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— Zusammenfassung — 1

1 Zusammenfassung

Funktionelle Multiproteinkomplexe stellen im Sinne von Profeomics das kleinste isolierbare
Proteom dar. Die Untersuchung von Proteinkomplexen gibt uns die Méglichkeit, Funktionen
innerhalb der Zelle oder des Zellkompartiments genauer zu verstehen. Erst durch das
Verstindnis der einzelnen kleinen Zusammenspiele innerhalb einer Zelle, kénnen wir die
Auswirkungen auf ein betreffendes Organ und damit auf den Koérper betrachten. Wir erhalten
dadurch auch Informationen tber die Funktion von spezifischen Genen und kénnen so
Erklirungsansitze fir Gendefekte finden und Gber mégliche Therapieansitze nachdenken.
Neben den Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen und dem Nachweis von Protein-Interaktionen mittels
Immunoprizipitationsexperimenten stellt die Massenspektrometrie seit den 90er Jahren ein
essentielles Werkzeug der Proteom-Forschung dar. Sie entwickelte sich zu einem etablierten
Verfahren fiir die Charakterisierung von Biomolekiilen und ermdglicht die Identifizierung
unbekannter Proteine eines Komplexes.

Das MII-Gen auf Chromosom 11 Bande 23 ist in zahlreiche, reziproke chromosomale
Translokationen verwickelt, die mit der Entstehung von akuten Leukdmien assoziiert sind.
Chromosomale Translokationen des MII-Gens werden aufgrund ihrer sehr schlechten
Prognose und Therapierbarkeit als Hochrisiko-Leukdmien eingestuft. Bis heute konnten 64
Translokations-Partnergene identifiziert werden, wobei das AF4-Gen mit 42% bei allen
untersuchten Leukiamien und mit ca. 66% bei ALL (akute lymphatische Leukidmie) den grofiten
Prozentsatz ausmacht.

Bei der Translokation t(4;11) sind das MILI-Gen auf Chromosom 11 und das AF4-Gen auf
Chromosom 4 beteiligt. Akute Leukdmien mit einer t(4;11)-Translokation treten hiufig bei
Sauglingen und Kleinkindern auf und betreffen vorwiegend den lymphatischen Zweig des
blutbildenden Systems. Durch die Translokation entstehen zwei neue Derivatchromosomen —.
Derivat 11 (MLL*AF4, der11) und Derivat 4 (AF4*MIL, derf). Beide Fusionsgene verfiigen tber
einen intakten Leserahmen und fithren zur Expression der zwei Fusionsproteine MLLeAF4
(der1l) und AF4*MLL (der4).

Der pathomolekulare Mechanismus der t(4;11)-vermittelten ALL ist bis heute noch nicht
hinreichend geklirt. Funktionen des derll-Fusionsproteins werden zwar schon intensiv
erforscht, aber es gibt noch keine Erkenntnisse tiber die Funktion des der4-Fusionsproteins.
Ahnlich sah die Situation zu Beginn dieser Arbeit fiir das AF4-Protein aus. Wihrend schon einige
Daten zur Funktion des MLL-Multiproteinkomplexes vorlagen, gab es nur wenige Informationen
tber die Funktion von AF4.

Im Zuge dieser Arbeit wurden der AF4- und der derd-Multiproteinkomplex mittels

affinititschromatographischer Methoden aus transient transfizierten 293T-Zellen erfolgreich
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isoliert.  Fine  GroBlenbestimmung der Komplexe Uber eine  GroBenausschluss-
chromatographiesiule ergab fir beide Komplexe eine GroBle von ca. 2 MDa. Die
Charakterisierung der beteiligten Interaktionspartner erfolgte mittels nLC-MALDI-MS/MS,
Western Blot Analyse und Immunoprizipitation.

Es konnte gezeigt werden, dass AF4 zusammen mit den Proteinen ENL/AF9, CDK9, CCNT1,
AF10, DOTIL und der RNA-Polymerase II in einem Komplex vorliegt. Bereits 2007 konnte
dieser Komplex in einem Mausmodell isoliert werden. Damit fungiert der AF4-Komplex auch in
humanen Zellen als Stimulator der RNA-Polymerase-1I-abhingigen transkriptionellen Elongation
und vermittelt eine DOT1L-abhingige H3K79-Methylierung, die einen aktiven Transkriptions-
status aufrechterhilt. Zusitzlich konnten 6 neue Interaktionspartner identifiziert werden
(AF5q31, BDR4, DDX6, HEXIM1, NFKB1/RELA und NPM1). Die Anwesenheit von BRD4
und HEXIMI1 ldsst vermuten, dass der AF4-Komplex in einem aktiven und einem inaktiven

Zustand vorliegen kann. AuBlerdem wird der AF4-Komplex moglicherweise tiber den NFKB-

Signalweg reguliert bzw. durch die Anwesenheit von NFKB1 an dessen Zielgene rekrutiert.

Die Untersuchung des derd-Komplexes zeigte, dass er sich aus Mitgliedern der beiden Wildtyp-
Proteinkomplexe zusammensetzt. So wurden die Proteine P-TEFb, HEXIM1, NFxB1, NPM1,
DDXG6 und das AF4 selbst aus dem AF4-Komplex sowie ASH2L, RBBP5, WDR5, DPY-30,
CBP, HCF-1 und HCF-2 aus dem MLL-Komplex identifiziert. Der derd-Komplex weist somit
partielle Eigenschaften des AF4- und MLL-Wildtyp-Proteins auf. Diese Eigenschaften sind
ausreichend fiir eine kompetitive Situation zwischen dem der4-Komplex und den beiden AF4-
und MLL-Wildtyp-Komplexen. Die Gleichgewichte dieser Wildtyp-Komplexe werden vermutlich
gestort.

Fir beide Komplexe wurde mit Hilfe eines 7z vitro Histon-Methyltransferase-Assays eine Histon-
Methyltransferase-Aktivitit nachgewiesen. Fur den AF4-Komplex muss zusitzlich eine bisher
noch unbekannte Methyltransferase-Aktivitit angenommen werden, da eine Methylierung des
Histons H3 in den ersten 46 Aminosduren gezeigt werden konnte, die sich nicht auf die
Methyltransferase-Aktivitit des DOT1L-Proteins im AF4-Komplex zurtckfiihren ldsst. Die
H3K4-Methyltransferase-Aktivitit des der4-Komplexes wird auf die Anwesenheit des SET-
Dominen-Komplexes (ASH2L, WDR5, RBBP5 und DPY-30) zurtickgefiihrt.

Im Zusammenhang mit dem AF4-Protein wurde auch der ENL-Komplex untersucht. Mittels
Western Blot konnten die Interaktionspartner AF4, CDK9, CCNT1, RNA-Polymerase II,

NFKB1 und RINGT1 identifiziert werden. Damit ist auch das ENL mit dem globalen positiven

transkriptionellen Elongationsfaktor P-TEFb assoziiert und beeinflusst die RNA-Polymerase-11-

abhingige transkriptionelle Elongation.
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2 Einleitung

2.1 Leukamie
2.1.1 Erkrankungen des hdmatopoetischen (blutbilden den) Systems

Leukidmie (griechisch: Aeunog, leukds - weill und ochLoc, haima - das Blut) bezeichnet eine maligne
kanzerése Entartung des hidmatopoetischen Systems. Sie wird auch Hyperleukozytose oder
Blutkrebs genannt und zeichnet sich durch eine ungehemmte Vermehrung an pathologisch
verinderten Leukozyten im Knochenmark und im Blut aus. Diese abnormalen Blutzellen sind zu
einer normalen Differenzierung nicht mehr in der Lage. Es kommt zur Verminderung anderer
Blutbestandteile (Erythrozyten, Thrombozyten) und die Ansammlung solcher unreifen und nicht
funktionsttichtigen Leukozyten fihrt im Knochenmark zu einer Insuffizienz. Zudem kénnen die
malignen Zellen auch Leber, Milz, Lymphknoten und andere Organe infiltrieren und dadurch
deren Funktion stark beeintrichtigen. Fir die Leukidmieentstehung ist hiufig eine einzige

entartete Zelle im Knochenmark ausreichend.

Die Klassifikation der Leukdmien in vier Gruppen erfolgt nach dem Krankheitsverlauf und nach

dem Ursprung der Blutzellpopulation:

Akute Chronische
» Akute myeloische Leukamien (AML): My-M- « Chronische myeloische Leukamien (CML)
e Akute lymphatische Leukamien (ALL): L;-Ls e Chronische lymphatische Leukamien (CLL)

Tabelle 2-1: Klassifikation der Leukamien

Des Weiteren werden die akuten Leukdmien aufgrund morphologischer Merkmale nach einem
Schema der French-American-British Working Group for Lenkemia Classification (FAB) in weitere
Untergruppen eingeteilt. Wie aus obiger Tabelle zu erkennen ist, gliedert sich die AML in acht

Untergruppen M;-M,, wihrend bei der ALL die Subtypen L, - L; unterschieden werden.

Laut dem Robert-Koch-Institut erkranken jahrlich etwa 9.100 Menschen in Deutschland an
Leukimie. Sie sind mit 34,1% die hdufigste Krebsart bei Kindern, wobei die akute lymphatische
Leukdmie (ALL) mit 27,0% am meisten diagnostiziert wird. Sie tritt bei den unter 4-Jihrigen
mehr als doppelt so hiufig auf als in den anderen Altersgruppen (Krebs in Deutschland 2003 —
2004. Haufigkeiten und Trends, 6. iberarbeitete Auflage, Robert Koch-Institut (Hrsg.) und die
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Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. (Hrsg.). Berlin, 2008).

Den grof3ten Prozentsatz nehmen hierbei Aberrationen der Bande 11q23 ein.

Keimzelltumore 3,2 %

Leukamien

2 — 11q23/MLL
Abbildung 2-1: Krebs bei Kindern (ermittelt aus Abbildung 2-2: Zytogenetische Subgruppen
den Jahren 1997 — 2006) der ALL. Inzidenz verschiedener zyto-
(Robert Koch-Institut) genetischer Veranderungen bei Kleinkindern

(Hoffbrand et al., 2003)

2.1.2 Chromosomale Translokationen als Ursache von Leukamie-
Erkrankungen

Die meisten menschlichen Leukdmien und Lymphome sind mit chromosomalen Translokationen
assoziiert. Wiederkehrende chromosomale Translokationen dienen als Marker fiir bestimmte
Leukimie- oder Lymphomformen. Sie treten hiufig in himatopoetischen Stammzellen auf und
sind mit bestimmten klinischen und pathologischen Wesensformen der Erkrankung eng
verbunden. Zudem sind sie heute von grofler prognostischer Bedeutung. Die Art der
Translokation ist entscheidend fiir die Krankheitsprognose und das optimale Behandlungs-
protokoll des Patienten (Grimwade et al., 1998). Die sensitivste Methode zur Bestimmung des
Translokationstyps stellt zurzeit die Probenuntersuchung von Leukdmiepatienten mittels LDI-
PCR (Long Distance Inverse-PCR) dar (Meyer et al., 2005). Sie etlaubt eine zuverlissige und schnelle
Bestimmung der beteiligten Gene (inklusive neuer Partnergene), und damit eine umgehende
Entscheidung beziiglich der anzuwendenden Therapieprotokolle. Aulerdem kann anschlieBend
der Therapieverlauf auf molekularer Ebene mittels Patienten-spezifischen Sonden' verfolgt
werden. Dadurch ist eine quantitative Aussage tber die im Koérper des Patienten verbliebenen
Tumorzellen moglich.

Bei akuten Leukimien treten hiufig reziproke Translokationen (lateinisch: reciprocus: wechselseitig,

gegenseitig) auf, bei denen ein Stiickaustausch zwischen nicht-homologen Chromosomen

Patienten-spezifische Sonden sind Oligonukleotide, die dazu dienen, Blutzellen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion auf
das Vorhandensein residualer Tumorzellen (MRD; minimal residual disease) zu untersuchen. Die Sensitivitat dieser Technik
ermoglicht es, eine einzige Tumorzelle unter 100 000 bis 1 000 000 normalen Zellen aufzuspdiren.



— Einleitung — 5

stattgefunden hat. Diese Translokation gehort zu den balancierten Aberrationen. Ein
Chromosom oder ein Chromosomenabschnitt wird dabei auf ein anderes Chromosom
transloziert, wobei sich die Gesamtmenge des Erbguts nicht dndert, sondern im Gleichgewicht
bleibt. Bei einer unbalancierten Translokation kommt es hingegen zu einer quantitativen
Verinderung des Erbgutes, die dadurch verursacht wird, dass genetisches Material verloren geht
(Deletionen) oder zusitzlich zum tblicherweise vorhandenen Genom vorliegt (Duplikationen;
(Pedersen-Bjergaard & Rowley, 1994; Rabbitts, 1994). Sie treten meistens sekundir in soliden
Tumoren wihrend der Progressionsphase auf (Johansson et al., 1996).

Es koénnen zwei verschiedene reziproke Translokationsformen unterschieden werden, die zur
Fehlregulation und Entartung einer Zelle beitragen. Im ersten Fall sind oft Gene des
Immunsystems betroffen. Der Grund liegt unter anderem in der fehlerhaften somatischen
Rekombination der Gene von T-Zellrezeptoren und/oder Immunglobulinen bei der Ausreifung
von Lymphozyten (Sanchez-Garcia & Rabbitts, 1993). Im Rahmen dieser Rekombinations-
ereignisse kann es vorkommen, dass zellulire Proto-Onkogene unter den Einfluss eines starken
immunzellspezifischen Enhancers gebracht werden, was zu einer Dysregulation ihrer Expression
fihrt. Die wohl bekannteste chromosomale Dysregulation dieser Art ist die Translokation
t(8;14)(q24;932) bei Burkitt-Lymphomen (Dalla-Favera et al., 1982; Taub et al., 1982). Es kommt
dabei zu einer Verlagerung des Proto-Onkogens ¢-yc in den aktiven IgH-Locus von B-Zellen.
Der starke Enhancer des IgH-Gens fihrt zu einer Ubermalligen Expression des unverinderten c-
Myc-Proteins und damit zur Transformation der Zelle.

Der zweite und auch hiufigste Translokationstyp bei Leukdmien fihrt zur Bildung eines
chimiren Fusionsgens. Die chromosomalen Briiche finden in den intronischen Bereichen der
beteiligten Gene statt. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist die Translokation t(9;22)(q34;q11) bei
CML, die zu dem sogenannten Philadelphia-Chromosom fiihrt. Bei dieser Translokation werden
unter Erhalt des Leserahmens die N- bzw. C-terminalen Exons der Gene ber und ab/ reziprok
miteinander verkniipft, und es entstehen die beiden chimiren Fusionsprodukte, BCR*ABL und
ABLeBCR. Folglich kommt es zur Expression dieser Fusionsproteine, die letzten Endes zur
Entartung der Zelle fihren.

Viele der an einer solchen Translokation beteiligten Gene sind erforscht und beschrieben. Sie
kodieren oft fir Faktoren, die fiir die Entwicklung und Differenzierung der himatopoetischen
Zellen wichtig sind (Rabbitts, 1999). Die Bande 23 auf Chromosom 11 (das MILLI-Gen) ist in
besonders zahlreiche, reziproke chromosomale Translokationen mit solchen Faktoren verwickelt.
Diese werden aufgrund ihrer sehr schlechten Prognose und Therapierbarkeit als Hochrisiko-
Leukdmien eingestuft. In tber 70% der Fille konnen sie bei Kleinkindern mit einer ALL und
AML nachgewiesen werden (Biondi et al., 2000) und sind generell in 10% aller menschlichen

Leukdmien zu finden (Huret et al., 2001). Erst kiirzlich konnten 64 Translokations-Partnergene
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und ihre genaue Bruchpunktsregion identifiziert werden. Dabei sind 6 Translokationspartnergene
an 85% der MLL-Translokationen beteiligt, wobei das AF4-Gen mit 42% bei allen untersuchten

Leukdmien und mit ca. 66% bei ALL den grof3ten Prozentsatz ausmacht (Meyer et al., 2009).

AF4

[ AF9
B ENL
B AF10
42 %
\ B AF6
\ @ ELL
\\ B EPS15
\\ W AF17
\\ B SEPT6
\\\7\;16,%/,7//) M andere
n=759+1
Kinder Erwachsene
n = 384 n =375 |
\
\ 85 %
S
ALL AML ALL
n = 237 n =147 n =246

Abbildung 2-3: Verteilung von verschiedenen Translok ationspartnergenen des MLL bei Kindern und
Erwachsenen mit ALL und AML
n gibt die Anzahl der Patienten an. Aus Meyer et al., 2009, http://web.uni-frankfurt.de/fb14/
dcal/SupplFigurel.pdf

2.1.3 Die chromosomale Translokation t(4;11)(g21;02 3)

1979 wurde die chromosomale Translokation t(4;11)(q21;q23) zum ersten Mal fiir einen
pédiatrischen Fall einer akuten lymphoblastischen Leukidmie beschrieben (Van den Berghe et al.,
1979). Uber ein Jahrzehnt spiter konnte mittels FISH-Experimenten (Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung) und dem Einsatz von YACs (yeast artificial chromosomes) der Bruchpunkt auf
Chromosom 11 charakterisiert werden (Rowley et al., 1992) und nur ein Jahr spiter gelang die

Identifizierung des an der Translokation beteiligten Gens, das den Namen ML (engl.: Mixed
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Lineage Ienkemia) erhielt (Ziemin van der Poel et al., 1991). Weitere Namen fiir das auf der Bande
11923 identifizierte Gen sind ALL-7 (engl. Acute Lymphoblastic Lenkemia; Cimino et al., 1991),
HRX (engl. Human Homolog of Trithorax; Tkachuk et al., 1992) bzw. Htrx1 (Human Trithorax 1;
Djabali et al., 1992). Das zweite Gen konnte 1992 erstmals als Translokationspartner des ML -
Gens nachgewiesen werden und trigt die Bezeichnung AF4 (AILLT fused gene from chromosome 4y
Gu et al, 1992). Die genaue Exon-Intron-Struktur beider Gene wurde 1996/97 aufgeklirt
(Nilson et al., 1996; Nilson et al., 1997).

2.1.3.1 Klinisches Erscheinungsbild einer t(4;11) a  ssoziierten Leukamie

Akute Leukdmien mit einer t(4;11)-Aberration treten haufig bei Sduglingen und Kleinkindern auf
und betreffen vorwiegend den lymphatischen Zweig des blutbildenden Systems. Unter allen
akuten lymphatischen Leukidmien (ALL) im Kleinkindalter ist die t(4;11)-Translokation mit 30 bis
40% die haufigste Translokationsart (Heerema et al., 1999). Sie tritt aber auch mit bis zu 5% bei
alteren Patienten mit Therapie-assoziierten Leukdmien (t-ALL oder t-AML) auf. Dabei handelt
es sich meistens um Patienten, deren primire Krebserkrankung mit Topoisomerase II-
Hemmstoffen behandelt wurde und die daraufhin eine sekundire Leukidmie entwickeln (Felix et
al., 1995; Johansson et al., 1998).

T(4;11)(q21;923)-positive Leukimien weisen als klinische Merkmale meistens ein geringes Alter,
Hyperleukozytose (>5%10" Leukozyten/l), Hepatosplenomegalie, starke ZNS-Infiltration und
einen schlechten Therapie-Verlauf auf (Chen et al., 1993b; Rubnitz et al., 1996; Felix et al., 1999;
Reaman et al., 1999). Ein sehr wichtiger prognostischer Marker ist hierbei das Alter der Patienten.
Die Uberlebensrate ist stark vom Alter abhingig (Pui et al., 2002; Pui et al., 2003) und liegt fiir
Siuglinge unter 3 Monaten bei ca. 5% (Felix ef al, 2000). Diese Leukdmie zeigt sich nahezu
therapieresistent. Es kommt nach Chemotherapie und anfinglicher Remission sehr schnell zu
einer Rezidivbildung. In diesem Stadium erweisen sich alle weiteren Behandlungsprotokolle als
erfolglos.

Obwohl diese Leukidmieform morphologisch als ALL klassifiziert wird, besitzen die Blasten nicht
nur lymphatische (CD19, CD24) sondern auch myeloische (CD15) Oberflichenmarker. Dies
weist daraufhin, dass die transformierten Zellen von sehr frithen himatopoetischen Vorldufer-
zellen abstammen, die noch in der Lage sind, in beide Linien des blutbildenden Systems zu
differenzieren. Die endgiltige Klassifizierung der leukdmischen Blasten als pro B-ALL erfolgt
aufgrund der fehlenden CD10 Expression bei gleichzeitiger Anwesenheit von CD19 (Pui et al.,
1991; Chen et al., 1993b; Borkhardt et al., 2002).
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2.1.3.2 Molekulare Grundlagen

Die beteiligten Gene bei der Translokation t(4;11) sind zum einen das AMLI-Gen auf
Chromosom 11 und zum anderen das .AF4-Gen auf Chromosom 4. Durch die Translokation
werden die beiden Chromosomen reziprok miteinander fusioniert, und es entstehen zwei neue
Derivatchromosomen. An den Fusionsstellen sind nun die Derivatgene Derivat 11 (der1T) und
Derivat 4 (derd) entstanden. Derivat 11 setzt sich aus dem N-terminalen Teil des MI.I.-Gens und
dem C-terminalen Teil des AF4-Gens zusammen und ist auf dem Chromosom 11 lokalisiert,
wiahrend das Derivat 4 aus dem N-terminalen AF4-Genstliick und dem C-terminalen MI.I -
Genstuck besteht und auf Chromosom 4 zu finden ist.

Fir das MLI-Gen konnte die Lage der Translokationsbruchpunkte, unabhingig von den
beteiligten Partnergenen, bestimmt werden. Fast alle Bruchpunkte liegen in einer 8.3 kb groflen
Region, die auch als breakpoint cluster region (bcr) bezeichnet wird (Gu et al., 1992; Mitterbauer-
Hohendanner & Mannhalter, 2004). Sie erstreckt sich tber die Exons 8 bis 14, wobei die
Verteilung der Bruchpunkte nicht homogen ist. Die Bruchpunktsregion des .AF4-Gens liegt in
einem vergleichsweise gro3eren genomischen Bereich von ca. 44 kb und wird von den Exons 3
und 6 flankiert, wobei auch hier die Bruchpunkte nicht homogen verteilt sind, sondern gehauft
im Intron 3 vorliegen (Reichel et al., 1999; Reichel 2001).

Die Aufrechterhaltung des Leserahmens ist unerldsslich fir die Funktionalitit der aus den
Fusionsgenen resultierenden Fusionsproteine. Die Chromosomenbriiche und die anschlieBende
Fusion finden in der Regel in den Intronbereichen der beteiligten Gene statt. Somit sind die
Exons an den Umlagerungen nicht beteiligt und ein intakter Leserahmen der Fusionsgene ist

gewihrleistet (Marschalek et al., 1997).

2.2 Das MLL-Protein (Struktur und Funktion)

2.2.1 Das MLL-Gen

Wie bereits schon im Kapitel 2.1.3 erwihnt, gelang 1991 Ziemin van der Poel die Identifizierung
des MII-Gens auf Chromosom 11 Bande 23 (Ziemin van der Poel et al., 1991). In gleichen
Jahr konnten Cimino und Kollegen zum ersten Mal den Genlocus des MILs in einer akuten
Leukdmie nachwiesen, was zu der Namensgebung AILIL-7 (engl. Acute Lymphoblastic Lenkemia;
Cimino et al., 1991) fithrte. Andere Arbeitsgruppen wihlten die Bezeichnung HRX (engl. Human
Homolog of Trithorax; Tkachuk et al., 1992) bzw. Htrx1 (Human Trithorax 1; Djabali et al., 1992)
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aufgrund der groen Homologie zu dem Trithorax Protein aus der Taufliege Drosophila
melanogaster.

Das MII-Gen erstreckt sich tiber einen Bereich von ca. 92 kb und besitzt 37 Exons (Nilson et
al., 1996; Rasio et al., 1996). Genaue Kartierungen und Analysen fir diesen Bereich zeigten ein
15 kb grof3es Transkript. Es konnten allerdings auch zwei kleinere Transkripte mit 13,5 und 5 kb
nachgewiesen werden, deren Funktionen jedoch noch weitgehend unbekannt sind (Djabali et al.,
1992; Tkachuk et al., 1992). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass Splei3varianten des groB3ten
Transkripts zu zwei unterschiedlich offenen Leserahmen mit 12.018 bzw. 11.919 Nukleotiden
fihren. Sie unterscheiden sich nur durch das Vorhandensein des Exons 2 und kodieren somit
entweder flr ein Protein mit 4.005 Aminosauren (AS) oder fur ein kleineres Protein mit 3.972 AS
(Domer et al., 1993). Letzteres kann allerdings hdufiger in Zellen nachgewiesen werden (Nilson et
al., 1996; Meyer et al., 20006). Zusitzlich kommt es haufig zu einer Deletion von 9 b im Exon 15,
so dass die daraus gebildeten Proteine dann nur noch aus 4.002 bzw. 3.969 AS bestehen. In
dieser Arbeit wurde das 3.969 AS gro3e MLL-Protein verwendet.

Bis auf wenige Ausnahmen wurden bis heute nahezu alle Bruchpunkte chromosomaler
Translokationen des MII-Gens innerhalb einer 8,3 kb groflen ber lokalisiert (Mitterbauer-
Hohendanner & Mannhalter, 2004). Sie wird von zwei BamHI-Restriktionsschnittstellen flankiert

und umfasst die Exons 8-14, die fiir die ersten beiden von vier PHD-Fingern kodieren.

2.2.2 Funktionelle Doméanen des MLL-Proteins

Mit einem Molekulargewicht von 435 kDa ist das MLL-Protein sehr grof3. Es weist deutliche
Homologien zum MIlI-Protein der Maus und zum Protein Trithorax aus Drosophila melanogaster auf.
Aufgrund ihrer Gemeinsamkeiten werden sie alle zusammen zur Trithorax-Familie gezihlt.
Proteine der Trithorax-Familie (TrxG) und der Polycomb-Familie (PcG) wurden urspriinglich in
Drosophila melanogaster identifiziert. Es handelt sich dabei um positive (TrxG) und negative (PcG)
Regulatoren homoostatischer Gene (HOX-Gene). Eine Schlisselkomponente von TrxG- und
PcG-Proteinen ist ihre Fihigkeit, bestimmte Regionen der DNA zu binden und dort tber
Verianderungen in der Chromatinstruktur, entweder einen aktiven Transkriptionsstatus (TrxG)
oder einen inaktiven Transkriptionsstatus (PcG) fiir Gene zu vermitteln sowie diesen aufrecht zu

erhalten (siche dazu auch den Bericht von Schuettengruber et al., 2007).
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CS1 CS2
2666 2718
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Abbildung 2-4: Schematische Darstellung des MLL-Prote ins mit seinen funktionellen Doméanen
Die Aminosauren geben die einzelnen Bereiche der Doménen an. Drei AT-Hacken: DNA-
Bindemotiv; SNL1/ 2: subnukledres Lokalisations-Signal 1/2; MT-Doméne: Cystein-reiches
Motiv mit starker Homologie zur DNA Methyltransferase zur Bindung nicht methylierter CpG-
Inseln; PHD-Finger 1-3 und 4: Plant Homeo Domain 1-3 und 4 (Zink-Finger-Motive);
BD: Bromo-Doméne; TAD-Doméne: Transaktivierungsdoméne, vermittelt Protein-Protein-
Interaktionen; FYRN/C: F/Y reicher Abschnitt im N-Terminus/C-Terminus; CS1 und CS2:
Cleavage Site 1 und 2, Erkennungsschnittstellen fur Taspasel; SET-Doméne: besitzt H3K4-

Methyltransferase-Aktivitat

Die héchste Ubereinstimmung zwischen dem humanen und dem Drosophila-Protein befindet sich
im C-terminalen Teil der Proteine, der SET-Domine. Diese wird vorrangig in Proteinen
gefunden, die an transkriptionell regulatorischen Prozessen beteiligt sind (T'schiersch et al., 1994).
Der Name dieser Domine leitet sich von den in Drosophila gefundenen Proteinen Suppressor of
variegation (Su(var) 3-9, Heterochromatin-assoziiertes Protein), Enhancer of zeste (E(z), Mitglied
der Polycomb-Familie) und Trithorax ab. Wihrend die ersten beiden Proteine als Transkriptions-
repressoren wirken und zur Familie der Polycomb-Gruppe gehéren (Laible et al., 1997; Pirrotta,
1998; van Lohuizen et al.,, 1998), ist Trithorax ein positiver Transkriptionsregulator. Die SET-
Domine dbernimmt somit nur eine transkriptionelle Regulation in Form der Histon-
Methylierung, wihrend die tatsichliche Ausprigung vom Gesamtprotein bestimmt wird. In
diesem Zusammenhang soll hier erwidhnt werden, dass fur das MLL-Protein eine H3K4-
Methyltransferase-Aktivitit nachgewiesen werden konnte, die einen positiven Einfluss auf die
Genexpression hat (Milne et al., 2002; Nakamura et al., 2002). Dies soll aber in den Abschnitten
2.2.3 und 2.2.4 noch niher erldutert werden.

Die PHD-Finger (plant homeo domain) stellen neben der SET-Domine zwei weitere stark
homologe Bereiche in den Proteinen MLL und Trithorax dar. Es handelt sich dabei um
besondere Zink-Finger-Motive. Sie stellen Cystein-reiche Sequenzabschnitte dar, die aber nicht
wie gewohnliche Zinkfinger DNA binden, sondern Protein-Protein-Interaktionspotential
besitzen. Fur die PHD-Finger 2 und 3 konnte eine Homodimerisierung nachgewiesen und
zusitzlich eine Interaktion des dritten PDH-Fingers mit Cyclophilin E (Cyp33) gezeigt werden
(Fair et al., 2001). Cyp33 verstirkt die Interaktion zwischen der Repressionsdomine von MLL
und der Histon-Deacetylase-1 und reguliert die Expression von HOXCE-Genen in MLL-
abhingiger Weise (Homoeobox-Gen C8; Fair et al., 2001; Xia et al., 2003). Die PHD-Finger
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vermitteln somit den Wechsel zwischen transkriptioneller Aktivierung und Hemmung. Aktuelle
Studien unterstitzen diese These. So konnten zwei Arbeitsgruppen unabhingig voneinander
belegen, dass die Integration des dritten PHD-Fingers in die MLL Fusionsproteine MLL-AF9
bzw. MLL-ENL die onkogene Transformation von Zellen blockiert (Chen et al., 2008; Muntean
et al., 2008). Aufgrund des dritten PDH-Fingers war nun eine Bindung von Cyp33 an die
Fusionsproteine moglich. Die typischerweise durch die Fusionsgene ausgeloste erhohte
Expression von HOX-Genen wurde in Anwesenheit von Cyp33 unterbunden.

Zwischen dem dritten und vierten PHD-Finger ist die Bromodomine (BD) lokalisiert, die man
bei vielen Chromatin-assoziierten Proteinen findet. Durch Konformationsinderungen des
Chromatins kann sie Einfluss auf die Transkription nehmen. Die BD besitzt eine hohe Affinitit
fir acetylierte Lysinreste von Histonen. Diese Eigenschaft wird aber fir MLL bisher nur
vermutet (Dhalluin et al., 1999).

Im C-terminalen Bereich des MLL-Proteins befindet sich eine Transaktivierungsdomine (TAD).
Ihre transaktivierende Figenschaft ist abhingig von der Interaktion mit dem nukledren
Coaktivator CREB-Binding-Protein CBP (CREB = Cydlic AMP Response Element-Binding Protein).
Durch die Interaktion mit der TAD-Domine wird die Bindung von CBP an phosphoryliertes
CREB begiinstigt, was eine Transkriptionsaktivierung zur Folge hat (Ernst et al., 2001).

Im N-terminalen Bereich des MLL-Proteins befinden sich mehtrere Bereiche, die DNA binden
kénnen. Einen solchen Bereich stellen die drei AT-Haken dar. Sie erméglichen eine unspezifische
Bindung an AT-reiche Bereiche in der kleinen Furche der DNA (Zeleznik-Le et al.,, 1994). Ein
zweiter wichtiger Bereich, der in der Lage ist an DNA zu binden, ist die MT-Domine. Es handelt
sich dabei um einen Cystein-reichen Abschnitt, der an unmethylierte CpG-Dinukleotid-
Sequenzen binden kann(Birke et al., 2002). Der Name beruht auf der Homologie zur DNA-
Methyltransferase 1 (Ma et al., 1993). Die MT-Domine befindet sich in der Repressionsdomine
von MLL. Dieser Bereich kann Histon-Deacetylasen, und PcG-Proteine wie BMI-1 und HPC2
rekrutieren. Diese Interaktionen werden durch die bereits beschriebene Bindung von Cyp33 an
den dritten PHD-Finger in unmittelbarer Nachbarschaft zur MT-Domine noch verstirkt (Xia et
al., 2003).

Zwei nukledre Lokalisationssequenzen SNL 1 und SNL 2 (Speckled Nuclear 1ocalization) zwischen
den AT-Haken und der MT-Domine bewirtken eine distinkte Lokalisation des MLL Proteins
innerhalb des Zellkerns (Yano et al., 1997).

Fir die vollstindige Funktionsfihigkeit des MLL-Proteins wird es nur wenige Minuten nach
seiner Translation in zwei unterschiedlich grole Fragmente gespalten (Hsieh et al., 2003a;
Yokoyama et al., 2002). Diese proteolytische Spaltung durch das Enzym Taspase 1 — einer
Threonin-Aspartase — erfolgt an zwei konservierten Protease-Erkennungssequenzen CS1:

QXD/GADD und CS2: QXD/GVDD (Cleavage site T1and 2; X steht fir eine hydrophile
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Aminosiure; Hsieh et al., 2003b). Die zwei gebildeten Fragmente werden als MLL" bzw. MLL"
bezeichnet und besitzen ein Molekulargewicht von ungefihr 300 bzw. 180 kDa (letzteres hat ein
berechnetes Molekulargewicht von nur ca. 130 kDa, sein apparentes Laufverhalten im Gel liegt
aber bei 180 kDa). Fir beide MLIL-Fragmente konnten unterschiedliche transkriptionelle
Eigenschaften nachgewiesen werden. Wihrend das MLL‘-Fragment stark aktivierend wirkt,
konnten fiir das MLL~-Fragment reprimierende Eigenschaften festgestellt werden (Yokoyama et
al, 2002). Uber intramolekulare Interaktionsdominen dimerisieren die beiden generierten
Proteinfragmente MLLY und MLL®. An dieser Interaktion der beiden Fragmente sind die
Phenylalanin-Tyrosin-reiche Region im MLLY (FYRN) und die Phenylalanin-Tyrosin-reiche
Region im MLL® (FYRC) beteiligt. Diese Stabilisierung beider MLI-Peptide fithrt zur
subnukledren Lokalisation (Butler et al., 1997) des MLLL-Komplexes und bildet die Grundlage fiir
die anschlieBende Generierung eines MLL-Multiprotein-Komplexes (Nakamura et al., 2002).

2.2.3 Aufbau des MLL-Multiproteinkomplexes

Es gibt verschiedene Publikationen die unterschiedliche Zusammensetzungen des MLL-
Multiprotein-Komplexes postulieren. 2002 gelang es Nakamura und seinen Kollegen zum ersten
Mal einen MLL-Komplex zu reinigen. Sie konnten dabei 27 Proteine identifizieren, die mit dem
MILL-Protein assoziiert vorlagen (Nakamura et al., 2002). So wurden unter anderem Proteine des
SWI/SNF-Komplexes wie INI1 und BRM identifiziert. Bereits 1998 konnte Rozenblatt-Rosen
zeigen, dass die SET-Domine von MLL mit INI1 interagiert (Rozenblatt-Rosen et al., 1998).
Proteine des SWI/SNF-Komplexes sind an der Umwandlung von Chromatin beteiligt (chromatin
remodeling) und konnen demzufolge die Transkription aktivieren oder reprimieren. Auflerdem
konnten noch Komponenten des TFIID-Komplexes identifiziert werden, die an der basalen und
Aktivator-abhingigen Transkription beteiligt sind, indem sie spezifisch Promotoren erkennen
und den Priinitiationskomplex rekrutieren. Des Weiteren wurden Proteine des Histon-
Deacetylase-Komplexes Sin3A identifiziert und Proteine, die an der RNA-Prozessierung
mitwirken.

Ein weiterer, nur ca. 1 MDa grofler MLL-Komplex wurde 2004 von Yokoyama und Kollegen
gereinigt und analysiert. Dieser MLL-Komplex setzt sich aus insgesamt sieben Proteinen (inkl.
MLL) zusammen, wobel nur die zwei WID40-repeat-Proteine, WDR5 und RbBP5, auch im grof3en
MLL-Komplex von Nakamura zu finden waren (Yokoyama et al., 2004). Zusitzlich wurde ein
weiteres Trithorax-Protein — ASH2I. — identifiziert, das zusammen mit WIDR5 und RbBP5 an die
SET-Domine von MLL bindet. Untersuchungen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae belegen, dass
diese drei Proteine — bzw. ihre Homologen — essentiell fiir die H3K4-Methyltransferase-Aktivitit
sind (Nagy et al, 2002). WDR5, RbBP5 und ASH2L bilden einen Subkomplex, der mit
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verschiedenen Mitgliedern der SET1-Familie von Histon-Methyltransferasen interagiert und in
der Lage ist das Lysin4 am Histon H3 zu mono-, di- oder trimethylieren (Dou et al., 2000).
WDR5 scheint dabei die Methyltransferase-Aktivitit zu regulieren, indem es vorwiegend an
dimethylierte Histone assoziiert (Wysocka et al., 2005) und eine wichtige Rolle in der Aufrecht-
erhaltung des Komplexes spielt. Es stabilisiert die Interaktion mit RbBP5 und bringt die SET-
Domine von MLL in raumliche Nihe zum Histon H3 (Dou et al., 2006; Ruthenburg et al,,
20006). AuBlerdem hat WDRS5 auch einen Einfluss auf die HOX-Gen-Expression. Ein &nock-down
von WDR5 mittels siRNAs (swall interference RNA) fihrte zu einer deutlich verminderten
HOXCS-Expression und einer reproduzierbaren Senkung des HOXA9-mRMA-Levels, obwohl
die Bindung von MLL an HOXCS und HOXAY nicht gestort wurde (Wysocka et al., 2005). Des
Weiteren interagiert der Transkriptionsfaktor Ap28 mit ASH2L und spielt ein wichtige Rolle bei
der Rekrutierung von ASH2L zum HOXCS-Locus, was anschlieBend zu einer H3K4 Tri-
Methylierung und Aktivierung des Gens fihrt (Tan et al., 2008).

Neueste Studien von zwei Arbeitsgruppen belegen, dass WDRS5 die gleiche Bindungstasche fir
die Interaktion mit MLL und Histon H3 nutzt (Patel et al., 2008; Song & Kingston, 2008). Es
wurde nachgewiesen, dass WDR5 die MLL-Aminosiure Arginin an Position 3765 erkennt, und
dass eine Mutation dieser Aminosaure im MLL die Bindung an den Subkomplex (WDRS5,
RbBP5, ASH2L) verhindert und die H3K4-Dimethylierungsaktivitit zz vitro blockiert (Patel et al.,
2008). Diese neuen Erkenntnisse sprechen nun gegen die von Dou und Ruthenberg aufgestellte
Theorie, dass WDRS5 eine Rolle als Vermittler der Bindung von MLL an H3K4 spielt, da eine
gleichzeitige Bindung von H3 und MLL an die gleiche Bindungstasche eher unwahrscheinlich ist.
Die Proteine HCF-1 und HCF-2 (host cell factor) interagieren iber die MT-Domine des MLL-
Proteins mit dem Komplex. Sie spielen eine Rolle in der transkriptionellen Regulation und sind
an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Natives HCF-1 ist ein Heterodimer aus HCF-1 und
HCF-1. Untereinheiten, wobei die HCF-1-Untereinheit den Verlauf der G1-Phase fordert,
wiahrend die HCF-1.-Untereinheit fiir den einwandfreien Verlauf der M-Phase verantwortlich ist
(Goto et al., 1997; Julien & Herr, 2003). Eine neuere Studie konnte belegen, dass wihrend des
Ubergangs von der G1- in die S-Phase HCF-1 das MLL-Protein an E2F-sensitive Promotoren
rekrutiert und somit Histon-Methylierung und transkriptionelle Aktivitit vermittelt (Tyagi et al.,
2007). HCF-1 reguliert den Zellzyklus, indem es temporir mit unterschiedlichen Proteinen
assoziiert. So konnte nachgewiesen werden, dass HCF-1 in der Lage ist, selektiv zu bestimmten
Zeiten des Zellzyklus mit transkriptionell aktivierenden Komponenten, wie dem MLL-Komplex
und E2F1 (Aktivator-E2F) oder mit reprimierenden Komponenten, wie E2F4 (Repressor-E2F)
und dem Sin3-Komplex, zu interagieren (Tyagi et al., 2007). Dies erklart auch warum bei einer
friheren Studie HCF-1 zusammen mit dem SIN3-Komplex und einem Trithorax-dhnlichen

Methyltransferase-Komplex assoziiert vorgefunden wurde (Wysocka et al, 2003), wihrend
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Yokohama et al. keine Interaktion von SIN3-Faktoren mit dem makromolekularen MLIL-
Komplex finden konnte.

