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1 Einleitung
1.1 Adeno-assoziierte Viren
1.1.1 Klassifikation und Lebenszyklus der Adeno-assoziierten Viren

Die Adeno-assoziierten Viren (AAV) gehdren zur Familie der Parvoviridae, den kleinsten
bekannten tierischen Viren. Alle Parvoviren besitzen ein lineares, einzelstraingiges DNA-
Genom in einem nicht umhiillten, ikosaedrischen Kapsid von 18 bis 26 nm Durchmesser. Sie
gliedern sich in die zwei Unterfamilien der Densovirinae, die Insekten infizieren und die der
Parvovirinae, deren Wirte Vertebraten sind. Die Unterfamilie der Parvovirinae umfasst finf
Genera: Die Parvoviren, die Erytroviren, die Betaparvoviren, die Amdoviren und die
Dependoviren. Die Vertreter des Genus Parvovirus konnen sich in proliferierenden Zellen
autonom replizieren. Dies gilt auch fiir die Erythroviren, die auf Grund ihres ausgeprigten
Tropismus fiir Vorlduferzellen von Erythrozyten in einem separaten Genus zusammengefasst
werden. Zu diesen gehort B19, der Erreger der Ringelrdteln und damit das einzige derzeit
bekannte humanpathogene Parvovirus.

Die Dependoviren oder auch Adeno-assoziierten Viren (AAV) sind fiir eine produktive
Vermehrung in Kulturzellen, aufler unter speziellen Bedingungen, auf die Koinfektion mit
einem Helfervirus (Adeno-, Herpes- oder Vacciniaviren) angewiesen (4, 27). In Abwesenheit
eines Helfervirus kann AAV in Kulturzellen eine latente Infektion unter Integration des
viralen Genoms in das zellulire Genom etablieren (44, 146). Dabei wird die DNA des
Subtyps AAV-2 bei circa 70% der Integrationsereignisse ortspezifisch in einen eng
begrenzten Bereich auf dem langen Arm des menschlichen Chromosoms 19, die so genannte
AAV-S1 Region, integriert (148, 149). Ein Nachweis der ortspezifischen Integration in
menschlichen Geweben ist bisher noch nicht gelungen. Ebenso ist der Latenzort der humanen
AAVs im menschlichen Organismus bisher unbekannt, obwohl beispielsweise der Serotyp
AAV-5 urspriinglich aus einer Genitalwarze isoliert wurde (10). In einer neueren
Untersuchung mit menschlichen Gewebeproben aus Mandeln, Milz, Lunge, Muskel, Leber
und Herz konnte AAV DNA, und zwar bevorzugt die des Serotyps 2, fast ausschlieBlich in
Driisengewebe aus Mandeln nachgewiesen werden (43). In neun im Detail charakterisierten
Proben lag die AAV DNA dabei nur in einer einzigen in integrierter Form in einer Satelliten-
Region des Chromosoms 1, in den iibrigen dagegen extrachromosomal als zirkuldres,
doppelstringiges Episom vor (263). Die Serotypen AAV-2 und AAV-3, die fiir Menschen
endemisch sind, sowie die Serotypen AAV-1 und AAV-4, die bevorzugt nichtmenschliche
Primaten infizieren, wurden urspriinglich als Kontaminationen von Adenovirus-Praparationen
isoliert. Wahrend es sich bei dem Serotyp AAV-6 wahrscheinlich um eine Rekombinante
zwischen AAV-1 und AAV-2 handelt (322), wurden zwei weitere Serotypen, AAV-7 und
AAV-8, mittels PCR-Amplifikation aus Herzgewebe von Rhesusaffen, welche mit



adenoviralen Vektoren behandelt worden waren, isoliert (77). Eine Reihe von weiteren AAV

Serotypen wurden in jlingster Zeit aus verschiedenen Spezies isoliert (170, 262).

1.1.2. Die Struktur der Adeno-assoziierten Viren

Das Kapsid des am besten untersuchten AAV Subtyps, AAV-2, besteht ausschlieBlich aus den
drei Kapsidproteinen VP1, VP2 und VP3 in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1 : 1 :
10. Die Struktur von AAV-2 wurde mittels Rontgenkristallographie mit einer Auflésung von
3 Angstrom bestimmt (323). Das Kapsid enthélt 60 Untereinheiten mit einer ikosaedrischen
Symmetrie (T =1). Das grundlegende Strukturmotiv der AAV-2 Untereinheiten griindet sich
wie bei den autonomen Parvoviren auf einem so genannten B-Zylinder, der aus 2
antiparallelen B-Faltblattstrukturen mit jeweils 4 Stringen besteht. Die langen Schleifen
zwischen den einzelnen Stringen der B-Faltblattstruktur, welche ca. 60% des AAV-2 Kapsids
ausmachen, bilden wichtige Oberfldchenstrukturen des Virions und sind fiir die Bindung an
zelluldre Rezeptoren und die Bindung neutralisierender Antikorper verantwortlich. Der
zellulire Rezeptor fiir AAV-2 ist Heparansulfat-Proteoglykan (279), wéhrend als
Korezeptoren in verschieden Zelltypen sowohl alphaV-beta5 Integrine (278) als auch FGFR,
der Rezeptor fiir den Fibroblasten-Wachstumsfakor (232), identifiziert wurden. Dagegen
scheinen die Subtypen AAV-4 und AAV-5 iiber Sialinsdure-haltige Primérrezeptoren an die
Zelloberfldche zu adsorbieren (132).

1.1.3 Das Genom der Adeno-assoziierten Viren

Das Genom der Parvoviren liegt in Form einer linearen, einzelstringigen DNA,
typischerweise mit einer Grofle von 5 kb, vor. Die genetische Karte von AAV (Abb. 1) wurde
hauptsédchlich aus Untersuchungen am Subtyp AAV-2, der eine Ldange von 4679 Basen hat
(274), abgeleitet. Die Genomorganisation ist aber auf der Grundlage von vergleichenden
Sequenzdaten hoch konserviert zwischen den verschiedenen Subtypen. Wihrend die
autonomen Parvoviren in der Regel nur DNA-Stringe einer Polaritit in ihre Kapside einbauen
(den zur mRNA komplementiren- oder auch Minusstrang), enkapsidieren die Adeno-
assoziierten Viren Stringe beider Polaritdt in gleichem Ausmaf (246). Alle Parvoviren
besitzen an den Enden palindromische Sequenzen. Diese sind bei den autonomen Parvoviren
in der Regel nicht identisch, bei den Adeno-assoziierten Viren hingegen liegen sie als
invertierte terminale Wiederholungen (ITRs) vor. Die ITRs umfassen bei AAV-2 145
Basenpaare, von denen die ersten 125 palindromisch sind und durch Basenpaarung eine T-
formige Struktur ausbilden konnen. Dabei werden 2 interne Palindrome von einem weiteren,
etwas groBeren Palindrom flankiert. Die beiden Enden von AAV-2 kénnen in 2
Orientierungen (als Flip und Flop bezeichnet) vorliegen, die durch die Inversion von ITR-
Sequenzen wéhrend der AAV DNA Replikation entstehen. Die ITRs sind als cis aktive
Sequenzen erforderlich fiir die AAV DNA Replikation (266), fiir die Regulation der AAV
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Genexpression (16, 158) und fiir die Enkapsidierung des AAV-Genoms (184). Dariiber hinaus
sind sie essentiell fiir die Integration des AAV-Genoms wahrend der latenten Infektion (44,
160, 328) und fiir die Freisetzung des AAV-Genoms aus dem integrierten Zustand nach
Infektion mit einem Helfervirus (254).

ITR p5 p19 p40 PolyA ITR
= -
mRNA
1 225 530 621
Rep78 — o 4.2kb
1I 2‘25 53?
Rep68 — % 3.9kb
225 530 621
l
Rep52 — - 3.6 kb
225 530
L ]
Rep40 — o 3.3kb

\IJ’P1
VPl — I 2.3kb
VPIZ \f‘P3
vP2/VP3  — I — 2.3 kb
Abbildung 1: Das AAV-2 Genom mit den endstindigen Invertierten Terminalen
Wiederholungen (ITRs), den regulatorischen (Rep) Proteinen und den Struktur (VP)
Proteinen. Modifiziert nach (202).

Neben den ITRs als cis aktive Sequenzen enthilt das AAV-Genom zwei offene Leserahmen.
Der Leserahmen in der linken Héilfte des Genoms, der sich auf der genetischen Karte von
Position 5 bis Position 40 erstreckt, kodiert fiir eine Familie multifunktioneller,
regulatorischer Nichtstruktur-Proteine. Diese werden als Rep Proteine bezeichnet, da groBBere
Deletionen innerhalb dieses Leserahmens oder Punktmutationen, die in einer Verschiebung
des Leserasters resultieren, zu einem Block in der AAV DNA Replikation fiihren (102, 286).
Vom p5 Promotor werden eine nicht gepleilite und eine einfach gespleiite mRNA von 4,2
bzw. 3,9 kb Léinge transkribiert, die flir die groen Rep Proteine Rep78 bzw. Rep68 kodieren.
Die korrespondierenden kleinen Rep Proteine Rep52 und Rep40, welche als N-terminal
verkiirzte Rep78 und Rep68 Proteine aufgefasst werden konnen, werden durch eine nicht
gespleiBte 3,6 kb und eine einfach gespleiite 3,3 kb mRNA kodiert, die vom p19 Promotor
ausgehen. Die Spleil—Donor und die SpleiB3-Akzeptorstelle liegen an den AAV-2 Nukleotid-
Positionen 1907 und 2228 (163, 174, 177). Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40 sind 621, 536,
397 und 312 Aminosduren lang (188).

Der offene Leserahmen in der rechten Hilfte des AAV-Genoms kodiert fiir die drei
Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3. Diese werden von zwei alternativ gespleiiten 2,3 kb
langen mRNAs translatiert, die ausgehend vom p40 Promotor transkribiert werden. Dabei
kodiert die hauptsiachlich gebildete mRNA fiir die Kapsidproteine VP2 und VP3. Wéhrend
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VP3 an einem gewohnlichen AUG Startkodon inititert wird, wird fiir die Synthese von VP2
ein stromaufwirts gelegenes ACG Startkodon verwendet, was zu einer circa 10-fach
geringeren Translation von VP2 im Vergleich zu VP3 fiihrt (17, 198). Die Spleif3-Donor und
Akzeptorstelle dieses Transkriptes entsprechen denen der Transkripte fiir die Rep68 und
Rep40 Proteine. VP1 wird translatiert von einem zweiten, in geringeren Mengen gebildeten
p40 Transkript, welches unter Verwendung einer alternativen Akzeptorstelle an AAV-2
Nukleotidposition 2201 gepleiBit wird und im Vergleich zum hauptsichlichen Transkript ein
zusitzliches, stromaufwérts gelegenes AUG Startkodon fiir VP1 enthélt (17, 198, 288). Durch
das relative Verhiltnis der beiden Transkripte und die unterschiedliche Translationseftizienz
von VP2 und VP3 ergibt sich das auch im fertig assemblierten Kapsid vorliegende
stochiometrische Verhiltnis der drei Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3 von 1 :1 : 10.

1.2 Die Regulation des AAV Lebenszyklus

1.2.1 Produktive und latente Infektion

Eine der Besonderheiten der produktiven Vermehrung von AAV in Zellkultur ist seine
Abhiéngigkeit von einer Koinfektion mit einem Helfervirus (Abb. 2). Eine komplette
Helferfunktion mit Bildung von infektiosem AAV konnte fiir Adenovirus (4), fiir die Herpes
Simplex Viren (HSV) Typ 1 und 2 (27) sowie mit vergleichsweise stark verminderter
Effizienz fiir das humane Cytomegalievirus (185) und das Humane Papillomavirus vom Typ
16 (213, 295) nachgewiesen werden. Zumindest einen partiellen Helfereffekt, der zur AAV
DNA Replikation und zur Synthese von Kapsidproteinen fiihrt, scheinen das Varizella Zoster
Virus (81) und das Vaccinia-Virus (259) zu vermitteln, die Bildung von infektiosen AAVs

konnte jedoch fiir diese Helferviren bislang nicht nachgewiesen werden.

AAV-2

Koinfektion mit Capsm
Helfervirus Ortsspezifische Integration
(Adenoviren, auf dem menschlichen
Herpesviren) Chromosom 19
— /
"Rescue" é g.
Produktive | /| 1 ¢ Infektion mit
Infektion Z" Helferviren

= -...,_;-pfpi}t\-neplikation

Zelllysek>

Abbildung 2: Der AAV Lebenszyklus
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In Abwesenheit von Helfervirus kann AAV in Zellkultur eine latente Infektion etablieren, die
in vielen Féllen in die ortspezifische Integration der AAV-DNA in eine circa 4 kb grof3e
Region auf dem langen Arm des menschlichen Chromosoms 19, die so genannte AAV-S1
Region, miindet (147, 148, 255). Uberinfektion der latent infizierten Zellen mit einem
Helfervirus fiihrt zur Replikation der integrierten AAV-DNA und zur Einleitung eines
produktiven Vermehrungszyklus (44, 160). Dabei ist noch nicht geklirt, ob die integrierte
AAV-DNA tatsichlich wieder aus dem Wirtsgenom herausgeschnitten wird oder ob sie nur
als Matrize fiir die Synthese neuer Virus-DNA dient. Die ortspezifische Integration der AAV-
DNA auf dem menschlichen Chromosom 19 wird als Uberlebensstrategie des Virus in
Abwesenheit von Helfervirus angesehen. Weitgehend unklar ist das Zielgewebe des AAV
wihrend der natiirlichen Infektion. /n vivo wurde AAV fast ausschlieBlich als Kontamination
von Adenovirus-Isolaten gefunden (21). Obwohl dieser Befund wie fiir Adenoviren eine
Infektion iiber die Atemwege oder den Gastrointestinaltrakt nahe legt, konnte AAV in
Lungengewebe bisher nicht detektiert werden. Dagegen konnte AAV aufler aus
Driisengewebe der Mandeln auch aus dem Genitaltrakt HSV infizierter Frauen und aus
himatopoetischen Zellen isoliert werden (75, 86). Die in vitro Integrationsstelle von AAV auf
dem menschlichen Chromosom 19, AAVSI, befindet sich in Nachbarschaft zum
Skelettmuskel-spezifischen Troponin T1 Gen (TNNT1) und die Integration von AAV in vitro
kann zur Bildung von AAVI-TNNT1 Verbindungssequenzen fiihren (68). Zusammen mit der
Beobachtung, dass rekombinante AAV Partikel in Nagern bevorzugt die langsame
Skelettmuskulatur transduzieren, hat dies zu der Hypothese gefiihrt, dass die menschliche
Skelettmuskulatur moglicherweise den natiirlichen Integrationsort fiir AAV darstellt. Die
Skelettmuskulatur als mogliches Reservoir fiir integriertes AAV ist weitgehend resistent
gegeniiber Adenovirus-und Herpesvirus-Infektionen, so dass Infektionen mit diesen
Helferviren keinen produktiven AAV Zyklus induzieren konnten. Diese Hypothese konnte

jedoch bisher durch experimentelle Daten nicht weiter erhértet werden.
1.2.2 Helferfunktionen

Eine umfassende genetische Analyse der fiir eine produktive AAV Vermehrung benétigten
Funktionen des Helfervirus wurde fiir Adenovirus durchgefiihrt. Vier adenovirale Proteine
sind fiir einen kompletten Helfereffekt erforderlich: der E1A Transaktivator, das E1B 55 kDa
Protein, das E2A Einzelstrang-DNA-bindende Protein, und das Produkt des offenen
Leserahmens 6 (ORF6) der E4 Region. Zusitzlich ist noch die Synthese der Virus-
assoziierten RNA (VA-RNA) erforderlich. Spiate Funktionen von Adenovirus werden
hingegen nicht bendtigt. Der E1A Transaktivator induziert sowohl die Transkription der
anderen frithen Funktionen von Adenovirus (201) als auch die Transkription der AAV-Gene
(39). Zusitzlich bewirkt E1A im Zusammenspiel mit anderen adenoviralen Proteinen einen

Eintritt der Zellen in die S-Phase. Dies fiihrt zur verstirkten Synthese von zelluldren
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Replikationsproteinen, die fiir die AAV-Replikation erforderlich sind (201). Das E2A
Einzelstrang-DNA-bindende Protein scheint nicht fiir die AAV DNA Replikation benétigt zu
werden (29), sondern aktiviert die AAV Transkription und stimuliert moglicherweise den
Transport der AAV mRNAs bzw. fithrt zu deren Stabilisierung (29, 38). In zellfreien
Replikationssystemen mit Extrakten aus Adenovirus infizierten Zellen kann jedoch
priferentiell E2A an Stelle des zelluldren Einzelstrang-DNA bindenden Protein RPA
(replication protein A) die AAV DNA Replikation unterstiitzen (305). Das E4 ORF6 34 kDa
Protein stimuliert zum einen nach Komplexbildung mit dem E1B 55 kDa Protein den
Transport der AAV mRNAs in das Zytoplasma (253), zum anderen wurde fiir rekombinante
AAV Partikel gezeigt, dass es durch Induktion der Zweitstrangsynthese die verstirkte
Konversion der aus dem Viruspartikel freigesetzten Einzelstrang-DNA zu einer
transkriptionskompetenten Doppelstrang-Form vermittelt (70, 72). Die adenovirale VAI-RNA
schlieBlich erleichtert die Translation der AAV-Proteine durch Authebung der Interferon-
induzierten Blockierung der Translationsinitiation (122).

Die fiir eine produktive AAV-Replikation benotigten Helferfunktionen des Herpes-
Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) wurden in zwei Untersuchungen charakterisiert. In der ersten
Untersuchung wurden das ICP4 Transaktivator-Protein, das Einzelstrang-DNA bindende
Protein ICP8 (kodiert durch das UL29 Gen), das an den HSV Replikationsursprung bindende
Protein (UL9), die HSV DNA Polymerase (UL30) und zwei Komponenten des
Helicase/Primase—Komplexes (ULS, UL8) als Helferfunktionen identifiziert (190). Die zweite
Untersuchung dagegen charakterisierte das Einzelstrang-DNA bindende Protein ICP8 und alle
drei Komponenten des Helicase/Primase—Komplexes (ULS5, UL8 und ULS52) als essentiell fiir
die AAV Replikation (308). Im Gegensatz zu obigen Experimenten wurden dabei die HSV
Gene von einem heterologen Promotor exprimiert, was die unterschiedlichen Befunde
beziiglich ICP4 erkldren konnte. ICP4 wird als Transaktivator fiir die Expression der iibrigen
HSV Gene bendtigt.

Es ist nicht geklart, warum mit Adenovirus als Helfer fiir die AAV-Replikation die
adenoviralen Replikationsproteine fiir den Helfereffekt nicht bendtigt werden, wéhrend fiir
HSV fast ausschlieBlich virale Replikationsfaktoren am Helfereffekt beteiligt sind. Im Fall
von Adenovirus besteht mdglicherweise ein groBer Teil des Helfereffektes darin, das
geeignete zelluldre Milieu fiir eine produktive AAV Replikation zu induzieren. Dies konnte
durch Induktion der Synthese bzw. der lokalen Anreicherung von fiir die AAV DNA
Replikation erforderlichen zelluldiren Faktoren wie beispielsweise DNA Polymerasen
erfolgen. Diese Hypothese wird gestiitzt durch Befunde, dass verschiedene Sduger-Zelllinien
semipermissiv fiir eine produktive AAV Replikation werden, wenn sie mit genotoxischen
Agenzien wie UV-Bestrahlung, Hydroxy-Harnstoff, Cycloheximid, Aphidicolin,
Topoisomerase-Inhibitoren oder chemischen Karzinogenen behandelt werden (316, 325-327).
Einige diese Agenzien arretieren den Zellzyklus in der G1/S-Phase, was moglicherweise zu
einer Akkumulation von zelluldren Replikationsfaktoren fiihrt. Nach einer Koinfektion mit
AAV und Adenovirus kommt es zu einer Relokalisation der AAV-DNA und der AAV Rep
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Proteine in die adenoviralen Replikationszentren (309), in denen zelluldre
Replikationsfaktoren akkumulieren. Auch nach Koinfektion mit HSV findet man die AAV
Rep Proteine, in Abhédngigkeit von den AAV-ITRs und vermittelt durch das Einzelstrang-
DNA bindende Protein ICP8 von HSV, in den viralen Replikationszentren des Helfervirus
(94).

1.2.3 Die Regulation der AAV Transkription

Im Verlauf einer produktiven AAV-2 Infektion werden sieben polyadenylierte AAV
messenger-RNAs gebildet (163), deren Synthese von drei RNA Polymerase II Promotoren an
den AAV-Genom Positionen 5, 19 und 40 reguliert werden und die ein gemeinsames
Polyadenylierungssignal an AAV-Position 96 besitzen. Die fiir Rep78 und Rep68
kodierenden 4.2 und 3.9 kb Transkripte werden am p5 Promotor, die fiir Rep52 und Rep40
kodierenden 3.6 und 3.3 kb Transkripte am p19 Promotor, und das 2.6 kb und die beiden fiir
die Kapsidproteine kodierenden 2.3 kb Transkripte am p40 Promotor initiiert (Abb. 1, das
ungespleilite 2.6 kb Transkript ist nicht dargestellt). Die gemeinsam von einem Promotor
abgelesenen Transkripte unterscheiden sich durch das Fehlen eines Introns von AAV Position
42 bis 46 bei den jeweils kleineren Transkripten, wobei die beiden 2.3 kb Transkripte durch
zwei unterschiedliche, eng benachbarte SpleiB-Akzeptorstellen generiert werden (198). Uber
die Funktion des ungespleiiten 2.6 kb Transkriptes ist nichts bekannt. Es konnte theoretisch
fiir ein kleines Protein von 8 kDa mit einem innerhalb des Introns gelegenen Leserahmen, das
so genannte Intron-Protein kodieren. Dieses hypothetische Protein konnte aber bislang nicht
nachgewiesen werden. Wiéhrend bei den p5 und pl9 Transkripten die ungespleifiten
Transkripte wesentlich hdufiger sind als die gespleilliten, verhdlt es sich bei den p40
Transkripten umgekehrt. Im Verlauf der produktiven Infektion lassen sich zuerst das
ungespleilite pS Transkript und das von ihm kodierte Rep78 Protein nachweisen, kurz darauf
dann das ungespleiBte p19 Transkript und das Rep52 Protein (241). Mit einiger Verzogerung
werden dann die gespleiiten p5S, pl19 und p40 Transkripte und die von ihnen kodierten
Proteine Rep68, Rep40 und VP1 bis VP3 gebildet. Die Verdnderungen in den Verhéltnissen
von gespleifiten zu ungespleilliten Transkripten werden durch Funktionen des Helfervirus und
durch das Rep78 Protein reguliert (195, 234). In den drei AAV Promotoren wurden eine
ganze Reihe von cis-regulatorischen Elementen identifiziert. Der pS Promoter enthélt eine
Bindungsstelle fiir MLTF (major late transcription factor) und zwei YY1 Bindungsstellen,
von denen eine stromaufwirts der p5 TATA-Box liegt und die andere mit dem
Transkriptionsstart iiberlappt. Zwischen der TATA-Box und der stromaufwérts gelegenen
YY1 Bindungsstelle befindet sich eine Bindungsstelle fiir die grolen Rep Proteine Rep78 und
Rep68 (RBE) (182). Zusammen mit jeweils zwei Rep-Bindungsstellen in den AAV ITRs sind
diese Elemente wesentlich an der Regulation der pS Transkription beteiligt. Der p19 Promotor
enthélt neben einer TATA-BOX zwei GC-reiche Spl Bindungsstellen, eine GGT-Box, die

ebenfalls als Spl Bindungssequenz fungieren kann, und ein CArG-Element, welches einen
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bisher noch nicht identifizierten zelluldren Faktor mit einem Molekulargewicht von 34 kDa
bindet, der als cAAP (cellular AAV activating protein) bezeichnet wird (222). Fiir die
Aktivitdt des p40 Promotors schlieBlich sind eine TATA-Box und eine Spl-Bindungsstelle
essentiell, mit einer moglichen zusétzlichen Beteiligung von ATF und AP1 Bindungsstellen
(221).

