sich die Bromphenolblaubande im unteren Drittel des Geles befand. Das Gel wurde
nun fiir 5 bis 10 Min in einem Ethidiumbromid-Bad inkubiert und die Banden unter UV-Licht
sichtbar gemacht. Ethidiumbromid ist eine in die DNA interkalierende Substanz, welche unter

UV-Licht fluoresziert.

DNA-Marker (A BstE I)
Als DNA Marker wurde die DNA des Phagen Lambda, welche mit BstE I verdaut wurde, verwendet.

6X-Ladepuffer 50X TAE-Laufpuffer

0,25% Bromphenolblau 242 ¢ Tris

0,25%  Xylencyanol 57ml FEisessig

30% Glycerol in HyOy 100ml 0,5M EDTA pH 8
ad 1l  H,Oy4

Ethidiumbromid-Stammlésung

10 mg/ 1 ml Ethidiumbromid geltst in H,Oy

3.2.4  Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir Gel-Retardationsanalysen wurden in der Regel 6% Polyacrylamid-Gele eingesetzt. Nach
dem Auspolymerisieren wurden die Gele in einen vertikalen Geltrdger eingespannt und mit
1X TBE-Puffer tiberschichtet. Die Proben wurden mit 6X-Ladepuffer versetzt (Endkonz. 1X)
und in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der DNA erfolgte bei 80 bis 90 Volt, bis
die Bromphenoblau-Bande gerade ausgelaufen war. Die Gele wurden in eine Klarsichtfolie ge-
packt und in eine Filmkasette gelegt. Nach Auflegen eines Filmes (Hyperfilm ECL, Amersham

Pharmacia Biotech) konnten die Banden iiber Autoradiographie sichtbar gemacht werden.
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10X TBE-Puffer
108 g (890 mM)  Tris

55 g (890 mM) Borat
20ml 20 mM) 0,5M EDTA pH 8
ad 11 Hzod

3.2.5 Aufreinigung von PCR-Fragmenten

Uber PCR generierte Fragmente des CMV-Promotors wurden mittels des MinElute PCR Puri-
fication Kit von Qiagen aufgereinigt. Dazu wurden 5 Volumen an Puffer P1 dem PCR-Ansatz
beigefiigt und auf eine Sdule tiberfiihrt. Nach dem Zentrifugieren fiir 1 Min wurde der Durch-
flufd verworfen und anschliefsend die gebundene DNA mit 750ul1 Puffer PE gewaschen. Nach
zweimaligem Zentrifugieren fiir 1 Min konnte die DNA mit 10u1 Puffer EB eluiert werden. Al-
le Zentrifugationsschritte waren bei 13000 rpm in der Eppendorfzentrifuge. Die DNA wurde
auf 1% Agarosegelen iiberpriift. Alle Rezepte fiir Puffer sind aus dem entsprechenden Qiagen-

Protokoll zu entnehmen.

3.2.6 DNA Konzentrationsbestimmung

Von der in H,O, gelosten DNA wurden geeignete Verdiinnungen in H>O,, mit der auf ei-
nem Agarosegel zuvor abgeschitzten DNA, gemacht. Im Spektralphotometer wurde durch
Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm, die optische Dichte der DNA be-
stimmt. Uber die Formel x Verdiinnung, konnte die Konzentration der DNA berechnet werden.
Die Reinheit der DNA wurde durch Bestimmung des Quotienten der ODygonm zur ODogonm
ermittelt. Eine optische Dichte von eins entspricht einer DNA-Konzentration von 50ug pro ml.
Eine weitere Moglichkeit die DNA-Konzentration zu bestimmen besteht darin, daff man auf

einem Agarosegel die DNA mit einem DNA-Marker bekannter Konzentration vergleicht.

3.2.7 Ligation

Fiir Ligationen wurden zwischen 50ng und 100ng Vector-DNA und die dreifach molare Men-
ge als auch dquimolare Mengen des zu inserierenden Fragmentes fiir Ansdtze zwischen 10
und 50yl eingesetzt. Den Ansdtzen wurde lunit T4-Ligase (MBI-Fermentas), 1/10 Volumen
des Ligase-Puffers und zum Aulffiillen H,O,. Zudem wurde ein Parallelansatz ohne Fragment
angesetzt. Die Ligation fand entweder bei 25°C fiir 1h oder iiber Nacht bei 14°C statt. Die Li-

gase wurde anschliefsend bei 65°C fiir 10 Min inaktiviert.
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3.2.8 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Bakterien fiir Elektroporation wurden 25 ml LB-Medium mit
Escherichia coli Bakterien des Typs X1-10 Gold oder BI21DE3 angeimpft und tiber Nacht bei
37°C auf einem Schiittler inkubiert. Am néchsten Morgen wurde die Ubernacht-Kultur in 500
ml LB-Medium tiberfiihrt und bei 37°C auf dem Schiittler bis zu einer optischen Dichte (ODggoy1m)
zwischen 0,5 und 0,6 weiter inkubiert. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten entweder auf Eis
oder im Kiithlraum. Die Bakterienlosung wurde fiir ca. 15 Min bei 4°C gekiihlt und anschlie-
end 15 Min lang bei 2000xg (6000 rpm; Sorvall GSA Rotor) und 4°C abzentrifugiert. Nach dem
vollstandigen Entfernen des LB-Mediums, wurde das Bakterienpellet in 500ml vorgekiihlten
sterilen H,O, resuspendiert. Der folgende Zentrifugationsschritt erfolgte wieder bei 2000xg
(6000rpm; Sorvall GSA Rotor) und 4°C fiir 15 Min. Weitere Waschschritte folgten mit 500 ml
vorgekiihlten sterilen H,O; und 10% Glycerin. Schliefllich wurde das Bakterienpellet in 5001
10% Glycerin aufgenommen und sofort in Aliqots von 50ul schockgefroren und bei -80 °C ge-
lagert. Zum Testen der Transformationseffizienz, wurde ein Aliqot mit 0,Ing des Plasmides
pucl8 transformiert und nach einer Inkubation von 30Min. bis 1h bei 37°C auf LB-Agarplatten,
mit dem entsprechenden Resistenzantibiotikum, in verschiedenen Verdiinnungen ausplattiert.

Uber folgende Formel konnte die Transformationseffizienz berechnet werden:

(Anzahl der gewachsenen Kolonien / ng des Plasmides) x Verdiinnungsfaktor

LB-Medium LB-Agar
10g Pepton 10g Pepton
5g Hefeextrakt 5g¢ Hefeextrakt
10g NaCl 10g NaCl
ad1l HyOy 15g Agar
ad1l HOy

3.2.9 Elektroporation

Die elektrokompetenten Bakterien wurden fiir 30 Min auf Eis aufgetaut und die Kiivetten mit
einem Spalt von 0,2 cm (Biorad) vorgekiihlt. 10-50ng Plasmid-DNA oder Ligationsansatz wur-
den auf die Bakterien pipettiert, vorsichtig gemischt und fiir 1,5 Min auf Eis inkubiert. Die
Einstellung am Elektroporator betrug 2,5 kV. Die Bakterienlosung mit der DNA wurden in
den Spalt der Kiivette pipettiert und dem Elektroschock unterzogen, anschlieflend wurden sie
sofort in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und fiir 30-60 Min bei 37°Cgeschiittelt. Bei Transfor-
mation von Ligationsansidtzen wurden die Bakterien auf LB-Platten mit dem entsprechenden
Resistenz-Antibiotikum in verschiedenen Verdiinnungen ausplattiert und bei 37°C im Brut-
schrank fiir 12-17h inkubiert. Ansonsten wurde die Bakteriensuspension in 200 ml - 500 ml
LB-Medium gegeben und bei 37°C im Schiittler fiir 12-17h inkubiert.
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SOC-Medium
2% Pepton
0,5 Hefeextrakt
10mM NaCl
25mM KCI
1M sterilfiltriertes MgCl (je 1 ml / 100 ml autoklaviertes Medium)
1M  sterilfiltriertes MgSO4 (je 1ml / 100 ml autoklaviertes Medium)
1M sterilfiltrierte Glukose (Endkonzentration 20 mM)

3.2.10 Anlegen einer Glycerin-Dauerkultur

Zum Anlegen einer Glycerin-Dauerkultur, wurden 8001 Bakterienlosung einer Ubernachtkultur

mit 250u1 100% Glycerin vermischt und sofort bei -80°C gelagert.

3.2.11 Fragmentierung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA erfolgte mittels Endonukleasen, welche spezifisch Sequenzen auf der
DNA erkennen und schneiden. Die Konzentration an Enzym sollte in einem Ansatz 1/10 des
Volumens nicht tiberschreiten. Fiir die jeweiligen Enzyme gibt es optimale 10X Puffer, deren
Endkonzentration im Ansatz 1X sein sollte. Zur Restriktionskontrolle von Plasmiden, wurden
200 bis 300ng DNA mit 5 bis 10 units Enzym gespalten. Restriktionsansétze fiir Klonierungen
enthielten 1 bis 2pug DNA und 20 units Enzym.

3.2.12  Generierung sich iiberlappender Fragmente des CMV-Promotors iiber PCR

Fiir die Generierung sich tiberlappender Fragmente des CMV-Promotors, wurden mittels der
in Tabelle 3.2.1 angezeigten Primer 6 Fragmente mit einer Lange von 130bp erzeugt, welche als
F1 bis F6 bezeichnet wurden. Um Fragmente F7 bis F11, mit einer Lange von 235bp zu erzeu-
gen, wurden die selben Primer verwendet, wie in Abb. 4.2.3 A dargestellt ist. Als DNA-Matrize
diente das Plasmid pcDNA3.CAT (Invitrogen), welches das Chloramphenicol-Transferase-Gen
unter der Kontrolle des CMV-Promotors hat. Folgendes PCR-Programm wurde fiir die Ampli-

fikation der DNA-Fragmente verwendet:

Zyklen Temperatur Zeit

1 initiale Denaturierung: 95°C 30 sec
Denaturierung: 95°C 30 sec

25 Primer-Anlagerung: 50 bis 55°C 1 Min

Verldangerung: 72°C 2 Min
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Primer  Sequenz

CMV-1f 5-CGATGTACGGGCCAGATATAC-3’
CMV-1r 5-CGGGCCATTTACCGTAAGTTA-3’
CMV-2f 5-GCGTTAGATAACTTACGGTAAATGGCCC-3’
CMV-2r 5-CCGTAAATAGTCCACCCATTGACG-3
CMV-3f 5-CCATTGACGTCAATGGGTGGA-3
CMV-3r 5-CTGGGCATAATGCCAGGCGGG-3’
CMV-4f 5-ATGGCCCGCCTGGCATTATGC-3’
CMV-4r 5-CTATCCACGCCCATTGATGTA-3’
CMV-5f 5-GCAGTACATCAATGGGCGTGG-3
CMV-5r  5-GGAGTTGTTACGACATTTTGG-3’
CMV-6f 5-CTTTCCAAAATGTCGTAACAA-3
CMV-6r 5-AATTTCGATAAGCCAGTAAGC-3’

TABELLE 3.2.1. Primer fiir die Generierung sich tiberlappender Fragmente des CMV-Promotors

3.2.13 Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung doppelstrangiger DNA mit Didesoxynukleotiden mufs der Doppel-
strang bevor der Oligonukleotid-Primer binden kann denaturiert werden. Dazu wurde die zy-
klische PCR-Sequenzierung angewandt. Unter Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase,
verlduft die Reaktion in mehreren Zyklen aus Denaturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-
Synthese mit jeweils unterschiedlichen Temperaturen. Dabei werden Didesoxynukleotide fiir
den Kettenabbruch verwendet. Die Konzentration der Didesoxynukleotide mufi so gewdhlt
sein, dafs statistisch gesehen der Kettenabbruch an unterschiedlichen Positionen erfolgt. Ein
Reaktionsansatz enthilt die vier Desoxynukleotide und eine geringe Menge der vier Dides-
oxynukleotide, die mit vier unterschiedlich fluoreszierenden chemischen Gruppen markiert
sind. Bei der Kapillargelelektrophorese werden die Proben in einer Kapillare, welche mit Poly-
mer gefiillt ist aufgetrennt und die Fluoreszenzsignale an einem bestimmten Punkt von einem
Detektor gemessen und aufgezeichnet. Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt in Form eines In-

tensitdtsprofils fiir jedes der vier unterschiedlichen Fluorophore.

Sequenzierungsprimer Sequenz

pGex-2Tseqf. 5- AGCTATCCCACAAATTGATAAGT-3’
pGex-2Tseqr 5-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’
pRSVseqf 5-GCAACAGACGGGTCTGACATG-3
Hap46-end-seqf 5-AGGTTCAGGCATTCCTAGCCG-3’

Hap46AC47-end-seqf = 5-CTGCCCAAGGATTTGCAAG-3’
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Big Dye (Applied Biosystems)

Taq Polymerase

Puffer

unmarkierte Desoxynukleotide (dATP/dCTP/dGTP/dTTP)
markierte Didesoxynukleotide (ddATP/ddCTP/ddGTP/ddTTP)
MgCl,

Reaktionsansatz fiir Sequenzierungs-PCR

Big Dye 2ul
DNA-Template 200 bis 300ng
Primer 5pmol

HyO4 ad 10ul

Thermocycler-Protokoll

Zyklen Temperatur Zeit

1 initiale Denaturierung  96°C 5 Min
Denaturierung : 96°C 30 sec

25 Primer-Anlagerung:  58°C 15 sec
Verldngerung : 72°C 2 Min

Zur Vorbereitung der Proben fiir die Sequenzierung wurden diese mit 40ul H,O, aufgefiillt
und anschlieffend mit dem 2,7-fachen Volumen an Ethanol und 1/10 Volumen an NaAc pH
5,2 versetzt. Nach kurzem Vortexen der Probe, wurde diese fiir 10 Min bei RT belassen. Da-
nach fand ein Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm in der Eppendorfzentrifuge statt. Nach
2-maligem Waschen des DNA-Pellets mit je 200u1 70% Ethanol, wurde dies in 15-20ul H>Oy
aufgenommen. Die Proben konnten nun in den Kapillarsequenzierer (Abi Prism 310 Genetic
Analyzer) gestellt werden. Fiir die Sequenzierung wurde eine griine Kapillare mit einer Lese-

weite bis zu 500bp verwendet, welche mit einem Polymer (DT POP6) gefiillt war.

3.2.14 Klonierung von pRSV-Hap46, Hap46AN16, Hap46 AC47

Fiir Reportergen-Analysen in F9 und Hela Zellen, sollten Hap46 und Hap-Varianten in den
Vektor pRSV einkloniert werden. Dazu wurde Hap46, Hap46AN16 und Hap46AC47 mit ent-
sprechenden Primern aus pGex-2T-Hap46 herausamplifiziert. Die Primer hatten tiberhdngende
Enden mit einer Hind III bzw. einer Nsi I Schnittstelle. Der Vektor wurde mit Hind III und Pst
I geschnitten. Da Nsi I und Pst I kompatible Enden haben, konnten so die Hap-Fragmente ziel-
gerichtet einkloniert werden. Um eine spétere effiziente Transkription der Hap-Varianten zu

gewdhrleisten, wurde {iber die Forward-Primer ebenfalls eine Kozak-Sequenz einkloniert.
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Variante Primer Sequenz

Hap46 HIII-Koz-Hap46-f 5-CCCAAGCTTGCCACCACCATGAAGAAGAAAACCCGGCGC-3
Hap46-Nsil-r 5-CTGCAGAACCAATGCATTGGTCACTCGGCCAGGGCAAAG-3’

Hap46AN16 HIII-Koz-Hap46AN16-f  5-CCCAAGCTTGCCACCACCATGCGGAGCGAGGAGTTGACC-3’
Hap46-Nsil-r siehe oben

Hap46AC47 HIII-Koz-Hap46-f siehe oben

Hap46AC47-Nsil-r 5-CTGCAGAACCAATGCATTGGTCATGGCAGGATCAGTGT-3'

TABELLE 3.2.2. Primer zur Erzeugung der Hap-Fragmente fiir die Klonierung der eukaryotischen Ex-
pressionskonstrukte pRSV-Hap46, Hap46AN16 und Hap46AC47.

3.2.15 Site-directed-Mutagenese

Zur Herstellung von Hap46-Varianten, welche fiir Bindungsstudien mit DNA benétigt wur-
den, wurde die Methode der site-directd-Mutagenesis herangezogen. Fiir diese Methode ist
es notwendig, komplementidre Primer zu konstruieren, welche die gewiinschte Mutation in
der Mitte jedes Primers enthalten. Die Primer werden in einer PCR mittels Pfu/Turbo DNA-
Polymerase verldngert, so entstehen mutierte Plasmide. Fiir die PCR wurden folgende Kom-

ponenten zusammenpipettiert:

DNA-Matrize 10ng bis 20ng
10X Puffer fiir Pfu Polymerase 5yl

dNTP’s (40mM) 1ul
vorwarts Primer 125ng
riickwérts Primer 125ng
Pfu Polymerase 25u
H>O4 ad 50ul

Die Hap46-Mutanten, sowie die verwendeten Ausgangsplasmide und jeweiligen Primer sind
in Tabelle 3.1.2 aufgelistet. Die Parameter der PCR fiir die site-directed-Mutagenese waren wie

folgt:

Zyklen Temperatur Zeit

1 95°C 30 sec
95°C 30 sec

12-18 55°C 1 Min
68°C 12 Min

Nach der PCR wird zu den Amplifikationsansidtzen das Enzym Dpnl (10u) zugegeben, wel-
ches die parentale methylierte DNA verdaut bei 37°C fiir 1 h. Danach wurden die Ansétze mit
Ethanol geféllt und in 10ul HO; aufgenommen, davon wurden 2yl fiir die Transformation in

XL 10-Gold eingesetzt. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Platten mit Ampicillin
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(50ug Amp /1 ml LB-Medium) ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Gewachsene Kolonien konnten gepickt und die DNA mittels des Wizard Plus SV DNA Purifi-
cation System von Promega isoliert werden. Nach Testen und Konzentrationsabschdtzung der

DNA auf 1% Agarosegelen, konnte diese sequenziert werden.

3.2.16  Radioaktive End-Markierung von DNA mittels terminaler Polynukleotid-Kinase

Fiir Gel-Retardationsanalysen wurde ein PCR-generiertes, 235bp langes Fragment des CMV-
Promotors bzw. ein 20bp Oligonukleotid mit einer AP1 Konsensus-Sequenz (AP1 Consensus
Oligonukleotide von Promega, E320A) an den 5 -Enden mittels der Vorwérts-Reaktion der
T,-Polynukleotid-Kinase (MBI Fermentas) und -*2P—ATP (3000 Ci/mmol) markiert. Die Ty-
Polynukleotid-Kinase katalysiert die Ubertragung des terminalen (7)-Phosphates von ATP auf

die 5 "-Termini von DNA oder RNA. Die Komponenten wurden wie folgt zusammen pipettiert:

235bp Fragment ~ AP1 Oligonukleotid

DNA 1ug (6,5pmol) 115ng (8,75pmol)
10X Puffer A 3ul 3ul

BSA (10 mg/(ml) 1,5ul 1,511

HyO4 ad 30u1 ad 30ul
Ty-Polynukleotid-Kinase  lunit 1 unit

7-32P-ATP 50 uCi (16,5pmol) 50 uCi (16,5pmol)

Die Ansdtze wurden fiir 30 Min bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Die Anschlieflende
Aufreinigung der markierten DNA erfolgte {iber G-50-Saulen (Amersham Biosciences, Micro-
spin G-50 Columns, 27-5330-01). Die Minisdulen wurden zuerst gevortext. Nach dem Entfernen
der Verschlufkappe, wurde die Saule bei 735 x g fiir 1 Minute zentrifugiert. Nun konnten die
Markierungsanséitze vorsichtig in die Mitte des Sdulenmaterials pipettiert werden. Zum Eluie-
ren der markierten DNA folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 735 x g fiir 2 Min. Die
anschlieffende Aktivitatsbestimmung der markierten DNA erfolgte im Szintillationszdhler und

beruhte auf der Messung der Tscherenkow-Strahlung.

3.3 Allgemeine Methoden Proteine

3.3.1 Bakterielle Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

3.3.1.1 Bakterielle Expression rekombinanter Proteine

25 ml LB-Medium mit 50g/ml Ampicillin wurden mit dem Escherichia coli Stamm BL21DE3

angeimpft. Dieser wurde zuvor mit den entsprechenden prokaryotischen Expressionsvektoren,
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welche einen GST-Tag fiir die Aufreinigung tiber GSH-Sepharose beinhalten, transformiert. Die
Vorkultur wurde tiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. AnschlieSend wurde ein Teil der
Vorkultur in 500ml LB-Medium (mit 50ug/ml Amp) tiberfiihrt, so daff eine ODgpo,n von 0,04
resultierte. Die folgende Inkubationszeit betrug 3 bis 4 h, d.h. bis eine ODggg, zwischen 0,5
und 0,7 erreicht war. Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonz.
1mM) induziert, wobei die Temperatur 37°C und die Dauer der Inkubation 2h betrug. Die
Bakterien wurden nun bei 5000 rpm in einem GSA-Rotor fiir 20 Min abzentrifugiert und nach
Entfernen des Mediums das Pellet mit 1X HepBS gewaschen. Entweder wurde das Pellet bis
zur Aufreinigung der Proteine bei -80°C gelagert oder zum sofortigen Weiterarbeiten in 4 ml

HepBS Puffer resuspendiert (weiter siehe: Aufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine).

3.3.1.2 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Das in 4 ml 1X HepBS geloste Bakterienpellet, wurde in 4 Eppendorfcups gleichmafliig auf-
geteilt und zum Aufschlufs der Zellen auf Eis fiir 1 x 15 sec und 2 x 10 sec bei 70W sonifiziert.
Danach erfolgte die Zugabe von 100mul 10% Triton X-100. Die Lysate wurden bei 13000rpm bei
4°C fiir 15 Min zentrifugiert, um so Zelltriimmer zu Pelettieren. Bevor der Uberstand auf eine
GSH-Sepharose Matrix gegeben werden konnte, mufte diese vorbereitet werden. Dazu wur-
den fiir je Iml Uberstand aus der Proteinexpression 120u150% GSH-Sepharose (GSH-Sepharose
4B-Suspension, Amersham Pharmacia) mit 1ml HepBS 2 mal gewaschen und die Matrix mit ei-
ner Hamilton-Spritze trockengelegt. Der Uberstand wurde auf die Matrix gegeben und bei 4°C
tiber Nacht unter leichtem Drehen inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte mit 1X HepBS/1% Tri-
ton X-100 und 3 Waschschritte mit 1X HepBS. Die Proteine konnten entweder tiber GSH eluiert
oder mit Thrombin abgespalten werden. Um GST-Fusionsproteine zu erhalten, wurde die Ma-
trix mit 120u] GSH-Elutionspuffer fiir 15 Min bei RT auf der Drehstange inkubiert. Da die Fusi-
onsproteine eine Schnittstelle fiir Thrombin zwischen GST-Anker und Protein besitzen, konnte
dies in einem Thrombin-Cleavage-Puffer vom noch an die Matrix gebundenen GST-Anteil ab-
geschnitten werden. Die aufgereinigten Proteine wurden iiber SDS-PAGE analysiert und die

Konzentration iiber Bradford bestimmt.