Eine weitere wichtige Komponente des von Yokoyama identifizierten MLL-Komplexes ist das
Protein MENIN, das Produkt des Tumorsuppressor-Gens MENT (Multiple Endocrine Neoplasia
type-1), dessen Mutation mit dem multiplen endokrinen Neoplasie Syndrom Typ 1 assoziiert ist
(Chandrasekharappa et al., 1997; Lemmens et al., 1997). MENIN interagiert mit dem N-
Terminus von MLL (AS 4-55, Caslini et al., 2007) und reguliert zusammen mit diesem die
Expression der CDK-Inhibitor-Gene p27 und pl8 (Cyclin Dependant Kinase). Die Proteine dieser
Gene sind etablierte Zellzyklus-Regulatoren. Milne und seine Kollegen konnten in Mausen
zeigen, dass Menin essentiell fur die p18- und p27-Expression ist und dass Ml zusammen mit
Menin an die Promotoren dieser Gene bindet (Milne et al., 2005). Des Weiteren ist Menin
aufgrund der Interaktion mit Ml elementar fir die Aufrechterhaltung der Hoxgenexpression,
insbesondere von Hoxa9 und HoxcS. Ein knock-down von MENIN bzw. MLL mittels siRNA
fihrte zu einer dhnlich verminderten HOXA9-Expression (Yokoyama et al., 2004), und Hughes
und seine Kollegen konnten mittels Chromatin-Immunoprizipitation (ChIP) nachweisen, dass
Menin direkt an den Hoxr§-Locus bindet (Hughes et al., 2004). Dartber hinaus konnte eine
Interaktion zwischen Menin und dem phosphorylierten Serin an Position 5 des CTD-Endes der
RNA-Polymerase II gezeigt werden, was den Menin/Histon-Methyltransferase-Komplex nun mit
der Transkriptionsmaschinerie in Verbindung bringt (Hughes et al., 2004). Einen guten Uberblick
tber die verschiedenen Funktionen von MENIN — auch in Zusammenhang mit MLL — gibt der
Bericht von Wu und Hua (Wu & Hua, 2008).

Als weiteres Mitglied des MLL-Komplexes konnte die H4K16 Acetyltransferase MOF
identifiziert werden. Sie interagiert Giber ihre Zinkfinger-Domine mit dem C-terminalen Teil des
MLLs. Der MLL-Komplex besitzt somit sowohl Methyltransferase- als auch Acetyltransferase-
Aktivitit. Beide Funktionen scheinen etfordetlich zu sein, um eine aktive Chromatinstruktur und
eine optimale Transkription von Zielgenen aufrecht zu erhalten (Dou et al., 2005). Zusitzlich
konnte bei dieser Studie noch eine Interaktion zwischen MLL, MOF und RING2 nachgewiesen
werden.

Alle erwihnten Interaktionspartner, inklusive ihrer Interaktionsdominen (soweit bekannt) mit
dem MLL-Protein, sind in Abbildung 2-5 in einer schematischen Darstellung der Ausbildung des

MLL-Multiproteinkomplexes zusammengefasst.
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Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der Bildung des MLL-Multiproteinkomplexes
Zunachst erfolgt die proteolytische Spaltung des MLL-Proteins an den Schnittstellen CS1 und
CS2 durch das Enzym Taspasel. AnschlieRend dimerisieren die Fragmente MLL" und MLL®
Uber die intramolekularen Interaktionsdoménen FRYN und FRYC und bilden damit die Plattform
zur Ausbildung des Multiproteinkomplexes. Die Abkirzungen der Doménen des MLL-Proteins

wurden bereits in Abbildung 2-4 erlautert.
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2.2.4 Funktion des MLL-Proteinkomplexes

Wie bereits schon im Abschnitt 2.2.2 erwihnt, gehért das MLL-Protein aufgrund seiner
Homologie zum Trithorax-Protein aus Drosophila melanogaster zur Trithorax-Familie (TrxG). Somit
ist es naheliegend, dass beide Proteine Gemeinsamkeiten in ihrer Funktion im jeweiligen
Organismus aufweisen. Proteine der Trithorax-Familie und ihre Gegenspieler der Polycomb-
Familie (PcG) wurden ursprunglich in Drosgphila melanogaster identifiziert. Es handelt sich dabei
um positive (TrxG) und negative (PcG) Regulatoren homéostatischer Gene (HOX-Gene), die
einen entscheidenden Einfluss auf die Embryonalentwicklung haben. Indem sie eine geregelte
HOX-Genexpression gewihtleisten und diese aufrechterhalten, garantieren sie eine prizise
Segmentierung des Korperbaus. Sie erzeugen an den gebundenen Chromatinabschnitten
charakteristische Histon- und DNA-Methylierungsmuster, wodurch die stabile Vererbung des
aktiven oder reprimierten Zustands der jeweiligen Gene gesichert wird und somit ein
»transkriptionelles Gedachtnis“ etabliert wird.

HOX-Gene stellen Transkriptionsfaktoren dar, die an der Entwicklung verschiedener Gewebe
beteiligt sind und auch einen Einfluss auf das himatopoetische System haben (Abramovich &
Humphries, 2005). Mausmodelle konnten eindeutig belegen, dass Mll eine entscheidende Rolle in
der Kontrolle der Hox-Genexpression einnimmt und auch an der Entwicklung des Skeletts und
des himatopoetischen Systems beteiligt ist. Eine M//-£nock-out Studie von Yu et al. konnte zeigen,
dass die Expression von Hox-Genen (Hoxa7) zwar eingeleitet wurde, aber keine Aufrecht-
erhaltung wihrend der Entwicklung gewihrleistet werden konnte (Yu et al, 1995, Yu et al,
1998). Die homozygoten Mil-knock-ont-Embryos (MII”-Embryos) starben spitestens am Tag 10,5
der Embryonalentwicklung. Dieser Zeitpunkt ist der Start der Organogenese. Der heterozygote
knock-out (M/”) war zwar lebensfihig, zeigte aber homdotische Skelettdeformationen
insbesondere im thorakalen Wirbelbereich, ein retardiertes Wachstum und hidmatopoetische
Verinderungen wie Animie und Thrombozytopenie (Yu et al., 1995). Auch bei einer weiteren
Mil-Fnock-ont  Studie ~starben die MI”-Embryos zwischen Tag 11,5 und 14,5. Die
himatopoetischen Vorlduferzellen waren bei diesen Embryos drastisch reduziert, was zu der
Annahme fiihrt, dass Mll das Wachstum von himatopoetischen Vorlauferzellen reguliert (Yagi et
al., 1998).

Im Gegensatz dazu waren Miuse, die ein verkirztes MIl ohne SET-Domine exprimierten,
lebensfihig und fruchtbar (Terranova et al, 2006). Dies fithrt zu der Uberlegung, dass
anscheinend eine einwandfreie Bildung des MLL-Komplexes und Funktionen von MII, die nicht
Uber die SET-Domine vermittelt werden, fiir eine korrekte embryonale Entwicklung notwendig
sind. Es konnte aulerdem nachgewiesen werden, dass es zu einer drastisch verringerten H3K4-

Monomethylierung und einer defekten DNA-Methylierung an denselben Hox-Loci kommt.
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Andere Arbeiten belegen eine direkte Bindung von MLL an genomische DNA tber einen grof3en
Bereich der Hoxa9- und Hoxe§8-Loci (Milne et al., 2002; Guenther et al., 2005). Es konnte erst
kiirzlich nachgewiesen werden, dass MIl CpG-Cluster innerhalb des Hoxa9-Gens vor der
Methylierung schiitzt und so die Aufrechterhaltung der Genexpression wihrend der Entwicklung
gewihrleistet (Erfurth et al., 2008). Guenther und Kollegen konnten auflerdem mittels eines
ChIP-DNA-Microarrays aufzeigen, dass MLL an mehr als 2000 Promotoren mit RNA-
Polymerase II co-lokalisiert (Guenther et al., 2005).

Die Methyltransferase-Aktivitit von MLL wird von der stark konservierten SET-Domaine des
Proteins vermittelt (Nakamura et al., 2002). Histonmodifikationen spielen eine wichtige Rolle bei
der epigenetischen Programmierung und folglich kénnte das MLL-Protein aufgrund seiner
Methyltransferase-Aktivitit daran beteiligt sein. Arbeiten von Hanson und seinen Kollegen
unterstiitzen die Theorie, dass MLL epigenetische Funktionen besitzt, denn Bmil, — ein PcG-
Mitglied — und MII zeigten in Miusen eine antagonistische Rolle in der Skelett-Entwicklung. Es
gelang dieser Arbeitsgruppe den transformierten Phinotyp in heterozygoten MLL" -Embryonen
aufzuheben, wenn sie mit heterozygoten Bmil-Miusen gekreuzt wurden. Aullerdem ergaben
Untersuchungen von MLL- bzw. Bmil-defizienten embryonalen Fibroblasten eine reziproke
Regulation der Hox-Gene (Hanson et al., 1999).

Bereits Yu und Yagi konnten mit ihren Anock-ou-Miusen belegen, dass MIl auch an der
Entwicklung des hamatopoetischen Systems beteiligt ist (Yu et al., 1995; Yagi et al., 1998). Die
Expression von MIl wurde in Organen des himatopoetischen und des lymphoiden Systems
nachgewiesen (Butler et al,, 1997) und Arbeiten von Look belegen, dass eine korrekte Hox-
Genexpression essentiell fur Differenzierungsprozesse von himatopoetischen Vorlauferzellen
(Look et al., 1997) ist. Einen weiteren Beweis fiir den Einfluss von MLL auf die Himatopoese
gelang Ernst und seinen Kollegen (Ernst et al., 2004). Sie konnten zeigen, dass MLL essentiell fir
die Entwicklung himatopoetischer Stammzellen und Vorlauferzellen ist.

Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass MLL tber die Assoziation mit HCF-1 und E2F1 an
der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt ist. HCF-1 rekrutiert das MLL-Protein an E2F-sensitive
Promotoren wihrend des Ubergangs von der G1- in die S-Phase und vermittelt somit Histon-
Methylierung und transkriptionelle Aktivitit (Tyagi et al., 2007). Dartiber hinaus hat MLL tber
die Interaktion mit Menin Einfluss auf die p18- und p27-Expression. Die Proteine dieser Gene
sind bekannte Zellzyklus-Regulatoren. (Milne et al., 2005). Auch ein Taspasel-knock-ont-Modell
belegt, dass MLL auf die Steuerung des Zellzykluses Einfluss nimmt. Bei diesen Taspasel-
defizienten Mausen findet keine Prozessierung des Mll-Proteins mehr statt (Takeda et al., 2000).
Analysen ergaben, dass die Expression der Cyclin A-, B- und E-Typen deutlich herunter reguliert
war. Aulerdem konnte eine reduzierte H3K4-Trimethylierung an den Genen von Cyclin E1 und

E2 festgestellt werden. Es wurde vermutet, dass die Regulation der Cycline tiber die Interaktion
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von MIl mit verschiedenen E2Fs stattfindet, die wiederum Schliisselproteine im Verlauf des
Zellzykluses darstellen. Schon bereits Dou belegte eine Interaktion von MLL mit dem E2F6-
Protein (Dou et al., 2005).

Neben den Hox-Genen konnte es aber auch noch andere wichtige Targets von MLL geben.
Neuere Entwicklungen von Chromatin-Immunoprizipitationen (ChIP) in Kombination mit
Microarray-Analysen (ChIP on chip) konnten zeigen, dass MLL mit Tausenden von Promotoren
assoziiert, und dass bis zu 90% dieser MLL-Promotoren auch von der RNA-Polymerase II belegt
werden. Dies fiihrt zu der Uberlegung, dass MLL vielleicht auch ein globaler Regulator der
Transkription sein kénnte (Milne et al., 2005; Guenther et al., 2005).

2.3 Das AF4-Protein (Struktur und Funktion)

2.3.1 Das AF4-Gen

Wie bereits unter 2.1.3 erwahnt, wurde das menschliche AF4-Gen (auch FEL genannt (four eleven
lenkemia, Chen et al., 1993a; Morrissey et al., 1993)) 1992 zum ersten Mal als Translokations-
partner des MILI-Gens beschrieben (Gu et al, 1992) und stellt, wie aus Abbildung 2-3
hervorgeht, mit 42% den haufigsten Translokationspartner von MI.L dar.

Die genaue Exon/Intron-Struktur des humanen AF4-Gens wurde 1997 in der Arbeitsgruppe
von Professor Marschalek aufgeklirt (Nilson et al., 1997). Es umfasst 300 kb und ist auf dem
Chromosom 4 Bande q21 lokalisiert. Sein 10,5 kb gro3es mRNA Transkript wird von 23 Exons
kodiert, wobei vier dieser Exons alternative erste Exons darstellen (1al — 1a2, 1b und 1lc).
Wihrend des Spleil3-Prozesses kénnen dabei zwei alternative Transkripte gebildet werden, die
— je nachdem welches erste Exon verwendet wird — als FelA (Exon 1a) oder FelB (Exon 1b)
bezeichnet werden. Zusitzlich besitzt das .AF4-Gen eine alternative Polyadenylierungsstelle im
Intron 3, die genutzt werden kann, um ein 2,8 kb kleines Transkript zu generieren, das
entsprechend der eingefithrten Nomenklatur als FelC bezeichnet wird. Die Bruchpunktsregion
des AF4-Gens liegt in einem genomischen Bereich von ca. 44 kb und wird von den Exons 3 und

6 flankiert (Nilson et al., 1997; Reichel et al., 1999; Reichel 2001).

2.3.2 Funktionelle Doméanen des AF4-Proteins

Das AF4-Gen wird in allen Geweben sowie in himatopoetischen Zellen ubiquitir exprimiert
(Chen, 1993a; Frestedt, 1996). Das daraus resultierende AF4-Protein konnte im Zellkern
lokalisiert werden (Nilson et al., 1997) und hat ein berechnetes Molekulargewicht von 131 kDa.

Sein Laufverhalten in einem SDS-Gel entspricht allerdings einem Molekulargewicht von ungefihr
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175 kDa. Es gehort zur ALF-Proteinfamilie (AF4, LAF4 und EMR2; Nilson et al., 1997), zudem
auch das Protein AF5q31 zahlt (Taki et al., 1999). AuBler AF4 sind auch LAF4 und AF5q31 als
Translokationspartner des MLL identifiziert worden (Ma & Staudt 1996; von Bergh et al., 2002).
Nur das FMR2 konnte als einziges Mitglied dieser Proteinfamilie nicht mit einer Leukimie in
Verbindung gebracht werden. Allerdings fihrt eine Inaktivierung des FMR2 Gens auf
Chromosom X zu einer nicht spezifischen familidren mentalen Retardierung (Chakrabarti et al.,
1996; Gecz et al., 1990).

Alle Proteine der ALF-Familie haben gemeinsam, dass sie 5 hoch konservierte Dominen
beinhalten: eine N-terminale Homologiedomine (NHD); die hochkonservierte Domine der
ALF-Proteinfamilie (ALF); eine Serin-reiche Region (pSer), die die minimale Transaktivierungs-
domine TAD beinhaltet; eine Kernlokalisierungssequenz (NLS, nuclear localisation sequence); und
eine C-terminale Homologiedomine (CHD). Uber die genaue Funktion der einzelnen Dominen
ist aber noch wenig bekannt, auch wenn gezeigt werden konnte, dass AF4 und LAF4 DNA

binden kénnen und transkriptionell aktivierend wirken (Prasad et al. 1995; Ma & Staudt 1996).

AS 6 — 93 265 439 467-522 812-834 854 1211
NHD ALF pSer NLS CHD

LT R s s o ] | o —

1 258-346 1212

Abbildung 2-6: Schematische Darstellung des AF4-Prot  eins und seiner funktionellen Doméanen
Die Abkirzungen der Domanen sind im dariiber stehenden Text naher erklart. Die Amino-
sauren geben die einzelnen Bereiche der Doménen an. Die Aminosduren 258-346 innerhalb
der ALF-Domaéne zeigen die SIAH-Bindungsstelle.

2.3.3 Interaktionen des AF4-Proteins/ Aufbau des AF  4-Proteinskomplexes

In der Arbeitsgruppe von Prof. Marschalek konnte 2004 durch Interaktionsstudien nachgewiesen
werden, dass die E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2 mit AF4 interagieren. Dabei konnte
die spezifische Bindung von AF4 an SIAH1 nachgewiesen werden. Daraus resultiert der
proteasomale Abbau des AF4-Proteins durch die SIAH1 vermittelte Polyubiquitinylierung. Als
minimale Kontaktdomine fiir diese Interaktion konnte im Bereich der hoch konservierten
ALF-Domine des AF4-Proteins das Erkennungsmotiv PxAxVxP der SIAH Ziel-Proteine
identifiziert werden (House et al., 2003). Da das Wildtyp-AF4-Protein in Zellen ohne Behandlung
mit einem Proteasominhibitor schwer nachweisbar ist, kann von einer strikten Regulierung der
AF4-Proteinmenge durch SIAH ausgegangen werden (Bursen et al, 2004).

Im gleichen Jahr konnte auch erstmals gezeigt werden, dass AF4 und AF9 einen stabilen im

Zellkern lokalisierten Komplex bilden (Erfurth et al., 2004). Die Interaktionsdominen beider
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Proteine liegen dabei im C-Terminus in den hoch konservierten Bereichen der jeweiligen
Proteinfamilie. Dies lisst vermuten, dass auch die Proteine der ALF-Familie mit AF9 interagieren
konnten bzw. auch umgekehrt eine Interaktion von AF4 mit dem zum AF9 homologen Protein
ENL stattfindet. Weitere Untersuchungen ergaben, dass in den Fusionsproteinen MLL-AF4 und
MLL-AF9 diese Interaktionsdominen noch vorhanden sind. Es konnte eine Interaktion von AF9
mit MLL-AF4 gezeigt werden, die zu einer verinderten Lokalisation von AF9 im Zellkern fihrte.
Diese Interaktion kénnte somit méglicherweise eine Rolle in der Leukdmogenese spielen. Weitere
Untersuchungen unterstiitzten diese Theorie, denn ein Peptid, welches die Interaktion zwischen
AF4 und AF9 aufhebt, konnte Apoptose in t(4;11)-Zellen auslésen (Srinivasan et al., 2004).
Neben der bereits erwihnten Méglichkeit einer Interaktion von AF4 mit ENL konnte auch eine
Interaktion mit dem Polycomb Protein PC3 und dem Protein BCoR (BCL6 Co-Repressor)
stattfinden. Diese Proteine sind an der Chromatin-abhingigen Genrepression beteiligt und
Untersuchungen belegen, dass sie mit AF9 und/oder ENL zusammen vorliegen (Garcia-Cuellar
et al., 2001; Hemenway et al., 2001, Srinivasan et al., 2003).

2005 konnten Zeisig und seine Kollegen mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System nachweisen, dass
ENL mit AF4, AF5q31, AF10, PC3 und der H3K79-Methyltransferase DOT1 interagiert. Ein
Komplex, der die Proteine AF4, ENL und PC3 enthielt, konnte aus 293T-Zellen isoliert werden,
wobei die GréBenbestimmung dieses Komplexes eine Beteiligung weiterer Proteine vermuten
lie3 (Zeisig et al, 2005). Diese gefundenen Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen
unterstreichen auch noch Publikationen anderer Arbeitsgruppen. Sie konnten eine Interaktion
von murinem Af9 mit Dotla nachweisen sowie die Interaktion von AF10 oder MLL-AF10 mit
DOTIL (Zhang et al., 2006; Okada et al., 2005).

Zeisig und seine Kollegen vermuteten auflerdem eine Beteiligung des positiven Transkriptions-
Elongations-Faktors b (P-TEFb) am Komplex, da bereits fiir das ALF-Familienmitglied AF5q31
eine Interaktion nachgewiesen wurde (Estable et al., 2002). P-TEFb ist ein Dimer aus CDK9
(Cyclin-abhingige Kinase 9) und CCNT1 (CyclinT1). Es ist in der Lage die C-terminale Domine
der RNA-Polymerase II (RNA- Polymerase II CTD) zu phosphorylieren, und erméglicht damit
eine effiziente transkriptionelle Elongation (Zhou & Yik, 20006). Zeisig und seine Kollegen
postulierten zum ersten Mal einen Komplex mit AF4, der an Histone bindet und an der
transkriptionellen Elongation beteiligt sein konnte.

2007 konnte gezeigt werden, dass in murinen Zellen Af4 zusammen mit den Proteinen Cdk9,
Centl, Af10, Dotl und Enl bzw. Af9 vorliegt. Af4 fungiert hier in diesem Modell zusammen mit
seinen Interaktionspartnern als positiver Regulator der Gentranskription und vermittelt die Dot1-
abhingige H3K79 Methylierung (Bitoun et al., 2007). Die Existenz dieses Komplexes wurde auch

von Mueller und seinen Kollegen bestitigt, wobei bei dieser Untersuchung der Komplex tber das
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ENL isoliert wurde. Dabei konnten zusitzlich Mitglieder der Polycomb Gruppe und weitere
Proteine der ALF-Familie gefunden werden (Mueller et al., 2007).

Auf die genauen Funktionen im Einzelnen soll noch niher im nichsten Kapitel eingegangen
werden. Aufgrund der momentanen Literatur ergibt sich folgende schematische Zusammen-

setzung des AF4-Proteinkomplexes:
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42,8 kDa

NLS CHD

AS 258-346 766-779

1212

109 kDa

7,&600

184,8 kDa

Abbildung 2-7: Zusammensetzung des AF4-Proteinkomple xes
Dieses Bild zeigt ein Modell des AF4-Komplexes aufgrund der bislang eindeutig identifizierten
Interaktionspartner. Die Zahlen am AF4 und an den jeweiligen Proteinen geben die
Interaktionsdomanen/Aminosaurenbereiche der Proteine mit dem jeweiligen Protein an und
sind der momentanen Literatur entnommen. NHD: N-terminale Homologiedoméne, ALF: hoch
konservierte Domane der ALF-Proteinfamilie, pSer: Serin-reiche Region, NLS: Kern-
lokalisierungssequenz, CHD: C-terminale Homologiedoméane

2.3.4 Funktionen des AF4-Proteinkomplexes

Da es sich bei AF4 und den Mitgliedern der ALF-Proteinfamilie um nukledre Proteine mit
transaktivierenden Figenschaften handelt, wurde ihnen lange Zeit eine Funktion als trans-
kriptionelle Regulatoren zugesprochen (Prasad et al. 1995; Ma & Staudt 1996, Hillman et al.,
2001).

Das AF4-Transkript wird zwar ubiquitir exprimiert (Chen et al., 1993a; Frestedt et al, 1996),
jedoch konnte in Miusen nachgewiesen werden, dass das 74#4-Gen tberwiegend in Thymozyten
und sehr stark in lymphoiden Organen exprimiert wird (Isnard et al., 1998). Ein murines Af4
knock-out Modell fihrte zu einer Storung der B- und T-Zellentwicklung in den Méusen (Isnard et

al., 2000). Die Anzahl reifer B-Zellen im Knochenmark war signifikant reduziert und im Thymus
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konnte ein starker Riickgang CD4/CD8-doppeltpositiver Zellen festgestellt werden. Aullerdem
waren die Af4-negativen Miduse 20% kleiner als ihre gesunden Artgenossen und lebten maximal
bis zum Tag 10 nach der Geburt. Diese Ergebnisse belegen, dass dem Af4-Protein eine kritische
Rolle in der lymphoiden Entwicklung zukommt und dass vielleicht das Af4-Gen den onkogenen
Prozess einer t(4;11)-Leukdmie in die lymphatische Richtung lenkt. Zusitzlich scheint das Af4,
neben der Beteiligung bei der Himatopoese, auch noch einen Einfluss auf Zellwachstums- und
Differenzierungsprozesse zu haben, was das geringe Gewicht der Miuse erkliren wiirde.

Der Einfluss von AF4 auf das Wachstum wurde von Bursen und ihren Kollegen bestitigt. Eine
Uberexpression von AF4 in MEF-Zellen (murine embryonic fibroblasts) fihrte, neben dem Verlust
der Kontaktinhibition, zur Wachstumstransformation der Zellen (Bursen et al., 2004). Diese
onkogenen Eigenschaften konnten auf den AF4-N-Terminus zuriickgefihrt werden, da auch das
AF4-MLL-Fusionsprotein zu einer Transformation muriner embryonaler Fibroblasten fiihrte.
AF4 stellt somit ein potentes Proto-Onkogen dar, das — aufgrund der Bindung an SIAH und dem
damit verbundenen proteasomalen Abbau — einer strikten Regulation unterliegt.

Isaacs und seine Kollegen belegten 2003, dass das AF4 auch an der korrekten Entwicklung und
Funktion des zentralen Nervensystems (ZNS) beteiligt ist (Isaacs et al., 2003). Mduse mit einer
Missense-Mutation im hoch konservierten PxAxVxP-Motiv (SIAH-Bindungsstelle) des Af4-
Proteins, wiesen einen drastischen Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn auf. Dieser Verlust
ist bereits drei Wochen nach der Geburt feststellbar. Die Tiere entwickeln einen grauen Star und
besitzen einen ruckartigen ataktischen Gang’. Diese stark eingeschrinkten motorischen
Fahigkeiten fithrten zu dem Namen ,,70botic mouse“ (Eine genauere Charakterisierung der ,,robotic
mouse ist im Artikel von Oliver et al,, 2007 zu finden). Aufgrund der Mutation des hoch
konservierten PxAxVxP-Motivs ist die Bindungsaffinitit an Siah-1 deutlich verringert und ein
normaler proteasomaler Abbau von Af4 wird verhindert (Oliver et al., 2004). Im Vergleich zu
gesunden Miusen konnen 2-3fach hoéhere Af4-Level nachgewiesen werden, was die ,,robotic
monse“ zu einem potenten AF4-Uberexpressionsmodell macht (Bitoun et al., 2007).

Bitoun und ihre Kollegen konnten 2007 aufgrund von Untersuchungen an der ,,robotic mouse’
belegen, dass Af4 zusammen mit anderen Proteinen einen Komplex bildet. Sie untersuchten die
Rolle von Af4 im Komplex und konnten dabei zeigen, dass Af4 einen bedeutenden Einfluss auf
die Regulation der Gentranskription wihren der Flongationsphase hat. Af4 beeinflusst positiv die
Kinase-Aktivitit von P-TEFb und stimuliert auf diese Weise die transkriptionelle Flongation der
RNA-Polymerase II. AuBlerdem vermittelt Af4 tber die Interaktion mit Af10 und Enl bzw. Af9
die Dotl-abhingige Methylierung des Histons H3 am Lysin 79 und sorgt so fiir eine offene

2 Ataktischer Gang: unsicherer, eckiger, schwankender Gang;
Ataxie: verwackelte oder verzitterte Bewegungsablaufe. Das Zittern und die Ungerichtetheit der Bewegung wird meistens
durch eine Schadigung des Kleinhirns verursacht, das fur die Feinabstimmung der Bewegung zustandig ist
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Chromatinstruktur. Generell ist die Rekrutierung von DOT1L ubiquitir mit aktiver Transkription
assoziiert und fuhrt zu einer Anreicherung der H3K79 Di- und Tri-Methylierung in den
Promotorbereichen der Gene (Steger et al., 2008, Jones et al., 2008). All dies etleichtert der
Polymerase II den Ubergang in ihre produktive elongierende Form und ihr Ablesen des DNA-
Templates bei offenem Chromatin (Bitoun et al., 2007). Folgendes Modell der transkriptionellen
Elongation in Anwesenheit des AF4-Komplexes wurde postuliert und wird nun mittels
Abbildung 2-8 ausfiihrlicher erklart:
A (A) [1] Nach der Formation des Pre-

Initiationskomplexes, der sich aus
der Polymerase II (Pol II) und
generellen  Transkriptionsfaktoren

(GTFs) zusammensetzt, initiiert

AE - 6 Kin28 die Elongation durch Phos-
‘_T CHEmD phorylierung des Polymerase-CTD-
EnuAFS) Schwanzes am Serin 5 (S5). Darauf-

hin wird der PAF-Komplex an die
Polymerase II rekrutiert und 16st die
Ubiquitinylierung des Lysin 123 am
Histon H2B aus [2]. Dies fthrt lokal
zu einem Bruch der Nukleosomen.

PAF rekrutiert wahrenddessen den

MLL-Komplex, was zu einer H3K4

Methylierung des Promotors fihrt
[3]. Die negativen Elongations-
faktoren DSIF und NELF sind auch

mit der Polymerase II assoziiert und

fordern gemeinsam ihre Arretierung

Abbildung 2-8: Modell der durch AF4 stimulierten tr ans-
kriptionellen Elongation der RNA-Pol Il und die resul  tierende | 110 diesem noch inaktiven Zustand

vermittelte Umformung der Chromatinstruktur in eine offene | indem sie das Abdecken des 5°-

Konformation (aus Bitoun et al., 2007).

mRNA-Endes durch das Capping
Die einzelnen Schritte und Abklrzungen werden im um-

liegenden Text naher erlautert. Enzym (CE) garantieren[4].

(B) ENL/AF9 stabilisieren das AF4. P-TEFb — dessen Aktivitidt abhidngt von dem reversiblen
Austausch des inaktiven 7SK/HEXIM1-Komplexes gegen das stabilisierte und damit
aktivierende AF4 [6] — wird im nidchsten Schritt zur RNA-Polymerase II rekrutiert [5] und

tberwindet dessen transkriptionelle Pause, indem es sie am Serin 2 (S2) des CTD-Schwanzes



— Einleitung — 24

phosphoryliert. Ebenso phosphoryliert P-TEFb auch DSIF, NELF [7] und AF4. Erstere werden
dadurch aus dem Komplex entbunden, wihrend die Phosphorylierung des AF4s sein trans-
aktivierendes Potential herabsetzt (negativer Feedback-Mechanismus der P-TEFb Aktivitat [§]).
Begleitend dazu assoziiert ENL/AF9 mit dem Histon H3 und rekrutdert AF10. Dieses
Zusammenspiel vermittelt wiederum die Anlagerung von DOT1 an die elongierende Polymerase,
was eine Dotl-abhingige H3K79 Methylierung zur Folge hat [9]. SET2 ersetzt den MLL-
Komplex und methyliert das Histon H3 am Lysin 36 [10]. Nun liegt eine komplett offene
Chromatinstruktur vor, die der RNA-Polymerase II das Ablesen des DNA-Templates etleichtert.
(C) Auch ENL/AF9 witd von P-TEFb phosphotyliert [8], was zu dessen Abbau fithrt [11]. AF4
ist nun der Polyubiquitinylierung durch SIAH ausgesetzt und wird dem proteasomalen Abbau
zugefihrt [12]. Wihrend dessen methylieren DOT1 und SET2 den Rest des Gens und EAF1/2
stimuliert die ELL-Aktivitit [13]. Zusammen mit DSIFp160 wandern sie mit der RNA-

Polymerase II mit und steigern ihre Produktivitat.

2.4 Die Fusionsproteine AF4 <MLL (der4) und MLL <AF4 (derll)

Bislang ist der genaue molekulare Mechanismus der Leukidmie-Entstehung durch MIL-
Translokationen noch nicht hinreichend aufgeklirt. Chromosomale Translokationen des ML -
Gens fihren in der Regel zur Bildung von zwei MLL-Fusionsproteinen, die in leukdmischen
Blasten nachweisbar sind und onkogenes Potential besitzen. Sie sind in der Lage an verinderte
Zielgene zu binden und koénnen die Entwicklung von Stamm- und Vorliuferzellen stark
beeintrichtigen, was zu einer fehlerhaften Zellproliferation und letztendlich zu einer akuten
myeloischen (AML) oder akuten lymphatischen Leukdmie fuhrt (ALL; Cleary et al, 1991;
Rabbitts et al., 1991). Grundsitzlich kann bei MI.I -Translokationen immer ein Fusionsprotein
nachgewiesen werden, dass sich aus dem N-Terminus von MLL und dem C-Terminus des
Fusionspartners zusammensetzt. Aus diesem Grunde wurde von J. Rowley 1992 angenommen,
dass fir die t(4;11)-Leukamieentstehung das MLL*AF4 (der11) das biologische Onkogen darstellt
(Rowley et al., 1992). Diese These wurde auch noch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass
nicht in allen Patienten mit einer t(4;11)-Leukdmie das reziproke AF4*MLIL-Fusionsprotein
(der4) nachweisbar ist. Lediglich in 80% der t(4;11)-Patienten konnten beide Fusionsproteine
nachgewiesen werden, wobei mittlerweile fiir die verbleibenden 20% festgestellt werden konnte,
dass es zu komplexen Rearrangements kommt, die das M-, AF4- und schliefllich noch ein
drittes Partner-Gen betreffen (Kowarz et al., 2007). Somit exprimieren eigentlich alle t(4;11)-

Patienten zwei Fusionsallele.
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Fir einige MLL-Fusionsproteine konnte bereits in genetisch modifizierten hidmatopoetischen
Stammzellen der Maus nachgewiesen werden, dass sie eine myeloische Transformationsfahigkeit
vermitteln (Corral et al., 1996; Lavau et al., 1997; Slany et al., 1998; DiMartino et al., 2000; Lavau
et al.,, 2000). Hierbei handelte es sich aber fast ausschlieSlich um MLL-Fusionen mit einem
nukledren Protein. Aber auch MLL-Fusionen mit cytosolischen Proteinen (MLL-GAS7 oder
MLL-SEPTO0) sind in Tiermodellen in der Lage, einen AML-Phinotyp auszul6sen (So et al., 2003;
Ono et al.,, 2005). Fir erstere MLL-Fusionsproteine wird angenommen, dass das onkogene
Potential der Fusionsproteine von den funktionellen Domianen beider Proteine abhiangt. Fir die
cytosolischen MLL-Fusionsproteine wird vermutet, dass eine Di- oder Oligomerisierung des
MLL-N-Terminus mit Hilfe der Interaktionsdominen des Fusionspartners fir das onkogene
Potential verantwortlich ist. In beiden Fillen kommt es zu einer ektopischen transkriptionellen
Aktivierung von Hoxa7, Hoxa9 und Meis1 (DiMartino et al., 2002; Ayton & Cleary, 2003; Martin
et al., 2003; So et al., 2003; Eguchi et al., 2004; Zeisig et al., 2004;).

2.4.1 Das Fusionsprotein MLL*AF4 (derl11)

Das Fusionsprotein MLL*AF4 (der11) setzt sich aus dem N-terminalen Teil von MLL und dem
C-terminalen Teil des AF4-Proteins zusammen. Es beinhaltet deshalb die MENT1-Bindestelle, die
AT-Haken, die subnukledren Lokalisationssequenzen SNL1 und SNL2 und die MT-Domine des
MILL-Proteins, wiahrend es im C-Terminus einen Teil der ALF-Domine, die Prolin-Serin-reiche
Region (pSer), die Kernlokalisationssequenz (NLS) und die C-terminale Homologiedomine
(CHD) vom AF4-Protein besitzt.

388 - 432 1051-1089 1482-1537 1827-1849
SNL1 SNL2 pSer NLS
As 169-309 1147-1197  1362-1455 1870 - 2226
AT MT ALF CHD
certt [
1 1781-1794 2226

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung des derl1l-F  usionsproteins mit den funktionellen Doménen
Die Aminosauren geben die Bereiche der Doméanen im derll-Protein an. Die Abklrzungen der
Domaéanen wurden bereits im Kapitel 2.3.2/ in Abbildung 2-4 und Abbildung 2-6 naher erlautert.

Wie bereits erwdhnt, wird das derl1-Protein als das entscheidende Onkogen der t(4;11)-
Leukdmie angesehen. Dementsprechend wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt, um
die Figenschaften des derll-Proteins nidher zu beleuchten. Obwohl in t(4;11)-Zellen eine
ektopische transkriptionelle Aktivierung von Hoxa7, Hoxa9 und MeisT nachgewiesen werden

konnte (Ayton & Cleary, 2003; Zeisig et al., 2004), zeigten Bertrand und seine Kollegen, dass die
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Expression des MLL*AF4-Proteins keinen Einfluss auf die Hox-Genexpression hat (Bertrand et
al., 2003). Transfektions-Experimente mit einem induzierbaren MLL*AF4 Fusionskonstrukt
zeigten allerdings einen dosisabhingigen Effekt auf das Fortschreiten des Zellzykluses (Caslini et
al., 2004). Mit steigender Menge an MLL*AF4 in den Zellen nahm die Wachstumsrate ab und die
Zellen akkumulierten in der G1-Phase. Aullerdem erwiesen sich die MLLeAF4-Zellen bei der
Etoposidbehandlung als Apoptose-resistenter im Vergleich zu normalen gesunden Zellen (Caslini
et al., 2004; Gaussmann et al., 2007). Bereits 1998 stellten Kersey und seine Kollegen fest, dass
t(4;11)-Zellen die hochste Resistenz gegentiber Arzneimittel-induzierter Apoptose aufweisen im
Vergleich zu Zellen mit anderen leukdmischen Fusionsgenen (Kersey et al., 1998). 2005 fihrte ein
knock-down von MLLeAF4 in Zellen der t(4;11)-Zelllinie SEM mittels siRNA zu einem starken
Anstieg der Apoptose (Thomas et al., 2005). Allerdings konnte hier, im Gegensatz zu Bertrand et
al., ein Einfluss des MLLe®AF4-Proteins auf die Expression von HOXA7, HOXAY9 und MEIST
nachgewiesen werden. Die Herunterregulierung des MILLeAF4-Proteins fiihrte zu einer
Reduktion der Expression dieser Gene. Weitere Untersuchungen zeigten zudem einen Einfluss
von MLL*AF4 — wie auch MLL —auf den CDK-Inhibitor p27 (Milne et al., 2005; Xia et al.,
2005). MLLeAF4 fihrt Gber eine direkte Bindung an den Promotor — wahrscheinlich vermittelt
tiber die Interaktion mit MENIN — zu einer Uberexpression von p27 in lymphoiden Zellen.
Dieser Einfluss des MLL*AF4-Fusionsproteins auf den Zellzyklus kénnte méglicherweise einen
Erklirungsansatz liefern fuir die Resistenz leukdmischer t(4;11)-Stammzellen wahrend der
Chemotherapie.

2006 wurden zwei verschiedene transgene AM//eAMA-Mausmodelle mittels der ,imventor -
Technologie bzw. mittels einer &nock-in Strategie etabliert (Chen et al., 2006; Metzler et al., 2000).
In beiden Fillen entwickelten die Miuse nach einer sehr langen Latenzzeit einen B-Zell-
Lymphom-Phinotyp mit geringer Penetranz — jedoch keine ALL. Eine etwas andere &nock-in
Strategie, bei dem das M//Af4 unter der Kontrolle des endogenen M/-Promotors steht, fithrte
zur Entwicklung einer preB-ALL oder einer AML (Krivtsov et al.,, 2008). Bei dieser Studie
konnte auch eine Mll*Af4-abhingige ektope H3K79-Dimethylierung in humanen und murinen
Zellen nachgewiesen werden. Diese H3K79me® ist wichtig fiir die Aufrechterhaltung der
Mi/* Af4-abhingigen Genexpression und scheint ein Differenzierungsmerkmal muriner und
humaner t(4;11)-abhiangiger ALLs darzustellen.

Andere Untersuchungen ergaben, dass in t(4;11)-positiven Zellen verschiedene mikro-RNAs
(miRNAs) hochreguliert waren (Nakamura et al., 2007). MiRNAs sind kurze RNAs (20 — 22
Nukleotide lang), die auf posttranskriptioneller Ebene, aufgrund von gezielter Basen-Paarbildung
mit der 3"UTR von mRNAs (messenger RNA), die Genexpression negativ beeinflussen kénnen.
Sie sind evolutiondr konserviert und regulieren eine ganze Reihe von physiologischen und

pathophysiologischen Wegen. Sie sind unter anderem am Zellzyklus beteiligt und spielen eine
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Rolle bei der Zellproliferation und bei der Tumorgenese (Bartel et al., 2004). Die Fehlregulation
der miRNAs in t(4;11)-positiven Zellen konnte mittels IP-Experimente auf eine Interaktion von
Mll e Af4 mit dem Protein Drosha zuriickgefiihrt werden, wihrend eine Interaktion fiir das native
Ml nicht gezeigt werden konnte. Drosha verrichtet den initialen Schritt der miRNA-
Prozessierung im Zellkern. Eine Uberexpression bestimmter miRNAs kann vermutlich auf die
Rekrutierung von Drosha durch MIl*Af4 zurickgefihrt werden. Nakamura und Kollegen
erzielten aullerdem die gleichen Resultate mit dem MIl® Af9-Fusionsprotein. Somit bleibt die
Frage offen, ob es sich hier um eine generelle Interaktion von Drosha mit Mll-Fusionsproteinen
handelt, oder ob sie spezifisch fiir diese beiden Mll-Fusionsproteine ist. Ein neuer Bericht von
Wang und Blelloch geht auf die Rolle von miRNAs als Regulatoren embryonaler Stammzellen ein
(Wang & Blelloch, 2009). Embryonale Stammzellen besitzen eine einzigartige Zellzyklus-Struktur,
die es den Zellen ermdoglicht, schnell die G1-Phase zu durchlaufen und in die S-Phase iber-
zugehen. MiRNAs unterdriicken verschiedene Inhibitoren des G1/ S—Ubergangs und erhalten
damit diesen besonderen Zellzyklus. Sobald die Zellen differenzieren und ihre G1-Phase
ausweiten, sinkt die Expression dieser miRNAs rapide. MiRNAs sind somit sehr interessante

Targets, deren Bedeutung in der Krebsforschung noch genauer untersucht werden muss.