Die Regulation der drei AAV Promotoren wird ganz entscheidend durch die Anwesenheit
eines Helfervirus beeinflusst. In Abwesenheit von Helfervirus kommt es zu einer schwachen
basalen Expression des p5 und des p19 Promotors (16, 180), die zu einer im Western Blot
detektierbaren Synthese von Rep78 und Rep52 fiihrt (S.Moser und R.Heilbronn,
unverdffentliche Daten). Die weitere Transkription von den p5 und p19 Promotoren wird
dann durch Rep78 und eventuell auch Rep52 inhibiert (16, 155, 220). Die Mutation des Rep-
Bindungselements (RBE) im p5 Promotor resultiert in einer erhdhten pS Transkriptionsrate
und die entsprechende Virusmutante kann in 293 Zellen in einem geringen Umfang autonom
replizieren (303). 293 Zellen exprimieren konstitutiv die Adenovirus E1A und E1B Gene
(84), die zu einer weiteren Steigerung der p5 Transkription fiihren.

Die Koinfektion mit Adenovirus fiihrt {iber eine Kaskade hintereinander geschalteter
Regulationsmechanismen zu einer Aktivierung der Expression aller AAV Genprodukte. Ein
erster Schritt ist die Aktivierung des p5 Promotors durch das adenovirale E1A Genprodukt,
die durch die Wechselwirkung von E1A mit YY1, welches sowohl als Repressor als auch als
Aktivator fungieren kann, induziert wird (269). Die p5 Genprodukte Rep78/Rep68 fungieren
nun im Gegensatz zur Situation in Abwesenheit von Helfervirus ebenfalls als
Transaktivatoren und fiithren zu einer erhohten Transkription der p19 und p40 Promotoren
(158, 221, 222). Die Transaktivierung des p19 Promotors ist abhéngig von den RBEs in den
ITRs und im p5 Promotor sowie von der stromabwirts gelegenen Spl-Bindungsstelle und
dem CArG-Element im p19 Promotor (222). Fiir die Transaktivierung des p40 Promotors sind
die identischen Elemente wie fiir die Transaktivierung des p19 Promotors und zusitzlich die
Sp1-Bindungsstelle im p40 Promotor erforderlich (221). Zusétzlich zur differentiellen
Regulation der AAV Genexpression durch Adenovirus und die AAV Rep Proteine auf der
Ebene der Transkription scheinen noch posttranskriptionelle Mechanismen der Regulation zu
existieren. Das adenovirale E1B 55 kDa Protein stimuliert zusammen mit dem E4 ORF6 34
kDa Protein den Transport der AAV mRNAs in das Zytoplasma (253). Eine Uberexpression
von Rep78 und Rep68 inhibiert posttranskriptionell die Kapsidproteinsynthese,

moglicherweise auf der Ebene der Translation (289).

1.2.4 Die AAV DNA Replikation

Das derzeit giiltige Modell der AAV-DNA Replikation geht von einer Verdringung des
parentalen Einzelstranges im Verlauf der DNA-Neusynthese aus (Abb. 3) (90, 275).
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Abbildung 3: Modell der AAV DNA Replikation. Modifiziert nach (202).

Als AAV Elemente sind die ITRs in cis und die Rep Proteine in trans erforderlich. Im
Gegensatz zur zelluliren DNA—Synthese werden fiir die Replikation des Virusgenoms keine
RNA Primer oder andere Okazaki-Fragment dhnliche Nukleinsduren benétigt. Die Funktion
eines Primers mit einer freien 3°-OH Gruppe iibernimmt die ITR-Region am 3‘-Ende des
AAV-Genoms, die durch Bildung einer Haarnadel-Struktur die DNA-Synthese des
komplementidren DNA-Stranges initiieren kann (173). An der Polymerisationsreaktion sind
das zelluldre Einzelstrang-DNA bindende Protein (RPA), PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), RFC (replication factor C) und hochstwahrscheinlich die zelluliren DNA
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Polymerasen 0 und/oder ¢ beteiligt (209). Als Zwischenprodukt entsteht zundchst ein
doppelstrangiges, am urspriinglichen 3‘-Ende in der Haarnadel-Konfiguration kovalent
geschlossenes DNA-Molekiil. Eine mit Rep78 und Rep68 assoziierte Endonuklease-Aktivitit
setzt nun einen Strang-spezifischen Einzelstrangschnitt nahe dem Ende der geschlossenen
Palindrom-Struktur (AAV-2 Nukleotid-Position 124) und generiert so ein freies 3‘-OH-Ende.
Von diesem wird nun die Neusynthese der zweiten Haarnadelstruktur, bei gleichzeitiger
Verdrangung des urspriinglichen Stranges, initiiert. Der Einzelstrang-Schnitt wird als
»terminal resolution® und die Sequenz- und Strang-spezifische Schnittstelle auf den AAV-
ITRs als ,,terminal resolution site* (TRS) bezeichnet. Es entsteht ein lineares Doppelstrang-
Molekiil mit jeweils zwei vollstindigen ITRs auf den beiden Einzelstringen. Dieses
Doppelstrang-Molekiil liegt die in der offenen, d.h nicht kovalent geschlossenen Form vor, so
dass jedes der beiden Enden nach Denaturierung eine doppelte Haarnadel-Struktur mit jeweils
einem freien 3‘OH-Ende als Primer ausbilden kann. Durch eine von einem der beiden 3°‘OH-
Enden ausgehende Polymerisationsreaktion wird nun zum einen ein vollstindiger DNA-
Einzelstrang aus diesem Intermediat verdrdngt, zum anderen bildet sich erneut ein
doppelstrdangiges, an einem Ende kovalent geschlossenes DNA-Molekiil. Wéhrend der
generierte DNA-Einzelstrang als Genom in vorgeformte Kapside verpackt werden kann,
durchlduft der Doppelstrang erneut den Zyklus von ,,terminal resolution* und Reinitiation.
Bei jedem vollstindigen Durchlauf dieses Zyklus wird ein neues einzelstrangiges DNA-
Genom generiert.

Dieses Modell wird durch eine ganze Reihe von experimentellen Befunden gestiitzt. Die
entsprechenden Replikationsintermediate konnten sowohl in vivo (275) als auch in
rekonstituierten AAV Replikationssystemen nachgewiesen werden (209). In
Replikationsintermediaten und in enkapsidierter AAV-DNA findet man, wie durch dieses
Modell vorhergesagt, zwei Orientierungen (als Flip und Flop bezeichnet) der ITRs ((172,
252). Rep78 und Rep68 konnen in rekonstituierten Systemen in vitro den sequenzspezifischen
Einzelstrang-Schnitt katalysieren. und besitzen dariiber hinaus eine ATP abhingige DNA-
DNA und DNA-RNA Helikase Aktivitit (320). Eine der Voraussetzungen fiir den
Einzelstrang-Schnitt ist die Bindung von Rep78 oder Rep68 an die ITRs in der Haarnadel-
Konfiguration. Fiir diese Bindung sind im Wesentlichen zwei Rep-Bindungselemente (RBE)
innerhalb der ITRs erforderlich: (I) Eine lineare 20 bis 22 Basenpaare lange Sequenz
innnerhalb des Stammes der Haarnadelstruktur, die aus vier Wiederholungen der Basenfolge
GAGC besteht und zwei bis sechs Molekiile Rep78/Rep68 binden kann (46, 182, 247, 273)
und (II) ein GTTTC Motiv in demjenigen ITR-Palindrom, welches den groften Abstand zur
TRS-Schnittstelle besitzt (25, 247). Dieses Motiv wird als RBS’ bezeichnet und ist zusammen
mit weiteren Basen innerhalb des kleinen internen Palindroms fiir die ungefdhr 100-fach
erhohte Bindungsaffinitdt von Rep an die ITRs in der Haarnadel-Konfiguration im Vergleich
zur linearen Konfiguration verantwortlich (183). Nach der Bindung an die ITRs kommt es

durch die Helikase-Aktivitit von Rep78/Rep68 zu einer Exposition der TRS-Sequenz als
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DNA-Einzelstrang (26, 57). Die eigentliche Rep vermittelte Endonuklease Reaktion ist im
Gegensatz zur Rep Helikase Aktivitdt nicht ATP abhéngig (26). Die TRS besteht aus den
Basen 3°-CCGGT/TG-5¢, wobei der Schnitt zwischen den beiden Thymidin-Resten erfolgt
(120). Diese Sequenz wird nur auf dem richtigen DNA-Strang erkannt und
Sequenzverdnderungen im komplementdren DNA-Strang haben keinen Einfluss auf die
Effektivitit der Endonuklease-Reaktion (26). Im Verlauf der Endonuklease-Reaktion wird
eine kovalente Bindung zwischen der Aminosdure 156 der AAV-2 Rep78/Rep68 Proteine und
dem freien 5°-Phosphat-Ende der Schnittstelle geschlossen (57, 120). Diese Bindung bleibt im
Verlauf der weiteren Teilschritte der DNA-Replikation und anscheinend auch wéhrend der
Verpackung der Einzelstrang-DNA in vorgeformte Kapside erhalten (66, 151). In
aufgereinigten reifen Viruspartikeln lasst sich jedoch kein Rep Protein mehr nachweisen (151,
344). Nach der endonukleolytischen Spaltung an der TRS wird die Haarnadelstruktur des ITR
durch die Helikase Aktivitdit von Rep78/Rep68 entwunden und eine zellulire DNA
Polymerase, entweder 0 oder ¢, kopiert anschlieBend den restlichen ITR. Bisher gibt es keine
Hinweise, dass eine zelluldare oder im Falle von HSV als Helfer eine virale Helikase an der
Entwindung der Haarnadelstruktur beteiligt ist. Aufler fiir die bereits genannten zelluldren
Faktoren wird noch fiir zwei weitere zellulire Proteine eine Rolle bei der AAV DNA
Replikation postuliert. HMG1 (high mobility group protein 1) bindet an kreuzformige DNA,
die unter anderem als Intermediat bei der AAV DNA Replikation entstehen kann und es
konnte gezeigt werden, daB HMG1 sowohl an die AAV ITRs als auch an die AAV Rep
Proteine binden kann (53). Es stimuliert die Rep vermittelte Spaltung der TRS Sequenz und
die ATPase-Aktivitit von Rep und ist moglicherweise direkt an der AAV DNA Replikation
beteiligt. FKBP52 (52 kDa FK506 binding protein) bindet an die so genannte D-Sequenz der
AAV-ITRs, wenn diese als Einzelstrang-DNA vorliegt (231, 233). Bei der D-Sequenz handelt
es sich um die proximalen 20 Nukleotide der ITRs, die auf Grund fehlender Basenpaarung
nicht an der Ausbildung der Haarnadelstruktur beteiligt sind. Der Phosphorylierungsstatus
von FKBP52 beeinflusst die AAV DNA-Zweitstrangsynthese, die essentiell ist fiir die AAV
DNA Replikation und Transkription. Bindet die phosphorylierte Form des Proteins an die D-
Sequenz, kommt es zur Inhibition der Zweitstrangsynthese und das erste Intermediat der AAV
DNA Replikation kann nicht gebildet werden. Liegt das Protein dagegen in der
nichtphosphorylierten Form vor, wird die Zweitstrangsynthese nicht inhibiert und die DNA
Replikation kann fortschreiten. Die Phosphorylierung von FKBP52 wird durch die EGFR
(epidermal growth factor receptor) Tyrosinkinase katalysiert (175).

1.2.5 Enkapsidierung der AAV-DNA
Der Zusammenbau der infektiosen AAV-Partikel erfolgt in zwei Schritten. Zunichst werden

aus den monomeren Kapsidproteinen leere Kapside gebildet, die in einem zweiten, langsamer

verlaufenden Schritt mit den bei der AAV-DNA Replikation gebildeten einzelstrangigen
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Genomen gefiillt werden (203). Wihrend die AAV-DNA Replikation und die Kapsidbildung
in den friihen Phasen der produktiven AAV Replikation rdumlich und zeitlich getrennt
voneinander in spezifischen Unterstrukturen innerhalb des Zellkerns ablaufen, scheinen sich
die Rep Proteine, die Kapside und die AAV-DNA wiahrend der spdten Phasen des
Replikationszyklus iiberlappend im gesamten Nukleoplasma zu verteilen (318). Die nicht an
der eigentlichen AAV-DNA Replikation beteiligten kleinen Rep Proteine Rep52/Rep40 und
deren 3 — 5°- Helikase Aktivitdt (272) sind essentiell fiir die Verpackung der Einzelstrang-
DNA in vorgeformte Kapside (40, 140). Als intermedidre Strukturen in der
Verpackungsreaktion fungieren dabei wahrscheinlich Komplexe zwischen den groen Rep
Proteinen Rep78/Rep68, den kleinen Rep Proteinen Rep52/Rep40, den Kapsiden und der
AAV-DNA (66). Einem Modell zufolge konnen diese Strukturen als immobilisierte Helikase-
Komplexe angesehen werden (140). Durch ATP-abhéingige Wanderung dieser Komplexe
entlang der Einzelstrang-DNA in 3° — 5°-Richtung wird die DNA mit dem 3°-Ende voraus in

die leeren Kapside transloziert.

1.3 AAV/Rep vermittelte Hemmeffekte

Fiir die bisher am besten untersuchten AAV-Serotypen 2, 3 und 5 sind eine ganze Reihe von
inhibitorischen Effekten sowohl nach Infektion mit den entsprechenden Virionen als auch
nach alleiniger Expression der jeweiligen Rep Proteine beschrieben. AAV und/oder Rep
vermittelte Hemmeffekte betreffen die Zellproliferation und den Zellzyklus, die DNA-
Amplifikation und Replikation, die Expression heterologer Gene, die Replikation

unverwandter Viren sowie die Transformation durch virale und zelluldre Onkogene.
1.3.1 AAV/Rep vermittelte Hemmung der Zellproliferation und des Zellzyklus

In Abhingigkeit vom verwendeten Zelltyp und der Anzahl der applizierten Viruspartikel pro
Zelle kann die Infektion mit AAV zu einer Verringerung der Proliferationsrate (7), zu einer
vollstdndigen Arretierung der Zellen in verschiedenen Phasen des Zellzykluses (6, 8, 316)
oder auch zum Zelltod (95) fithren. Eine ausgeprégte Arretierung des Zellzykluses in der
Go/G; Phase, am G;/S Ubergang und auch in der spiten S oder G,-Phase wird dabei nur in
priméren Zellen, nicht jedoch in immortalisierten Zellen beobachtet (8, 151, 316). In manchen
immortalisierten Zellen wurde hingegen eine AAV vermittelte Induktion von
Differenzierungs-assoziierten Antigenen gefunden (143). Diese Effekte sind abhingig von
hohen Virus-Dosen, jedoch unabhingig von viraler Replikation und de novo Genexpression,
wie mit UV inaktiviertem Wildtyp-Virus und rekombinanten AAV-Partikeln gezeigt werden
konnte (151, 316). Die Zellzyklus-Arretierung ist transient, da Trypsinierung und erneutes
Kultivieren der Zellen ein Fortschreiten des Zellzykluses erlauben (8, 151). Dieser Befund

spricht dafiir, dass eine Integration der AAV-DNA in das zelluldre Genom nicht ausreichend
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ist fiir die Arretierung, da auch die rekultivierten Zellen noch integriertes AAV enthalten.
Jedoch kann die Integration von AAV in Abwesenheit von Helfervirus zu einer ganzen Reihe
von Verdnderungen im Phénotyp der latent infizierten Zelle fiihren. So zeigen diese Zellen
eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber genotoxischen Agenzien wie beispielsweise UV-Licht
oder chemischen Karzinogenen (296, 297) und auch die DNA Amplifikation nach
Behandlung mit genotoxischen Agenzien wird durch eine integrierte AAV/Neomycin-
Resistenz-Kassette inhibiert (317). Auf molekularer Ebene wurde nach AAV Infektion
primédrer menschlicher Fibroblasten eine Hochregulation der Expression des Inhibitors der
Cyklin-abhingigen-Kinasen (CDK), p21V*"!, und eine daraus resultierende
Hypophosphorylierung verschiedener Mitglieder der Retinoblastoma-Tumorsupressor-
Proteinfamilie (pRB) beschrieben (96). In welchem Umfang die Arretierung des Zellzyklus
wirklich unabhédngig ist von der Expression der viralen Rep Proteine, ist noch nicht
vollstindig geklért, da sowohl in Wildtyp-AAV-Priparationen als auch in rekombinanten
AAVs Rep78 als Bestandteil des viralen Kapsids nachgewiesen werden konnte (151).

Die alleinige Expression von Rep68 induziert einen Zellzyklus-Arrest in der G; und der G,
Phase des Zellzyklus mit einer deutlichen Induktion des CDK-Inhibitors p21V**!, wihrend
Rep78 exprimierende Zellen zusitzlich eine Arretierung in der S-Phase und die Akkumulation
der hypophosphorylierten Form des Retinoblastoma-Proteins p105 zeigen. Auch in Zellen mit
induzierbarer Rep78 Expression wurde nach Induktion eine reversible Arretierung der Zellen
in der S-Phase und eine damit verbundene Verlangsamung der Zellproliferation gefunden
(331).

Unabhéngig von der Expression der Rep Proteine kann die AAV-DNA auf Grund ihrer
einzelstrangigen Struktur zu einem Zellzyklus-Arrest in der G2 Phase fiihren, verbunden mit
einer Zunahme der Aktivitit des Tumorsuppressor-Proteins p53 und des CDK-Inhibitors
p21VAF1(235). In p53 negativen Zellen fiihrt die AAV-Einzelstrang-DNA zu einer Induktion
der Apoptose (235).

1.3.2 AAV/Rep vermittelte Hemmung viraler Replikation, zellulirer DNA Replikation

und heterologer Genexpression

Wihrend sowohl Adenoviren als auch Herpes-Simplex-Viren Helferfunktionen fiir eine
produktive AAV-Infektion bereitstellen, kann umgekehrt der Verlauf der Adenovirus und
Herpesvirus Infektion durch die Koinfektion mit AAV stark beeinflusst werden. Die DNA
Replikation von Adenoviren wird durch infektioses AAV, nicht aber durch defekte
Viruspartikel, stark gehemmt (30, 33, 162). In Ubereinstimmung mit diesen Befunden kommt
es nach Expression des AAV-2 Rep78 Proteins zu einer Inhibition der Bildung der
adenoviralen, subnukledren Replikationszentren (309). Auch die Bildung des E2A
Genprodukts von Adenovirus wird sowohl durch Rep Expression als auch durch eine
Koinfektion mit Wildtyp-AAV, nicht aber durch die Gabe von rekombinanten AAVs oder UV
behandeltem Virus inhibiert (124). Die Hemmung der adenoviralen Replikation durch AAV
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kann bei einem hohen Uberschuss von infektidsen AAV Virionen sogar zu einer
Autoinhibition der AAV Replikation in Folge unzureichender Expression der adenoviralen
Helferfunktionen fiihren. Die Hemmung der Replikation des Helfervirus HSV-1 durch die
AAV Subtypen 2, 3 und 5 ist nicht so ausgeprigt wie die der adenoviralen Replikation, was
unter Umsténden auf den wesentlich schnelleren Replikationszyklus von HSV in Zellkultur
zurlickzufiihren ist. Auch hier ist die Stirke der Hemmung abhingig von der Anzahl der
AAV-DNA Molekiile, jedoch unabhingig von AAV-DNA Replikation und Genexpression
(9). Im Widerspruch dazu konnte jedoch gezeigt werden, dass die AAV Rep Proteine die
HSV-1 Replikation und auch die durch HSV-1 induzierte SV40 Amplifikation durch
Wechselwirkung mit den HSV-1 Replikationsgenen inhibieren konnen (93, 144). Rep hemmt
ferner die DNA Replikation des Bovinen Papillomvirus BPV (100), die SV40 DNA
Replikation und die zellulire DNA Replikation (330). Die Expression von Rep78 fiihrt auch
zu einer nahezu vollstindigen Hemmung der Bildung von infektiosen HIV-(Humanes
Immundefizienz Virus)-Partikeln in menschlichen 293, SW480 und HeLa-Zellen (3, 242).

AAYV inhibiert die stabile Transformation von menschlichen und Nagerzellen durch
selektierbare Markergene unter der Kontrolle des frithen SV40 Promotors, des HSV
Thymidinkinase (TK)-Promotors und des induzierbaren Maus-Metallo-Thionein (MMT)-
Promotors (157). Unter den Versuchsbedingungen kommt es dabei nicht zu einer Rep-
vermittelten Induktion des Zelltods oder einer Verringerung der Anzahl der stabil integrierten
Kopien des transformierten Markergens. Da fiir den inhibitorischen Effekt auch keine AAV
DNA Replikation benoétigt wird, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Reduktion der
Transformationsrate durch die Rep-vermittelte Hemmung der entsprechenden Promotoren
verursacht wird. Diese Schlussfolgerung wird gestiitzt die Ergebnisse transienter
Transfektionen, in denen die Expression von Rep zu einer Hemmung der Chloramphenicol-
Acetyl-Transferase (CAT)-Reportergen-Aktivitit unter der Kontrolle des frithen SV40
Promoters fiithrt (289). Auch eine Vielzahl anderer heterologer Promotor/Enhancer Elemente
werden durch Rep in transienten DNA-Plasmid-Transfektionen gehemmt. Diese Promotoren
wurden jedoch nie im zelluldren Kontext, d.h. als Bestandteil von Chromosomen, untersucht
und nur in den wenigsten Féllen ist geklart, ob die Inhibition auf transkriptioneller oder
posttranskriptioneller Ebene erfolgt. So inhibiert Rep78 die BPV-1 Genexpression (98), die
Promotoren der Onkogene H-ras (101), c-fos und c-myc (99), die regulatorische Region
(URR) des Humanen Papillomvirus Typl6 (HPV16) (97) und die Kontrollregion (LTR) von
HIV (3, 242). Die Rep vermittelte Hemmung der HIV-LTR getriebenen Genexpression
scheint auf der Ebene der Transkription stattzufinden, da man eine starke Reduktion aller
HIV-Transkripte findet. Noch wesentlich starker als die basale HIV-Genexpression hemmt
Rep die durch das HIV-Transaktivatorprotein Tat induzierte HIV-Expression (3). Die
Mechanismen der Rep-vermittelten Hemmung heterologer Promotoren waren bislang nur
unzureichend geklart. Spezifische cis-Elemente, die in der Lage sind, die groBen Rep Proteine
Rep78/Rep68 von AAV zu binden, wurden innerhalb der TAR Region des HIV-LTR
Promotors (12), im H-ras Promotor (13) und in der regulatorischen Region von HPV16 (335)
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identifiziert. In wieweit diese Rep Bindungselemente allerdings auch an der Rep-vermittelten
Hemmung dieser Promotoren beteiligt sind, ist noch unklar. Eine der Untersuchungen legt
neben einer moglichen Beteiligung der TAR Region vor allem eine entscheidende Rolle der
Negativ-Regulatorischen Region (NRE) innerhalb des HIV-LTR an der Rep-vermittelten
HIV-LTR Hemmung nahe (212). Fiir die Hemmung der HPV16 URR besteht ein moglicher
Mechanismus in der Verdringung des TATA Box bindenden Proteins (TBP) durch das Rep78
Protein (277) . Die Wechselwirkung von Rep78 mit dem zelluldren Transkriptionsfaktor Sp1,
die an der Transaktivierung des AAV-2 pl19 Promotors in Gegenwart von Adenovirus
beteiligt ist, konnte auch eine entscheidende Rolle bei der Inhibierung des H-ras Promotors
spielen (103).