10X HepBS, GSH-Elutionspuffer
20mM Hepes 50mM  Tris-HCl pH 8
100 mM KCI 10mM GSH red.

mit NaOH auf pH 7,4 einstellen Thrombin-Cleavage-Puffer

120yl 1 X HepBS

12units Thrombin Protease
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3.3.2 Proteinmengenbestimmung iiber Bradford

Zu 200ul Dye Reagent (Biorad) wurden 700ul H,O; zugegeben. AnschliefSfend wurde mikro-
literweise Proteinlosung zugegeben bis ein leichter Farbumschlag ins Blaue zu erkennen war.
Die Ansdtze wurden mit H,O,; auf 1 ml aufgefiillt. Ein Kontrollansatz ohne Protein, aber mit
entsprechendem Volumen an Protein-Lagerungs-Puffer diente als Leerkontrolle. Die Ansétze
inkubierten fiir 10 bis 30 Min bei RT. Die Messung im Spektrometer erfolgte bei einer Wel-
lenldnge von 595 nm. Anhand einer BSA-Eichkurve konnte die Proteinkonzentration abgelesen

werden.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Grofsenfraktionierung der Proteine erfolgte auf Imm dicken 10% Polyacrylamid-Gelen mit-
tels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Diese Gele bestehen aus einem unteren Trenngel
und einem oberen Sammelgel. Protein-Proben wurden mit 1/4 Volumen SDS-Probenpuffer
versetzt und fiir 2 Min bei 100°C aufgekocht, bevor sie zusammen mit einem Molekularge-
wichtsmarker (High Marker, Sigma) auf das Gel aufgetragen wurden. SDS ist ein anionisches
Detergenz, welches nahezu alle nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen zerstort.
Desweiteren bewirkt der dem Probenpuffer zugefiigte p-Mercaptoethanol die Reduktion von
Disulfidbriicken. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 25 mA im Sammelgel und wurde
sobald die Proben ins Trenngel einliefen auf 35 mA erhoht. Nach Beendigung der Elektropho-
rese wurden die aufgetrennten Proteine entweder durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht,

oder auf eine PVDF-Membran transferiert.

Trenngel Trenngel 4X Puffer
3ml H,Oy 817g (1,5 M) Tris pH 8,8
2,6ml  30% Aycrylamid-Bisacrylamid 4ml 10% SDS
1,9ml Trenngel 4X Puffer ad 100ml H,O,
112ul 10 APS
5ul  TEMED
Sammelgel Sammelgel 4 x Puffer
Iml  HyOy 6,06g (0,5M) Tris pH 6,8
200ul  30% Aycrylamid-Bisacrylamid 4ml 10% SDS
444yl Sammelgel 4X Puffer ad 100ml H>Oy

28ul  10% APS
5u1 TEMED
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SDS-Probenpuffer, 4 X SDS-Laufpuffer, 10 X
2ml  Glycerol 30g (82 mM) Tris
2ml  10% SDS 144g (0,64 mM) Glycin
0,25mg Bromphenolblau 100ml 10% SDS
2,6ml  fi-Mercaptoethanol (frisch zugeben) ad 11 H>O,

ad 10ml  H,Oy,

Proteine (High Marker, Sigma) Molekulargewicht
Myosin, Kaninchen Muskel 205 kDa
$-Galactosidase, E. coli 116 kDa
Phosphorylase b, Kaninchen Muskel 97,4 kDa
Albumin, Bovin 66 kDa

Albumin, Ei 45 kDa

Carbonische Anhydrase, Bovine Erythrocyten 29 kDa

3.3.4 Immuno-Blotting

Zum Transfer der Proteine aus SDS-Gelen wurde das Verfahren des semi-dry Blottens ange-
wandt. Dazu wurde eine PVDF (Poly-Vinyl-)-Membran () auf die Grofie des Geles zurechtge-
schnitten, kurz in Ethanol angefeuchtet und in H,O,; gewaschen und 5 Min in Anodenpuffer II
inkubiert. Parallel dazu wurde das Gel fiir 5 Min in Kathodenpuffer inkubiert. AnschliefSend
wurden 2 Whatman-Papiere mit Anodenpulffer I getrankt und auf die Anode der Blotapparatur
gelegt. Dem folgte ein in Anodenpuffer II getranktes Whatman-Papier. Als ndchstes wurde die
Membran und anschliefend das Gel aufgelegt. Schliefflich wurde das Gel mit 3 in Kathoden-
puffer getrankten Whatman-Papieren bedeckt. Nach Auflegen der Kathode der Blotapparatur
erfolgte der Transfer der Proteine bei 110 mA pro Gel fiir 1h bei RT. Nach dem Blotten wurden

die transferierten Proteine reversibel mit Poncau S angefarbt.
Transferpuffer

Anodenpuffer I: 300 mM Tris pH 10,4

Anodenpuffer II: 25 mM  Tris pH 10,4

Kathodenpuffer: 40mM  Aminocapronsdure
25mM  TrispH 9,4

3.3.5 Firbung von SDS-Gelen mit Coomassie

Zum anfdrben von Proteinen in SDS-Gelen wurden diese in Coomassie-Losung gelegt, kurz

aufgekocht und fiir 15 Min bis {iber Nacht darin belassen. Anschlieffend wurde das Gel mit
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H,0,; gewaschen und in Entfarberlosung gelegt, welche wiederum kurz aufgekocht wurde.

Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis nur noch die Proteinbanden angefarbt waren.

Coomassie-Losung

50% Ethanol

10%  Eisessig

40%  HyOy4

0,05% Coomassie brilliant blue R-250

3.3.6  Peptidsynthese

Die von R. Frank weiterentwickelte Methode der Peptidsynthese (SPOT-synthesis, Frank 1992),
ermoglicht mit immobilisierten Peptiden auf einer aktivierten Cellulosemembran, die Studie
von Protein-Protein-Interaktionen. So kénnen innerhalb einer bekannten Proteinsequenz linea-
re Epitope identifiziert werden. Dazu wurden auf eine mit einem PEG-Linker, gekoppelt mit
Alanin, derivatisierten Cellulosemembran (Abimed, Amino-PEG500-UC sheet, AC01 12), Pep-
tide mit einer Liange von 10 Aminosduren synthetisiert und beginnt am C-Terminus des Pep-
tids. Die Synthese selbst wird von einem automatisierten Pipettier-Roboter (Auto-Spot-Robot
ASP222) tibernommen, wohingegen die Waschschritte zwischen den einzelnen Zyklen manuell

erfolgen.

3.3.6.1 Programmierung des Pipettier-Roboters

Zunichst sind die drei Raumkoordinaten X, y und z, sowie der Abstand zwischen den einzel-
nen Peptid-Spots in x- und y-Richtung im Computer einzugeben. Uber diese Werte kann das
Programm jede beliebige Position auf der Membran berechnen, um eine gezielte Anordnung
der Peptide auf der Membran zu erhalten. Die zu synthetisierende Sequenz der Peptide wird
in einen Editor tiber verschiedene Programmierbefehle eingegeben. Das Programm erstellt ein

Pep-Datei, die angibt an welcher Position ein Peptid synthetisiert wird.

gewiinschte Peptide Programmier-Befehl =~ Funktion
Individuelle Peptide .pep per Eingabe definiertes Peptid
Uberlappende Peptide .seq,a,b Peptide mit einer Lange von a und einem Versatz
vonb
.end

Analoge Sequenzen .analog,*=A,B,C,D Der Platzhalter wird durch jede der als A, B, C

bezeichneten Aminosduren ersetzt

Analoge Sequenzen .analog,*=* Der Platzhalter wird durch jede der 20

proteinogenen Aminosduren ersetzt
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3.3.6.2 Vorbereitung der Aminosduren

Je 1g lyophilisierter Aminosdure (Bachem) wurde in NMP gelost, so dafs eine Konzentration
von 0,25mM resultierte. Die Aminosdurelosung wurde in 250l Aliquots eingeteilt und bei -

20°C eingefroren. Das Auftauen erfolgte bei RT im Vakuum.

3.3.6.3 Start der Synthese

Die aufgetauten Aminosduren wurden in einen Halter am Roboter platziert. Dann wurden die
Membranen, die ebenfalls im Vakuum aufgetaut wurden, auf die gereinigte Arbeitsfldche des
Roboters gelegt und das Programm gestartet. Bei Auftrag der ersten Aminosdure entsteht eine
Peptidbindung durch einen nukleophilen Angriff der Aminogruppe des PEG-Linkers mit der
aktivierten Carboxylgruppe der Aminosdure. Um mogliche Verkniipfungen mit den Amino-

gruppen der Seitenketten zu verhindern tragen die Aminosduren F-moc-Schutzgruppen.

3.3.6.4 Waschprotokoll zwischen den Syntheseschritten

Nach dem Auftragen der Aminosduren, ist es erforderlich die noch freien Aminogruppen zu
Acetylieren, um so die Entstehung unspezifischer Peptide zu verhindern. Dazu wurde die
Membran zweimal in 25ml DMF mit 4% Esssigsdureanhydrid fiir 30 sec bzw. 5 bis 10 Min
gewaschen. Um Reste des Esssigsdureanhydrids zu entfernen, mufite die Membran zweimal
mit je 25 ml DMF gewaschen werden. Eine anschlieflende Inkubation in 25 ml DMF mit 20%
Piperidin fiir 10 Min, war notig, um die F-moc-Schutzgruppen der gebundenen Aminosduren
abzuspalten. Diese und das Piperidin wurden durch 10-maliges Waschen fiir je 2 Min in je 25ml
DMF entfernt. Der Erfolg der Abspaltung wurde durch Anfarben der freien Aminogruppen
tiberpriift, indem die Membran 5 Min mit 0,01% in DMF gelostem Bromphenolblau inkubiert
wurde. Zwei Waschschritte in je 25 ml absolutem Ethanol entfernten die Reste von DMF, Brom-
phenolbalu und mégliche Kontaminationen mit Wasser. Nach dem Trocknen der Membran auf
einem Whatman-Papier unter der Kaltstufe des Fohns, konnte ein nidchster Synthesezyklus er-

folgen.

3.3.6.5 Waschprotokoll nach dem letzten Synthesezyklus

Nach dem finalen Syntheseschritt wurden zundchst durch zweimaliges Waschen in je 25 ml
DMF iiberschiissige Aminosduren entfernt, bevor die F-moc-Schutzgruppen bei einer 10 mi-
niitigen Inkubation in 20% Piperidin abgespalten wurden. Analog zu oben folgten 10 Wasch-
schritte in je 25 ml DMF fiir je 2 Min, und das Anfdrben der freien Aminogruppen mit 0,01%
in DMF gelostem Bromphenolblau. Die Inkubation in 4% Essigsdureanhydrid erfolgte solange
bis die Spots vollstindig entfdarbt waren. Wie oben wurde die Membran 2 Mal in je 25 ml ab-

solutem Ethanol fiir 2 Min gewaschen und anschliefsend getrocknet. Zur Abspaltung weiterer
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Schutzgruppen, die sich an den Seitenketten der Aminosduren befinden, wurde die Membran
fiir 1h in einer Losung aus 5 ml Dichlormethan (Losungsmittel fiir Abspaltung), 5 ml TFA (spal-
tet Schutzgruppen ab) und 250ul Triisobutylsilan (fangt Reaktionsprodukte ab) inkubiert. Nun
folgten 4 Waschritte fiir je 2 Min in Dichlormethan und 3 Waschschritte fiir je 2 Min in DMFE.
Nach zweimal Waschen der Membran fiir je 2 Min in absolutem Ethanol, konnte die Membran
bis zum Gebrauch getrocknet im Kiihlschrank aufbewahrt werden, oder sofort fiir Versuche

eingesetzt werden.

3.4 Allgemeine Methoden Zellkultur

3.4.1 Zellkultur von F9 und Hela Zellen

Die F9 Zellen sind embryonalen Teratocarcinoma Zellen der Maus. Sie sind nicht ausdifferen-
ziert und exprimieren in diesem Zustand kein c-Jun. Das verwendete Medium ist DMEM /F12
Mix mit L-Glucose und L-Glutamin (Gibco oder Cambrex) versetzt mit 1X $-Mercaptoethanol
(Gibco, 31350-010), 10% FCS (Gibco), 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco) (jeweils Endkonzen-
tration). Die Zellen wachsen in kleinen Kolonien und sollten daher alle 2 bis 3 Tage gesplittet
werden. Zum Auftauen der Zellen (je Aliquot 2 x 10° Zellen), werden diese vom Stickstoff di-
rekt auf Eis gelagert, dann sofort fiir 3 Min bei 37°C im Wasserbad geschwenkt und schliefilich
direkt in 25 ml vorbereitetes Medium in einer 25 cm? Zellkulturflasche (Gibco) tiberfiihrt. Zum
Splitten der Zellen wurden diese zuerst mit 1X PBS gewaschen bevor das Ablosen der Zellen
mit Trypsin/EDTA (Gibco) fiir 2 bis 5 Min im Brutschrank bei 37°C erfolgte. Zur Inaktivierung
des Trypsin/EDTA wurde ein entsprechendes Volumen (Menge an Trypsin/EDTA in ml + 1
ml) an Vollmedium (mit allen Zusdtzen) zugegeben. Nach dem Mischen der Zellen wurden
10u1 zur Bestimmung der Zellzahl entnommen. Pro cm? Kulturgefaf sollten 25.000 bis 30.000
Zellen ausgesdt werden. Eventuell konnen konfluente Zellen auch 1:4 gesplittet werden. He-
la Zellen stammen aus einem humanen Zervix-Karzinom. Das verwendete Medium ist RPMI
1640 mit GlutaMAX und 25 mM Hepes (Gibco oder Cambrex). Zusitze jeweils mit Endkonzen-
tration sind 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin. Die konfluenten Zellen sollten alle 3 bis
5 Tage 1:6 gesplittet werden. Zum Auftauen und Splitten der Zellen wird wie oben beschrieben
verfahren. Das Einfrieren von F9 und Hela Zellen erfolgt in den entsprechenden Medien mit
10% FCS, 1% Pen/Strep und 10% DMSO in fliissigem Stickstoff.
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10X PBS, pH 7,4
8g NaCl
02g KCl
1,85g NayHPO4 x2Hp
024g KHyPO,
adll H,O

3.4.2  Bestimmung der Zellzahl

Zum Zdhlen der Zellen wurden 10ul der Zellsuspension mit gleicher Menge an Trypanblau
(farbt tote Zellen an) versetzt. 10ul dieser Mischung wurden in eine vorbereitete Neubaur-
Zihlkammer pipettiert und die lebenden Zellen gezahlt. Die Berechnung der Zellen in einem

Milliliter wurden {iber folgende Formel berechnet: Zellzahl x 2 (Verdiinnungsfaktor) x 10%.

3.4.3 Transfektion mit Transfektin

Die Transfektion von F9 und Hela Zellen erfolgte mit dem Transfektionsreagenz Transfectin
von Biorad. Dazu wurden je Vertiefung einer 6-well-Platte 5 x 10° Zellen am Abend ausgesiit.
Am néchsten Tag wurden die Zellen mit 1X PBS (Gibco) gewaschen und mit 2 ml frischem Me-
dium (mit 10% FCS, Pen/Strep) versehen. Die zu transfizierenden eukaryotischen Expressions-
plasmide (siehe eukaryotischen Expressionsplasmide) wurden vorbereitet. Die Gesamt-DNA
Menge in einem Ansatz betrug dabei 2,51g. Zu den Ansédtzen wurde jeweils 2501 serumfrei-
es Medium und 7ul Transfectin zugegeben und gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 20
Min bei RT konnten die Ansétze auf die Zellen getropfelt werden. Die weitere Lagerung der
Zellen mit Transfektionsreagenz betrug 24 h, danach wurde das Medium gewechselt und die
Zellen nochmals bis zu 24h weiter inkubiert, bevor sie fiir folgende Analysen wie Nachweis

der $3-Galactosidase, Immunoblot oder Luciferase-Assay weiter bearbeitet wurden.

3.4.4 Nachweis der f$-Galaktosidaseaktivitit in transfizierten Zellen

Die Effizienz der Transfektion wurde tiber ein $3-Galaktosidase exprimierendes Plasmid {tiber-
priift. Das Medium der Zellen wurde entfernt und mit 1X PBS gewaschen. Einer Inkubation
von 5 Min in Fixativ folgte ein erneuter Waschschritt mit 1X PBS. Nun wurde eine Substrat-
Farbelosung auf die Zellen gegeben. Diese enthilt unter anderem X-Gal, welches ein Substrat
tiir die fs-Galaktosidase ist, die in transfizierten Zellen exprimiert wird. Nach 2h bei 37°C konn-
te die Transfektionsrate tiber das Verhéltnis von gefarbten blauen zu nichtgefarbten Zellen be-

stimmt werden.
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Fixativ Farbelosung

85ml  HyOy 70ml  H,O4

10ml 10X PBS 10ml 10X PBS

5ml  37% Formaldehyd-Losung 10ml 50 mM K-Ferricyanid
0,2ml  25% Glutaraldehyd 10ml 50 mM K-Ferrocyanid

2ml 1 1
Substrat-Farbelosung 02m M MgCl,

20ml Farbelosung
1ml  X-Gal (20 mg/ ml)

3.4.5 Nachweis der Luciferase in Extrakten transfizierter Zellen

Transfizierte Zellen wurden je Vertiefung einer 6-well Zellkulturschale mit 400u1 1X RLP (Re-
porter-Lyse-Puffer, Promega) fiir 45 Min bei RT lysiert, nachdem 1X mit PBS gewaschen wur-
de. Die Zell-Lysate wurden in ein Eppendorf-Cup {iberfithrt und bei 13000 rpm in einer Ep-
pendorfzentrifuge abzentrifugiert. Die Messung der Luciferase-Aktivitdt der Proben erfolgte,
indem 20yl der Uberstinde in ein Luciferase-Roéhrchen pipettiert wurden. Das Réhrchen wur-
de in den Luminometer gestellt, welcher nach Zugabe von 100u1 Luciferase Assay Reagent die
Chemolumineszens messen konnte. Bei Zugabe von Luciferase Assay Reagent wird das dort
enthaltene Substrat (Beetle Luciferin) von der Luciferase in Oxyluciferin, AMP, PP; und CO,

gespalten, wobei Licht frei wird.

3.5 Spezielle Methoden und Versuchsaufbau

3.5.1 Gel-Retardationsanalysen

3.5.1.1 Interaktion von Hap46 und DNA

Gel-Retardationsanalysen zur Untersuchung der Interaktion von Hap46 und DNA, wurden in
5 bis 6% Polyacrylamid-Gelen gemacht. Dabei waren einige Optimierungsversuche notwen-
dig. In ersten Versuchen wurden steigende Mengen Hap46 (0,2ug bis 10ug) mit 3ng radioak-
tiver DNA (Fragment 11 des CMV-Promotors, mit einer Lange von 235 bp), welche mit 50ng
nichtradioaktiver DNA versetzt wurde, fiir 5 Min bei RT inkubiert. Desweiteren wurden 3ng
radioaktive DNA mit bis zu 200ng unmarkierter DNA aufgefiillt und mit steigenden Mengen
an Hap46-Protein (0,5pg bis 2ug) geshiftet. Um Nachzuweisen, dafs Hap46 unspezifisch an den
CMV-Promotor bindet, wurden 130bp Fragmente (F1 bis F6) und 235bp Fragmente (F7 bis F11)
(je Ansatz 50ng unmarkierte DNA) mit 3ug Hap46 inkubiert. Fiir die Untersuchung der Ami-

nosduren von Hap46, welche fiir die Bindung an DNA erforderlich sind, wurden je Ansatz 3ng
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radioaktiv markierte DNA des Fragments 11 des CMV Promotors mit 50ng unmarkierter DNA
versetzt und mit 3ug bis 6pg Hap46 bzw. Hap46 Varianten geshiftet. Alle Inkubationen mit
DNA und Protein erfolgten fiir 10 Min bei RT in einem Volumen zwischen 10u] und 20yul. Be-
vor die Anséitze auf nicht denaturierende PAA-Gele aufgetragen wurden, wurden diese mit 6X
Ladepuffer versetzt. Nichtradioaktive Gel-Shifts wurden fiir 5 Min in Ethidiumbromid gefarbt
und unter UV-Licht analysiert. DNA-Banden radioaktiver Gel-Shifts wurden tiber Autoradio-
graphie sichtbar gemacht.

3.5.1.2 Interaktionsanalyse mit DNA, Hap46 und c-Jun

Um Nachzuweisen, dafs an DNA gebundenes Hap46 noch in der Lage ist mit c5jun zu inter-
agieren, wurden Gel-Shifts gemacht, bei denen 3ng radioaktiv markierte DNA (235bp Frag-
ment des CMV-Promotors), welche mit 80ng nicht markierter DNA aufgefiillt wurde, mit 4ug
Hap46 und 3pg c-Jun in einem Volumen von 161 fiir 30 Min bei RT inkubiert. Kontrollansétze
mit DNA und Hap46 alleine wurden mit dem entsprechenden Volumen des Lagerungspuffers
von c-jun aufgefiillt, da dieser 0,5 M Guanidinium-Hydrochlorid enthielt. Die Ansdtze wurden
auf einem 5% nativen Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden {iiber

Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.5.1.3 Interaktionsanalysen mit an DNA gebundenem c-jun und Hap46

Hierfiir wurden in einem ersten Versuch 0,76ng eines radioaktiv markierten AP1-Oligonu-
kleotides (Promega) mit 150ng, 300ng und 1ug c-Jun inkubiert. Manche Ansédtze enthielten
zusitzlich 1ug Protein von Hap46. In einem zweiten Versuch wurde den Ansétzen zusitzlich
ein Kompetitionsoligonukleotid (0,056pmol je Ansatz) zugefiigt, welches durch Hybridisie-
rung zweier komplementérer Primer (siehe prokaryotische Vektoren fiir die Proteinexpression:
R6/8f und R6/8r) erhalten wurde. Die Hybridisierung je 100pmol der Primer fand bei 50°C
statt. Auflerdem wurden Ansdtze mit 300ng c-jun mit steigenden Mengen von Hap46 (0,6ug
bis 4ug) bzw. Hap46AN16 (0,6ug bis 4ug) inkubiert. Hap46 und c-Jun wurden fiir 15 Min bei
RT prdinkubiert. nach Zugabe der DNA erfolgte die eigentliche Inkubation fiir 15 Min bei RT
in einem Volumen von 10ul. Die Ansédtze wurden auf 8% nativen PAA-Gelen aufgetrennt und

die Banden tiber Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.5.2  Analyse membrangebundener Peptide

Die Cellulosemembranen mit gebundenen Peptiden wurden kurz in absolutem Ethanol inku-
biert, wobei nach und nach der Ethanol gegen 1X HepBS ausgetauscht wurde. Anschliefsend
wurden die Membranen in 1X HepBS mit 5% BSA /0,2% Tween tiber Nacht bei 4°C geblockt.
Die Proteinlosung (5 bis 10ug Protein auf 10 ml Inkubationspuffer: 1X HepBS/1% BSA /0,02%
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Tween) konnte nun fiir 1 bis 2h bei RT auf die Membranen gegeben werden. Die Inkubati-
on mit dem 1. Antikorper in Inkubationspuffer erfolgte bei RT fiir 1 bis 2 h, ebenso wie die
anschlieffende Inkubation mit dem 2. Antikorper. Die Detektion der gebundenen Proteine er-
folgte mittels ECL. Dazu wurden Losung 1 und Losung 2 vereinigt und die Membranen fiir 1
bis 2 Min darin geschwenkt, bevor sie zwischen 2 Folien gelegt und ein Film aufgelegt werden
konnte. Alle Waschschritte erfolgten 3 mal fiir je 5 Min mit 1X HepBS/0,02% Tween 20.

membrangebundene Inkubation mit Protein 1. Antikorper 2. Antikorper

Peptide

von hsc70 Hap46AN16 CC9ES (1:5000) Ziege anti-Maus HRP (1:2000)

von c-Jun Hap46 CC9ES (1:5000) Ziege anti-Maus HRP (1:2000)
Hap46AN16

von Hap46 bovines hsc70 K19 (1:2000) Kaninchen anti-Ziege HRP (1:1000)

hsc70 ATPase-Fragment ~ MA3-007 (1:2000)  Ziege anti-Maus HRP (1:2000)

3.5.3 Bindungsstudien mit Hap46, hsc70 und c-Jun mittels der Elisa-Methode

Fiir Elisa-Analysen wurden zwischen 500ng bzw. 2ug Protein (c-Jun: 500ng, hsc70: 1ug, Hap46:
2ug) in einem Volumen von je 100u1 HepBS, an den Plastiktrédger fiir 2 bis 4h bei RT gebunden.
Nach 3 malignem Waschen mit HepBS/0,02% Tween 20, wurde fiir 2h bei RT geblockt mit 200u1
HepBS/5% BSA/0,2% Tween 20. Die Inkubation mit den entsprechenden Proteinen (Hap46
und Hap-Varianten: 1ug, GST-Jun-Varianten: 1ug) erfolgte fiir 2h bei RT in 100u1 HepBS/1%
BSA/0,02% Tween 20. Fiir die Detektion der gebundenen Proteine wurde ein Hap-spezifischer
(CCIES, 1: 4000) bzw. ein Antikdrper gegen GST (MSA-103, 1:1000) verwendet. Die Inkubati-
onszeit betrug 1 bis 2h bei RT in 100ul HepBS/1% BSA/0,02% Tween 20. Die anschliefSende
Inkubation mit einem Peroxidase gekoppelten Ziege anti-Maus Antikorper (1:1000-1:2000) er-
folgte bei RT fiir 1h in in 100u1 HepBS/1% BSA /0,02% Tween 20. Zur Sichtbarmachung der ge-
bundenen Protein-Antikorper-Komplexe erfolgte eine Inkubation in 1001 TMB-Losung (Pro-
mega), welche als Substart fiir die gekoppelte Peroxidase diente. Die Reaktion wurde mit 50l
H,S0, abgestoppt, solange die Blaufarbung sich noch im linear mefibaren Bereich lag, darauf-

hin wechselte die Farbung in gelb, welche bei 450 nm gemessen werden konnte.