24.2 Das Fusionsprotein AF4«MLL (der4)

Das reziproke AF4*MLL (der4) setzt sich aus dem N-terminalen Teil von AF4 und dem C-
terminalen Teil von MLL zusammen. Demnach beinhaltet es vom AF4-Protein die NHD- und
den vorderen Teil der ALF-Domine mit der SIAH-Erkennungssequenz. Vom MLL-Protein
besitzt das der4-Protein die Bromodomine, die PHD-Motive, die Transaktivierungsdomine, die
SET-Domiine, die Interaktionsdominen FYRN/FYRC und die beiden Taspaseschnittstellen CS1
und CS2. Folglich kann also auch das AF4*MLIL-Protein von der Taspasel proteolytisch
gespalten werden und Uber die beiden intramolekularen Interaktionsdominen FYRN/FYRC
dimerisieren. Die Interaktion der beiden Peptidfragmente der4*N (p178) und der*C (auch
MLLeC, p134) stabilisiert den der4-Komplex und fiithrt dazu, dass zwar, aufgrund des SIAH-
Erkennungsmotivs, eine Bindung von SIAH an AF4*MLL stattfindet, aber der proteasomale
Abbau verhindert wird. Das ungeschnittene AF4*MLL-Protein wird effektiv von SIAH erkannt
und gebunden und dem proteasomalen Abbau zugefithrt. Bursen und ihre Kollegen konnten
2004 zeigen, dass sich das AF4*MLL-Fusionsprotein nach der Spaltung durch Taspasel in ein
Onkoprotein verwandelt. Es kommt zur Akkumulation von AF4*MLL in den Zellen, was

wiederum zur Wachstumstransformation der Zelle fithrt (Bursen et al., 2004).
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Abbildung 2-10: Schematische Darstellung des patholo gischen Mechanismus des der4-Fusionsproteins
Abgebildet ist der schematische Aufbau des der4-Proteins mit seinen funktionellen Domanen.
Die Abkirzungen der Domé&nen wurden bereits im Kapitel 2.3.2/ in Abbildung 2-4 und
Abbildung 2-6 naher erlautert. Der onkogene Prozess wurde bereits im Text erlautert.

Das wachstumstransformierende Potential konnte 7z wifro in stabil transfizierten murinen
embryonalen Fibroblasten (MEF-zz vitro-Zellen) bestitigt werden. AF4eMLIL-transfizierte Zellen
wiesen einen Verlust der Kontaktinhibition auf und zeigten eine erhéhte Zellwachstumsrate
(Gaussmann et al., 2007). Zudem zeigte sich erneut, dass das MLLeAF4-Fusionsprotein den
Zellen eine Apoptose-Resistenz verleiht. MEF-Zellen mit beiden Fusionsallelen hingegen, zeigten
im Vergleich die hochste Apoptose-Resistenz, den Verlust der Kontaktinhibition und eine starke
Proliferation der Zellen. Damit vereinen diese Zellen die Eigenschaften der einzel-transfizierten
Zellen. Sie erhielten aber auch noch zusitzliche Eigenschaften, die in den einzel-transfizierten
Zellen nicht beobachtet werden konnten. Eine interessante Entdeckung war die Hochregulation
von Nanog in diesen Zellen. Nanog ist ein Homeobox-Protein das zusammen mit den Proteinen

Oct4 und Sox2 den Stammzell-Charakter von Zellen aufrechterhalt.
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Ganz aktuell wird die Rolle von AF4*MLL bei der t(4;11)-Leukimie in retroviralen
Transduktions-/Transplantations-Experimenten im Arbeitskreis von Prof. Marschalek untet-
sucht. Murine himatopoetische Stammzellen wurden mit den Fusionsallelen AF4MIL,
MII»AF4 oder beiden zusammen transduziert und in Miuse transplantiert. Es konnte gezeigt
werden, dass das AF4eMI.I -Transgen alleine den Ausbruch einer Leukdmie verursachen konnte.
Die Miuse entwickelten eine B/T-biphinotypische akute Leukdmie oder eine proB-ALL. Die
Miuse mit beiden Fusionsallelen hingegen, entwickelten eine mixed lineage lenkemia (MLL) und die
alleinige Transduktion von MLLeAF4 konnte keine Leukimie in Mausen auslosen (Bursen et al.,
2009 eingereicht). Diese Untersuchungen deuten demnach darauf hin, dass beide Fusionsproteine
zum Phinotyp einer t(4;11) Leukimie beitragen, und dass das .AF4eMI.I-Fusionsallel eine
wesentliche Rolle dabei spielt.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird der Name der4 fir das AF4*MLIL-Fusionsprotein

verwendet.

2.5 Massenspektrometrie zur Analyse von Proteinen

2.5.1 Grundlagen der Massenspektrometrie

Eine zentrale Rolle in den Biowissenschaften stellt die Identifizierung und Charakterisierung von
Proteinen dar. Die Aminosauresequenz eines Proteins liefert die Verbindung zwischen dem
Protein und seines kodierenden Gens und verbindet ganz prinzipiell die Zellphysiologie mit der
Genetik. Die Identifizierung von Proteinen und Proteininteraktionen ermoglicht somit einen
Einblick in komplexe zellulire Netzwerke und erweitert damit unser Verstindnis, wie das Leben
tberhaupt funktioniert.

In den letzten zwei Jahrzehnten ist die Massenspektrometrie zu einer der wichtigsten Methoden
in der Bioanalytik geworden. Die Charakterisierung von Biomolekilen mit Hilfe der
Massenspektrometrie ist seit den 90er Jahren ein essentielles Werkzeug der Proteom-Forschung,.
Den Grundstein legten Ende der 80er Jahre zwei neue schonende lonisierungstechniken: die
Matrix-unterstiitzte  Laser-Desorption und -lonisation (MALDI, ,matrix  assisted  laser
desorption/ ionization”) (Karas, 1985, Karas 1987, Karas und Hillenkamp, 1988) und die
Elektrospray lonisation (ESI, ,.electrospray ionization™) (Fenn, Mann et al., 1989). Sie 16sten das
Problem, Ionen aus groBlen nichtfliichtigen Biomolekilen wie Proteinen und Peptiden zu
generieren.

Die bis dahin eingesetzten Ionisierungstechniken, wie Elektronenstof3 Ionisation (EI) oder
Chemische Ionisation (CI) sind fir die Analyse groBer polarer Verbindungen, wie Peptide und

Proteine nicht geeignet. Bei diesen beiden Methoden wird der Analyt zuniachst durch Erhitzen
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zum Teil nach Derivatisierung in die Gasphase tberfithrt und dann ionisiert. Diese Zwei-Stufen-
Prozesse bedingen ecine groBe thermische Belastung des Analyten und fithren somit zur
Zersetzung und Bildung von Fragment-Ionen in der Gasphase.
Das Prinzip der Massenspektrometrie beruht auf der Bestimmung der Molekiilmasse freier Ionen
im Hochvakuum. Der grundsitzliche Ablauf einer massenspektrometrischen Analyse besteht aus
drei Schritten:
(1) Ionisierung und Beschleunigung der Probenmolekiile mit Hilfe einer Ionenquelle.
(2) Auftrennung der generierten lonen in einem Massenanalysator nach ihrem
Masse/Ladungszahl-Verhiltnis (m/z).
(3) Registrierung der Ionen und ihrer Intensititen durch einen Detektor.
Generierung eines Massenspektrums durch Darstellung der Intensitit gegen das

Masse-Ladungsverhiltnis 72/ z mittels Computer.

Hochvakuum

lonenquelle Massenanalysator Detektor

TOF
—_— MALDI Quadropole
Probeneinlass —> lonenfalle —>
—_—_— ESI Orbitrap
FT-ICR

SEV
Mcp

Steuerung

Daten-
prozessierung

Computer

Abbildung 2-11: Komponenten eines Massenspektromete rs
Die Vielfalt der Geréatetypen kommt hauptséchlich durch die Variation der drei Funktions-
elemente zustande. TOF: time of flight, FT-ICR: fourier transform ion cyclotron resonance, SEV:
Sekundarelektronenvervielfacher, MCP: mirco-channel plate

2.5.2 MALDI — Matrix-Assisted Laser Desorption/loni  sation

MALDI beruht auf der Co-Kiristallisation des zu untersuchenden Analyten mit einer
niedermolekularen organischen Verbindung, der Matrix. Dabei wird der in einem Losungsmittel-
gemisch geléste Analyt mit einem 1.000 bis 10.000 fachen Uberschuss an Matrix gemischt und
zusammen getrocknet. Man spricht dann von einer ,,dried-droplet* Priparation (Karas et al., 1987;
Karas & Hillenkamp, 1988). Eine andere Variante ist das Auftragen eines Tropfens der
Analytlosung auf einen zuvor schon getrockneten Matrix-Tropfen (,,su#rface Priparation, Vorm et

al., 1994). Nach dem Trocknen wird die Priparation im Hochvakuum der Ionenquelle mit kurzen
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Laserimpulsen (3 ns) bestrahlt. Ublicherweise werden UV-Laser mit einer Wellenlingen von 337
nm (N,-Laser) oder 355 nm (Nd:YAG-Laser) verwendet. Die Matrix absorbiert dabei die
Laserenergie und es kommt zur Ablosung einer dinnen Oberflichenschicht gefolgt von der
Freisetzung gasformiger Matrix- und Analytmolekile und deren partieller Ionisation. Die geringe
thermische Belastung des Analyten wihrend dieses Prozesses ermdglicht eine fragmentierungs-
arme lonisation, bei der fir Peptide und Proteine mehrheitlich einfach geladene Analytionen vom
Typ [M+H]" entstehen (Karas et al., 2000). Der Mechanismus der Ionisation wurde erst kiirzlich
von Jaskolla et al., 2008 aufgrund der Entwicklung einer neuen Matrix niher beleuchtet. Nach
Jaskolla et al. hingt die Ausbeute an geladenen Analytionen von der Protonenaffinitit der Matrix
und der Ubetlebensrate der Analytionen, den ,,/ucky survivors™ (Karas et al., 2000; Karas & Kruger,
2003) in der Gasphase, ab (Jaskolla et al., 2008; Jaskolla & Karas, 2008). Demnach kommt es
nach dem Laserbeschuss — nachdem sich die Matrix-Analyt-Kristalle abgelost und sich im
Vakuum als Matrix-Analyt-Wolke ausbreiten — zu unzihligen Kollisionen zwischen den
Analytmolekiilen und den vielen Matrixmolekiilen. Dabei findet ein Protonentransfer der Matrix
auf das Analytmolekdl statt. Je niedriger nun die Protonenaffinitit der Matrix ist, desto leichter
protoniert diese den Analyten. Natirlich kann es durch Kollision auch wieder zur
Deprotonierung und damit Neutralisation kommen. Deshalb ist die Ausbeute auch von der

Ubetlebensrate der Analytionen, den ,,/ucky survivors, abhingig.

In Abhingigkeit von der Natur des Analyten gibt es fiir die MALDI-Priparation verschiedene
Matrizes. Ihr gemeinsames Strukturmerkmal ist der aromatische Ring, der fir die Absorption der

Laserenergie verantwortlich ist.

Abkirzung Vollstéandiger Name Anwendung Literatur

SA

L 4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtsédure Proteine > 10 kDa Beavis et al., 1989
(Sinapinsaure)

. Peptide, Proteine,
DHB 2,5-Dihydroxybenzoesaure ) Strupat et al., 1991
Phosphorylierungen

HCCA a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Peptide, Proteine Beavis et al., 1992
HPA 3-Hydroxypicolinsaure Oligonucleotide Taranenko et al., 1994
CICCA a-Cyano-4-chlorozimtséaure Proteine, Peptide Jaskolla et al., 2008

Tabelle 2-2: Verbreitete MALDI-Matrizes fir Biomolek  (le
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Alle Matrizes unterscheiden sich in ihrem Kristallisationsverhalten und damit in ihrer Fihigkeit,
den Analyten einzuschlieen. So bildet DHB im Vergleich zu HCCA inhomogene Kristallnadeln
aus, wodurch die Reproduzierbarkeit und Verlasslichkeit der Messung vermindert wird. Daftr
erweist sich DHB aber als die bessere Matrix, wenn es um die Messung von Phosphopeptiden
geht. Fir die Peptidanalytik bei der Proteinidentifikation wird HCCA als Standardmatrix
eingesetzt. Sie kristallisiert homogen und hat den Vorteil, dass sie nach dem Trocknen mit
5%-iger Ameisensdure gewaschen werden kann. Die Konzentration an stdrenden Salzen wird
dadurch reduziert. Sinapinsiure findet Anwendung bei intakten Proteinen und groflen
Molekilen.

Ein Vorteil der MALDI-Methode ist ihre hohe Toleranz gegeniiber anorganischen und
organischen Verunreinigungen. Viele der Puffer, Detergenzien und Salze von biochemischen
Methoden (z.B. Zelllyse, Gelelektrophorese, tryptischer Verdau) vor der MS-Analyse stéren in
threr ublichen Arbeitskonzentration die Messung kaum oder gar nicht. So tolerieren
Sinapinsiurepriparationen bis zu 200 mM Glycerol, HEPES, Tris, Ammoniumacetat oder
Ammoniumhydrogencarbonat und mit DHB als Matrix kénnen noch Proteinlésungen mit bis zu

10% SDS analysiert werden (Strupat et al., 1992).

2.5.3 MALDI-TOF (time of flight)

Aufgrund der gepulsten Ionenerzeugung eignet sich eine MALDI-Ionenquelle ideal fir eine
Kopplung an ein Flugzeit-Massenspektrometer (engl. #me of flighy). Das Prinzip der
Flugzeitmessung basiert auf der Bestimmung der Flugzeit von Ionen auf einer feldfreien
Flugstrecke. Dazu werden die in der Ionenquelle gebildeten Ionenpakete in einem Potential-
gefille beschleunigt. Wegen der unterschiedlichen Masse 7 besitzen die einzelnen Ionen
unterschiedliche kinetische Energien E,, und damit unterschiedliche Geschwindigkeiten ». Die
gebildeten ITonenpakete werden somit wihrend des Fluges durch eine feldfreie Driftstrecke im
Flugrohr in Abhingigkeit ihres Masse-Ladungsverhiltnisses aufgetrennt.
Aus der Formel fiir die kinetische Energie

B, = Ye*mev’ = zeeoU, .
gelangt man durch einsetzen von v = L/t (L = Linge der Driftstrecke, t = Zeit) und Umformung
zu folgender Gleichung:

m/z = (2ee°U, ./ L)t

acc
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Es wird deutlich, dass das Masse-Ladungsverhiltnis 7/z proportional zum Quadrat der Flugzeit #
ist. Ein Ton mit hoéherer Masse wird damit lingere Zeit zum Durchfliegen der feldfreien

Driftstrecke benotigen als ein Ion mit niedriger Masse.
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Abbildung 2-12: Schematische Darstellung eines line  aren Flugzeitmassenspektrometers
Die Analyten mit grof3erer molekularer Masse bendtigen eine langere Zeit zum Durchqueren
der feldfreien Driftstrecke.

Ein Problem der TOF-Analysatoren ist, dass lIonen mit gleicher Masse mit einer gewissen
Energieverteilung starten. Diese Energieverteilung beruht auf leichten Orts- und Geschwindig-
keitsunscharfen bei der lonisierung. Diese Unschirfen sind wiederum bedingt durch Unter-
schiede im Standort, in der Startgeschwindigkeit oder der Kollision mit anderen Ionen. Dadurch
kommt es zu deutlich unterschiedlichen Flugzeiten fiir Ionen mit gleicher Masse. Dies tragt zur
Peakverbreiterung der Ionensignale bei und fihrt somit zu einer schlechten Auflésung.

Das Auflosungsvermogen R ist eine wichtige Eigenschaft eines Massenanalysators. Es ist
definiert als der Quotient der Masse 7 und der Differenz Aw, mit der ein weiteres lon der Masse

m+Am von m unterschieden werden kann.

R=m/Am =m, / (m, m,)
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Bei Flugzeitmassenspektrometern wird traditionell ~das

Intensitat

) Aufl6sungsvermogen aus einem einzigen Peak bestimmt. In

diesem Falle wird Az als die Halbwertsbreite FWHM (engl.
Jull width at balf maximum) des Peaks definiert, d.h. bei 50%
der Gesamtpeakhohe.

Abbildung 2-13: Das Auflésungsvermégen R

Eine wesentliche Verbesserung des Auflosungsvermdégens wird durch den Einsatz eines
Reflektors erreicht (Mamyrin et al., 1973). Dieser Reflektor erzeugt ein zweites elektrisches Feld,
das der Flugrichtung entgegengesetzt ist. lonen mit gleicher Masse, aber unterschiedlicher
kinetischer Energie, dringen unterschiedlich tief in das elektrische Feld ein und werden dann in
die entgegengesetzte Richtung ihrer urspriinglichen Flugbahn beschleunigt. Ionen mit hoherer
kinetischer Energie dringen tiefer in das elektrische Feld ein und kompensieren damit ihre
kiirzere Laufzeit in der feldfreien Driftstrecke. Bei richtiger Wahl der Reflektorspannung

erreichen die Ionen zur gleichen Zeit den Detektor.

Beschleunigungs-
strecke

¢ <P
L PI¢

feldfreie Driftstrecke

A 4

- i
o\ b i

Abbildung 2-14: Schematische Darstellung eines MALDI  -TOF-Massenspektrometers mit Reflektor
Mit Hilfe des Reflektors werden zwei lonen mit gleicher Masse aber unterschiedlicher
kinetischer Energie auf den Detektor fokussiert.

Eine weitere Moglichkeit, um das Auflosungsvermogen zu verbessern, ist die verzogerte
lonenextraktion (delayed extraction, DE; Brown et al, 1995). Die Verteilung der Anfangs-
geschwindigkeiten der Ionen in der MALDI-lIonenquelle wird dadurch korrigiert. Bei dieser
Methode wird das elektrische Beschleunigungsfeld zeitverzogert zum Laserimpuls eingeschaltet.

In Abhingigkeit vom Massenbereich werden Verzégerungszeiten von 50 - 1000 ns verwendet.
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Ionen mit einer hoheren Startgeschwindigkeit entfernen sich weiter von der Probenoberfliche
und erfahren, nach dem Einschalten des elektrischen Feldes, eine geringere kinetische Energie als
Ionen mit gleicher Masse aber geringerer Startgeschwindigkeit.

Durch Kombination beider Komponenten kénnen in modernen MALDI-TOF-Instrumenten
Auflésungen von bis zu 30.000 und eine Massengenauigkeit von 5 — 10 ppm erreicht werden.

Dies gilt allerdings nur fiir einen Massenbereich zwischen 1 und 5 kDa.

254 MALDI-TOF-PSD

Moéchte man Informationen zur Struktur der urspringlichen Analytionen erhalten, so muss das
gewiinschte Ion fragmentiert werden. In MALDI-Massenspektrometern wird die Sequenzierung
von Biomolekiilen, wie beispielsweise Peptiden, mittels PSD (engl. post source decay) oder durch

eine kollisionsinduzierte Fragmentierung (engl. collision induced dissociation; CID) erreicht.

Obwohl die MALDI-Methode als eine schonende Ionisierungstechnik beschrieben wird, kommt
es zur Bildung von Fragment-Ionen. Dabei kénnen sich Fragment-Ionen direkt in der Quelle
unmittelbar beim Ionisierungsprozess selbst bilden (prompte Fragmentierung, engl. in source
decay), oder sie entstehen nach dem Beschleunigungsprozess in der feldfreien Driftstrecke. Dann
spricht man von einer metastabilen Fragmentierung oder auch von PSD (engl. post source decay).
Dieses Phinomen wurde erstmals von Kaufmann und Spengler beschrieben (Spengler et al.,
1992; Kaufmann et al., 1993; Spengler et al., 1997). Das Analytion — oder in diesem Fall auch
Vorlaufer-lon (engl. precursor) genannt — zerfallt dabei in ein geladenes und in ein neutrales
Fragment. Die Haufigkeit solcher Zerfille liegt typisch zwischen 10 und 50%. Das Vorliufer-Ion
und seine Fragmente fliegen nun mit der gleichen Geschwindigkeit weiter und lassen sich deshalb
prinzipiell in einem linearen Flugzeitmassenspektrometer nicht voneinander trennen. Da die
Fragmente jedoch eine andere Masse haben als das Vorlidufer-Ion und damit eine andere
kinetische Energie, lassen sie sich mit Hilfe eines Reflektors trennen. Ungeladene Fragmente
werden dabei vom Reflektor nicht abgelenkt und treffen deshalb nicht auf den Detektor. Die
geladenen leichten Fragmente dagegen dringen weniger tief in den Reflektor ein als das geladene
Vorldufer-Ion. Dadurch erreichen sie frither den Detektor und ergeben ein Signal.

Leider besitzen die meisten Fragment-lonen, eine zu geringe kinetische Energie und werden
deshalb bei konstanter Reflektorspannung zu frih abgelenkt und kénnen dann nicht auf die
Detektoroberfliche treffen. Auch eine zu groB3e Energiedifferenz zwischen dem Vorldufer-Ion
und seinen Fragment-Ionen fihrt bei Erreichen des Detektors zu einem schlechten Spektrum.
Der Reflektor kann die geringe Energie der Fragment-Ionen nicht mehr kompensieren und sie

werden dann nur noch als breites Signal im unteren Massenbereich registriert. Die Losung ist ein
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spezieller Reflektor mit variabler Spannung, der sich der geringen Energie der Fragment-Ionen
anpasst. Nun koénnen stufenweise PSD-Spektren aufgenommen werden, indem die Reflektor-
spannung schrittweise reduziert wird. Die daraus resultierenden Teilspektren konnen an-
schlieBend durch rechnerische Kombination zu einem PSD-Spektrum zusammengesetzt werden.
Damit man auch nur das PSD-Spektrum von einem Vorlidufer-Ion erhilt, muss vor dem
Reflektor noch ein precursor ion selector (PIS) eingebaut sein. Es handelt sich dabei um eine
Elektrode, die den Ionenstrahl ablenkt und nur durch kurzes Abschalten zur richtigen Zeit das
gewiinschte Vorldufer-Ion mit seinen Fragmenten zum Reflektor passieren lasst.

Beschleunigungs- feldfreie Driftstrecke

strecke
PIS \\\
®_ ., cp g @ \ .
o ' ot
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teller v
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Abbildung 2-15: Schematische Darstellung des Prinzips von MALDI-TOF-PSD
Erlauterungen zum Post Source Decay befinden sich im Text. Die CID-Zelle ist optional (siehe
Kapitel 2.5.6).

2.5.5 MALDI-TOF/TOF

Trotz des variablen Reflektors ist die Qualitit der Spektren nicht sehr gut, da immer noch eine
hohe Energiedifferenz zwischen den Fragment-Ionen und dem Vorlidufer-Ion besteht. AuB3erdem
miissen mehrere Teilspektren mit unterschiedlichen Reflektorspannungen aufgenommen werden
um ein PSD-Spektrum zu generieren. Dies fihrt zu einem erhohten Probenverbrauch und nimmt
auch eine gewisse Zeit in Anspruch.

Dank der Weiterentwicklung der MALDI-TOF-PSD-Methode ist es heute moglich, durch
Anhebung der Gesamtenergie von selektiertem Vorlaufer- und Fragment-Tonen, Massenspektren
in einem einzigen Schritt mit deutlich besserer Qualitit aufzunehmen. Die Energieunterschiede
werden dabei so stark minimiert, dass bei konstanter Reflektorspannung eine optimale
Fokussierung des Vorldufer-Ions als auch der Fragment-Ionen auf den Detektor mdglich ist.

Aufgrund der Anhebung der Energie erfahren die Ionen eine Beschleunigung, die abhingig von
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ihrer jeweiligen Masse ist. Die Fragment-lonen und das Vorlidufer-lon kénnen somit, aufgrund
threr nun unterschiedlichen Geschwindigkeit, in einem zweiten Flugrohrabschnitt getrennt
werden. Erst nach dieser Trennung treffen sie auf den Reflektor. Aber auch in diesem zweiten
Flugrohrabschnitt kommt es zum weiteren Zerfall des Vorldufer-Ions. Diese niederenergetisch
metastabilen Fragmente fliegen mit der gleichen Geschwindigkeit des Vorldufer-Tons und wiirden
beim Erreichen des Detektors die Spektrenqualitit negativ beeinflussen. Deshalb wird vor den
Reflektor eine zweite Ablenkelektrode eingebaut, einen so genannten metastable ion suppressor
(MIS), der nach Passage aller Fragment-Ionen, das Vorldufer-lon mit seinen metastabilen
Produkten durch Anschalten eines elektrischen Feldes ablenkt.

Man spricht hier von einem MALDI-TOF/TOF, weil durch die Beschleunigungszelle (auch
LIFT genannt) aus einem Flugrohr zwei gemacht werden. Im ersten TOF findet die Selektion des
Vorlidufer-Tons und dessen Fragmentierung statt, wiahrend im zweiten TOF die Fragmente und

das Vorlaufer-Ion voneinander getrennt werden.
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Abbildung 2-16: Schematische Darstellung eines MALDI  -TOF/TOF-Massenspektrometers
Erlauterungen zum MALDI-TOF/TOF befinden sich im Text. Die CID-Zelle ist optional (siehe
Kapitel 2.5.6) und kann in ihrer Position von Gerat zu Gerat variieren.

25.6 CID — collision induced dissociation

Beim CID-Verfahren wird mit Hilfe eines so genannten Stof3gases (Helium, Argon oder auch
Luft) ein Analyt in seine Fragmente gespalten. Die beim Stof3 tibertragene Energie wird in sehr
kurzer Zeit in Schwingungsenergie transformiert, was schlief3lich zu einem Bindungsbruch fihrt.
Bei einem MALDI-TOF-PSD oder TOF/TOF-Gerit kann die CID-Zelle kurz hinter der Quelle
eingebaut werden. Man erhilt dadurch Fragmente, die beim PSD nicht erzeugt werden.

Grundsitzlich unterscheidet man zwischen low energy CID (ca. 0,1 keV) und high energy CID
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(ca. 1-2 keV). Low energy CID wird tiblicherweise in Ionenfallen, Triplequadrupol- und Q-TOF-
Geriten eingesetzt. Bei MALDI-TOF-PSD und MALDI-TOF/TOF hingegen wird mit hoher

StoBenergie fragmentiert, was vorwiegend zu Produkten mit kleinen m/z-Quotienten fiihrt.

2.5.7 Peptidsequenzierung

Die oben beschriebenen Fragmentierungen fithren in der Regel bei Peptiden zu einem Zerfall
entlang der Peptidbindung, und es entstehen Fragmente unterschiedlicher Peptidlinge. Die
Bezeichnung dieser Fragmente erfolgt nach der Nomenklatur von Roepstorff und Fohlmann
(Roepstorff et al., 1984). Verbleibt nach der Spaltung die Ladung am N-Terminus der
Peptidkette, so nennt man sie a-, b- oder c-Ion, je nachdem ob der Bindungsbruch vor, in oder
nach der Peptidbindung erfolgt. Analog dazu werden die Peptidfragmente mit C-terminaler
Ladung als x-, y- oder z-Ion bezeichnet. Ein zusatzlicher Index gibt die Anzahl der Aminosiure-
reste des Fragment-Ions an. Im Gegensatz zum PSD fihrt die Fragmentierung mittels
Hochenergie-CID auch zu Seitenkettenbriichen. Sie ermoglichen die Unterscheidung zwischen
Leucin und Isoleucin (Johnson et al.,, 1987). AuBlerdem wird durch den Einsatz von CID der
Anteil an gebildeten Immoniumionen erhéht und posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierungen an Serin und Threonin konnen durch den Verlust des Phosphats detektiert

werden.

¥z X% Y, X% V¥ %4 _‘H+
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Abbildung 2-17: Fragmentierungs-Schema von Peptiden (  Nomenklatur von Roepstorff, 1984)
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2.5.8 ESI — Elektrospray lonisation

Da ich wihrend meiner Doktorarbeit nicht mit dieser Methode gearbeitet habe, méchte ich sie
hier nur kurz erkliren und auch nicht detailliert auf die einzelnen bei dieser Methode eingesetzten

Massenanalysatoren eingehen.

Der Begriff ,,Elektrospray beschreibt die Dispersion einer Flussigkeit in sehr viele kleine geladene
Tropfchen mit Hilfe eines elektrostatischen Feldes. Malcolm Dole und seine Mitarbeiter waren
die Ersten, die die Erzeugung von Makromolekiil-lonen aus Polysterol mittels Elektospray
zeigten, allerdings ohne eine massenspektrometrische Trennung und den Nachweis der Ionen.
(Dole et al., 1968). Erst Mitte der achtziger Jahre gelang der Durchbruch dieser Technik,
nachdem die Arbeitsgruppe um J. Fenn ein Quadrupol-Massenspektrometer zur Analyse der
Ionen einsetzte, und statt der anfinglich untersuchten heterogenen technischen Polymere,
homogene biologische Makromolekiile (Proteine) analysierte. Damit war die Elektrospray-
Ionisations-Massenspektrometrie etabliert (Fenn et al., 1988; Fenn et al., 1989).

Die ESI-Methode gehort, neben der MALDI-Technik, zu den ,,schonenden® Ionisierungs-
methoden. Das Prinzip der ESI-Methode beruht auf der Tatsache, dass sich eine Analytlésung
unter Atmosphirendruck in einem elektrischen Feld zu einem Nebel feinster hoch geladener
Tropfchen versprithen ldsst. Die Analytlosung wird dabei aus einer leitfihigen Kapillare
verspritht. Zwischen der Kapillare und dem Einlass in das Vakuum des Massenspektrometers
liegt ein elektrisches Feld von einigen Kilovolt. Je nach Ausrichtung des elektrischen Feldes
werden positive oder negative Ionen an die Flissigkeitsoberfliche gezogen.

Bei der ESI-Methode kommt es zur Bildung mehrfach geladener Ionen der allgemeinen Formel
[M+nH"]"", wobei M fiir die Masse des Analyten steht und n die Anzahl der Ladungen angibt.
Molekiile < 1000 Dalton sind meistens einfach geladen, wihrend bei groeren Analytmolekiilen
bevorzugt mehrfach geladene Ionen gebildet werden. Ungefihr eine zusitzliche Ladung pro 1000
Dalton kommt hinzu.

Ein Nachteil der ESI- gegeniiber der MALDI-Methode ist die kontinuietliche Ionenerzeugung.
Da kein Massenanalysator in der Lage ist, kontinuierlich alle Ionen zu analysieren, sondern nur in
bestimmten Abstinden misst, wird immer ein Teil der Probe nicht untersucht und damit quasi
»verschwendet”. Aullerdem ist ESI deutlich weniger robust als MALDI. Die Proben mtssen
weitestgehend frei von Puffern und Detergenzien sein. Sie koénnen einen kontinuietlichen
Sprithfluss verhindern und fihren zur Ionensuppression im Spektrum. Ein groBer Vorteil der
ESI-Methode ist allerdings, die Moglichkeit der einfachen direkten Kopplung mit flissig-

chromatographischen Trennsystemen wie HPLC oder nanol.C.
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2.5.8.1 Angewandte Massenanalysatoren bei ESI

Als Massenanalysatoren werden bei der ESI-Technik hauptsichlich Quadrupole und Ionenfallen
eingesetzt. Es handelt sich dabei um scannende Massenanalysatoren, die fiir MALDI ungeeignet
sind, weil sie nur tiber einen kleinen m/z-Bereich zwischen 50 und 4000 messen kénnen. Da bei
ESI ab einer bestimmten Grof3e mehrfach geladenen Ionen gebildet werden, konnen in diesem
Fall auch grof3e Molekiile noch erfasst werden. Das Quadrupolmassenspektrometer ist eigentlich
ein Massenfilter. Unter einer vorgegebenen physikalischen Bedingung werden nur Ionen mit
einem bestimmten m/z-Verhiltnis zum Detektor durchgelassen. Hiufig kommen mehrere
hintereinander geschaltete Quadrupole zum Einsatz (Triple-Quadrupol). Im ersten Quadrupol
(Q,) wird der gewiinschte Analyt selektiert, im zweiten Quadrupol (QQ,) wird er fragmentiert (zum
Beispiel mittels CID) und im dritten Quadrupol erfolgt die Massenbestimmung der Fragmente.
Das Prinzip der Ionenfalle ist das Einfangen von Ionen in einem geeigneten elektrischen Feld.
Die Ionen werden dabei fiir eine variable Zeit (Mikrosekunden bis Sekunden) auf einer stabilen
Bahn gehalten, um dann nach ihrer Masse analysiert zu werden. Aus den gefangenen Ionen kann
aber auch ein gewtnschtes Ion isoliert und anschlieBend fragmentiert werden. Theoretisch sind
auch MS"-Experimente méglich, allerdings nur bei gentigend hoher Probenmenge.

Weitere Massenanalysatoren, die bei der ESI-Technik Anwendung finden, sind das FT-ICR
(Comisarow et al., 1974; Henry et al., 1989) und die Orbitrap (Makarov, 2000). Mit ihnen ist
momentan die groBBte Auflosung und Massengenauigkeit zu erreichen (1 — 2 ppm). Die Orbitrap
kommt mittlerweile auch bei der MALDI-Methode zum Einsatz.

Grundsatzlich ist es moglich, die einzelnen verschiedenen Analysatoren miteinander zu
kombinieren. Dies wird als Hybridmassenspektrometer bezeichnet. Ein Beispiel stellt das
Quadrupol-o-TOF dar (Qg-oTOF). Hier wird zu zwei Quadrupolen orthogonal noch ein
Flugzeitmassenanalysator nachgeschaltet. Damit kann im ersten Quadrupol der gewiinschte
Analyt isoliert und im zweiten Quadrupol fragmentiert werden. Die Auftrennung der gebildeten
Fragmente erfolgt anschlieBend im orthogonalen Flugrohr aufgrund ihrer unterschiedlichen

kinetischen Energien.
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2.6 Proteomics

Nach den Fortschritten auf dem Gebiet der Genomik und der erfolgreichen Sequenzierung des
humanen Genoms (Consortium, 2004; Lander et al, 2001; Venter et al, 2001) ist die
Wissenschaft nun bestrebt, mit Hilfe dieses Wissens, Proteome unterschiedlicher Organismen zu
analysieren. Der Begriff Proteom bezeichnet das quantitativ ermittelte Proteinmuster in einem
Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment unter exakt definierten
Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt (Wilkins, 1996; Lottspeich 1999). Diese
Definition macht deutlich, dass es sich hier nicht um ein statisches System wie das Genom
handelt, welches in jeder Zelle und in jedem Entwicklungszustand des Organismus unverindert
vorliegt. Das Proteom ist vielmehr ein hochdynamisches, sich stindig verinderndes Netzwerk.
Einerseits ist die Proteinbiosynthese zell- und gewebespezifisch, andererseits haben die dulleren
Bedingungen einen Einfluss auf die Qualitit und Quantitit der translatierten Proteine. Auch der
dynamische Bereich an vorhandenen Proteinen einer biologischen Probe umfasst mehrere
Zehnerpotenzen (Anderson & Anderson, 2002; Righetti et al., 2005). Die Erforschung eines
Proteoms, auch Proteomics genannt, ist demnach eine sehr anspruchsvolle und schwierige
Aufgabe, besonders wenn es um die Aufklirung von Proteomen hoherer Fukaryonten geht.
Grofles Interesse gilt dabei natiirlich der Aufklirung des menschlichen Proteoms. Aus der
Aufklirung des menschlichen Proteoms versprechen sich Wissenschaftler neue Therapieansitze
zur Heilung von Krankheiten, aber auch neue diagnostische Moglichkeiten, um eine Krankheit
frih und sicher zu erkennen oder zu verhindern. Die Bedeutung von Proteinen als Target fur die
Arzneimittelentwicklung spiegelt sich in der Tatsache wider, dass 80% der Arzneimittel ihre
Wirkung tiber Proteine vermitteln (Drews, 2000).

Die Erwartungen auf diesem Gebiet sind sehr hoch, vor allem seit das menschliche Genom
sequenziert ist, und damit die Basis fir die Aufklirung des menschlichen Proteoms geschaffen
wurde. Doch nach der anfinglichen Euphorie Mitte der neunziger Jahre trat bald eine gewisse
Erntichterung ein. Es wurde klar, dass mit den heute zur Verfiigung stehenden Methoden wie
Gelelektrophorese, Chromatographie und Massenspektroskopie, eine Kartierung des kompletten
Proteoms einer Zelle nicht so einfach maoglich ist. Keine Methode schafft es den dynamischen
Bereich einer biologischen Probe komplett abzudecken. Die sehr niedrig konzentrierten Proteine
werden nicht erfasst.

Ein Losungsansatz fur die Reduzierung von komplexen Proben ist die Analyse von
Subproteomen. Es werden beispielsweise nur bestimmte Proteinklassen, Organellen einer Zelle,
Proteine mit bestimmten Modifikationen oder spezielle Proteinkomplexe betrachtet. Solche

weniger komplexen Proben koénnen bereits mit klassischen biochemischen Methoden, wie
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Filtration und Zentrifugation, gewonnen werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Affinitits-
chromatographie mit der beispielsweise das Phosphoproteom einer Zelle tiber Metallionen (wzetal-
ton affinity chromatography, IMAC) separiert und anschlieSend analysiert werden kann (Corthals et
al., 2005; Nihse et al., 2007). Die Affinititschromatographie kann aber auch genutzt werden, um
hoch konzentrierte Proteine aus einem Proteingemisch zu reduzieren, und kann damit die
Nachweisgrenze anderer Proteine erh6hen. Ein Beispiel daftir ist die Reduzierung von humanem
Serumalbumin aus humanem Plasma (Urbas et al., 2008). Jedoch kann es hier aufgrund von
Proteininteraktionen auch zu Verlusten von weniger abundanten Proteinen kommen.

Dies sind nur einige wenige Beispiele aus dem grof3en Analytikbereich von Proteomics. Es ist
offensichtlich, dass nicht nur eine Methode alleine zum Ziel fiihren kann, sondern grundsitzlich
verschiedene Ansitze in Betracht gezogen werden missen, um ein Gesamtbild tber ein
bestimmtes Proteom zu erhalten. Je selektiver und damit auch kleiner ein Proteom gewihlt wird,

desto grofier sind auch die Chancen es vollstandig zu charakterisieren.

2.6.1 Protein-Protein-Interaktion: Proteinkomplexe

Funktionelle Multiproteinkomplexe stellen im Sinne von Proteomics das kleinste isolierbare
Proteom dar. Die Untersuchung von Proteinkomplexen gibt uns die Méglichkeit, Funktionen
innerhalb der Zelle oder des Zellkompartiments genauer zu verstehen. Erst durch das
Verstindnis der einzelnen kleinen Zusammenspiele innerhalb einer Zelle, kénnen wir zum
Beispiel die Auswirkungen auf ein betreffendes Organ und damit auf den Kérper betrachten. Wir
erhalten dadurch auch Informationen tber die Funktion von spezifischen Genen und kénnen so
Erklirungsansitze fir Gendefekte finden und iiber mogliche Therapieansitze nachdenken. Wenn
wir die grofle Bedeutung des menschlichen Genoms verstehen wollen, ist es unabdingbar, dass
die Funktions- und Struktureigenschaften von Proteinen und ihren Komplexen naher untersucht

und aufklart werden.