1.3.3 AAV/Rep vermittelte Hemmung der Zelltransformation

Onkogene Adenovirus Subtypen induzieren in neugeborenen Hamstern Tumore. Durch
Koinfektion mit AAV kommt es sowohl zu einer Reduktion der Tumorbildung als auch zu
einer Verldngerung der Zeitspanne bis zur Manifestation der Tumore (141, 179). AAV
inhibiert auch die Zelltransformation durch Adenoviren. Mit AAV infizierte, Adenovirus
transformierte Hamsterzellen hatten in neugeborenen Hamstern ein deutlich geringeres
onkogenes Potential als nicht mit AAV infizierte Zellen, obwohl in Zellkultur keine
Unterschiede in der Proliferationsrate zu beobachten waren (214). Die
Transformationshemmung beruht wahrscheinlich hauptsichlich auf einer starken Reduktion
der EIB Expression in den AAV infizierten Zellen (214). Préparationen von so genannten
defekten interferierenden (DI) Viruspartikeln von AAV, die eine starke Anreicherung der
ITRs von AAV aufweisen, fiihrten im Vergleich zu infektiosen AAV Virionen zu einer noch
starkeren Hemmung der Zelltransformation (58). Dies hat zu der Hypothese gefiihrt, dass die
AAV ITRs moglicherweise ausreichend sind fiir die Hemmung der onkogenen Wirkung von
Adenoviren. Auch die Onkogenitdt von HSV-2 transformierten Zellen wird durch eine
Infektion mit AAV stark reduziert, es kommt sowohl zu einer verminderten Inzidenz als auch
zu einer verldngerten Induktionsdauer der Tumorbildung (54). Auch wurde in den Tieren, die
trotz AAV Infektion der injizierten Zellen einen Tumor entwickelten, im Gegensatz zu den
Tieren, denen nicht-infizierte Zellen gespritzt wurden, kein Hinweis fiir die Bildung von
Metastasen gefunden. Durch Infektion mit AAV wird auch die Tumorigenitidt von H-ras
transformierten NIH 3T3 Zellen in Nacktmédusen reduziert. Auf die Expression des Rep78
Proteins kann die AAV vermittelte Hemmung der Zelltransformation durch das bovine
Papillomvirus (BPV) und das menschliche Papillomvirus 16 (HPV16) zuriickgefiihrt werden
(98, 295). Weiterhin hemmt Rep78 die Transformation von Maus-Fibroblasten durch SV40
DNA oder die Kombination der Onkogene E1A und ras (137). Diese Hemmung, die fiir die
Rep Proteine Rep68, Rep52 und Rep40 nicht beobachtet wird, konnte im Falle von E1A/ras
auf einer Hemmung der entsprechenden Onkogen-Promotoren beruhen.
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Diese Befunde einer AAV vermittelten Hemmung der Tumorentstehung in verschiedenen
Modellsystemen werfen die Frage nach moglichen tumorsuppressiven Eigenschaften von
AAYV beim Menschen auf. Die Ergebnisse seroepidemiologischer Untersuchungen legen
tatsdchlich eine Verringerung des Krebsrisikos beim Menschen durch eine Infektion mit AAV
nahe. In den untersuchten Altersgruppen wiesen ungefiahr 70 bis 80% der Bevolkerung
Antikorper gegen AAV-2 oder den eng verwandten Subtyp AAV-3 auf. In den Seren von
Krebspatienten, und dabei insbesondere bei Patienten mit Genitalkrebs, wurden deutlich
niedrigere AVV-2 und AAV-3 Antikdrper—Konzentrationen als in Seren von gesunden
Kontrollpersonen gefunden (178). Dagegen bestanden beziiglich der Titer an Herpes-
Antikorpern keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Antikorper
gegen AAV-5 konnten bei ungefdhr 60% der erwachsenen Bevolkerung nachgewiesen
werden. Auch fiir diesen Subtyp wiesen Cervix-Karzinom Patienten um den Faktor 3

niedrigere Antikorper-Titer auf als gesunde Kontrollpersonen (81).

1.4 Die AAV Rep Proteine

1.4.1 Funktionelle Eigenschaften und Doméinen der Rep Proteine

Vier verschiedene AAV-2 Rep Proteine, die auf Grund ihrer Laufeigenschaften in SDS-
Polyacrylamidgelen als Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40 bezeichnet werden, sind
immunologisch identifiziert worden (188) und mittels verschiedener prokaryotischer und
eukaryotischer Expressionsvektoren exprimiert und gereinigt worden. Wahrend die grof3en
Rep Proteine Rep78 und Rep68 ausschlieBlich nukleér lokalisiert sind, findet man die kleinen
Rep Proteine Rep52 und Rep40 zu einem gewissen Anteil auch im Zytoplasma (188, 319).
Die Rep Proteine besitzen verschiedene enzymatische Aktivitéiten, die essentiell sind fiir die
produktive AAV Replikation in Gegenwart von Helfervirus und auch fiir die ortspezifische
Integration in Abwesenheit von Helfervirus. Diese Aktivititen konnen teilweise definierten
Bereichen der primiren Rep-Aminosduresequenz zugeordnet werden. So verfligen die kleinen
Rep Proteine Rep52/Rep40, denen die Amino-terminale DNA-Bindungsdoméne der grof3en
Rep Proteine fehlt, wie diese noch iiber eine 3°-5¢ Helikase Aktivitdt (272). Die Rep78 und
Rep52 assoziierten DNA-DNA Helikase Aktivititen sind ebenso wie die fiir Rep78
beschriebene DNA-RNA Helikase Aktivitit ATP abhédngig (120, 272) und sowohl Rep78 als
auch Rep52 besitzen ATPase Aktivitdt (272, 320). Im zentralen Teil der Rep Proteine befindet
sich ein Nukleotid-Bindungs-Motiv (Rep78 Aminosduren 334 bis 349) und eine
Punktmutation der Rep78 Aminosdure 340 (entspricht Rep52 Aminosdure 116) von Lysin zu
Histidin fiihrt zu einem Verlust der ATPase und Helikase Aktivitdt von Rep78 und Rep52.
Auch Punktmutationen in verschiedenen putativen Helikase-Motiven, die bei den
Nichtstrukturproteinen von Parvoviren konserviert sind, fiihren zu einer starken Reduktion der
Helikase-Aktivitdt und der ATPase Aktivitdt (294). Wiahrend die Helikase-Aktivitit der
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groBen Rep Proteine Rep78/Rep68 im Verlauf der AAV DNA Replikation wahrscheinlich
sowohl an der Auflésung der ITR-Haarnadelstruktur als auch an dem Reinitiationsschritt und
der Verdringung des zu verpackenden Einzelstrangs beteiligt ist (321), ist die Helikase-
Aktivitdt der kleinen Rep Proteine essentiell fiir die Verpackung der replizierten AAV-
Einzelstrang-DNA in vorgeformte Kapside (140). Ein zweigeteiltes Kernwanderungssignal
(NLS) befindet sich zwischen den Rep78 Aminosdure-Positionen 483 bis 519 (332). Die
Amino-terminalen 251 Aminoduren von Rep78 und Rep68 sind ausreichend fiir deren
Endonuklease-Aktividt an Einzelstrang-DNA-Substraten mit der AAV TRS-Sequenz. Fiir die
Bindung von Rep78 und Rep68 an die AAV-ITRs sind sowohl die Amino-terminalen 240
Aminosduren von Rep78 und Rep68 erforderlich, welche die Spezifitit der Bindung
vermitteln, als auch zusétzliche Elemente innerhalb des zentralen Teils der Rep Proteine (181,
217, 310, 332). Verschiedene Befunde legen nahe, dass Rep78 und Rep68 als Oligomere an
DNA binden und dass die Oligomerisierung iiber diese Sequenzelemente im zentralen Teil
der Rep Proteine vermittelt wird (273, 310). In Ubereinstimmung mit diesen Befunden zeigen
chimire Proteine bestehend aus dem Amino-Terminus von Rep78/Rep68 und einer
unverwandten Oligomerisierungsdoméne ebenfalls eine spezifische Bindung an die AAV-
ITRs (34). Mogliche Protein-Protein-Interaktionsdoménen innerhalb der groen Rep Proteine
sind zwei so genannte ,,coiled-coil“-Wiederholungen (Aminosduren 164 bis 182 und 441 bis
483), das Nukleotid-Bindungs-Motiv und ein putativer alpha-helikaler Bereich (Aminosduren
371 bis 393). Ein funktionelles Nukleotid-Bindungs-Motiv ist fiir die Bindung von
Rep78/Rep68 an die AAV-ITRs in vitro nicht erforderlich (216), neben der Helikase-Aktivitit
geht aber auch die Rep78/Rep68 vermittelte Transaktivierung des AAV-2 p40 Promotors bei
Mutation dieses Motivs verloren. Generell zeigen Helikase negative Rep Punktmutanten auch
keine oder nur eine stark verminderte Transaktivierung des p40 Promotors, was zu der
Hypothese einer Beteiligung der Rep Helikase-Aktivitdt an der Transaktivierung gefiihrt hat
(181). Innerhalb des Amino-Terminus der groen Rep Proteine wurden eine Reihe von
Aminoséduren identifiziert, die fiir die Bindung an die ITRs erforderlich sind (56, 78, 290).
Der N-Terminus von Rep78/Rep68 enthilt auch verschiedene Motive (Aminosduren 9 bis 14,
89 bis 94 und 146 bis 156), die charakteristisch sind fiir sogenannte RCR-Proteine (rolling
circle replication initiator proteins) (119) und Mutationen in diesen Motiven fithren zu einem
Verlust der Endonuklease-Aktivitdt (290). Eines dieser konservierten Motive beinhaltet den
Tyrosin-Rest an Aminosdure-Position 156, der eine kovalente Bindung mit dem 5°-OH Ende
des geschnittenen Einzelstranges an der TRS-Sequenz ausbildet (57, 271). Die
Rontgenstrukturanalyse der Amino-terminalen Doméne von AAV-5 Rep78 weist auf eine
enge strukturelle Verwandtschaft zu den DNA-Bindungsdomédnen anderer viraler
Replikationsproteinen wie dem El Protein der Humanen Papillomviren und dem groflen
SV40 T Antigen hin (107).
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1.4.2 Wechselwirkung der AAV Rep Proteine mit zelluliiren Proteinen

Es sind bereits verschiedene zelluldre Interaktionspartner der AAV Rep Proteine beschrieben,
deren Beteiligung an der AAV Replikation und der Vermittlung der vielfiltigen
inhibitorischen Effekte der Rep Proteine jedoch nur ansatzweise geklért ist. Die gro3en Rep
Proteine Rep78/Rep68 binden an den zelluldren Transkriptionsfaktor Spl und dieser
Interaktion wird sowohl eine Rolle bei der Transaktivierung des AAV-2 p19 Promotors (222)
als auch bei der Inhibition heterologer Promotoren zugeschrieben (103). Rep78 ist in der
Lage, terndre Komplexe mit dem chromosomalen Nicht-Histon Protein HMG1 und DNA in
vitro auszubilden (53). Die Bildung von Rep78-AAV-ITR-Komplexen, die TRS spezifische
Endonuklease- und die ATPase Aktivitit von Rep78 werden in vitro durch gereinigtes HMG1
stimuliert, ebenso die Rep78 vermittelte Repression des AAV-2 p5 Promotors nach
Kotransfektion von HMG1. Eine Bindung von Rep78 an eine Komponente des generellen
Transkriptionskomplexes, dem TATA-Box bindenden Protein (TBP), wurde im Hefe ,,Two-
hybrid“-System und in Bindungsassays mit bakteriell exprimierten oder in vitro
transkribierten/translatierten Proteinen beschrieben (104). Die funktionellen Auswirkungen
dieser Interaktion sind jedoch bisher nicht untersucht. Ebenfalls mit Hilfe des Hefe ,,Two-
hybrid*“-Systems wurden Mitglieder des cyclo-AMP (cAMP) Signaltransduktionsweges, die
Proteinkinase A (PKA) und die eng verwandte X-chromosomal kodierte Proteinkinase PRKX,
als Bindungspartner der AAV Rep Proteine identifiziert (48, 64). Rep78 und Rep52 binden
iber ihre Carboxy-terminale Doméne, die vom AAV-2 Intron kodiert wird, an die
katalytischen Untereinheiten dieser Proteinkinasen und inhibieren als Pseudosubstrat deren
Kinase-Aktivitéit (261). Dies fiithrt zu einer starken Inhibition PKA responsiver Genprodukte
wie CREB (cyclic AMP responsive-element-binding protein) und Cyclin A (48). Auch fiir das
Tumorsuppressorprotein p53 ist eine Bindung an Rep78 beschrieben und die Degradation von
p53 nach Infektion mit Adenovirus kann durch Koinfektion mit AAV-2 inhibiert werden (14).
Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei um einen sekundiren
Effekt der Hemmung der adenoviralen Replikation durch AAV-2 handelt.

1.4.3 Posttranslationale Modifikationen der AAV Rep Proteine

Die einzige bisher bekannte posttranslationale Modifikation war die Phosphorylierung aller
vier Rep Proteine an Serin-Resten (52). Die Hyperphosphorylierung von Rep78 mit Hilfe des
Phosphatase-Inhibitors Okadain-Séure fiihrt zu einer Schwéchung der Bindung an die AAV-
ITRs und zu einer Reduktion der Helikase-Aktivitit (206), was auf eine mogliche Funktion
der Phosphorylierung bei der Regulation der AAV DNA Replikation hinweist. Die

Phosphorylierung von Rep68 innerhalb seiner spezifischen Carboxy-terminalen Region am
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Serinrest 535 ist an der Interaktion mit den 14-3-3 Proteinen € und y beteiligt und reprimiert
die AAV DNA Replikation (88).

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die molekularen Mechanismen der vielfdltigen Effekte der AAV Rep Proteine auf den
Zellzyklus, die virale und zelluldire DNA Replikation, die Zelltransformation durch virale und
zelluldre Onkogene und die Expression homologer und heterologer Promotoren waren bisher
nur ansatzweise untersucht worden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten daher
zelluldre Zielstrukturen der AAV Rep Proteine identifiziert und charakterisiert werden. Eine
Mutationsanalyse der fiir die Beeinflussung verschiedener homologer und heterologer
Promotoren erforderlichen Doménen der Rep Proteine sowie die Mutationsanalyse der
jeweiligen Promotoren sollte dabei erste Aufschliisse {iber die mdgliche Identitdt solcher
Zielstrukturen liefern. Von besonderem Interesse war die Fragestellung, in welchem Ausmaf
die Rep-vermittelte Regulation der Transkription abhingig ist von der Wechselwirkung der
Rep Proteine mit cis-aktiven Nukleinsduresequenzen oder aber von der Wechselwirkung mit
zelluldren Proteinen. Ausgehend von diesen Befunden sollten dann zelluldre Protein-
Interaktionpartner der Rep identifiziert, eingehend charakterisiert und die Bedeutung dieser
Interaktionen fiir die verschiedenen biologischen Funktionen der Rep Proteine untersucht
werden. Ein Hauptaugenmerk galt dabei der Identifizierung von zelluldren Proteinen mit
moglichen onkogenen oder tumorsuppressiven Eigenschaften und ihrer funktionellen
Charakterisierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden in Form von verdffentlichten Originalartikeln in
englischer Sprache dargestellt. Vorangestellt ist jeweils eine kurze Einfiihrung in die
spezifische Fragestellung der Arbeit und den verwendeten methodischen Ansatz. Im
Anschluss an die Originalarbeit folgt eine abschlieBende Diskussion mit besonderer
Beriicksichtigung der seit dem Erscheinen der Originalarbeit publizierten Literatur. Teilweise
werden weiterfiihrende, noch nicht publizierte bzw. zur Publikation eingereichte Experimente

kurz dargestellt.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Mutationsanalyse der AAV-2 Rep vermittelten Hemmung heterologer

und homologer Promotoren

Originalarbeit:

Markus Horer *, Stefan Weger *, Karin Butz, Felix Hoppe-Seyler, Caroline Geisen und
Jirgen A. Kleinschmidt

Mutational Anlysis of Adeno-associated Virus Rep Protein-Mediated Inhibition of
Heterologous and Homologous Promoters

J. Virol. 1995 Sep; 69 (9), 5485-5496.

* Gleichberechtigte Erstautoren
2.1.1 Einfithrung

In Abwesenheit von Helfervirus werden die AAV-2 Promotoren p5, p19 und p40 durch die
Rep Proteine in ihrer Aktivitdt reprimiert. Dariiber hinaus sind die AAV-2 Rep Proteine in
der Lage, eine Vielzahl von unterschiedlichen heterologen Promotoren zu hemmen, so
beispielsweise die regulatorische Region (URR) des Humanen Papillomvirus Typl6
(HPV16), die Kontrollregion (LTR) des humanen Immundefizienz Virus (HIV) und die
Promotoren der Onkogene H-ras, c-fos und c-myc. Um zu klédren, ob der Rep vermittelten
Hemmung von homologen und heterologen Promotoren gemeinsame oder unterschiedliche
Mechanismen zu Grunde liegen, wurde der Beitrag der einzelnen Rep Proteine und
ausgewihlter Rep Doménen zur Hemmung der AAV-2 p5 und p19 Promotoren, der HIV-LTR
Kontrollregion sowie der regulatorischen Region (URR) des Humanen Papillomvirus Typ18
(HPV18) untersucht. Anhand der in dieser Arbeit erstmalig beschriebenen Hemmung der
HPV18-URR wurde dariiber hinaus die Rolle einzelner cis-regulatorischer Sequenzen, die als
Bindungselemente fiir sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren wirken, im Detail
untersucht. Die Inhibition der homologen AAV-2 Promotoren wurde nach Kotransfektion der
entsprechenden Rep Proteine oder Rep Mutanten mit einem Rep-negativen AAV-2 Genom in
HeLa Zellen auf der Ebene der p5 und p19 initiierten Messenger-RNAs mittels Northern-Blot
Analyse gemessen. Die Analyse der Rep-vermittelten Hemmung der HIV-LTR und der
HPV18-URR erfolgte nach Kotransfektion der Rep Proteine mit Reporter-Gen Konstrukten.
Um mogliche posttranskriptionelle Effekte der Rep Proteine auszuschlieBen, wurde fiir beide
Promotoren als Reporter-Gen das B-Globin-Gen gewihlt, welches eine sehr stabile
Messenger-RNA ausbildet und die entsprechenden Transkripte wurde mittels Northern-Blot

Analyse nachgewiesen.
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Originalarbeit:
Markus Horer *, Stefan Weger *, Karin Butz, Felix Hoppe-Seyler, Caroline Geisen und

Jirgen A. Kleinschmidt
Mutational Anlysis of Adeno-associated Virus Rep Protein-Mediated Inhibition of

Heterologous and Homologous Promoters
J. Virol. 1995 Sep; 69 (9), 5485-5496.
* Gleichberechtigte Erstautoren
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2.1.3 Abschlieiende Diskussion

Eines der wesentlichen Ziele dieser Arbeit war es, Aufschliisse iiber mogliche Mechanismen
der Rep vermittelten Hemmung homologer und heterologer Promotoren zu erhalten. Die
starke Ubereinstimmung der fiir die Hemmung der HPV18-URR, der HIV-LTR und der
AAV-2 p5 und p19 Promotoren erforderlichen Rep Dominen liefert deutliche Hinweise
darauf, dass diesen Hemmprozessen zumindest zum Teil gemeinsame Mechanismen zu
Grunde liegen. Es wurden jedoch zwei wichtige Ausnahmen gefunden, die auf zusitzliche,
Promotor-spezifische Mechanismen hinweisen. Zum einen wird der AAV-2 p5 Promotor
durch ein Rep78 Protein mit einer Punktmutation in der ATP Bindungsstelle dhnlich stark wie
durch das Rep78 Wildtyp-Protein gehemmt. Bei den drei anderen untersuchten Promotoren
dagegen fiihrt diese Punktmutation zu einem fast vollstindigen Verlust der Hemmaktivitit
von Rep78 bzw. bei den beiden heterologen Promotoren sogar zu einer leichten Aktivierung.
Fiir die in dieser Arbeit verwendete Punktmutation der Rep Aminosédure 340 von Lysin zu
Histidin (K340H) und eine weitere Punktmutation in der ATP-Bindungsstelle wurde gezeigt,
dass die mutierten Proteine Rep78 und Rep68 die Féhigkeit verlieren, in Gegenwart von
Helfervirus die AAV DNA zu replizieren und iiber die Transaktivierung des AAV-2 p40
Promotors die Synthese der AAV Kapsidprotein zu induzieren (41, 181). In vitro wurde
gezeigt, dass durch die K340H Punktmutation die ATPase-, die Helikase- und auch die
sequenzspezifische Endonuklease-Aktivitit von Rep an Doppelstrang-DNA Substraten
aufgehoben werden (11, 47, 320). Die DNA-bindenden Eigenschaften der groflen Rep
Proteine dagegen scheinen durch diese Punktmutation nicht beeinflusst zu werden, da die
Rep78K340H-Mutante mit gleicher Affinitdt an die AAV-ITRs bindet wie das Wildtyp-
Protein (215). Fiir das Wildtyp Rep68 Protein ist eine starke Bindung an den AAV-2 p5
Promotor in der Region zwischen der TATA-Box und der Transkriptions-Initiations-Stelle
beschrieben (182). Diese Befunde sind ein starkes Indiz dafiir, dass die Hemmung des p5
Promotors iiberwiegend durch direkte DNA-Bindung der groB3en Rep Proteine vermittelt wird.
Durch diese Bindung kommt es moglicherweise zu einer sterischen Hinderung der Bindung
von TBP und/oder dem an die Initiationsstelle bindenden Transkriptionsfaktor YY1 YY1.
Alternativ konnen die aktivierenden Funktionen dieser beiden Proteine durch direkte Protein-
Protein Wechselwirkungen aufgehoben werden. Eine Interaktion von Rep78 mit TBP, die
abhéngig ist von der N-terminalen, DNA bindenden, Rep-Domine wurde in der Zwischenzeit
beschrieben (104). Die Bindungen von Rep68 und YY1 an den p5 Promotor dagegen
schlieen einander aus, es kommt nicht zur Bildung von gemeinsamen Komplexen auf der p5
DNA (155). In der zitierten Untersuchung wurde auch gezeigt, dass die Hemmung des p5
Promotors durch die Rep68-K340H Mutante nach Mutation der Rep-Bindungsstelle im p5
Promotor aufgehoben ist, wihrend das Wildtyp Rep68 eine zwar reduzierte, aber noch
deutliche Hemmaktivitéit fiir den mutierten Promotor aufweist. Dies spricht dafiir, dass zwei
unabhédngige Mechanismen an der Rep vermittelten Hemmung des p5 Promotors beteiligt

sind. Der erste Mechanismus erfordert dabei die Bindung der groBBen Rep Proteine an den p5
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Promoter, wihrend der zweite abhingig ist von der Integritit der Rep ATP Bindungsstelle.
Auch fiir den p19 Promotor ist in Gelretardations-Versuchen eine Bindung von Rep68
beschrieben, die jedoch bedeutend schwécher ist als die an den p5 Promotor (182). Diese
schwache Bindung konnte die schwache residuale Hemmung des p19 Promotors erklédren, die
fiir die Rep78K340H Mutante beobachtet wurde. Eine schwache Bindung von Rep78 ist auch
fiir die TAR-Region des HIV-LTR, die eine starke Homologie zum Rep-Bindungs-Element
innerhalb des AAV-ITR aufweist, beschrieben (12). Eine mdégliche Beteiligung der TAR-
Region an der Rep vermittelten Hemmung des HIV-LTR Promotors wurde von Oelze et al.
beschrieben (212), konnte in dem hier verwendeten Untersuchungssystem jedoch nicht
bestitigt werden. Auch die vollstindige Aufhebung der Hemmung des HIV-LTR durch
Mutation der Rep ATP Bindungsstelle spricht gegen eine direkte Bindung von Rep an
Promotorsequenzen als mogliche Ursache der gemessenen Inhibition. Die ebenfalls
untersuchte HPV18-URR weist kein einziges der GAGC Elemente auf, die wesentlicher
Bestandteil der Rep-Bindungsstellen auf den AAV-ITRs und im p5 Promotor sind, so dass
auch hier eine direkte Bindung von Rep an den Promotor als Hemm-Mechanismus
ausgeschlossen werden muss.