3.5.4 Interaktionsanalyse von Hap46 mit Matrix-gekoppelten Jun-Varianten

Je 50ug Protein der Jun-Varianten GST-c-Jun1-166, GST-c-JunAN223 und GST-v-Jun1-119, wur-
den in 1ml HepBS an 201 GSH-Sepharose fiir 2h bei RT gekoppelt. Danach wurde die Matrix 3
mal mit 1x HepBS/0,02%Tween 20 gewaschen und mit HepBS/ 5%BSA/ 0,2%Tween 20 fiir 2h
bei RT geblockt. Nach 3 Mal Waschen wurde die Matrix in 100u1 HepBS aufgenommen. Davon
wurden je 10u1 fiir ein 10% SDS-Gel entnommen, um die Ankopplung der Proteine zu kontrol-

lieren. Fiir die folgende Inkubation mit je 15ug rekombinantem Hap46 bei RT fiir 2 h, wurden
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gleiche Mengen an gekoppeltem Protein eingesetzt. Die Ansidtze wurden 3 mal gewaschen und
in 14ul SDS-Probenpuffer aufgenommen, aufgekocht und auf ein 10% SDS-Gel aufgetragen,
zusammen mit 1ug Hap46. Nach dem Gellauf wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
transferiert. Diese wurde in HepBS/ 5% BSA/ 0,2% Tween 20 fiir 2h bei RT geblockt und an-
schlieffend mit einem polyclonalen Serum gegen Hap (Serum 4), welches 1: 4000 in HepBS/1%
BSA /0,02% Tween 20 verdiinnt war, fiir 2h inkubiert. Nach Inkubation mit einem Peroxidase
gekoppelten Sekundar-Antikorper (1:2000) fiir 1h bei RT, wurden die Membranen fiir 1 bis 2
Min in Losung 1 und 2 geschwenkt und zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Durch Auflegen
eines Rontgenfilms (Amersham) und anschlieffende Entwicklung in der Entwicklermaschine

konnten die detektierten Proteinbanden analysiert werden.

Losung 1 Losung 2

17,7ml  HyO4 18ml HOy

2ml 1 M Tris pH 8 2ml 1MTrispHS8

2001 Luminol 12ul  HpO, (startet Reaktion)
88ul Cumarinsdure

3.5.,6  [NK-abhingige Phosphorylierung von c-Jun in Gegenwart von Hap46

Um den Einflufd von Hap46 auf die J]NK-abhidngige Phosphorylierung von c-Jun zu untersu-
chen wurden die unten aufgelisteten Komponenten zusammenpipettiert, wobei das radioaktiv
markierte y->2P-ATP nach einer 10 bis 15 Minuten dauernden Prainkubation von Hap46 und c-
Jun bei RT zu den Ansétzen gegeben wurde. Rekombinantes Protein von JNK, GST-c-Jun 1-169
und die verwendeten Puffer (Assay Delution Buffer I, Magnesium/ATP Cocktail) waren Be-
standteil eines Phosphorylierungs-Kits (Upstate, 17-166), aus dessen Protokoll die Zusammen-
setzung der Puffer entnommen werden kann. Das c-Jun voller Lange ist bei Promega erhaltlich.
10p1 -32P-ATP wurden mit 90u1 des Magnesium / ATP Cocktail gemischt. Je Ansatz betrug die
Menge an y->2P-ATP 1pmol (0,3 uCi/ul Ansatz). Die jeweiligen Kontrollansitze wurden mit

entsprechenden Lagerungs-Puffern der einzelnen Proteine aufgefiillt.

Ansitze fiir Phosphorylierungsversuche mit c-Jun

1 2a 2b
JNK 0,33ug 1lug 0,5ug
GST-c-Jun 1-169 0,33ug - -
c-Jun - 0,1-1ug 0,25ug
rekombinantes Hap46 3,5ug - 2,5ug
ADBI 33ul  10pul 5ul

Mg?+ /ATP mit v-32P-ATP  3,3ul  10ul 5ul
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Nachdem alle Komponenten vereinigt waren, wurden die Ansitze bei 30°C fiir 30 Min inku-
biert. Anschlieffend wurde die Phosphorylierungsreaktion durch Zugabe von 1/3 Volumen 4X
SDS-Probenpuffer abgestoppt. Nach dem Aufkochen der Proben fiir 5 Min wurden diese auf
einem 10% SDS Gel aufgetrennt und die Banden iiber Autoradiographie sichtbar gemacht.

3.5.6  Einflufs von Hap46 auf die c-Jun abhingige Transkription in vivo

Um zu tiberpriifen, ob Hap46 auf die c-Jun vermittelte Transkription Einfluff nimmt wurden 5
x 10° F9 Zellen mit 0,5ug pcoll-Luci und je 1ug der Plasmide pRSV-c-Jun und pRSV-Hap46 bzw.
pRSV-Hap46AN16 oder pPRSVAC47 transfiziert. Als Referenz dienten Ansitze mit 0,5ug pcoll-
Luci, 1 ¢ pRSV-c-Jun und 1ug pRSV. Ansitze mit 0,5ug pcoll-Luci und 2ug pRSV bzw. 0,5ug
peoll-Luci, 1ug pRSV und 1ug pRSV-Hap46 bzw. pRSV-Hap46AN16 oder pRSVAC47, dienten
als Kontrollen. Die verwendeten Plasmide wurden iiber den Endofree Maxi Kit von Qiagen ge-
wonnen. Alle Ansidtze wurden in vierfacher Ausfithrung gemacht. Nach 32h wurde die Hailfte
der Ansétze fiir 2h bei 42°C einem Hitzeschock unterzogen die andere Hélfte verblieb bei 37°C.
Nach weiteren 3h bzw. 16h wurden die Zellen fiir den Luciferase-Assay aufgearbeitet. Fiir die

Messung am Luminometer wurden gleiche Proteinmengen eingesetzt.






Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Bindung von Hap46 und hsc70

4.1.1 Beitrag der Aminosiuren der Regionen I und IV von hsc70 bei der Bindung an Hap46

In vorherigen Studien von Petersen et al., konnten potentielle Kontaktregionen von Hap46 auf
der ATPase-Doméne von hsc70 identifiziert werden. Region A, welche iiber Phage Display
gefunden wurde, tiberlappt partiell mit Regionen I und IV, die bei der Analyse membrange-
bundener Peptide von hsc70 mit Hap46 identifiziert werden konnten. Diese Regionen, wel-
che auf Subdomaéne I von hsc70 liegen, bilden zusammen eine distinkte Struktur, welche eine
hervorstehende Protuberanz beinhaltet (Abb. 4.1.1). Aufgrund dieses strukturellen Merkmals
scheint diese Region geeignet fiir Protein-Protein Interaktionen und somit fiir die Interaktion
von Hap46 und hsc70.

ABBILDUNG 4.1.1. Hsc70 ATPase-Domine aus verschiedenen Perspektiven mit Darstellung der Regio-
nen I (rot) und IV (griin), welche von Petersen et al. als Interaktionsregionen von Hap46 mit hsc70 tiber

Peptidanalyse identifiziert wurden
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Im Rahmen dieser Arbeit, wurden die einzelnen Aminosduren der Regionen I und IV, deren
Aminosduresequenz in Tabelle 4.1.1 angegeben ist, einer genaueren Untersuchung beziiglich

der Bindung an Hap46 unterzogen.

Region Aminosdure Sequenz
I 17-25 CVGVFQHGK
v 134-142 YLGKTVINA

TABELLE 4.1.1. Interaktionsregionen I und IV von Hap46 auf hsc70, welche tiber Peptidanalyse identifi-

ziert wurden.

Fiir Mutationsanalysen, wurden Peptide (10mere), welche die Aminosduresequenzen der Re-
gionen I und IV {iiberspannen, auf einer Cellulosemembran synthetisiert. Dabei wurde jede
Aminosdure der zu untersuchenden Regionen jeweils gegen jede der 20 proteinogenen Ami-
nosduren ausgetauscht. Die Membranen wurden mit rekombinantem Hap46AN16 inkubiert
und die Peptid-Protein-Komplexe mit einem monoklonalen Antikorper (CCIES), spezifisch
gegen Hap46, sichtbar gemacht. In Abbildung 4.1.2, Spalte 21 wurden Peptide ohne Amino-
sdureaustausch als Positivkontrollen synthetisiert. Spalten 1 bis 20 zeigen Peptide, mit an der
entsprechenden Position, gegen Aminosduren A bis V, ausgetauschten Aminosduren. Die Posi-
tion der mutierten Aminosdure innerhalb des Peptids ist mit einem Sternchen gekennzeichnet
(Abb. 4.1.2) und die zu mutierende Aminosédure selbst ist nochmals in Abbildung 4.1.2, Spalte
0 angegeben.

0 12 345678 91011121314151617181920 21
ARNDCQEGHILKMFPSTWYV

*VGVFQHGK —»C
C* GVFQHGK \
CV*VFQHGK —G
CVG* FQHGK v
CVGV* QHGK E
CVGCF*HGK —Q
CVGVFQ* GK H
CVGVFQH* K G
CVGVFQHG* —*K

zmoCrO®”®HZOR

ABBILDUNG 4.1.2. Mutationsanalyse der Interaktionsregion I von Hap46 auf hsc70: Mutierte Peptide
der Region I von hsc70 wurden auf eine Cellulosemembran synthetisiert und mit Hap46AN16 inku-
biert. Gebundenes Hap-Protein wurde tiber einen spezifischen Antikorper detektiert. Spalte 21 zeigt
Peptide ohne Aminosdureaustausch, als Positivkontrollen. Spalten 1 bis 20 zeigen Peptide, mit an der
entsprechenden Position, gegen Aminosduren A bis V, ausgetauschten Aminosduren. Die Position der
mutierten Aminosdure innerhalb des Peptids ist mit einem Sternchen gekennzeichnet, und die Ami-
nosdure, welche mutiert wurde, ist nochmals in Spalte 0 angegeben. Die mit einem Pfeil markierten
Aminosduren weisen bei Mutation der entsprechenden Aminosaure eine reduzierte Affinitdt zu Hap46

auf.
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Bei Mutation der Aminoséuren Cys'’, Gly' und GIn?* (in Abb. 4.1.2 gekennzeichnet mit Pfei-
len) sind beim Austausch gegen manche Aminosduren dunklere oder hellere Punkte zu se-
hen, oder sogar kein Signal. Bei schwachen Intensitdten ist anzunehmen, daf$ bei Austausch
der Aminosduren Cys'’, Gly" oder GIn* gegen eine andere Aminoséure, die Bindungsaffi-
nitdt in Region I von hsc70 und Hap46 abnimmt. Ist kein Signal mehr zu sehen, so scheint die
Bindungsfahigkeit komplett zerstort zu sein. Das Lysin an Position 25 (Abb. 4.1.2 siehe Pfeil)
scheint somit eine entscheidende Rolle bei der Interaktion von Hap46 mit Region I von hsc70
zu spielen, da sie nur gegen eine ihr verwandte, ebenfalls basische Aminosdure, das Arginin
(Abb. 4.1.2 Spalte 2), ausgetauscht werden kann, ohne kompletten Bindungsverlust. Also sind
es vier Aminosduren aus Region I, welche mehr oder weniger an der Bindung von Hap46 be-
teiligt sind, allerdings liegen Cys!” und Gly'® innerhalb des Molekiils und kénnen somit zur
direkten Bindung nicht beitragen. Moglicherweise werden sie zur Stabilisierung der Bindung
bendtigt. Betrachtet man die Lage der beiden anderen Aminosduren GIn?? und Ly525, so ist
festzustellen, daf sich diese im dufSeren Bereich der Protuberanz befinden (Abb. 4.1.3) und so

fiir Hap46 gut zugénglich sind.

ABBILDUNG 4.1.3. Hsc70 ATPase-Doméne mit Lage der Aminosiuren GIn?? (griin) und Lys®® (magen-
ta): In Region I auf hsc70, konnten tiber Mutationsanalysen mittels membrangebundener Peptide, die
Aminosiuren GIn?? und Lys?® ermittelt werden, welche von Hap46 fiir die Bindung an Region I von

hsc70 benotigt werden.

Kontrollmembranen, welche mit Protein und Zweit-Antikorper inkubiert wurden, zeigten bei
Region I keinen Hintergrund an. Bei Region IV war keine Auswertung moglich, da die Kon-
trollmembran mit Protein und Zweit-Antikorper einen zu hohen Hintergrund aufwies (Daten

nicht gezeigt).
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4.1.2  Aufler der C-terminalen Domiine von Hap46 sind noch andere Regionen bei der

Bindung an hsc70 von Bedeutung

Bisher beschrankten sich Bindungsstudien und biochemische Analysen mit Hap46 und hsc70
auf die so genannte BAG-Doméine, die bei allen Hap-Isoformen vorhanden ist. So zeigt sich bei
der Co-Kristallisation der BAG-Domiéne mit der ATPase-Doméne von hsc70 [96], dafs die BAG-
Domaine aus drei a-Helices besteht, von denen Helix 2 und 3 an die Subdomaéine IIB von hsc70
binden. Aufgrund der oben erwédhnten Ergebnisse von Petersen et al., ist jedoch anzunehmen,
dafl Hap46 zwei Haupt-Kontaktstellen auf hsc70 hat, welche sich auf einer Seite des Molekiils
befinden. Da die BAG-Doméne allerdings nur an eine dieser beiden Regionen bindet, ist zu
vermuten, dafs es aufier der BAG-Domaéne noch weitere Bereiche auf Hap46 gibt, welche zur

Bindung an hsc70 beitragen.

Um mogliche weitere Bindungsstellen von hsc70 und Hap46 zu identifizieren, wurden Peptide
(10mere), welche die Aminosduresequenz von Hap46 iiberspannen auf eine Cellulosemembran
gespottet und zum einen mit der bovine rekombinant hergestellten Hsc70-ATPase-Doméne,
zum anderen mit aus Rinderhirnen prépariertem hsc70, welches auch die Substratbindungs-
doméne enthilt, inkubiert. Die Visualisierung der komplexierten Proteine erfolgte im Falle
der hsc70-ATPase-Doméne mit einem monoklonalen Antikorper. Jener erkennt spezifisch die
ATPase-Doméne von hsc70. Im Fall des bovinen hsc70 voller Lange, erfolgte die Detektion

mittels eines polyclonalen Antiserums.

Wie in Abbildung 4.1.4 dargestellt ist, konnten {iber Immunfdrbung verschiedene Regionen
von Peptiden mit unterschiedlichen Intensitdten sichtbar gemacht werden. Spur 2 zeigt die
Ergebnisse mit der bovinen hsc70-ATPase-Doméne, und Spur 1 jene mit dem bovinen hsc70,
wobei beide Proteine ein dhnliches Interaktionsprofil mit Hap46 aufweisen. Die Versuche wur-
den mit drei an verschiedenen Tagen synthetisierten Membranen gemacht und zeigten ver-
gleichbare Interaktionsmuster. Kontrollen mit Erst- und Zweit-Antikorper, aber ohne Protein,
und Kontrollen mit Protein und Zweit-Antikorper zeigten keine Signale iiber den Hintergrund

hinaus (Daten nicht gezeigt).

Da es bis jetzt noch kein 3-dimensionales Modell des gesamten Hap46 gibt, sind die potenti-
ellen Interaktionsregionen von hsc70 auf Hap46 in einem Balkenmodell von Hap46 dargestellt
(Abb. 4.1.5).

Wie zu erwarten war, befindet sich eine der an Intensitét starksten Regionen im C-terminalen
Bereich von Hap46 (Abb. 4.1.4, Region VI). Dies entspricht den Aminosduren 227-250, wohin-
gegen Aminosduren 251-274 bei der Bindung an hsc70 keine Rolle zu spielen scheinen (Abb.
4.1.5).



4.1 Charakterisierung der Bindung von Hap46 und hsc70 53

N — N
H N

33 35
& by

Spur 1
Spur 2

-~
N
33
Q, Q
n v

MKKKTRRRST VTVTHSNEKH KKNSPQEEVE TLILPENFKD
KKKTRRRSTR TVTHSNEKHD KNSPQEEVEL LILPENFKDS
KKTRRRSTRS VTHSNEKHDL NSPQEEVELK ILPENFKDSR
KTRRRSTRSE | THSNEKHDLH SPQEEVELKK LPENFKDSRL
TRRRSTRSEE HSNEKHDLHV PQEEVELKKL PENFKDSRLK
RRRSTRSEEL SNEKHDLHVT QEEVELKKLK ENFKDSRLKR
RRSTRSEELT NEKHDLHVTS EEVELKKLKH NFKDSRLKRK
RSTRSEELTR EKHDLHVTSQ EVELKKLKHL FKDSRLKRKG
STRSEELTRS KHDLHVTSQQ VELKKLKHLE KDSRLKRKGL
| TRSEELTRSE HDLHVTSQQG ELKKLKHLEK DSRLKRKGLV
RSEELTRSEE DLHVTSQQGS LKKLKHLEKS SRLKRKGLVK
| SEELTRSEEL LHVTSQQGSS KKLKHLEKSV RLKRKGLVKK VI
- EELTRSEELT HVTSQQGSSE KLKHLEKSVE LKRKGLVKKV
ELTRSEELTL | VTSQQGSSEP LKHLEKSVEK KRKGLVKKVQ
LTRSEELTLS TSQQGSSEPV KHLEKSVEKI RKGLVKKVQA
TRSEELTLSE SQQGSSEPVV HLEKSVEKIA KGLVKKVQAF
RSEELTLSEE QQGSSEPVVQ LEKSVEKIAD GLVKKVQAFL
. SEELTLSEEA QGSSEPVVQD EKSVEKIADQ LVKKVQAFLA
EELTLSEEAT | GSSEPVVQDL | KSVEKIADQL VKKVQAFLAE
ELTLSEEATW SSEPVVQDLA . SVEKIADQLE KKVQAFLAEC
LTLSEEATWS SEPVVQDLAQ | VEKIADQLEE KVQAFLAECD
TLSEEATWSE EPVVQDLAQV - EKIADQLEEL VQAFLAECDT
LSEEATWSEE - | PVVQDLAQVV KIADQLEELN  QAFLAECDTV
SEEATWSEEA | VVQDLAQVVE B IADQLEELNK | AFLAECDTVE
EEATWSEEAT | VODLAQVVEE il ADQLEELNKE '| FLAECDTVEQ
EATWSEEATQ ODLAQVVEEV fl DOLEELNKEL d LAECDTVEQN
ATWSEEATQS DLAQVVEEVI QLEELNKELT AECDTVEQNI
TWSEEATQSE | LAQVVEEVIG LEELNKELTG | ECDTVEQNIC
WSEEATQSEE | AQVVEEVIGV EELNKELTGI . CDTVEQNICQ
| SEEATQSEEA QVVEEVIGVP ELNKELTGIQ | DTVEQNICQE
. EEATQSEEAT VVEEVIGVPQ LNKELTGIQQ TVEQNICQET
~ EATQSEEATQ VEEVIGVPQS NKELTGIQQG VEQNICQETE
~ ATQSEEATQG EEVIGVPQSF KELTGIQQGF EQNICQETER
| TQSEEATQGE EVIGVPOSFO ELTGIQQGFL QONICQETERL
| QSEEATQGEE VIGVPQSFQK LTGIQQGFLP NICQETERLQ
| SEEATQGEEM IGVPQSFQKL TGIQQGFLPK ICQETERLQS
EEATQGEEMN GVPQSFQKLI GIQQGFLPKD CQETERLQST
EATQGEEMNR VPQSFQKLIF IQQGFLPKDL QETERLQSTN
ATQGEEMNRS PQSFQKLIFK QQGFLPKDLQ ETERLQSTNF
TQGEEMNRSQ QSFQKLIFKG QGFLPKDLQA TERLQSTNFA
QGEEMNRSQE SFOKLIFKGK II GFLPKDLQAE ERLQSTNFAL
GEEMNRSQEV FQOKLIFKGKS FLPKDLQAEA RLOSTNFALA
EEMNRSQEVT QKLIFKGKSL LPKDLQAEAL LOSTNFALAE
EMNRSQEVTR KLIFKGKSLK PKDLQAEALC
MNRSQEVTRD LIFKGKSLKE KDLQAEALCK
NRSQEVTRDE IFKGKSLKEM DLQAEALCKL
RSQEVTRDEE FKGKSLKEME LQAEALCKLD
SQEVTRDEES KGKSLKEMET QAEALCKLDR
QEVTRDEEST GKSLKEMETP AEALCKLDRR
| EVTRDEESTR KSLKEMETPL EALCKLDRRV
| VTRDEESTRS SLKEMETPLS ALCKLDRRVK
TRDEESTRSE LKEMETPLSA LCKLDRRVKA
RDEESTRSEE KEMETPLSAL CKLDRRVKAT
DEESTRSEEV | EMETPLSALG KLDRRVKATI
EESTRSEEVT METPLSALGI LDRRVKATIE V
ESTRSEEVTR ETPLSALGIQ DRRVKATIEQ
STRSEEVTRE TPLSALGIQD RRVKATIEQF
TRSEEVTREE PLSALGIQDG RVKATIEQFM
RSEEVTREEM LSALGIQDGC VKATIEQFMK
. SEEVTREEMA SALGIQDGCR KATIEQFMKI
EEVTREEMAA ALGIQDGCRV | ATIEQFMKIL
EVTREEMAAA LGIQDGCRVM TIEQFMKILE
VTREEMAAAG . GIQDGCRVML IEQFMKILEE
TREEMAAAGL IQDGCRVMLI EQFMKILEET
REEMAAAGLT | QDGCRVMLIG QFMKILEEID
EEMAAAGLTV DGCRVMLIGK | FMKILEEIDT
EMAAAGLTVT GCRVMLIGKK | MKILEEIDTL
MAAAGLTVTV CRVMLIGKKN KILEEIDTLI
ARAGLTVTVT RVMLIGKENS [II ILEEIDTLIL
AAGLTVTVTH VMLIGKKNSP LEEIDTLILP
AGLTVTVTHS MLIGKKNSPQ EEIDTLILPE
GLTVTVTHSN LIGKKNSPQE EIDTLILPEN
LTVTVTHSNE IGKKNSPQEE IDTLILPENF
TVTVTHSNEK GKKNSPQEEV DTLILPENFK

ABBILDUNG 4.1.4. Identifizierung potentieller Interaktionsregionen von hsc70 auf Hap46, mittels Ana-
lyse membrangebundener Peptide, welche die Aminosduresequenz von Hap46 tiberspannen, mit hsc70
aus Rinderhirn (Spur 1) und rekombinantem hsc70 ATPase-Fragment (Spur 2). Interaktionsregion Z,
welche nur mit dem bovinen hsc70 voller Lange (Spur 1) erhalten wurden, ist in tiirkis gekennzeichnet.
Die iibrigen Regionen I bis VI, welche mit bovinem hsc70 und rekombinantem hsc70 ATPase-Fragment
gefunden wurden, sind in rot gekennzeichnet. Die Nummern auf der linken Seite geben die Anzahl der

Peptide an.
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ABBILDUNG 4.1.5. Darstellung der identifizierten Interaktionsregionen von hsc70 auf Hap46. Balken-
modell von Hap46 mit seinen Proteindomé&nen: DNA-Bindedoméne (lachs), Bereich der sauren Hexa-
peptid-Wiederholungen (griin), Ubiquitin-dhnliche Doméne (gelb), essentieller Bereich fiir Bindung an
hsc70 (blau). Die Bereiche auf Hap46, welche eine Interaktion mit hsc70 und der ATPase-Doméne von
hsc70 aufwiesen, wurden in rot dargestellt. Bereiche mit ausschliefilicher Interaktion mit hsc70 voller

Lénge sind in tiirkis gekennzeichnet.