Viele Interaktionen von Proteinen sind leider nicht von Dauer, so dass es schwierig ist diese
aufzuklaren. Gerade Prozesse des Zellzyklus oder die Aktivierung der Transkription von Genen
laufen sehr schnell und streng reguliert ab. Trotzdem gibt es mittlerweile eine ganze Reihe an

Methoden um Proteininteraktionen und damit auch Proteinkomplexe zu charakterisieren.
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2.6.1.1 Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse (Yeast Two Hybrid  System)

Die bekannteste Methode ist die Hefe-Zwei-Hybrid-Analyse (Yeast two hybrid system). Hier greift
man auf den Modellorganismus der Hefe zurlick, da dessen Genom schon seit lingerem
vollstindig entschliisselt ist und auch die Proteinwechselwirkungen analysiert sind. Das zu
untersuchende Protein wird dabei an die Bindedomine eines Transkriptionsfaktors gekoppelt,
wihrend der mégliche Interaktionspartner an die Aktivierungsdomine des Transkriptionsfaktors
gebunden wird. Beide Proteine werden anschlieBend in der Hefe exprimiert. Nur bei einer
Interaktion der beiden Proteine kommt es zur Aktivierung eines so genannten Reportergens,
dessen Ergebnis die Bildung eines Farbstoffs ist. Diese Methode klirt allerdings nur die Frage, ob
Protein A mit Protein B interagiert. Es liefert keine Darstellung der aktuellen Situation in einem
bestimmten Zelltyp, und es konnen auch nur binire Interaktionen ermittelt werden. Ein weiterer
Nachteil dieser Methode ist die Anzahl an falsch positiven Ergebnissen, wenn die Bedingungen
nicht sehr streng gewihlt werden. So wurde eine Hochdurchsatz Untersuchung der Hefe von
zwei Arbeitsgruppen durchgefiihrt, und die gefundenen Interaktionen aus beiden Arbeitsgruppen

Uberlappten nur in 15% (Ito et al., 2001; Uetz et al., 2000).

2.6.1.2 Isolierung von Proteinkomplexen

Ausgehend von der im Kapitel 2.6 beschriebenen Komplexitit des Zell-Proteoms wird
ersichtlich, dass man mindestens einen hoch spezifischen Reinigungsschritt braucht, um
Molekiile anzureichern, die nur in geringer Kopienzahl in der Zelle vorkommen. Diese
Anreicherung und Reinigung von Proteinkomplexen kann mit Hilfe einer Reihe von
biochemischen Methoden erreicht werden. Eine Mdglichkeit der Komplexanreicherung ist die
Groflenausschlusschromatographie. Sie trennt die verschiedenen Komplexe einer Zelle oder
eines Kompartiments aufgrund deren GrofB3e. Diese Methode ist allerdings nicht sehr genau, und
es wird sich nie nur ein Komplex in einer Fraktion befinden. Sie gibt allerdings Aufschluss iiber
die ungefihre Grole des Komplexes und damit tiber die Menge an Interaktionspartnern. Breite
Anwendung zur Komplexisolierung finden affinititschromatographische Methoden. Sie sind in
den meisten Fillen hochselektiv und erlauben eine robuste Reinigung. Aullerdem sind diese

Methoden gut reproduzierbar und einfach in der Anwendung.
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Einige Affinititsreinigungen sind in Tabelle 2-3 exemplarisch vorgestellt:

Methode

Vorteile

Nachteile

Anwendung

Immunoprazipitation

Keine Klonierung
schnelle Methode bei
gutem Antikorper

» Kreuzreaktivitat
Elution des Antikdrpers
von der Séaule

« nicht generell
anwendbar (abhangig
vom Antikdrper)

Praparative IP
Co-IP aus Zellkultur
oder Geweben

Epitope » Allgemeine Anwendung  ektopische proteomweit
mdglich Genexpression nétig anwendbar
e Geringe Mengen an « Marker kann
Protein/ Komplexen Proteinfunktion
kénnen gereinigt werden beeinflussen
 sehr kleine Marker
* native Komplexreinigung
maglich
GST-Pulldown Allgemeine Anwendung » Komplexbildung in vitro Protein-
maglich « steht in Konkurrenz zum Interaktionsstudien
Geringe Mengen an bereits in vivo gebildeten Komplexreinigung
Protein/ Komplexen Komplex aus Gewebe
kénnen gereinigt werden
Auch bei schwachen
Interaktionen anwendbar
Tandem-Affinitats- « Allgemeine Anwendung « ektopische Komplexreinigung
- mdglich Genexpression nétig aus Gewebe
Reinigung « Geringe Mengen an * Marker kann proteomweit
Protein/ Komplexen Proteinfunktion anwendbar
kénnen gereinigt werden beeinflussen
« relativ groRer Marker
Tabelle 2-3:  Starken und Schwéchen der allgemein eing esetzten Proteinaffinitatsreinigungen

(abgewandelte Tabelle aus Bauer & Kuster, 2003)

In dieser Arbeit wurden Komplexe tiber die Epitope Flag und Strep angereichert (Brizzard et al.,
1994; Junttila et al., 2005). Diese Tags haben den Vorteil, dass sie sehr klein sind und somit die
Funktion des Proteins nicht oder nur ganz schwach beeinflussen. Aullerdem ist es mit dem
Strep-Tag moglich, in nur einem einzigen Reinigungsschritt, den Komplex zu isolieren. In
Abbildung 2-18 ist der Arbeitsablauf einer Strep-Reinigung dargestellt. Diese Methode ist sehr
einfach und schnell durchzufithren. Der Verlust von schwachen Interaktionspartnern kann
eventuell reduziert werden, im Vergleich zu mehrstufigen Reinigungsschritten, die eigentlich
immer mit einem Verlust an Probe einhergehen. Die Anzahl an unspezifischen Bindungen ist
relativ gering, verglichen zum Beispiel mit der Reinigung tiber Nickel-Beads.

Ein Nachteil aller affinititschromatographischen Reinigungen ist allerdings die Tatsache, dass das
genetisch verinderte Protein von einer Zelle exprimiert werden muss. Dies ist nicht immer auf
Anhieb gewihrleistet. Zudem steht das genetisch verinderte Protein stindig in Konkurrenz zum

endogenen Protein.
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Abbildung 2-18: Schematische Darstellung der Strep-Ta  g-Reinigung mit anschlieBender Analyse der
gefundenen Interaktionspartner mittels Western Blot bzw. Massenspektrometrie

2.6.2 Proteinidentifizierung mittels Western Blot

Western Blot, auch Immunoblot genannt, bezeichnet die Ubertragung (engl. blotting von
Proteinen auf eine Trigermembran. Diese Technik wurde 1979 zum ersten Mal von Renart und
Towbin unabhingig voneinander beschrieben (Renart et al, 1979; Towbin et al, 1979).
Mittlerweile ist der Blot ein vielseitiges und beliebtes Werkzeug des Proteinbiochemikers, denn
im Vergleich zum SDS-Gel, ist die Membran leicht zu handhaben. Das Protein liegt quasi
»nackt™ auf der Membran. Es kann angefirbt werden, mit Antikérpern reagieren, chemisch oder
proteolytisch gespalten werden (Aebersold et al., 1987; Scott et al., 1988; Eckerskorn et al., 1989)
und beispielsweise massenspektrometrisch analysiert werden (Eckerskorn et al., 1992; Strupat et
al., 1994). Entscheidend ist allerdings der erfolgreiche quantitative Transfer der Proteine. Dieser
ist wiederum abhingig von der Wahl des Transferpuffers, der Art des Gels, den physikalischen
Eigenschaften der Membran, den elektrischen Bedingungen beim Transfer und letztlich von den
chemo-elektrischen Eigenschaften der zu bewegenden Proteine. Die Nitrozellulose- oder die
PVDF-Membran (Polyvinylidendifluorid) wird haufig eingesetzt (Pluskal et al., 1986; Matsudaira,
1987). Exrstere besitzt eine hohe Proteinbindungskapazitit, ist jedoch chemisch unbestindig, was

ihren Einsatz fir Aminosdureanalysen oder Sequenzierungen unmdoglich macht. Zudem ist diese
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Membran in trockenem Zustand brichig und leichtentziindlich. PVDF-Membranen sind
hydrophober als Nitrozellulosemembranen und sowohl mechanisch als auch chemisch stabil. Sie
eignen sich fir Proteinfirbung, Immunofirbung, Lektinfirbung und fiir Aminosdure-
Sequenzierungen und —analysen. Allerdings haben sie den Nachteil, dass sie, im Gegensatz zu
Nitrozellulose, selbst kleine Mengen an Protein nicht vollstindig binden. Je nach Protein

passieren 10 bis 50% die Membran ungebunden.

2.6.2.1 Das Blotten

Zum Uberfiihren der Proteine auf die Membran gibt es zwei verschiedene Systeme: das Tank
Blotting und das Semidry Blotting. Beim Tank Blotting wird das Gel zusammen mit der Membran
zwischen einen Stapel von Filterpapieren angeordnet und in eine Halterung eingespannt. Dieser
Vorgang muss in der Pufferlosung erfolgen, um Blasenbildung zwischen den einzelnen Schichten
zu vermeiden. Dieses ,,Paket wird danach vertikal in einer Pufferkammer mit Platindrihten als
Elektroden fixiert und vollstindig mit Pufferlésung bedeckt. Das Blotten geschieht unter
konstanter Spannung, wobei der elektrische Widerstand der Losung wihrend des Transfers steigt
und dadurch auch die Stromstirke. Es kommt zu einer starken Wirmeentwicklung, so dass beim
Tank Blotting auf eine ausreichende Zirkulation und Kithlung des Puffers zu achten ist.

Das Semidry Blotting System besteht aus zwei Platten als Elektroden (zum Beispiel Graphit)
zwischen denen ein Stapel aus Filterpapier, Gel und Membran horizontal geschichtet ist. Das
Filterpapier wird dabei mit der Pufferlésung durchtrinkt und in Schichten mit der Membran und
dem Gel auf der Anode platziert. Um Luftblasen zwischen den Schichten zu verhindern, wird der
Stapel mit einem Glasstab glatt gestrichen. Geblottet wird bei konstanter Stromstirke. Aufgrund
der hohen elektrischen Leitfdhigkeit der Elektroden und der relativ geringen elektrischen Energie
muss bei dieser Methode nicht gekiihlt werden. Die ablaufende elektrochemische Reaktion von
Wasser fuhrt zur Ausbildung eines pH-Gradienten (Kathode: pH ca. 12, Anode: pH ca.2) und zu
einer kontinuierlichen Gasentwicklung, die den Blot aufquellen lisst und den elektrischen
Widerstand erhéht. Dies wiederum fithrt zu einer nicht reproduzierbaren Steigerung des
elektrischen Felds. Um diesen Effekt zu minimieren, wird ein Gewicht von bis zu 2 kg auf die
Blotapparatur gestellt.

Die Vorteile des Semidry Blotting Verfahrens gegeniiber dem Tank Blotting sind die leichtere
Handhabung, der deutlich reduzierte Pufferverbrauch, signifikant kirzere Blot-Zeiten und die
geringere Hitzeentwicklung. AuBlerdem zeigten Tovey und Baldo 1987, dass der Proteintransfer
beim Senzidry Blotting effizienter ablauft, und dass sich diese Membranen etwas sensitiver anfiarben
lassen, da sich die Proteine unter diesen Bedingungen eher an der Oberfliche der Membran

anzulagern scheinen (Tovey & Baldo, 1987).
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Die Schwierigkeit beim Blotten liegt in der Ubertragungseffizienz des Proteins vom Gel auf die
Membran. Je groBBer das Protein desto schlechter lisst es sich auf die Membran tbertragen und
desto linger muss geblottet werden. Bei grof3en Proteinen (> 150 kDa) ist es demnach kaum
moglich das Protein zu 100% quantitativ auf die Membran zu transferieren. Aullerdem kénnen
durch lingeres Blotten kleine Proteine verloren gehen, weil sie durch die Membran hindurch

geblottet werden.

2.6.2.2 Die Immunfarbung

Vor der Reaktion eines Blots mit Antikérpern missen die restlichen Proteinbindungsstellen der
Membran abgesittigt werden. Als Blockmittel kommen zum Beispiel BSA, entfettetes
Milchpulver oder Gelatine in Frage. Nach dem Blockieren wird die Membran mit einem
Antikérper gegen das gesuchte Protein bzw. Antigen inkubiert. Ungebundener Antikérper wird
anschlieBend abgewaschen und die Membran erneut mit einem 2. Antikérper inkubiert. Dieser
zweite Antikorper ist gegen die schwere Kette des ersten Antikorpers gerichtet und tragt eine
Markierung mit deren Hilfe die Position des Antigens sichtbar gemacht werden kann. Bei der
Markierung handelt es sich meistens um das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP engl. Horse-
radish peroxidase). Die Alternativen "I oder alkalische Phosphatase werden kaum noch an-
gewendet, da sie oder ihre Reaktionsprodukte gesundheitsschidlich sind und eine geringere
Sensitivitat aufweisen. Peroxidase-gekoppelte Antikorper katalysieren die Oxidation von Luminol
und 16sen eine Chemilumineszenz aus. Das entstehende Licht wird tGber einen Film gemessen.
Die Nachweisgrenze von Western Blots liegt dabei zwischen 10 und 100 fmol (Harlow & Lane,
1988).

Die Spezifitit der Immunfirbung hingt von der Spezifitit des ersten und des zweiten
Antikorpers ab, und auch von der Verdiinnung in der die Antikorper eingesetzt werden. Somit ist
eine grof3e Schwachstelle der Immunfirbung die Qualitit der eingesetzten Antikorper. Sind sie
nicht spezifisch genug, dann kann auch keine Aussage tiber das Vorhandensein eines gesuchten
Proteins getroffen werden. Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist aullerdem, dass nur gezielt
gesuchte Proteine nachgewiesen werden kénnen. Nur was erwartet wird, kann also gefunden

werden.
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2.6.3 Proteinidentifizierung mittels Massenspektrom etrie

Es gibt zwei verschiedene Methoden zur Identifizierung von Proteinen mittels
Massenspektrometrie. Die erste Methode ist der Peptidmassenfingerabdruck (engl. peptide mass
fingerprint, PMF; Pappin et al., 1993; Henzel et al., 1993; Mann et al., 1993) und die zweite
Methode ist die Proteinidentifizierung mittels MS/MS-Experimenten. In beiden Fillen werden
die Proteine zuvor mit Hilfe von Proteasen in charakteristische Peptidfragmente gespalten. Fiir
eine  PMF-Analyse erfolgt die enzymatische Spaltung der Proteine nach erfolgreicher
gelelektrophoretischer oder chromatographischer Auftrennung. Dazu werden die gewiinschten
Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten und dann einem enzymatischen Gel-Verdau
unterzogen und anschliefend massenspektrometrisch analysiert.

Die enzymatische Spaltung der gesamten Proteinlésung ist eine andere Moglichkeit. Das
erhaltene Peptidgemisch wird anschlieSend typischerweise tiber eine nanoHPLC aufgetrennt und
direkt mittels Massenspektrometrie analysiert. Hier ist allerdings nur die Identifizierung mittels
MS/MS moglich und nicht mit PMF.

Als Protease wird in der Regel die Endopeptidase Trypsin eingesetzt, die mit hoher Spezifitit C-
terminal zu den Aminosduren Arginin und Lysin schneidet (Olsen et al., 2004). Es gibt aber noch
eine Reihe weiterer Enzyme, die in der Massenspektrometrie angewendet werden wie zum
Beispiel Proteinase K (Wu et al., 2003a+b), Elastase (Schlosser et al., 2005), Pepsin (Han et al,,
2004) oder Chymotrypsin bzw. die Kombination aus Trypsin und Chymotrypsin (Fischer et al,,
2000).

2.6.3.1 PMF — peptide mass fingerprint

PMF basiert auf dem Vergleich von gemessenen Peptidmassen, in der Regel mit MALDI-TOF,
mit berechneten Massen aus 7 silico Verdauexperimenten bekannter Protein- oder Gensequenzen
unter zuvor definierten Bedingungen wie z.B. Spaltenzym oder Massentoleranz. Dazu werden
samtliche Proteine in einer Datenbank theoretisch verdaut, wobei dieselben Spaltregeln wie fiir
das in dem Experiment benutzte Enzym verwendet werden. Eine Suchmaschine errechnet
anschlieBend mit Hilfe eines Suchalgorithmus aus der Anzahl der Ubereinstimmungen zwischen
errechneten und gemessenen Massenlisten eine Wahrscheinlichkeit fur die Signifikanz des
identifizierten Proteins — einen sogenannten Score. Die Suchmaschine Mascot (Perkins et al.,
1999), die den Suchalgorithmus MOWSE (engl. molecular weight search, Pappin et al., 1993)
verwendet, wird hdufig eingesetzt. In diesen MOWSE-Score flieBen nicht nur die Gro3e, Anzahl
und Massengenauigkeit der Peptide ein, sondern auch die Hiufigkeitsverteilung bestimmter

Peptidmassen innerhalb aller Proteine einer Spezies. Trotz guter Massengenauigkeit von nur
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einigen ppm gibt es aufgrund der GréBe der Datenbank und der damit verbundenen grof3en
Menge an generierten Peptiden immer mehrere Proteine, denen eine bestimmte Peptidmasse
zugeordnet werden kann. Fir eine eindeutige Proteinidentifizierung mittels PMF sind immer
mehrere Peptide notwendig.

Die Identifizierung mittels PMF wird erschwert, wenn zum Beispiel ein Protein nicht rein genug
isoliert wird. Bei einem Proteingemisch werden zu viele unterschiedliche Peptide gebildet und
deshalb eine eindeutige Zuordnung zu einem einzigen Protein verhindert. Aullerdem schrinken
posttranslationale Modifikationen die Wahrscheinlichkeit einer Identifizierung noch zusitzlich
ein, da durch Einbeziehung eventueller Modifikationen, die Wahrscheinlichkeit an Zufallstreffern

noch erhoht wird.

2.6.3.2 MS/MS-Analyse

Wie bereits im obigen Abschnitt erwihnt, gibt es meistens mehrere Proteine, denen eine
bestimmte Peptidmasse zugeordnet werden kann. Sind nun nicht genug Peptidmassen fiir ein
signifikantes Ergebnis eines Proteins im Spektrum, so kann eine bestimmte Peptidmasse aus dem
Spektrum ausgewahlt und fragmentiert werden. Die Bestimmung der Aminosiuresequenz dieses
Peptids ermoglicht den eindeutigen Nachweis eines Proteins. Jetzt ist es auch nicht mehr
entscheidend wie viele Peptide diesem Protein zugeordnet werden kénnen. Ein einziges gutes
MS/MS-Spektrum kann fir die Identifizierung ausreichen. Sehr wichtig bei diesen Messungen ist
allerdings eine hohe Massengenauigkeit des ausgesuchten fragmentierten Peptids (Precursor). Je
genauer die Masse, desto weniger theoretisch generierte Peptide passen auf diese Peptidmasse
und desto weniger theoretische Fragmentspektren mussen von der Suchmaschine mit dem realen
Spektrum verglichen werden.

Die Méglichkeit, mit nur ein bis zwei guten MS/MS-Spektren, ein Protein zu identifizieren wird
bei der direkten Kopplung von HPLC mit Massenspektrometern ausgenutzt. Diese Methode hat
den Vorteil, dass sie fast vollstindig automatisierbar durchfihrbar ist und kein Verlust der Probe
durch Auftrennung und Verdau im Gel entsteht. Auch kleinste Mengen eines Proteins, das in
einem Gel eventuell nicht als Bande sichtbar wire, sollten damit theoretisch identifizierbar sein.
Aber auch hier muss auf eine hohe Massengenauigkeit des Precursor geachtet werden. Die
produzierte Datenmenge solcher Versuche kann enorm grof3 werden und damit auch die Anzahl
an falsch positiven Ergebnissen. Ergebnisse durch nur ein einziges Peptid sollten deshalb sehr
kritisch betrachtet werden. So kommt es vor, dass die Datenbanksuche ein Peptid als signifikant
identifiziert, obwohl das Spektrum bei genauer Betrachtung von absolut schlechter Qualitit ist

und deshalb eine eindeutige Zuordnung der Fragmente nicht moglich ist.
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3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die biochemische Reinigung und Charakterisierung des nativen AF4- und
des AF4sMLL-Proteinkomplexes. Die jeweiligen Proteine sollten in humanen Zelllinien
exprimiert werden und anschlieBend Uber einen Strep-Tag gereinigt werden. Ein
Reinigungsprotokoll, das die Komplexe nativ reinigt, sollte hierfiir etabliert und optimiert
werden. Mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden, wie nLC-MALDI-MS/MS oder dem
tryptischen Verdau von Gelbanden und anschlieBender PMF-Analytik, sollten unbekannte
Partnerproteine identifiziert werden. Diese sollten im Anschluss durch weitere biochemische
Methoden wie z.B. Western Blot Experimente oder Immunoprizipitationsexperimente verifiziert
werden. Des Weiteren sollte mit Hilfe der GroBenausschlusschromatographie die ungefihre
GroBe der beiden Komplexe bestimmt werden und durch 7z vitro-Experimente eine enzymatische

Methyltransferase-Aktivitit gezeigt werden.

Das AF4-Gen ist der hiufigste Translokationspartner des MII-Gens. Uber die zelluliren
Funktionen des AF4-Proteins war zu Beginn der Doktorarbeit noch wenig bekannt, so dass die
Aufklirung des AF4-Proteinkomplexes Aufschluss tber dessen Funktion in der Zelle geben

sollte.

Bei der t(4;11)-Translokation entstehen die zwei Fusionsgene MILeAF4 (der11) und AF4MILL
(der4). Wihrend das daraus resultierende derll-Fusionsprotein von anderen Arbeitsgruppen
bereits intensiv untersucht wurde, gab es noch sehr wenige FErkenntnisse zur Rolle des der4-
Fusionsproteins. Die Charakterisierung des der4-Proteinkomplexes sollte zum Verstindnis des
pathomolekularen Mechanismus der t(4;11)-Leukdmie beitragen. Der Vergleich zum gereinigten
AF4-Komplex und zum bereits bekannten MLL-Komplex sollte zudem aufzeigen, welche
molekularen Verinderungen durch die Anwesenheit des der4-Fusionsproteins in der Zelle

stattfinden konnten.
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4 Ergebnisse

4.1 GroRRenausschlusschromatographie zur Abschatzung der

GrolRe der Multiproteinkomplexe

Fir eine ungefihre Abschitzung der GroB3e der Proteinkomplexe von AF4 und der4 wurde eine
GroBenausschlusschromatographie durchgefihrt. Dafiir wurden 293T-Zellen mit pTARGET-
AF4 oder pTARGET-der4 transfiziert. Es wurden nicht markierte Proteine fir diesen Versuch
eingesetzt, damit eine Interaktion des Strep-Tags mit dem Saulenmaterial ausgeschlossen werden
konnte. Die Zellen wurden 16 Stunden vor dem Schlachten/Lysieren mit MG 132 behandelt.
500 pl Zelllysat wurden auf die Sdule geladen und 36 Fraktionen a 1 ml nach der Auftrennung
erhalten. Die einzelnen Fraktionen wurden mittels Western Blot auf die Anwesenheit von der4
oder AF4 untersucht.

Die Proteine werden nach der Grof3e ihres Molekulargewichtes zwischen den Poren der
Trennphase (Gel) und der mobilen Phase , filtriert™. Dies bedeutet, dass kleinere Proteine in die
Poren eindringen kénnen und diese durchwandern, wihrend die grof3en Proteine an den Poren
vorbeilaufen. Je kleiner demnach die Proteine sind, desto lingere Verweilzeiten entstehen im
Porensystem, so dass sie erst am Ende des Chromatogramms erscheinen. Grof3e Proteine oder
Komplexe erscheinen dagegen sehr frith im Chromatogramm.

Sowohl der AF4-Komplex als auch der der4-Komplex eluieren sehr frith von der Siule. Sie sind
beide ab der Fraktion 8 im Western Blot nachweisbar, wobei fir AF4 noch eine leichte Bande bis
zur Fraktion 14 nachgewiesen werden kann, wohingegen der4 nur bis zur Fraktion 12 sichtbar ist.
Bei genauer Betrachtung des Chromatogramms fillt auf, dass beide Komplexe im ersten grof3en
Peak zu finden sind. Aufgrund der Trennung der Standardproteine kann eine Eichgerade erstellt
werden und es ergibt sich fiir beide Komplexe ein ungefihres Molekulargewicht von 2-3 MDa.
Da beide Proteine auch nicht zu einem spiteren Zeitpunkt noch einmal eluieren, kénnen wir

annehmen, dass beide Proteine nur in einem Komplex vorliegen.

log(M,)

Eichgerade Fraktion GroRe (M)  Standardprotein
7
6,8 09 2 000 000 Blue Dextran 2000
6.6 13 669 000 | Thyroglobulin
o4 15 440000 | Feritin
6,2
17 158 000 | Aldolase

58
5,6
54

52

Fraktion/ Volumen [ml]

Abbildung 4-1: Bestimmung der
KomplexgréRe von AF4 und der4

links:

Eichgerade zur Bestimmung des
Molekulargewichtes der Komplexe

rechts:

Tabelle mit den Standardproteinen, die zur

Erstellung der Eichgerade verwendet wurden.
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Abbildung 4-2: Resultate der GréRRenausschlusschroma tographie von AF4 und der4
(A) oben: GroRenausschlusschromatogramm von pTARGET-AF4; unten: Western Blot
Ergebnis der getesteten AF4-Fraktionen 6 bis 14, die Laufhéhe von AF4 ist mit einem Pfeil
markiert
(B) oben: GrofRRenausschlusschromatogramm von pTARGET-der4; unten: Western Blot
Ergebnis der getesteten der4-Fraktionen 6 bis 14, die Laufhthe von der4 ist mit einem Pfeil
markiert

4.2 Isolierung des AF4- und der4-Komplexes...

Die AF4-Proteinmenge in der Zelle unterliegt der Kontrolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems.
Unter normalen physiologischen Bedingungen ist die Proteinmenge an AF4 in der Zelle daher
sehr gering und im Western-Blot nicht detektierbar (Bursen et al., 2004). Der4 ist in gesunden
Zellen tberhaupt nicht vorhanden und kann deshalb nur durch einen eingebrachten Vektor in
einer Zelle exprimiert werden.

Um die Zusammensetzung der Proteinkomplexe von AF4 und der4 bestimmen zu kénnen,
wurden die beiden Proteine in den Vektor pEXPR-IBA-103 kloniert und transient in 293T-
Zellen transfiziert. Das AF4-Protein wurde bereits von Heidi Bursen in diesen Vektor kloniert.
Aufgrund des Vektors erhielten die beiden Proteine einen C-terminalen Strep-Tag, der zur
Reinigung der Proteinkomplexe genutzt wurde. AnschlieBend wurde in diesen Vektor noch ein
N-terminales Flag-Tag kloniert. Dieser zusitzliche Flag-Tag sollte eine noch stringentere

Reinigung der Komplexe ermoglichen.
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4.2.1 ...mittels Strep-Tag

Fir die Reinigung tiber den Strep-Tag wurden zwei verschiedene Ansitze gewihlt. Die Reinigung
erfolgte entweder tiber eine bereits gepackte Strep-Tactin-Siule oder mittels einer Suspension aus
Strep-Tactin-Beads (beides IBA GmbH). Letztere Methode diente der schnellen Reinigung
kleinerer Mengen an Proteinkomplex.

Zunichst wurden ca. 5¥10° 293T-Zellen fiir eine Siulenreinigung bzw. ca. 1,5%10° 293T-Zellen
bei einer Reinigung mittels Strep-Tactin-Suspension nach der PEI-Methode (siche Kapitel 6.3)
transient mit dem jeweiligen Plasmid pEXPR-IBA-103-AF4/der4 transfiziert. Bei der
Transfektion der Proteine AF4 und der4 wurden die Zellen noch zusitzlich 16 Stunden vor dem
Ernten mit dem Proteasominhibitor MG 132 behandelt. Die Menge an transfiziertem Protein
wurde dadurch erhoht. Die geernteten Zellen wurden eine Stunde in Lysispuffer inkubiert und
die Zelltrimmer anschlieBend abzentrifugiert. Nach Inkubation des Lysats mit Avidin und
erneuter Zentrifugation wurde das Lysat entweder tber die zuvor equillibrierte Siule gegeben
oder mit equillibrierten Beads inkubiert. Durch die Zugabe von Avidin wurde eine unspezifische
Bindung anderer Proteine verhindert. Nachdem das Lysat zweimal vollstindig durch die Siule
gelaufen war bzw. die Beads mindestens eine Stunde mit dem Lysat inkubiert wurden, wurde
mehrere Male mit Waschpuffer gewaschen bevor die Proteinkomplexe mit Biotinpuffer
unterschiedlicher Stirke eluiert werden konnten (genaues Protokoll der zwei Reinigungen siche
Kapitel 6.4.1). Der Verlauf der jeweiligen Reinigung wurde entweder mit SDS-PAGE und
anschlieBender Kolloidal-Coomassie-Farbung tberpriift oder mit SDS-PAGE und Western Blot
kontrolliert. Fiir den Nachweis der Proteine im Western Blot wurde der anti-AF4*N Antikorper
eingesetzt. Dieser Antikérper wurde aus dem Zelliiberstand einer Hybridomazelllinie gewonnen
und anschlieBend gereinigt (siche Kapitel 6.5.4). Die Kolloidal-Coomassie-Farbung zeigt, auller
den charakteristischen AF4 (175 kDa) und der4 Banden (178 kDa und 320 kDa), noch viele
weitere Banden im Gel, was eine erfolgreiche Reinigung an Komplexpartnern vermuten ldsst. Um
unspezifische Banden zu erkennen, wurden die jeweiligen Reinigunsprotokolle auch mit 293T-

Zellen durchgefiihrt, die nur mit dem korrespondierenden Leervektor transfiziert wurden.

Auffallend bei den AF4-Reinigungen ist, dass das Protein nicht auf seiner theoretisch
berechneten Molekulargewichtshéhe liuft. Es hat ein berechnetes Molekulargewicht von 132
kDa, lduft aber im Gel auf einer Hohe von ungefihr 175 kDa. Bei der4 sind zwei dominante
Banden erkennbar: eine Bande bei 320 kDa — sie entspricht dem ungeschnittenen der4-Protein —
und eine Bande bei 178 kDa — dies ist das N-terminale Fragment von der4 nach der Spaltung

durch Taspasel.
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Abbildung 4-3: Strep-Tag Reinigungen von AF4 und der
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AF4-Reinigung (A) und der4-Reinigung (B) mittels einer Strep-Tactin Saule tUber ein 10%-iges

SDS-Gels aufgetrennt. Kolloidale Coomassiefarbung.

(C) Western Blot einer Saulenreinigung von AF4,

(D) Western Blot einer Reinigung von der4 mittels der Strep-Tactin-Suspension.
L= Lysat, D= Durchlauf, W1-W5= einzelne Waschschritte, E1-E6= Elutionen; EINK und E2NK
= Elutionen 1 und 2 der Negativkontrolle — Uber Strep-Tactin-Suspension gereinigt; Pfeile

markieren die Proteinbanden von AF4 bzw. der4.

...mittels Tandem Affinitatsreinigung tber Stre

p- und Flag-Tag

Fir die Tandemreinigung beider Proteine mit ihren Komplexpartnern wurde die gleiche

Ausgangsmenge an Zellen eingesetzt, wobei diesmal mit dem Plasmid pEXPR-IBA-103-Flag-

AF4/der4 transfiziert wurde. Der erste Reinigungsschritt erfolgte analog zur oben beschriebenen

Strep-Reinigung, entweder iiber eine Strep-Tactin-Sdule oder tber die Strep-Tactin-Suspension.

Die Elutionsfraktionen, die das gewiinschte Protein enthielten, wurden anschlieBend vereint und

mit bereits equillibrierten Flag-Beads fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Danach wurde mehrmals gewaschen und mit 2x Limmli-Puffer eluiert. Die Elution mit einem
Flag-Elutionspuffer blieb erfolglos. Dieser enthielt das Flagpeptid (Sigma), das den Komplex von
den Beads verdringen sollte. Diese Tatsache machte eine umgekehrte Tandem-Reinigung iiber
Flag-Beads gefolgt von einer Strep-Reinigung unmdéglich. Auflerdem war mit dieser Elution ein
in-Losungsverdau, gefolgt von einer Trennung der generierten Peptide mittels nanoHPLC und
anschlieBender MALDI-TOF/TOF Messung, nicht maéglich.

Die Tandem-Reinigung der Proteine war zwar moglich, zeigte aber aufgrund des hoheren
Zeitaufwandes und der Tatsache, dass nur mit Limmli-Puffer eluiert werden konnte, keine
Vorteile gegentber der alleinigen Reinigung tber den Strep-Tag, so dass alle weiteren

Experimente nur mir den Elutionen aus den Strep-Reinigungen durchgefiihrt wurden.

A
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Abbildung 4-4: Tandem Affinitatsreinigung von AF4 u nd der4 Uber Strep- und Flag-Tag

(A) Western Blot einer AF4-Reinigung

(B) Western Blot einer der4-Reinigung

Die Strep-Reinigung beider Proteine erfolgte Uber eine Strep-Tactin-Saule. AnschlieRend wurde
der Durchlauf nochmals mit der Strep-Tactin-Suspension inkubiert und erneut gereinigt, bevor
die Elutionen aus beiden Reinigungsschritten (Séule und Beads) zusammen auf die Flag-
Beads gegeben wurden. L= Lysat, Ds= Durchlauf der Reinigung Uber die Saule, Wss=
Waschschritt Nr.5 der Reinigung uber die Séule, Es= alle Elutionen der S&aulenreinigung, Esp=
Elution der erneuten Reinigung des Durchlaufs von der Saule mit der Strep-Tactin-Suspension,
Dr= Durchlauf der Flag-Reinigung, Wse= Waschschritt Nr.5 der Flag-Reinigung, Eir und Ezr=
Elutionen 1 und 2 der Flag-Reinigung; Pfeile markieren die Proteinbanden von AF4 bzw. der4.
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4.3 Identifizierung der Komplexpartner von AF4 und der4d

4.3.1 Western Blot Ergebnisse

Fir die Identifizierung von Komplexpartnern des AF4-Proteins, als auch die des der4-Proteins,
wurden die Elutionen der Proteine zusammen mit der Elution der Negativkontrolle auf ein SDS-
Gel geladen und anschlieBend geblottet. Handelte es sich bei den gesuchten Komplexpartnern
um Proteine mit einem Molekulargewicht tiber 100 kDa, wurden die Elutionen auf ein 7,5%-iges
SDS-Gel geladen und der Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe von CHAPS-
Puffer. Fir Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 100 und 45 kDa wurde ein 10% iges
SDS-Gel gewihlt und noch kleinere Proteine wurden mit Hilfe eines 12% igen Gels aufgetrennt.
In den beiden letzten Fillen wurde mit Anodenpuffer I, II und Kathodenpuffer geblottet. Die

Blotdauer betrug je nach Molekulargewicht zwischen einer und 1%2 Stunden.

Zunichst wurden Antikorper gegen bereits bekannte Komplexpartner des AF4-Proteins
eingesetzt. Damit konnte gezeigt werden, dass bei dieser Reinigung auch wirklich ein
Proteinkomplex isoliert wird und nicht nur das transfizierte Protein. So war bereits bekannt, dass
das ENL-Protein mit AF4 interagiert (Zeisig et al., 2005). Fiir die Proteine CDK9 und CCNT1
(Cyclin T1) konnte eine Interaktion mit AF4 in murinen Zellen gezeigt werden (Bitoun et al.,
2007). Deshalb wurde eine Interaktion dieser Proteine in humanen Zellen auch angenommen.
Nachdem diese Interaktionen in der AF4-Elution erfolgreich nachgewiesen werden konnten
wurde tberpriift, ob auch andere Proteine, die mit ENL assoziiert vorliegen am AF4-Komplex
beteiligt sind. Es zeigte sich, dass die Proteine AF10 und DOTIL auch in diesem isolierten AF4-
Proteinkomplex vorliegen. Diese Proteine wurden auch bereits im murinen AF4-Komplex
identifiziert. Nicht nachgewiesen werden konnte allerdings eine Interaktion mit PC3
(Polycomb3), obwohl diese Interaktion tber ENL bereits in der Literatur beschrieben wurde
(Zeisig et al., 2005; Mueller et al., 2007). AF4 gilt als positiver Transkriptionsfaktor und stimuliert
die transkriptionelle Elongation der RNA-Polymerase II (Bitoun et al., 2007). Deshalb wurde die
AF4-Elution auch noch auf die Anwesenheit der RNA-Polymerase II getestet und auch diese
konnte nachgewiesen werden.

Neben bereits bekannten Interaktionspartnern des AF4-Proteins sollten aber auch neue Proteine
gefunden werden. Die Auswahl neuer potentieller Interaktionspartner erfolgte aufgrund von
Literaturrecherchen. So wurde fir die Proteine CDK9 und CCNT1, die zusammen das P-TEFb
bilden, eine Interaktion mit BRD4, HEXIM1 und NFxB1 beschrieben. Ein Zusammenhang

dieser Proteine mit AF4 war allerdings bis dahin noch nicht in der Literatur zu finden. Der
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Western Blot auf NFxkB1 und HEXIM1 zeigte positive Signale in der AF4-Elution, wobei
HEXIM1 mit ca. 54 kDa hoher lduft als sein berechnetes Molekulargewicht. Dies ist auch bereits
im Datenblatt des Antikérpers angegeben. Eine Interaktion zwischen AF4 und BRD4 konnte
leider nicht eindeutig bestitigt werden, denn von drei kiuflich erworbenen Antikérpern gegen
das BRD4-Protein zeigten zwei eine deutliche Kreuzreaktivitit mit AF4, der dritte AntikGrper
reagierte nur sehr schwach auf der richtigen Hohe fir BRD4 in der AF4-Elution. Hinzu kam
auch noch, dass die Lauthohen beider Proteine recht nahe beieinander liegen (152 kDa fur das
BRD4 und 175 kDa fiir das AF4). Deshalb konnte auch nicht iberpriift werden, ob die zwei
munspezifischen BRD4-Antikérper nicht doch noch eine zusitzliche andere Bande detektieren,

die bei einem Western Blot mit dem anti-AF4*N-Antikérper nicht auftaucht.

a~-AF9 a-AF10 o~-Brd4-N17
63,4 kDa 109 kDa 152 kDa
NK AF4 NK AF4 NK AF4
1 o T 250 kDa >
S5 kDa 175 kDa - ) 4
150 kDa
62 kDa - 83 kDa
a-CCNT1 a-CDK9 oa-Dot1L
80,7 kDa 428 kDa 184,9 kDa
NK AF4 NK AF4

83kDa

47.5 kDa

32 kDa

175 kDa

83kDa-

a~ENL a-HEXIM1 a-NFxB
62,1 kDa 40,6 kDa 60,2 kDa
NK AF4 NK AF4
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o-RNA Pol II-CTD
217 kDa

NK__AF4
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Abbildung 4-5: Mittels Western Blot identifizierte Komplexpartner von AF4

Verwendet wurden die positiv auf AF4 getesteten Elutionsfraktionen einer Strep-Tactin-
Saulenreinigung. NK = Negativkontrolle: 293T-Zellen mit dem Leervektor transfiziert und tber
eine Strep-Tactin S&ule gereinigt. Die gleichen Elutionsfraktionen wie fur AF4 wurden ein-

gesetzt.
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Fir das der4-Protein gibt es keine bereits bekannten Interaktionspartner. Da sich das der4 aber
aus dem N-terminalen Bereich des AF4- und dem C-terminalen Bereich des MLL-Proteins
zusammensetzt, kann davon ausgegangen werden, dass der der4-Komplex aus bekannten N-
terminalen AF4-Interaktionspartnern und bekannten C-terminalen Interaktionspartnern des
MLLs besteht. Eine positive Interaktion mit den Proteinen CDK9, CCNT1 konnte bestitigt
werden und auch die MLL-Komplexproteine ASH2L, WDR5, RbBP5, HCF1 und HCF2 sind in
der Elution des der4-Komplexes eindeutig nachweisbar. Diese Proteine interagieren mit der C-
terminalen SET-Domaine des MLLs. Des Weiteren wurde das Protein CBP nachgewiesen, das im
MLL-Wildtyp-Komplex mit der TAD-Domaine des MLL-Proteins interagiert. Es wurde darauf-
hin noch weiter untersucht, ob wirklich nur Proteine aus den jeweiligen N- oder C-terminalen
Bereichen von AF4 und MLL interagieren. Der Proteinkomplex wurde deshalb auf die
Anwesenheit von DOTIL (interagiert im C-terminalen Bereich von AF4) und MENIN (N-
terminaler Interaktionspartner von MLL) untersucht. Beide Proteine konnten nicht nachgewiesen
werden. Zusitzlich wurden noch zahlreiche weitere am MLL-Komplex beteiligte Proteine
getestet, die aber alle keine Interaktion zum der4 aufwiesen (CYP33, E2F4, E2F6, GADD34,
HIP2, MOF, N-CoR, RING2 und SMARCBI).

Fir die neu entdeckten AF4-Interaktionspartner HEXIM1, BRD4 und NFxB1 konnten NFxB1
und HEXIM1 positiv fiir den der4-Komplex nachgewiesen werden. Der BRD4-Blot zeigte keine
Bande, obwohl auch BRD4 tiber CCNT1 mit der4 hitte interagieren kénnen.