Die zweite wichtige Ausnahme von der Regel, dass die gleichen Rep Doménen fiir die
Hemmung aller vier untersuchten Promotoren erforderlich sind, betrifft die vom AAV-Intron
kodierte Carboxy-terminale Rep Region von 90 Aminosduren, die in Rep78 und Rep52, nicht
aber in Rep68 und Rep40 enthalten ist. Diese Region ist fiir die Hemmung der beiden
heterologen Promotoren von groerer Bedeutung als fiir die beiden homologen Promotoren.
Ein in dieser Region lokalisiertes Zink Finger Motiv, fiir das im Rahmen dieser Arbeit
erstmals eine Bindung von Zink nachgewiesen werden konnte, ist fiir diesen Effekt jedoch
nicht verantwortlich. In der Zwischenzeit wurden zwei wichtige funktionelle Unterschiede
zwischen Rep78 und Rep68 beschrieben. Wihrend sowohl Rep78 als auch Rep68 einen
Zellzyklus-Arrest in der G1 und G2 Phase induzieren, fiihrt Rep78 im Gegensatz zu Rep68
zusitzlich zu einer Verlangsamung der S-Phase, begleitet von einer Akkumulation der
hypophosphorylierten Form des Retinoblastom Proteins (Rb) (257). Dieser differentielle
Effekt von Rep78 gegeniiber Rep68 wird durch Punktmutation der an der Zink Bindung
beteiligten CXXC Motive im C-Terminus von Rep78 vollstindig aufgehoben. Die
entsprechenden Punktmutanten waren auch bereits im Rahmen der oben beschriebenen
Originalarbeit verwendet worden und die Ergebnisse zeigten, dass die CXXC Motive fiir die
Hemmung der HIV-LTR und der HPV18-URR getriebenen Genexpression nicht erforderlich
sind. Diese Befunde sprechen eindeutig gegen eine Beteiligung des Rb induzierten S-Phase
Arrestes an der Rep78 vermittelten Inhibition heterologer Promotoren. Rep78 und Rep52
unterscheiden sich von Rep68 und Rep40 auch durch ihre Féhigkeit, an die katalytische
Untereinheit der Protein Kinase A (PKA) und deren Homolog PRKX zu binden (48, 64).
Diese Bindung fiihrt zu einer starken Inhibition der Kinase-Aktivitdt von PKA und PRKX.
PKA ist eine wichtige Komponente (194) des cyclo-AMP (cAMP) Signaltransduktionsweges.
Durch Bindung von cAMP dissoziiert die katalytische PKA Untereinheit vom inaktiven

38



Holoenzym, transloziert in den Zellkern und phosphoryliert dort den Transkriptionsfaktor
CREB. Phosphoryliertes CREB fiihrt dann zu einer Stimulation von Promotoren mit CRE-
Sequenzen (cAMP responsive elements) (194). Zu den CREB regulierten zelluldren
Promotoren gehoren beispielsweise der Cyclin A Promotor (62) und der c-fos Promotor (256).
Beide Promotoren werden durch Rep78 inhibiert (48, 99). Die kompetitive Hemmung der
Kinase-Aktivititen von PKA und PRKX durch Rep78 bzw. Rep52 erfolgt iiber einen
Pseudosubstrat-Mechanismus, wobei fiir die PKA die Rep78 Aminosduren 526 bis 621 und
fiir die PRKX die Aminosduren 526 bis 561 als Pseudosubstrat wirken konnen (261). Die
beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten heterologen Promotoren, die HIV-LTR und
die HPV18-URR, enthalten keine CRE Elemente. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die durch Rep52 vermittelte Hemmung und ein Teil der Rep78 vermittelten
Hemmung dieser Promotoren auf einer Inhibition der CREB abhéngigen transkriptionellen
Aktivierung beruhen.

Zusammenfassend sind an der transkriptionellen Repression durch die AAV Rep Proteine
eine Reithe von mdglichen Mechanismen beteiligt, deren Beitrag zur Inhibition einzelner
Promotoren stark variieren kann. Die direkte Bindung von Rep an regulatorische
Nukleinsdure-Seqeunzen scheint nach den vorliegenden Ergebnissen nur fiir den AAV-2 p5
Promotor von entscheidender Bedeutung zu sein. Gegen eine spezifische Bindung von Rep an
cis-regulatorische Sequenzen als Ursache der Hemmung heterologer Promotoren sprechen
zum einen die Ergebnisse mit der Rep78K340H Mutante und zum anderen die starke
Redundanz von cis-aktiven Elementen, die an der Rep78 vermittelten Hemmung der HPV 18-
URR beteiligt sind. Ein weiterer moglicher Mechanismus sind Protein-Protein
Wechselwirkungen von Rep mit sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren oder generellen
Faktoren, die an der Regulation der Transkription beteiligt sind. Bei einer Interaktion mit
sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren miisste Rep an eine breite Palette von
Transkriptionsfaktoren binden, um die Befunde der Mutationsanalyse der HPV18-URR zu
erkldren. Eine solche Wechselwirkung mit den DNA-Bindungsdoménen verschiedener
Transkriptionsfaktoren ist beispielsweise fiir das E1A Protein von Adenovirus beschrieben
(168). Nur fiir wenige Transkriptionsfaktoren wie Spl (222) oder c-Jun (228) konnte bisher
eine direkte Bindung an Rep gezeigt werden. Wie oben ausgefiihrt, wird die inhibitorische
Aktivitit der Carboxy-terminalen Region von Rep78 moglicherweise durch die Bindung an
PKA und PRKX vermittelt. Fiir den Beitrag der N-terminalen Region von Rep78 und Rep68
zur Transkriptionshemmung sollten jedoch neben den DNA bindenden Eigenschaften der Rep
Proteine zusitzliche Mechanismen in Betracht gezogen werden, die moglicherweise auf
Protein-Protein Wechselwirkungen von Rep mit Komponenten des generellen

Transkriptionskomplexes oder akzessorischen Faktoren beruhen.

39



2.2 Analyse der Regulation der AAV-2 Genexpression in Gegenwart von
Adenovirus: Die Rolle der AAV-2 Rep Proteine, der AAV-ITRs und der

Funktionen des Helfervirus.

Originalarbeit:

Stefan Weger, Andreas Wistuba, Dirk Grimm und Jiirgen A. Kleinschmidt

Control of Adeno-Associated Virus Type 2 Cap Gene Expression: Relative Influence of
Helper Virus, Terminal Repeats, and Rep Proteins.

J. Virol. 1997 Nov; 71 (11) , 8437-8447.

2.2.1 Einfithrung

In Abwesenheit von Helfervirus beobachtet man nach Infektion mit AAV-2 nur eine
schwache Akkumulation der von den drei AAV-2 Promotoren p5, p19 und p40 initiierten
Transkripte (158, 161). In einer negativen Riickkopplungsschleife wird das niedrige
Expressionsniveau der p5 und pl19 Promotoren durch die Rep Proteine in allen bisher
untersuchten Zelllinien noch weiter reduziert (16, 154). In Gegenwart von Adenovirus findet
man eine starke Zunahme der p5, p19 und p40 initiierten Transkripte. Fiir diese Zunahme ist
zusitzlich zum Helfervirus auch ein funktionelles rep Gen erforderlich (158, 180). Fiir ein
verbessertes Verstindnis der Mechanismen der differentiellen Regulation der AAV
Genexpression in Abwesenheit und in Gegenwart von Helfervirus sollten folgende
Fragestellungen beziiglich der Transaktivierung der AAV Promotoren in Gegenwart von
Helfervirus beantwortet werden, die in bisherigen Untersuchungen nur unzureichend
analysiert worden waren: (I) der relative Beitrag adenoviraler Funktionen und des rep Gens
zur Transaktivierung, (II) die Rolle individueller Rep Proteine und Rep Doménen bei der
Transaktivierung, (III) die Abhéngigkeit der Transaktivierung von der Rep78/Rep68
induzierten Replikation des AAV-Genoms und (IV) die Untersuchung moglicher
posttranskriptioneller Effekte der Rep Proteine auf die Kapsid-Expression. Nach
Kotransfektion verschiedener Rep Proteine oder Rep Mutanten zusammen mit Rep-negativen
AAV-2 Genomen in Adenovirus infizierte HeLa Zellen wurden die von den p5, p19 und p40
Promotoren initiierten Messenger-RNAs (mRNAs) mittels Northern-Blot Analyse und
zusitzlich die durch die p40-mRNAs kodierten Kapsidproteine mittels Western Blot Analyse
bestimmt. Die Menge an infektiosem Adenovirus wurde iiber einen weiten Bereich variiert
und es wurden AAV-Genome mit verschiedenen Deletionen im Bereich der invertierten
terminalen Wiederholungen ITRs eingesetzt, um die Abhéingigkeit der Transaktivierung von

der Rep vermittelten Replikation der AAV-Genoms zu untersuchen.
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Originalarbeit:

Stefan Weger, Andreas Wistuba, Dirk Grimm und Jiirgen A. Kleinschmidt

Control of Adeno-Associated Virus Type 2 Cap Gene Expression: Relative Influence of
Helper Virus, Terminal Repeats, and Rep Proteins.

J. Virol. 1997 Nov; 71 (11) , 8437-8447.
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2.2.3 Abschlieiende Diskussion

Die adenoviralen Helferfunktionen iiben einen dominierenden Einfluss auf die AAV
Genexpression und dabei insbesondere auf die Synthese der durch die p40 Transkripte
kodierten Kapsidproteine aus. Der stimulatorische Effekt des Helfervirus wird auf einer
untergeordneten Ebene durch die AAV-ITRs als cis-regulatorische Sequenzen und die Rep
Proteine als Transregulatoren moduliert. Die Expression der groBen Rep Proteine Rep78
und/oder Rep68 fiihrt dabei zu einer weiteren Verstirkung der AAV Genexpression in
Gegenwart von Adenovirus, allerdings ist diese Funktion der Rep Proteine abhéngig von der
Priasenz von AAV-ITR Sequenzen in cis. Dariiber hinaus findet man eine differentielle
Regulation der drei AAV-Promotoren durch die groBen Rep Proteine. Wéhrend Rep78 und
Rep68 den pl19 und den p40 Promotor aktivieren, wird der p5 Promotor auch in der
Gegenwart von Helfervirus durch die groflen Rep Proteine reprimiert.

Einer ganzen Reihe von adenoviralen Funktionen wird eine Rolle bei der Aktivierung der
AAV Genexpression zugeschrieben. Nur fiir das E1A und das E2A Gen wurde dabei eine
verstirkende Funktion auf der Ebene der Transkription, und zwar fiir die p5 und pl9
initiierten Transkripte, gefunden (38, 39). Die iibrigen adenoviralen Helferfunktionen dagegen
scheinen eher posttranskriptionell zu wirken. So fiihrt das Zusammenspiel der adenoviralen
E1B und E4 Gene zu einer verstarkten cytoplasmatischen Akkumulation aller AAV mRNAs
(161, 253), wiahrend die VA RNA und das E2A Gen die Prozessierung der mRNAs
beeinflussen und deren Translationsrate erhohen (122, 123, 204, 313). Die Hypothese einer
posttranskriptionellen und damit Promotor-unabhingigen Aktivierung der AAV
Genexpression durch Adenovirus wird unterstiitzt durch die Ergebnisse von Arbeiten, in
denen die fiir Rep bzw. Cap kodierenden Sequenzen durch Reportergene ersetzt wurden. Ein
durch die AAV-2 p5, pl9 (16) oder p40 Promotoren (287) getriebenes CAT
(Chloramphenicol-Acetyl-Transferase) Reportergen wurde nach Adenovirus Infektion in
keinem nennenswertem Ausmal aktiviert.

In unseren Untersuchungen war die Rep78 und Rep68 vermittelte Transaktivierung der p19
und p40 Promotoren abhédngig von der Gegenwart zumindest einer vollstindigen AAV-ITR
Sequenz in cis. Eine vergleichsweise geringe Transaktivierung wurde nach Rep68 Expression
fiir ein AAV Plasmid mit einer partiellen ITR-Sequenz mit Rep Bindungsstelle (RBS) und der
Schnittstelle fiir die Rep-Endonuklease-Aktivitit (TRS) gefunden. In Abwesenheit von ITR
Sequenzen fiihrte nur Rep68, nicht aber Rep78, zu einer residualen p19/p40 Transaktivierung
in Gegenwart kleiner Adenovirus-Konzentrationen. Diese Befunde werfen die Frage auf, in
welchem Ausmall die Rep78/Rep68 vermittelte Transaktivierung abhingig ist von der
Replikation der zu transkribierenden AAV Sequenzen. Eine alternative
Erklarungsmoglichkeit wére eine Replikations-unabhéngige Enhancer-Funktion der ITRs.
Eine solche Enhancer-Funktion der AAV-ITRs wurde erstmalig von Beaton et al. (16)
postuliert, und zwar sowohl im Kontext des AAV-Genoms als auch im Kontext eines AAV-

2/SV40 (Simian Virus 40) Hybridgenoms. Unsere Deletionsanalyse der fiir die Rep-
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vermittelte Transaktivierung der p19/p40 Promotoren erforderlichen ITR-Sequenzen liefert
jedoch sehr deutliche Hinweise darauf, dass hauptsichlich eine ITR vermittelte AAV-DNA
Replikation fiir die Transaktivierung verantwortlich ist. Hierbei kénnen sowohl die
Amplifikation der zu transkribierenden Template-DNA als auch eine funktionelle Kopplung
von Replikation und Transkription als mogliche Mechanismen eine Rolle spielen. Nur eines
der untersuchten AAV-Plasmide, welches 66 Basenpaare der linken ITR Sequenz
einschlieBlich des Rep Bindungselements (RBS) enthielt, zeigte in Abwesenheit einer
detektierbaren AAV-DNA-Replikation noch eine nennenswerte Steigerung der AAV-
Genexpression nach Koexpression von Rep68. Ein groBler Teil der Plasmide, die in
vorangegangenen Studien zur Rep vermittelten Regulation der AAV Genexpression
verwendet wurden, enthielten entweder zumindest eine vollstandige ITR-Sequenz (287, 332)
oder aber zwei unvollstindige ITR-Sequenzen (158). Da in diesen Arbeiten eine eventuelle
Replikation der Template-DNA nicht untersucht wurde, ist die aus diesen Studien gezogene
Schlussfolgerung einer Replikations-unabhéngigen, Rep vermittelten Transaktivierung der
AAV-Promotoren in Gegenwart von Helfervirus nicht absolut stichhaltig. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde von Wang et al. eine
DNA Replikation fiir AAV-Plasmide beschrieben, die entweder eine komplette ITR-Sequenz
oder zwei isolierte D-Sequenzen (der ungepaarte endstindige Teil der ITRs) enthielten (301).
Diese Befunde wurden in neueren Arbeiten zur Untersuchung der AAV-DNA Replikation
noch erweitert. Zusétzlich zum allgemein anerkannten Modell der AAV DNA Replikation
(siehe Abschnitt 1.2.4) wurde ein alternativer Mechanismus gefunden, der unabhéngig vom
klassischen Weg iiber zirkuldr-doppelstrangige, monomere DNA-Intermediate verlduft (200).
Nur die AD-Doméne der ITRs, die die RBS und die TRS enthilt, ist fiir diesen
Replikationsweg erforderlich (200). Diese ITR Sequenzen sind auch in dem AAV-Konstrukt
enthalten, fiir welches noch eine Rep68 induzierte Transaktivierung der p40 abhingigen
Genexpression gefunden wurde. Von Pereira et al. (220) wurde eine Rep vermittelte ITR
unabhingige Transaktivierung der pl9 und p40 Promotoren um den Faktor 2 bis 3
beschrieben, wobei im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit alle vier Rep Proteine gleichzeitig
im Kontext des AAV-Genoms und nicht individuelle Rep Proteine unter der Kontrolle des
starken heterologen HCMV-Promotor exprimiert wurden. Fiir diese ITR unabhidngige
Transaktivierung ist jedoch die Rep-Bindungssequenz im p5 Promotor (p5-RBS) essentiell.
Dieser Befund wurde von Pereira et al. durch eine gleichzeitige direkte Bindung der Rep
Proteine an die p5-RBS und eine SP1 vermittelte Bindung an p19 und p40 Promotorelemente
(221, 222) erklart und entsprechende DNA-Schleifen zwischen dem p5 und dem p40
Promotor konnten elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden (221). In der Zwischenzeit
wurde jedoch auch eine ITR unabhéngige, durch die p5-RBS und eine TRS im p5 Promotor
(302) vermittelte DNA Replikation von AAV-Plasmiden beschrieben (35, 211, 285). Daher
ist die Moglichkeit nicht auszuschlieen, dass auch die ITR unabhéngige Aktivierung der p19
und p40 Promotoren abhingig ist von der Replikation der AAV-DNA.
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In Ubereinstimmung mit den parallel verdffentlichen Untersuchungen von Pereira et al. (220)
wird der AAV-2 p5 Promotor in Abwesenheit von ITR Sequenzen in cis auch in Gegenwart
von Adenovirus durch Rep78 und Rep68 stark inhibiert. Fiir diese Inhibition ist die p5-RBS
notwendig (220), was auf eine direkte Bindung der groBen Rep Proteine an den p5 Promotor
als moglichen Mechanismus schlieBen ldsst. In Gegenwart der AAV-ITRs ist dieser Effekt
zumindest teilweise aufgehoben, wahrscheinlich bedingt durch die DNA Replikation der
AAV-Sequenzen. In der Zwischenzeit wurde gezeigt, dass AAV-Genome mit einer Mutation
in der p5-RBS sowohl in der Abwesenheit als auch in der Gegenwart von Adenovirus eine
erhohte Expression der p5-Transkripte gegeniiber Wildtyp Genomen aufweisen und in der
Lage sind, in nicht-infizierten 293 Zellen autonom zu replizieren (303).

Insgesamt unterscheidet sich die Rep vermittelte Regulation der AAV Genexpression auf der
Ebene der Transkription in Gegenwart des Helfervirus Adenovirus nicht so stark von der in
Abwesenheit von Helfervirus wie bis dahin angenommen. Die transkriptionellen Effekte der
Rep Proteine werden jedoch in Gegenwart von Adenovirus iiberlagert durch die Replikation
des AAV Genoms, welche durch die grolen Rep Proteine und adenovirale Funktionen
induziert wird. Diese fiihrt liber die damit verbundene Amplifikation der DNA-Matrize
und/oder eine funktionelle Kopplung von Replikation und Transkription zu einer erhdhten
Expression aller AAV Transkripte. Den entscheidenden Anteil an der erhohten AAV
Expression in Gegenwart von Adenovirus haben jedoch die adenoviralen Helferfunktionen,
die hauptséchlich auf posttranskriptioneller Ebene wirken.
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2.3 Identifizierung und Charakterisierung von zellulidren

Interaktionspartnern der regulatorischen (Rep) Proteine von AAV-2
2.3.1. Einfiihrung

Zusitzlich zu ihren vielfdltigen Aktivititen bei der Regulation der DNA Replikation und
Genexpression von AAV-2 beeinflussen die AAV-2 Rep Proteine auch eine ganze Reihe von
biologischen Prozessen wie Zellzyklusprogression, zelluldre und virale DNA Replikation, die
Zelltransformation durch verschiedene zelluldre und virale Onkogene und die Replikation
unverwandter Viren. Einige zelluldre Faktoren, welche moglicherweise einen Teil dieser
diversen Hemmaktivititen der Rep Proteine vermitteln, wurden bereits identifiziert. Rep78
und Rep68 interagieren mit dem zelluldren Transkriptionsfaktor Spl und diese
Wechselwirkung scheint sowohl an der Rep vermittelten Transaktivierung der homologen p19
und p40 Promotoren in Anwesenheit von Adenovirus (221, 222) als auch an der Rep
vermittelten Hemmung des H-ras Promotors beteiligt zu sein (103). Dariiber hinaus ist auch
eine Bindung der grolen Rep Proteine an heterologe DNA-Sequenzen beschrieben,
beispielsweise an die TAR-Region des HIV-LTR-Promotors (12) und an den H-ras Promotor
(13). In welchem Umfang jedoch die direkte Bindung der grofen Rep Proteine an cis-
regulatorische DNA-Elemente zur beobachteten Hemmung der jeweiligen Promotoren
beitrdgt, ist bisher nicht geklért. Die in Abschnitt 2.1 beschriebene Mutationsanalyse eines
weiteren viralen Promotors, der regulatorischen Region des Humanen Papillomvirus 18
(HPV18-URR), zeigte eine starke Redundanz der fiir die Hemmung durch die Rep Proteine
erforderlichen cis-Elemente. Die gemachten Beobachtungen deuten auf eine Wechselwirkung
der Rep Proteine mit Komponenten des basalen Transkriptions Apparates oder mit generellen
Mediatoren von sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren hin.

Zur Identifizierung von zelluldren Proteinen, die mit den AAV-2 Rep Proteinen direkt
in Wechselwirkung treten konnen und iiber diese Wechselwirkung moglicherweise an der
Vermittlung der vielfdltigen Aktivititen der Rep Proteine beteiligt sind, wurde ein Hefe
basiertes ,,Two-hybrid“-System verwendet. Das ,,Two-hybrid“-System erlaubt neben der
Untersuchung der Wechselwirkung von zwei definierten Proteinen auch die Identizierung von
potentiellen Protein-Interaktionspartnern eines so genannten ,,Bait* (Kdder)-Proteins in
cDNA Bibliotheken (45, 71). Als Bait-Proteine wurden sowohl das vollstindige Rep68
Protein als auch eine Rep Deletionsmutante mit den Rep Aminosduren 172 bis 530
(M172/530) verwendet. Die M172/530 Mutante besitzt noch die meisten der fiir die gro3en
Rep Proteine Rep78/Rep68 spezifischen inhibitorischen Effekte. Rep78 fand keine
Verwendung als Bait-Protein, da es zu einer erheblichen Hintergrund-Aktivitit der
Reportergene fithrte, die einen integralen Bestandteil des Hefe ,,Two-hybrid“-Systems
darstellen. In verschiedenen Screens konnten insgesamt vier potentielle zellulédre

Interaktionspartner der groBen Rep Proteine identifiziert werden. Dabei handelt es sich um (I)
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den transkriptionellen Koaktivator PC4, einen allgemeinen Mediator von sequenzspezifischen
Transkriptionsfaktoren, (II) um das Ubiquitin konjugierende Enzym 9 (UBC9Y), welches die
SUMO-Modifikation von zelluldren und viralen Proteinen vermittelt, (III) um Topors, einen
Two-hybrid-Interaktionspartner des Tumorsuppressorproteins p53 und der DNA
Topisomerase I, und (IV) um KCTDS35, ein bisher nicht beschriebenes Protein unbekannter
Funktion. Die Identifizierung dieser zelluldren Rep Interaktionspartner, ihre funktionelle
Charakterisierung und ihre Bedeutung fiir den AAV Lebenszyklus bzw. fiir die pleiotropen
Effekte der AAV Rep Proteine sind in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben.