Interessanterweise beschréankt sich die Interaktion von hsc70 mit Hap46 nicht nur auf dessenC-
Terminus. Bindungsregionen mit starken Intensitdten befinden sich ebenfalls in der Ubiquitin-
dhnlichen Doméne (Abb. 4.1.4, Region II) und erstaunlicherweise auch am N-terminalen Be-

reich von Hap46 (Abb. 4.1.4, Region I).

Die Bindungsregion am N-Terminus erstreckt sich {iber die ersten 16 Aminosduren (Abb. 4.1.5),
was bedeutet, dafd hsc70 Aminosduren der basischen DNA-Bindungs-Doméne (AS 1-10) und
zum Teil der sauren Hexapeptid-Wiederholungen (AS 12-68) von Hap46 fiir dessen Bindung
bendtigt. Die Aminosduresequenzen der Regionen mit starken Intensitdten wurden nochmals

in Tabelle 4.1.2 aufgelistet.

Region Aminosduren Sequenz
I 2-15 KKKTRRRSTRSEELT
I 115-127 SFQKLIFKGKSLK
I 145-150 MLIGKK
v 161-167 KLKHLEK
A% 202-214 KLDRRVKATIEQF
VI 231-247 KDSRLKRKGLVKKVQAF
V4 175-180 QLEELNK

TABELLE 4.1.2. Interaktionsregionen 1 bis VI von hsc70 auf Hap46: Uber Analyse se-
quenziiberspannender, membrangebundener Peptide von Hap46 konnten mehrere Bindungsregionen

mit hsc70 identifiziert werden.

Da die Kontaktstellen von hsc70 auf Hap46, welche iiber Peptidanalyse gefunden wurden, zum
Teil in Protein-Domé&nen von Hap46 liegen, lag die Uberlegung nahe, den Beitrag der einzelnen

Doménen bei der Bindung an hsc70 zu kléren.
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4.1.3 Der N-terminale Bereich von Hap46 ist wichtig fiir die Bindung an hsc70

Fiir weitere Versuche die Bindung von hsc70 und Hap46 zu studieren, wurde eine sensitive-
re Methode (ELISA - Enhanced Luminescence Immunosorbent Assay) gewéhlt, die auch eine
quantitative Aussage beziiglich des Beitrages der einzelnen Interaktionsregionen auf Hap46
bei der Bindung an hsc70 zuliefs. Dazu wurde bovines hsc70 auf Plastiktrdgern gebunden und
anschlieffend mit rekombinantem Hap46 voller Lange bzw. Hap46-Mutanten (Abb. 4.1.6), bei

welchen jeweils eine der Proteindoménen deletiert wurde, inkubiert.

1 1012 62 96 129 227 274
— —
oo (N [ I
e (B [ — —
|

Haptescs7 ]|

ABBILDUNG 4.1.6. Balkenmodelle von Hap46 und Hap46-Deletionsmutanten: Hap46, Hap46AN16,
Hap46A12-62, Hap46 A96-129 und Hap46AC47. DNA-Bindedomaéne (lachs), Bereich der sauren Hexa-
peptid-Wiederholungen (griin), Ubiquitin-dhnliche Doméne (gelb), essentieller Bereich fiir Bindung an
hsc70 (blau)

Nach mehreren Waschschritten erfolgte die Detektion der noch gebundenen Hap-Proteine mit-
tels eines spezifischen Antikorpers, der alle Hap-Varianten erkennt. Kontrollen ohne Hap46
Protein aber mit Erst- und Zweit-Antikorper und Kontrollen mit Hap46 und nur Zweit-Anti-
korper resultierten in zu vernachldssigenden Werten. Die mit Hap46 voller Lange erhaltenen
Werte wurden auf 100% festgelegt (Abb. 4.1.7, Spalte 1), die Werte der Hap-Varianten wurden
in Relation dazu gesetzt (Abb. 4.1.7, Spalten 2-5).

Deutlich ist der Verlust der Bindungsfahigkeit von Hap46 an hsc70, wenn die letzten 47 Ami-
nosduren deletiert sind (Abb. 4.1.7, Spalte 5). Interessanterweise ist bei einer Deletion der N-ter-
minal gelegenen Aminoséduren 1 bis 10 eine Reduktion der Bindung auf ca. 40% zu beobachten
(Abb. 4.1.7, Spalte 2), woraus sich schliefSen l4fst, daf dieser Bereich, welcher eigentlich fiir die
Interaktion mit DNA verantwortlich ist, eine noch zu kldrende Rolle bei der Bindung an hsc70
spielt. Auch der Bereich der sauren Hexapeptid-Wiederholungen (Abb. 4.1.7, Spalte 3) und die
Ubiquitin-dhnliche Doméne (Abb. 4.1.7, Spalte 4) leisten ihren, wenn auch geringeren Beitrag,
bei der Bindung an hsc70.
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ABBILDUNG 4.1.7. Interaktionsanalyse von hsc70 mit Hap46 und Hap46-Varianten: je 1ug an eine Eli-
sa-Platte gebundenes bovines hsc70 wurde mit Hap46 (Spalte 1), Hap46AN16 (Spalte 2), Hap46A12-62
(Spalte 3), Hap46 A96-129 (Spalte 4) oder Hap46AC47 (Spalte 5) inkubiert. Gebundenes Hap-Protein
wurde iiber einen spezifischen Antikdrper detektiert. Die Werte mit den Hap46-Varianten (Spalten 2-5)
sind in Relation zu Hap46 (Spalte 1) gesetzt.

Uber die vorangegangenen Versuche wurden Interaktionsregionen von hsc70 auf Hap46 mit-
tels Analyse membrangebundener Peptide identifiziert. Dabei wurde festgestellt, daff diese
in der Ubiquitin-dhnlichen Doméne, in der Region saurer Hexapeptid-Wiederholungen und
iiberraschender Weise auch in der N-terminalen DNA-Bindungsdoméne von Hap46 liegen.
Uber Elisa-Analysen mit gekoppeltem hsc70 wurde daraufhin der quantitative Beitrag mittels
Deletionsmutanten von Hap46 {iberpriift. Es zeigte sich, dafs aufler den fiir die Bindung an
hsc70 essentiellen Bereich (Aminoséduren 227 bis 274) des C-Terminus von Hap46, auch die N-
terminalen ersten 10 Aminosduren einen wesentlichen Beitrag fiir die Interaktion der beiden

Proteine leisten.

4.2 Analysen zur Bindung von Hap46 an DNA

Hap46 ist ein Protein, welches Interaktionen mit vielen verschiedenen Molekiilen eingehen
kann, so auch mit der DNA. Da Hap46 ein ungewohnliches DNA-Bindungsmotiv aufweist,
sollte diese kurze Sequenz von 10 Aminosduren genauer untersucht werden. Dabei stand im
Vordergrund, die an der Bindung beteiligten Aminosduren iiber die Methode der Gel-Retar-
dationsanalyse (EMSA - Electro-Mobility-Shift-Assay) zu identifizieren. Bei der elektrophoreti-

schen Auftrennung weisen Protein-DNA-Komplexe eine verminderte Laufgeschwindigkeit im
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Vergleich zu freier DNA auf, da diese grofier sind und sich langsamer in nativen Gelen bewe-
gen. Die Bande der an Protein gebundenen DNA ist somit im Vergleich zur nicht komplexierten
DNA nach oben verschoben (Shift).

4.2.1 Optimierung der Gel-Retardationsanalysen mit Hap46 und DNA

Zur Bestimmung optimaler Bedingungen, um spidter auch mutierte Hap46 Proteine im Ver-
gleich zum Wildtyp in Gel-Retardationsanalysen zu untersuchen, waren verschiedene Opti-

mierungen notwendig.
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ABBILDUNG 4.2.1. Gel-Retardationsanalyse mit steigenden Mengen Hap46: 3ng eines radioaktiv mar-
kierten 235bp langen PCR-Fragmentes des CMV-Promotors wurden mit steigenden Mengen an rekom-
binanten Hap46 (0,2ug bis 10g) inkubiert (Spuren 2 bis 10) und auf einem 6% Polyacrylamid-Gel elek-
trophoretisch aufgetrennt. Die Banden wurden tiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Spur 1 zeigt
die Kontrolle mit freier DNA.

Fiir die in Abbildung 4.2.1 gezeigten Gel-shifts, wurden steigende Mengen rekombinanten
Hap46 mit je 3ng eines, radioaktiv markierten, PCR generierten DNA-Fragmentes des CMV
(Cytomegalie-Virus)-Promotors, mit einer Lange von 235 Basenpaaren, inkubiert. Die DNA
wurde auf einem 6% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden {tiber
Autoradiographie sichtbar gemacht. Es ist deutlich zu sehen, dafs es einer Mindestmenge an
Hap46 Protein bedarf, um eine effiziente Komplexbildung mit dem DNA-Fragment zu erhal-
ten, was in diesem Fall bei 0,75pg bis 1ug Protein liegt (Abb. 4.2.1, Spuren 4 und 5). Bei Pro-
teinmengen unter 0,75ug (Spuren 2 und 3) ist Hap46 nicht mehr in der Lage das Fragment
zu shiften. Da mit steigender Proteinmenge auch die Hohe des nach oben verschobenen DNA
Fragmentes zunimmt, ist zu vermuten, dafs mehrere Hap46 Molekiile gleichzeitig an die DNA
binden kénnen (Abb. 4.2.1, Spuren 2 bis 10), wie auch schon in fritheren Versuchen Y. Niyaz

zeigen konnte.

In einem néchsten Versuch, wurden verschiedene Mengen an DNA und Protein miteinander

kombiniert. So wurden 3ng radioaktiv markierte DNA mit bis zu 200ng unmarkierter DNA
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1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18

DNA  3ng
50ng - -+ - - -+ - - -+ - - -+
100ng - - -+ - P SR - + - = = &
200ng - - - -+ - + : = + - +
Hap46 0,5ug 0,75ug lug 2ug

ABBILDUNG 4.2.2. Gel-Retardationsanalyse mit variablen Mengen Hap46 und DNA: 3ng eines radioak-
tiv markierten 235bp langen PCR-Fragmentes des CMV-Promotors, wurden zusétzlich mit bis zu 200ng
kalter DNA versetzt und anschlieffend mit steigenden Mengen an rekombinanten Hap46 (0,5ug bis 2pg)
inkubiert (Spuren 2 bis 17), und auf einem 6% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Banden wurden iiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Spur 1 zeigt die Kontrolle mit freier DNA.

aufgefiillt, und diese wurde anschlieffend mit 0,5 bis 2ug Protein geshiftet. Abbildung 4.2.2,
Spuren 2 bis 9 zeigen, dafs 0,5 und 0,75ug Protein die DNA nicht shiften konnen. Bei 1ug Pro-
tein wird die DNA nicht vollstandig geshiftet, jedoch steigt die Hohe der DNA-Banden in den
Ansédtzen mit steigender DNA-Konzentration leicht an (Abb. 4.2.2, Spuren 10 bis 13), was dar-
auf beruhen konnte, daf$ die Affinitdt von Hap46 bei einer hoheren DNA-Konzentration zu der-
selben zunimmt. Dennoch ist hier darauf hinzuweisen, dafs Proteinmengen zwischen 0,75ug
und 1pug in einem kritischen Bereich fiir die Komplexbildung von Hap46 mit DNA-Molekiilen
liegen. Abweichungen in der Qualitdt des Proteins konnten so zu falschen Ergebnissen fiihren.
Wie in Abbildung 4.2.2, Spuren 14 bis 17 zu sehen ist, zeigen diese Titrierungsexperimente, daf3
2ug Hap46 notwendig und ausreichend sind, um bis zu 200ng DNA fast vollstandig zu binden.
Daher wurden fiir die folgenden Versuche 3-6pg Protein und 50-100ng DNA eingesetzt.

Fiir die zuvor beschriebenen und ebenso fiir weitere Mobilitits-Analysen, wurden Fragmen-
te des CMV-Promotors verwendet, in der Annahme, dafs Hap46 unabhdngig von der DNA-
Sequenz bindet. In einer Verdffentlichung von Takahashi et al., wurde jedoch behauptet, das
Hap46 spezifisch an eine bestimmte Sequenz des Promotors binden wiirde, was aber im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen von Y. Niyaz stand, welcher gezeigt hatte, dafs Hap46 unabhingig

von Promotor oder Sequenz an DNA binden kann.
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A
CMV-Promotor
1 655bp
F1 F2 F3 F4 F5 Fé6
F7
F8
Fo
F10
F11
B
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 E8 Fo F10 F11

235 ey
130— ™ L - N M -
Hap46 - + - + = + - + - + - + -+ -+ -+ -+ - +

ABBILDUNG 4.2.3. A: Uber PCR wurde die Sequenz des CMV-Promotors mit entsprechenden Primern
in 5 Fragmente von 235bp und in 6 Fragmente von 130bp zerlegt. B: Gel-Retardationsanalyse mit 130bp
und 235bp langen PCR generierten Fragmenten des CMV-Promotors und 3ug Hap46. Die Anséitze
wurden elektrophoretisch in einem nativen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die DNA-Banden tiber

Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

Daher wurden vom CMV-Promotor zwei Sets sich tiberlappender PCR-Fragmente mit einer
Lange von 130bp bzw. 235bp generiert (Abb. 4.2.3, A). Diese wurden individuell beziiglich ei-
ner Interaktion mit Hap46 in Gel-Retardationsanalysen getestet. Jedes der Fragmente wurde
von Hap46 gebunden und auch innerhalb der Fragmente gleicher Lange gab es keine signifi-
kanten Unterschiede in der Hohe der nach oben verschobenen DNA (Abb. 4.2.3, B).

Aufgrund dieser Ergebnisse kann eine Sequenz-spezifische Bindung an den CMV-Promotor
ausgeschlossen und die Eigenschaft von Hap46 als unspezifisches DNA-Bindeprotein unterstiitzt

werden.

4.2.2  Hohe Flexibilitit der Aminosiduren von Hap46 bei der Bindung an DNA

Um die DNA-Bindungsdoméne von Hap46 detailierter zu untersuchen, wurden eine Reihe

von Mutanten erzeugt, welche den Austausch von Aminosduren oder Insertionen zusétzlicher
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Aminosduren beinhalten (Abb. 4.2.4). Diese Mutanten wurden schliefSlich auf ihre Fahigkeit an

DNA zu binden unter den zuvor optimierten Verhdltnissen getestet.

1 1012 62 96 129 227 274

I

Hap46 MKKKTRRRST
Hap46K2A MAKKTRRRST
Hap46K3A MKAKTRRRST
Hap46K4A MKKATRRRST
Hap46R6A MKKKTARRST
Hap46R7A MKKKTRARST
Hap46R8A MKKKTRRAST
Hap46K2/3A MAAKTRRRST
Hap46K2/4A MAKATRRRST
Hap46K3/4A MKAATRRRST
Hap46R6/7A MKKKTAARST
Hap46R6/8A MKKKTARAST
Hap46R7/8A MKKKTRAAST
Hap46K2/R8A MAKKTRRAST
Hap46T5A MKKKARRRST
Hap46T5E MKKKERRRST
Hap46InsATA MKKKATARRRST
Hap46Ins2AT2A MKKKAATAARRRST
Hap46Ins3AT3A MKKKAAATAAARRRST

ABBILDUNG 4.2.4. Hap46-Mutanten mit Aminosdureaustausch oder Insertionen innerhalb der ersten 10
Aminoséduren. Die mutierten Bereiche sind mit roten Buchstaben gekennzeichnet. DNA-Bindedoméne
(lachs), Bereich der sauren Hexapeptid-Wiederholungen (griin), Ubiuitin-dhnliche Domaéne (gelb), es-

sentieller Bereich fiir Bindung an hsc70 (blau)

Wie schon aus vorherigen Analysen bekannt war, kann die Hap46-Mutante mit Deletion der
ersten 10 Aminosduren nicht mehr an DNA binden (Abb. 4.2.5, A: Spur 2 und B: Spur 3), ebenso
wie Mutanten mit jeweiligem Austausch einer der beiden basischen Blécke von Lysinen oder
Argininen (Daten nicht gezeigt), im Gegensatz zu Hap46, welches eine hohe Affinitiat zur DNA
besitzt (Abb. 4.2.5 A: Spur 1 und B: Spur 2). Ein Ansatz ohne Protein diente als Negativkontrolle
(Abb. 4.2.5, A: Spur 3 und B: Spur 1).

Keinen Verlust der DNA-Bindungsfahigkeit zeigten Hap46 Varianten mit Austausch einzelner
Aminosduren innerhalb dieser basischen Tripletts (Abb.4.2.5 A: Spuren 4 bis 9) und eine Varian-
te mit Austausch eines Lysins (K®) des einen Blocks und eines Arginins (R®) des anderen Blocks
(Abb. 4.2.5 B: Spur 10). Manche Varianten zeigten jedoch bei gleicher Menge Protein weniger
ausgepragte Shifts als mit Hap46. Beim Austausch zweier benachbarter basischer Aminosduren
gegen Alanin, wurde die Interaktion mit der DNA vollig zerstort (Abb. 4.2.5, B: Spuren 4, 5, 7
und 8). Erstaunlicherweise konnten Hap46-Mutanten, bei welchen jeweils die beiden dufSeren
Aminosduren eines basischen Tripletts ausgetauscht und die Mittlere erhalten wurde, an DNA
binden (Abb.4.2.5, B: Spuren 6 und 9). Dies bedeutet, daf3 in jedem der beiden basischen Blocke,
die mittlere Aminosdure, das Lysin an Position 3 und das Arginin an Position 7, fiir die Bin-

dung an DNA besonders wichtig zu sein scheint. Weitere Mutanten mit Insertionen von ein bis
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ABBILDUNG 4.2.5. Mutationsanalyse der DNA-Bindungsregion von Hap46: Gel-Retardationsanalysen
mit einem radioaktiv markierten 235bp Fragment des CMV-Promotors und Hap46 (A: Spur 1 und B:
Spur 2) bzw. Mutanten mit Austausch (A: Spuren 4 bis 9, B: Spuren 4 bis 10, C: Spuren 4 und 5) oder In-
sertionen (C: Spuren 1 bis 3) einer oder mehrerer Aminoséduren. Als Negativkontrollen dienten Anséitze
mit der Variante Hap46AN16 (A: Spur 2 und B: Spur 3) und ohne Protein (A: Spur 3 und B: Spur 1).

zu drei zusitzlichen Alaninen auf jeder Seite des mittleren Threonins (T®) (Abb.4.2.5, C: Spu-
ren 1, 2 und 3) und Austausch des Threonins an Position 5 selbst (Abb.4.2.5, C: Spuren 4 und
5) zeigten keine eingeschrankte DNA-Bindung.

Bei Optimierungsversuchen fiir Gel-Retaradationsanalysen mit Hap46 und Hap46-Mutanten,
zur Bestimmung von Aminosduren, welche an der Interaktion mit DNA beteiligt sind, konnte
gezeigt werden, dafs 2ug Hap46 ausreichen um bis zu 200ng DNA zu shiften. Die Bedingun-
gen, unter denen die eigentlichen Versuche stattfinden sollten, wurden festgelegt, so dafd 3
bis 6pg Hap-Protein und 50ng DNA, davon 3ng radioaktiv markiert, eingesetzt wurden. Auf-
grund dieser Gel-Retardationsanalysen mit Hap-Mutanten, konnte den beiden mittleren Ami-
noséuren (Lys® und Arg’) der beiden basischen Tripletts eine wichtige Rolle bei der Bindung

an DNA beigemessen werden.
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4.3 Hap46 und c-Jun

Als DNA-bindendes Protein wurde Hap46 bald auch in Zusammenhang mit Transkription und
Transkriptionsfaktoren gebracht. Bisher war bei der Bindung von Hap46 mit vielen anderen
Molekiilen hsc70 als Bindeglied bekannt, so dafi Komplexe der Form Hap46-hsc70-Molekiil
entstanden. In Pull-down-Versuchen mit Hap46 spezifischen Matrizes und in vitro translatier-
ten Transkriptionsfaktoren, konnte c-Jun unabhéngig von hsc70 gebunden werden. Dies wurde

auch mit rekombinantem c-Jun in Pull-down-Versuchen bestétigt (Y. Niyaz et al.).

4.3.1 Teil I - Interaktions-Analysen von Hap46 und c-Jun

43.1.1 Die DNA-Bindungsdoméne von Hap46 ist bei der Bindung an c-Jun von Bedeutung

Um diese Ergebnisse weiter zu stirken, und zur Identifizierung der an der Interaktion betei-
ligten Bereiche von Hap46, wurden Elisa-Analysen durchgefiihrt. Rekombinantes c-Jun wur-
de dazu auf Plastiktrdgern gebunden und mit Hap46 bzw. Hap46-Varianten (Abb.4.1.6) in-
kubiert. Die Protein-Protein-Komplexe wurden mit einem Hap-spezifischen Antikorper de-
tektiert. Kontrollen mit GST-Protein, ohne Hap46 oder mit Hap46 und nur Zweit-Antikorper
blieben im Bereich des Hintergrundes. Die gemessenen Werte mit Hap46 wurden auf 100%
festgelegt und die erhaltenen Werte mit den Hap46-Varianten in Relation dazu gesetzt. Wie in
Abbildung 4.3.1, Spur 1) zu sehen ist, kann Hap46 an c-Jun binden, und dies unabhéngig von
hsc70. Mutante Hap46 A12-62, mit der Deletion des sauren Hexapeptid Bereichs zeigte fast kei-
ne Reduktion in der Bindung an c-Jun (Abb.4.3.1, Spur 3), wohingegen Mutante Hap46 AC47
bzw. Hap46 A96-129, bei welcher der carboxyterminale Bereich bzw. die Ubiquitin-dhnliche
Doméne deletiert wurde, eine verminderte Bindungsfahigkeit zeigten (Abb. 4.3.1, Spuren 4
und 5). Bei Deletion der N-terminalen ersten 16 Aminosduren, wie in Mutante Hap46AN16,
wurde die Bindung an c-jun drastisch reduziert (Abb. 4.3.1, Spur 2), was darauf schliefSen 1af3t,
daf} dieser Bereich von Hap46 signifikant bei der Bindung involviert ist. Daher bot es sich
an, jene Hap46-Varianten, welche eigentlich fiir die Untersuchung der DNA-Bindung gemacht
wurden (Abb. 4.2.4), nun fiir weitere Studien beztiglich der Hap46 c-Jun Bindung heranzuzie-
hen. Der jeweilige Austausch der beiden basischen Aminosdure-Tripletts resultierte in einer
verminderten Bindung an c-Jun, jedoch bei weitem nicht so, wie es mit Mutante Hap46AN16
der Fall war (Abb. 4.3.1, Spuren 6 und 7 vs. Spur 2). Insertionen von bis zu drei Alaninen, vor
und nach dem mittleren Threonin® (Abb. 4.3.1, Spuren 16 bis 18) und Austausch des Threonin®
selbst (Abb. 4.3.1, Spuren 14 und 15), hatten zwar Auswirkungen auf die Bindung, ebenso wie
der Austausch jeweils einer der basischen Aminosduren (Abb. 4.3.1, Spuren 8 bis 13), jedoch
waren diese nicht sehr ausgepragt. Dies ldfst darauf schliefsen, daff mehrere Aminosduren bei

der Interaktion beteiligt sind, so dafs der Austausch einiger weniger Aminosduren kompen-
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siert werden kann. Die Versuche wurden mit unterschiedlichen Praparationen der jeweiligen

Hap46-Varianten durchgefiihrt, wobei die gleichen Ergebnisse erhalten wurden.
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ABBILDUNG 4.3.1. Interaktionsanalyse von c-Jun mit Hap46 und Hap46-Varianten: je 0,5ug an eine Eli-
sa-Platte gebundenes rekombinantes c-Jun wurde mit Hap46 (Spur 1) bzw. Hap46 Deletionsmutanten
(Spuren 2 bis 5) oder Hap46-Varianten mit Austausch (Spuren 6 bis 15) oder Insertionen (Spuren 16 bis
18) von Aminosduren inkubiert. Gebundenes Hap-Protein wurde {iber einen spezifischen Antikorper
detektiert. Die Werte mit den Hap46-Varianten (Spuren 2 bis 18) sind in Relation zu Hap46 (Spur 1)

gesetzt.