Abbildung 4-6: Mittels Western Blot identifizierte

(A) Proteine, die an den AF4-Bereich von der4 binden.

(B) Proteine, die an den MLL-Bereich von der4 hinden.

Proteine des der4-Komplexes
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A 4-CCNT1 -CDK9 o-HEXIM1
80,7 kDa 42,8 kDa 40,6 kDa
NK derd NK der4
47.5 kDa -
83kba 7 32 kDa
a-NFxB a-RNA Pol II-CTD
60,2 kDa 217 kDa
NK der4 NK der4
62 kDa - 250 kDa -
150 kDa -
B a-Ash2L -CBP a-HCF1
68,7 kDa 265,4 kDa 208,8 kDa
NK der4 NK der4 NK der4
™ 250 kDa -
83kDa - :
- 250 kDa - 150 kDa -
a-HCF2 o~-RbBP5 a-WDR5
86,8 kDa 59 kDa 36,6 kDa
NK der4 NK der4 NK der4
175 kDa - 80 kDa - 47.5 kDa -
83 kDa - - 58 kDa - — -

NK = Negativkontrolle: 293T-Zellen mit dem Leervektor transfiziert und Uber eine Strep-Tactin-

Saule gereinigt. Die gleichen Elutionsfraktionen wie fiir der4 wurden eingesetzt.

Vollig unbekannte Interaktionspartner konnten per Western Blot fiir das der4-Protein nicht

identifiziert werden. Auch die neuen Interaktionspartner des AF4 wurden nur aufgrund von

Nachforschungen in der Literatur entdeckt. Deshalb wurden parallel die Elutionen von AF4 und

der4 noch zusitzlich massenspektrometrisch untersucht. Mit dieser Methode sollte die

Identifizierung bislang unbekannter Proteine moglich sein.
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4.3.2 Tryptischer in-Gel Verdau der Elutionsbanden und anschlieRende
MALDI-TOF Messung

Die Strep-Elutionen aus den Saulenreinigungen von AF4, der4 und der Negativkontrolle wurden
tber ein SDS-Gradientengel (7 — 15%) aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel fixiert und tber
Nacht mit kolloidaler Coomassielosung angefirbt. Alle Banden, auch die der Negativkontrolle,
wurden ausgeschnitten und mit Hilfe eines Verdauroboters tryptisch verdaut. Die Proben wurden
dabei wihrend des Verdaus reduziert und alkyliert. Das genaue Verdauprotokoll ist in Kapitel
0.6.1 beschrieben. AnschlieBend wurden die verdauten und einrotierten Proben in 5 bis 10 ul
einer Losung aus 50% ACN/ 0,1% FA riickgelost. Als Matrix wurde o-Cyano-4-Hydroxyzimt-
saure (e-CHCA) eingesetzt, die in einer Losung aus 50% Acetonitril (v/v) / 0,1% (v/v) TFA
gelost wurde. 0,5 pl Matrixlosung wurden auf einem Probenteller aus Stahl vorgelegt und 0,5 ul
der Peptidlosung direkt dazu pipettiert. Die getrockneten Spots wurden danach noch gewaschen

bevor der Stahlteller in das Massenspektrometer eingeschleust werden konnte.

Die Proteine AF4 und der4 konnten dabei signifikant aus dem Gel identifiziert werden. Leider
wurden mit dieser Methode weder die bereits mittels Western Blot identifizierten Interaktions-
partner bestitigt, noch vollig neue und unbekannte Partnerproteine gefunden.

Es konnte aber fiir das AF4-Protein sehr deutlich gezeigt werden, dass es bei der Strep-Reinigung
zu einer stark ausgeprigten Degradierung des Proteins kommt. Es koénnen sogar noch AF4-
Peptide auf einer Molekulargewichtshéhe von 32 kDa im Gel signifikant nachgewiesen werden.
Diese gehoren zum C-terminalen Teil des AF4-Proteins an dem sich auch der Strep-Tag befindet
(Abbildung 4-7). Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir das der4-Protein gezeigt werden. Die
Abbauprodukte des Proteins sind bis zu einer Masse von 150 kDa zu sehen, sind aber weniger
stark ausgeprigt als bei AF4 (Abbildung 4-8). In beiden Fillen kénnen die deutlich erkennbaren
Gelbanden somit entweder dem AF4 bzw. der4 zugeordnet werden oder es handelt sich um

unspezifische Proteine, die an das Strep-Tactin-Geriist gebunden haben.
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Abbildung 4-7: MALDI-Ergebnisse eines tryptischen | n-Gel-Verdaus einer AF4-Elution

Eingestellte Suchparameter waren: Datenbank: SwissProt oder AF4-MLL, Organismus: Homo
sapiens, fixe Modifikation: Carbamidomethylierung der Cysteine, variable Modifikation:
Methioninoxidation. Zudem wurde mit einer Massentoleranz von 50 ppm und zwei Uberlesenen
Schnittstellen gesucht. Die Datenbank AF4-MLL beinhaltet alle potentiellen Interaktionspartner
und alle bekannten unspezifisch bindenden Proteine. Mit ihrer Hilfe konnten die AF4 Abbruch-
banden mit der dazugehorigen Sequenzabdeckung bestimmt werden. Dadurch konnte die
deutlich sichtbare 32 kDa-Bande mit dem dazugehérigen Spektrum dem AF4 C-Terminus
zugeordnet werden.

ACACA= Acetyl-CoA carboxylase 1, GRP78= 78 kDa glucose-regulated protein, HSP76= Heat
shock 70 kDa protein 6, HSP71= Heat shock 70 kDa protein 1, TBA3= Tubulin alpha-1A chain,
TBB5= Tubulin beta chain, ACTB= Actin, cytoplasmic 1
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NK der4 Abbildung 4-8: MALDI-Ergebnisse eines
(35 i) (80 i) 4(24 % . . . .
:::4 :fs %; tryptischen in-Gel-Verdaus einer der4-Elution
Consie bl ——— ACACA i i i i i
250 KDa dord 31 % Die Suchparameter waren die Gleichen wie in
- Gord 515;; Abbildung 4-7, nur dass mit 80 ppm Massentoleranz
150 kDa - i ke gesucht wurde. Die MLL-AF4 Datenbank diente der
b FYe Identifizierung von der4, da in der Datenbank
100 kDa = - — ) . . . . .
HSS0A/ HS90B SwissProt das komplette Protein nicht gelistet ist.
75 kDa — — |  GRP78 ACACA= Acetyl-CoA carboxylase 1, PYC= Pyruvate
RSP carboxylase, mitochondrial, EF2= Elongation factor 2,
Mees HS90A/B= Heat shock protein HSP 90-alpha/ beta,
50 kDa = e TBBS

—+——— ENOA GRP78= 78 kDa glucose-regulated protein, HSP71=
o ™ Heat shock 70 kDa protein 1, MCCB= Methyl-
crotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial,
TBB5= Tubulin beta chain, ENOA= Alpha-enolase,
ACTB= Actin, cytoplasmic 1

37 kDa =

Die starke Uberexpression von AF4 und auch der4 lisst annehmen, dass nicht jedes dieser
Proteine im Komplex in der Zelle gebunden vorliegt, sondern dass auch einzelnes AF4- bzw.
der4-Protein vorhanden ist und mit gereinigt wurde.

Um zu kliren, ob dies nur an der zu geringen Menge an Interaktionspartnern in der Probe lag,
wurden AF4 und ENL in 293T-Zellen co-transfiziert. Dabei wurden die Vektoren pEXPR-IBA-
103-AF4 und pTARGET-ENL verwendet (P TARGET-ENL wurde bereits von A. Heil im Zuge
ithrer Diplomarbeit im Arbeitskreis von Prof. Marschalek kloniert). Es folgte eine Sdulenreinigung
tber den Strep-Tag des AF4-Proteins. Das vom Vektor exprimierte ENL sollte aufgrund seiner
Interaktion zusammen mit dem AF4 gereinigt werden und die Gesamtmenge an bindendem
ENL im Komplex erhéhen. Die Elutionen, die positiv im Western Blot auf AF4 und ENL
getestet wurden, wurden vereint und zusammen mit einer Negativkontrolle, wie bereits bei AF4
und der4 alleine, Uber ein SDS-Gradientengel aufgetrennt. Nach der Firbung wurden nur die
Banden auf der Héhe des zu erwartenden ENL-Proteins ausgeschnitten und einem tryptischen
in-Gel Verdau unterzogen. Im Anschluss wurden die Proben wieder mittels Massenspektrometrie

analysiert.
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Abbildung 4-9: Identifizierung von ENL aus einem SDS  -Gel der Co-Reinigung von AF4-Strep mit ENL

Zu sehen ist das PMF-Spektrum der Bande auf Laufhtéhe des ENLs und die MS/MS-Spektren
der beiden hdéchsten Signale im PMF-Spektrum. Beide Signale stammen von Peptiden des

ENL-Proteins.

Trotz der erhohten Menge an ENL konnte kein signifikantes PMF-Spektrum fir dieses Protein

erhalten werden. Es konnte lediglich ein Spektrum aufgenommen werden, bei dem die beiden

héchsten Signale durch MS/MS-Experimente dem ENL signifikant zugewiesen werden konnten.

Dies zeigt, dass die geringe Menge an Komplexpartnern in der Probe nicht der alleinige Grund

tir die fehlende Identifizierung mittels Massenspektrometrie sein kann.
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4.3.3 Ergebnisse aus den nLC-MALDI-MS/MS-Experiment en

In der Regel sind schon ein bis zwei gute MS/MS-Spektren fiir die signifikante Identifizierung
eines Proteins ausreichend. Deshalb wurden in einem zweiten Ansatz die Strep-Elutionen von
AF4, der4 und der Negativkontrolle in Loésung komplett verdaut. Das daraus entstandene
komplexe Peptidgemisch wurde iiber nanoHPLC aufgetrennt und mit Hilfe eines Spotters direkt
zusammen mit der Matrixlésung auf ein MALDI-Target aufgebracht. Die Messung der nL.C-
Liufe erfolgte anschlieBend am 4800 TOF/TOF Analyzer. Die dabei generierten Spektren wurden
mit Hilfe der Suchmaschine MASCOT ausgewertet und eine Liste der identifizierten Proteine
erstellt. Zu jedem Protein wurde die Anzahl der gefundenen Peptide angegeben. Jedes

Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

Tabelle 4-1: Die identifizierten Proteine des AF4-K  omplexes aus den nLC-MALDI-MS/MS-Experimenten
(Die komplette Liste der gefundenen Proteine befindet sich im Anhang, Tabelle 9-1). AC =
Accession number des Proteins, MG = Molekulargewicht, pl = Isoelektrischer Punkt des Proteins

Treffer Nr. AC Protein Peptide X MG [kDa] pl

1 P51825  AF4 (AFF1) 106 132,14 9,26
10 Q03111 ENL 22 62,42 8,75
24 P50750 CDK9 12 43,15 8,97
27 060563 CCNT1 (CyclinT1) 11 81,03 8,9
33 P26196 DDX6 9 54,78 8,85
47 Q9UHB7  AF5q31 (AFF4) 7 127,78 9,33
50 P06748 NPM1 (Nucleophosmin) 6 32,73 4,64

Tabelle 4-2: Die identifizierten Proteine des der4- Komplexes aus den nLC-MALDI-MS/MS Experimenten
(Die komplette Liste der gefundenen Proteine befindet sich im Anhang, Tabelle 9-2). AC =
Accession number des Proteins, MG = Molekulargewicht, pl = Isoelektrischer Punkt des Proteins

Treffer Nr. AC Protein Peptide X MG [kDa] pl
1 Q03164 MLL (HRX) 131 436,04 9,22
2 P51825 AF4 (AFF1) 44 132,14 9,26
6 P51610 HCF1 14 210,7 7,49

17 Q15291 RbBP5 4 59,72 4,92
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19 P61964 WDR5 4 37,14 8,54
20 P26196 DDX6 4 54,78 8,85
21 Q9UBL3 Ash2L 4 69,31 5,45
25 060563 CCNT1 (CyclinT1) 3 81,03 8,9
32 P50750 CDK9 2 43,15 8,97
33 Q9C005 DPY-30 2 11,24 4,84
40 Q9Y5Z7 HCF2 2 87,69 8,75
64 P06748 NPM1 (Nucleophosmin) 1 32,73 4,64

Wie aus der Tabelle 4-1 zu erkennen ist, konnten fir die AF4-Komplexreinigung einige
Interaktionspartner aus den Western Blot Ergebnissen bestatigt werden. Dabei handelte es sich
um die Proteine, die die stirksten Signale im Western Blot zeigten. Die im Western Blot neu
identifizierten Komplexpartner BRD4, HEXIM1 und NFxB1 konnten mit diesem Experiment
nicht bestitigt werden. Daftir wurde mit 9 Peptiden das Protein AF5q31 signifikant identifiziert.
Dieses Protein gehort wie das AF4 zur ALF-Familie. Der nachtrigliche Nachweis dieses Proteins
im Western Blot scheiterte aufgrund der Kreuzreaktivitit des gekauften Antikérpers mit dem
AF4-Protein. Neben dem AF5q31-Protein konnten zwei weitere interessante Proteine
identifiziert werden: Nucleophosmin (NPM1) mit 6 Peptiden und DDX6 mit 9 Peptiden. Diese
Proteine waren auch nicht in der Negativkontrolle vorhanden.

Die Ergebnisse der der4 Komplexreinigung bestitigten fast vollstindig die Resultate aus den
Western Blot Ergebnissen. Lediglich die Existenz von NFxB1 und HEXIM1 im Komplex
konnte — wie bei AF4 — nicht nachgewiesen werden. Zusitzlich zu den bekannten Proteinen
wurde noch das DYP-30-Protein identifiziert. Die Literatursuche ergab, dass dieses Protein mit
den Proteinen ASH2L, WDR5 und RbBP5 assoziiert ist. Aullerdem wurden auch hier die
Proteine DDX6 (mit 4 Peptiden) und Nucleophosmin (mit einem Peptid) gefunden. Zusitzlich
konnten neben N-terminalen Peptiden des AF4-Proteins auch noch 23 C-terminal Peptide
identifiziert werden. Dies bedeutet, dass endogenes AF4 im der4-Komplex vorliegt.

Generell waren die Ergebnisse der einzelnen Reinigungen sehr unterschiedlich. Fir die derd-
Elution wurden insgesamt 82 Proteine identifiziert und die einzelnen MS/MS-Liufe watren fast
identisch. Viele dieser Proteine stellen mitochondriale und cytosolische Verunreinigungen dar.
Die Negativkontrolle ergab mit nur 20 gefundenen Proteinen die kleinste Liste (siche Tabelle 9-3).
Das nL.C-Resultat der AF4-Elution war wesentlich komplexer und unreproduzierbarer. Die
gesamte Liste an identifizierten Proteinen in der AF4-Elution umfasst 411 (!!l) Proteine, darunter
225 Proteine, die nur mit einem Peptid identifiziert wurden (so genannte ,,one hit wonder"). Auch

die einzelnen Laufe waren sehr unterschiedlich, so dass fiir AF4 wesentlich mehr als nur drei
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Experimente notig waren, um die oben angegebenen Proteine zu identifizieren. Trotz allem

befinden sich alle Komplexpartner von AF4 unter den ersten 50 Proteinen der Liste.

Die Proteine BRD4, HEXIM1, NFxB1, NPM1 und DDXG6 wurden zunichst entweder nur
mittels Western Blot oder nur durch nLC-MALDI-MS/MS Experimente identifiziert. Um diese
Proteine auch wirklich als neue Komplexpartner in den jeweiligen Komplexen zu bestitigen,

wurden Immunoprizipitationsexperimente zur Verifizierung durchgefihrt.

4.3.4 Immunopréazipitation zur Verifizierung der neu  en Komplexpartner

Fiir die Immunoprizipitationsexperimente wurden ca. 1,5¥10° 293T-Zellen mit dem jeweiligen
Plasmid (pEXPR-IBA-103, pEXPR-IBA-103-AF4 oder pEXPR-IBA-103-der4) transient
transfiziert, mit MG 132 behandelt und nach dem Ernten in 0,6 ml Lysis-Puffer resuspendiert.
Das von Zelltrimmern durch Zentrifugation befreite Lysat wurde anschlieBend far 30 Minuten
mit Protein-G-Agarose-Beads inkubiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
leeres BioRad-Siulchen tberfihrt und der Antikérper gegen den gesuchten Komplexpartner
hinzugegeben. Nach Inkubation tber Nacht bei 4°C wurde erneut Protein-G-Agarose hinzu-
gefiigt, um den AntikOrper mit seinen gekoppelten Proteinen an die Beads zu binden. Nach
ausreichender Inkubation wurde das Lysat entfernt und die Beads konnten mehrfach gewaschen
werden bevor die am Antikorper gebundenen Proteine mittels 2x-Lammli-Puffer eluiert wurden
(fur das genaue Protokoll siche Kapitel 6.4.3).

Der Nachweis von AF4 oder der4 in diesen Elutionen mittels Western Blot wiirde eine
Interaktion mit den betreffenden Proteinen bestitigen.

Zunichst soll hier die Immunoprizipitation (IP) mit A-CCNT1 gezeigt werden. Dieses Protein
wurde zwar bereits fiir beide Komplexe in zwei Experimenten nachgewiesen, zeigt aber, dass mit

diesem IP-Protokoll eine erfolgreiche IP méglich ist.

IP: a-CCNT1
NK AF4 der4

250 - Abbildung 4-10: Nachweis von CCNT1 als Komplexpart  ner von AF4
"/ und der4 mittels IP
150 4 = NK = Negativkontrolle bzw. untransfizierte 293T-Zellen

WB: a-AF4-N
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Die Interaktion mit NPM1 sollte zundchst mittels Western Blot auf die Strep-Elutionen von AF4
und der4 untersucht werden. Der Western Blot zeigte auch eine deutliche Bande fir AF4, aber
tir der4 war die Bande wesentlich schwicher. Fir die endgiiltige Bestitigung der Interaktion
wurde deshalb auch fiir NPM1 eine Immunoprizipitation durchgefihrt. Jedoch konnte bei der
IP auf endogenes NPM1 leider keine klare Aussage Gber eine Interaktion mit der4 getroffen
werden. Deshalb wurde ein aus cDNA gewonnenes NPM1-Konstrukt gerichtet in den
pTARGET-GFP-Vektor kloniert, so dass sich das GFP C-terminal am NPM1 befand. Nun
konnte das NPMI1-GFP-Konstrukt mit den Expressionskonstrukten von AF4 bzw. derd
gemeinsam in 293T-Zellen transfiziert werden, um somit eine unzureichende Interaktion auf-
grund zu geringer Proteinmenge auszuschlieBen. Fin Vorteil dieses Versuchs war die Méglichkeit
mit zwei Antikérpern (O0-NPM und O-GFP) parallel eine IP durchfiihren zu kénnen. Da bei
diesem Experiment zwei Proteine zusammen transfiziert wurden, gefolgt von einer Immuno-
prizipitation, wird in diesem Fall auch der Ausdruck Co-Immunoprizipitation oder Co-IP
verwendet. Bei der Co-IP von NPM1 mit AF4 konnte mit beiden eingesetzten Antikérpern das
AF4-Protein deutlich nachgewiesen werden. Das der4 Protein hingegen lief3 sich nur schwach mit
dem NPM-Antikorper nachweisen. NPMT1 ist somit eindeutig ein Interaktionspartner von AF4.
Da NPM1 in den nLC-MALDI-MS/MS-Expetimenten von der4 mit nur einem Peptid
identifiziert wurde und auch nur schwach im Western Blot auf die Strep-Elution von der4 und in
der Co-IP nachweisbar war, ist die Interaktion zwischen NPM1 und dem der4-Komplex nicht

eindeutig. Wenn tiberhaupt, so liegt eine schwache Interaktion vor.

A B NPM- NPM-
NPM- eGFP/ eGFP/
NK eGFP AF4  der4

o-NPM 250
32,7 kDa IP: a-NPM Elutionen
NK AF4 der4 . 2 -
; P a-vaB4I-N IP: o-GFP Elutionen
<
175 4 — kK Zelllysate
V\IIF; O;-.h(l;ilg z: i e .—' — Elutionen

Abbildung 4-11: Nachweis von NPM als Komplexpartner
(A) Western Blot der Strep-Elutionen von AF4, der4 und der Negativkontrolle (NK),
(B) Co-IP von NPM-GFP mit AF4 bzw. der4. Oberes Bild zeigt die Co-IP mit a-NPM gefolgt von
dem Bild der Co-IP mit a-GFP. Danach sind die einzelnen Zelllysate abgebildet zum Nachweis
der erfolgreichen Transfektion von AF4 und der4. Das untere Bild dient als Nachweis der
Transfektion von NPM-GFP. Schwarze Pfeile markieren die Bande von der4 und die wei3en

Pfeile zeigen auf das AF4-Protein.
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Des Weiteren konnten durch die IP-Experimente DDX6, HEXIM1 und NFxB1 als AF4-
Komplexpartner nachgewiesen werden. Der Blot zeigte schon nach kurzer Expositionsdauer eine
deutliche Bande auf der Hohe von AF4. Fir der4 konnten HEXIM1 und NFxB1 als
Interaktionspartner bestitigt werden. DDX6 scheint auch mit der4 zu interagieren, aber die
Bande von der4 im Western Blot der IP ist sehr dunn, so dass anscheinend nur eine schwache
Interaktion mit der4 stattfindet. Generell ist auffillig, dass die Banden von der4 in den IP-
Experimenten immer schwicher sind als solche von AF4. Vielleicht lassen sich — aufgrund der

GroBe des der4-Proteins — Interaktionen mittels Immunoprazipitation schwerer nachweisen.

A B

NK AF4 derd NK AF4 derd
IP: 0-DDX6 250 - -
WB: a-AF4N ;5.

C

IP: o-NFKB 250
WB: a-AF4:N 150

AA

AF4  der4

IP: -HEXIM1 250 S
WB: a-AF4N o

Abbildung 4-12: Identifizierung von DDX6, NF  kKB1 und HEXIM1 als Komplexpartner von AF4 und der4
IP mit a-DDX6 (A), a- NFKB (B), a- HEXIM1 (C) und anschlielender Nachweis von AF4 und
der4 im Western Blot.
NK = Negativkontrolle bzw. untransfizierte 293T-Zellen; schwarze Pfeile markieren die Bande
von der4 und die weiRen Pfeile zeigen auf die Laufhéhe des AF4-Proteins.

Der Nachweis einer Interaktion von AF4 bzw. der4 mit dem BRID4-Protein gestaltete sich wie
bereits im Kapitel 4.3.1 beschrieben schwierig. Um deshalb eine eindeutige Aussage tber die
Anwesenheit von BRD4 in einem der Komplexe machen zu kénnen, wurde ein aus ¢cDNA
gewonnenes BRD4-Konstrukt gerichtet in den pcDNA3.1/Zeo-Vektor kloniert und an-
schlieBend noch ein GFP C-terminal 7 frame zum BRD4-Konstrukt eingefugt (Die komplette
Klonierung dieses Plasmids wurden von Jennifer Merkens aus der Arbeitsgruppe von Prof.
Marschalek durchgefiihrt.). Dieses BRD4-Konstrukt kodiert fiir die ersten 500 Aminosduren des
BRD4-Proteins. Sie beinhalten die beiden Bromodominen von BRD4 und eine Kern-
lokalisierungssequenz. Laut Literatur findet die Interaktion mit CCNT1 iber diese Dominen
statt. Somit sollte diese Sequenz von BRD4 ausreichend sein, um eine Interaktion mit AF4 oder
der4 nachzuweisen (Jang et al., 2005; Wu & Chiang, 2007). Der Vorteil dieses Plasmids ist, dass
die Laufhoéhe des kodierten Proteins bei ungefihr 110 kDa liegt und sich somit deutlich von der
AF4-Lauthohe unterscheidet. Auflerdem kann aufgrund des GFP-Tags auch noch zusitzlich ein
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Versuch mit einem GFP-Antikorper durchgefithrt werden, der keine Kreuzreaktivitit mit dem
AF4-Protein aufweist.

Das AF4-Plasmid pEXPR-IBA-103-AF4 oder das der4 Plasmid pEXPR-IBA-103-der4 wurden
gemeinsam mit dem Plasmid pcDNA3.1-Brd4-GFP in 293T-Zellen transfiziert. Fur die Co-
Immunoprazipitation wurde entweder der GFP-AntikOrper eingesetzt, oder in einem zweiten
Ansatz der BRD4-Antikorper, der keine Kreuzreaktivitit zu AF4 im Western Blot zeigte. Das
Ergebnis dieses Versuchs konnte BRD4 als Komplexpartner fir das AF4-Protein bestitigen. Die

Interaktion mit der4 war hingegen negativ.

Brd4- Brd4-
Brd4- eGFP/ eGFP/
NK eGFP AF4 der4

i IP: a-GFP Elutionen
WB: IP: a-Brd4sN17 Elutionen
o-AF4<N
Zelllysate
IP: a-Brd4-N17 Elutionen
WB: o-GFP

Abbildung 4-13: Nachweis der Interaktion von Brd4 m it AF4
Das obere Bild zeigt die Co-IP mit a-GFP und darunter befindet sich die Co-IP mit dem
Brd4+-N17-Antikdrper. Danach sind die einzelnen Zelllysate abgebildet zum Nachweis der
erfolgreichen Transfektion von AF4 und der4. Das untere Bild dient als Nachweis der
Transfektion von BRD4-GFP der schwarze Pfeil markiert die Bande von der4 und die weil3en
Pfeile zeigen auf das AF4-Protein.

4.4 In vitro Histon-Methyltransferase-Assay

Der in vitro Histon-Methyltransferase-Assay sollte zeigen, ob die isolierten Komplexe aktiv sind,
d.h. eine Methyltransferase-Aktivitit besitzen und somit in der Lage sind, das Histon H3 zu
methylieren. Laut Literatur (Wysocka et al., 2005, Nagy et al., 2002) sollte der4 aufgrund seiner C-
terminal gelegenen SET-Domine vom MLL-Teil und den daran assoziierten Proteinen Ash2L,
WDR5 und RbBP5 in der Lage sein, das Lysin4 des Histons H3 zu trimethylieren. Fir den AF4-
Komplex wird eine H3K79-Trimethylierung vermutet aufgrund der Anwesenheit der Methyl-
transferase DOT1L im Komplex.

Fir diesen Versuch wurden die Strep-Elutionen der Sdulenreinigung eingesetzt. Es gab zwei
verschiedene Ansitze: Beim ersten Ansatz wurden die Elutionen mit gereinigten Nukleosomen
der Firma Upstate inkubiert. Beim zweiten Ansatz wurde ein gereinigtes, aus Bakterien

gewonnenes GST-H3-Peptid (Aminosduren 1-46 des humanen Histons H3; von Julia Herglotz
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aus der Arbeitsgruppe von Dr. Lausen am Georg-Speyer-Haus zur Verfigung gestellt) zu den
Elutionen gegeben. Beide Ansitze wurden mit Tritium markiertem S-Adenosyl-Methionin
behandelt und anschlieBend zum Abstoppen der Reaktion mit Ladepuffer versetzt. Nach der
Auftrennung der Proben tber ein SDS-Gel, wurde dieses fixiert und mit Enhancer-Lésung
behandelt, bevor es gewaschen und getrocknet werden konnte. Das getrocknete Gel wurde
abschlieend in eine Rontgenkassette geklebt und ein Rontgenfilm fir ungefiahr jeweils 1 bis 4
Wochen aufgelegt. Die Kassette wurde in dieser Zeit bei -80°C gelagert (genaues Protokoll siche
Kapitel 6.5.6).

A GST-H3-Peptid B gereinigte Nukleosomen
+ +
NK AF4 derd 5ul 20ul 5pl 20l 5ul 20 pl

10- NK NK AF4 AF4 derd derd ,Sereinigte

40 - 25 = - —— e mm o |

35 - —

25

17 =
. = Cm
_ - - s | “H2A
N— _\H4
Coomassie

gefarbt

Abbildung 4-14: In vitro Histon-Methyltransferase-Aktivitat der gereinigten Proteinkomplexe von AF4 und
der4
(A) In vitro HMT-Assay mit einem rekombinanten GST-H3-Peptid (Ami  nosauren 1-46)
30 pl des Peptids wurden mit 15 pl gereinigtem Komplex inkubiert. Nur fir den AF4- und den
der4-Komplex ist eine deutliche Bande auf der Laufhéhe des Peptids sichtbar (markiert mit
einem Pfeil).
(B) In vitro HMT-Assay mit gereinigten Nukleosomen
5 ul gereinigte Nukleosomen vom Huhn (1 pg/ul) wurden mit 5 oder 20 pl gereinigtem Komplex
inkubiert. Nur fir den AF4- und der4-Komplex konnte eine in vitro HMT-Aktivitat spezifisch fur
Histon H3 gezeigt werden (siehe Markierung mit dem Pfeil). Die Banden von H1, H2A/B und H4
sind auch in der Negativkontrolle sichtbar, was die Anwesenheit von unspezifisch mit-
gereinigten Enzymen zeigt, die nicht Teil des Komplexes von AF4 oder der4 sind. Das kleine
Bild ganz rechts zeigt die Laufhdhen der gereinigten Nukleosomen nach Farbung des Gels mit
Coomassie-Losung und dient als Laufhéhenreferenz.

Sowohl fiir den AF4- als auch fiir den der4-Komplex konnte mit den gereinigten Nukleosomen
eindeutig eine Methylierung des Histons H3 nachgewiesen werden. Die Negativkontrolle (NK)
zeigt keine Bande auf der Lauthche von H3. Die Vermutung der H3K4-Trimethylierung durch
den der4-Komplex und die Vermutung der H3K79-Trimethylierung durch den AF4-Komplex
scheinen sich somit zu bestitigen. Auch der zweite Ansatz mit dem GST-H3-Peptid zeigte fiir
AF4 und fir der4 eine deutliche Bande auf Laufthohe des Peptides und somit eine Methylierung

des H3s an seinen ersten 46 Aminosauren. Damit wird die H3K4-Trimethylierung fur der4
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abermals bekriftigt, wihrend dieses Ergebnis tberraschend fir AF4 ist, da bislang keine
Methylierung der ersten 46 Aminosduren des Histons H3 durch das AF4 selbst oder durch einen
seiner Komplexpartner in der Literatur beschrieben wurde. Damit stellt sich die Frage, ob ein
bereits bekannter Komplexpartner des AF4s oder das AF4 selbst diese Methylierung herbeifiihrt
oder ob ein noch nicht bekannter Interaktionspartner des AF4s dafiir verantwortlich ist. Leider
kann hier keine generelle Aussage tiber die genaue Position der Methylierung gemacht werden —
weder fir AF4 noch fir der4 — und ob es sich dabei um eine Mono-, Di- oder Trimethylierung
handelt. Allerdings zeigt dieser Versuch eindeutig, dass die Komplexe nach ihrer Reinigung noch

biologisch aktiv sind.

4.5 Isolierung des ENL-Proteins und Nachweis seiner
Interaktionspartner

Das ENL-Protein stellt den bekanntesten Interaktionspartner von AF4 dar. Schon mehrere
Publikationen konnten diese Interaktion nachweisen und haben die einzelnen Interaktions-
dominen beider Proteine niher betrachtet und lokalisiert. Auch fiir das ENL-Protein wurden
bereits mehrere Interaktionspartner beschrieben. Dabei wurden im ENL-Komplex Proteine
gefunden, die nicht im AF4-Komplex nachgewiesen werden konnten und denen zum Teil
reprimierende als auch aktivierende Eigenschaften zugesprochen werden. Es stellt sich deshalb
die Frage, ob das ENL-Protein in vielleicht zwei unterschiedlichen Komplexformen vorliegen

kann — in einem aktiven und einem reprimierenden Zustand.

45.1 Reinigung von ENL Uber das Strep-Tag

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde das ENL-Konstrukt aus dem pTARGET-Vektor
mittels Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in den pEXPR-IBA-103 eingesetzt. Auch in
diesen Vektor wurde noch ein zusitzlicher N-terminaler Flag-Tag eingebracht. Damit war — wie
bereits bei AF4 und der4 — eine Reinigung des Proteins mit seinen Interaktionspartnern tiber ein
C-terminales Strep-Tag und eine Tandem-Reinigung tber Strep- und Flag-Tag moglich. Die
Transfektionsbedingungen und auch die Versuchsdurchfihrungen waren identisch zu den AF4-
und der4-Reinigungen. Lediglich die Zugabe von MG 132 zu den Zellen wurde weggelassen, da

ENL keinem proteasomalen Abbau unterliegt (Bitoun et al., 2007).
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Abbildung 4-15: Reinigung des ENL-Proteins
(A) Western Blot einer Reinigung des ENLs Uber eine Strep-Tactin Saule.
(B) Western Blot mittels a-Flag Antikérper einer Tandem-Reinigung von ENL, bei der zun&chst
Uber den Strep-Tag und anschlieRend Uber den Flag-Tag gereinigt wurde.
Pfeile markieren die Proteinbanden von ENL.

45.2 Nachweis von ENL Komplexpartnern

Der Nachweis von Komplexpartnern erfolgte — wie bei AF4 und der4 — tber zwei verschiedene
Wege. Zunichst wurde mittels Western Blot die ENL-Elution auf die bekannten Komplex-
partner hin untersucht. Dabei konnten die Proteine CDK9, CCNT1, RING1 und die RNA-
Polymerase II nachgewiesen werden. Der Nachweis fiir AF4 fiel nicht eindeutig aus. Auch das
Protein AF10 zeigte im Western Blot nur eine sehr schwache Bande, die nach dem Einscannen
des Blots am Computer nicht mehr sichtbar war. Keine Bande konnte fir die Proteine PC3, N-
CoR, CCNT2 und DOTIL gezeigt werden, obwohl zum Beispiel fir DOTI1L eine eindeutige
Interaktion mit ENL in der Literatur beschrieben ist (Zeisig et al., 2005; Mueller et al., 2007). Da
die beiden Proteine CDK9 und CCNT1 im ENL-Komplex vorhanden sind, wurde die Elution
auch noch auf die Proteine NPM1 und NFkB1 getestet. Dabei konnte das Protein NFkB1
nachgewiesen werden, wobei eine Bande in der Negativkontrolle auftauchte, die vermutlich
durch ein Uberlaufen der ENL-Elution in die benachbarte Tasche des SDS-Gels entstanden ist.
Der NPM1-Blot zeigte keine Bande. Um das positive Ergebnis fir NFxkB1 zu bestitigen, wurde

dessen Interaktion mit ENL in einem IP-Experiment nachgewiesen.
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Abbildung 4-16: Komplexpartner des ENL-Proteins
(A) Mittels Western Blot auf die Strep-Reinigung nachgewiesene Komplexpartner von ENL. Der
schwarze Pfeil markiert die sehr schwache Bande von AF4
(B) Nachweis der Interaktion von NFKB1 mit ENL. Schwarzer Pfeil markiert die ENL-Bande.

In einem zweiten Ansatz wurde die ENL-Elution einem tryptischen Losungsverdau unterzogen
und im Anschluss mittels nHPLC-MALDI-MS/MS-Messungen untersucht. Die Durchfiihrung
war analog zur Messung der AF4- und der4-Elutionen.

Leider konnten dabei keine Interaktionspartner nachgewiesen werden, obwohl dieses Experiment
sechsmal wiederholt wurde. Es wurde lediglich das ENL sehr deutlich mit einer gro3en Anzahl
an Peptiden identifiziert. Mogliche Erklirungsansitze werden spiter in der Diskussion ange-

sprochen.

45.3 Die Interaktion von ENL mit AF4

Das schwache Western Blot Ergebnis fir AF4 war verwunderlich. Eine Erklirung konnte aber
sein, dass es sich hierbei um endogenes AF4 handelt und die ENL transfizierten Zellen nicht mit
einem Proteasominhibitor behandelt wurden. Deshalb wurden noch einmal 293T-Zellen mit dem
Plasmid pEXPR-IBA-103-ENL und dem Plasmid pTARGET-AF4 gemeinsam transfiziert und
anschlieBend mit dem Proteasominhibitor MG 132 behandelt. Die Reinigung des ENL erfolgte

mit der Strep-Tactin-Suspension.
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Abbildung 4-17: Western Blot der Interaktion von ENL mit AF4
(A) Reinigung einer Co-Transfektion von ENL-ST mit AF4 iber das Strep-Tag von ENL.

o-AF4:N (2 min.)

(B) Reinigung Uber das Strep-Tag von AF4 einer Co-Transfektion von AF4-Strep mit ENL. Es
handelt sich hierbei um die gleiche Reinigung wie in Abbildung 4-9.
In Klammern hinter den eingesetzten Antikdrpern ist die Expositionszeit des Blots angegeben.

Hierbei konnte eine Interaktion von AF4 mit ENL zwar nachgewiesen werden, aber diese
Interaktion war trotzdem wesentlich schwicher, als bei einer Co-Transfektion von AF4-ST mit
ENL. In diesem Fall ist die mitgereinigte Bande von ENL sehr deutlich und schon nach kurzer
Expositionszeit sichtbar (siche Abbildung 4-17 B).

4.6 Stabilisiert ENL das AF4-Protein?

In der Publikation von Bitoun und ihren Kollegen 2007 wurde zum ersten Mal gezeigt, dass das
ENL-Protein das AF4 stabilisieren kann und somit vor dem proteasomalen Abbau schiitzt. Diese
Entdeckung wiirde bedeuten, dass bei einer Co-Transfektion beider Proteine demnach auf die
Zugabe von MG132 verzichtet werden kénnte. Die Zellen wiren dem zu Folge etwas weniger
Stress ausgesetzt und die Reinigung von AF4 konnte vielleicht verbessert werden. Es wurde
deshalb zunichst untersucht, ob diese Stabilisierung des AF4s durch das ENL auch in 293T-
Zellen stattfindet. Dazu wurde ein sehr dhnlicher Versuchsansatz wie in der Publikation gewihlt.
2%10° 293T-Zellen wurden mit dem Expressionskonstrukt von Flag-AF4-Strep alleine transfiziert
oder zusammen mit den Expressionskonstrukten von ENL und SIAH. Es wurde dabei kein
Proteasominhibitor eingesetzt. Anschlieend wurde mittels eines Flag-Antikorpers eine IP/Co-1P
auf AF4 durchgefihrt und versucht, im Western Blot das AF4-Protein nachzuweisen. Bitoun und
Kollegen konnten zeigen, dass bei einer Co-Transfektion von AF4, SIAH und ENL der Abbau
von AF4 verhindert wird im Gegensatz zu einer Co-Transfektion von AF4 mit SIAH alleine. Bei
dieser Transfektion konnte im Western Blot anschlieBend kein AF4 nachgewiesen werden.

Unsere Experimente konnten das Ergebnis aus der Publikation tiberhaupt nicht bestitigen. Im
ersten Versuchsansatz wurde von jedem Plasmid 10 ug eingesetzt (Abbildung 4-18 A). Die

aufgetragenen Lysate zeigen, dass die Transfektion fiir alle Proteine erfolgreich war und auch die
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Menge an Protein ist in allen Lysat-Proben identisch, wie die Ladekontrolle mit dem Nachweis
auf Aktin zeigt. Die Co-Transfektion von AF4 und SIAH bestitigt den Abbau von AF4 durch
SIAH (keine Bande bei 175 kDa sichtbar). Bei der Transfektion von AF4 alleine und zusammen
mit ENL ist dagegen die AF4 Bande gut sichtbar und auch die Intensititen sind dhnlich. In der
letzten Spur ist die Dreier-Transfektion von AF4, ENL und SIAH zu sehen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass keine Stabilisierung durch das ENL erfolgt, denn wie bei der AF4/SIAH-Co-
Transfektion ist auch hier keine AF4-Bande sichtbar. Auch kann hier nicht von einer zu geringen
Menge an ENL ausgegangen werden, denn im Lysat ist das ENL deutlich sichtbar.

Da mit steigender Plasmidmenge die Transfektionseffizienz abnimmt und die Zellen sehr
gestresst werden — durch die dementsprechend hohere Menge an Transfektionsmittel — wurde in
einem zweiten Versuchsansatz die Gesamtmenge an DNA pro Transfektion auf 10 pg festgelegt.
Dies bedeutete bei einer Doppel-Transtektion 5 pg pro Plasmid und bei der Dreier-Transfektion
nur 3,33 pg pro Plasmid. Im Lysat konnte bei der Co-Transfektion von AF4 mit ENL somit
weniger AF4 nachgewiesen werden und auch bei der Dreier-Transfektion von AF4, ENL und
SIAH ist die Menge an SIAH geringer als bei der Co-Transfektion von SIAH mit AF4
(Abbildung 4-18 B, Lysate). Die IP mit dem Flag-Antikérper zeigte aber wieder das gleiche
Resultat wie beim ersten Versuchsansatz. Auch die geringe Menge an SIAH reichte aus, um trotz
gleichzeitiger Anwesenheit von ENL das AF4-Protein effektiv abzubauen.