2.3.2 Interaktion der groflen AAV-2 Rep Proteine Rep78 und Rep68 mit dem
transkriptionellen Koaktivator PC4

Originalarbeit:

Stefan Weger, Meike Wendland, Jiirgen A. Kleinschmidt und Regine Heilbronn

The Adeno-Associated Virus Type 2 Regulatory Proteins Rep78 and Rep68 Interact with the
Transcriptional Coactivator PC4

J. Virol. 1999 Jan; 73 (1), 260-269.

2.3.2.1 Einfiihrung

Die positiven Klone, die unter Benutzung der ,,Bait-Proteine Rep68 bzw. der
Deletionsmutante M172/530 in cDNA-Bibliotheken aus nichtinfizierten HeLa und 293 Zellen
als Rep-Interaktionspartner identifiziert werden konnten, enthielten zum ganz iiberwiegenden
Teil cDNA Sequenzen des transkriptionellen Koaktivators PC4. Wiahrend in den cDNA-
Klonen aus HelLa Zellen ausschlielich die gesamte kodierende Region von PC4 gefunden
wurde, enthielt ein Teil der in einer spédteren Untersuchung in einer cDNA aus 293 Zellen
identifizierten positiven Klone nur den Abschnitt der PC4 Sequenz, welche fiir dessen
Carboxy-terminale, Einzelstrang-DNA bindende, Doméne kodiert. PC4, urspriinglich auch als
pl5 bezeichnet, wurde erstmals im Jahre 1994 beschrieben. Seine urspriingliche Reinigung
und Klonierung basierte auf seiner Eigenschaft, in rekonstituierten zellfreien Systemen die
Transkriptionsrate in Gegenwart einer ganzen Reihe unverwandter sequenzspezifischer
Transkriptionsfaktoren zu verstarken (79, 150). Mit einer Lange von 127 Aminosduren (AS)
ist es ein relativ kleines Protein. Sowohl funktionell als auch strukturell kann es in eine
Amino-terminale (AS 1 bis 61) und eine Carboxy-terminale Doméne (AS 62 bis 127)
unterteilt werden. Die Funktion von PC4 als transkriptioneller Koaktivator wird hauptsédchlich
durch Protein-Protein-Wechselwirkungen der Amino-terminalen Doméne vermittelt, die als
Briickenglied zwischen Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie wie TFIIA und
verschiedenartigen Aktivierungsdoméinen von sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren
fungieren kann (79, 150). Dieser Amino-terminale Bereich enthdlt zwischen den
Aminoséduren 2 bis 22 sowie 50 bis 61 zwei so genannte SEAC-Doménen, die durch eine

lysinreiche Region voneinander getrennt sind. Die Bezeichnung SEAC leitet sich aus
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aufeinander folgenden Serinresten gefolgt von einer Reihe von sauren (acidic) Aminosduren
ab und diese Bereiche weisen starke Homologien zu dhnlichen Doménen in transkriptionellen
Aktivatoren der a-Herpesvirus Unterfamilie wie beispielsweise dem IE62 des Varizella-
Zoster-Virus oder dem ICP4 des Herpes Simplex Virus 1 auf (150). Die Phosphorylierung
von PC4 an Serinresten der SEAC-Doménen fiihrt zu einer Authebung der Interaktion mit den
Aktivierungsdoménen von Transkriptionsfaktoren und damit zu einer Aufhebung der
Transkriptions-aktivierenden Eigenschaften von PC4 (80, 150). In Kernextrakten aus HelLa
Zellen liegt PC4 ganz iiberwiegend in der phosphorylierten Form vor, wobei die
Phosphorylierung wahrscheinlich durch die Casein Kinase II katalysiert wird (150). Die
Phosphorylierung von PC4 fiihrt zusétzlich zur funktionellen Aktivierung der im
Carboxyterminus (AS 62 bis 127) lokalisierten Einzelstrang-DNA bindenden Doméne
(ssDBD), die in der nichtphosphorylierten Form durch den Aminoterminus ,,maskiert* wird.
Uber diese Domine wirkt PC4 als starker transkriptioneller Repressor in Bereichen
ungepaarter Doppelstrang-DNA, an DNA-Enden und an Einzelstrang-DNA, die zwei
antiparallele Stringe ausbilden kann (312). Nach Dimerisierung von PC4 bildet die ssDBD
dabei zwei gegenldufige DNA-Bindungskanile aus, die in der Lage sind, zwei antiparallele
DNA-Einzelstringe aufzunehmen (24, 311). Die ssDBD von PC4 weist grof3e strukturelle
Ahnlichkeit zu den Einzelstrang-DNA bindenden Dominen von zelluldren
Replikationsfaktoren wie dem RPA auf.

Nach der initialen Identifizierung von PC4 als Interaktionspartner der grof3en Rep
Proteine mit Hilfe des Hefe-,,Two-hybrid“-Systems konnte mit bakteriell exprimierten und
gereinigten Proteinen der Nachweis einer direkten Bindung zwischen Rep und PC4 gefiihrt
werden. Sowohl im Hefesystem als auch mit den gereinigten Komponenten wurden die fiir
die Interaktion erforderlichen Doménen kartiert und fiir PC4 auf dessen ssDBD eingegrenzt.
Dabei scheint Rep priferentiell an die nichtphosphorylierte Form von PC4 zu binden. Die
inhibitorischen Effekte von PC4 auf die AAV Genexpression in Abwesenheit von Helfervirus

legen eine Beteiligung von PC4 an der Regulation des AAV Lebenszyklus nahe.
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2.3.2.3 Abschlieende Diskussion und weiterfiihrende Ergebnisse

Der beim ,,Two-Hybrid-Screening® von cDNA-Bibliotheken aus HelLa Zellen beobachtete
hohe Anteil von PC4-Seqenzen in den als positiv verifizierten Klonen deckt sich mit den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (199) (G. Kroner-Lux und G. di Pasquale,
personliche Mitteilungen). In anschlieBenden Untersuchungen mit einer cDNA Bibliothek aus
nichtinfizierten 293 Zellen (mit den adenoviralen E1A und E1B transformierte embryonale
humane Nierenzelllinie) wurden zusitzlich zum Volllainge-PC4 auch Klone identifiziert,
welche nur die fiir die PC4 Einzelstrang-DNA-Bindungsdomine (ssDBD) kodierenden
Sequenzen enthielten. Dieser Befund bestitigt die Ergebnisse der Mutationsanalyse der fiir
die Rep-PC4 Interaktion erforderlichen Doménen der beiden Proteine. Sowohl im Hefe-
»Iwo-Hybrid*“ System als auch in den GST-Pulldown-Assays mit den gereinigten
Proteinkompnenten war die ssDBD von PC4 notwendig und hinreichend fiir die Bindung an
die groBBen Rep Proteine. Dagegen scheint der Amino-Terminus, der fiir die Funktion von PC4
als transkriptioneller Koaktivator in rekonstituierten Transkriptionssystemen erforderlich ist,
keine Bedeutung fiir die PC4-Rep Interaktion zu haben. Die groBen Rep Proteine binden
bevorzugt, jedoch nicht ausschlieBlich, an die nichtphosphorylierte Form von PC4.
Interessanterweise fiihrte die Uberexpression von exogenem PC4, bei der eine starke
Akkumulation der nichtphosphorylierten, in vitro Transkriptions-aktivierenden Form von PC4
beobachtet wird, zu einer starken Inhibition der AAV Genexpression in Abwesenheit von
Helfervirus. Einschrinkend muss jedoch hinzugefiigt werden, dass dabei auch die
Absolutmenge der phosphoryliertem Form von PC4 stark zunimmt. Diese Ergebnisse und die
spezifische Interaktion der Rep Proteine mit der ssDBD von PC4 weisen darauf hin, dass PC4
an der Regulation des AAV Lebenszyklus moglicherweise bevorzugt iiber seine Funktion als
transkriptioneller Repressor beteiligt ist. Wie bereits erwédhnt, kommt dieser tiber die ssDBD
vermittelten Funktion von PC4 in Bereichen ungepaarter Doppelstrang-DNA, an DNA-Enden
und an Einzelstrang-DNA, die zwei antiparallele Stringe ausbilden, eine entscheidende
Bedeutung zu. Da auch die endstédndigen regulatorischen Genomsequenzen (ITRs) von AAV
solche Strukturen ausbilden, wurde in weiterfithrenden Experimenten zunichst eine mogliche
Bindung von PC4 iiber seine ssDBD an die AAV-ITRs untersucht. Dabei konnte gezeigt
werden, dass sowohl das Volllinge PC4 als auch die isolierte ssDBD in Abwesenheit und
auch in der Gegenwart der groen Rep Proteine an die AAV-ITRs in der Haarnadel-
Konfiguration binden konnen (Abb. 4). Bei intermedidren Konzentrationen von Rep und PC4
kommt es dabei zur Ausbildung trimerer Komplexe auf der AAV-ITR-DNA, wihrend ein
Uberschuss eines der beiden Proteine zu einer Verdringung des jeweils anderen Proteins aus
der Bindung an die ITRs fiihrt.

68



<
g%
L 3
=
o od o0
§=§_§ Repes+ ©  Repés +
orer PC4/® __—saD
PC4/Rep68 | ' }
DNA- —~ “"
Komplexe |___ W
PC4/DNA- \J
Kompexe L

Probe

Nicht
gebundene —— ' " ”
1

2 3 45 6 7 8 91011 1213 14

Abbildung 4: Gemeinsame Bindung von Rep68 und PC4 an die AAV ITRs. Eine **P-markierte
ITR-Probe in der Haarnadel-Konfiguration wurde mit konstanten Mengen von Rep68 (Spuren
3 und 9, Spur 2 mit Rep-AK zur Spezifitditskontrolle) und steigenden Mengen von Volllinge
PC4 (Spuren 4 bis 8) bzw. der isolierten ssDBD von PC4 (Spuren 10 bis 14) inkubiert. Das
Laufverhalten der Rep68/PC4/DNA-Komplexe bzw. der PC4/DNA ist gekennzeichnet.

Ausgehend von diesen Daten konnte im Rahmen einer Diplomarbeit gezeigt werden, dass
PC4 iiber seine ssDBD die fiir die AAV DNA Replikation notwendigen enzymatischen
Aktivitdten der groBen AAV Rep Proteine auf den AAV-ITR’s hemmt, sowohl die ATP
abhingige Helikase-Aktivitdt als auch die sequenz-und strangspezifische Endonuklease-
Aktivitdt (245).

Die aus diesen Befunden abgeleitete Hypothese, dass PC4 auch nach AAV Infektion in
Gegenwart von Helfervirus als Inhibitor der AAV DNA Replikation und Transkription wirken
konnte und dass diese Inhibition durch die Wechselwirkung der groB3en Rep Proteine mit der
PC4-ssDBD aufgehoben wird, wurde im Rahmen einer weiteren Diplomarbeit {iberpriift.

Dabei wurde die endogene PC4 Aktivitdt durch verschiedene, komplementire Anséitze wie
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RNA-Interferenz, Uberexpression der isolierten PC4 ssDBD und Expression trans-dominant-
negativer PC4 Mutanten moduliert (314). Wihrend die Uberexpression der PC4 ssDBD zu
einer deutlichen Inhibition der AAV DNA Replikation und Genexpression fiihrte, was die
obige Hypothese unterstiitzen wiirde, war nach Inhibition der endogenen PC4 Expression
durch siRNA-Vektoren eine starke Konzentrationsabhingigkeit der jeweiligen Effekte zu
beobachten. Intermedidre Konzentrationen der PC4-siRNA-Vektoren fiihrten zu einer
Aktivierung der AAV DNA Replikation und Genexpression, hohere Vektorkonzentration
dagegen eher wieder zu einer Abnahme dieser beiden Teilprozesse der AAV Replikation.
Einschrankend muss gesagt werden, dass auch bei hohen siRNA-Konzentrationen keine
komplette Ausschaltung der endogenen PC4 Proteinsynthese erreicht werden konnte, ein
Hinweis auf mogliche essentielle Funktionen von PC4 bei der Zellproliferation und damit
verbundene autoregulatorische Mechanismen. PC4 ist ein multifunktionelles Protein, dass
einzelne Teilschritte der AAV Replikation wahrscheinlich auch gegenldufig beeinflussen
kann. Eine solche Situation ist fiir den Einfluss von PC4 auf die SV40 DNA Replikation in
vitro beschrieben, bei der PC4 die durch das T-Antigen vermittelte Entwindung der
Replikationsurspriinge verstérkt, aber die RNA-Primer-Synthese und die Elongation durch die
Polymerase delta inhibiert, so dass es in Abhédngigkeit von der Konzentration sowohl als
Aktivator als auch als Inhibitor der DNA Replikation wirken kann (219).

Zusitzlich beeinflusst PC4 die RNA Polymerase II (Pol II) abhingige Genexpression iiber
weitere Mechanismen wie die direkte Inhibition der Phosphorylierung der Pol 11 (258) oder
seine Interaktion mit dem Polyadenylierungsfaktor CstF-64 (28). Seine Interaktion mit TFIIIC
fiihrt ferner zu einer erhohten Prédzision der Transkriptions-Termination und damit zu einer
verstirkten Reinitiation der RNA Polymerase 11l abhdngigen Transkription (304).

Die fiir die Interaktion von Rep mit PC4 erforderlichen Rep Dominen stimmen gréftenteils
mit den fiir die tumorsuppressiven Eigenschaften verantwortlichen Doméidnen der Rep
Proteine iiberein und in der Zwischenzeit gibt es fiir PC4 eine Reihe von Hinweisen auf
mogliche tumorinhibierende Funktionen. So induziert PC4 in ras transformierten humanen
Teratokarzinomzellen iiber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-2 eine Reversion
des transformierten Phanotyps (136). Diese Aktivierung von AP-2 wird durch die ssDBD von
PC4 vermittelt, die an AP-2 binden kann und wahrscheinlich iiber eine Repression der AP-2
Transkription zu einer Authebung der Selbst-Interferenz dieses Transkriptionsfaktors fiihrt
(339). Die ssDBD von PC4 scheint nicht nur an der Regulation der Transkription, sondern
auch an Reparaturprozessen zur Behebung von oxidativen DNA-Schidden wie der
Transkriptions-gekoppelten DNA-Reparatur (TCR) beteiligt zu sein (300). Moglicherweise
fiihrt also eine Reduktion der PC4 Expression zu einem Anstieg der Mutagenese als Folge
von spontanen oder oxidativ bedingten DNA-Schadigungen, was mit einem erhdhten
Tumorrate verbunden wire (113). Weiterhin ist PC4 in der Lage, die Funktion des
Tumorsuppressors pS3 zu verstdrken (5) und p53 wiederum fiihrt {iber den p53-reponsiven
PC4 Promotor zu einer verstirkten PC4-Expression (142). Da die groBen Rep Proteine

ebenfalls mit p53 interagieren (14), ergibt sich ein vielféltiges Geflecht von mdglichen
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funktionellen Wechselwirkungen. Das Gen fiir PC4 wurde auf dem menschlichen
Chromosom 5p13 kartiert. Diese Region zeigt in vielen Blasen-und Lungentumoren einen
Verlust der Heterozygositit (315), ein weiterer indirekter Hinweis auf eine mogliche
tumorsuppressive Funktion von PC4.

2.3.3 Regulation der Stabilitiit der grolen AAV-2 Rep Proteine Rep78 und Rep68 durch
Modifikation mit dem ,,Small Ubiquitin like Modifier* (SUMO-1)

Originalarbeit:

Stefan Weger, Eva Hammer und Regine Heilbronn

The half-life of the large regulatory protein Rep78 of adeno-associated virus type 2 (AAV-2)
is regulated through SUMO-1 modification

Virology. 2004 Dez; 330 (1), 284-294.

2.3.3.1 Einfiihrung

Wie beschrieben (siehe Abschnitt 2.3.2), enthielten die meisten der positiven Klone, die mit
dem Hefe ,,Two-Hybrid*“-System in cDNA-Bibliotheken aus nicht-infizierten HeLa Zellen als
Rep Interaktionspartner identifiziert werden konnten, Sequenzen des transkriptionellen
Koaktivators PC4. Um weitere mogliche Rep Interaktionspartner zu identifizieren, wurden
daher die ungefdhr 200 positiven Klone aus dem ,,Screen mit der Rep M172/530 Mutante
einer Kolonie-Hybridisierung mit einer PC4-Hybridisierungsprobe unterworfen. Dabei zeigte
sich, dass nur drei der Klone keine Nukleinsduresequenzen aufwiesen, die entweder identisch
oder sehr eng verwandt mit PC4 waren. Zwei dieser Klone enthielten als Fusionspartner der
Gal4-Aktivierungsdomine den vollstindigen Leserahmen des SUMO-1 E2 konjugierenden
Enzyms UBC9.

UBC9 ist das einzige E2 konjugierende Enzym fiir SUMO, den ,,Small Ubiquitin-like
Modifier* (126). Bislang sind in Saugerzellen insgesamt vier SUMO Polypeptide identifiziert
worden, die als SUMO-1 bis SUMO-4 bezeichnet werden. (338). Das bisher am besten
charakterisierte SUMO-1 besteht aus 101 Aminosduren und weist wie auch die anderen
SUMO Polypeptide bei einer Sequenzhomolgie von 18 % eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
zu Ubiquitin auf (15). Nach Abspaltung der vier endstdndigen Aminosiduren durch eine
spezifische Hydrolase und damit verbundener Exposition eines Carboxy-terminalen Di-
Glycin Motivs wird es in Analogie zum Ubiquitin iiber eine Kaskade von E1 aktivierendem
Enzym Aos-1/Uba2 (127), dem E2 konjugierenden Enzym UBC9 und verschiedenen E3
Ligasen mit der endstindigen Aminogruppe von Lysin-Seitenketten des Zielproteins
verkniipft. Fiir eine basale Modifikation von SUMO-1 Zielproteinen in rekonstituierten in
vitro Systemen sind das SUMO-1 aktivierende Enzym Aos-1/Uba2 und das E2 konjugierende
Enzym UBC9 ausreichend. Viele SUMO-1 Substrate werden dabei an einem Lysinrest
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innerhalb der Konsensussequenz yKXE modifiziert (wobei es sich bei 9 um eine grof3e
hydrophobe und bei X um eine beliebige Aminosdure handelt) (243). UBC9 bindet {iber eine
Region um den aktiven Cystein-Rest an Aminosdureposition 93, der fiir die Thioesterbildung
mit SUMO-1 erforderlich ist, direkt an diese Konsensussequenz (18, 251). Eine zweite UBC9
Region bindet SUMO und ist an dessen Transfer vom E1 aktivierenden Enzym beteiligt
(283). Jedoch wird die SUMO-Modifikation spezifischer Substrate in Analogie zum
Ubiquitin-System durch E3 Ligasen deutlich verstirkt (125, 187). In ihren funktionellen
Auswirkungen unterscheiden sich die Modifikation mit Ubiquitin (Ubiquitinierung) und die
Modifikation mit SUMO (SUMOlierung) deutlich. Die Modifikation von Proteinen mit
bestimmten Arten von Polyubiquitin-Seitenketten (Verzweigung iiber den Lysin-Rest an
Aminosdureposition 48 des Ubiquitins) dient als sekundéres Degradationssignal, welches die
modifizierten Proteine dem Abbau im 26S Proteasom zufiihrt (225). Dagegen wurde der
SUMOlierung bisher keine Rolle beim proteolytischen Abbau von Proteinen zugeschrieben
(91, 125, 187) (sieche aber Abschnitt 2.3.7). Stattdessen moduliert die SUMOlierung die
funktionellen Eigenschaften des Zielproteins wie beispielsweise die intrazelluldre
Lokalisation, die transkriptionelle Aktivitdt und die Wechselwirkung mit anderen Proteinen.
Dadurch ist sie ma3geblich an der Regulation einer ganzen Reihe von zelluldren Prozessen
einschlielich der Genexpression, dem Kerntransport, der Zellzyklusprogression,
verschiedenen Signaltransduktionswegen und DNA-Reparaturprozessen, beteiligt (125, 187,
265, 338). Ein funktionelles SUMOlierungs-System ist essentiell fiir die genomische und
chromosomale Stabilitit (205). Fiir viele der zelluldren und viralen Proteine, die als
Interaktionspartner von UBC9 identifiziert wurden, konnte in nachfolgenden Untersuchungen
eine SUMOIlierung nachgewiesen werden (186). Auch fiir die groBen AAV-2 Rep Proteine
Rep78 und Rep 68 konnten wir eine SUMO-1 Modifikation zeigen. Als hauptsidchliche
Akzeptorstelle dient dabei der Lysinrest an Aminosdureposition 84, der jedoch nicht
vollstindig der Konsensussequenz entspricht. Der Austausch dieses Lysinrestes gegen
Arginin fiihrt zu einer stark verminderten Stabilitit des mutierten Rep78 Proteins, hat jedoch
im Kontext einer produktiven Infektion in Anwesenheit von Adenovirus als Helfer keinen
Einfluss auf die AAV DNA Replikation, die Genexpression oder die Bildung infektidser
Viruspartikel.
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is regulated through SUMO-1 modification
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2.3.3.3 Abschlieffende Diskussion

Die groflen AAV-2 Rep Proteine Rep78 und Rep68 interagieren mit dem SUMO-1
konjugierenden Enzym UBC9 unter Beteiligung ihrer Amino-terminalen DNA-
Bindungsdoméne und werden auch hauptsichlich innerhalb dieser Doméne am Lysinrest an
Aminosdureposition 84 mit SUMO-1 modifiziert. Der Sequenzabschnitt um diesen Lysinrest
entspricht nicht der Konsensussequenz yKXE, hingegen ist der Lysinrest an
Aminosédureposition 447, der in eine solche Konsensussequenz eingebettet ist, nur in
untergeordnetem Ausmal} an der SUMOlierung der Rep Proteine beteiligt. Eine dhnliche
Situation wurde bei einer Reihe von anderen Proteinen beobachtet, so beispielsweise beim
Replikations-Prozessivititsfaktor PCNA, der hauptsidchlich an einer TKET-Sequenz an
Position 164 modifiziert wird, wihrend die Konsensussequenz an Position 127 nur bei
Punktmutation der hauptsdchlichen Akzeptorstelle genutzt wird (112). Auch eine Reihe von
anderen Proteinen wie der Transkriptionsfaktor TEL, das PML (promyelocytic leukemia
protein) und das BZLF1 Protein des Epstein Barr Virus (EBV) werden an Nichtkonsensus-
Sites modifiziert (1, 36, 133). Dariiber hinaus sind eine Reihe von Proteinen beschrieben, die
auch nach Mutation samtlicher Konsensus-Sites noch modifiziert werden kénnen (128, 191,
238). Ob SUMO-1 E3 Ligasen bei der SUMOlierung von Zielproteinen mit Nichtkonsensus-
Akzeptorstellen eine stirkere Rolle spielen als bei der SUMOIlierung einer Konsensus-
Zielsequenz, wie man auf Grund der direkten Interaktion des E2 Enzyms UBC9 mit dieser
Konsensus-Sequenz vielleicht vermuten kdnnte, ist bisher nicht bekannt. Uber die an der
SUMOlierung der groBBen Rep Protein beteiligten E3 Ligasen gibt es bislang ebenfalls keine
experimentellen Erkenntnisse. Ein mdglicher Kandidat wire neben den bereits gut
charakterisierten SUMO-1 E3 Ligasen wie der PIAS Protein Familie (protein inhibitors of
activated STAT) (129, 248, 260) das DNA Topoisomerase I (TOP1) interagierende Protein
Topors, welches wir ebenfalls als Rep interagierendes Protein identifiziert haben (sieche
Abschnitt 2.3.4) und fiir welches wir SUMO-1 E3 Ligase Aktivitéit fiir p5S3 und TOP1
nachweisen konnten (sieche Abschnitte 2.3.6 und 2.3.7). Diese Fragestellung soll in
zukiinftigen Experimenten gekldrt werden. Auch die Frage nach den molekularen
Mechanismen fiir die verminderte Stabilitit der weitgehend SUMOlierungs-negativen Rep78-
K84R Punktmutante kann im Augenblick noch nicht endgiiltig beantwortet werden. Fiir eine
mogliche Kompetition zwischen SUMOlierung und Ubiquitinierung um den modifizierten
Lysin-Rest analog zur Situation beim Inhibitor Ix B (63), der die Retention des
Transkriptionsfaktors NFkB im Zytoplasma vermittelt, gibt es bisher keine Anhaltspunkte.
Auch scheint die Konformation der SUMOlierungs-negativen Rep Mutante gegeniiber dem
Wildtyp Protein nicht sehr stark verdndert zu sein, da die fiir die verschiedenen Teilschritte
der produktiven AAV Replikation erforderlichen Rep Aktivititen wie DNA-Bindung,
Helikase- und Endonuklease-Aktivitit offensichtlich nicht beeintrdchtigt sind. Daher spielt
die SUMOlierung der Rep Proteine wahrscheinlich eher eine Rolle bei der latenten AAV
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Infektion in Abwesenheit von Helfervirus, bei der die Stabilitdt der Rep Proteine auf Grund

der niedrigen Expressionsrate von groflerer Bedeutung ist.