Die oben erhaltenen Ergebnisse zeigen, dafy der aminoterminale Bereich von Hap46, der haupt-
sdchlich an der Interaktion mit c-Jun beteiligt ist, mit dem Bereich {iberlappt, welcher fiir die
Bindung an DNA benétigt wird. Eine Kompetition von c-Jun und DNA um die Bindung an
Hap46 konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der hohen Flexi-
bilitdt der DNA-Bindung von Hap46, war jedoch eine Interaktion der Art DNA /Hap46/c-Jun

nicht ausgeschlossen.

4.3.1.2 Hap46 kann gleichzeitig an DNA und c-Jun binden

Um die DNA-Bindung von Hap46 an DNA in Gegenwart von c-Jun zu untersuchen, wurden
Gel-Retardationsanalysen durchgefiihrt. Dabei wurde ein 235bp langes, radioaktiv markier-
tes DNA-Fragment des CMV-Promotors, mit Hap46 und c-Jun inkubiert. Die Ansédtze wurden
in einem 6% nativen PAA-Gel analysiert und die Banden tiber Autoradiographie sichtbar ge-
macht. Das c-Jun Homodimer selbst konnte nicht an das DNA-Fragment binden (Abb. 4.3.2,
Spur 2), da dies keine AP-1 Erkennungssequenz enthilt. In Gegenwart von c-Jun und Hap46
ist zu beobachten, daff die Mobilitdt der DNA geringer ist als mit Hap46 alleine, das heifst,
die mit Hap46 und c-Jun komplexierte DNA wandert langsamer im Gel und weifit somit eine

ausgepragte Bandenverschiebung nach oben auf. (vgl. Abb. 4.3.2, Spur 3 vs. 4). Diese Daten
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unterstiitzen weiterhin eine direkte Bindung von Hap46 und c-Jun und zeigen eindeutig, dafs

an DNA gebundenes Hap46 immer noch in der Lage ist mit c-Jun zu interagieren.

V. e®
Hap46 - - + +
+

c-Jun - +
DNA + + +

ABBILDUNG 4.3.2. Gel-Retardationsanalyse mit Hap46 und c-Jun: Ein 235bp langen Fragment des
CMV-Promotors wurden zusammen mit Hap46 (Spur 3) bzw. c-Jun und Hap46 (Spur 4) inkubiert und
die Banden tiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Als Kontrollen dienten Anséitze mit c-Jun und
DNA-Fragment (Spur 2) und DNA alleine (Spur 1).

Eine Frage, die dabei aufkam, war, wie sich die beiden Proteine verhalten, wenn ein DNA-
Fragment mit einer Bindestelle fiir c-Jun angeboten wird. Um zu gewdhrleisten, dafs nur c-
Jun und nicht Hap46 an das DNA-Fragment binden kann, wurde ein Oligonukleotid mit ei-
ner Lange von 20bp und einer AP-1 Erkennungssequenz verwendet. Da Hap46 nur an DNA-
Stiicke ab einer Lange von ca. 60bp binden kann, und fiir c-Jun ein AP-1 Bindungsmotiv vor-
handen ist, konnte so festgestellt werden, ob an DNA gebundenes c-Jun auch noch in der Lage
wdre mit Hap46 zu interagieren, was sich dann in einem Supershift dufSern wiirde. Dazu wur-
den Hap46 und c-Jun miteinander prainkubiert. Danach wurde ein radioaktiv markiertes AP-1
Oligonukleotid zugefiigt. Nach einer weiteren Inkubationsphase, wurde der Ansatz auf ein

natives 6% PAA-Gel aufgetragen und die Banden tiber Autoradiographie sichtbar gemacht.

So wurde das AP-1 Fragment einmal mit 150ng c-Jun (= 0,25 footprint-units) und 1ug c-Jun (=
1,5 footprint-units) inkubiert. Abbildung 4.3.3, Spur 2 zeigt, dafl 150ng c-jun nicht ausreichen,
um das AP-1 Oligonukleotid zu shiften. Dies ist erst bei 1,2ug, das heifdt bei 1,5 footprint-units
der Fall (Abb. 4.3.3, Spur 3). Der Ansatz mit Hap46 und 1ug zeigt das gleiche Bild wie der
Ansatz mit c-Jun alleine (vgl. Abb. 4.3.3, Spuren 6 vs. 3). Da die entstandenen Komplexe so
grof$ sind, dafs sie nicht in das Gel einlaufen konnen, ist hier keine Aussage moglich, ob es eine
Interaktion der Art DNA—c-Jun—-Hap46 gibt. Sicher ist, daff Hap46 nicht an das AP-1 Fragment
binden kann, wie die Kontrollen in Abbildung 4.3.3, Spur 5 und 7 eindeutig zeigen. Erstaunli-

cherweise kann bei 150ng c-Jun in Gegenwart von Hap46 ein Teil des AP-1 Fragmentes geshif-
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tet werden (Abb. 4.3.3, Spur 4). Was fiir eine Aufgabe Hap46 hierbei erfiillt ist noch unklar. Eine
Moglichkeit wére, dafl Hap46 eine unterstiitzende Funktion bei der Dimerisierung von c-Jun
ausiibt, und so auch geringere Mengen c-jun schliefilich an DNA binden kénnen. Dies bleibt

jedoch noch abzuklaren.

c-Jun (150ng) -
(1ug)
AP-1 Fragment

Vo e

LI B - L
v+ 4+
o+ +
T S S AT
v+ 4+
+ v 4+

Hap46 (1ug)
(4ug)

ABBILDUNG 4.3.3. Gel-Retardationsanalyse mit AP-1 Fragment und c-Jun in Gegenwart von Hap46:
Hap46 und c-Jun wurden, bevor ein radioaktiv markiertes AP-1 Oligonukleotid zugefiigt wurde, mit-
einander prédinkubiert. Der Ansatz wurde auf ein natives 6% PAA-Gel aufgetragen und die Banden tiber
Autoradiographie sichtbar gemacht. Spur 1 zeigt das AP-1 Fragment alleine. Kontrollen mit AP-1 Frag-
ment und Hap46 sind in Spuren 5 und 7. Verschiedene Mengen c-Jun wurden einmal mit dem AP-1

Fragment alleine (Spuren 2 und 3) und zusammen mit Hap46 (Spuren 4 und 6) inkubiert.

In weiteren Versuchen wurden Kompetitions-Oligonukleotide zu den Ansétzen gegeben, hier-
bei wurde die Bindung von c-jun an das AP-1 Fragment zwar leicht verringert, jedoch konnte
der oben beschriebene Effekt von Hap46 weiterhin beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Zur Uberpriifung, ob es einer Mindestmenge von Hap46 bedarf, um einen Effekt bei gerin-
gen c-jun Mengen zu sehen, wurden steigende Mengen Hap46 (0,6 bis 4ug) zusammen mit
300ng c-Jun inkubiert (Abb. 4.3.4, Spuren 3 bis 5). Hierbei wurde in gleicher Weise auch die
Hap46AN16 Mutante getestet (Abb. 4.3.4, Spuren 6 bis 8). Deutlich ist zu erkennen, daf3 bei
0,6ug Hap46 keine DNA geshiftet wurde (Abb. 4.3.4, Spur 3). Vergleicht man jedoch Spur 1
der Abbildung 4.3.4, in welcher nur 300ng c-Jun und DNA vorliegen, mit Spur 4 und 5, wel-
che noch zusétzlich 1ug bzw. 4ug Hap46 enthalten, so ist festzustellen, dafy hier c-Jun in der
Lage war die DNA zu shiften. Auch mit der Variante Hap46AN16 konnte dieser Effekt erzielt
werden, allerdings scheint die benétigte Proteinmenge hier grofer zu sein, da sich dieser erst
bei 4ug Hap46AN16-Protein zeigt (Abb. 4.3.4, Spur 8) Kontrollen mit Hap46 und dem AP-1
Fragment bzw. einem 235bp Fragment des CMV-Promotors und eine Kontrolle mit 1,2ug c-Jun

und dem AP-1 Fragment sind in Abbildung 4.3.4, Spuren 9 bzw. 10 und Spur 2 gezeigt.
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ABBILDUNG 4.3.4. Gel-Retardationsanalyse mit AP-1 Fragment und c-Jun in Gegenwart von Hap46 und
Hap46AN16: Hap46 bzw. Hap46AN16 wurden bevor ein radioaktiv markiertes AP-1 Oligonukleotid zu-
gefiigt wurde, miteinander pridinkubiert. Die Ansédtze wurden auf ein natives 6% PAA-Gel aufgetragen
und die Banden tiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Spuren 1 und 2 zeigen 300ng bzw. 1,2ug c-Jun
mit AP-1 Fragment. Spuren 3 bis 5 bzw. 6 bis 8 zeigen 300ng c-Jun mit steigenden Mengen Hap46 bzw.
Hap46AN16 und AP-1 Fragment. Kontrollen mit Hap46 und AP-1 Fragment oder Hap46 und ein 235bp

Fragment sind in Spuren 9 und 10.

Teil I der Interaktionsanalysen beziiglich c-Jun und Hap46 zeigt, dafs sich in Elisa-Analysen mit
Mutante Hap46AN16 die Bindungsaffinitit zu c-Jun um 60% verringert. In Gel-Retardations-
analysen, konnte nachgewiesen werden, dafs an DNA gebundenes Hap46 immer noch mit c-
Jun interagieren kann. Der Fall, dafs DNA-gebundenes c-Jun immer noch mit Hap46 interagiert,
konnte nicht gezeigt werden. Hier tauchte jedoch ein noch ungeklarter Effekt auf: geringe Men-
gen c-Jun, welche nicht in der Lage sind DNA zu binden, binden in Gegenwart von Hap46 an

DNA.

4.3.2  Teil II - Interaktions-Analysen von Hap46 und c-Jun

4.3.2.1 Hap46 bindet an die 6-Doméne von c-Jun

Um ein besseres Verstandnis der Bindung von Hap46 mit c-Jun zu erlangen wurden membran-
gebundene 10 Aminosduren lange Peptide, welche die Sequenz von c-Jun iiberspannen, mit
rekombinantem Hap46 und Hap46AN16 inkubiert. Gebundenes Protein wurde anschliefiend
mittels eines Hap46-spezifischen Antikorpers detektiert. Dabei sollten Bindungsregionen von
Hap46 auf c-Jun identifiziert werden. Variante Hap46AN16 wies in Elisa-Analysen eine enorm
reduzierte Bindung an c-Jun auf. Um diese Beobachtung weiter zu stdrken, sollte auch diese

Hap46 Variante mit membrangebundenen Peptiden von c-Jun getestet werden.
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1 MTAKMETTEY ELERLIIQSS SVAGGSGSGG QALKEEPQTV TANMLREQVA
TAKMETTEYD LERLIIQSSN 150 VAGGSGSGGF ALKEEPQTVP ANMLREQVAQ
AKMETTFYDD ERLIIQSSNG AGGSGSGGFS LKEEPQTVPE NMLREQVAQL
KMETTFYDDA RLIIQSSNGH GGSGSGGFSA KEEPQTVPEM 300 MLREQVAQLK
METTFYDDAL LIIQSSNGHI GSGSGGFSAS EEPQTVPEMP LREQVAQLKQ
ETTFYDDALN 80 IIQSSNGHIT SGSGGFSASL EPQTVPEMPG REQVAQLKQK
TTFYDDALNA IQSSNGHITT GSGGFSASLH PQTVPEMPGE EQVAQLKQOKY
TFYDDALNAS QSSNGHITTT SGGFSASLHS 230 QTVPEMPGET OVAQLKQKVM
FYDDALNASF SSNGHITTTP GGFSASLHSE TVPEMPGETP VAQLKQKVMN Ic
10 YDDALNASFL SNGHITTTPT GFSASLHSEP VPEMPGETPP AQLKQKVMNH
DDALNASFLP NGHITTTPTP FSASLHSEPP PEMPGETPPL QLKQKVMNHV
DALNASFLPS GHITTTPTPT 160 SASLHSEPPV EMPGETPPLS LKQKVMNHVN
ALNASFLPSE HITTTPTPTQ ASLHSEPPVY MPGETPPLSP KOKVMNHVNS
LNASFLPSES ITTTPTPTQF SLHSEPPVYA PGETPPLSPI 310 OKVMNHVNSG
NASFLPSESG TTTPTPTQFL LHSEPPVYAN GETPPLSPID KVMNEVNSGC
ASFLPSESGP 90 TTPTPTQFLC HSEPPVYANL ETPPLSPIDM VMNHVNSGCO
SFLPSESGPY TPTPTQFLCP SEPPVYANLS TPPLSPIDME MNHVNSGCOL
FLPSESGPYG PTPTQFLCPK EPPVYANLSN 240 PPLSPIDMES NHVNSGCOLM
LPSESGPYGY TPTQFLCPKN PPVYANLSNF PLSPIDMESQ HVNSGCOLML
20 PSESGPYGYS PTQFLCPKNV PVYANLSNEN LSPIDMESQE VNSGCOLMLT
SESGPYGYSN TQFLCPKNVT VYANLSNFNP SPIDMESQER NSGCQLMLTQ
ESGPYGYSNP QFLCPKNVTD 170 YANLSNENPG PIDMESQERI SGCQLMLTQQ
SGPYGYSNPK FLCPKNVTDE ANLSNFNPGA IDMESQERIK GCQLMLTQQL
GPYGYSNPKI LCPKNVTDEQ NLSNFNPGAL DMESQERIKA 320 COLMLTQOLO
PYGYSNPKIL CPKNVTDEQE LSNFNPGALS MESQERIKAE OLMLTOQLOT
YGYSNPKILK 100 PKNVTDEQEG SNFNPGALSS ESQERIKAER LMLTQOLOTF
GYSNPKILKQ KNVTDEQEGF NENPGALSSG SQERIKAERK
YSNPKILKOS [ NVTDEQEGFA FNPGALSSGG 250 QERIKAERKR
SNPKILKQSM VTDEQEGFAE NPGALSSGGG ERIKAERKRM
30 NPKILKQSMT TDEQEGFAEG PGALSSGGGA RIKAERKRMR
PKILKQSMTL DEQEGFAEGF GALSSGGGAP TKAERKRMRN
KILKQSMTLN EQEGFAEGEV 180 ALSSGGGAPS KAERKRMRNR
ILKQSMTLNL QEGFAEGFVR LSSGGGAPSY AERKRMRNRI
LKQSMTLNLA EGFAEGFVRA SSGGGAPSYG ERKRMRNRIA
KQSMTLNLAD GFAEGFVRAL SGGGAPSYGA RKRMRNRIAA
QSMTLNLADP 120 FAEGFVRALA GGGAPSYGAA KRMRNRIAAS
SMTLNLADPV AEGFVRALAE GGAPSYGAAG RMRNRIAASK L
MTLNLADPVG EGFVRALAEL GAPSYGAAGL 260 MRNRIAASKC a
TLNLADPVGS GFVRALAELH APSYGAAGLA RNRIAASKCR
40 LNLADPVGSL FVRALAELHS PSYGAAGLAF NRIAASKCRK
NLADPVGSLK VRALAELHSQ SYGAAGLAFP RIAASKCRKR
LADPVGSLKP RALAELHSON 190 YGAAGLAFPA TAASKCRKRK
ADPVGSLKPH ALAELHSQONT GAAGLAFPAQ AASKCRKRKL
DPVGSLKPHL LAELHSQNTL AAGLAFPAQP ASKCRKRKLE
PVGSLKPHLR AELHSQONTLP AGLAFPAQPQ SKCRKRKLER
VGSLKPHLRA 120 ELHSONTLPS GLAFPAQPQQ KCRKRKLERI
GSLKPHLRAK b LHSQNTLPSV LAFPAQPQQQ CRKRKLERIA
SLKPHLRAKN HSQNTLPSVT AFPAQPQQOQ 270 RKRKLERIAR
LKPHLRAKNS SQONTLPSVTS FPAQPQQQQQ KRKLERIARL
50 KPHLRAKNSD QNTLPSVTSA PAQPQQQQQP RKLERIARLE
PHLRAKNSDL NTLPSVTSAA AQPQQQQQPP KLERIARLEE
HLRAKNSDLL TLPSVTSAAQ 200 QPOQQOQPPH LERIARLEEK
LRAKNSDLLT LPSVTSAAQP POOOQOPPHHE ERIARLEEKV
RAKNSDLLTS PSVTSAAQPV QQQQOPPHHL RIARLEEKVK
AKNSDLLTSP SVTSAAQPVN QQQQPPHHLP IARLEEKVKT
KNSDLLTSPD 130 VTSAAQPVNG QQQPPHHLPQ ARLEEKVKTL
NSDLLTSPDV TSAAQPVNGA QQPPHHLPQQ RLEEKVKTLK
SDLLTSPDVG SAAQPVNGAG QPPHHLPQQM 280 LEEKVKTLKA b
DLLTSPDVGL ARQPVNGAGM PPHHLPQQMP EEKVKTLKAQ
60 LLTSPDVGLL AQPVNGAGMV PHHLPQQMPV EKVKTLKAQN
LTSPDVGLLK QPVNGAGMVA HHLPQQMPVQ KVKTLKAQNS
TSPDVGLLKL PVNGAGMVAP 210 HLPQOMPVQH VKTLKAQNSE
SPDVGLLKLA VNGAGMVAPA LPQOMPVQHP KTLKAQNSEL
PDVGLLKLAS NGAGMVAPAV PQOMPVQHPR TLKAQNSELA
DVGLLKLASP GAGMVAPAVA QOMPVQHPRL LKAQNSELAS
VGLLKLASPE 140 AGMVAPAVAS QOMPVQHPRLQ KAQNSELAST
GLLKLASPEL GMVAPAVASV MPVQHPRLQA I AQNSELASTA
LLKLASPELE MVAPAVASVA PVQHPRLQAL 290 QNSELASTAN
LKLASPELER VAPAVASVAG VQHPRLQALK NSELASTANM
70 KLASPELERL APAVASVAGG QHPRLOALKE SELASTANML
LASPELERLI PAVASVAGGS HPRLOALKEE ELASTANMLR
ASPELERLII AVASVAGGSG 220 PRLQALKEEP LASTANMLRE
SPELERLIIQ VASVAGGSGS RLOALKEEPQ ASTANMLREQ
PELERLIIQS ASVAGGSGSG LOALKEEPQT STANMLREQV

ABBILDUNG 4.3.5. Bindungsregionen von Hap46 auf c-Jun: Uber Analyse membrangebundener Peptide,
welche die Aminosduresequenz von c-Jun tiberspannen, mit Hap46 (Spur 2) und Hap46AN16 (Spur 1)
konnten Regionen im aminoterminalen (Regionen Ia und Ib) als auch im carboxyterminalen Bereich
(Regionen 11, IIa, IIIb, IIlc) von c-Jun identifiziert werden. Die Nummern an der Seite geben die Anzahl

der Peptide wieder.
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Mit Hap46 konnten mehrere Regionen auf c-Jun identifiziert werden (Abb. 4.3.5, Spur 2), die
bei einer Interaktion der beiden Proteine von Bedeutung sein konnten. In Abbildung 4.3.5 wur-
den die Membran-Spots ihrer jeweiligen Peptidsequenz gegeniibergestellt und die Bindungs-
regionen in hellblau gekennzeichnet, diese befinden sich im amino- und carboxyterminalen
Bereich von c-Jun. Interessanterweise bindet Hap46 an wichtige Bereiche auf c-Jun, welche
die DNA-Bindungsregion, den Leuzin-Zipper fiir die Dimerisierung mit anderen Mitgliedern
der AP-1 Familie und die Bindestelle fiir die Jun N-terminale Kinase (JNK), die sogenannte /-
Domaine, beinhalten. Membranen, welche nur mit Protein und Zweit-Antikdrper oder mit Erst-

und Zwei-Antikorper aber ohne Protein inkubiert wurden, zeigten keinen Hintergrund.

In Spur 1 der Abbildung 4.3.5 sind die Ergebnisse mit Hap46AN16 dargestellt. Zwar ist kein
Bindungsverlust in einer der identifizierten Bindungsregionen von Hap46 erkennbar, jedoch
ist die Intensitdt der Spots bei gleicher Proteinmenge wesentlich geringer als mit Hap46, was
auf eine deutliche Reduktion in der Bindungseffizienz dieser Mutante schlieflen ldst und die
Ergebnisse der vorherigen Versuche unterstiitzt. Auch Y. Niyaz konnte in Co-Immunprézipitat-

ionen nachweisen, daf} die Variante Hap46AN16 nicht mehr an gekoppeltes c-Jun binden kann.

In Abb. 4.3.6 sind die Bindungsregionen von Hap46 nochmals in einem Balkenmodell von c-

Jun dargestellt.
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ABBILDUNG 4.3.6. Bindungsregionen von Hap46 auf c-Jun, welche iiber Peptidanalyse gefunden wur-
den. Region I liegt in der /-Doméne von c-Jun (orange) wohingegen Regionen Il und Il am C-terminalen
Ende liegen. Region Illa liegt in der DNA-Bindungsregion (griin) und Regionen IIIb und Illc befinden

sich im Leuzin-Zipper (blau).

In Pull-down-Versuchen sollte tiberpriift werden, ob Hap46 auch an rekombinant hergestell-
te Proteinfragmente von Jun binden kann. Fiir diese Versuche wurden Varianten c-Jun1-166,
c-JunAN223 und v-Junl-119 (Abb. 4.3.7) als GST-Fusionsproteine an eine Matrix gekoppelt
und anschlieffend mit rekombinantem Hap46 inkubiert. Die Ansdtze wurden nach mehre-
ren Waschschritten in SDS-Probenpuffer aufgekocht und die Proteine auf einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran, wur-
de diese mit einem Hap-spezifischen Antikdrper inkubiert, um so gebundenes Protein nachzu-

weisen. Als Positivkontrolle wurde 1pg rekombinantes Hap46 auf das SDS-Gel aufgetragen.