Diese Versuche widerlegen damit das Ergebnis aus der Publikation von Bitoun und ihren
Kollegen. Die Interaktion von AF4 mit ENL kann das AF4 nicht vor dem proteasomalen Abbau
durch SIAH schiitzen.
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Abbildung 4-18: Untersuchung der Stabilisierung des AF4-Proteins durch Interaktion mit ENL
Western Blot der verschiedenen Transfektionskombinationen und der anschlieRenden 1P/ Co-IP
mittels Flag-Antikdrper. Das Transfektionsschema ist Giber den Western Blot Bildern aufgefihrt.
Die schwarzen Pfeile markieren die Laufh6he des AF4-Proteins.
(A) Es wurden 10 pg von jedem Plasmid eingesetzt.
(B) Bei jedem Transfektionsansatz wurden insgesamt nur 10 pg Plasmid-DNA eingesetzt.
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5 Diskussion

5.1 Zusammensetzung und Funktion des AF4-Komplexes

511 Die Identifizierung der AF4-Komplexpartner

Die Identifizierung der einzelnen Interaktionspartner des AF4-Proteins war schwieriger als
zunichst erwartet. Die Transfektion und anschlieBende Reinigung tber den Strep-Tag verliefen
zwar problemlos, doch schon bei der Identifizierung der im SDS-Gel sichtbaren Banden mittels
Gelverdau und anschlieBender MALDI-Massenspektrometrie traten die ersten Schwierigkeiten
auf. Das AF4-Protein zeigte deutlich sichtbare Abbruchbanden bis zu einer Gréf3e von 32 kDa
im SDS-Gel. Diese Banden waren so dominant, dass eine Identifizierung der weniger abundanten
Interaktionspartner aus dem Gel nicht mdglich war, da in den meisten PMF-Spektren die
hochsten Signale aus dem AF4-Protein stammten. Lediglich die deutlich sichtbaren Banden
unspezifischer Proteine wie Aktin und HSP70 konnten mittels PMF-Analytik identifiziert
werden.

Da bereits bekannt war, dass das AF4-Protein eine extrem hohe ,, Turn-over®-Rate aufweist, und
durch seine hohe Abbaurate in normalen Zellen praktisch nicht nachweisbar ist, kann man davon
ausgehen, dass das AF4-Protein auch in damit transfizierten Zellen nur sehr kurz als intaktes
Protein vorliegt. Aufgrund der unterschiedlichen Reinigungsverfahren (Strep-Tactin-Sidule oder
Batch-Verfahren), die immer die gleichen Abbruchfragmente von AF4 zeigen, kann man sogar
postulieren, dass zellulire Proteasen stets an den gleichen Sequenzmotiven das AF4-Protein
hydrolysieren konnen. Damit besitzt das AF4-Protein quasi spezifische ,,Sollbruchstellen®.

Die hohe AF4-Konzentration im Verhiltnis zur Konzentration seiner mitgereinigten
Interaktionspartner erschwerte deren Identifizierung mittels nLC-MALDI-MS/MS. Die AF4-
Peptide waren so dominant vertreten, dass Peptide der Bindepartner nur sehr schwer und in
geringen Mengen identifiziert werden konnten. Es waren mehrere LC-Laufe notwendig — im
Vergleich zur der4-Reinigung — um die in Tabelle 4-1 identifizierten Proteine zu erhalten.
Auffallig war aullerdem, dass die AF4-Reinigung im Vergleich zur der4-Reinigung viel stirker mit
cytosolischen Proteinen verunreinigt war. Vielleicht erfolgt der Kerntransport beim der4-Protein
aufgrund seines MLL-C-Terminus wesentlich schneller als bei AF4. Eine Splei3variante des AF4-
Gens — das FELC Transkript — kodiert fiir ein ca. 400 Aminosduren langes Protein ohne
Kernlokalisationssequenz, und miusste demnach seine Funktion im Cytosol entfalten. Die
Funktion dieses FELC-Proteins ist aber noch ungeklirt. Falls der AF4-N-Terminus eine Rolle im
Cytosol spielt, so konnte eine Uberexpression von AF4 zur Folge haben, dass dieses zunichst

eine gewisse Zeit im Cytosol verbleibt. Mit Sicherheit kann aber nur gesagt werden, dass die
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Uberexpression von AF4 Reaktionen in der Zelle hervorruft, die vielfiltig und komplexer Natur

sein konnen.
5.1.2 Die Bedeutung der neuen Interaktionspartner f  Gr den AF4-Komplex

Der in dieser Arbeit tber Affinititschromatographie aus 293T-Zellen isolierte AF4-Komplex
bestitigt und erweitert die bisher gewonnenen Ergebnisse tiber die zellulire Funktion dieses
Proteins. GroBenausschlusschromatographie-Experimente ergaben, dass der AF4-Komplex ein
Molekulargewicht von tuber 2MDa aufweist. Die wihrend dieser Arbeit identifizierten
Komplexpartner sind aber nicht ausreichend, um dieses Gewicht zu erreichen. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass noch weitere unbekannte Proteine mit dem AF4-Protein
assoziiert vorliegen. Es wurden die bereits bekannten Interaktionspartner ENL/AF9, AF10,
DOT1L, CDK9, CCNT1 und die RNA-Polymerase II identifiziert. Damit fungiert der AF4-
Komplex auch in humanen Zellen als Stimulator der RNA Polymerase II abhingigen trans-
kriptionellen Elongation und vermittelt eine DOT1L-abhingige H3K79-Methylierung, die einen
aktiven Transkriptionsstatus aufrechterhalt (Bitoun et al., 2007). Zusitzlich konnten 6 weitere
Proteine identifiziert werden (AF5q31, BDR4, DDX6, HEXIM1, NFKB1/RELA und NPM1).
Diese Proteine werden in folgendem Abschnitt genauer vorgestellt und es wird auf deren

zellulire Funktion und Bedeutung im Hinblick auf den AF4-Komplex eingegangen.
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Abbildung 5-1: Zusammensetzung des AF4-Komplexes mi  t den neu identifizierten Interaktionspartnern
Die neuen Interaktionspartner sind in rosa dargestellt und die Zahlen in den Proteinen geben
deren Interaktionsbereich mit dem benachbarten Protein an. Die Interaktionsbereiche sind der
Literatur entnommen. Die Fragezeichen deuten an, dass keine Aussagen Uber die genaue
Lokalisation der Interaktion getroffen werden kann.
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Eine sehr wichtige Komponente des AF4-Komplexes stellt der transkriptionelle Elongations-
faktor P-TEFb dar. Er setzt sich aus CDK9 und der regulatorischen Untereinheit CCNT1
zusammen, die als Heterodimer eine Kinasefunktion aufweisen (Peng et al., 1998; Wei et al.,
1998). P-TEFb stimuliert generell transkriptionelle Prozesse, indem die Kinase-Domine des
CDK9-Proteins die C-terminale Domine der RNA-Polymerase II (RNA-Polymerase II CTD)
am Serin 2 (Ser2) hyperphosphoryliert (Chao & Price, 2001; Shim et al., 2002). Die C-terminale
Domine besteht aus 52 Heptapeptid-Folgen der Konsensussequenz YSPTSPS und spielt eine
wichtige Rolle im Transkriptions-Zyklus. Wihrend jedes Zykluses interagiert sie mit vielen
Transkriptionsfaktoren und unterzieht sich einer dynamischen Phosphorylierung und Dephos-
phorylierung (Dahmus, 1996). Die Hyperphosphorylierung am Ser2 der C-terminalen Domaine
durch P-TEFb bzw. CDK9 erlaubt der RNA-Polymerase II den Wechsel aus der Priinitiations-
phase/frihen Elongationsphase in die produktive, elongative Phase der Transkription.

Die Aktivitit der P-TEFb Kinase wird dabei von positiven und negativen Faktoren reguliert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass zirka 50% des in der Zelle vorhandenen P-TEFb’s durch
Bindung an HEXIM1/7SK snRNA in einem inaktiven Zustand vorliegt. Das HEXIM1-Protein
inhibiert die Kinase-Aktivitit von P-TEFb, wobei der inhibitorische Effekt von der Anwesenheit
der 7SK snRNA abhingig ist (Yik et al., 2003; Michels et al., 2004). Die Interaktion von
HEXIM1 mit P-TEFb konnte auf eine C-terminale Region, die Cyclin-T-Bindedomine (AS 255-
359), im HEXIM1-Protein mit den Cyclin Boxen von CCNT1 (AS 1-292) eingeschrinkt werden
(Schulte et al., 2005). Erginzend konnte auch eine Interaktion von HEXIM1 mit dem Protein N-
CoR belegt werden. N-CoR fungiert zusammen mit der Histondeacetylase HDACS3 als Repressor
verschiedener Transkriptionsfaktoren. In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden,
dass die Acetylierung von CDK9 am Lysin 44 dessen Fihigkeit erthoht, die C-terminale Domine
der RNA-Polymerase II zu phosphorylieren (Fu et al., 2007). Die restlichen 50% des in der Zelle
befindlichen P-TEFbs liegen zusammen in einem aktiven Komplex mit dem Bromodominen-
Protein BRD4 vor, wobei die Interaktion tiber das CCNT1-Protein stattfindet (Jang et al., 2005).
BRD4 wird ubiquitir exprimiert und bindet tber seine beiden Bromodominen an acetylierte
Histone (H3 und H4; Zeng & Zhou, 2002; Dey et al., 2003). Dadurch werden BRD4/P-TEFb-
Komplexe an verschiedene Promotoren rekrutiert und vermitteln dort die Aktivierung von RNA-
Polymerase II und die anschlieBend stattfindende transkriptionelle Elongation (Jang et al., 2005;
Yang et al,, 2005). AuBlerdem spielt es eine Rolle bei der Regulation des Zellwachstums
(Maruyama et al., 2002; Farina et al., 2004) und bleibt wihrend der Mitose an Chromosomen
gebunden. Diese Eigenschaft von BRD4 wird als eine Schliisselfunktion in der Ubertragung des
epigenetischen Gedichtnisses wihrend der Zellteilung betrachtet (Dey et al., 2000; Kanno et al.,

2004). Eine neue Studie zeigt, dass das BRD4-Protein P-TEFb zu Chromosomen in der spiten
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Mitose rekrutiert und damit die Expression von Schlisselgenen in der G;-Phase und die
Entwicklung des Zellzykluses fordert (Yang et al., 2008).

AF4 hat demnach iber die Interaktion mit P-TEFb einen bedeutenden Einfluss auf die
Regulation der Genexpression. Interessant ist auch die Tatsache, dass neben P-TEFb auch die
beiden Regulatoren HEXIM1 und BRD4 in den AF4-Reinigungen nachgewiesen werden
konnten. Dies ldsst vermuten, dass der AF4-Komplex in einem aktiven und in einem inaktiven
Stadium vorliegen kann. Die Reinigung erfasst vermutlich verschiedene Stadien des AF4-
Komplexes und eine Co-Existenz von BRD4 und HEXIM am P-TEFb ist aufgrund der obigen
Ausfihrungen auszuschlieBen. Die Interaktion mit BRD4 fithrt zusammen mit P-TEFb zu einem
aktiven AF4-Komplex. Es erleichtert diesem die Bindung an acetyliertes Chromatin und damit an
dessen Zielgene. Demnach resultiert kein aktives P-TEFb durch die Bindung mit AF4, wie von
Bitoun und Kollegen angenommen wurde (siche dazu Kapitel 2.3.4 und Abbildung 2-8), sondern
die Anwesenheit von BRD4 oder HEXIM1 am AF4/P-TEFb-Komplex entscheidet tiber dessen
Status. Es zeigt sich, dass neben der strengen Regulation der AF4-Proteinmenge tber die
Interaktion mit SIAH-Proteinen, die Aktivitit von AF4 in der Zelle zusitzlich uber die
Interaktion mit P-TEFb und dessen Regulatoren kontrolliert wird.

Des Weiteren konnte das Protein NFKB1/RELA im AF4-Komplex nachgewiesen werden. Es
gehort zur Familie der NFKB/REL-Transkriptionsfaktoren, deren gemeinsames Kennzeichen
eine Domine von etwa 300 Aminosiuren ist, die sogenannte REL-Homologie-Domine
(Hoffman et al., 1999). Mitglieder der NFKB/REL-Familie sind unter andetem an der Regulation
des Wachstums, der Transformation und der Apoptose von Zellen beteiligt. Jeweils zwei

Untereinheiten kénnen in unterschiedlichen Kombinationen aneinander binden und auf diese
Weise Homo- bzw. Heterodimere ausbilden. Der Name NFKB wurde urspriinglich fir das
Heterodimer zwischen RelA (p65) und p50 verwendet und stellt das bedeutendste Mitglied dieser
Familie dar (Barkett & Gilmoer, 1999). In seiner inaktiven cytosolischen Form liegt das
Heterodimer gebunden an IKB vor. Als Reaktion auf eine ganze Reihe von Stimuli (z.B.
Wachstumsfaktoren, Hormone, Stress etc.) erfolgt die Aktivierung der IKB-Kinase, die ihrerseits
das IKB an zwei spezifischen Serinen (Ser23 und Ser36) phosphoryliert, was zur Polyubi-
quitinylierung von IKB und anschlieBend zu seiner Degradierung fihrt (Goesh et al., 1998; Karin
& Ben-Neriah, 2000). Das nun freigelegte Kernlokalisierungssignal von NFKB fithrt zu dessen
Translokation in den Zellkern und zur Bindung an die Promotoren seiner Zielgene (Karin &
Ben-Neriah, 2000). Nach dem Abbau von IKB wird RelA am Ser276 von der Protein-Kinase A
bzw. am Ser592 von der Casein-Kinase II phosphoryliert, was wiederum zu einer gesteigerten

transkriptionellen Aktivitit von NFKB fithrt (Zhong et al., 1997; Wang et al., 2000). Eine
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Phosphorylierung an Ser276 ist notwendig, um mit dem transkriptionellen Aktivator CBP/p300
zu interagieren (Zhong et al., 1998).

NFKB benotigt aullerdem P-TEFb zur Aktivierung der Transkription. Untersuchungen mit Hilfe
eines P-TEFb-Inhibitors zeigten, dass pTEFb fir die NFKB-abhingige Transkription
antiapoptotischer Gene notwendig ist. Die Interaktion konnte dabei auf die ersten 250 Amino-
sdauren von CCNT1 beschrinkt werden (Barboric et al., 2001). Wihrend HEXIM1 die NFKB-
abhingige Genexpression unterdriickt (Ouchida et al., 2003), belegen neuere Studien, dass BRD4
an das acetylierte Lysin 310 von RelA bindet und auf diese Weise als Co-Aktivator von NFKB
fungiert, was sich in einer verstirkten Expression einiger NFKB-abhingiger Entziindungsgene
widerspiegelt (Huang et al., 2008).

Die Interaktion von NFKB1/RELA mit dem AF4-Komplex findet vermutlich tber die
Interaktion mit P-TEFb und BRD4 statt. Der AF4-Komplex konnte demnach vielleicht iiber den
NFKB-Signalweg reguliert oder aber auch durch die Anwesenheit von NFKB1 an dessen Zielgene
rekrutiert werden. Fir AF4 konnte bereits gezeigt werden, dass es einen FEinfluss auf das
Zellwachstum hat und bei Uberexpression zur Wachstumstransformation der Zelle beitrigt
(Bursen et al.,, 2004). Es wire aber jetzt interessant zu wissen, ob diese Transformation unter
anderem durch eine erhohte Expression antiapoptotischer NFKB1-Zielgene zustande kommt.
AulBerdem musste untersucht werden, ob z. B. die Stimulation der Zellen mit TNF-O neben der
Aktivierung von NFKB1 auch einen EFinfluss auf den AF4-Komplex hat. Des Weiteren konnte
das Protein CBP iber die Interaktion mit NFKB1 am AF4-Komplex beteiligt sein. Dies wiirde
bedeuten, dass der AF4-Komplex neben der DOTIL vermittelten H3K79-Methyltransferase-
aktivitit auch iber CPB an der Acetylierung von Histonen beteiligt ist. Der AF4-Komplex
kénnte dem zu Folge durch Acetylierung und Methylierung einen aktiven Chromatinstatus
aufrechterhalten. Finen kleinen Hinweis auf die mogliche Anwesenheit von CBP im AF4-
Komplex konnte mit einem Antikérper gegen CBP auf die Strep-Elutionen von AF4 und der4
erhalten werden. In der AF4-Spur war eine schwache Bande erkennbar. Das Ergebnis war aber
tir AF4 nicht reproduzierbar und auch die massenspektrometrischen Ergebnisse lieferten keinen
Hinweis auf die Anwesenheit von CBP.

a-CBP

265,4 kDa
NK derd AF4

' > Abbildung 5-2: Ergebnis des CBP-Western Blots aufd ie
2507 : Strep-Elutionen von AF4 und der4
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NPM1 (Nukleophosmin; auch bekannt als B23, NO38 oder Numatrin) ist ein ubiquitdr
exprimiertes Phosphoprotein, dass kontinuierlich zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma
pendelt (Borer et al., 1989) und zur Neoplasmin-Familie nukleirer Chaperone gehért (Schmidt-
Zachmann et al., 1987; Eirin-Lopez et al., 2006). Es ist an einer Vielzahl zellulirer Prozesse
beteiligt. Es assoziiert mit DNA und RNA (Dumba et al., 1989) und ist in der Lage, mit anderen
Proteinen wie Nucleolin oder p120 zu interagieren (Valdez et al., 1994; Li et al., 1996). Es besitzt
eine Ribonukleaseaktivitit, die vermuten ldsst, dass es an der Biogenese der Ribosomen (Herrera
et al., 1995; Savkur et al., 1998) beteiligt ist. Aullerdem verhindert NPM1 die falsche Faltung und
Aggregation von Zielproteinen, indem es als molekulares Chaperon agiert (Szebeni & Olson,
2001). Eine wichtige zellulire Funktion von NPMI ist seine Histon-Chaperon-Aktivitit, mit
dessen Hilfe NPM1 am Chromatin-Auf- und Abbau beteiligt ist (Okuwaki et al., 2001). Des
Weiteren konnte fiir NPM1 belegt werden, dass es in der Duplikation des Centrosoms involviert
ist (Okuda et al., 2000) und eine zell-schadliche Verdopplung des Centrosoms wihrend des
Zellzykluses verhindert (Wang et al., 2005).

Weitere Studien sprechen dem NPM1 auch eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung zu. So
fihrt die Inaktivierung des Np#7-Gens in Mdusen zu embryonaler Letalitit und ein haploider
Mangel an Npml-Protein fihrte zu einer uneingeschrinkten Verdopplung des Centrosoms.
Damit ist die Proteinmenge an Npml-Protein kritisch und trigt physiologischerweise zur
genomischen Stabilitit bei (Grisendi et al., 2005). Im Umkehrschluss tragen mutierte NPM1-
Proteine zur genomischen Instabilitit bei. Ein mutiertes NPM7-Gen ist die hidufigste Mutation in
AML Patienten, wobei die bisher charakterisierten Mutationen zu einer cytoplasmatischen
Lokalisation des NPM1-Proteins fithren (Grummit et al., 2008). Zudem ist das NPM7-Gen selbst
in chromosomale Translokationen bei Leukdmien und Lymphomen verwickelt (Morris et al.,
1994; Redner et al., 1996; Yoneda-Kato et al., 1996). Neue Untersuchungen belegen eine
Verinderung des Expressionsmusters spezifischer miRNAs, wenn das NPM7-Gen mutiert ist
(Garzon et al., 2008).

Im Hinblick auf den AF4-Komplex ist es interessant, dass eine Interaktion zwischen NPM1 und
NFKB nachgewiesen werden konnte (Dhar et al., 2004). Dartiber hinaus scheint NPM1 iber die
Interaktion mit NFKB, pRB und E2F1 generell an der Transkription frither Zellzyklusgene
beteiligt zu sein (Lin et al., 20006). Im Kontext mit dem AF4-Komplex ist interessant, dass NPM1
den proteasomalen Abbau von HEXIMI initiieren kann, und damit die Kinase-Aktivitit von P-
TEFD beeinflusst.

Die Interaktion von NPM1 kann sowohl mit AF4 als auch iber NFKB oder P-TEFb stattfinden.
Die Frage, die sich nun ergibt ist, ob NPM1 konstitutiv an den AF4-Komplex bindet oder ob
NPMT1 nur fir den Abbau des HEXIM1-Proteins an den AF4-Komplex rekrutiert wird. Diese

Frage lasst sich mit dem momentanen Kenntnisstand nicht eindeutig beantworten. Ist HEXIM1
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aus dem AF4-Komplex entfernt, so kann die Bindung von BRD4 erfolgen und damit den
winaktiven AF-Komplex in einen ,,aktiven® AF4-Komplex verwandeln. Eine andere Méglichkeit
stellt die grundlegende Stabilisierung des Komplexes durch NPM1 dar, da es auch als molekulares
Chaperon fungieren kann, und somit Fehlfaltungen und Aggregationen verhindert.

Uber das Protein AF5q31 ist bis heute nicht sehr viel bekannt. Es gehért wie AF4 zur ALF-
Familie (Nilson et al., 1997) und ist auch in chromosomale Translokationen mit dem MI.I-Gen
verwickelt (Taki et al,, 1999). AuBerdem konnte 2002 gezeigt werden, dass es mit P-TEFb
assoziiert vorliegt (Estable et al., 2002). Weitere Untersuchungen belegten, dass auch AF5q31 im
Zellkern lokalisiert ist und dort die HIV-1 Tat-Transaktivierung unterdriickt (Niedzielski et al.,
2007). Es bleibt offen, welche Rolle dieses Protein im AF4-Komplex einnimmt. Auch tber die
genaue Interaktion kann keine prizise Aussage getroffen werden, denn es besteht die
Moglichkeit, dass AF5q31 tber P-TEFb mit AF4 interagiert oder aber moglicherweise mit AF4
ein Heterodimer bildet. Bis heute gibt es allerdings keine Erkenntnisse dartiber, ob Mitglieder der
ALF-Familie in der Lage sind Homo- oder Heterodimere auszubilden.

Das letzte neu entdeckte Mitglied des AF4-Komplexes ist DDX6. Dieses Protein ist in den
P-Bodies (Processing bodies) im Cytoplasma lokalisiert. Es ist am Abbau von mRNA beteiligt und
spielt vermutlich eine Rolle beim mRNA-Decapping. Aullerdem interagiert es mit Proteinen, die
die Protein-Translation kontrollieren. Kirzlich wurde zudem gezeigt, dass DDX6 in die
Prozessierung von miRNA involviert ist (Chu et al., 2006). Obwohl in dieser Arbeit eine Inter-
aktion mit DDXG6 eindeutig nachgewiesen wurde, ist es dennoch fraglich, ob DDXG6 ein echter
Bindepartner des AF4-Komplexes darstellt. DDX6 ist im Cytosol lokalisiert und der AF4-
Komplex entfaltet seine Wirkung im Zellkern. Allein aufgrund der natirlichen Lokalisation
beider Proteine ist demnach eine solche Interaktion nicht einleuchtend. Eine Erklirung fiir diese
Interaktion konnte allerdings sein, dass jedes Kernprotein zunichst einmal im Cytoplasma an den
Ribosomen gebildet werden muss, bevor es aufgrund seiner Kernlokalisationssequenz in den
Zellkern wandert. Da das AF4-Protein in 293T-Zellen iiberexprimiert wurde, befindet sich auch
eine enorme Menge an AF4 im Cytoplasma, so dass deshalb eine Interaktion mit DDXG6
ermoglicht wurde. Ob die Interaktion aber auch physiologisch stattfindet und dann auch

aullerhalb des Zellkerns eine Rolle spielt, ist mehr als fraglich.
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5.1.3 Der AF4-Komplex besitzt Methyltransferase-Akt  ivitat

Der bekannteste Interaktionspartner von AF4 ist das ENL-Protein. Uber ENL findet die
Interaktion mit AF10 und DOTIL statt. Aufgrund der Anwesenheit von DOT1L besitzt der
AF4-Komplex eine H3K79-Methyltransferase-Aktivitit und kann so einen offenen Chromatin-
status aufrechterhalten. Mit Hilfe eines 7z vitro Histon-Methyltransferase-Assays (HMT) konnte
die Methyltransferase-Aktivitit des AF4-Komplexes fur das Histon H3 bestitigt werden. Das
Reinigungsprotokoll tber den Strep-Tag ermoglicht die Isolierung von nativen/aktiven
Komplexen. Gereinigte Nukleosomen wurden dabei mit dem gereinigten Komplex und *H-SAM
(S-(5-Adenosyl)-I-methionin-(methyl-"H)) inkubiert. Mit diesem 7z itro-Versuch konnte
allerdings nicht auf die genaue Position der Methylierung geschlossen werden. Ein dhnlicher
Versuchsansatz mit einem rekombinanten H3-GST-Peptid (Aminosiuren 1-46 des humanen
Histon H3) zeigte tberraschenderweise, dass auch dieses Peptid vom AF4-Komplex iz vitro
methyliert wird. Dieses Ergebnis war interessant, denn keiner der bekannten AF4-
Komplexpartner ist in der Lage das Histon H3 in den ersten 46 Aminosauren zu methylieren. Es
muss folglich noch ein unbekanntes Protein am AF4-Komplex fir diese Art der Methylierung
verantwortlich sein. Aulerdem kann aufgrund dieses Ergebnisses nicht mehr davon ausgegangen
werden, dass beim ersten Versuch mit intakten Nukleosomen die beobachtbare Methylierung nur
auf eine DOT1L-abhingige H3K79-Methylierung zurtickzufihren ist.

Methylierungen an Histon-Proteinen kénnen neben Lysinresten auch Argininreste betreffen. Die
Proteinfamilie, die fir diese Form der Protein-Methylierungen verantwortlich ist, wird PRMT's
genannt (protein arginine N-methyltransferases) und umfasst inzwischen 11 Mitglieder. Weitere
Versuche missen somit an die HMT-Ergebnisse fir den AF4-Komplex angeschlossen werden,
um das unbekannte Protein zu identifizieren und um eine eindeutig Aussage tiber die Art der
Methylierung treffen zu kénnen.

Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick iiber die bekannten moglichen Methylierungen, die

am Histon H3-Protein erfolgen konnen.
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Abbildung 5-3: Humane Histon-Lysin/Arginin-Methyltr ansferasen mit ihren Methylierungsstellen am
Histon H3

In griner Farbe sind die Lysin-Methylierungen mit den verantwortlichen Lysin-Methyl-
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transferasen abgebildet, wobei jeweils nur eine Spezies angegeben ist. Die Arginin-
Methylierungen und die verantwortlichen PRMTs sind lila dargestellt. Eine Acetylierung am
Lysin 18 bzw. 23 (gelb dargestellt) begiinstigt die Methylierung am Arginin 17 durch PRMT4.
Eine Methylierung am Arginin 2 durch PRMT6 verhindert die Methylierung des Lysins 4 (siehe
dazu Martin & Zhang, 2005; Litt et al., 2009).

5.2 Zusammensetzung und Funktion des der4-Komplexes im
Hinblick auf den pathomolekularen Mechanismus der
t(4;11)-Translokation

Die Zusammensetzung des der4-Proteinkomplexes war bislang noch ungeklirt. Es wurde aber
vermutet, dass auch das der4-Protein einen hochmolekularen Proteinkomplex ausbilden kann, da
bereits fur das MLL-Protein ein Multiproteinkomplex in der Literatur beschrieben war
(Nakamura et al., 2002; Yokoyama et al., 2004); zudem wurden parallel zu den eigenen Arbeiten,
erste noch unvollstindige Ergebnisse zum AF4-Komplex publiziert (Bitoun et al., 2007). Erste
Anzeichen fir die Existenz eines der4-Komplexes lieferten die Ergebnisse der Groflen-
ausschlusschromatographie. Es konnte nachgewiesen werden, dass das der4-Fusionsprotein in
den Fraktionen 8 bis 13 deutlich nachweisbar war. Diese Fraktionen entsprechen einem

Molekulargewicht von tiber 2 MDa bis ca. 700 kDa. Das der4-Fusionsprotein hat ein berechnetes
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Molekulargewicht von etwa 312 KDa und muss demnach mit anderen Proteinen assoziiert
vorliegen. Weitere Untersuchungen konnten belegen, dass das der4-Protein sowohl mit Proteinen

des AF4- als auch des MLL-Komplexes interagiert.
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Abbildung 5-4: Zusammensetzung des der4-Komplexes
Die AF4-Interaktionspartner sind in rosa bzw. orange/gelb dargestellt und die MLL-
Interaktionspartner in Blauténen. Die Zahlen in den Proteinen geben deren Interaktionsbereich
mit dem benachbarten Protein an. Die Interaktionsbereiche sind der Literatur entnommen. Die
Fragezeichen deuten an, dass keine Aussagen uber die genaue Lokalisation der Interaktion
getroffen werden kann. Eine sehr schwache Interaktion wird durch die graue Schrift und
Umrandung des Proteins angedeutet.

Am MLL-C-Terminus des der4-Proteins konnte der komplette SET-Dominen-Komplex
identifiziert werden (ASH2L, WDR5, RBBP5 und DPY-30) und 7z vitro Experimente belegen,
dass der gereinigte derd-Komplex aufgrund dieser Interaktionspartner eine H3K4-Methyl-
transferaseaktivitit besitzt (siche Kapitel 4.4, Abbildung 4-14). Zusitzlich konnten auch die
Proteine HCF-1, HCF-2 und CBP im Komplex nachgewiesen werden. Die Anwesenheit von
CPB ldsst zusitzlich eine Histon-Acetyltransferaseaktivitit des der4-Komplexes vermuten,
wihrend tiber die Interaktion mit den beiden HCF-Proteinen ein Einfluss auf den Zellzyklus
gegeben ist. Andere MLL-Komplexpartner wie z.B. MOF1, RING2, GADD34 und INI1

konnten trotz verschiedener Versuche nicht nachgewiesen werden.
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Uber den AF4-Anteil im der4-Protein findet eine Interaktion mit P-TEFb, HEXIM1 und
NFKB1/RelA statt. Damit ist das der4-Protein grundsitzlich in der Lage an RNA-Polymerase 11
zu binden, was in Western Blot Experimenten anschlieBend tberprift und validiert werden
konnte (siche dazu Abbildung 4-6). Jedoch konnte nur die inhibierende Komponente HEXIM1 —
und nicht die aktivierende Komponente BRD4 — im der4-Komplex identifiziert werden. Dem-
nach sollte keine P-TEFb-vermittelte Aktivierung der transkriptionellen Elongation der RNA-
Polymerase II erfolgen. AuBlerdem konnte NPM1, das in der Lage wire, den Inhibitor HEXIM1
abzubauen (Gurumurthy et al., 2008), nur sehr schwach als Interaktionspartner des der4-Protein
nachgewiesen werden. Folglich scheint nur ein inaktiver P-TEFb-Kinase-Komplex mit dem der4-
Protein zu interagieren. Allerdings zeigt eine induzierte Expression des der4-Proteins tiber 5 Tage
eine signifikante, transkriptionelle Verinderung von 660 Genen, wobei 552 Gene transkriptionell
aktiviert, aber nur 108 Gene herunterreguliert wurden (Gaussmann et al., 2007). Der der4-
Komplex scheint demnach trotz des HEXIMI1 Proteins einen enormen Einfluss auf
transkriptionelle Prozesse zu haben. Ein moglicher Erklarungsansatz ist, dass der derd-Komplex
das HEXIM1-Protein der Zelle entzieht und folglich das P-TEFb-Gleichgewicht in der Zelle
massiv gestort wird. Dies konnte zu einer gesteigerten Expression P-TEFb-abhingiger Gene
fihren. Fine weitere Méglichkeit ist die Acetylierung des Lysins 44 von CDKDY, die ebenfalls zu
einer Aktivierung von P-TEFb fihrt (Fu et al., 2007) und damit dem der4-Komplex einen
Einfluss auf die transkriptionelle FElongation der RNA-Polymerase I ermdglicht. Fraglich ist
allerdings, ob diese Aktivierung auch in Anwesenheit von HEXIMI1 erfolgt. Falls die
Acetylierung von CDK9 fir die Aktivierung der RNA-Polymerase II ausreichend ist, wiirde dies
zu einer H3K4-Methylierung tber den gesamten Bereich des transkribierten Gens zur Folge
haben. Das Resultat konnte ein ektopes H3K4-Methylierungsmuster sein, dhnlich wie die durch
derll ausgeloste ektope H3K79-Methylierung (Krivtsov et al., 2008). Dies wiirde den normalen

Entwicklungsprozess der Zelle stéren.
Die Anwesenheit von NFKB1/RelA im der4-Komplex konnte darauf hinweisen, dass das der4-

Protein einen Einfluss auf NFKB1-Zielgene hat bzw. in den NFKB1-Signalweg eingreift. Des
Weiteren belegen 23 C-terminale Peptide des AF4-Proteins in der der4-Protein-Elution, dass das
Wildtyp-AF4-Protein Teil des derd-Komplexes ist. Untersuchungen, ob auch die Interaktions-
partner ENL, AF9, AF10 und DOT1L im der4-Komplex nachweisbar sind, waren allerdings
negativ. Zudem konnte nur eine schwache DDX6-Interaktion nachgewiesen werden. Somit
scheint das AF4-Protein im der4-Komplex eingeschlossen zu sein und es kann keine eigenen
Interaktionen zu anderen Proteinen ausbilden. Damit ist es zwar vor dem SIAH1/2-vermittelten
Abbau geschiitzt, aber gleichzeitig wird die Menge an frei verfigbarem AF4 in der Zelle
beeintrichtigt; auch dies konnte einen Beitrag zum Erscheinungsbild der t(4;11)-Leukdmie

leisten.
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AbschlieBend soll festgehalten werden, dass der der4-Komplex partielle Eigenschafen des AF4-
und MLL-Wildtyp-Proteins aufweist. Dadurch kommt es zu einer kompetitiven Situation
zwischen dem der4-Komplex und dem AF4- und MLL-Komplex. Die Regulation des P-TEFb-
Komplexes scheint dabei ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen.

Das der4-Protein scheint in regulatorische Mechanismen einzugreifen, indem es elementare
transkriptionelle Prozesse beeinflusst: es werden RNA Polymerase II bindende Eigenschaften mit

der Fihigkeit zur ektopen H3K4-Methyltransferaseaktivitit kombiniert.

5.3 Der ENL-Komplex

5.3.1 Die Isolierung des ENL-Komplexes

Die Transfektion und Reinigung des ENL-Komplexes tiber einen C-terminalen Strep-Tag war
weitaus weniger kompliziert. Die Transfektionseffizienzen des ENL-Expressionsplasmids waren
stets sehr hoch, sodass auch eine sehr gro3e Menge an ENL-Protein in den Elutionsfraktionen
nachweisbar war; dies korrelierte aber nicht mit einer erhéhten Identifizierungsrate an
Komplexpartnern. In nLLC-MALDI-MS/MS-Experimenten konnten keine Peptide von be-
kannten Interaktionspartnern nachgewiesen werden. Lediglich eine groBe Anzahl an ENL-
Peptiden wurde identifiziert. Vermutlich aufgrund der dominanten Menge an ENL-Peptiden
konnten keine Interaktionspartner identifiziert werden. Einige ENL-Peptide zeigten sogar eine so
starke Bindung an die n[.C-Sdule, dass sie trotz mehrmaligen Waschens der Sdule nach den ENL-
Liufen immer noch in anschlieBenden Liufen mit anderen Proben nachweisbar waren.
Verschiedene Versuche, die ENL-Konzentration zu verringern, beispielsweise durch eine zweite
Reinigung tiber einen zweiten Tag, blieben erfolglos. Auch mittels Western Blot konnten leider
nicht sehr viele Interaktionen nachgewiesen werden. Eine plausible Erklirung fiir diese negativen
Resultate gibt es derzeit nicht. Jedoch war die Isolierung dieses Komplexes nicht das Hauptziel
der Arbeit, so dass nicht alle Parameter zu Verbesserung der Reinigung und Identifizierung

bearbeitet werden konnten.
5.3.2 Identifizierte Interaktionspartner des ENL-Pr  oteins

Die mittels Western Blot identifizierten Interaktionspartner waren AF4, CDK9, CCNT1, RNA-
Polymerase II, NFKB1 und RINGI. Damit ist auch das ENL mit dem globalen positiven

transkriptionellen Elongationsfaktor P-TEFb assoziiert. Es ist aber wihrend dieser Arbeit nicht
niher untersucht worden, ob die Regulatoren BRD4 und HEXIM1 am ENL-Komplex beteiligt
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sind. Es kann somit noch keine eindeutige Aussage Uber die Eigenschaft des ENL-Komplexes
getroffen werden, auch wenn ENL mit der RNA-Polymerase assoziiert vorliegt. Die
Identifizierung von CCNT1 widerspricht der Publikation von Mueller und Kollegen, die explizit
darauf hinweisen, dass sie CCNT2 und nicht CCNT1 als ENL-Komplexpartner identifiziert
haben (Mueller et al.,, 2007). Auch die Identifizierung von AF4 im ENL-Komplex war nicht so
eindeutig wie bei der angesprochenen Publikation. Es konnte allerdings das Protein RING1
identifiziert werden, wobei der Nachweis von PC3 in dieser Arbeit nicht gelang. Beide Proteine
sind wichtige Komponenten des polycomb repressor complex: 1 (PRC1), der fiir die Aufrechterhaltung
eines inaktiven Transkriptionsstatus verantwortlich ist (Satijn et al., 1997). Demzufolge scheint
der ENL-Komplex auf den ersten Blick eher reprimierende Eigenschaften zu besitzen. Dagegen
spricht allerdings die Anwesenheit von DOTI1L, die zu einer H3K79-Methylierung fithrt und

einen offenen Chromatinstatus vermittelt (Steger et al., 2008). Auch der Nachweis von NFKB1

im ENL-Komplex spricht gegen die reprimierenden Eigenschaften, da NFKB1 eigentlich nur
dann im Zellkern vorliegt, wenn es seine Zielgene aktiviert (Karin & Ben-Neriah, 2000; Zhong et
al., 1997; Wang et al., 2000).

Es sind folglich noch eine Reithe von Untersuchungen nétig, um eine prizise Aussage Gber die
Eigenschaften und Funktionen des ENL-Komplexes machen zu kénnen. Moglich wire, dass der
ENL-Komplex in zwei unterschiedlichen Formen vorliegt, oder aber, dass er vielleicht als
Gegenspieler zum aktiven AF4-Komplex fungiert. ENL konnte bevorzugt als reprimierender

Komplex vorliegen, und durch eine Assoziation mit AF4 in einen aktiven Komplex tibergehen.

53.3 Die Interaktion zwischen AF4 und ENL

In dieser Arbeit wurde auch die Interaktion zwischen ENL und AF4 untersucht. ENL ist eines
der ersten Proteine, die als Interaktionspartner des AF4-Proteins entdeckt wurden (Zeisig et al.,
2005). Bislang ist die genaue Funktion dieser Interaktion aber noch nicht ganz aufgeklirt.