2.3.4 Interaktion der grolen AAV-2 Rep Proteine Rep78 und Rep68 mit dem p53 und

Topoisomerase I bindenden Protein Topors

Originalarbeit:

Stefan Weger, Eva Hammer und Regine Heilbronn

Topors, a p53 and topoisomerase | binding protein, interacts with the adeno-associated virus
(AAV-2) Rep78/Rep68 proteins and enhances AAV-2 gene expression

J Gen Virol. 2002 Mirz; 83 (Pt 3), 511-516.

2.3.4.1 Einfiihrung

Ein weiterer PC4-negativer Klon, der beim ,,Screening® einer cDNA-Bibliothek aus
nichtinfizierten HeLa Zellen als Rep Interaktionspartner identifiziert werden konnten, enthielt
die 192 Carboxy-terminalen Aminosduren von Topors, einem zelluliren RING-Finger
Protein. Topors war kurz zuvor unabhéngig von zwei Gruppen erstmals beschrieben worden.
Haluska et al. konnten Topors als Bindungspartner der DNA-Topoisomerase [ (87)
identifizieren, wodurch dieses Protein mit einer Gesamtlinge von 1045 Aminosduren auch
seine heute gebriuchliche Bezeichnung erhalten hat (Topors fiir Topoisomerase I bindendes,
RS-reiches Protein) (87). Zhou et al. hatten ein Amino-terminal um 230 Aminsduren
verkiirztes Polypeptid als Interaktionspartner des Tumorsuppressorproteins p53 kloniert (343)
und als p53BP3 bezeichnet. In beiden Studien wurde zur Identifizierung ein Hefe ,,Two-
Hybrid“-System verwendet und im Fall der DNA Topoisomerase I (im Folgenden als TOP1
bezeichnet) wurde die Interaktion zwischen den beiden Proteinen zusitzlich durch GST-
Pulldown-Assays bestdtigt. Beide Arbeiten beschreiben eine nicht-homogene Lokalisation
von Topors in ca. 10 bis 30 piinktchenféormigen Doménen im Nukleus, wobei diese
Untersuchungen mit Hilfe von Topors-Fusionsproteinen mit dem Green Fluorescent Protein
(GFP) durchgefiihrt wurden. Aus keiner der Arbeiten ergaben sich jedoch zunichst weitere
Aufschliisse iiber eine mogliche Funktion des Proteins.

Im Anschluss an die initiale Identifizierung von Topors als Interaktionspartner der grof3en
Rep Proteine wurde zunidchst eine detaillierte Kartierung der dafiir notwendigen Rep und
Topors Doménen vorgenommen. Eine direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen
konnte in GST-Pulldown-Assays bestitigt werden. Topors Uberexpressionsstudien wiesen
dhnlich wie bei PC4 auf eine mogliche Funktion bei der Regulation der AAV Genexpression
in Abwesenheit von Helfervirus hin. Im Gegensatz zu den bei PC4 beobachteten
inhibitorischen Effekten konnte fiir Topors jedoch eine deutliche Stimulation der AAV

Genexpression nachgewiesen werden.
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2.3.4.3 Abschlielende Diskussion

Fiir die Interaktion von Topors mit den groBen Rep Proteinen ist eine zwischen den
Aminosduren 871 und 917 lokalisierte Sequenz im Carboxy-terminalen Teil von Topors
erforderlich und ausreichend. Interessanterweise ist der gleiche Abschnitt auch an der
Interaktion von Topors mit dem Tumorsuppressorprotein p53 beteiligt, jedoch wurde in
Ubereinstimmung mit den publizierten Ergebnissen von Zhou et al. (343) eine zweite p53-
Bindungsstelle im zentralen Teil des Protein zwischen den Aminosduren 415 und 737
identifiziert. Durch Kotransfektion mit einem infektiosen AAV-Genom konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von Topors zu einer deutlichen Stimulation der Synthese der
regulatorischen (Rep) und Strukturproteine (Cap) in Abwesenheit von Helfervirus fiihrt. Die
in der Arbeit publizierten Ergebnisse erlauben jedoch keine Riickschliisse iiber die
Mechanismen der Topors vermittelten Transaktivierung der AAV Genexpression. Wihrend
die Arginin-Serin-(RS) reiche Doméne einen Hinweis darauf gibt, dass Topors
moglicherweise am mRNA-Spleiing beteiligt ist, fehlt ihm die fiir Splei3-Faktoren
charakteristische RNA-Bindungsdoméne (76, 334). Das Vorliegen von insgesamt 5 PEST-
Sequenzen innerhalb des Topors Leserahmens weist darauf hin, dass es sich bei Topors
wahrscheinlich um ein relativ kurzlebiges Protein mit regulatorischer Funktion handelt.
PEST-Sequenzen, charakteristische Sequenzmotive mit den Aminosduren Prolin, Glutamat,
Serin und Threonin, sind als regulatorische Elemente entscheidend an der Proteasom
vermittelten Degradation von Proteinen beteiligt (240). Indirekte Hinweise auf eine
verminderte Stabilitdt von Topors ergaben sich ferner aus dem relativ geringen Protein-
Expressionsniveau nach Transfektion von verschiedenen Topors-Konstrukten in
eukaryotische Zellen unter der Kontrolle sehr starker Promotoren wie der frithen

Promotor/Enhancer Region des Humanen Cytomegalievirus (HCMV).

2.3.5 Modifikation von Topors mit dem Ubiquitin-dhnlichen Polypeptid SUMO-1 (small

ubiquitin-like modifier)
Originalarbeit:

Stefan Weger, Eva Hammer und Markus Engstler

The DNA topoisomerase | binding protein topors as a novel cellular target for SUMO-1
modification: characterization of domains necessary for subcellular localization and
sumolation

Exp Cell Res. 2003 Okt; 290 (1), 13-27.
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2.3.5.1 Einfiihrung

Kim et al. haben erstmals darauf aufmerksam gemacht (139), dass PEST-Sequenzen nicht nur
malgeblich an der Proteasom vermittelten Degradation von Proteinen beteiligt sind, sondern
auch charakteristisch sind fiir Proteine, die mit dem Ubiquitin-dhnlichen Peptid SUMO-1
(small ubiquitin-like modifier) modifiziert werden konnen. Topors enthélt verteilt iiber das
Protein insgesamt flinf PEST-Sequenzen. Ferner machten wir die Beobachtung, dass Topors
nach Infektion mit Adenovirus, einem Helfervirus fiir die produktive AAV Infektion,
innerhalb des Zellkerns eine charakteristische Umverteilung von piinktchenférmigen in lang
gezogene, fadenformige Strukturen durchlduft. Diese erinnerte sehr stark an die durch
Adenovirus Infektion induzierte Verdnderung der subzelluliren Lokalisation des PML
Proteins (65), der Hauptkomponente der so genannten ,,PML oncogenic domains* (PODs).
PODs sind subnukledre Strukturen, denen eine Beteiligung an sehr vielen nukledren
Aktivititen wie Transkriptionsregulation (341), DNA Reparatur (59), Apoptose (282) und
Tumorsuppression (250) zugesprochen wird. PML wird an drei Lysinresten mit SUMO-1
modifiziert (67, 134) und diese SUMOlierung ist Voraussetzung fiir die Bildung der PODs
(159, 340) und die Rekrutierung weiterer Proteine wie dem transkriptionellen Korepressor
Daxx (121) in diese subnukledren Strukturen. Daxx und viele weitere Proteine, die mit den
PODs assoziieren konnen, so unter anderen der transkriptionelle Koaktivator CBP (23), p53
(74) oder der p53-Regulator Mdm?2 (152), werden ebenfalls SUMOliert.

Ausgehend von diesen indirekten Hinweisen sollte zunédchst eine mdgliche SUMOlierung von
Topors untersucht und in weiterfithrenden Experimenten dann die Rolle der SUMOlierung bei
der Bildung der subnukledren Topors Strukturen charakterisiert werden. Ferner sollte eine
mogliche Assoziation dieser Strukturen mit den PODs und anderen subnukledren Doménen
wie den Spliceosomen untersucht werden. Spliceosomen sind selber mit den PODs assoziert
und enthalten hauptsdchlich Faktoren, die an der RNA Prozessierung beteiligt sind.

Erste Evidenzen fiir eine mogliche SUMO-1 Modifikation von Topors erhielten wir durch den
Nachweis der Wechselwirkung von Topors mit SUMO-1 und dem SUMO-1 konjugierenden
Enzym UBC9 mit Hilfe des Hefe ,,Two-Hybrid*“-Systems. Die Modifikation von Topors mit
mehreren SUMO-1 Resten konnte dann in einem zelluldren System nach Uberexpression
eines Fluoreszenz-getaggten SUMO-1 Proteins nachgewiesen werden. Die fiir die
SUMOlierung notwendigen Proteindoménen wurden im Detail charakterisiert und es konnte
gezeigt werden, dass Topors unabhingig von seiner SUMO-1 Modifikation in den
plinktchenformigen subnukledren Strukturen lokalisiert ist. Die Bildung dieser subnukledren
Topors-Strukturen, die in Fluoreszenz-Studien sehr eng mit den PODs assoziiert waren, wird

jedoch durch die Uberexpression von SUMO-1 verstirkt.
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2.3.5.3 Abschlieffende Diskussion

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Validitdt der Hypothese von Kim et al. (139), dass PEST
Sequenzen moglicherweise ein relativ generelles Merkmal von SUMOlierungs-Substraten
sind. Wahrend jedoch bei der von Kim et al. untersuchten HIPK2 (homeodomain-interacting
protein kinase 2) die PEST-Sequenz fiir die Interaktion mit UBC9 erforderlich ist, sind die
PEST-Sequenzen von Topors nicht direkt an den Wechselwirkungen mit UBC9 oder SUMO-
1 beteiligt. Auch fiir die Interaktionen von p53 (83) und dem PML Protein (67) mit UBC9
sind deren PEST Motive nicht essentiell. Interessanterweise befinden sich jedoch vier der fiinf
Topors PEST Motive in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Doménen, welche die Interaktion
mit UBC9 und SUMO-1 vermitteln. Eine attraktive alternative Erklarungsmoglichkeit fiir das
Vorkommen von PEST Sequenzen in SUMO-Zielproteinen sind die darin enthaltenen SP/TP
Motive (186), die als minimale Erkennungssequenzen fiir Serin- und Threoninkinasen dienen
konnen. Die Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten spielt nicht nur eine
entscheidende Rolle bei der Ubiquitinierung von Proteinen, sondern reguliert in vielen Féllen
auch die SUMOlIierung. So induziert die Phosphorylierung von IkB an den Serinresten 32 und
36 die Ubiquitinierung und damit die Degradation des Proteins, wihrend die SUMOlierung
am gleichen Lysinrest als Gegenspieler der Ubiquitinierung durch die Phosphorylierung
inhibiert wird (63). Im Gegensatz dazu stimuliert die Phosphorylierung der MEF2C (myocyte
enhancer factor) Transkriptionsfaktoren an SP-Motiven ithre SUMOIlierung und fiihrt damit zu
einer Transkriptionsrepression (73, 85, 135, 267). Auch im Falle des HSF1 (heat shock factor
1) fithrt die Phosphorylierung am Serinrest 303 mit nachfolgender SUMOIlierung am eng
benachbarten Lysinrest 298 zu einer Inhibition der transkriptionellen Aktivierung von HSF1-
responsiven Genen (108, 110). Ein gemeinsames, zweiteiliges Motiv, bestehend aus einer
SUMOlierungs-Konsensus-Sequenz und einer eng benachbarten SP-Sequenz, das so genannte
PDSM (,,phosphorylation-dependent sumoylation motif) wurde in vielen SUMO-
Zielproteinen identifiziert, die durch sequentielle Phosphorylierung und SUMOlIlierung
reguliert werden (109, 333).

Topors scheint an mehreren Akzeptor-Stellen mit SUMO-1 modifiziert zu werden. Auch nach
Punktmutation aller drei Konsensus-Sites wurde noch eine deutliche residuale Modifikation
mit mehreren SUMO-1 Resten gefunden. Wie bereits in Abschnitt 2.3.3 ausgefiihrt, wurden
dhnliche Beobachtungen auch fiir andere Proteine wie das Mdm2 gemacht (191). In
Ermangelung einer SUMOlierungs-negativen Topors Punkmutante konnen die funktionellen
Auswirkungen der SUMO-1 Modifikation nicht endgiiltig bewertet werden. Das stark erhohte
Expressionsniveau von exogenem Topors nach Koexpression von SUMO-1 weist jedoch
sowohl auf eine geringe Stabilitdt des Proteins im nicht-modifizierten Zustand als auch eine
mogliche Stabilisierung des Proteins durch die SUMOIlierung hin. Zur Kldrung dieses
Sachverhalts sind fiir die Zukunft Puls-Chase Experimente zur direkten Bestimmung der

Halbwertszeit von Topors geplant.
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Wihrend die Lokalisation von Topors in den POD-assoziierten Strukturen nicht prinzipiell
abhingig zu sein scheint von seiner SUMOlierung, so kommt es doch nach Koexpression von
SUMO-1 zu einer wesentlich stirkeren Akkumulation von Topors in diesen Strukturen, die
auch in ihrer GroBe deutlich zunehmen. In einer parallelen Studie konnten Rasheed et al.
(239) ebenfalls zeigen, dass Topors sehr eng mit den PODs assoziiert ist, exogene Topors
Proteine aber keine vollstindige Kolokalisation mit PML zeigen. Fiir das endogene Topors
war jedoch die Uberlappung mit den PODs noch stirker ausgeprigt und die Bildung der
Topors Strukturen ist PML-abhingig. Ahnliche Beobachtungen wurden fiir andere PML
assoziierte Proteine wie Sp100 (69) und CBP (292) gemacht. Neue Befunde von Shen et al.
(268) haben nun zu einem verbesserten Verstdndnis der Assemblierung der PODs und der
Rolle der SUMOlierung von PML und anderen Komponenten bei diesem Prozess gefiihrt.
Basierend auf der Identifizierung eines fiir die Bildung der PODs erforderlichen SUMO
Interaktions-Motives (SIM) in PML wurde ein Modell vorgeschlagen, in welchem PML iiber
dieses SIM nicht-kovalent an SUMOlierte Proteine einschlieBlich PML selbst bindet. Multiple
PML Molekiile kdnnen so miteinander interagieren und ein makromolekulares Netzwerk
bilden, an welches andere Proteine in Abhidngigkeit von threm SUMOlierungs-Status
und/oder der Prdsenz eines SIMs in dynamischer Weise rekrutiert werden konnen. Da Topors
ebenfalls zumindest ein SIM enthilt (sieche auch Abschnitt 2.3.7), konnte dies die
SUMOlierungs-unabhédngige Assoziation mit den PODs erkléren.

Die PODs sind an sehr vielen nukledren Aktivititen wie Transkriptionsregulation (341), DNA
Reparatur (59), Apoptose (282) und Tumorsuppression (250) beteiligt. Trotzdem ist ihre
genaue Funktion immer noch Gegenstand von Kontroversen und verschiedene Modelle
wurden zur Diskussion gestellt. Im ersten Modell (207) werden sie als Aggregate von
iiberschiissigen nukeoplasmatischen Proteinen betrachtet, aus denen diese Proteine bei Bedarf
freigesetzt werden konnen. Im zweiten Modell werden sie als Kompartimente fiir die post-
translationale Modifikation und Degradation von Proteinen verstanden, was durch Befunde
zur Acetylierung und Phosphorylierung von p53 in den PODs unterstiitzt wird (55, 114). Das
dritte Modell schldgt vor, das in den PODs und/oder an ihrer Peripherie spezifische
molekulare Prozesse wie Transkription und DNA Replikation ablaufen. Belege fiir eine
solche Funktion sind der Nachweis naszierender RNA (22) in der Peripherie der PODs und
die Assoziation der PODs mit Transkriptions-aktiven chromosomalen Regionen (298). Die
Assoziation von Topors mit den PODs erdffnet die Moglichkeit der Beteiligung an einer
Reihe von molekularen Prozessen, entweder direkt oder indirekt iiber die Modifikation
anderer POD Komponenten. Solche Topors-vermittelten Modifikationen von
Interaktionspartnern wie p53 und der TOP1 sind in den nidchsten Abschnitten dargestellt.
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2.3.6 Funktionelle Charakterisierung von Topors als SUMO-1 Ligase fiir das

Tumorsuppressorprotein p53
Originalarbeit:

Stefan Weger, Eva Hammer, und Regine Heilbronn
Topors acts as a SUMO-1 E3 ligase for p53 in vitro and in vivo
FEBS Lett. 2005 Sep; 579 (22), 5007-5012.

2.3.6.1 Einfiihrung

Topors bindet an zwei Komponenten der SUMOlierungs-Maschinerie, an SUMO-1 und an
das SUMO-1 konjugierende E2 Enzym UBC9 (Abschnitt 2.3.5). Die Uberexpression von
Topors induziert in dhnlicher Weise wie die Uberexpression von UBC9 die Akkumulation
von exogenem SUMO-1 in plinktchenféormigen subnukledren Strukturen, wobei eine praktisch
vollstdndige Kolokalisation von Topors mit dem exogenen SUMO-1 beobachtet wird. Die
subnukledren Topors-Strukturen sind eng mit den PODs assoziiert. Die Relokalisation von
exogenem SUMO-1 aus dem Nukleoplasma in die subnukledren Topors-Strukturen wird
dabei auch durch Topors Deletionsmutanten induziert, die selbst nicht mehr mit SUMO-1
modifiziert werden konnen. Dieser Befund deutete auf eine Beteiligung von Topors an der
SUMOlierung anderer Proteine, d.h eine modgliche SUMO-1 E3 Ligase Funktion hin.
Wihrend fiir eine basale Modifikation von SUMO-1 Zielproteinen in rekonstituierten in vitro
Systemen das SUMO-1 aktivierende Enzym Aos-1/Uba2 und das E2 konjugierende Enzym
UBC9 ausreichend sind, wird die SUMOlierung spezifischer Substrate in Analogie zum
Ubiquitin-System durch E3 Ligasen deutlich verstirkt (125, 187). Im Gegensatz zum
Ubiquitin-System, bei dem bereits eine Vielzahl von E3 Ligasen identifiziert wurden, die in
der Regel an der Modifikation von nur einem oder sehr wenigen spezifischen Substraten
beteiligt sind (224), wurden jedoch bisher nur wenige SUMO-1 E3 Ligasen charakterisiert
und deren Substratspezifitit ist nur schwach ausgeprigt. Eine Klasse von Ubiquitin E3
Ligasen zeichnet sich durch ein gemeinsames RING Finger Motiv aus, welches als
molekulares Strukturgeriist zur Ubertragung des Ubiquitin-Restes vom E2 Enzym auf das
Zielprotein dient (224). Eine Variante dieses Motivs, als SP-RING Motiv bezeichnet (111),
findet man auch bei einer Familie von SUMO-1 E3 Ligasen, den PIAS Proteinen (129, 248,
260). Fiir die E3 Ligase Aktivitédt der PIAS Proteine, die unter anderem die SUMOlierung des
Tumorsuppressorproteins pS3 verstirken konnen, ist deren SP-RING Finger Motiv essentiell.
Andere identifizierte SUMO-1 E3 Ligasen wie das Nukleoporin RanBP2 (223) und das
Polycomb Protein Pc2 (128) enthalten hingegen kein RING Finger Motiv. In der
nachfolgenden Originalarbeit wurde zunéchst gezeigt, dass Topors iiber eine zentrale
Doméne, d.h. unabhédngig von seinem im Amino-terminalen Teil des Proteins lokalisierten
RING Finger Motiv, die Akkumulation von hochmolekularen SUMO-1 Aggregaten in
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Kulturzellen induzieren kann. Zur weiteren Untersuchung der potentiellen Topors SUMO-1
E3 Ligase Aktivitit wurde dann aus verschiedenen Griinden p53 ausgewidhlt. Zum einen
handelt es sich bei p53 um ein gut charakterisiertes SUMO-1 Substrat, welches praktisch
ausschlieBlich an einer einzigen Lysin-Akkzeptorstelle an Aminosdureposition 386
modifiziert wird. Zum anderen war p53 bereits als Topors Interaktionspartner (343)
beschrieben worden und von uns eine detaillierte Analyse der dafiir notwendigen Topors
Dominen durchgefiihrt worden (307) (Abschnitt 2.3.4).
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Stefan Weger, Eva Hammer, und Regine Heilbronn
Topors acts as a SUMO-1 E3 ligase for p53 in vitro and in vivo
FEBS Lett. 2005 Sep; 579 (22), 5007-5012.
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2.3.6.3 Abschlieende Diskussion und weiterfiihrende Ergebnisse

Topors erfiillt die verschiedenen Kriterien fiir eine SUMO-1 E3 Ligase. Es bindet sowohl an
das SUMO-1 E2 konjugierende Enzym UBC9 als auch an SUMO-1 (306) (Abschnitt 2.3.5)
und interagiert mit dem Substrat der SUMOlierung, p53 (307, 343). Es ist in der Lage, die
SUMOlierung von p53 in vitro mit gereinigten Proteinkomponenten und in vivo nach
Uberexpression von SUMO-1 zu stimulieren. Eine SUMO-1 E3 Ligase Aktivitit von Topors
fiir p53 und weitere Proteine wie DJ1 und den Chromatin-assozierten Faktor Sin3A konnte in
der Zwischenzeit von anderen Gruppen bestitigt werden (230, 270). Obwohl Topors ein
RING Finger Motiv enthilt, ist dieses im Gegensatz zu den bei den PIAS Proteinen
gemachten Beobachtungen fiir dessen SUMO-1 E3 Ligase Aktivitdt nicht erforderlich.
Ausreichend sind vielmehr die im zentralen Teil des Proteins lokalisierten Aminosduren 437
bis 555, die auch an der Bindung von SUMO-1 und p53 beteiligt sind. In Ubereinstimmung
mit der postulierten generellen Funktion von RING Finger Proteinen als E3 Ligasen (171)
konnte jedoch neben der von uns beschriebenen SUMO-1 E3 Ligase Aktivitdt von der
Arbeitsgruppe um Eric Rubin auch eine RING Finger abhédngige Ubiquitin E3 Ligase-
Aktivitit von Topors fiir p53 nachgewiesen werden (236). Die Topors vermittelte
Polyubiquitinierung von p53 war jedoch im Vergleich zur Ubiquitin E3 Ligase Aktivitdt von
Mdm2, dem hauptsédchlichen zelluldren Regulator der p53 Konzentration (189), nur schwach
ausgepragt. Dies wirft die Frage auf, ob p53 das physiologische Substrat fiir die Ubiquitin E3
Ligase Aktivitdt von Topors darstellt. Fiir das Drosophila Homologe des humanen Topors,
dTopors, konnte ebenfalls eine Ubiquitin E3 Ligase Aktivitidt nachgewiesen werden, jedoch
nicht fiir das p53 Homologe Dmp53, sondern nur fiir das Hairy bHLH Repressorprotein
(264). Die Interaktion zwischen Topors und p53 dagegen ist in Drosophila konserviert. Auch
wir konnten deutliche Hinweise auf eine RING-Finger abhédngige Ubiquitin E3 Ligase
Aktivitdt von Topors erhalten. So kam es nach Expression des Topors Wildtyp-Proteins zu
einer starken Akkumulation und Kolokalisation von Polyubiquitin (Abb. 5). Nach Expression
von Topors Proteinen mit einer Deletion des gesamten RING Finger Motivs (Aminosduren
101 bis 143) bzw. RING-Finger-Punktmutanten war eine solche Akkumulation hingegen
nicht zu beobachten. Topors besitzt damit als erstes bisher beschriebenes Protein sowohl eine
RING Finger abhingige Ubiquitin E3 Ligase Aktivitit als auch eine RING-Finger
unabhingige SUMO-1 E3 Ligase Aktivitit.