An Jun-Variante c-JunAN223, die, nach Deletion der Aminosduren 1 bis 223, noch die DNA-
Bindungsregion und den Leuzin-Zipper enthélt, kann Hap46 binden (Abb. 4.3.8, Spur 5). Etwas
geringer dagegen scheint die Interaktionsfdhigkeit von Hap46 mit Variante c-Junl1-166 (4.3.8,
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ABBILDUNG 4.3.7. Balkenmodelle von c-Jun und GST-Fusionsproteinen von Jun-Varianten:
GST-c-JunAN223, GST-c-Junl-166 und v-Junl-119, mit einer natiirlich vorkommenden Deletion
der 6-Doméne. Die J-Domine ist in orange, die DNA-Bindungsregion von c-Jun in griin und der

Leuzin-Zipper in blau dargestellt.

Spur 4) zu sein. Diese Variante von c-Jun enthélt die Delta-Doméne, welche jedoch in v-Junl-
119 fehlt. Wie in Abbildung 4.3.8, Spur 2, im Vergleich zur Kontrolle mit an Matrix gekoppeltem
GST zu sehen ist, kann Hap46 nicht mehr an Variante v-Jun1-119 binden, was darauf schlieflen
1463t, dafl im aminoterminalen Bereich von c-Jun die J-Domane fiir die Interaktion mit Hap46

erforderlich ist.
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ABBILDUNG 4.3.8. Interaktionsanalyse von Jun-Varianten mit Hap46: An eine GSH-Matrix gekoppeltes
GST-Fusionsprotein von v-Junl-119 (Spur 2), c-Jun1-166 (Spur 4) und c-JunAN223 (Spur 3), wurden mit
rekombinantem Hap46 inkubiert. Die Ansdtze wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und gebundenes
Hap46 (siehe Pfeil) tiber einen spezifischen Antikorper sichtbar gemacht. Als Negativkontrolle diente
eine Matrix an die GST gekoppelt wurde (Spur 3) und als Positivkontrolle wurden 1ug Hap46 auf das
SDS-Gel aufgetragen (Spur 1).

Die Jun-Varianten sollten ebenfalls in Elisa Versuchen beziiglich einer Interaktion mit Hap46
getestet werden. Dazu wurde Protein der Varianten c-JunAN223, c-Jun1-166 und v-Jun1-119 auf
Plastiktragern gebunden und mit Hap46 inkubiert, welches schliefdlich nach mehreren Wasch-

schritten mit einem spezifischen Antikorper gegen Hap46 detektiert wurde.

Wie auch in den Pull-down-Versuchen konnte Hap46 c-JunAN223 binden (Abb. 4.3.9, Spur 4),
wohingegen keine Interaktion mit c-Jun1-166 (4.3.9, Spur 3) festzustellen war, welches die glei-
chen Werte wie v-Jun1-119 (Abb. 4.3.9, Spur 1) und die der GST-Kontrolle (Abb. 4.3.9, Spur 2)
aufwies. Eine mogliche Erkldarung hierfiir wire, dafs c-Jun1-166 so an die Elisa-Platte bindet,

daf3 die Interaktionsregion fiir Hap46 schwer zuginglich ist. Auch bei dem vorherigen Ex-
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ABBILDUNG 4.3.9. Bindungsanalyse von Hap46 mit Jun-Varianten: An einen Plastiktrdger gebundenes
GST-Fusionsprotein von v-Junl-119 (Spur 2), c-Junl-166 (Spur 4) und c-JunAN223 (Spur 3), wurden
mit rekombinantem Hap46 inkubiert. Gebundenes Hap-Protein wurde mittels eines spezifischen An-
tikorpers detektiert. Die gemessenen Werte sind in RLU angegeben. Ein Ansatz mit GST (Spur 1) diente

als Kontrolle.

periment mit Matrix-gebundenem c-Jun1-166 konnte eine verminderte Interaktion mit Hap46
im Vergleich zur Interaktion mit c-JunAN223 festgestellt werden, was eine Erkldarung dafiir
sein konnte, dafs Hap46 den carboxyterminalen Bereich fiir eine effiziente Bindung mit c-Jun

benétigt.

4.3.2.2 Hap46 verwendet zum Teil die gleichen Aminosduren wie JNK fiir die Bindung an die

6-Doméne von ¢c-Jun

In einer anderen Arbeitsgruppe wurden tiber Mutationsanalysen Aminosduren in der -Domaéne
von c-Jun gefunden, welche fiir die Bindung an JNK und Phosphorylierung der Serine an Posi-
tion 63 und 73 benétigt werden [100]. Um nun zu iiberpriifen welche Aminosduren Hap46 fiir
die Interaktion mit der -Doméne verwendet, wurden ausgewidhlte Aminosduren einzeln oder
in Kombination gegen Alanin ausgetauscht. Peptide (10mere), welche die Aminosduresequenz
der J-Doméne iiberspannen und die jeweiligen Mutationen, ebenso wie eine nicht mutierte Se-
quenz, wurden hierzu auf eine Cellulosemembran gespottet. Diese wurde mit rekombinantem
Hap46 inkubiert. Jenes konnte dann tiber einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden.
Mutierte Peptide, welche keine Bindung mehr mit Hap46 im Vergleich zum Wildtyp aufwei-
sen, sind in griin gekennzeichnet (Abb. 4.3.10).

Abbildung 4.3.10, Spur 1 zeigt das Interaktionsmuster von Hap46 mit der nicht mutierten Se-
quenz der §-Doméne. Bei Austausch des Lysins®® oder des Lysins® gegen Alanin ist im Ver-
gleich mit der nicht mutierten Sequenz festzustellen, dafd Peptide 2 bis 4 bzw. Peptide 8 bis 13
nicht mehr mit Hap46 interagieren (vgl. Abb. 4.3.10, Spuren 2 bzw. 3 vs. 1).
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ABBILDUNG 4.3.10. Mutationsanalyse der 4-Domidne von c-Jun: Membrangebundene Peptide, welche die Ami-
noséduresequenz der §-Doméne von c-Jun tiberspannen, wurden mit Hap46 inkubiert. Gebundenes Hap-Protein wurde tiber einen
spezifischen Antikorper detektiert. Spur 1 zeigt die Bindung von Hap46 an die nicht mutierte Aminosduresequenz der 6-Doméne.
Die Bindungsregionen sind als Ia und Ib benannt. In Spuren 2 bis 8 ist die Bindung von Hap46 an mutierte Aminosduresequenzen
der 5-Doméne dargestellt. Die in griin markierten Bereiche zeigen den jeweiligen Bindungsverlust von Hap46 bei Mutation der

entsprechenden Aminosdure.
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Jedoch tragen andere Aminosduren auch zur Bindung bei, denn zum Teil konnte eine Interak-
tion mit Hap46 und Peptiden, in denen eine der beiden Mutationen vorhanden ist, detektiert
werden (Abb. 4.3.10, Spur 2, Peptide 5 bis 10 und Spur 3, Peptide 2 bis 7) Bei Mutation beider
Lysine liegt sogar ein kompletter Bindungsverlust der Region Ia mit Hap46 vor (Abb. 4.3.10,
Spur 4). Desweiteren wurden in Region Ib die Aminosduren LysinSO, Arginin54 und Lysir1556

einzeln oder zusammen gegen Alanin mutiert.

So zeigen Peptide 20-23 keine Interaktion mehr mit Hap46 bei Mutation des Lysins™ (Abb.
4.3.10, Spur 5 griiner Balken), taucht jedoch das Arginin54 ab Peptid 24 und das Lysin56 ab
Peptid 26 auf, so kann das Fehlen des Lysins® kompensiert werden (Abb. 4.3.10, Spur 5).

In Abbildung 4.3.10, Spuren 6 und 7 sind die Mutanten R54A bzw. K56A dargestellt. Wie zu
erkennen ist, kann Hap46 noch an Peptide 20 bis 29 binden, da hier noch das Lysin®® vorhanden
ist und somit die Mutation des Arginins® oder des Lysins®® kompensiert werden kann. Ab
Peptid 30 jedoch, ist das Lysin®® nicht mehr présent, und somit konnen nachfolgende Peptide
nicht mehr mit Hap46 interagieren (Abb. 4.3.10, Spuren 5 und 6, griine Balken). Bei Austausch
aller drei Aminosduren zusammen, kann keine der nicht mutierten anderen Aminosauren die
Bindung an Hap46 aufrecht erhalten und somit ist ein fehlendes Interaktionsvermogen der
Region Ib mit Hap46 zu beobachten (Abb. 4.3.10, Spur 8 griiner Balken).

4.3.2.3 Hap46 hat keinen Einfluf§ auf die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK

Die transkriptionelle Regulation von c-Jun wird iiber Mitglieder der []NK-Familie vermittelt.
Durch die Bindung von JNK an die §-Doméne von c-Jun werden die beiden Serine an Posi-
tion 63 und 73 phosphoryliert, worauthin die c-Jun abhédngige Transkription aktiviert wird.
Da Hap46 ebenfalls an die -Doméne bindet und somit einen Konkurrenten zu JNK darstel-
len konnte, sollte hier der Einflufl von Hap46 auf die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK

tiberpriift werden.

Dazu wurde rekombinantes Protein von JNK (0,33ug), c-Jun(1-169)-GST (0,33p.g) und Hap46
(3,5pg) mit radioaktiv markiertem -32P-ATP (Endkonzentration 0,3 #Ci/ul) inkubiert, wobei
Hap46 im Vergleich mit c-Jun in einem 10-fach molaren Uberschuf vorlag. Die Ansitze wurden
auf einem 10% SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und phosphoryliertes c-
Jun tiber Autoradiographie sichtbar gemacht. Man bemerke, dafs JNK sich an Tyrosin selbst
phosphoryliert und in der Autoradiographie als Bande bei 80 kDa zu sehen ist (Abb. 4.3.11
und 4.3.12 siehe Pfeil). In einem ersten Experimente-Set wurde ein verkiirztes c-Jun Fragment
benutzt, welches die 5-Doméne und einen GST-Tag beinhaltet und ebenso wie die verwendete
Jun-Kinase Bestandteil eines Phosphorylierungs-Kits war. Wie in Abbildung 4.3.11 zu sehen
ist, weisen die Ansédtze mit und ohne Hap46 (Spuren 3 und 4) keine Unterschiede im Grad

der Phosphorylierung von c-jun auf, obwohl Hap46 in einem 10-fachen molaren Uberschuf3
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eingesetzt wurde. Ansédtze mit c-Jun und Hap46 (Abb. 4.3.11, Spur 1), JNK und Hap46 (Abb.
4.3.11, Spur 2), JNK und c-Jun alleine (Abb. 4.3.11, Spuren 5 und 6) dienten als Kontrollen.

phosphoryliertes JNK ——

phosphoryliertes c-Jun ——

JNK
cJun + - + + - +

Hap46 + * + -

ABBILDUNG 4.3.11. Einflufl von Hap46 auf die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK: c-Jun wurde mit
JNK (Spur 5) oder mit JNK und Hap46 (Spur 4) inkubiert. Ansdtze mit c-Jun und Hap46 (Spur 1), JNK
und Hap46 (Spur 2), JNK und c-Jun alleine (Spuren 5 und 6) dienten als Kontrollen. Phosphoryliertes
c-Jun und autophosphoryliertes JNK sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Um auszuschliefien, dafs dies Ergebnis aufgrund des verkiirzten c-Jun Proteins erhalten wurde,
wurden die Phosphorylierungs-Versuche mit c-Jun Protein voller Lange wiederholt. Allerdings
mufite hierzu erstmals getestet werden, ob sich die Phosphorylierungsversuche mit besagtem
c-Jun durchfiihren lielen, da dessen Lagerungspuffer 500mM Guanidinium Hydrochlorid ent-
hielt. Abbildung 4.3.12 A, zeigt die Autoradiographie mit einer konstanten Menge an JNK und
steigenden Mengen c-Jun (0,1ug bis 1ug). Bei Verwendung von 1ug JNK kann man ab einer
Menge von 0,3ug c-jun eine schwache Bande erkennen (Abb. 4.3.12 A, Spur 2). Je mehr c-jun
in den Ansétzen vorhanden ist, desto intensiver wird die Bande, da mehr c-jun fiir die Phos-
phorylierung durch JNK vorliegt (Abb. 4.3.12 A, Spuren 1 bis 5). Ansdtze mit JNK und c-Jun
alleine dienten als Kontrollen (Abb. 4.3.12 A, Spuren 6 und 7).

Fiir das ndchste Experiment wurden nun 0,5ug JNK, 0,25u¢g c-Jun und 2,5ug Hap46 mit radio-
aktiv markiertem ->2P-ATP (Endkonzentration 0,3 uCi/ul) inkubiert. Hap46 hatte hierbei im
Vergleich zu c-Jun einen 10-fachen molaren Uberschuf3. Doch auch hier waren keine signifi-
kanten Unterschiede im Grad der Phosphorylierung von c-jun bei Ansdtzen mit Hap46 und
ohne Hap46 (Abb. 4.3.12 B, Spur 4 vs. 5) zu bemerken, was darauf schliefSen 1dt, dafS eine Be-
teiligung von Hap46 bei der Phosphorylierung von c-Jun durch JNK ausgeschlossen werden
kann. Bei den Experimenten dienten Ansétze mit c-Jun und Hap46 (Abb. 4.3.12 B, Spur 1), INK
und Hap46 (Abb. 4.3.12 B, Spur 2), JNK und c-Jun alleine (Abb. 4.3.12 B, Spuren 5 und 6) als

Kontrollen.
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1 2 3 4 5 6

phosphoryliertes JNK —— [

phosphoryliertes JNK ——

phosphoryliertes c-Jun — |

phosphoryliertes c-Jun ——

cJun JNK - e + 24 +
cJun + - + + - +
JNK + 0+ o+ o+ o+ o+ - Hap46 + + +

ABBILDUNG 4.3.12. Einflufs von Hap46 auf die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK: A: Testphospho-
rylierung von in Guanidinium-Hydrochlorid gelagertem c-Jun. Steigende Mengen an c-Jun wurden mit
1ug JNK inkubiert (Spuren 1 bis 5). Ansdtze mit JNK und c-Jun alleine dienten als Kontrollen. B: c-Jun
wurde mit JNK (Spur 5) oder mit JNK und Hap46 (Spur 4) inkubiert. Ansdtze mit c-Jun und Hap46
(Spur 1), INK und Hap46 (Spur 2), JNK und c-Jun alleine (Spuren 5 und 6) dienten als Kontrollen. Phos-
phoryliertes c-Jun und autophosphoryliertes JNK sind durch Pfeile gekennzeichnet.

4.3.3  Einflufs von Hap46 auf die c-Jun abhingige Transkription-Ausblicke

Wie oben gezeigt wurde, beeinflufit Hap46 nicht die JNK-abhingige Phosphorylierung von c-
Jun. Jedoch ist eine Beteiligung von Hap46 bei der Regulation der c-Jun vermittelten Transkrip-
tion nicht ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurde ein in vivo System gewihlt, mit welchem,
mittels eines Reportergens (Luciferase) unter der Kontrolle des Kollagenase-Promotors, eine
mogliche Beteiligung von Hap46 bei der Regulation der Transkription nachgewiesen werden
konnte. Die Uberlegung lag nahe F9 Zellen, welche in nicht differenziertem Zustand kein c-Jun
aufweisen, mit Expressionsplasmiden fiir c-Jun (pRSV-c-Jun), Hap46 (pRSV-Hap46), Hap46-
Varianten (pRSVHap46AN10, pRSVHap46AC47) und als Reportergen Luciferase (pcoll-Luci)
zu transfizieren. Um fiir die Expression von c-Jun und Hap gleiche Bedingungen zu gewéhrlei-
sten, mufSten zuvor die Hap-Varianten in den pRSV-Vektor umkloniert werden (siehe Material
und Methoden). Das Prinzip dieses Experimentes beruht darauf, daff Mitglieder der AP-1 Fa-
milie, somit auch c-Jun Homodimere, spezifisch an den Kollagenase-Promotor binden kénnen
und Transkription der Luciferase forcieren. Uber Luciferase-Aktivitdtsmessungen von Zell-
Lysaten transfizierter Zellen, kann so die Menge des exprimierten Reportergens festgestellt
werden. Ist nun eine Beteiligung seitens Hap46 bei der c-Jun abhédngigen Transkription vor-

handen, so miifste diese iiber Verdanderungen der Luciferaseaktivitdt nachweisbar sein.

Fiir die Transfektionen wurde Transfektin (Biorad) verwendet, wobei 5 x 10° F9 Zellen mit
2,5nug Gesamt-DNA transfiziert wurden. Dabei fielen 0,5ug auf pcoll-Luci und je 1ug auf die
Plasmide pRSV-c-Jun und pRSV-Hap46 bzw. pRSV-Hap46AN10 oder pRSVAC47. Als Refe-
renz dienten Ansdtze mit 0,5ug pcoll-Luci, 1 ¢ pRSV-c-Jun und 1ug pRSV. Ansdtze mit 0,5ug
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pcoll-Luci und 2ug pRSV bzw. 0,5ug pcoll-Luci, 1ug pRSV und 1ug pRSV-Hap46 bzw. pRSV-
Hap46AN10 oder pRSVAC47, dienten als Kontrollen. Alle Ansidtze wurden in vierfacher Aus-
fiihrung gemacht. Nach 32h wurde die Halfte der Ansétze fiir 2h bei 42°C einem Hitzeschock
unterzogen die andere Hélfte verblieb bei 37°C. Nach weiteren 3h bzw. 16h wurden die Zellen

fiir den Luciferase-Assay aufgearbeitet und fiir die Messung gleiche Proteinmengen eingesetzt.
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ABBILDUNG 4.3.13. Einfluff von Hap46 auf die c-Jun abhingige Transkription: F9 Zellen wurden mit
pcoll-Luci, pRSV-c-Jun und pRSV-Hap46 (Spuren 5 und 6) bzw. pRSV-Hap46AN10 (Spuren 7 und 8) oder
pRSV-Hap46AC47 (Spuren 9 und 10) transfiziert. Nach 24h erfolgte mit der einen Halfte der Ansitze
ein Hitzeschock bei 42°C (rote Balken) fiir 2 h, Werte von nicht hitzegeschockten Zellen sind mit blauen
Balken dargestellt. Nach weiteren 3 bis 16h wurden die Zellen fiir den Luciferase-Assay aufgearbeitet
und von den Zell-Lysaten fiir die Messung gleiche Proteinmengen eingesetzt. Der Referenzwert mit
PRSV, pRSV-c-Jun und pcoll-Luci ist in Spuren 3 und 4 zu sehen. Als Kontrollen dienten Ansdtze mit
peoll-Luci und pRSV (Spuren 1 und 2), pcoll-Luci, pRSV und pRSV-Hap46 (Spuren 11 und 12) bzw.
pRSV-Hap46AN10 (Spuren 13 und 14) oder pRSV-Hap46AC47 (Spuren 15 und 16).

Die In Abbildung 4.3.13 gezeigten Luciferase-Assays zeigen die bisherigen Ergebnisse. Die Da-
ten ohne Hitzeschock werden von den blauen Balken, die Daten mit Hitzeschock von den roten
Balken représentiert. Die Werte der Referenzen (Abb. 4.3.13, Spuren 3 und 4), daf$ heifdt c-Jun
vermittelte Expression der Luciferase, wurden auf 100% gesetzt und die anderen Werte in Re-
lation dazu. Kontrollen sind in Spuren 1, 2, 11, 12, 13, 14, 15 und 16 zu sehen. Die Werte, welche
mit Hap46, Hap46AN10 oder Hap46AC47 (Abb. 4.3.13, Spuren 5, 6, 7, 8, 9 und 10) erhalten

wurden, zeigen im Vergleich zur Referenz eine leichte Reduktion der Luciferaseaktivitit, was
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fiir eine Beteiligung von Hap46 bei der c-jun abhédngigen Transkription sprechen wiirde, wobei
es keine nennenswerten Unterschiede zwischen hitzegeschockten und nicht hitzegeschockten
Zellen gibt (Abb. 4.3.13, blaue Balken vs. rote Balken). Allerdings unterliegen die gemesse-
nen Werte grofseren Schwankungen, wie die Fehlerindikatoren anzeigen. Dies konnte darauf
beruhen, dafs sich die F9 Zellen schlecht transfizieren lassen. Als bestes Transfektionsreagenz
erwies sich Transfektin (Biorad) und Ca-Phosphat mit einer Effizienz von 5% bis 10%, aller-
dings benotigte man mit Transfektin nur 2,54g DNA je Vertiefung einer 6-well Platte im Ver-
gleich zu Ca-Phosphat mit 15ug (Daten nicht gezeigt). Ein Teil der Proben wurde auch fiir
den immunologischen Nachweis von c-Jun bzw. Hap46 verwendet, wobei jedoch nur eine
Uberexpression von c-Jun nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Weitere Tests
in Hela Zellen zeigten allerdings, dafs nach Transfektion des Plasmides pRSV-Hap46, das Pro-
tein Hap46 nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der erwdhnten Probleme kénnen die oben
gezeigten Ergebnisse erstmal nur als Hinweise auf eine mogliche Beteiligung von Hap46 bei
der c-Jun abhédngigen Transkription dienen. Weitere Optimierungen, eventuell auch in anderen

Zell-Linien, sind notwendig um gesicherte Daten zu erlangen.