Bitoun und ihre Kollegen konnten in murinen Zellen zeigen, dass das ENL-Protein das AF4
stabilisiert und es vor dem proteasomalen Abbau schiitzt (Bitoun et al., 2007). Dieses Experiment
wurde von uns in 293T-Zellen wiederholt, mit dem Ergebnis, dass in humanen Zellen keine
Stabilisierung des AF4-Proteins durch ENL detektiert werden konnte. Die gleichzeitige
Anwesenheit von ENL und SIAH fihrte zu einem deutlichen Abbau von AF4 (siche
Kapitel 4.6). Folglich scheint das ENL-Protein im AF4-Komplex bis jetzt nur die Funktion eines
Briickenproteins zu besitzen, indem es AF10 und DOTIL fir den AF4-Komplex rekrutiert.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Biochemica, Chemikalien, Gerate und ihre Bezu gsquellen

SUBSTANZEN BEZUGSQUELLE (FIRMA)
ACN (Acetonitril)..c.ccueecuecrrecirecieecneereeree e seeesseeeseeaes Roth
ACEYIAMId....ceeieeiiecircreciceceeee e Roth
Adenosyl-L-Methionine, S-|methyl-*H]-, Specific Activity:

55-85Ci (2.03-3.15TBq)/mMole, 250uCi (9.25MBq).............. Perkin Elper
AZAL i Sigma
AGATOSE ..t Invitrogen
0-AMINOCAPLIONSAULE ...evreerierieiieircecieseeeseee e Roth
AMPICIEN i Roth

APOD i Roth

AVIAIN i IBA GmbH
Bacto-Pepton ... Difeo
Bacto-TryPton.. s Difeo

BIOTN ettt Sigma
Bisactylamid ....c.oceeueveereicieinicceeee e Roth
Brillantblau G-250........cccceermriereiricrieieererieeereeeeenensenees Sigma
Brillantblau R-250 .....coccoceuerriiereiricrriiceercrcereeeeenensenee Sigma
BromphenolblaU........c.cceeienieieceeeeeeeeeeee e Roth

BSA s Roth

CaClauiiiiiiir s Merck

CAPS .. Sigma

COLE NISTONES ..o Upstate
Desthiobiotin ... s IBA GmbH
DIMSO ittt et sensenens Sigma
A-DNA (fiit DNA-Marker) ....oeeveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseseeennne MBI Fermentas
ANTPS oottt seaens Peqlab

DT s Biomol
EDTA oo ssesaes Roth
ENSHANCE™ Autoradiography Enhancer, 1L Perkin Elmer
ESSIGSAULE ..o Riedel De Haen
Bthanol....ccceee s Roth
Ethidiumbromid......c.ccocceeevniiernnicriceeeeeneeceenenenee Sigma

FA (Ameisensdure, engl. formic acid)............c.cccvecuvecuvecnnicnnenes Sigma
GElatiNe .o s Merck
[Glu']-Fibtinopeptid B .......ccoveieenieicceeeeeeeeeeneaens Bachem
GLycetin 80%0 ..cuvvviiniiniiiiiiiii e Roth

GIYCIN ot Roth

10x HABA Puffer ..., IBA GmbH
HEBO3 e Merck
Harnstoff ... Roth
HEPES ... Roth

IPTG s Saxon
Isopropanol........ic s Roth
Kanamycin.....cooiniiciic s Roth

LySOZYM ..ot Sigma
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MeEthanol.....cceccveiicierrnieeier et n e Sigma

MECLaoiiiii e Merck

MESO i Roth
Molekulargewichtsmarker fiir SDS-PAGE (Prestained)......... New England Biolabs; Biorad
INAAC (ot Merck

NACT o Roth

INAE s Riedel De Haen
NazHPO 4o Merck

NAHPO 4 Merck

NV O ettt nseseas Stgma

NH4HCO3 ...................................................................................... F/ﬂ/éﬂ

(N H4) 2 0D 4 e et e e e e e e eta e e e e e aaaaaaaaas Roth

PEI (Polyethylenimin) ..o Sigma

Phosphatase Inhibitor I + IL..c.cccocoieienieirirecceeeeen Sigma
PhoSphorsaure .........coiviiviieieicceese s Riedel De Haen
PIMSE ...ttt et n s Beobringer Mannheim GmbH
Protease Cocktail Set V, EDTA free....covevveeveerevrereereeerenrenene. Calbiochem

Protein G-Agarose ..o Sigma
Protein-G-Sepharose 4 Fast FIOW ... GE Healthcare
ROASE e Sigma
Roentogen-Rapid-Entwickler......cccviivinininiinnininins Tetenal
Roentogen-Superfix-Fixierlosung.......ceeeieevreeveniveneeneennenen Tetenal

SACCRALOSE ..ot Roth

SIS s Biomol

TCA (Trichloressigsaure) .....cooememriciricinicinicrierieneeeeeenens Roth

TEMED (N, N, N', N',-Tetramethylethylendiamin)............... Sigma

TetraCyClin oo Sigma

TFA (Trifluoressigsdure, engl. #rifuoroacetic acid ........................ Sigma

TEIS cov s Roth

Triton-X100 ..o Sigma
Trockenmilch (NON-fat) ...ccevveierererreiceieerceeece e USA (TOPS)
TEYPLOM coriiiic e Oxoid

TWEEN 20 oottt sseaeas Sigma
NGl s Roth
Xylen-Cyanol-FF ..., Merck

YeaSt EXEIACE. .o vuvieeiiecieeeireeirecree e eene Oxoid

ENZYME BEZUGSQUELLE (FIRMA)
alkalische Phosphatase...........occvcuviiiviciniciniciniciricneccencans New England Biolabs
DINASE .o s Qiagen
Polymerasen (+ Puffer) .....ccoeenicrieinenireeeeneeeeneeens Promega, 5Prime
Proteinase K. Roche
Restriktionsendonukleasen (+ Puffer) ......cocevevecvnieenienenees New England Biolabs
RINASC oottt nseneas Sigma

Superscript IT + III™ Reverse Transkeiptase.......ocooveeeeieeiennes Invitrogen
T4-DNA-Ligase (+ Puffer) ....cccooeviivnivninicncrcrccrcs New England Biolabs
T4-DNA-QuickLigase (+ Puffer).....ccocveivnivicnicnicrnien. New England Biolabs
T4-Polynukleotid-Kinase (+ Puffer) ......ccoceceevereerricrrecrrecnnn. New England Biolabs

Trypsin, Proteomics Grade, Schweinepankreas.........ccoueunee. Sigma
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MATRICES FUR MALDI

BEZUGSQUELLE (FIRMA)

a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure (a-CHCA) ....ovveeeieeeercenee
DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaure) ......ococceererrereucrerreriecuereerennee

Bruker Daltonics
Bruker Daltonics

NAHRMEDIEN + ZUSATZSTOFFE

BEZUGSQUELLE (FIRMA)

PEI (Polyethylenimin)....................
Penicillin/Streptomycin (100x).....
Trypan Blue Solution.....................
Trypsin-EDTA solution 10x.........

PAA

PAA
Biochrom AG
Calbiochem
PAA

Sigma

PAA

Sigma
Biochrom AG

GERATE

BEZUGSQUELLE (FIRMA)

4800 TOF/TOF™ Analyser........
Abi Prism 310 Genetic Analyzer .

Agarosegel-Elektrophoresekammer ...,

Agilent Technologies 1100 series
Agilent Zorbax™ 300 SB C18, 75
AKKU Jet coviiiiinrieicce e,
AKTA™ FPLC™ ......commrrrrir.

HPLC system.......c.coeureenee
pm x 3 mm (Vorsdule)......

Blotting-Apparatur fiir Western BIOts .......coovviiininininicnn,

CentrivacC...oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenne
EASY nLC .o
EASY Spotter ......ccoveuvicivicrvicnnee.
ELISA ReaderMR 500 ..................
Geltrockner ..uvveveeeeeereeereeereeenene.

Gene Quant RNA/DNA-MESSZELAL ..c.uureurvrivmereereerirerseraerennanes
LC packings Dionex Pepmap™ 100 column,

75 um x 150 mm, C18 3.5, 100 A
MIKLOSKOP v

Netzgerit/PS500XT DC Power Supply.......cccvceeerueevniicreeeen.

Neubauer-Zihlkammer .................
PCR-Getate. e

SDS-PAGE Maxigelapparatur .....
SDS-PAGE Minigelapparatur......
Speed Vac Concentrator ...............

Applied Biosystems/ MDS SCIEX
PE Applied Biosystems
Owl Separation System
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Braun

GE Healthcare

Frobel

Hereans Instruments
Proxeon Biosystems
Proxeon Biosystems
Dynatech

Frobel

GE Healthcare

Dionex

Nikon

Hoefer Scientific Instruments
Brand

PE Applied Biosystems
Inolab

KIKA Labortechnik
Stuart

Biometra

Biometra

Heraeus
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Spektralphotometer Hitachi U 2000 .........ccoeuvicivicinicinicnnnans

SterilGARD Hood
SterilGARD Hood

Thermoschuttler....

(LaminAir HB2427) .oooccooooeeseeesoeee

Tischzentrifuge 5414C........covimceirrerereercree e
Tischzentrifuge 5702 ..o
Ultraschallgerit Digital Sonifier W-250 D ....c.ccoeeeuviiviivennes
UV-Schirm (TEX-20M)....ccccouurruimininmmiininnnninisissscssssisnnees
Verdauroboter Microlab Star ...,

Votrex-2 Genie......
Wasserbader ...........
Zell-Inkubatoren ...
Zentrifuge J2-HS...
Zentrifuge J6-HC ..

Colora
the Baker Company, inc.
Heraeus

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Branson

Life Technologies
Hanilton
Scientific Industries
Julabo

Heraeus
Beckmann
Beckmann

SONSTIGES MATERIAL

BEZUGSQUELLE (FIRMA)

3MM Chromatographiepapier.........coeevinireirininereisisiseneens
500 cm? Square Cell Culture Dishs (Zellplatten) ...........c.co..e.

96 well Platten........

ANTI-FLAG® M2

Agarose Affinity Gel......ooeeiricnninnnnn,

BCA Protein Assay Kit ...coveerericervneeencicereccerennenee
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit........cocveeiuvieiuvennees

CELLSTAR® Gewebekulturschalen (0 15 cm) cocvevvveevvennenee
ECL Western Blotting Analysis System ........cooeeniniviviennes

FLAG® Peptide......

Gel Filtration HMW Calibration Kit ....cccoovevveviviviveiiieeee,

Hybond™-P...........

Micro Bio-Spin® Chromatographiesdulen.........ccoceerieeuriennee.
MikrozentrifugengefiBe/ Caps......ovceererererereeeeniurererenenenn.
MRNA Isolation Kit......cccovvirieinicniciviiricieicnceces

PCR Gefille...........

Propylensiulen 5 ml......ccccooviiiiiiiniiiiiicccs
Pur Yield Plasmid Purification SyStem ........cccevveeuvereeeereuenenens
Qiagen DNeasy Tissue Kit....cooiiiviiinieienns
Qiagen Gel Extraction Kit......cooooeeiriniiciiiniciiniccincccns
Qiagen Oligotex MRNA Mini Kit....coooevieivicnicnicnicinicnnans
Qiagen PCR Purification Kit......cccooceuvieiricinicinicinicniciienans
Qiagen RNeasy Mini Kit.....ooooeuvicmriciviciiicinicnicnicnccrecneees
Qiagen Spin Plasmid Kit......coccviemriiivcinicinicnicnicrcccnees

Rontgenfilme..........
Scheidetrichter .......
Sequenziergefille...

Sterile Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml).c.ceercecreencneneirceeeennennes
Sterile Pipettenspitzen (20 upl, 200 pl, 100 pl)...ocecvieciniecinicnnaes

Strep-Tactin® Superflow® Siulen .............

Strep-Tactin® Superflow®, 50% Suspension..........ceeeeveerennes

Superose 6 10/300 GL column.................
Vivaspin 500, Zentrifugalfiltereinheiten..
Zellkulturschalen 10 cm....ocveveveeeevevevennen.

Whatman
Corining Incorporatef
Greiner

Stgma

Pirerce

Perkin Elmer
Greiner bio-one
GE Healthcare
Sigma

GE Healthcare
Ge Healthcare
Bio Rad
Eppendorf
Roche

Greiner bio-one
Qiagen
Promega
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Fujifilm

Schott

PE Applied Biosystems
Greiner bio-one
Greiner bio-one
IBA GmbH
IBA GmbH
GE Healthcare
Sartorius Stedim Biotech
Sarstedt
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6.1.2 Pufferlosungen und Medien

PUFFER ZUSAMMENSETZUNG

Antikorperaufreinigung

10x Bindepuffer..........cccoovveceervnrccrcrrenecnes 02M  NaH:PO,

pH 7,0
Elutionspuffer AK.........cccccevecrvnccnennes 0,1M  Ghcin

pH 2,5
Neutralisationspuffer ..........ccoocveueveruenn. 1M Trs/ HCI

PH 9,0
SDS-PAGE
2x Lammlipuffer ...........ocoocoevivincinciernnnn. 10mM  Tris/HCI (pH 6,8)

200mM  DTT
4%  SDS

20%  Glycerin
0.2%  Bromphenolblan

Trenngelpuffer pH 8,8.........cccccccvvervenne. 1M  Tris
mit HCL anf pH 8,8 einstellen
Sammelgelpuffer pH 6,8 ..............cc.ccc.... 1M Tris
mit HC/ auf pH 6,8 einstellen
Elektrodenpuffer ... 3,03g  Tris
144g  Ghyin
1,0g  SDS

ad 1000 ! Wasser

Coomassie Blau-Farbung

(Standard)
Farbelfsung ..., 08¢  Brillantblan R-250
100 ml  Isopropanol
40 m  Essigsanre
ad 500 ml  Wasser
Entfirbelésung ..o 100 m!  Essigsinre

100 ml  Methano!
ad 1000 ! Wassser

Kolloidale Coomassie Farbung
nach Neuhoff

Stammlosung L........cccoccveivccncincncines 3-4g  Brillantblan G-250
250 ml  7,5% ige Essigsaure
75g  Ammoniumsulfar
100 ml  Methanol
200 ml  Aceton
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Stammlésung IL...........ccoooviiiiinininnn.

Fixierlosung ...

Neutralisierungslésung..............cccoeeevunnee

Waschlosung...........ccoevieiniciriciricinccnenes

Stabilisierungslésung............c.cccocvvurinnnnnn.

Western Blot

CAPS-Puffer......ccccoeveeeeeeeeeccceceeenee

Anoden-Puffer I pH 10,4...........................

Anodenpuffer II pH 10,4...........................

Kathodenpuffer pH 9,4............ccccceoeveee

TBS-T 0,1% oo oeeeeeeeeeeesseeeeereesessesseeeenee

Aufreinigungen mittels Tag

Lysispuffer pH 7,5 ..o

frisch zugegeben:

Strep-Tag

Waschpuffer pH 8,0.........cc.cccceervnicrennence.

100 g
20¢g
ad 800 m!

12¢
ad 100 ml

6g
ad 500 ml

25%
ad 500 ml

20%
ad 500 ml

10 mM
0,1%
0,01%

300 mM
20%

25 mM
20%

25 mM
40 mM
20%

10 mM
150 mM
0,1%

150 mM
20 mM

1%

0,4 mM

1 mM
10 mM
1 mM

1x

100 mM
150 mM
1 mM

Ammoninmsulfat
konzentrierte Phosphorsdnre
Wasser

TCA

Wasser

Tris
Wasser
mit HsPOy anf pH 6,5 einstellen

Methanol

Wasser

Ammoninmsulfat
Wasser

CAPS pH 11
Methanol
SDS

Tris
Methanol

Tris
Methanol

Tris
G-Aminocapronsiure

Methanol

Tris/HCI (pH 7.5)
NaCl
Tween 20

NaCl
HEPES
TritonX-100
EDTA

Na;170,

NalF

PMSF

Protease Inbibitor cocktail Set 1/, EDTA free
(100 Stock solution, Calbiochem)

Tris/ HCI
NaCl
EDTA
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Elutionspuffer 1 (2 mM Biotin) pH 8,0

Elutionspuffer 2 (Desthiobiotin) pH
8,0

Elutionspuffer 3 (10 mM Biotin) pH
8,0

Regernerierungspuffer (HABA-Puffer)
pH 8,0

Flag-Tag

Flag-Wasch-Puffer............cccccocoeninnan

TBS-Puffer......ccccoovvvviviieiiieeeeeeeeeennn,

Flag-Elutionspuffer .............ccccocevvninnnee.

HIS-Tag

HIS-Lysispuffer ..o

frisch zugegeben:

HIS-Waschpuffer ...........cccooovvncnnnann.

HIS-Elutionspuffer............cccccooviiiinnnnes

100 mM
150 mM
1 mM
2 mM

100 mM
150 mM
1 mM
5 mM

100 mM
150 mM
1 mM
10 mM

100 mM
150 mM
1 mM
1 mM

50 mM
150 mM
0,2%

50 mM
150 mM

200 ug/ ml

50 mM
300 mM
10 mM

1 mM
10 mM
1 mM

1x

50 mM
300 mM
20 mM

50 mM
300 mM
250 mM

Tris/ HC/
NaCl
EDTA
Biotin

Tris/ HC/
NaCl
EDTA
Desthiobiotin

Tris/ HC/
NaCl
EDTA
Biotin

Tris/ HCI

NaCl

EDTA

HABA (Hydroxy-azophenyl-benzoesdinre)

Tris

NaCl

TritonX-100

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

Tris
NaCl
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

Flag-Peptid
in TBS-Puffer

NaH>PO4

NaCl

Imidazol

PH auf 8,0 mit NaOH einstellen

Na;170,

NalF

PMSF

Protease Inhibitor cocktail Set V', EDTA free
(100 Stock solution, Calbiochem)

NaH>POq4

NaCl

Imidazol

PH auf 8,0 mit NaOH einstellen

NaH>PO4

NaCl

Imidazol

PH auf 8,0 mit NaOH einstellen
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Tryptischer In-Lésung Verdau

Probenpuffer...........c.ccccovvnrcneee. 10 mg  Harnstoff
25mM  NHHCO;
DTT-Losung ......ccoccveceuvecrnecnnne. 6mg DIT
25 mM NH4HC03
TAA-LOsung ........cccccovvcmvccmvcncnne. 20mg  LAA
25 mM NH4HC03
Molekularbiologische
Standardmethoden
IoWTE ....coooicccene 10 mM  Tris/HCI (pH 8,0)
0.1mM  EDTA
E-Gel-Puffer (pH 7.9) ....cccceovvvveervnrcnnee 40mM  Tris
2mM  EDTA
0.5mM  NaAc
TBE-Puffer.........ccocvieniennne. 100 mM  Tris
500 mM  H;BO;s
25mM  EDTA
ST-Puffer......ccoeoevnneenncenennen 80%  Saccharose
5%  Triton X-100
50mM  EDTA
50 mM  Tris/ HCI (pH 8,0)
CaCl,-Transformationspuffer 10mM  Tris
10mM  CaClz
10 M MgCl,
DNA-Ladepuffer....................... 50%  Saccharose
100 M  EDTA
0,1%  Bromphenolblan
0,1%  Xylen-Cyanol-FF
RSB...ooieteeeeeeeeeeeeeene 10mM  Tris/HCI (pH 7.4)
1TmM  NaCl
3mM  Magnesiumchlorid
E. coli. -MEDIEN ZUSAMMENSETZUNG
S.0.C.-Medium...........ccccecereunee. 2%  Bacto-Tryptone
05%  Yeast Extract
10 mM  NaCl
25mM  KC/
10 M MgCl,
10 M MgSOy
20 mM  Glucose
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YT-Medium.......cccoonimnmrrercmirirrienenenns 1%  Bacto Tryptone

0.5% Yeast Extract
0.5% NaCl/

2% (w/v)  Bacto-Tryptone
0.5% (w/v)  Yeast Extract

............. 1M NaCl

100 mM  MgCl,
100 mM — MgSOxy

YT-AGAL ...oooooooeeeeeeeeeeseees e 1.2%  Agar

............................................ + 100 yg/ml  Ampicillin

+ 25 ug/ml  Kanamycin

6.1.3 Synthetische Oligonukleotide

Die fir Klonierungen, PCR-Analysen und Sequenzierungen verwendeten Oligonukleotide

wurden von den Firmen Biospring und Operon synthetisiert.

6.1.3.1  Oligonukleotide fur Sequenzierungen

NAME SEQUENZ

(DATENBANKBEZEICHNUNG)

pTargete32 5'-GCGATTAAGTTGAGTTACGC-3’
pTargete52 5'-GGAATTGTGAGCGGATAACA-3’
pTargetsClas5 5'-CGCCGCGCTTAATGCGCCGC-3’
CDK9+31 5'-CAGATCACCCAGCAGTCCACC-3’
CDK9+51 5'-GAACAGCTCCCCGAAGGTGCC-3’
CyclinT131 5'-GGAATCTCCTCGAGATCTGGC-3’
CyclinT133 5'-GCACAGACTTCTTACTTCATGG-3’
CyclinT134 5'-CCTACTCAGGGTCATCGGACTAGT-3’
CyclinT151 5'-GTCCACGCCAAAACGACGGGA-3’
IBAderlleFW 5'-CAGTATCTGCTCCCTGCTTGTG-3’
IBAderl1.RW 5'-GGTGGTCCCGGGTCGGGCGGGGAAG-3’
IBA*3 5'-GAGAACCCACTGCTTACTGGC-3’
IBAs5 5'-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’
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6.1.3.2 Oligonukleotide fur Klonierungen

NAME

(DATENBANKBEZEICHNUNG)

SEQUENZ

der4 in IBA103/105

Sfi/Cla-LinkersFW
Sfi/Cla-LinkersRW
der4-SbflesFW
der4-ClaleRW
Sacll/sfil-LinkersFW
Sacll/sSfil-LinkersFW

derll in IBA103/105

Sfi/Hpa-LinkersFW
SfilHpa-LinkereRW
derl1-AlelsFW
derll-HpalsRW
HSP70beFW
HSP70bsRW

ENL in IBA103/105

IBA103-ECORVeFW
IBA103-EcoRV+*RW
ENL-Xhol-Sbfl+3
ENL-Xhol-Sbfl5

FelC in IBA103/105

FelC-Xhol-Sbfle3
FelC-Xhol-Sbfle5

zusatzl. Flag-Tag in IBA103

Flag-MLL<3
Flag-MLL<5
Flag-Xbal-Acc65I+3
Flag-Xbal-Acc65I+5

pTEFb in pTARGET

CDK9+32
CDK9+52
CyclinT132
CyclinT152

5'-CGGAATTCGGCCTCACTGGCCAAGCTTATCGATGGATCCCG-3’
5'-CGGGATCCATCGATAAGCTTGGCCAGTGAGGCCGAATTCCG-3’
5'-CAACCTGCAGGGCAAGTCGCTGTTCTTCCGGAAGT-3’
5'-CCATCGATGTTTAGGAACTTCCGGCATTTCTTG-3’
5'-GGCCGCGGTCCCATTCGGCCTCACTGGCCGG-3’
5'-CCGGCCAGTGAGGCCGAATGGGACCGCGGCC-3’

5'-GGAATTCGGCCTCACTGGCCAAGCTTGTTAACGGATCCCG-3’
5'-CGGGATCCGTTAACAAGCTTGGCCAGTGAGGCCGAATTCCG-3’
5'-CCGCACAAATGTGTGCACCTTGGCCCT-3’
5-CCGGTTAACAGGTGTTTTGGTTAATTCTTGTAGC-3’
5'-CGTCGCGAGCCCGTGCTCGCCTCAGGGA-3’
5'-CGGGCCAGTGAGGCCAAGCTTCTTGTCGGATGC-3’

5'-GCGAATTCGAGCTCGATATCCGGGGATCCCTCGAGCG-3’
5'-CGCTCGAGGGATCCCCGGATATCGAGCTCGAATTCGC-3’
5'-GCCTCGAGATGGACAATCAGTGCACCGTCCAG-3’
5'-GCCCTGCAGGGCTGTGGCCACGGCCTCCAGGCAGC-3’

5'-GCCTCGAGATGGCAGCCCAGTCAAGTTTGTAC-3’
5'-GCCCTGCAGGGCAAGCCAAAAAGAATTCCCCC-3’

5-TGGCCATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGGCCTCAC-3
5-AGGCCCTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCATGGCCAGTG-3’
5-GGTCTAGAATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGGGTACCGG-3’
5-GGGGTACCCTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCATTCTAGAGG-3’

5'-CGGATATCATGGCAAAGCAGTACGACTCG-3’
5'-CGGATATCTCAGAAGACGCGCTCAAACTC-3’
5'-CGGATATCATGGAGGGAGAGAGGAAGAAC-3’
5'-CGGATATCTTACTTAGGAAGGGGTGGAAGTG-3’
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SUMO1/3 in pTARGET-myc
bzw. in pTARGET- HA

SUMO1-3
SUMO1-5
SUMO3-3
SUMO3+5

NPM in pTARGET -GFP

NPM-Xhole3
NPM-Acc65I+5
HISTON H3 in pET22b(+)

H3-NdelsFW
H3-NdelsRW

g o o O

5'-CCGCTCGAGATGGAAGATTCGATGGACATGGAC-3’

"-TCGATATCATGTCTGACCAGGAGGCAAAACC-3’
"-TCGATATCCTAAACTGTTGAATGACCCCCC-3’
"-CTGATATCATGTCCGAGGAGAAGCCCAAG-3’
"-ACGATATCCTAGAAACTGTGCCCTGCCAG-3’

5'-CGGGGTACCAGAGACTTCCTCCACTGCCAGAG-3’

5'-GGAATTCCATATGGCTCGTACGAAGCAAACAGCTCGCAAG-3’

5-CCGCTCGAGTGCCCTTTCCCCACGGATGCGACGTGC-3’

6.1.4 Verwendete Organismen

BAKTERIENSTAMME

GENOTYP

SCSTL0 ... 1psL. (Sw/) thr len endA thi-1 lacY galK gall ara tonA tsx dam  dem
ﬂ¢E¢H)MM?MAB)&’MJB6PWABMJQANH@
(Stratagene)

TOPL0....oeeeeee e merA, A(mrr-hsdRMS-merBC), ©80lacZAM15, AlacX74,
deoR, recAT1, AraD139, A(ara,len), 7697, galU, galK, rspl.
(strepR), end A1, nupG
(Invitrogen)

DHS50-TIR ..ot F- ©80/acZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(tie, mi*) phoA supEA4 hthi 1 gyrA96 relAl tonA
(Invitrogen)

ZELLINIE ZELLTYP MEDIUM REFERENZ

HEK-293T 293 ist eine humane embryonale Nierenzelllinie mit beinahe ~ DMEM (DuBridge et al.,

triploidems  Karyotyp  und 6%  Polyploidie; 69(64-69)
XX?X, +1, +6, -10, -13, -16, -18, -20, +21, +22,

tmar, add (2X) (p22), in(1)(p35¢43), del(1) (p33),

i5p), dells) (q11),
der(?) 1(5;2) (q13;2). 293T st eine

add(17)(qter),

add(8)  (q24),  add(13)(p13)

Derivatzellinie von 293 die mit dem Adenovirus Typ 5
transformiert wurde, der ein Temperatur-sensitives Gen fiir
das S17°40 T-Antigen trigt.

1987, Grabam et
al., 1977)
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Die Kultivierung der Sidugerzelllinie erfolgte bei 5% CO,, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und

einer Temperatur von 37 °C. Das verwendete Nahrmedium wurde mit 10% (v/v) FCS, 1% (v/v)

Penicillin/Streptomycin, sowie 2 mM L-Glutamin supplementiert.

6.1.5

Vektoren und Plasmide

Name
(Hersteller)

Charakteristik und Beschreibung

PpTARGET™

(Promega)

PEXPR-IBA-103/105
(IBA GmbH)

Eukaryontischer Expressionsvektor, der fiir die transiente als auch stabile
Expression verwendet werden kann. Er besitzt die Enhancer/
Promotorregion des humanen Cytomegalovirus (CMV), welche eine

konstitutive Expression ermoglicht.

Bgl Hl 565

4 ‘Q 851
$ / ™
“‘ pTARGET
L Vector T T
- (5670 bp) —

Synthetic Polv (8

Poly (A) e

\ SV40 Enhancer ,// 0'(‘ /7

\\\ - eanypronoir | ,{\/ /
~ Mog ™

lacz

17 |

EcoR | 1250
BamH | 1256
Nhe | 1264
Xho I 1270
Miu I 1276
Smal 1293
Kpn | 1301
Sal | 1303
Accl 1304
Not | 1311
EcoR | 1318
lacz

Eukaryontischer Expressionsvektor-System, der

auch stabile Expression verwendet werden kann und einen CMV-
Promotor besitzt. AuBlerdem ist ein Strep-Tactin-Affinititstag zur
spezifischen Isolierung des rekombinanten Proteins eingebaut. Das Strep-
Tag befindet sich beim pEXPR-IBA103 am C-Terminus des rekom-
binanten Proteins, fir den pEXPR-IBA105 hingegen am N-Terminus.

vector upstream MCS/ downstream
element insert element
PEXPR-IBA103 2 MCS 2o
PEXPR-1BA105 —————=— 0%, I
Eco311/ Eco31 14
Bsal Bs; Sac Il

(5518/5531 bp)

pPEXPR-IBA103/105

fir die transiente als

EcoR |

Kpn 1

BamH |

Xho |

Ecod7 lll[EcoR V
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pcDNA3.1/Zeo(-)

(Promega)

6.1.6 Verwendete Antikorper

geeignet.

Ceilin - 7 4
W
[

PcDNA3.1/Zeo 4 | |,
(5000 bp) 6 Pl

Der pcDNA3.1/Zeo(-) ist gleichermaBen mit einem CMV-Promotor
ausgestattet und fiir die transiente bzw. stabile Expression in Siugerzellen

Nhe |

'g Pme |
&\ Apa |
R Xba I
Xho I
Not I

EcoR |
BstX|
BamH |
Kpn 1
Hind 1l
Afl Il

A0 © Pme |

Name Organismus Verdinnung Beschreibung / Hersteller

AF4-Komlex

anti-AF4N Maus 1:500  Gereinigter monoklonaler Antikirper gegen den IN-
Terminus des humanen A4 Proteins; Hybridoma-
Klon 6E9/5 (AK Marschalek)

anti-AF4+C Kaninchen 1:500  Polyklonaner Antikorper gegen den C-Terminus von
AF4 (abeam)

anti-AF9 Kaninchen 1:100  Polyklonaler Antikorper gegen den C-Terminus von
menschlichem AF9 (Abgent)

anti-AF10 Kaninchen 1:100  Polyklonaler Antikiorper gegen den C-Terminus von
menschlichem AF10 (Abgent)

anti-Brd4 Kaninchen 1:1000  Polyklonaler Antikirper, der gegen die Aminosanren
1347 - 1362 von menschlichem Brd4 gerichtet ist
(abcam)

anti-Brd4°H250 Kaninchen 1:200  Polyklonaler Antikirper, der gegen die Aminosdnren
1031-1280 von menschlichen: Brd4 gerichtet ist
(Santa Cruz, Biotechnology)

anti-Brd4+K14 Ziege 1:200  Polyklonaler Antikirper gegen den N-Terminus von
menschlichem Brdd (Santa Crug; Biotechnology)

anti-Brd4*N17 Ziege 1:200  Polyklonaler Antikorper gegen den N-Terminus von
menschlichem Brd4 (Santa Crug Biotechnology)

anti-CDK9 Kaninchen 1:500  Polyklonaler Antikirper gegen den C-Terminus von

menschlichem CDKY9 (Santa Cruz, Biotechnology)
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anti-Cyclin T1

anti-Cyclin T2

anti-DotlL

anti-ENL

anti-HEXIM1

anti-NFxB

anti-NPM

anti-PC3

anti-Ring1

anti-RNA-Poly-
metrase II-CTD
[4HS]

anti-Siah-1

MLL-Komplex

anti-Ash2L

anti-CBP

anti-CYP33

anti-E2F4

anti-E2F6

anti-Gadd34

anti-HCF1

anti-HCF2

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Ziege

Maus

Maus

Maus

Maus

Maus

Ziege

Ziege

Maus

1:500

1:100

1:100

1:100

1:400

1:400

1:250

1:100

1:200

1:5000

1:1000

1:100
1:50

1:1000
1:100

1:1000

1:500

1:500

1:100

Pobyklonaler Antikirper, der gegen die Aminosanren
261-505 von menschlichem Cyclin T gerichtet ist
(Santa Cruzg, Biotechnology)

Monoklonaler Antikorper gegen den C-Terminus
von menschlichem Cyclin T2 (abcam)

Polyklonaler Antikorper gegen den C-Terminus von
menschlichem Dot11. (Abgent)

Pobyklonaler Antikirper gegen den C-Terminus von
menschlichem ENL (Abgent)

Pobyklonaler Antikirper, der ab Aminosdauren 300
bis zum C-Terminus des menschlichen HEXIMT
gerichtet ist (Abgent)

Poblyklonaer Antikirper der gegen die C-terminalen
Aminosiuren 532-551 von NFxuB p65 gerichtet ist
(abeam)

Monoklonaler Antikorper der gegen die letzten 68
C-teminaten Aminosduren von NPM gerichtet ist
(abeam)

Pobyklonaler Antikirper gegen den C-Terminus von
menschlichem CBX8 (Abgent)

Polyklonaler Antikorper gegen den IN-Terninus von
menschlichem Ringl, Isoform 1 (abcam)

Monoklonaler Antikirper der phosphorylierte und
nicht-phosphorylierte RINA Polymerase 11 erkennt
(abcam)

Polyklonaler Antikorper gegen den IN-Terninus von
menschlichem Siah-1 (Santa Crug Biotechnology)

Monoklonaler Antikorper gegen Ash2L. (abeam)

Monoklonaler Antikirper gegen rekombinantes
CBP (abcam)

Monoklonaler Antikorper gegen CYP33 (abcam)

Monoklonaler Antikorper gegen das komplette
Protein (abcam)

Monoklonaler Antikirper gegen das komplette
Protein (abcam)

Pobyklonaler Antikirper der gegen die Aminosiuren
664-674 (C-Terminus) von menschlichem Gadd34
gerichtet ist (abeam)

Poblyklonaler Antikirper gegen den N-Terminus von
menschlichem HCET (Santa Crug; Biotechnology)

Monoklonaler Antikorper gegen ein menschliches
rekombinantes Peptid von HCEF2 (abcam)
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anti-HIP2

anti-MLLe27(1)

anti-MLL1

anti-MOF

anti-N-Cor (C-20)

anti-RbBP5

anti-RFC1

anti-Ring2

anti-SmarcB1

anti-WDR5

Modifikationen

anti-acetyl-Lysin

anti-PanSUMO

anti-pTyr

anti-Ubiquitin

Tags

anti-Flag

anti-GFP

anti-HA

anti-Myc

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Ziege

Ziege

Kaninchen

Ziege

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Maus

Maus

Maus

Maus

Kaninchen

1:10000

1:100

1:1000

1:500

1:500

1:1000

1:2000

1:600

1:1000

1:200

1:1000

1:500

1:2000

1:2000

1:1000

1:200

1:2000

1:1000

Monoklonaler Antikorper gegen menschliches HIP2
(abcam)

Gereinigter monoklonaler Antikdrper gegen den
mittleren Teil des humanen MI L Proteins, aber
noch vor der Taspase-Schnittstelle, Hybridoma-Klon
SET (AK Marschalek)

Polyklonaler Antikdrper gegen den N-Terminus des
menschlichen MIL (Bethyl Laboratories)

Pobyklonaler Antikirper gegen den IN-Terminus von
menschlichem MO (Santa Crug; Biotechnology)

Polyklonaler Antikorper gegen den C-Terminus von
mnrinem N-Cor (Santa Cruzg, Biotechnology)

Pobyklonaler Antikirper, der gegen die C-terminalen
Aminosiuren 500-538 von RbBP5 gerichtet ist
(abeam)

Pobyklonaler Antikirper gegen menschliches RECT
(abcam)

Polyklonaler Antikorper der gegen die Aminosduren
156-204 von menschlichem Ring2 gerichtet ist
(abcam)

Pobyklonaler Antikirper gegen menschliches
SmarcB1 (abcam)

Pobyklonaler Antikirper gegen den C-Terminus von
menschlichem WDRS' (abcam)

Pobyklonaler Antikirper gegen acetylierte Lysine
(abcam)

Polyklonaler Antikdrper gegen alle Lsoformen des
bumanen SUMO Proteins (Abgent)

Monoklonaler Antikorper gegen phosphorylierte
Tyrosine (Upstate)

Monoklonaler Antikirper gegen das koplette Protein
(Santa Cruz, Biotechnology)

Monoklonaler Antikorper gegen das Flag-Peptid
(DYKDDDDRK), (Sigma)

Monoklonaler Antikirper gegen das komplette
Protein (Green Flourescent Protein) aus Aequorea
victoria (Santa Cruzg, Biotechnology)

Monoklonaler Antikorper gegen die Aminosduren
98-106 (YPYDVPDYA) des Hemagglutinin-
Epitops des humanen Influenza Virus (Sigma)

Monoklonaler Antikdrper gegen das e-Mye Epitop
(EQKLISEEDL), (Cell Signaling)
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anti-Strep Maus 1:400  Monoklonaler Antikirper, der bereits mit der
Meerrettichperoxidase gekoppelt ist und gegen das
Strep-Tag gerichtet ist
(WSHPQFEKGGGSGGGSGGGSWSHPQOFEK),

(IBA GmbH)
Sekundare Antikorper ...
Name Verdinnung Beschreibung / Hersteller
anti-Mouse 1:10000 anti-Maus Ig (GE Healthcare)
anti-Rabbit 1:10000 anti-Kaninchen Ig (GE Healthcare)

anti-Goat 1:10000 anti-Ziege lg (Vector Laboratories)
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6.2 Standardmethoden der Molekularbiologie

Die nachfolgenden Standardmethoden werden nicht genauer vorgestellt. Sie sind den

Protokollsammlungen entnommen (Sambrook et al., 2001).

* Annealing von Oligonukleotiden

*  Dephosphorylierung von DNA-5' Enden mit alkalischer Phosphatase (NEB)
* Elektroporation von E. coli

* Fillungsmethoden fir Nukleinsduren

*  Gelelektrophoresen (DNA, und Protein)

*  Gelextraktion und Reinigung von DNA (Qiagen)

* Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol (Invitrogen) und RNeasy Mini Kit (Qiagen)
* Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Promega)

* Ligations-Reaktionen (NEB)

*  Minilysat Praparation von Plasmid-DNA nach der ST-Priparationsmethode
* PCR Analysen

* Phosphorylierung von DNA mittels Polynukleotidkinase (NEB)

* Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

* Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen (BCA)

* Protein-Induktionskinetik in E. coli

*  Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen (NEB)

e Transformation von E. coli mit CaCl2

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ABI Prism BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit durchgefithrt. Die Reaktionen erfolgten, entsprechend der Hersteller-Anleitung, nach
der Kettenabbruchmethode. Sie ermdglicht eine auf unterschiedlichen Fluoreszenz-Signalen
basierende Sequenzierung von Einzel- oder Doppelstrang-DNA im ABI Priss/TM 310 Genetic
Analyzer.
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6.3 Transfektion der 293T-Zelllinie nach der PEI-Me thode

Die Transfektion der 293T Zellen erfolgte unter Verwendung von PEI (Polyethylenimin). Am
Vortag der Transfektion wurden ca. 5%10° Zellen auf eine Zellkulturschale (8@ 15 cm, 25 ml
Medium) bzw. ca. 1,75%10" Zellen auf eine Zellkulturplatte (500 cm® 100 ml Medium)
ausgebracht.

1 bis 2 Stunden vor der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Die PEI-

Transfektionslosung wurde wie folgt angesetzt:

45 mg PEI werden in 8 ml VE-Wasser gelost, anschlieBend mit HCI auf pH 6,5 eingestellt und
auf 10 ml aufgefillt. Danach wird die Losung steril filtriert (0,2 um). Diese Losung entspricht
einer 100 mM PEI-(Monomer) Stammlosung. Fir die Transfektion wird die Losung 1:10

verdinnt, um eine 10 mM Stamml6sung zu erhalten.

Transfektionsablauf

Loésung A (PEI:PBS, 1:5)

. Z.ellkulturschale 50 ul PBS und 90 pl 10 mM PEI-Lésung

. Zellplatte 1605 ul PBS und 321 pl 10 mM PEI-Lésung
Losung B

. Zellkulturschale 450 ul PBS und 25 ng DNA

. Zellplatte 1605 ul PBS und 80 pg DNA

Unter stindigem Vortexen wurde Losung B tropfchenweise in Losung A gegeben und im
Anschluss 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Transfektionsreagenz wurde
gleichmiBig auf den Zellen verteilt und die Zellen im Anschluss im Brutschrank 48 Stunden
inkubiert.

Zusitzlich erforderten manche Experimente eine Inkubation mit 5 pM des Proteasominhibitors

MG132 fir 6 - 24 Stunden, bevor die Zellen geerntet und Proteinextrakte hergestellt wurden.
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6.4 Methoden zur Proteinreinigung

6.4.1 Spezifische AffinitAitschromatographie mit Str ep-Tactin

Um die mit dem Strep-Tag versehenen Proteine aus dem pEXPR-IBA-103 Vektor und deren
Komplexpartner zu reinigen, gab es zwei verschiedene Ansitze:

* Reinigung tiber eine Strep-Tactin-Sdule (IBA GmbH)

* Reinigung mit einer Strep-Tactin-Suspension (50%, IBA GmbH) in kleinen Chromato-

graphie-Sdulen (BioRad)

Die Reinigung tiber die Strep-Tactin-Saule erwies sich als geeigneter als die Reinigung mittels der
Suspension, so dass fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen nur mit den Elutionen der
Saulenreinigung gearbeitet wurde. Fiir Western Blot Analysen wurden die Elutionen aus beiden

Methoden verwendet.