Zu den funktionellen Auswirkungen dieser Aktivitidten auf zelluldre Prozesse und dabei
insbesondere auf die p53 Konzentration und Aktivitdt ergibt sich bisher ein nur
unvollstdndiges und teilweise auch in sich widerspriichliches Gesamtbild. Verschiedene
Befunde weisen eine Funktion von Topors als p53 abhingiger Tumorsuppressor hin. So
wurde eine stark verminderte Konzentration der Topors-mRNA und des Topors-Proteins in
Adenokarzinomen des Kolons im Vergleich zu gesundem Kolongewebe beobachtet (249) und
auch bei der Progression von kleinzelligen Lungenkarzinomen (SCLC) und der Bildung vom
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Metastasen kommt es zu einer kontinuierlichen Abnahme der Abundanz der Topors mRNA
(218).

YFP- Poly- Beide
Topors Ubiquitin Kanale

Wild-
typ
C

RING- |
Del ;
F
RING-
P1

Abbildung 5: Topors-vermittelte Induktion der Akkumulation von kolokalisierendem

Polyubiquitin. Hela Zellen wurden mit verschiedenen GFP-Topors Konstrukten transfiziert,
deren Lokalisation anhand ihrer Autofluoreszenz verfolgt werden kann. Polyubiquitin wurde
mittels Immunfluoreszenz (monoklonaler Antikérper FK2) nachgewiesen. Beim Wildtyp-
Protein ist im unteren Teil eine typische nicht transfizierte Zelle dargestellt (4-C), die keine
Akkumulationen von Polyubiquitin aufweist. Beim Topors RING-Del Konstrukt ist das
gesamte RING Finger Motiv deletiert, bei RING-P1 sind die beiden letzten Cystein-Reste des
Motivs zu Alanin punktmutiert. Fiir Topors-RING-Del (D-E) und RING-P1 (G-1) sind die
wenigen, eher untypischen Zellen dargestellt, die zumindest geringe Akkumulationen von

Polyubiquitin aufweisen, ohne dass diese jedoch mit Topors kolokalisieren.

Das Topors-Gen wurde auf dem Chromosomenabschnitt 9p21 kartiert (51), einem Lokus, der
einen Verlust der Heterozygositit (LOH) in 86% aller SCLCs aufweist (138). Nach
Expression von GFP-Topors Fusionsproteinen zeigen HelLa Zellen eine stark verminderte
Proliferation mit einem Arrest in der Go/G;Phase des Zellzyklus (249). Dieser Effekt ist

unabhéngig von der Topors Ubiquitin E3 Ligase Aktivitit, da er auf die Region zwischen den
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Topors Aminosduren 540 bis 704 eingegrenzt werden konnte. Diese stimmt weitgehend mit
einer der beiden p53 bindenden Dominen von Topors iiberein (307, 343). Die Uberexpression
von murinem Topors, welches 86% identisch ist mit dem humanen Gegenstiick, fiihrt zu einer
Stabilisierung von p53, einer Erhéhung der p53-abhingigen Transkription der p21%V*",
MDM2 und bax Promotoren, und resultiert ebenfalls in einer Inhibition des Zellwachstum
durch G1-Arrest und Induktion der Apoptose (167). Im teilweisen Widerspruch dazu scheint
die RING-Finger abhédngige Ubiquitin E3 Ligase Aktivitidt von Topors fiir p53 zu stehen, die
Proteasom-abhédngig zu einer verminderten Konzentration von p53 fiihrt (236). Wie bereits
angemerkt, ist jedoch die Ubiquitin E3 Ligase Aktivitidt von Topors fiir pS3 im Vergleich zu
der des Mdm?2 Proteins relativ schwach ausgeprédgt. Auch fiihrt die Ubiquitinierung von p53
nicht zwangslidufig zu dessen Degradation im 26S Proteasom. Nur die Mdm?2 vermittelte
Poly-Ubiquitinierung dient als Degradationssignal (165), wahrend die Mono-Ubiquitinierung
iiber die Dissoziation von Mdm2 unter Exposition eines Carboxy-terminalen Nukledren
Exportsignals (NES) (31) die Relokalisation von p53 in das Zytoplasma induziert,
moglicherweise eine Voraussetzung filir die pro-apoptotischen Effekte von p53 (293). Bei der
initialen Charakterisierung von p53 als SUMO-1 Zielstruktur wurde eine leichte Erh6hung der
transkriptionellen Aktivitdt durch die SUMOlierung beobachtet (83, 244). Dieser Befund und
auch die kurz darauf beschriebene SUMO-1 vermittelte Zunahme der p53-abhéngigen
Apoptose (197) sind jedoch immer noch Gegenstand der Diskussion, da sie in spiteren
Studien nicht bestétigt werden konnten (153). Auch die von uns beobachtete Zunahme der
transkriptionellen Aktivitit von endogenem p53 nach Uberexpression der zentralen Topors
Doméne spricht nicht unbedingt fiir einen direkten positiven Effekt der SUMOlierung auf die
pS53 Aktivitdit. Wahrend schon bei kleinen Topors Konzentrationen eine weitgehende
Sattigung der Zunahme der p53 Konzentration und SUMOIlierung zu beobachten war, erfolgte
der hochste Anstieg der p53-abhdngigen Transkription erst bei hdheren Topors
Konzentrationen. Dieser Anstieg ist also moglicherweise auf die Topors-vermittelte
SUMOlierung anderer zelluldrer Faktoren zuriickzufiihren, welche dann indirekt die p53
Aktivitit erhdhen. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wurde von Shinbo et al. sogar
eine leichte Repression der p53 Aktivitdt nach Expression des Volllinge Topors-Proteins
beobachtet, die mit der SUMOIlierung von p53 korrelierte (270). Auch verschiedene
Mitglieder der PIAS Familie, die ebenfalls SUMO-1 E3 Ligase Aktivitit fiir p53 besitzen,
inhibieren die transkriptionelle Aktivitdt von p53 (208, 260), stimulieren jedoch die p53-
abhédngige Apoptose (20). Neuere Untersuchungen zur Funktion der Ubiquitinierung und
SUMOlierung von p53 weisen darauf hin, dass es wahrscheinlich zu komplexen Interaktionen
zwischen den beiden Modifikationen unter Beteiligung weiterer Faktoren kommt. So verlduft
der bereits beschriebene Export von p53 aus dem Nukleus nach Mono-Ubiquitinierung tiber
die Ubiquitin-abhéngige Rekrutierung von SUMO-1 E3 Ligasen wie PIASy, die im
Zusammenspiel mit Mdm2 zu einer SUMOIlierung des bereits ubiquitinierten p53 und damit

zu einer Dissoziation von Mdm2 und der Exposition des NES fiihren (31). Uber einen
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analogen Mechanismus konnte Topors, welches im Gegensatz zu den PIAS Proteinen auch
noch Ubiquitin E3 Ligase Aktivitdt besitzt, zu einem erhdhten Export und damit zu einer

erhohten apoptotischen Aktivitdt von p53 fiihren.

2.3.7 Poly-SUMOlierung der DNA Topoisomerase I durch Topors

Originalarbeit

Eva Hammer, Regine Heilbronn, und Stefan Weger

The E3 ligase Topors induces the accumulation of polysumoylated forms of DNA
Topoisomerase I in vitro and in vivo

FEBS Lett. 2007, zur Veroffentlichung angenommen am 22.10.2007, in elektronischer Form
verdffentlicht am 30.10.2007.

2.3.7.1 Einfiihrung

Das mit den grolen AAV Rep Proteinen Rep78 und Rep68 interagierende Protein Topors
wurde urspriinglich als ,,Two-Hybrid*“-Interaktionspartner der DNA Topoisomerase [ (TOP1)
identifiziert (87). Topors interagiert dabei mit der fiir die katalytische Aktivitdt des Enzyms in
vitro nicht erforderlichen Amino-terminalen Doméne der TOP1. Diese enthilt insgesamt fiinf
Kernwanderungssignale (2, 192) und spielt eine kritische Rolle bei der subzelluldren
Verteilung der TOP1. Die TOP1 ist ein nukledres Enzym mit einer starken Anreicherung in
den Nukleoli (50, 196, 336). Andere Protein-Protein Interaktionen der TOP1 werden ebenfalls
iiber ithre Amino-terminale Domédne vermittelt, so beispielsweise die Assoziation mit dem
RNA Polymerase I Holenzym im Nukleolus (50, 89), mit Nukleolin (19), oder mit dem
Spleiing-Faktor SF2/AS (156). Die Amino-terminale Doméne ist aber fiir die Anreicherung
der TOP1 in den Nukleoli nicht absolut erforderlich. Vielmehr scheint die Verteilung der
TOP1 zwischen den Nukleoli und dem Nukleoplasma ein dynamischer Prozess zu sein und
die Anreicherung in den Nukleoli resultiert sowohl aus Protein-Protein Interaktionen als auch
aus der Assoziation der TOP1 mit der rDNA wéhrend deren Replikation und Transkription
(50). Die Mobilitdt der TOP1 im Nukleolus ist dadurch geringer als die im Nukleoplasma
(49).

Die TOPI1 katalysiert die Relaxation von Torsionsspannung in der DNA, die mit
verschiedenen molekularen Prozessen wie der Replikation der DNA, Rekombination, der
Transkription der verschiedenen Klassen von RNAs und auch der Chromatinkondensation
einhergeht (37) (Abb. 6). Das Enzym setzt einen Einzelstrangbruch in der DNA unter
Ausbildung einer kovalenten Phosphotyrosin-Bindung zwischen dem Tyrosinrest an
Aminosdureposition 723 der TOP1 und dem 3'-Ende der genickten DNA. Die kontrollierte
Rotation der Region stromabwirts des Einzelstrangbruchs unter Passage des intakten Stranges
durch den Einzelstrangbruch fiihrt dann zur Relaxation, gefolgt von der Religation des
Einzelstrangbruches (164). Die TOP1 ist das ausschlieBliche zelluldre Angriffsziel fiir das
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Zytostatikum Camptothecin (CPT) und davon abgeleitete Derivate. Diese binden an die
kovalenten TOP1-DNA-Komplexe und verlangsamen bzw. verhindern den Religationsschritt
(226). Dies fiihrt zu einer Blockade der Transkriptionselongation (227) und nach Kollision
mit fortschreitenden Replikationsgabeln (276) zu Doppelstrangbriichen und schlieBlich zu
einer erhohten Apoptose-Rate.
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Abbildung 6: (a-c) Mechanismus der Relaxation von Torsionsspanung in der DNA durch die
TOPI. (c-d) Stabilisierung der kovalenten TOPI1-DNA-Komplexe durch Zytostatika (CPT),
DNA-Schdden und wdhrend der Apoptose. Aus: Pommier, Y. Nature Reviews Cancer, Volume
6 October 2006, 789 - 802.
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CPT induziert eine schnell verlaufende Hyper-SUMOlierung der TOP1 mit mehreren SUMO-
1 Molekiilen, sowohl in Hefe- als auch in Sdugerzellen (176). Die vorrangige Akzeptorstelle
am Lysinrest 117 und zwei weitere untergeordnete Akzeptorstellen an den Lysinresten 103
und 153 sind im Amino-Terminus des Enzyms lokalisiert (237). Wihrend die
Hypersensitivitit von UB9 Hefemutanten gegeniiber CPT zunéchst auf eine Beteiligung der
SUMOlierung an der Reparatur der TOP1-induzierten DNA-Schiden deutete (176), wurden
in spéteren Untersuchungen keine Unterschiede in der Degradation von SUMOlierungs-
negativen TOP1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein gefunden (237).

Ein eher gegenteiliger Befund ist auch die nach verstarkter TOP1-Sumolierung beobachtete
Zunahme der kovalenten TOP1-DNA Intermediate und die erh6hte Apoptoserate (116). In
Ubereinstimmung mit den letzteren Befunden scheint die Zunahme der CPT-Sensitivtit bei
gleichzeitiger Abnahme der TOP1-Aktivitit nach Uberexpression einer dominant-negativen
UB9 Mutante auf die verminderte SUMOlierung anderer zelluldrer Proteine wie
beispielsweise Daxx und nicht auf die reduzierte SUMOlierung der TOP1 zuriickzufiihren
sein. Welche zelluldren Faktoren die CPT-induzierte Hyper-SUMOIlierung der TOP1
vermitteln, war bislang ungeklért. Da wir bereits eine Funktion von Topors als SUMO-1 E3
Ligase fiir p53 nachweisen konnten (sieche Abschnitt 2.3.6) und Topors mit dem Amino-
Terminus der TOP1, welcher die SUMOIlierungs-Akkzeptor-Stellen enthilt, interagiert, lag es
nahe, eine mogliche SUMO-1 E3 Ligase Aktivitit von Topors fiir die TOP1 zu untersuchen.
In der nachfolgenden Originalarbeit konnte gezeigt werden, dass Topors in einem
rekonstituierten in vitro System bevorzugt die Bildung hochmolekularer TOP1-SUMO-1
Konjugate mit mehreren SUMO-1 Molekiilen induziert. Experimente mit TOPI-
Punktmutanten und mit methyliertem SUMO-1 zeigen, dass es sich bei diesen
hochmolekularen Konjugaten um SUMO-1 Ketten an einer limitierten Zahl von Lysin-
Akzeptor-Stellen handelt. In humanen Osteosarcoma-Zellen konnten hochmolekulare TOP1-
SUMO-1 Konjugate durch die Uberexpression von Topors induziert werden, wobei es sich
auch dabei zumindest partiell um TOP1 assoziierte SUMO-1 Ketten handelt.
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Originalarbeit

Eva Hammer, Regine Heilbronn, und Stefan Weger

The E3 ligase Topors induces the accumulation of polysumoylated forms of DNA
Topoisomerase I in vitro and in vivo

FEBS Lett. 2007 Nov; 581 (28), 5418-5424.
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2.3.7.3 Abschlieffende Diskussion

Durch DNA Topoisomerasen vermittelte Schadigungen der zelluliren DNA werden durch
eine Reihe von Antibiotika, Zytostatika, Toxinen, Karzinogenen sowie durch physiologischen
Stress induziert (42, 166, 169, 210, 226, 299). CPT inhibiert die DNA Topoisomerase |
(TOP1) durch Stabilisierung der kovalenten Intermediate zwischen dem Enzym und dem 3'-
Ende der genickten DNA (117, 118). Dabei bildet CPT mit der TOP1 und der DNA einen
terndren Komplex aus (105, 106), der nicht in der Lage ist, den Religationsschritt zu
katalysieren (281). CPT induzierte, TOP1 vermittelte DNA-Schéiden fiihren zur Aktivierung
der Ubiquitin-abhéngigen Degradation der TOP1 im Proteasom (60). Dieser Abbau kann als
spezifischer Reparaturmechanismus fiir diese Art von DNA-Schiden angesehen werden, da
die erniedrigte TOP1-Konzentration mit einer erhéhten Resistenz von Tumorzellen gegeniiber
CPT verbunden ist (60). Die Degradation der TOP1 ist Transkriptions-abhangig (61) und
eines der an diesem Prozess beteiligten Enzyme ist wahrscheinlich die Ubiquitin E3 Ligase
Cullin 3 (337).

Nach CPT Gabe erfolgt eine schnelle Modifikation der TOP1 mit mehreren SUMO-1 Resten.
In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass das mit der TOP1 interagierende Protein
Topors sowohl in vitro als auch in vivo die Bildung hochmolekularer TOP1-SUMO-1
Konjugate katalysiert. Dabei kommt es ganz liberwiegend zur Bildung von SUMO-1
Seitenketten an bereits mit SUMO-1 modifizierten Lysinresten, wihrend die Anzahl der
modifizierten Lysinreste nicht oder nur sehr geringfiigig erhoht wird. Fiir eine solche Aktivitit
wurde in dem analogen Ubiquitin-modifizierenden System der Begriff der E4 Ligase gepragt
(115, 145). Im Gegensatz zur Situation bei den eng verwandten SUMO-2 und SUMO-3
Polypeptiden (284) war die Existenz von polymeren SUMO-1 Seitenketten lange Zeit
umstritten, da dem SUMO-1 Polypeptid die den SUMO-2/SUMO-3 Verzweigungspunkten
entsprechende Lysin-Akkzeptorstellen im Amino-Terminus fehlt. Eine solche Poly-
SUMOlierung mit SUMO-1 konnte jedoch bereits fiir eine Reihe von Substraten in vitro
nachgewiesen werden (82), insbesondere auch fiir ein Fusionsprotein bestehend aus der GST
(Glutathion-S-Transferase) und einem eng begrenzten Bereich der TOPI, der nur die
hauptsédchliche Lysin-Akzeptor-Stelle an Aminosdureposition 117 enthélt (329). Unsere
Ergebnisse weisen darauf hin, dass Topors ausschliefSlich die Poly-SUMOlierung, nicht aber
die initiale Mono-SUMOlierung an den drei charakterisierten Lysin-Akzeptorstellen im
Amino-Terminus der TOP1 katalysiert. Bisher ist nicht bekannt, welche anderen
beschriebenen SUMO-1 E3 Ligasen wie beispielsweise die PIAS Protein Familie (111) an der
SUMOlierung der TOP1 beteiligt sind. Auch iiber die Funktion der TOP1-SUMOlierung gibt
es widerspriichliche Erkenntnisse. So beobachtet man nach CPT Behandlung nicht nur eine
Hyper-SUMOlierung der TOP1, sondern auch eine schnelle Relokalisation der TOP1 aus den
Nukleoli in das Nukleoplasma. Die enge Korrelation und die vergleichbare Kinetik dieser