Im zweiten Teil der Interaktionsanalysen von Hap46 mit c-Jun wurde gezeigt, das Hap46 mit
der DNA-Bindungsdoméne von c-Jun, dem Leuzin-Zipper und der Delta-Doméne interagiert.
Die JNK-Bindungsregion wurde hierbei ndher untersucht, wobei iiber Mutationsanalysen die
Aminoséuren Lysin®, Lysin®, Lysin®’, Arginin® und Lysin® identifiziert wurden, welche fiir
die Bindung an Hap46 notwendig sind. Obwohl die Bindungsregion von Hap46 und JNK auf c-
Jun identisch ist, konnte in vitro eine Beteiligung von Hap46 bei der JNK abhdngigen Phospho-
rylierung von c-Jun nicht nachgewiesen werden. Reportergen-Analysen in F9 Zellen lieferten
jedoch vorldufige Daten, die auf einen Einflufl von Hap46 auf die c-Jun abhédngige Transkripti-

on hinweisen .
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5.1 Interaktion von Hap46 und hsc70

Hsc70 ist die konstitutiv exprimierte Form des Hitzeschockproteins hsp70 und besteht aus ei-
ner ATPase-Domaéne und einer Substratbindungsdoméne, welche jeweils in zwei Subdoménen
unterteilt werden. Bei der Charakterisierung der Interaktion von Hap46 und hsc70 mit der Me-
thode des Phage-Displays und iiber Analyse membrangebundener Peptide, welche die Ami-
nosduresequenz der ATPase-Doméne von hsc70 tiberspannen, konnten Petersen et al., [76],
mehrere Bindungsregionen identifizieren (siehe Abb. 1.3.4). Eine der Hauptkontaktstellen, die
Region V, befindet sich auf der Subdomaéne IIB. Interessanterweise ergeben die Bindungsregio-
nen [ und IV auf Subdoméne IB eine hervorstehende Protuberanz (siehe Abb. 4.1.1), welche sich
fiir Wechselwirkungen mit anderen Proteinen anbietet; so auch fiir die Interaktion von Hap46
und hsc70. Mutationsanalysen in Region I (CVGVFQHGK) mittels membrangebundener Pep-
tide, wobei jede Aminosdure gegen jede der 20 proteinogenen Aminosduren ausgetauscht wur-
de, und anschlieffende Inkubation mit rekombinantem Hap46 zeigten, dafl bei Austausch der
Aminosiuren Cystein'”, Glycin'®, Glutamin® und Lysin® die Bindung mit Hap46 reduziert
oder sogar ganz zerstort wird (siehe Abb. 4.1.2). Bei Betrachtung des dreidimensionalen Mo-
dells von hsc70 ist jedoch festzustellen, daf sich die Aminosiuren Cystein'” und Glycin'® in-
nerhalb des Molekiils befinden und somit zur direkten Interaktion mit Hap46 nicht beitragen.
Moglicherweise werden sie aber zur Stabilisierung der Bindung von hsc70 und Hap46 benétigt.
Die beiden anderen Aminoséduren, Glutamin?? und Lysin25 , liegen im &ufseren Bereich der Pro-
tuberanz und sind so fiir Interaktionen mit Proteinen gut zugénglich (siehe Abb. 4.1.3). Vor
allem das Lysin an Position 25 scheint fiir die Interaktion mit Hap46 wichtig zu sein, da dessen
Austausch nur durch die ihr verwandte Aminosdure Arginin kompensiert werden kann (siehe
Abb. 4.1.2).
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Durch Co-Kristallisation von hsc70 mit der BAG-Doméne von Hap/BAG-1 und Mutations-
Analysen im Hefe-Zwei-Hybrid-System, konnten Briknarova et al. und Sondermann et al.
[9, 96] Aminosduren auf den Subdoménen IIB und IB von hsc70 identifizieren, die fir die
Bindung von Hap/BAG-1 wichtig sind, wobei Subdoméne IB nur wenige Kontaktstellen auf-
wies. Die Studien von Briknarova et al. und Sondermann et al. wurden allerdings nicht mit
Hap46 voller Lange, sondern nur mit der aus drei a-Helices bestehenden BAG-Doméne (Ami-
nosduren 151-274 von Hap46) durchgefiihrt. Zudem zeigen die vorangegangenen Ergebnis-
se von Petersen et al., dafs es zwei Hauptkontaktstellen von Hap46 auf der ATPase-Doméne
von hsc70 gibt. Daher war anzunehmen, dafl aufler der BAG-Domaéne noch weitere Bereiche
von Hap/BAG-1 an der Interaktion mit hsc70 teilnehmen. Uber Analyse von membrange-
bundenen Peptiden, welche die Aminosduresequenz von Hap46 iiberspannen, mit bovinem
hsc70 ATPase-Fragment oder bovinem hsc70 voller Lange, konnten sechs Interaktionsregio-
nen von hsc70 auf Hap46 identifiziert werden (siehe Abb. 4.1.5). Deren quantitativer Beitrag
bei der Bindung an hsc70 wurde anschlieflend in Elisa-Analysen bestimmt (siehe Abb. 4.1.7).
Zur Durchfithrung dieses Experiments wurde bovines hsc70 voller Lange auf Plastiktrager
gebunden und mit rekombinantem Protein von Hap46 bzw. Hap46-Mutanten inkubiert. Ge-
bundenes Protein konnte mittels eines Hap-spezifischen Antikérpers nachgewiesen werden.
Wie erwartet zeigte eine Hap46-Mutante mit Deletion der letzten 47 carboxyterminalen Ami-
nosduren (Helix 3 der BAG-Domane) in Elisa-Analysen eine um 90% verminderte Bindung an
hsc70. Auch iiber Peptidanalyse identifizierte Interaktionsregionen von Hap46 mit hsc70 befin-
den sich in Helix 1, 2 und 3 der BAG-Domaéne (siehe Abb. 5.1.1, Spur 3, dunkelblau markierte
Aminosduren). Vergleicht man die von anderen Arbeitsgruppen identifizierten Aminosduren
innerhalb der BAG-Domaéne, die bei der Bindung an hsc70 eine Rolle spielen, mit den hier ge-
fundenen Interaktionsregionen ergeben sich einige Ubereinstimmungen innerhalb dieser Re-
gionen [9, 96, 95] (siehe Abb. 5.1.1, Spuren 1 und 2). So liegt auch das Arginin an Position 237,
dessen Mutation eine 10-fach geringere Affinitit der BAG-Domaéne zu hsc70 zur Folge hat, in
Helix 3 [95]. Aufgrund der hohen positionellen Konservierung dieser Aminosdure konnten ei-
nige BAG-Doménen Proteine, wie Snllp aus Saccharomyces cerevisae, identifiziert werden. Das
aus 159 Aminosduren bestehende Snllp hat eine Transmembrandoméne am N-Terminus und
befindet sich an den Membranen des Nukleus und des endoplasmatischen Retikulums. Der
C-Terminus und der mittlere Teil des Proteins befinden sich im Cytosol. Die in Snllp homo-
loge Region zur BAG-Domine liegt im cytosolisch gelegenen carboxyterminalen Abschnitt, in

Ubereinstimmung mit der Interaktion mit cytosolischem hsc70 [95]

Es steht aufser Frage, dafd der C-terminale Bereich von Hap46 eine zentrale Rolle bei der In-

teraktion mit hsc70 spielt, was auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Peptid- und Elisa-
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BAG-Domaéne von Hap46

| Helix 1 i

I |
Spurl  MLIGKKNSPQEEVELKKLKHLEKSVEKIADQLEELNKELTGIQ  AS187
Spur2 MLIGKKNSPQEEVELKKLKHLEKSVEKIADQLEELNKELTGIQ  AsS187
Spur3 MLIGKKNSPQEEVELKKLKHLEKSVEKIAD NVKELTGIQ As187

Helix 2

| |
Spur1 QGFLPKDLQAEALCKLDRRVKATIEQFMKILEEIDTLILPENF  AS230
Spur2  QGFLPKDLQAEALCKLDRRVKATIEQFMKILEEIDTLILPENF  AS230
Sspur3 QGFLPKDLQAEALCKLDRRVKATIEQFMKILEEIDTLILPENF  AS230

Helix 3

| |
Spurl  RKDSRLKRKGLVKKVQAFLAECDTVEQNICQETERLQSTNFALAE AS 274
Spur2 KDSRLKRKGLVKKVOAFLAECDTVEONICQETERLQSTNFALAE AS 274
Spur3  KDSRLKRKGLVKKVQAFLAECDTVEQNICQETERLQSTNFALAE AS 274

ABBILDUNG 5.1.1. Darstellung von Aminosduren (rot, griin und gelb) und Regionen (blau) in der
BAG-Domine von Hap, die an der Bindung der hsc70 ATPase-Doméne beteiligt sind. Die verschie-
denen Spuren zeigen die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen. Spur 1: die rot markierten Ami-
nosduren zeigten bei Mutation eine verminderte oder keine Bindung mehr an hsc70, die gelb mar-
kierten Aminosduren gehen hydrophobe Wechselwirkungen mit Subdoméne IB der hsc70 ATPa-
se-Domane ein [96, 95]. Spur 2: die griin gekennzeichneten Aminoséduren zeigten bei Mutation im He-
fe-Zwei-Hybrid-System eine reduzierte Bindung an die hsc70 ATPase-Domaéne [9]. Spur 3: Blau sind die
in dieser Arbeit iiber Analyse membrangebundener Peptide identifizierten Interaktionsregionen mit
der hsc70 ATPase-Domine dargestellt. Die hellblau markierte Region konnte mit hsc70 voller Lange

zusétzlich zu den anderen Regionen identifiziert werden.

Analysen belegen. Dartiberhinaus konnten iiber Peptidanalyse zudem noch die Ubiquitin-
dhnliche Doméne, die Region der sauren Hexapeptid Wiederholungen und erstaunlicherweise
die N-terminale DNA-Bindungsdomaéne als Bindungsregionen mit hsc70 identifiziert werden.
Auch die in Elisa-Analysen verwendeten Mutanten von Hap46, welche jeweils Deletionen der
Ubiquitin-dhnlichen Doméne, der Region der sauren Hexapeptid-Wiederholungen oder der
DNA-Bindungsregion aufwiesen, zeigten eine reduzierte Affinitdt zu hsc70 (siehe Abb. 4.1.7).
Diese Ergebnisse belegen, dafd in der Tat nicht nur Aminosduren der BAG-Doméne, sondern

noch weitere Bereiche von Hap46 an der Interaktion mit hsc70 beteiligt sind.

Sondermann et al. [96] untersuchten die Wirkung der BAG-Doméne bzw. des Hap46 voller
Lange auf die ATPase Aktivitit von hsc70 und die Freisetzung von Substrat-gebundenem
hsc70. Dabei stellte sich heraus, dafs mit der BAG-Doméne im Vergleich zum gesamten Pro-
tein eine leichte Steigerung der ATPase Aktivitit erzielt werden konnte. Auch stimulierte die
BAG-Domine die Freisetzung von Substrat-gebundenem hsc70 um 20% mehr als Hap46 voller
Léange. Dies bedeutet, dafs die BAG-Domaéne alleine zum einen den Austausch von ADP zu ATP

forciert und zum anderen die Affinitit von Substratmolekiilen zu hsc70 noch mehr herabsetzt
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als Hap46 voller Lange. Demnach hitten die Aminosduren der anderen Regionen von Hap46
einen negativ-regulatorischen Effekt auf die ATPase-Aktivitdt und die Substratfreisetzung von
hsc70. Dies konnte auch von Géssler et al. [29] beobachtet werden. So zeigte die BAG-Doméne
im Gegensatz zu Hap46 eine gesteigerte ADP-Austauschrate. Aufgrund des negativen Einflus-
ses der N-terminalen Sequenzen von Hap46, wire es moglich, dafd die kleineren Isoformen von

Hap (Hap33 und Hap29) andere Affinititen bei der Bindung an hsc70 aufweisen.

Ein weiterer interessanter Aspekt der hsc70 Regulation liegt in der Frage, wie die Substrat-
Bindungsdoméne und die ATPase-Doméne von hsc70 miteinander in Kontakt treten, damit
hsc70 seine Funktion als Chaperon ausiiben kann. Es ist anzunehmen, dafs dies aufgrund der
Interaktion mit Co-Chaperonen reguliert wird. Bei der Analyse membrangebundener Peptide
von Hap46 mit bovinem hsc70, konnten Peptide identifiziert werden, welche nur mit bovi-
nem hsc70 voller Lange, nicht aber mit der ATPase-Domaéne von hsc70 interagierten (siehe
Abb. 4.1.5). Dies wiirde bedeuten, dafs auch Aminosduren der Substratbindungsdoméne von
hsc70 mit Hap46 interagieren konnen. Diese Interaktionsregion der Substratbindungsdoméne
von hsc70 befindet sich in der Helix 1 der BAG-Doméne (siehe Abb. 5.1.1, Spur 3). Es wire
moglich, dafl Hap46 tiber diese Kontaktstellen mit der Substratbindungsdoméne von hsc70 ei-
ne Verbindung zur ATPase-Doméne herstellt und somit eine Konformationsanderung bewirkt,

welche einen regulatorischen Effekt auf die Funktion von hsc70 ausiibt.

Entsprechende Studien von Bimston et al. [7] lassen vermuten, dafs Hap46 in der Tat eine Kon-
formationsanderung der hsc70 Substratbindungsdomaéne erzeugt, so daf$ das Substrat in einem
terndren Komplex mit Hap/BAG-1 und hsc70 gehalten wird, das heifst Hap46 entkoppelt die
Nukleotid-Hydrolyse von der Substratfreisetzung. Die Bindung und Freisetzung von Substrat-
Proteinen durch hsc70 ist strikt abhdngig vom ATPase-Zyklus des Chaperons. Die von Bimston
et al. dargestellte Funktionsweise von Hap46 widerspricht allerdings der von Sondermann et
al. und Géssler et al. [29, 96] favorisierten. Diese gehen davon aus, dafi Hap46 als Nukleo-
tidaustauschfaktor fiir ADP dient und die Freisetzung des Substrat-Proteins von hsc70 erhoht
wird. Hap46 wird hier die gleiche Funktion wie dem bakteriellen GrpE zugeschrieben. GrpE
stimuliert den Nukleotidaustausch und die Offnung des ATP-Bindungsspaltes bei DnaK, dem
bakteriellen hsc70 Homolog. Bei der Kristallisation der ATPase-Doméane von DnaK mit seinem
Co-Faktor GrpE konnten zwei Kontaktregionen auf beiden Subdoménen der ATPase-Doméne
identifiziert werden. Innerhalb einer Kontaktregion spielt die Asparaginsdure an Position 19
eine grofie Rolle bei der Bindung an GrpE [37, 58]. Stellt man die beiden Sequenzen von hsc70
und DnaK gegeniiber, so wird deutlich, daf die Asparaginsiure!® in DnaK dem Glutamin?®
innerhalb Region I in hsc70 entspricht. Das auf Subdoméne IB der hsc70 ATPase-Doméne gele-
gene Glutamin an Position 22 spielt zusammen mit dem Lysin an Position 25 eine grofse Rolle
bei der Bindung an Hap46. Da Hap46 ebenfalls zwei Hauptkontaktstellen auf hsc70 besitzt,
wire es moglich, da8 es wie GrpE die Offnung des ATP-Bindungsspaltes bewirkt, um so Ein-
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fluf auf die Aktivitdt von hsc70 zu nehmen. Zwar interagieren die BAG-Doméne und GrpE mit
den Subdoménen I und II ihrer jeweiligen ATPase-Domaéne, dennoch sind die beiden Proteine
strukturell nicht miteinander verwandt. Im Gegensatz zu Hap46 formt GrpE ein Dimer. Dieses
verwendet zusitzlich zu den Kontakten seiner a-helikalen Region eine Subdoméne mit einer

B-Faltblattstruktur, um mit der ATPase-Doméne von DnaK zu interagieren [96].

Hsc70 wird nicht nur durch Hap46 reguliert. Aufier dem Co-Chaperon hsp40, dem Homolog
zum bakteriellen Dna], wurden das hsc70 interagierende Protein Hip (p48), das hsp70/hsp90-
organisierende Protein Hop/p60 und als letztes das hsp70 interagierende Protein HspBP1 als
Co-Chaperone von hsp70/hsc70 identifiziert. Hip inhibiert normalerweise den Austausch von
Nukleotiden [40, 72]. Es bindet genau wie Hap46 an die ATPase-Doméne von hsc70, wobei
Hap46 und Hip um die Bindung an hsc70 kompetieren [30]. HspBP1 und Hop/p60 wirken in-
hibierend auf die Faltungsaktivitdt von hsc70. Fiir Hop/p60 konnte gezeigt werden, dafl es am
carboxyterminalen Ende von hsc70 bindet und durch Hap46 nicht beeinflufit wird, ebenso wie
das Co-Chaperon hsp40, welches die Hydrolyse von ATP stimuliert [31, 79]. Neuere Versuche
von Shomura et al. zeigten, dafs HspBP1 an die ATPase-Doméne von hsc70 bindet. Mit seiner
konkaven Form legt es sich tiber die Subdoméne II und ragt so in den ATP-Bindungsspalt, so
dafl ATP nicht mehr binden kann — im Gegensatz zu Hap46, welches eine konformationelle
Verdnderung innerhalb der ATPase-Doméne bewirkt [92]. Interessant wire es zu wissen, ob
Hap46 und HspBP1 ein Kompetitionsverhalten bei der Bindung an hsc70 zeigen, da sie wie
Hip an die ATPase-Doméne binden.

Hap46 ist ein Co-Chaperon von hsc70, welches Kontaktstellen auf der ATPase-Doméne und
auch auf der Substratbindungsdoméne besitzt. Es konnte gezeigt werden, dafs auf der ATPase-
Domaéne von hsc70 in der Hap46 Bindungs-Region I vor allem die Aminosduren Glutamin®
und Lysin® fiir die Interaktion von Bedeutung sind. Auferdem konnten Bindungsstellen von
Hap46 auch in der Ubiquitin-dhnlichen Doméne, in der Region von sauren Hexapeptid-Wieder-
holungen und in der aminoterminalen DNA-Bindungsregion identifiziert werden. Damit be-

schrankt sich die Interaktion von Hap46 mit hsc70 nicht nur auf die BAG-Doméne.

5.2 Interaktion von Hap46 und DNA

Hap46 ist ein Protein, welches mit zahlreichen Proteinen Interaktionen eingehen kann. Zei-
ner et al. konnten 1999 erstmals auch eine Bindung an Desoxyribonukleinsdure nachweisen.
Hap46 bindet Sequenz-unspezifisch ringférmige, verdrillte und lineare DN A-Molekiile, aller-
dings kann Hap46 erst ab einer Lange von ca. 60bp an DNA-Fragmente binden [69, 68, 27]. Eine
Sequenz-unspezifische DNA-Bindung wurde fiir Histon-Proteine [117] und auch fiir das High
Mobility Group Protein (HMG1) beschrieben. HMG1 enthilt eine HMG1/2-Box, ein generelles
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DNA-Bindungsmotiv mit 75 Aminosduren, welche drei a-Helices formen. Fiir die Sequenz-
unspezifische Bindung interkaliert das Phenylalanin an Position 102, unterstiitzt durch das
Phenylalanin an Position 101, in Basenpaare der DNA [81]. Sequenz-spezifisch binden Tran-
skriptionsfaktoren an DNA iiber bestimmte Motive wie Leuzin-Zipper oder Helix-turn-Helix
und stimulieren die Transkription von Genen. Auch Hap46 zeigte einen transkriptionsstimu-
lierenden Effekt, welcher mit einer Mutante, deren aminoterminalen ersten 16 Aminosduren
deletiert waren, nicht erzielt werden konnte [126]. Diese Deletionsmutante ist nicht mehr in
der Lage an DNA zu binden. So weist Hap46 kein gewohnliches DNA-Bindungsmotiv auf,
sondern verwendet Aminosduren dieser kurzen basischen Sequenz (MKKKTRRRST.....) am N-
Terminus von Hap46 fiir die Bindung an DNA. Innerhalb dieser Sequenz befinden sich zwei
basische Blocke von jeweils drei Lysinen und drei Argininen, welche durch ein Threonin von-
einander getrennt sind [126]. Im Vordergrund dieser Arbeit, in Bezug auf die DNA Bindungs-
eigenschaften von Hap46, stand die detaillierte Charakterisierung des ungewdhnlichen DNA-
Bindungsmotivs. Zur Identifizierung der Aminosduren innerhalb dieses kurzen Sequenzab-
schnittes, die bei der Interaktion mit DNA beteiligt sind, wurden Gel-Retardationsanalysen mit
Hap46-Mutanten durchgefiihrt. Um fiir die Analysen mit mutierten Hap-Proteinen geeignete

Voraussetzungen zu schaffen, waren einige Optimierungen erforderlich.

Um die Mindestmenge an Wildtyp-Protein zu bestimmen, die fiir eine Komplexbildung mit
DNA nétig ist, wurde eine konstante Menge an DNA - 3ng eines 235bp Fragmentes (20fmol)
- mit steigenden Mengen von Hap46 inkubiert. Hierbei wurde festgestellt, daff ab einer Men-
ge von 0,75ug (22pmol) (siehe Abb. 4.2.1) die Affinitdt zur DNA hoch genug ist, um an diese
binden zu kénnen. Wie schon zuvor von Y. Niyaz und Ph. Henrich beobachtet werden konnte
[68, 38], stieg mit der Konzentration an Protein auch die Hohe der im Gel wandernden DNA-
Protein Komplexe an, was darauf schlieSen ldfst, dafs mehrere Hap46-Molekiile gleichzeitig an
ein DNA-Fragment binden konnen. Je langer also ein DNA-Molekiil ist, desto mehr Protein
kann an dieses binden [68]. Weitere Bindungsstudien mit steigenden Mengen an DNA, die
jeweils mit Mengen von 0,5ug bis 2ug an Protein inkubiert wurden, zeigten, dafl 2ug Hap46
ausreichend sind, um 200ng DNA fast vollstandig zu komplexieren (siche Abb. 4.2.2), was
einem Verhiltnis von 60pmol Protein zu 1,3pmol DNA entspricht. Aus vorherigen und den
hier beschriebenen Titrierungsexperimenten wird deutlich, dafs Proteinmengen von 0,75ug bis
1pg in einem kritischen Bereich fiir die Komplexbildung mit DNA liegen, wobei in diesem
Grenzbereich hohere Mengen an DNA die Affinitdt vom Protein zur DNA zu erhéhen schei-
nen, was sich im Gel in einer gesteigerten Verschiebung der DNA-Protein-Komplexe nach oben
duflert (siehe Abb. 4.2.2). Die DNA-Menge fiir Gel-Retardationsanalysen mit Hap46-DNA-
Bindungsmutanten wurde daher auf 50ng festgelegt und Proteinmengen lagen deutlich iiber
2ug, um so Qualitdtsschwankungen der verschiedenen Proteinprdparationen auszugleichen.

Friihere sowie die hier vorgestellten Daten deuten auf die Sequenz-unspezifische Bindung von
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Hap46 an DNA hin. Die von Takahashi et al. gemachte Beobachtung einer spezifischen Bin-
dung von Hap46 an einen Sequenzabschnitt des CMV-Promotors stand dazu jedoch im Wieder-
spruch [102]. In Gel-Retardationsanalysen mit zwei Sets sich tiberlappender DNA-Fragmente
des CMV-Promotors, konnte diese Behauptung wiederlegt werden, vielmehr unterstiitzt das
Ergebnis dieses Experimentes die Sequenz-Unabhingigkeit von Hap46 bei seiner Bindung an
DNA, da alle Fragmente gleichermafien von Hap46 gebunden wurden und im Gel die gleiche
Hohe aufwiesen (siehe Abb. 4.2.3).

In vorherigen Analysen der DNA-Bindungsregion von Hap46 wurden die Aminosduren des
basischen Tripletts von Lysinen (Aminosduren 2 bis 4) oder Argininen (Aminosduren 6 bis
8) gegen Alanin ausgetauscht. In beiden Fillen wurde die Fahigkeit von Hap46, an DNA zu
binden, zerstort [126, 69, 68], was vermuten liefs, dafs Aminosduren innerhalb dieser beiden
Tripletts wesentlich zur DNA-Bindung beitragen. Keinen Verlust der DNA-Bindungsfahigkeit
zeigten Hap46 Varianten mit Austausch einzelner Aminosduren innerhalb dieser basischen
Tripletts und eine Variante mit Austausch eines Lysins (K°) des einen Blocks und eines Ar-
ginins (R®) des anderen Blocks. Beim Austausch zweier benachbarter basischer Aminosiuren
gegen Alanin wurde die Interaktion mit der DNA vollig zerstort. Erstaunlicherweise konnten
Hap46-Mutanten, bei welchen jeweils die beiden dufSeren Aminosduren eines basischen Tri-
pletts ausgetauscht und die mittlere erhalten wurde, an DNA binden (sieche Abb. 4.2.5). Fiir
die Bindung an DNA sind also nicht alle drei Aminoséduren eines Tripletts erforderlich, es
geniigt wenn eine Aminosdure innerhalb eines Tripletts vorhanden ist. Dies mufl dann aber
die mittlere Aminosaure sein: das Lysin® bzw. das Arginin’. Die Fahigkeit an DNA zu bin-
den geht also nur verloren, wenn die mittlere Aminosdure eines Tripletts zusammen mit ei-
ner oder beiden benachbarten Aminosduren ausgetauscht wird. Die Bindung von Hap46 an
DNA erweist sich somit als sehr flexibel. Diese Flexibilitit kann dann zum Tragen kommen,
wenn Hap46 aufler mit DNA zusétzlich mit Proteinen interagiert, wie zum Beispiel bei der
Hap46-vermittelten Transkriptionsstimulation. Hierbei kann das an DNA gebundene Hap46,
mit hsc70 als Briickenprotein, Transkriptionsfaktoren und weitere Komponenten des Tran-
skriptionsapparates in funktionelle Komplexe rekrutieren [32]. Auflerdem konnte in dieser Ar-
beit gezeigt werden, dafs die N-terminalen Aminosduren von Hap46 fiir die Bindung an den
Transkriptionsfaktor c-Jun wichtig sind und dafl an DNA gebundenes Hap46 immer noch mit
c-Jun interagieren kann (siehe Abb. 4.1.7 und 4.3.1). Manche der hier untersuchten Mutan-
ten zeigten allerdings eine geringere Bandenverschiebung der DNA-Protein-Komplexe (siehe
Abb. 4.2.5). Dies ist am ehesten damit zu erkldren, dafs weniger Protein an das DNA-Fragment
gebunden hat, was aufgrund einer verminderten Affinitit des mutierten Proteins zur DNA zu-
stande kommen kénnte. Die Mutation des mittleren Threonin®, wobei Threonin sowohl gegen
Alanin als auch gegen Glutaminsdure ausgewechselt werden kann, zeigte keinen Verlust der

DNA-Bindung. Somit wird hier die Interaktion mit der DNA durch eine Anderung der La-
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dung nicht gestort. Die Interaktion von Hap46 wird auch durch die Insertion von einem bis zu
drei Alaninen auf jeder Seite des Threonin® nicht beintrichtigt (siche Abb. 4.2.5). Schmidt et
al. konnten ebenfalls die Beobachtung machen, dafs der Abstand der beiden basischen Blocke
nicht von Bedeutung fiir die DNA-Bindung ist. Sie zeigten, daff zum einen Mutanten mit In-
sertion von einem Alanin bzw. zwei Alaninen zu einer Seite des Threonin® oder mit Deletion

des mittleren Threonins nicht zu einem Bindungsverlust von Hap46 und DNA fiihrten [86].