beiden Prozesse (193) deuten auf deren kausale Verkniipfung hin. Lokalisations-Experimente
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mit SUMOlierungs-negativen TOP1 Punktmutanten schienen diese Hypothese zunéchst zu
bestitigen, da diese Punktmutanten eine starke Akkumulation in den Nukleoli und eine stark
verminderte Relokalisation in das Nukleoplasma nach CPT Gabe zeigten (237). Dieser
Befund wird jedoch noch kontrovers diskutiert, da er in neueren Arbeiten, die mit den
gleichen Punktmutanten in lebenden Zellen durchgefiihrt wurden, nicht bestitigt werden
konnte (50). In letzteren Untersuchungen wurde weiterhin gezeigt, dass die gesamte Amino-
terminale Doméne der TOP1 mit den SUMO-1 Akzeptorstellen fiir die CPT induzierte
Relokalisation entbehrlich, das katalytische Zentrum mit dem Tyrosin-Rest an
Aminosédureposition 723 hingegen absolut erforderlich ist. Die Autoren dieser Studie fiithren
daher die Akkumulation der TOP1 im Nukleoplasma ausschlielich auf die bevorzugte
Immobilisierung des Enzyms auf der nukleoplasmatischen DNA und die dadurch bedingte
Verringerung seiner Mobilitdt zuriick (50). Ein allgemeiner Konsens scheint jedoch
dahingehend zu bestehen, dass die SUMOlierung des Enzyms iiberwiegend an dem mit DNA
assoziierten Anteil stattfindet (50, 116, 176). Da die katalytisch inaktive Mutante mit der
Mutation des Tyrosinrestes 723 bereits unabhdngig von der Behandlung mit CPT stark
SUMOliert werden kann, ist die Ausbildung kovalenter TOP1-DNA Komplexe fiir die
Modifikation nicht erforderlich (116). Die bevorzugte SUMOlierung von DNA-assoziierter
TOP1 weist darauf hin, dass es sich bei dieser Modifikation um ein sehr frithes Ereignis bei
der Reparatur der Protein-gebundenen DNA Lisionen handelt. Bis vor kurzem galt die
generelle Annahme, dass die SUMOlierung im Gegensatz zur Polyubiquitinierung nicht in die
Proteasom-abhédngige Proteindegradation miindet. In einigen beschriebenen Fillen fiihrt sie
durch Kompetition mit der Ubiquitinierung um den zu modifizierenden Lysinrest sogar zur
Stabilisierung des Zielproteins, so etwa fiir den zytoplasmatischen Inhibitor IxB des
Transkriptionsfaktors NFkB (63). Die obige Annahme musste jedoch durch die in jlingster
Zeit erschienenen Studien verschiedener Arbeitsgruppen revidiert werden. Darin wurden in
Hefen und Sdugerzellen eine Reihe von homologen Proteinen bzw. Proteinkomplexen
beschrieben, die als Ubiquitin E3 Ligasen spezifisch die Ubiquitinierung und damit die
Degradation von bereits mit SUMO modifizierten Proteinen katalysieren (229, 280, 291, 324).
Diese Proteine bzw. Proteinkomplexe wurden als STUbLs (SUMO-Targeted Ubiquitin
Ligase) oder ULSs (Ubiquitin Ligases for SUMO conjugates) bezeichnet. Sie enthalten
sowohl SUMO-1 interagierende Proteindoménen, so genannte SIMs (SUMO interacting
motifs) als auch das fiir eine Klasse von Ubiquitin E3 Ligasen charakteristische RING Finger
Motiv. In den bisher in Hefen identifizierten STUbLs sind diese Funktionen auf zwei
Polypeptide eines Proteinkomplexes verteilt, wihrend der bisher einzige charakterisierte
Vertreter in hoheren Eukaryoten, das RNF4 (RING-finger protein 4), beide Funktionen auf
einem relativ kleinen Protein von 190 Aminoséduren vereinigt. Moglicherweise wird die
SUMO-1 abhéngige, Ubiquitin-vermittelte Proteolyse insbesondere durch die Bildung von
SUMO-Seitenketten induziert (291). Ein von Prudden et al. entwickeltes Modell zur
Wirkungsweise der STUbLs geht davon aus, dass die SUMOlierung des Zielproteins nicht
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unmittelbar zu seiner Ubiquitin-vermittelte Degradation fiithren muss, sondern dass die
STUbL-abhéngige Inaktivierung eine spezifische Funktion der SUMOlierten Form des
Proteins erst dann auBBer Kraft setzt, wenn diese nicht mehr bendtigt wird (229). Wie die von
Horie et al. mit der katalytisch inaktiven TOP1 Y723F Mutante durchgefiihrten Experimente
zeigen, konnte fir die TOPI eine Funktion der SUMOlierung darin bestehen, die
Rekrutierung zusitzlicher TOP1 Molekiile an die DNA zu induzieren (116). Eine solche
Rekrutierung wére erforderlich, wenn die katalytische Aktivitit der vorhandenen TOP1
Molekiile unter physiologischen Bedingungen nicht mehr ausreicht, wiirde aber im Falle einer
generellen Blockierung dieser katalytischen Aktivitdt sogar zu einer Zunahme der TOP1-
assozierten DNA-Schédden fiihren. Dieses Modell liefert eine gute Erkldrung fiir die
beobachtete Zunahme der CPT induzierten kovalenten TOP1-DNA Komplexe und die damit
verbundene erhdhte Apoptose-Rate nach SUMO Uberexpression (116). Im Rahmen dieses
Modells kann die SUMOlierung, auch wenn sie am Ende iiber die Aktivitdt der STUbLs in
den Proteasom-vermittelten Proteinabbau miindet, die beobachtete Halbwertszeit des SUMO-
1 modifizierten Proteins zundchst erhohen. Interessanterweise enthélt Topors wie das RNF4
sowohl SIMs als auch ein RING Finger Motiv. Eine Bindung des Carboxy-Terminus von
Topors an SUMO-1 unter Beteiligung der Aminosduren 911 bis 917 konnte von uns bereits
bei der initialen Charakterisierung von Topors als Substrat fiir die SUMO-1 Modifikation
nachgewiesen werden (306) (Abschnitt 2.3.5). Diese SUMO-1 bindende Doméne von Topors
wurde neben den SUMO bindenden Doménen einer Reihe von anderen Proteinen von Hecker
et al. fiir Untersuchungen zur Definition eines generellen SIMs herangezogen (92). Die daraus
abgeleitete Konsensus-Sequenz enthilt eine hydrophobe Kernsequenz mit 3 bis 4
hydrophoben Aminosduren (Isoleucin, Leucin oder Valin) und einem sauren oder polaren
Aminsdurerest an Position 2 oder 3. Die um diese Kernbindungssequenz angeordneten
Aminoséauren sind unstrukturiert und enthalten einen hohen Anteil an sauren Aminoséauren,
wobei diese sowohl Amino-terminal als auch Carboxy-terminal zur Kernsequenz lokalisiert
sein konnen. Neben dem bereits gut charakterisierten SIM mit der hydrophoben Kernsequenz
zwischen den Aminosduren 907 und 910 und dem sauren/polaren Bereich zwischen den
Aminosduren 911 und 917 enthilt der Topors Carboxy-Terminus dhnlich wie RNF4 eng
benachbart ein zweites potentielles SIM. Dessen Kernsequenz liegt zwischen den
Aminosduren 952 bis 956 und ist ebenfalls eingebettet in einen Bereich mit einer Reihe von
sauren Aminosduren. Verschiedene Befunde weisen ferner darauf hin, dass Topors bevorzugt
an die SUMOlierte Form von Proteinen bindet. So vermittelt die Carboxy-terminale Doméne
von Topors, die fiir die Bindung an SUMO-1 erforderlich ist, auch die Bindung an p53. Die
zweite unabhingige p53 Bindungsdoméne im zentralen Teil des Topors Proteins (343) ist
ebenfalls in der Lage, SUMO-1 zu binden. Topors bindet an den Amino-Terminus der TOP1,
der die drei Lysin-Akzeptorstellen enthdlt (87). Untersuchungen zu einer weiteren
Eingrenzung der fiir die Bindung an Topors erforderlichen p53 und TOP1 Doménen mit
besonderem Augenmerk auf SUMOIlierungs-negative Punktmutanten sind daher fiir die nahe

Zukunft geplant. Auch die Bindung von Topors an den Transkriptionsfaktor TRPS1 wird tiber
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die Carboxy-terminale Topors Domidne vermittelt (130). Punktmutationen oder Deletionen
von TRPS1 verursachen die Trichorhinophalangealen (TRP) Syndrome und in
Zusammenarbeit mit Frank Kaiser vom Institut fiir Humangenetik des Universititsklinikums
Essen konnten wir zeigen, dass die Eigenschaften von TRPSI1 als transkriptioneller Repressor
iber die SUMOlierung von zwei Lysinresten im Carboxy-Terminus des Proteins reguliert
werden (131). Der Carboxy-Terminus von TRSP1 wiederum ist auch fiir die Bindung an den
Carboxy-Terminus von Topors erforderlich. Aus den dargestellten Befunden leitet sich als
eine mogliche Arbeitshypothese die SUMOlierungs-abhingige Bindung von Topors an eine
Reihe von zelluldren und moglicherweise auch viralen Proteinen wie den AAV Rep Proteinen
und eine damit verbundene duale Funktion als SUMO-1 E3 (oder auch E4) und Ubiquitin E3
Ligase ab. Uber eine differentielle Modifikation der Zielproteine mit SUMO-1 und Ubiquitin
konnte Topors so entscheidend an der Regulation der Funktion und Stabilitdt dieser
Zielproteine beteiligt sein. Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass es sich bei Topors um ein
Chromatin-assoziiertes Protein handelt. So sind viele der in einem ,,proteomischen Screen*
identifizierten moglichen Zielproteine fiir die Topors SUMO-1 E3 Ligase Aktivitidt an
Chromatin-modifizierenden Prozessen beteiligt (230). Das Drosophila Homologe des
humanen Topors (dTopors) ist fiir die Funktion des gypsy Insulatorelements erforderlich und
induziert die Bildung der so genannten Nukleédren Insulator Bodies, die mit Chromatin und

mit der Nukledren Lamina in D. melanogaster assoziiert sind.
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2.3.8 Funktionelle Interaktion der groflen Rep Proteine mit dem zytoplasmatischen
Protein KCTD5

Originalarbeit:

Stefan Weger, Eva Hammer, Anne G6tz und Regine Heilbronn

Identification of a cytoplasmic interaction partner of the large regulatory proteins
Rep78/Rep68 of adeno-associated virus type 2 (AAV-2).

Virology. 2007 Mai; 362 (1), 192-206.

2.3.8.1 Einfiihrung

Zusitzlich zu verschiedenen cDNA Bibliotheken aus HeLa Zellen wurde auch eine Bibliothek
aus 293 Zellen, einer mit den adenoviralen E1A/E1B Genprodukten transformierten humanen
embryonalen Nierenzelllinie (84), mit Hilfe des Hefe ,,Two-Hybrid*“-Systems auf mogliche
Rep Interaktionspartner ,,gescreent®. In dieser Bibliothek wurden neben einer Reihe von
Klonen, welche in Ubereinstimmung mit den bereits dargestellten Ergebnissen in HeLa Zellen
entweder fiir PC4 oder fiir die isolierte Einzelstrang-DNA bindende Doméne (ssDBD) von
PC4  kodierten, insgesamt 11 weitere Klone mit untereinander identischen
Restriktionsmustern identifiziert. Drei dieser Klone mit einem Insert von jeweils ca. 2.5 kb
wurden sequenziert und waren identisch bis auf geringe Lingenunterschiede im Amino-
terminalen Bereich der cDNA. Sie enthielten in ihrem N-Terminus einen offenen Leserahmen
von 234 Aminosduren. Analoge Sequenzen waren als EST (expressed sequence tags) in
verschiedenen Datenbanken bereits verdffentlicht worden. Uber die Funktion des Gens war
jedoch bislang nichts bekannt. Der Amino-terminale Teil des offenen Leserahmens von
Aminosédureposition 50 bis 140 enthidlt Homologien zu einer Tetramerisierungsdoméne von
K"-Kanal bildenden Proteinen, weshalb dieses Protein auch als KCTDS5 fiir ,potassium
channel tetramerisation domain containing 5* bezeichnet wird. Die Homologien zu den K'-
Kanal bildenden Proteinen beschrinken sich jedoch ausschlieBlich auf diesen Bereich. Diese
Tetramerisierungsdoméne weist auch Homologien zur BTB/POZ Domine auf, die als Protein-
Interaktionsdoméne von verschiedenen Transkriptionsfaktoren fungieren kann. Wéhrend die
groflen AAV Rep Proteine praktisch ausschlieSlich im Nukleus lokalisiert sind, ist KCTDS5 in
Abwesenheit von Rep Protein Expression iiberwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Nach Rep
Expression kommt es zu einer Akkumulation von KCTDS5 im Nukleus. Eine nukledre
Lokalisation der Rep Proteine ist jedoch fiir die Interaktion mit KCTDS5 nicht erforderlich, ein
starkes Indiz fiir eine zumindest transiente Interaktion von Rep und KCTDS5 im Zytoplasma.
Auch funktionell kann KCTDS5 mit den Rep Proteinen im Zytoplasma interferieren, da es in

der Lage ist, die posttrankriptionellen Effekte des Rep68 Proteins zu inhibieren.
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2.3.8.3 Abschlielende Diskussion

Mit KCTDS5 konnte erstmals ein Interaktionspartner der AAV Rep Proteine identifiziert
werden, der iiberwiegend im Zytoplasma lokalisiert ist. Interessanterweise kommt es in
Gegenwart der groen Rep Proteine jedoch zu einer Translokation von KCTDS5 in den
Nukleus. Fiir eine solche Translokation gibt es verschiedene mdogliche Erklarungsmodelle. So
konnte es zunédchst zu einer Assoziation von Rep und KCTDS5 im Zytoplasma kommen und
anschlieBend zum Transport des gebildeten Proteinkomplexes iiber das
Kernwanderungssignal (NLS) der groBBen Rep Proteine in den Nukleus. Dieses Modell wird
unterstiitzt durch die stabile Interaktion von KCTDS5 mit Rep-NLS-Mutanten, die eine stark
reduzierte Kernlokalisation im Vergleich zu den Wildtyp-Proteinen aufweisen. Ferner
konnten Cassell et al zeigen (32), dass die auch in dieser Studie verwendeten Rep-NLS
Mutanten nach Koexpression der Wildtyp Rep Proteinen ebenfalls in den Nukleus transloziert
werden konnen, was fiir ein ,,Shuttling* der Wildtyp-Rep Proteine zwischen Nukleus und
Zytoplasma spricht. Einige unserer Beobachtungen sprechen jedoch auch fiir eine Rep-
vermittelte Retention von KCTDS5 im Nukleus. So sollte KCTDS5 auf Grund seiner Grof3e von
28 kDa frei durch die Kernporen diffundieren kénnen, akkumuliert jedoch im Zytoplasma,
was auf ein Nukledres Export Signals (NES) hinweist. Eine KCTD5-Mutante mit einer
Deletion der 31 Carboxy-terminalen Aminoséduren ist praktisch ausschlieBlich im Nukleus
lokalisiert und diese Aminosduren sind auch erforderlich fiir die Interaktion mit den groBen
Rep Proteinen. Mdglicherweise inhibieren die Rep Proteine daher iiber die Maskierung eines
im Carboxy-Terminus lokalisierten NES den Export von KCTDS5 in das Zytoplasma.
Natiirlich kénnen sich die beiden dargestellten moglichen Mechanismen in ihrer Wirkung
auch ergénzen.

Die Carboxy-terminale KCTD5 Mutante (KCTDS5-C2) ist ein geeignetes Werkzeug, um
mogliche funktionelle Auswirkungen der Translokation von KCTDS5 in den Zellkern zu
untersuchen und damit Aufschliisse iiber die physiologische Rolle von KCTDS5 und eine
eventuelle Funktion im AAV Lebenszyklus zu erhalten. Withrend die Uberexpression von
KCTDS keinen Einfluss auf die produktive AAV Infektion in Gegenwart von Adenovirus hat,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es eine Rolle bei der Rep-vermittelten Inhibition der
AAV Genexpression in Abwesenheit von Helfervirus spielt. Auch eine mogliche Beteiligung
von KCTDS5 an den pleiotropen Effekten der AAV Rep Proteine soll in naher Zukunft mit
Hilfe der KCTD5-C2 Mutante und KCTD5-, Knock-Out“-Ansédtzen untersucht werden.
Kiirzlich wurde ein zu KCTDS5 homologes Protein beschrieben, welches ebenfalls diese
Tetramerisierungsdoméne enthélt und als KCTD10 bezeichnet wird (342). Fiir dieses Protein
konnte gezeigt werden, dass es mit PCNA und der DNA Polymerase 0 interagieren kann.
Diese zwei Faktoren sind interessanterweise auch an der AAV DNA Replikation beteiligt.
Wihrend die Tetramerisierungsdoméne in KCTDS fiir die Bindung der grof3en Rep Proteine

nicht ausreichend ist, so ist sie doch an dieser entscheidend beteiligt. Daher ist eine
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Interaktion zwischen den Rep Proteinen und KCTD10 nicht auszuschlieen und soll ebenfalls

Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die Identifizierung und Charakterisierung von
zelluldren Zielstrukturen der regulatorischen (Rep) Proteine des Adeno-assoziierten Virus
(AAV) ein verbessertes Verstindnis des AAV Replikationszyklus und der pleiotropen Effekte
der Rep Proteine zu erreichen. Diese pleiotropen Effekten beinhalten unter anderen die Rep
vermittelte Inhibition viraler und zellulairer DNA Replikation, die Regulation homologer und
heterologer Promotoren sowie die Inhibition der Zelltransformation durch virale und zellulédre
Onkogene. Basierend auf den tumorsuppressiven Eigenschaften der Adeno-assozierten Viren
und der isolierten Rep Proteine sollten iiber diesen Ansatz insbesondere zelluldre Proteine mit
moglichen onkogenen oder tumorsuppressiven Eigenschaften identifiziert und ihr
Wirkungsmechanismus néher untersucht werden.

Eine initiale Mutationsanalyse der fiir die Beeinflussung verschiedener homologer und
heterologer Promotoren erforderlichen Domédnen der Rep Proteine sowie die
Mutationsanalyse der fiir die Hemmung der HPV18 URR erforderlichen cis-aktiven Elemente
lieferte deutliche Hinweise, dass an der Vermittlung der transkriptionellen Effekte der Rep
Proteine mit Ausnahme des homologen AAV p5 Promotors die direkte Bindung der Rep
Proteine an regulatorische DNA-Sequenzen nur in untergeordnetem Malle beteiligt ist.
Vielmehr scheinen Protein-Protein Wechselwirkungen der Rep Proteine mit Komponenten
des generellen Transkriptionskomplexes und/oder akzessorischen Faktoren eine
entscheidende Rolle zu spielen.

Zur Identifizierung von zelluldren Interaktionspartnern der Rep wurde ein Hefe-basiertes
,» T wo-Hybrid“-System verwendet. In cDNA Bibliotheken aus nicht-infizierten HeLa und 293
Zellen konnten insgesamt vier Bindungspartner der groBen Rep Proteine identifiziert werden,
die anschliefend einer umfassenden Charakterisierung unterzogen wurden. Im Einzelnen
handelte es sich dabei um den transkriptionellen Koaktivator PC4, einen allgemeinen
Mediator von sequenzspezifischen Transkriptionsfaktoren, um das Ubiquitin konjugierende
Enzym 9 (UBC9), welches die SUMO-Modifikation von zelluldren und viralen Proteinen
vermittelt, um Topors, einen Two-hybrid-Interaktionspartner des Tumorsuppressorproteins
p53 und der DNA Topisomerase I, und um KCTDS5, ein bisher nicht beschriebenes Protein
unbekannter Funktion.

Der transkriptionelle Koaktivator PC4 verstirkt die Transkriptionsrate in Gegenwart einer
ganzen Reihe unverwandter sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren. Diese Funktion von
PC4 wird durch Protein-Protein-Wechselwirkungen seiner Amino-terminalen Doméne mit
Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie und unterschiedlichen Klassen von
Aktivierungsdoménen vermittelt. Rep bindet jedoch an die Carboxy-terminale, Einzelstrang-
DNA bindende Doméne (ssDBD) von PC4. Diese wirkt als starker transkriptioneller
Repressor in Bereichen ungepaarter Doppelstrang-DNA, an DNA-Enden und an Einzelstrang-
DNA, die antiparallele Striinge ausbilden kann. Uber diese Funktion reprimiert PC4 die AAV
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Genexpression in Abwesenheit von Helfervirus und bildet gemeinsame Komplexe mit den
groBBen Rep Proteinen auf den Invertierten Terminalen Wiederholungen (ITRs) aus, den
hauptsichlichen regulatorischen Sequenzen von AAV. Daher ist PC4 im Zusammenspiel mit
den Rep Proteinen mdoglicherweise ein wichtiger Faktor bei der Etablierung des latenten
AAV-Zyklus.

In Ubereinstimmung mit der beobachteten Interaktion der groBen Rep Proteine mit dem
SUMO-1 E2 konjugierenden Enzym UBC9 konnte eine SUMOlierung am Lysinrest an
Aminosdureposition 84 des Rep78 Proteins nachgewiesen werden. Dieser Modifikation
kommt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Rep78 Proteinstabilitit zu. Bei einer
produktiven AAV Infektion in Gegenwart von Helfervirus scheint die verminderte Stabilitat
einer SUMOlierungs-defizienten Rep78 Mutante jedoch kein begrenzender Faktor fiir den
Infektionsverlauf und die Produktion neuer infektidser Viren zu sein.

Im Gegensatz zu PC4 verstirkt das ebenfalls als Rep Interaktionspartner identifizierte, p53
und DNA Topoisomerase I bindende Protein Topors die AAV Genexpression in Abwesenheit
von Helfervirus. Topors, fiir welches eine Reihe von Hinweisen auf mogliche
tumorsuppressive Eigenschaften vorliegen, wurde in weiterfithrenden Untersuchungen nicht
nur selbst als Zielprotein fiir die Modifikation mit mehreren SUMO-1 Resten identifiziert,
sondern konnte auch als SUMO-1 E3 Ligase fiir p53 und die DNA Topopisomerase I (TOP1)
in vitro und in vivo charakterisiert werden. Der SUMOlierungs-,,Pathway* ist in den letzten
Jahren als ein wichtiger Regulationsmechanismus von molekularen Prozessen wie der
Genexpression, dem Kerntransport, der Zellzyklusprogression, Signaltransduktionswegen und
DNA-Reparaturprozessen erkannt worden. Ein funktionelles SUMOlierungs-System ist von
entscheidender Bedeutung fiir den Erhalt der genomischen und chromosomalen Stabilitét.
Wihrend Topors die Monosumolierung von p53 an dessen hauptsdchlicher Akzeptorstelle in
der Carboxy-terminalen, regulatorischen Doméne verstirkt, katalysiert es im Falle der TOP1
iberwiegend die Bildung von SUMO-1 Seitenketten an bereits monosumolierten Lysin-
Resten. Topors ist das erste Protein, fiir welches sowohl Ubiquitin als auch SUMO-1 E3
Ligase Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Einige unsere Befunde weisen darauf hin, dass
es praferentiell an SUMOlIlierte Proteine binden kann und iiber eine differentielle weitere
SUMOlierung oder Ubiquitinierung die Funktion dieser Bindungspartner modulieren kann.
Dieses Arbeitsmodell einer SUMO-1 abhingigen Ubiquitin E3 Ligase Aktivitdt von Topors
wird gestiitzt durch die in der Literatur in jiingster Zeit beschriebene Charakterisierung von
Proteinen bzw. Proteinkomplexen mit analoger Funktion. Diese weisen zum Teil eine sehr
dhnliche Anordnung von SUMO-Bindungs-Motiven und RING-Finger Motiven auf wie das
Topors Protein. Auch die Assoziation von Topors mit den subnukledren POD Strukturen
weist auf mogliche Funktionen bei der Regulation der Genexpression sowie DNA-
Replikations- und Reparaturprozessen hin.

SchlieBlich konnten wir mit KCTDS erstmals einen zytoplasmatischen Interaktionspartner der
AAV Rep Proteine identifizieren, der in Gegenwart der groBBen Rep Proteine zu einem gro3en

Anteil in den Kern transloziert wird. Eine weitere Charakterisierung dieses Proteins, welches
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bisher in Datenbanken ausschlieBlich in Form von exprimierten mRNA-Sequenzen aus
verschiedenen Tumorzelllinien beschrieben war, steht jedoch noch aus und wird Gegenstand

zukiinftiger Untersuchungen sein.
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4 Abkiirzungsverzeichnis

AAV Adeno-assoziiertes Virus

Ak Antikorper

ATF activating transcription factor

BPV Bovines Papillomvirus

cAAP cellular AAV activating protein

CAT Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
CDK cyclin-dependent kinases

CPT Camptothecin

CRE cyclic AMP responsive element

CREB cyclic AMP responsive element binding protein
EGFR epidermal growth factor receptor

EST expressed sequence tags

GFP green fluorescent protein

GST Glutathion-S-Transferase

HCMV Humanes Cytomegalievirus

HIPK2 homeodomain-interacting protein kinase 2
HIV Humanes Immundefizienz Virus

HMG1 high mobility group protein 1

HPV16 Humanes Papillomvirus Typ16

HPV18 Humanes Papillomvirus Typ18

HSF1 heat shock factor 1

ITR inverted terminal repeat

kb Kilobasen

KCTD5 potassium channel tetramerisation domain containing 5
kDA Kilodalton

KKBP52 52 kd FK506 binding protein

LOH loss of heterozygosity

LTR long terminal repeat

MEF2 myocyte enhancer factor 2

MLTF major late transcription factor

NES nuclear export signal

NLS nuclear localization signal

NRE negative regulatory region

PC4 positive cofactor 4

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PDSM phosphorylation-dependent sumoylation motif
PIAS protein inhibitors of activated STAT
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PKA
PKRX
PML
POD
Rb
RBE
RFC
RING
RNF4
RPA
SCLC
SIM
ssDBD
STUbL
SUMO
SV40
TBP
TCR
TFIIIC
TK
TNNT1
TRPS
TRPS1
TRS
UBC9
URR
VA-RNA
YY1

Protein Kinase A

X-chromosomal kodierte Protein Kinase
promyelocytic leukemia protein

PML oncogenic domains

Retinoblastom

Rep binding element

replication factor C

really interesting new gene

RING finger protein 4

replication protein A

small cell lung cancer

SUMO interaction motif
single-stranded DNA binding domain
SUMO-targeted Ubiquitin Ligase

small ubiquitin like modifier

simian virus 40

TATA box binding protein

transcription coupled DNA repair
Genereller RNA Polymerase III Transkriptionsfaktor IIIC
Thymidin Kinase

troponin T1 gene
Trichorhinophalangeale Syndrome
durch das TRPS1 Gen kodierter Transkriptionsfaktor
terminal resolution site

ubiquitin conjugating enzyme 9
upstream regulatory region
virus-associated RNA

Yin Yang 1 Transkriptionsfaktor
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ERKLARUNG

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklére ich, daf3

- weder frither noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

- welchen Ausgang ein durchgefiihrtes Habilitationsverfahren hatte,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfaBt, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstindig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden.

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, den 20.11.2007 e,
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