Wie neuere Versuche zeigen, kann auch Hap50 mit DNA interagieren, was nicht {iberraschend
ist, da diese Isoform die Sequenz der DNA-Bindungsdoméne von Hap46 beinhaltet. Den bei-
den kleineren Isoformen Hap33 und Hap29 fehlt diese Region, so dafs sie daher nicht in der La-
ge sind mit DNA eine Bindung einzugehen. Bei Analysen mit auf Plastiktrdgern gebundenem
Hap46 bzw. Hap50 Protein und anschliefSender Inkubation mit radioaktiv markierter DNA,
konnte Ph. Henrich nachweisen, daff Hap50 48% der angebotenen DNA binden kann, Hap46
hingegen nur 15%. Dies entspricht einem Verhiltnis von 32pmol Hap46 zu 3fmol DNA bzw.
26pmol Hap50 zu 9,7fmol DNA. In Ubereinstimmung damit zeigten Retardations-Analysen
in Agarosegelen mit Hap46 eine wesentlich geringere Retardierung der DNA als mit Hap50
[38]. Zudem konnte wie fiir Hap46 beobachtet werden, dafi steigende Mengen an Hap50 eine
hohere Retardierung einer konstanten Menge an DNA zur Folge haben [84]. Von Ph. Henrich
und D. Scherer wurden die in Hap46 fiir die DNA-Bindung verantwortlichen basischen Tri-
pletts in Hap50 sowohl einzeln als auch zusammen gegen Alanin ausgetauscht. Anschlieflende
Inkubation mit DNA zeigte, dafs im Gegensatz zu Hap46, Hap50 immer noch in der Lage war,
mit DNA zu interagieren [38, 84]. Somit muf$ es im aminoterminalen Bereich von Hap50 wei-
tere Bereiche geben, die fiir eine Wechselwirkung mit DNA verantwortlich sind. Dies konnte

auch eine Erkldrung fiir die intensivere Bindung von Hap50 an DNA darstellen.

5.3 Interaktion von Hap46 und c-Jun

Da Hap46 ein DNA-bindendes Protein ist, wurde es schon frith mit der Transkription in Ver-
bindung gebracht. Sowohl in in vitro als auch in in vivo Versuchen konnte gezeigt werden, daf3
Hap46 Transkription stimulieren kann. Um zu {iberpriifen, ob die Transkriptionssteigerung
von Hap46 iiber die Interaktion mit hsc70 vermittelt wird, wurde die Mutante Hap46AC47,
deren carboxyterminales Ende deletiert ist, eingesetzt. Diese Mutante kann nicht mehr mit
hsc70 interagieren. Der stimulierende Effekt auf die Transkription war in der Tat minimiert,
jedoch nicht ganz verschwunden, was vermuten liefs, daff Hap46 moglicherweise auch direkt
mit Transkriptionsfaktoren interagieren kann. In Bindeexperimenten mit in vitro translatierten
Transkriptionsfaktoren konnten das Homoobox-Protein Gax (Growth arrest homeobox prote-

in) und c-Jun, aus der Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren, als direkte Bindungspartner
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von Hap46 identifiziert werden [69]. Das Proto-Onkogen c-Jun kann als Homodimer oder als
Heterodimer mit anderen Mitgliedern der AP-1 Familie, unter anderem c-fos, an spezifische Se-
quenzen der DNA binden, und so die Expression verschiedener Proteingene, wie zum Beispiel
Kollagenase oder Cyclin D1, bewirken. AufSerdem ist c-Jun bei der Regulation vieler zelluldrer
Prozesse, wie Proliferation, Immunantwort, Apoptose, Strefs oder Antwort auf genotoxische
Reagenzien beteiligt [3]. Zur Kldrung der Frage, inwieweit Hap46 aufgrund seiner Interaktion
mit c-Jun regulierend in diese Prozesse eingreift, sollten im Rahmen dieser Arbeit die wichti-
gen Bindungsregionen beider Proteine identifiziert werden, um so einen besseren Einblick in

mogliche funktionelle Eigenschaften der Hap46/c-Jun Interaktion zu erlangen.

In Elisa-Analysen mit gebundenem Hap46 bzw. Hap46-Mutanten und anschlieffender Inku-
bation mit c-Jun, konnte gezeigt werden, dafl Aminosduren des N-Terminus von Hap46 eine
wichtige Rolle bei der Bindung an c-Jun spielen. Interessanterweise iiberlappt diese Region
zum Teil mit der DNA-Bindungsregion von Hap46. Der Einzelaustausch von Aminosduren
innerhalb der ersten 10 Aminosduren von Hap46, zeigte eine reduzierte Bindung der beiden
Proteine. Der jeweilige Austausch der basischen Tripletts, das heifst der Lysine an Position 2 bis
4 oder der Arginine an Position 6 bis 8, verminderte die Bindung nochmals. Bei Deletion der
DNA-Bindungsregion (Aminosduren 1 bis 10) wurde die Interaktion von Hap46 und c-Jun fast
vollstandig zerstort. Verdnderung des Abstands der beiden basischen Tripletts durch Insertion

von Alaninen oder Austausch des mittleren Threonin®

zeigten, wie die Einzelaustausche von
Aminosduren innerhalb der basischen Tripletts, nur eine leichte Reduktion der Bindung (sie-
he Abb. 4.3.1). Die Region der sauren Hexapeptid-Wiederholungen von Hap46 scheint fiir die
Wechselwirkung mit c-Jun nicht von grofSer Bedeutung zu sein, da nach deren Deletion nur ei-
ne geringfiigige Verminderung der Bindung festzustellen war (siehe Abb. 4.3.1). Die Ubiquitin-
dhnliche Doméne oder die fiir die Bindung an hsc70 wichtigen C-terminal gelegenen Ami-
nosduren tragen ebenfalls zur Bindung an c-Jun bei, wenn auch nicht so stark wie Aminosduren
der DNA-Bindungsregion (siehe Abb. 4.3.1). Diese Daten deuten auf mehrere Kontaktstellen
von c-Jun auf Hap46 hin. In Ubereinstimmung damit konnte in Gel-Retardationsanalysen ge-
zeigt werden, dafs an DNA gebundenes Hap46 immer noch in der Lage ist, mit c-Jun zu intera-
gieren. Diese Daten lassen vermuten, daf$ die N-terminalen Aminosduren von Hap46 aufler fiir
die DNA-Bindung auch noch fiir Interaktionen mit anderen Molekiilen von Bedeutung sind.
Die Fahigkeit von Hap46, gleichzeitig mit DNA und c-Jun zu interagieren, konnte unter an-
derem auch auf der hohen Flexibilitdt der an der DNA-Bindung beteiligten Aminosduren von
Hap46 beruhen (siehe Abschnitt 5.2.).

Da auch c-Jun ein DNA-bindendes Protein ist, stellte sich die Frage, ob Hap46 auch mit c-Jun
interagieren kann, wenn c-Jun an DNA gebunden vorliegt. Um zu gewéhrleisten, dafl Hap46
nicht selbst an das DNA-Fragment binden kann, wurde ein Oligonukleotid mit einer Lange von

20bp und einer AP-1 Erkennungssequenz verwendet. Eine solche Interaktion konnte unter die-
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sen Versuchsbedingungen allerdings nicht nachgewiesen werden, da sich keine Unterschiede
in der Hohe der komplexierten DNA in Ansdtzen mit c-Jun alleine und in Ansédtzen mit c-Jun
und Hap46 ergaben. Ein interessanter Aspekt war jedoch, dafs geringe Mengen an c-Jun, welche
nicht in der Lage waren, das Oligonukleotid zu binden, in Gegenwart von Hap46 eine deutli-
che Interaktion mit diesem zeigten (siehe Abb. 4.3.3 und 4.3.4). Dieser noch ungeklarte Effekt,
konnte aufgrund einer Stabilisierung von c-Jun Homodimeren durch Hap46 erfolgen, die dann
effektiver an die DNA binden konnten. Im Hinblick darauf ist interessant, daf3 in manchen
Brustkrebszell-Linien der AP-1 Komplex eine erhthte DNA-Bindungsaktivitit, aber eine ge-
ringe Transaktivierungsaktivitdt aufweist. Das wiirde bedeuten, dafs in diesen Brustkrebszell-
Linien AP-1 Komplexe existieren, die an DNA binden aber keine Transkription aktivieren
konnen [15].

Die fiir die Funktionalitdt wichtigen Bereiche von c-Jun teilen sich in zwei Abschnitte. Im ami-
noterminalen Abschnitt befindet sich die Transaktivierungsdoméane mit der Bindungsstelle fiir
die Jun-N-terminale Kinase (JNK), die sogenannte 6-Doméne, und mit den beiden Serinen an
Position 63 und 73, welche durch JNK phosphoryliert werden. Im carboxyterminalen Teil liegt
die DNA-Bindungsregion und der Leuzin-Zipper, welcher fiir die Dimerisierung mit weite-
ren Mitgliedern der AP-1 Familie verantwortlich ist. Bei Phosphorylierung des Serins®® und
Serins”® durch JNK wird die Transaktivierungsaktivitdt von c-Jun stimuliert. Das zu c-Jun vi-
rale Homolog, v-Jun, besitzt keine J-Doméne. Somit kann JNK nicht binden und v-Jun nicht
phosphorylieren. Dennoch ist v-Jun konstitutiv aktiv. Die Bindung von inaktivem JNK an die
0-Domaéne von c-Jun stellt einen Mechanismus dar, die Funktion von c-Jun als Transkriptions-
faktor zu hemmen. Sobald JNK aktiviert wird, phosphoryliert es c-Jun und dissoziiert. Da in
v-Jun die 6-Doméne deletiert ist, kann inaktives JNK nicht binden. So umgeht v-Jun die Regu-
lation durch JNK, das heifst v-Jun wird nicht phosphoryliert, ist aber dauerhaft transkriptionell
aktiv [8, 93,22, 115]. Die in dieser Arbeit identifizierten Kontaktstellen von Hap46 auf c-Jun um-
fassen die J-Domaéne, die DNA-Bindungsregion und den Leuzin-Zipper (siehe Abb. 4.3.6). Mit
rekombinanten GST-Fusionsproteinen von Jun-Varianten konnte gezeigt werden, daff Hap46 in
der Lage war, mit einem C-terminal verkiirzten c-Jun Protein, welches die 5-Doméne beinhalte-
te, zu interagieren. Wohingegen ein C-terminal verkiirztes v-Jun Protein nicht mehr gebunden
werden konnte (siehe Abb. 4.3.8). So scheint diese Region zumindest im aminoterminalen Be-
reich von c-Jun eine grofie Rolle bei der Bindung an Hap46 zu spielen. In Ubereinstimmung mit
den vorherigen Ergebnissen konnte Hap46 sowohl in Pull-down als auch in Elisa-Analysen
an eine Jun-Variante binden, die die DNA-Bindungsregion und den Leuzin-Zipper enthielt,
jedoch aminoterminal verkiirzt war. Jun-Variante c-Jun 1-166 konnte auf einem Plastiktrager
immobilisiert allerdings nicht mit Hap46 interagieren (siehe Abb. 4.3.9). Wie jedoch in den
Pull-down- Versuchen zu sehen war, konnte hier die Jun-Variante c-Jun 1-166 im Vergleich
zu c-JunAN223 ebenfalls schlechter von Hap46 gebunden werden (siehe Abb. 4.3.8). Das lafst
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vermuten, dafs Hap46 fiir eine effiziente Bindung an c-Jun Aminosduren des carboxytermina-
len Bereichs von c-Jun benoétigt. Im Falle von hTAFII55, einem Koaktivator der Transkription,
welcher mit Transkriptionsfaktoren der unterschiedlichsten Klassen interagiert, konnte gezeigt
werden, daf3 fiir die Bindung an die DNA-Bindungsdoméne von c-Jun dessen Leuzin-Zipper
notwendig ist. Die Deletion dieses Bereichs des c-Jun Proteins fiihrt zu einem Verlust der In-
teraktion [65]. Unter anderem konnte auch fiir das Adenovirus Typ 12 E1A 52R Protein eine
Interaktion mit dem Leuzin Zipper von c-Jun belegt werden. Dabei inhibiert es dessen Trans-

aktivierungsfunktion, indem es die Phosphorylierung durch JNK verhindert [12].

Um die Bindung von Hap46 an die 6-Doméne von c-Jun ndher zu beleuchten, wurden einzelne
Aminosduren innerhalb der JNK-Bindestelle fiir Mutationsanalysen ausgewdhlt. Dazu wurden
membrangebundene Peptide der -Doméne, welche die jeweiligen Mutationen enthielten, mit
rekombinantem Hap46 inkubiert (siehe Abb. 4.3.10). Die in Abbildung 5.3.1 in Spur 1 rot mar-
kierten Aminosduren der 6-Doméne von c-Jun sind fiir die Interaktion mit Hap46 notwendig.
Wird jeweils nur eines der im aminoterminalen Bereich gelegenen Lysine (Lys®* und Lys>)
ausgetauscht, so kann jeweils das andere noch mit Hap46 interagieren. Ahnlich verhilt es sich
mit Lysin®, Arginin®* und Lysins®, die im carboxyterminalen Bereich der 5-Doméne liegen.
So kann das Lysin an Position 50 sowohl die Mutation des Arginin®* als auch des Lysin®® kom-
pensieren. Ebenso kénnen das Arginin® und das Lysin® die Mutation des Lysin® kompensie-
ren. Werden alle diese fiinf Aminosduren mutiert, kann Hap46 nicht mehr binden (siehe Abb.
4.3.10). Daraus lafst sich schliefSen, daf§ diese Aminosduren der J-Doméne von c-Jun fiir die
Bindung an Hap46 von grofler Bedeutung sind. Vergleicht man diese mit den Aminoséuren,
welche bei der Interaktion mit der Jun-N-terminalen Kinase eine Rolle spielen, so 1df3t sich
feststellen, dafl Hap46 und JNK zum Teil die selben Aminoséduren fiir die Interaktion mit der
J-Doméne von c-Jun verwenden, wie in Abbildung 5.3.1 dargestellt ist. So sind innerhalb der
d-Doméne die Lysine an Position 32, 35 und 50 sowohl bei der Interaktion mit JNK als auch mit
Hap46 beteiligt.

Da die Bindungsregionen von Hap46 und JNK sich tiberschneiden, lag es nahe zu tiberpriifen,
ob Hap46 einen Einflufs auf die JNK-abhédngige Phosphorylierung von c-Jun hat. Fiir eine ef-
tiziente Phosphorylierung der Serine an den Positionen 63 und 73 durch die aktivierte Jun-N-
terminale Kinase, ist dessen Bindung an die /-Doméne ausschlaggebend, daher sollte tiberpriift
werden, ob Hap46 hierbei interveniert. In in vitro Versuchen zur JNK-abhidngigen Phosphory-
lierung von c-Jun konnte allerdings kein Einfluf$ von Hap46 auf die Phosphorylierung von
c-Jun festgestellt werden, weder mit einem C-terminal verkiirzten c-Jun Protein (GST-c-Jun 1-
166) noch mit c-Jun voller Lange (siehe Abb. 4.3.11 und 4.3.12), woraus sich schliefSen 14f3t, daf3

Hap46 unter in vitro Bedingungen nicht mit JNK um die Bindung an die -Doméne von c-Jun in
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d -Domaéne von c-Jun

31 41 51 60 AS
Spurl PKILKQSMTLNLADPVGSLKPHLRAKNSDL

Spur2 PKILKQSMTLNLADPVGSLKPHLRAKNSDL
Spur3 PKILKQSMTLNLADPVGSLKPHL-:ANNSD

ABBILDUNG 5.3.1. Aminosduresequenz der /-Doméne von c-Jun: Spur 1 zeigt die in dieser Arbeit
identifizierten Aminoséduren (rot), die fiir die Bindung mit Hap46 essentiell sind. Spuren 2 und 3 zei-
gen Ergebnisse von Sprowles et al. In Spur 2 sind die Aminosduren (griin), die bei der Bindung der
Jun-N-terminalen Kinase beteiligt sind dargestellt. Bei Mutation der in Spur 3 lila markierten Ami-
noséduren, konnte eine reduzierte Bindung mit JNK gezeigt werden, aber kein erhohtes Transformati-
onspotential von c-Jun. Wurden die gelb markierten Aminosduren mutiert, so zeigte sich ein leichter bis
kein Effekt auf die JNK Bindung, jedoch zeigten diese Mutanten ein erhéhtes Transformationspotential.
[100]

Kompetition tritt und dessen Funktion als Kinase inhibiert oder stimuliert. Es ist jedoch nicht
auszuschlieflen, dafl Hap46 in der lebenden Zelle die Phosphorylierung von c-Jun durch JNK
beeinflussen kann, da moglicherweise weitere zelluldre Faktoren notwendig sind, um tiber die
Hap-Bindung eine Stimulierung oder Inhibierung der JNK-abhédngigen Phosphorylierung von
c-Jun zu bewirken. Wie eben erwédhnt, ist die Bindung von JNK an die J-Doméne von c-Jun
wichtig fiir dessen Phosphorylierung und somit fiir dessen transkriptionelle Aktivitdt. V-Jun
umgeht die Regulation durch JNK, das heifst es wird nicht phosphoryliert ist aber dauerhaft
transkriptionell aktiv. So konnte der onkogene Effekt der §-Doméne auf der Entkopplung des
v-Jun von der JNK-abhédngigen Phosphorylierung beruhen. Daher fithren Mutationen inner-
halb der 6-Doméne des c-Jun, die die Bindung von JNK mafigeblich beeinflufien, zu einer Ent-
kopplung der Regulation von c-Jun durch JNK. Dies konnte, wie bisher vermutet, zu einer
erhdhten Onkogenitit (Transformationspotential) von c-Jun fiihren [115, 100]. Sprowles et al.
konnten allerdings zeigen, dafs zum einen Mutanten, die mit einem Verlust der JNK Bindung
einhergingen, trotzdem kein erhthtes Transformationspotential aufwiesen, und zum anderen
Mutanten mit leichtem oder keinem Bindungsverlust von JNK, eine gesteigerte Transformati-
onsaktivitdt zeigten (siehe Abb. 5.3.1). Interessant sind hierbei c-Jun Mutanten mit Austausch
der Aminosdure Arginin®* oder Lysin®®. Diese Mutanten zeigten eine normale Bindung von
JNK und Phosphorylierung, aber eine gesteigerte Transformationsaktivitdt [100]. Im Hinblick
darauf, dag die beiden Aminosauren Arginin>* und Lysin®® jedoch fiir die Bindung von Hap46
notwendig sind, ist interessant, dafs Sprowles et al. davon ausgehen, daf} die Entkopplung der
c-Jun Regulation durch JNK nicht den onkogenen Effekt der J-Doméne erkldrt, sondern viel-
mehr ein noch nicht identifizierter Regulator der Transformations-Aktivitdt von c-Jun existiert
[100]. Moglicherweise spielt hierbei Hap46 als Regulator der Transformations-Aktivitit eine

Rolle. Interessant ware auch zu wissen ob Hap46 an die aminoterminale Transaktivierungs-
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domine des BRCA2 Proteins binden kann. Diese besitzt Ahnlichkeiten mit der Sequenz der
d0-Doméine von c-Jun. Diese Domine weist in vielen Brustkrebs-Familien Deletionen im Le-
seraster und eine Neigung zu Mutationen auf. Das Protein BRCAZ2 ist beteiligt bei der DNA-
Reperatur und bei der Regulation der Transkription [61].

Da Hap46 in in vitro Phosphorylierungsversuchen keinen Einfluf$ auf die JNK-abhéngige Phos-
phorylierung von c-Jun zeigte, stellte sich die Frage, ob Hap46 in vivo einen Einfluf3 auf die
transkriptionelle Aktivitit des Proto-Onkogens c-Jun besitzt. Reportergen-Analysen in F9 em-
bryonalen Carcinomazellen, die mit Expressionskonstrukten fiir die Firely-Luciferase unter der
Kontrolle des Kollagenase Promotors, c-Jun und Hap46, beide unter der Kontrolle des Rous-
Sarcoma-Virus (RSV) Promotors, transfiziert wurden, ergaben erste Hinweise eine mdogliche
Kontrolle der c-Jun abhdngigen Transkription durch Hap46 (siehe Abb. 4.3.13). Dennoch sind
diese Daten als vorldufig anzusehen, da grofie Schwankungen der Werte auftraten. Zudem
gab es Probleme Hap46 in den Lysaten transfizierter Zellen nachzuweisen. In aktuellen Ver-
suchen von M. Engelhardt in HeK-Zellen, einer Nierentumorzell-Linie, die ebenfalls kaum c-
Jun bzw. Hap46 exprimiert, ist es gelungen, nach Transfektion von Expressionskonstrukten
sowohl c-Jun als auch Hap46 immunologisch nachzuweisen. Auflerdem deutet eine Reduktion
der transkriptionellen Aktivitdt von c-Jun um circa 50%, nach Uberexpression von Hap46, auf
dessen inhibitorische Funktion hin (personl. Kommunikation M. Engelhardt). Hap46 verbleibt
unter normalen Bedingungen im Cytoplasma und wird erst nach Hitzeschock in den Kern
transloziert. Da die Aktivitdt von c-Jun unter Bedingungen ohne Hitzeschock durch Hap46
inhibiert wurde, wiirde das bedeuten, dafd dies im Cytoplasma stattfindet. Es wire denkbar,
daf’ Hap46 cytosolisches c-Jun daran hindert in den Kern zu gelangen um dort transkriptio-
nell aktiv zu werden. Da die transkriptionsaktivierende Phosphorylierung von c-Jun durch
JNK im Kern stattfindet [23], ist es nicht wahrscheinlich, daf cytoplasmatisches Hap46 direkt
auf die Phosphorylierung einwirkt. Dies wiirde in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit
durchgefiihrten in vitro Phosphorylierungsversuchen stehen, bei denen keine Beteiligung von
Hap46 bei der J]NK-abhéngigen Phosphorylierung von c-Jun festgestellt werden konnte. In der
Brustkrebszell-Linie MCF-7 konnte eine verminderte Aktivitdt von c-Jun nachgewiesen wer-
den [94]. Hap46 ist in vielen Tumoren der Brust tiberexprimiert [19], daher wére es denkbar,
dafd cytoplasmatisches Hap46 daran beteiligt ist die transkriptionelle Aktivitdat von c-Jun zu
inhibieren. Eine Uberexpression von Jun in diesen MCF-7 Zellen fithrte zu Verdnderungen,
die das typische klinische Bild von Brustkrebszellen zeigten [94]. Dies ist interessant im Hin-
blick darauf, daf fiir manche Patienten mit Brusttumoren mit einer hohen cytoplasmatischen
Hap-Konzentration ein lingeres Langzeitiiberleben berichtet wurde [113]. Eine Frage die sich
stellt ist, ob cytoplasmatisches und nukledres Hap46 unterschiedliche Funktionen in Bezug auf

c-Jun haben. So konnte cytoplasmatisches Hap46 die c-Jun abhédngige Transkription beeinflus-
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sen wohingegen nukledres Hap46 bei der Regulation des Transformationspotentials von c-Jun

beteiligt sein konnte.
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