Es wurden ca. 5%10° transient transfizierte 293T-Zellen in 5 ml Lysis-Puffer resuspendiert und fiir
1 Stunde bei 4°C in insgesamt sechs 1,5 ml Cups rotiert. Danach wurde das Lysat 30 Minuten bei

4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand in neue Cups iiberfiihrt. Zur
Blockierung der biotinylierten Proteine, welche an Strep-Tactin-Material irreversibel binden,
wurde die Proteinlésung mit je 1 ul Avidin-Loésung (10pug/ul, IBA GmbH) pro Cap fiir 15
Minuten bei 4°C inkubiert. Danach wurde erneut 30 Minuten bei 4°C mit 14.000 tpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Lysispuffer auf ca. 8 ml verdiinnt, bevor er auf die Siule
gegeben wurde. Die Sdule wurde zuvor mit 0,4 ml Waschpuffer equillibriert. Nachdem das
gesamte Lysat vollstindig 2 Mal durch die Sdule gelaufen war, wurde 5 Mal mit 0,2 ml
Waschpuffer gewaschen

Es wurden zwei verschiedene Elutionspuffer eingesetzt. Es wurde entweder mit 2 mM Biotin
eluiert oder mit 5 mM Desthiobiotin. Desthiobiotin hat den Vorteil, dass es reversibel mit dem
Strep-Tag um die Affinititsmatrix konkurriert und somit das Sidulenmaterial mit HABA-Puffer
regeneriert werden kann. Dazu wird die Sdule dreimal mit dem 5-fachen Siulenvolumen HABA-
Puffer behandelt, mit Waschpuffer tberschichtet und bei 4°C aufbewahrt. Nachteilig ist jedoch
die geringe Ausbeute an gereinigtem Protein bei Verwendung des Desthiobiotin-Puffers. Es
wurde 6 Mal mit 0,1 ml Elutionspuffer 1 oder 2 eluiert. Die Elutionseffizienz wurde mittels SDS-
PAGE und Western Blot kontrolliert.
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Es wurden ca. 1,5%10° transient transfizierte 293T-Zellen in 0,6 ml Lysis-Puffer resuspendiert und
fur 1 Stunde bei 4°C rotiert. Danach wurde das Lysat 30 Minuten lang bei 4°C mit 14.000 rpm
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand in ein neues Cap tberfithrt. Zur Blockierung der
biotinylierten Proteine, welche an Strep-Tactin-Material irreversibel binden, wurde die

Proteinlésung mit 1 ul Avidin-Losung (10ug/ul, IBA GmbH) fiir 15 min. bei 4°C inkubiert.

Danach wurde erneut 30 Minuten bei 4°C mit 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand enthielt
die gewtinschten Proteine.

150 ul Strep-Tactin-Suspension wurden in eine kleine Chromatographiesiule (BioRad®™) gefiillt
und nacheinander mit 500 pl Waschpuffer und 500 ul Lysispuffer equillibriert. Dazu wurde das
Siulchen auf ein Cup gesteckt und 5 Sekunden bei 0,8 rpm zentrifugiert. Danach wurde das Lysat
auf die Saule gegeben und die Saule auf beiden Seiten verschlossen. Das Lysat rotierte 1 Stunde
bei Raumtemperatur. Die Beads wurden dann 5 Mal mit 700 ul Waschpuffer gewaschen. Auch
bei diesem Schritt wurde jedes Mal das Siulchen auf ein Cup gesteckt und 5 Sekunden bei
0,8 rpm zentrifugiert. Das Sdulchen wurde von unten verschlossen und die Beads mit 120 ul
Elutionspuffer 3 fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um danach die Elution
abzuzentrifugieren (0,8 rpm, 20 Sekunden). Dieser Schritt wurde noch einmal wiederholt, so dass
zwei Elutionen a 120 pl zur Verfiigung standen.

Die Elutionseffizienz wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot kontrolliert.

6.4.2 Tandem-Affinitatsreinigung mittels Strep- und Flag-Tag

Um die verschiedenen Komplexe noch besser zu isolieren und den Hintergrund an un-
spezifischen Proteinen weiter zu minimieren wurden die Konstrukte noch mit einem Flag-Tag
am N-Terminus versehen.

Die Komplexe wurden zuerst tber das Strep-Tag-System gereinigt und danach folgte die
Reinigung tber das Flag-Tag-System. Die Isolierung mittels Strep-Tag erfolgte, wie schon
beschrieben, entweder tiber die Strep-Tactin-Sdulen oder tber die Strep-Tactin-Suspension. Die
Strep-Tag-Elutionen wurden dann auf die bereits equillibrierten Flag-Beads gegeben.

Ca. 80 pl Flag-Beads wurden in eine kleine Chromatographiesaule gegeben und zweimal mit TBS-
Puffer gewaschen. Danach wurde dreimal mit 0,1 M Glycinl6sung pH 3,5 gewaschen um
ungebundenen Flag-Antikérper von den Beads zu entfernen. AbschlieBend wurden die Beads

nochmals zweimal mit TBS-Puffer behandelt bevor die Strep-Elution auf die Flag Beads gegeben

wurde. Das Ganze wurde dann tiber Nacht bei 4°C rotiert.
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Am nichsten Tag wurde der Durchlauf in einem Cup aufgefangen und die Beads einmal mit
500 ul Wasch-Puffer und vier Mal mit 500 ul TBS-Puffer gewaschen (5 Sekunden bei 0,8 rpm
zentrifugiert). Eluiert wurde mit 100 ul 2x-Lammli-Puffer. Die Beads wurden 10 Minuten mit
diesem Puffer inkubiert bevor die Elution durch Zentrifugation (20 Sekunden bei 0,8 rpm)
gewonnen wurde. Es wurde auch versucht, mit einem Flag-Elutionspuffer die Komplexe von den
Beads zu l6sen. Dies hat jedoch nicht funktioniert.

Die Elutionseffizienz wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot kontrolliert.

6.4.3 Immunoprazipitation

Es wurden ca. 1,5%10° transient transfizierte 293T-Zellen in 0,6 ml Lysis-Puffer resuspendiert und
fur 1 Stunde bei 4°C rotiert. Danach wurde das Lysat 30 Minuten lang bei 4°C mit 14.000 rpm
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand in ein neues Cap iiberfithrt. Um unspezifische
Bindungen zu reduzieren wurden 50 pl Protein G Agarose Beads zum Lysat gegeben und fiir 30
Minuten bei 4°C inkubiert. Die Beads wurden danach abzentrifugiert und der Uberstand in eine
leere Chromatographiesiule der Firma BioRad gegeben. AnschlieBend wurden 5 bis 10 ul des
unverdinnten Antikérpers hinzugegeben und zunichst bei Raumtemperatur fiir eine Stunde
rotiert, um dann tber Nacht bei 4°C weiterzurotieren. Am nichsten Tag wurden 60 ul Protein G
Agarose dazugegeben und nochmals fir weitere 3 Stunden bei 4°C rotiert. Danach wurde funf
Mal mit 500 pl TBS-Puffer gewaschen (0,8 rpm fiir 10 Sekunden zentrifugiert). Fir die Elution
wurden die Beads mit 100 ul 2x-Lammli-Puffer fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend bei 0,8 rpm fir 20 Sekunden zentrifugiert. Der 2x-Lammli-Puffer wurde hierfir

vorher auf 80°C erwarmt.
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6.5 Methoden der Proteinbiochemie

6.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE )

Das Protokoll fur die klassischen SDS-Gele wurde aus der Protokollsammlung von Sambrook et

al. (2001) entnommen und wird hier nicht niher vorgestellt.

Fir die Herstellung von Gelen mit einem Acrylamidgradienten (T: 7-15%) wurden ein
Gradientenmischer (BioRad Laboratories) und eine Schlauchpumpe eingesetzt. Die Gele wurden
mit einer Acrylamidlésung (30% Acrylamid, 0.8% N,N’-Methylenbisacrylamid; Rotiphorese® Gel
30 von Roth) hergestellt. Der Zusatz der Bromphenolblaulésung zum 15%-Gelansatz diente
lediglich der visuellen Kontrolle der Ausbildung eines homogenen Gradienten. Fir eine gute
Auftrennung der Proteine im Gel wurden die Gele mit 15 mA pro Gel gestartet und nach einer
halben Stunde auf 25 mA pro Gel hochgestellt.

.

Zusammensetzung fiir zwel Maxigele (Gradientengele) der Firma Biometra:

Sammelgel (4%)
Wasser 4.4 ml
Sammelgelpuffer 0,750 ml
AA/BA 0,78 ml
10% SDS 60 wl
APOD (10%) 30 wl
TEMED 6 ul
Gradientengel
15% 7%
0,70 ml Wasser 4,09 ml
4,125 ml Trenngelpuffer 4,125 ml
5,5ml Acrylamid 2,62 ml
110 ul 10% ige SDS-Lisung 110 ul
0,50 ml Glycerol -
50 pl 1% ige Bromphenolblaulisung -
55 ul APOD (10%) 55 ul
5,5 ul TEMED 5,5 ul
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6.5.2 Farbemethoden
6.5.2.1 Coomassie Blau-Farbung (Standard)

Die Firbung der Gele erfolgte im direkten Anschluss an die elektrophoretische Trennung. Ohne
vorheriges Fixieren der Gele wurden sie fir maximal 30 Minuten in der Firbel6sung unter
leichtem Schiitteln angefirbt. Zwecks Reduzierung der Hintergrundfarbung wurden die komplett
tiefblau gefirbten Gele anschlieBend in Entfirbelosung gelegt und weiter geschittelt.
Mehrmaliges Wechseln dieser Lésung war notwendig bis der Hintergrund ausreichend entfarbt
und die Banden deutlich sichtbar waren. Die Firbel6sung konnte mehrmals verwendet werden.

Die Nachweisgrenze liegt bei ungefihr bei 0,1 ug Protein pro Bande.

6.5.2.2 Kolloidale Coomassie Farbung nach Neuhoff

3 —4 g Coomassie wurden in 250 ml 7,5% Essigsdure gelost und auf 60 - 70°C erwirmt. Danach
wurde festes Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration von 30% (g/V) eingeriihrt. Die
Losung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und der prizipitierte Farbstoff durch Filtration
oder Zentrifugation gewonnen. Dieses Prazipitat wurde anschlieBend in 100 ml warmen

Methanol vollstindig aufgelost bevor abschlieBend 200 ml Aceton dazugegeben wurden.

100 g Ammoniumsulfat wurden in 500 ml Wasser gel6st und unter Rithren langsam 20 g konzen-

trierte Phosphorsiure zugetropft. Anschlieend wurde mit Wasser auf 800 ml aufgefiillt.

Die Firbelosung setzte sich aus 200 ml Stammlésung 11, 20 ml Stammlosung I und 30 ml
Methanol zusammen. Sie wurde frisch angesetzt und konnte mehrere Male zum Anfirben

verwendet werden.

Das Farben:

Vor dem eigentlichen Firbeschritt wurden die Gele fir mindestens eine Stunde in der
Fixierlosung geschwenkt. Danach wurden die fixierten Gele in die zuvor angesetzte Farbelosung
gelegt und tiber Nacht darin inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Gele zuerst fiir ein bis drei

Minuten in der Neutralisierungslosung geschwenkt, bevor sie fiir maximal eine Minute mit der
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Waschlésung behandelt wurden. Zur kurzen Lagerung wurden die Gele abschlieBend in die

Stabilisierungslésung gelegt.

Die Empfindlichkeit dieser Firbung liegt bei > 30 ng Protein pro Bande bzw. bei 0,7 ng BSA/
mm® (Neuhoff et al., 1985; Neuhoff et al., 1988)

6.5.3 Western Blot

Die Antikoérper wurden in der Regel in 3% BSA-Losung mit 0,1% Tween20 in TBS verdiinnt.
Fihrte dies zu keinen positiven Ergebnissen, wurde mit 5% Milchpulver mit 0,1% Tween20 in
TBS gearbeitet. Diese Losungen wurden auch zum Blockieren und Verdinnen des Zweit-

antikérpers verwendet.
6.5.3.1 Proteintransfer

Die Proteine wurden durch die Sewidry-Technik entweder mit CAPS-Transferpuffer (fur Proteine
mit einem Molekulargewicht iber 200 kDa) oder mit Anoden-Puffer I / II und Kathoden-Puffer
aus SDS-Polyacrylamidgelen bei 1 mA/cm® fiir 1-1%. Stunden auf eine Hybond-P PVDF-
Membran der Firma GE Healthcare transferiert. Dafiir wurde eine Sewidry-Apparatur der Firma

Frobel verwendet.
6.5.3.2  Hybridisierungsbedingungen

Nach dem Proteintransfer auf die PVDF-Membran wurde diese fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit der entsprechend zum Antikorper passenden Blockierlosung behandelt.
AnschlieBend wurde mit der Antikérperlésung bei 4 °C tUber Nacht hybridisiert. Nach
dreimaligem 5 min. Waschen mit 0,1% Tween20 in TBS wurde mit dem passenden Zweit-
antikérper (Verdinnung 1:10000) 1 h bei Raumtemperatur hybridisiert. Nach erneutem
dreimaligem fiinfminttigen Waschen mit 0,1% Tween20 in TBS wurde der Blot mit dem ECL
Western Blotting Analysis System der Firma GE Healthcare entwickelt. Fin Rontgenfilm wurde auf

dem entwickelten Blot 2 Minuten, 10 Minuten und falls nétig tber 2 Stunden exponiert.
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6.5.4 Antikodrperreinigung

Die Reinigung des 0-AF4-N-Antikorpers erfolgte aus Zelliiberstand einer Hybridomazelllinie, die
in DMEM-Medium mit 10% FCS kultiviert wurde. 300 ml Zelliberstand (freundlicher Weise zur
Verfigung gestellt von Dr. Ilse Zindorf) lieferten 8-9 ml einer ca. 2 mg/ml konzentrierten

Antikérperlésung.

2 ml einer 50% igen Protein-G-Sepharose-Losung wurden in eine leere Propylensiule gefiillt und
anschliefend mit 5 ml 1x Bindepuffer equillibriert.

Zu Beginn wurde der Antikoérperiiberstand 10 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. 270 ml des
von Zellbestandteilen befreiten Uberstandes wurden im nichsten Schritt mit 30 ml 10x Binde-
puffer gemischt. Diese Losung wurde in einen Scheidetrichter gefillt und tber der selbst-
gepackten Protein-G-Sepharose-Siule platziert. Die Tropfgeschwindigkeit der Losung auf die
Saule wurde auf ca. 100 ml pro Stunde eingestellt. Ein Aufwirbeln des Sdulenmaterials wurde
durch Tropfen an den Rand der Siule versucht zu verhindern. Im nichsten Schritt wurde die
Siule zehn Mal mit 1 ml 1x Bindepuffer gewaschen. Danach wurde in 15 Elutionsschritten der
Antik6érper von der Sdule gewaschen. Dabei wurden pro Elutionschritt 500 ul Elutionspuffer auf
die Siule gegeben und jeweils 60 pl Neutralisationslésung in das Elutionsgefil3 vorgelegt. Der
gesamte Versuch wurde bei 4 °C durchgefiihrt.

Der Reinigungsverlauf wurde mittels SDS-PAGE tdberprift. Dabei wurden je 15 upl der
erhaltenen Proben mit 5 ul 2x Limmli-Ladepuffer versetzt und tber ein 10%-Gel aufgetrennt.
Die Quantifizierung des Antikérpers erfolgte mittels Proteinbestimmung mit dem BCA-Kit der
Firma Pierce.

Die Proben mit der hochsten Antikorperkonzentration wurden vereint und danach in einen
bereits seit mindestens einer Stunde in MilliQQ eingelegten Dialyseschlauch gefillt (10.000 Da
Ausschluss, regenerierte Cellulose). Die Antikorperlosung wurde zweimal gegen 500 ml eiskalten
PBS-Puffer bei 4 °C dialysiert — einmal eine Stunde, im Anschluss iiber Nacht. Am nichsten Tag
wurde die Antikérperlésung aliquotiert und bei -20 °C weggefroren.

Direkt nach der Reinigung des Antikérpers wurde die Sdule mit 10 ml 1x Bindepuffer equillibriert
und danach mit einer 0,1% igen Triton-X-100-Lésung bei 37°C fiir eine Minute inkubiert. Im
Anschluss daran wurde mit 5 ml 1x Bindel6ésung gewaschen bevor die Siule fir 12 Stunden mit
70% igem Ethanol inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen mit 1x Bindepuffer konnte die

Sdule dann in 20% igem Ethanol bei 4 °C aufbewahrtt zu werden.
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6.5.5 GroRRenausschlusschromatographie

Um eine ungefihre Aussage tber die GroBe der Komplexe treffen zu konnen, wurde eine
GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt. Dabei werden die Proteine aufgrund ihrer
MolekiilgroB3e getrennt, wobei grofie Molekiile zuerst eluieren (inverser Siebeffekt).

500 wl Zelllysat aus ca. 1,5%10° transient transfizierten Zellen wurde iiber eine Superose 6 10/300
GL Séule in 36 Fraktionen 4 1 ml aufgetrennt. Das Volumen der Sdule betrug 23,56 ml und ein
Lauf dauerte ungefihr 2,5 Stunden. Als Laufpuffer wurde 1 mM DTT in PBS-Puffer verwendet.
Die Abschitzung der Komplexgrole erfolgte iber ein Chromatogramm einer Standard-
proteinmischung (Ge/ Filtration HMW Calibration Kit, GE Healthcare). Folgende Gréenzuordnung

fur die einzelnen Fraktionen wurde ermittelt:

Fraktion GroBle (M,) Standardprotein

9 2000 000 | Blue Dextran 2000
13 669 000 | Thyroglobulin

15 440 000 | Ferritin

17 158 000 | Aldolase

Mittels Western Blot wurde die erste Fraktion, die den Proteinkomplex enthielt, bestimmt und

zur Bestimmung der Maximalgro3e herangezogen.

6.5.6 In vitro Histon-Methyltransferase-Assay (HMT)

Mit Hilfe des 7z vitro Histon-Methyltransferase-Assays sollten die gereinigten Komplexe auf ihre
Fahigkeit untersucht werden, das Histon H3 zu methylieren. Dieser Versuch wurde mit den AF4-
und der4-Elutionen der Siulen-Strep-Reinigungen durchgeftihrt. Als Negativkontrolle dienten
293T-Zellen, die mit dem Leervektor pEXPR-IBA103 transfiziert wurden und auf die gleiche
Weise gereinigt wurden.

Es wurden zwei verschiedene Ansitze gewihlt: Im ersten Ansatz wurden 5 bzw. 20 pl der Strep-
Elutionen mit 5 ul core Histonen (1 pg/ul) der Firma Upstate und mit 2 uCi "H-SAM (S-(5'-
Adenosyl)-L-methionin-(methyl-"H); 55-85 Ci/mMol, Perkin Elmer) fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert.
Danach wurde die Reaktion mit 2x-Lammli-Puffer abgestoppt und bei 4°C iiber Nacht gelagert.
Im zweiten Ansatz wurden 15 ul der Strep-Elutionen mit 30 ul eines gereinigten GST-H3-
Peptides (Aminosauren 1 — 46 des humanen Histons H3; freundlicher Weise von Julia Herglotz

aus der Arbeitsgruppe von Dr. Lausen am Georg-Speyer-Haus zur Verfiigung gestellt) und mit
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1 uCi’H-SAM fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert. Diese Reaktion wurde anschlieBend mit 5 ul eines 4x
Ladepufters (500mM Tris-HCI (pH 6,8); 4% SDS, 30% Glycerol, 40mM DTT, Bromphenolblau)
abgestoppt und auch tber Nacht bei 4°C gelagert.

Am nichsten Tag wurden die Proben tber 15% ige SDS-Mini-Gele aufgetrennt, wobei zunichst
nur eine Spannung von 80V angelegt wurde, die — nachdem die Proben das Trenngel erreichten —
auf 120 V erhoht wurde. Zusitzlich zu den Proben wurden pro Gel noch eine Spur
GroBenstandard und eine Spur unbehandelte gereinigte Nukleosomen aufgetragen. Diese beiden
Spuren wurden spiter von dem Gel abgeschnitten und mit Coomassie-Lésung gefirbt. Sie
dienten als Lauthohenreferenz der einzelnen Histone. Die Gele mit den Proben wurden dann fur
mindestens 30 min. in eine Fixierlosung aus 10% Essigsiure und 10% Glycerol gelegt und
anschlieend fiir weitere 30 min. in einer Enhancer-Losung der Firma Perkin Elmer inkubiert.
Danach wurde drei Mal fiir 10 min. mit Wasser gewaschen bevor die Gele auf einem Geltrockner
fir 1-1,5 Stunden getrocknet wurden. Die getrockneten Gele wurden in eine Rontgenkassette
geklebt und ein Rontgenfilm fiir ungefahr 1 bis 4 Wochen aufgelegt bevor er entwickelt werden

konnte. Die Réntgenkassette mit dem Film wurde dabei bei -80°C gelagert.
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6.6 Massenspektrometrie

6.6.1 Tryptischer In-Gel-Verdau der Proteine

Der In-Gel-Verdau der ausgeschnittenen Proteinspots erfolgte mit der in der Proteomanalytik am
hiufigsten eingesetzten Protease Trypsin. Dabei werden die Proteine C-terminal von den
Aminosduren Arginin und Lysin geschnitten, sofern diesen kein Prolin folgt. Die Proteinverdaus
wurden sowohl manuell in 1,5 ml Eppendorfcups, als auch automatisch mit Hilfe eines
Pipettierroboters in 96-we// Platten durchgefithrt. Unterschiede im Verdauprotokoll ergaben sich
nur bei den eingesetzten Volumina. Bei einem Proteinverdau mit Hilfe des Pipettierroboters
benotigte man groflere Volumina als wenn per Hand verdaut wurde. Der Roboter kann nur
gewisse Mindestvolumina pipettieren, da er bei dieser Anwendung mit den Pipettenspitzen nicht
bis auf den Boden der Vertiefungen fahren kann (Gefahr des Verstopfens durch Gelstiicke, bzw.
deren Ubertrag in eine andere Kuhle). In der folgenden Tabelle sind die einzelnen Verdauschritte

chronologisch aufgelistet (abgewandelt von Shevchenko et al., 1996):

Schritt Beschreibung Valk Ze.1t Teomp.
[W] | [min] | [°C]
1. Silberentfirbung, 1:1 Mischung ans 30 mM Kalinmbexacyanoferrat(I11), 130 10 91
K5/Fe(CN)g] und 100 mM Natriumthiosulfat, NazS205
2. 3o Waschen (MilliQ Wasser) 200 15 21
3. 3 Waschen (50% ACN, 12,5 mM NH;HCOj) 150 15 21
4. 2x Debydrieren (100% ACN) 150 10 21
5. Trocknen der Gelstiicke -- 20 56
6. Reduzieren (10 mM DTT, 50 mM NH,HCO;) 100 60 58
7. Dehydrieren (100% ACN) 200 10 21
8. Alkylieren (55 mM LAA, 50 mM NHHCO;) 100 45 21
9. 2o Waschen (50 mM NHHCO3) 150 5 21
10. Dehydrieren (100% ACN) 150 5 21
11. Quellen (50 mM NHHCO;) 200 5 21
12. Dehydrieren (100% ACN) 200 10 21
13. Trocknen der Gelstiicke -- 25 56
14 Zngabe Trypsin A 17 45 4
(10% ACN, 25 mM NHHCO;, 12,5 ng/ul Trypsin)
15. Verdanpuffer (10% ACN, 25 mM NH,HCO3) 50 0,1 4
16. Abnebmen von iiberschiissigem Trypsin 30 -- -
17. Verdaun - 720 38
18. Verdau stoppen (0,5% FA) 40 -- -
19. Verdaniiberstand in neuer Platte/ newem Cap sammeln 110 - 21
20. Ge/exlm/élz‘m? 1(70% ACN, 1% FA ) o 70 20 21
danach anf die neue Platte | das nene Cap iiberfiibren
21 2x Ge/exlm@z‘z'on 2 (100% ACN, 1% F/I ) A 20 20 2
danach anf die neue Platte | das nene Cap iiberfiibren
22. Exctraktionen in der Speed V'ac trocknen - -- -
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6.6.2 Tryptischer In-Losung-Verdau

Auch beim In-Lésung-Verdau wurde die Protease Trypsin eigesetzt. Als Proben dienten die
Strep-Elutionen der Reinigung iber die Strep-Tactin-Sdulen, da diese wesentlich weniger
unspezifische Bindungen aufwiesen als die Reinigung der Komplexe tber die Strep-Tactin-
Suspension. Die Elutionen wurden mit Hilfe von Vivaspin 500 Zentrifugalfiltereinheiten
MWCO 5000 Da) aufkonzentriert. Dazu wurden die Elutionen in diese Filtereinheiten eingefillt
und fiir mindestens 30 Minuten mit 10000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Rickstand, der nicht
durch den Filter geflossen war, enthielt die aufkonzentrierte Probe.

Im Folgenden sind die einzelnen Verdauschritte chronologisch aufgelistet, wobei von einer 60 ul
Strep-Tag-Elution ausgegangen wird. Bei gréerem Probenvolumen wurde das Protokoll
dementsprechend angepasst. Es wurde aufgrund des geringen Probenmaterials keine Protein-

konzentration bestimmt:

Schritt Beschreibung

1. Aufkonzentration der Probe auf ein Drittel ihres Ansgangsvolumens mit Hilfe von Vivaspin 500
Zentrifugalfiltereinbeiten

2. Zugabe von 60 ul Probenpuffer

3. Denaturieren der Probe
1 Stunde bei 60 °C unter konstantem Schiitteln mit 550 rpm

4. Abkiiblen der Probe, kurzes Zentrifugieren

5. Reduzieren:

Zugabe von 5 ! DTT-Lisung, mischen,
1 Stunde bei 37 °C unter konstantem Schiitteln mit 550 rpm

6. Alkylieren:
Zugabe von 50 ul LAA-L dsung, mischen,
1 Stunde bei 25 °C im Dunkeln unter konstantem Schiitteln mit 550 rpm

7. Abfangen von nicht reagiertem LAA:
Zugabe von 20 pul DTT-1dsung, mischen,
1 Stunde bei 25 °C unter konstantem Schiitteln mit 550 rpm

8. Verdau:
1wl Trypsin Stammlosung zu der Probe
iiber Nacht bei 37 °C
am ndchsten Tag abstoppen mit 1 1l 100% F.A
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6.6.3 ,Dried droplet* Praparation

Fir die Messung der Proben wurde die ,,Dried droplet” Matrixpriparation mit o-Cyano-4-
Hydroxyzimtsdure (x-CHCA) durchgefiihrt. a-CHCA wurde in einer Konzentration von ca.
3-4 mg/ml in einer Losung aus 50% Acetonitril (v/v) / 0.1% (v/v) TFA gelost. Die ein-
getrockneten Peptidmischungen aus dem Verdau wurden in 5-10 pl einer Losung aus 50%
Acetonitril (v/v) / 0,5% Ameisensiure rickgelost. Es wurden 0.5 pl Matrixlosung auf einem
Probenteller aus Stahl vorgelegt und direkt auf diesen Tropfen 0.5 ul der Peptidlosung pipettiert.
Die Matrixlésung vermischt sich mit der Probenlésung und der Tropfen trocknet auf dem
Stahlteller ein. Da die «-CHCA-Matrix unléslich in Wasser ist, konnte der kristalline Riickstand
mit 5 pl 5% iger (v/v) Ameisensdure pro Priparations-Spot gewaschen werden. Nach

5 Sekunden konnte der Tropfen seitlich mit Zellstoff abgesogen werden.

6.6.4 MALDI-TOF Messung von Peptiden

Fur die Aufnahme der Massenspektren der tryptischen Peptide wurde ein 4500 TOF/TOF
Analyzer von Applied Biosystems eingesetzt. Die Messungen wurden im positiven
Reflektormodus durchgefiihrt. Der Aufnahmebereich wurde auf 700 — 5000 m/z gesetzt. Alle
MS-Spektren von Proteinverdaus wurden extern mit Hilfe eines Peptid-Standards (Sequazgyme
Peptide Mass Standards Kit, Applied Biosystems) kalibriert. Es wurde eine Massengenauigkeit von
50 ppm erreicht. Es kam jedoch auch vor, dass die Obergrenze bei 100 ppm lag. Dies war zum
Beispiel bei Proben mit einem hohen Salzgehalt der Fall, wie es bei einem In-Gel-Verdau von
Proteinen vorkommen kann. Je nach Qualitit des Spektrums wurden 1000 — 3000 Einzelspektren

aufsummiert.

6.6.5 nLC-MALDI-MS/MS

Der Autbau und die Einstellung der nlLC-Anlage, die Geritekonfiguration und die Daten-
erfassung entsprachen den Angaben der Publikation von Benjamin Rietschel und seinen

Kollegen (Rietschel et al., 2009)
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6.6.6 Auswertung und Datenbanksuche

Die abschlieBende Bearbeitung der Massenspektren erfolgte mit der Software Data Explorer
Version 4.6. Fiir die Datenbanksuche wurde die MASCOT"" Datenbank Suchmaschine v2.2.03
(Matrix Science Ltd., UK; Perkins et al,, 1999) verwendet. Folgende Suchparameter wurden
eingestellt: Es wurde die Datenbank SwissProt (SwissProt 51.6, 257964 Sequenzen) und der
Organismus Homo sapiens (15720 Sequenzen) ausgewihlt. Trypsin wurde als Enzym gewihlt.
Als fixe Modifikation wurde die Carbamidomethylierung der Cysteine angegeben und die
Methioninoxidation als variable Modifikation. Es wurde mit 2 tberlesenen Schnittstellen

(;;missed cleavages®) und einer Massentoleranz von 50 ppm gesucht.

Es wurden mit Hilfe des Features Peaks2Mascot MGF- Dateien (Mascot Generic Format) aus den
einzelnen nLC-MALDI-Liufen generiert, wobei pro MS/MS-Spektrum bis zu 65 Peaks mit
einem signal to noise iber 5 einbezogen wurden. MS/MS-Peak-Listen von drei Laufen einer Probe
wurden fiir die Datenbanksuche in einer MGF-Datei zusammengefasst.

Fir die Datenbanksuche wurde die MASCOT" Datenbank Suchmaschine v2.2.03 (Matrix
Science Ltd., UK Perkins et al., 1999) verwendet. Folgende Suchparameter wurden eingestellt:
Es wurde die Datenbank SwissProt (SwissProt 51.6, 257964 Sequenzen) und der Organismus
Homo sapiens (15720 Sequenzen) ausgewihlt. Trypsin wurde als Enzym gewihlt. Als fixe
Modifikation wurde die Carbamidomethylierung der Cysteine angegeben und die Methionin-
oxidation als variable Modifikation. Es wurde mit 2 uberlesenen Schnittstellen (,,missed
cleavages®), einer Peptidmassentoleranz fur den Precursor von 30ppm und einer MS/MS-Toleranz

von 0,3 Da fir die Fragmente gesucht.
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8 Abkurzungsverzeichnis
%(v/V) Volumenprozent
%(w/v) Gewichts/Massenprozent
°C Grad Celcius
‘H-SAM S-(5'-Adenosyl)-I.-methionin-(methyl-"H)
ACN Acetonitril
AF4 ALIL-1 Fused gene from chromosone 4
AF5q31 ALLT-fused gene from chromosome 5q31
AF9 ALLT fused gene from chromosome 9 protein,
ALF AF4, LAF4, FMR2
ALL Akute lymphatische Leukimie
AML Akute myeloische Leukimie
Amp Ampicillin
APOD Ammoniumperoxidsulfat
AS Aminosidure(n)
ASH2L Set1/ Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2
BCL6 B-cell lymphoma 6 protein
BCoR BCL6 Co-Repressor
ber breakpoint cluster region
BD Bromodomane
Bisacrylamid N,N’-Methylenbisacrylamid
b Basenpaare
BSA Bovine Serum Albumin, Rinderserumalbumin
CBP CREB-Binding Protein
CCNT1 CyclinT1
CDKO9 Cyclin-abhingige Kinase 9
cDNA complementary DNA
CHD C-terminale Homologie-Domine
CID Collision induced dissociation
CLL Chronische lymphatische Leukdmie
CML Chronische myeloische Leukimie
CREB Cyclic AMP Response Element-Binding Protein
CS Cleavage Site
CTD C-terminale Domaine
CTD C-terminale Domine
DDX6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDXG6 oder anch DEAD
DMEM Daulbecco’s Modzﬁed Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoscyribonucleicacid
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
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DOTIL
DPY-30

DTT
EDTA
Ekin
ENL
FA
FAB
FCS
FEL
FMR2
FYRC
FYRN
g

GFP
GST

h
H3K4

H3K79
HCCA
HCF
HCI1
HDAC
HEPES
HEXIM1
HMT
HPLC
HRP
IgH
IPTG
Kan

kb

kDa

1

LC
LDI-PCR
M

m/z
mA
MALDI

MCS

Histone H3-K79 Methyltransferase

Protein dpy-30 Homolog

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Kinetische Energie [Einheit: 1 Joule; 1 ] = kg*m™s?|
YEATS domain-containing protein 1

Sformic acid (Ameisensiure)

French-American-British Working Group for Leukemia
Fetal 6af Serum

Four Eleven Lenkenia

Fragile X mental retardation 2 protein

Phenylalanin Tyrosin reiche Region in MLL_C
Phenylalanin Tyrosin reiche Region in MLL,_N
Gramm/Erdbeschleunigung

Green Fluorescent Protein

Glutathion S-Transferase

Stunde

Lysin 4 vom Histon 3

Lysin 79 vom Histon 3
alpha-Cyano-4-Hydroxyzimtsiure

Host Cell Factor

Salzsdure

Histon-Deacetylase

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Hexcamethylene bis-acetamide-inducible protein 1

Histonmethyltransferase
High pressure liguid chromatography

horse radish peroxidase

Immunglobulin Heavy chain
Isopropyl--thiogalactopyranosid
Kanamycin

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Flussigkeitschromatographie (Liguid chromatography)
Long-Distance Inverse PCR

Molar

Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
Milli-Ampeére

Matrix-Assisted Laser Desorption/ lonisation
Multiple Cloning Site
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MDa
MEF
MEN-1
MG
mg
min
miRNA
ml
MLL
mM
MOF

ms
MS

MS/MS
MT-Domine
MW

NCoR

Neo
NFKkB1/RELA
ng

NHD

NK

NLS

nm

nmol

NPM

ORF

PAGE
PBS

PC3
PCR
PEI
PHD
pI

PMF
pmol
PMSF
ppm
PRMTSs
pSer
P-TEFb

Megadalton

mrine embryonic fibroblasts

Multiple Endocrine Neoplasia type-1
Molekulargewicht

Milligramm

Minute(n)

micro RNA

Milliliter

Misxced 1ineage/ Myeloid 1ymphoid 1 eukemia
Millimolar

Probable histone acetyltransferase MY STT

Millisekunde
Massenspektrometrie

Tandem- bzw. Hybridmassenspektrometrie
Methyltransferase-Homologie-Domine
Molecular Weight

Nuclear receptor corepressor

Neomycin

Nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit
Nanogramm

N-terminale Homologie-Domine
Negativkontrolle

Nukleires Lokalisationssignal
Nanometer

Nanomol

Nucleophosmin oder auch Nucleolar phosphoprotein B23

Open Reading Frame
Poly-Acrylamid Gel-Elektrophorese
phosphate buffered saline

Polycomb 3 Homolog
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenimin

Plant Homeo Domain
Isoelektrischer Punkt

Peptide Mass Fingerprint(ing)
Picomol
Phenylmethylsulfonylfluorid
parts per million

protein arginine N-methyltransferases
Serin-reiche Region

Positive Transcription Elongation Factor b
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PVDF

RbBP5
RNA

rpm

RT

SDS
SDS-PAGE
SET
SIAH1
SIAH2
siRNNA
SNL
snRINA

t

TAD
t-ALL
t-AML
TCA
TEMED
TFA

TOF
TOF/TOF
TRIS
Triton X-100
Tween-20
\%

WDR5

wt

YAC

z

z.B.

ZNS

ng
pl

Polyvinylidenfluorid

Auflésung

Retinoblastoma-binding protein 5

Ribonucleicacid

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Natrium (Sodium)-Dodecylsulfat
1D-Polyacrylamidgelelektrophorese

Suppressor of variegation, Enhancer of zeste, Trithorax
E3 ubiguitin-protein ligase SLAHT (Seven in absentia homolog 1)
E3 ubiguitin-protein ligase SLAHZ (Seven in absentia homolog 2)
small interfering RNA

Speckled Nuclear 1 ocalization

small nuclear RN.A

Zeit

Transaktivierungsdomine

Therapie-induzierte ALL

Therapie-induzierte AML

Trichloressigsdure

N, N, N, N- Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsdure

Flugzeitmassenanalysator (Timze of Flight)
Tandemmassenspektrometrie
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(p-tert-Octylphenoxy) polyethoxyethanol
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat
Geschwindigkeit

WD repeat-containing protein 5

Wildtyp

Yeast Artificial Chromosom

Ladung

zum Beispiel

zentrales Nervensystem

Mikrogramm

Mikroliter
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9 Anhang

9.1 Ergebnis-Listen der nLC-MALDI-MS/MS-Laufe

Tabelle 9-1: Liste aller identifizierten Proteine au s den AF4-nLC-MALDI-MS/MS Experimenten.

Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Proteine kdnnen mittels der Protein-Abkiirzung Uber

www.expasy.org erhalten werden. Die eingestellten Suchparameter kénnen dem Kapitel 6.6.6

entnommen werden. Die Proteine des AF4-Komplexes sind grau unterlegt.

TreNfI«.er» Fsr\:ljvtiinl;,:\ot;;(ilrzung Protein Beschreibung/ Bezeichnung Pepzt:ide MZ;Zfi[n[;a] Pro[t)«lein—

1| AFF1_HUMAN AF4/FMR2 family member 1 (Protein AF-4) 106 132139 9,26

2 | HSP71 HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 49 70280 5,48

3 [ HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein 36 71082 5,37

4 | HSP76_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 6 32 71440 5,81

5 | GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein precursor (GRP 78) 31 72402 5,07

6 | HS90B_HUMAN Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) 26 83554 4,97

7 | TBB5_HUMAN Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) 25 50095 4,78

8 | TBB2C_HUMAN Tubulin beta-2C chain (Tubulin beta-2 chain) 23 50255 4,79

9 [ HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) 22 85006 4,94
10 | ENL_HUMAN Protein ENL (YEATS domain-containing protein 1) 22 62417 8,75
11 | TBAK_HUMAN Tubulin alpha-ubiquitous chain 21 50804 4,94
12 | HS70L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1L 20 70730 5,76
13 | TBB2A_HUMAN Tubulin beta-2A chain - Homo sapiens (Human) 20 50274 4,78
14 | TBA3_HUMAN Tubulin alpha-3 chain (Alpha-tubulin 3) 20 50788 4,94
15 | TBA6_HUMAN Tubulin alpha-6 chain (Alpha-tubulin 6) 19 50548 4,96
16 | EF2_HUMAN Elongation factor 2 (EF-2) 19 96246 6,41
17 | TBB4_HUMAN Tubulin beta-4 chain (Tubulin 5 beta) 18 50010 4,78
18 | TBA2_HUMAN Tubulin alpha-2 chain (Alpha-tubulin 2) 15 50612 4,97
19 | GRP75 HUMAN Stress-70 protein, mitochondrial precursor 14 73920 5,87
20 | ATX2L_HUMAN Ataxin-2-like protein (Ataxin-2 domain protein) 14 113589 8,7
21 | HS105_HUMAN Heat-shock protein 105 kDa (Heat shock 110 kDa protein) 14 97716 5,28
22 | FAS_HUMAN Fatty acid synthase 14 275850 5,99
23 | ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) 13 42052 5,29
24 | CDK9_HUMAN Cell division protein kinase 9 12 43149 8,97
25 | K2C1_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 (Cytokeratin-1) 11 66149 8,16
26 | PYC_HUMAN Pyruvate carboxylase, mitochondrial precursor 11 130293 6,37
27 | CCNT1_HUMAN Cyclin-T1 (CycT1) (Cyclin-T) 11 81034 8,9
28 | ENOA_HUMAN Alpha-enolase 10 47481 7,01
29 | ATPB_HUMAN ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor 10 56525 5,26
30 | EF1G_HUMAN Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 10 50429 6,25
31 | VIME_HUMAN Vimentin 10 53676 5,06
32 | PGRC1_HUMAN Membrane-associated progesterone receptor component 1 9 21772 4,56
33 | DDX6_HUMAN Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 9 54781 8,85
34 | IMA4_HUMAN Importin alpha-4 subunit 9 58364 4,8
35 | COA1_HUMAN Acetyl-CoA carboxylase 1 9 267095 5,95
36 | ACTC_HUMAN Actin, alpha cardiac muscle 1 8 42334 5,23
37 | CH60_HUMAN 60 kDa heat shock protein (Hsp60) 8 61187 57
38 | G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8 36201 8,57
39 | CALX_HUMAN Calnexin precursor 8 67982 4,47
40 | TPIS_HUMAN Triosephosphate isomerase 8 26938 6,45
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41 | EF1A1_HUMAN Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) 8 50451 9,1
42 | ACLY_HUMAN ATP-citrate synthase 8 121674 6,95
43 | TCPB_HUMAN T-complex protein 1 subunit beta 7 57794 6,01
44 | IMA2_HUMAN Importin alpha-2 subunit (Karyopherin alpha-2 subunit) 7 58168 5,25
45 | 4F2_HUMAN 4F2 cell-surface antigen heavy chain (4F2hc) 7 58023 52
46 | TCPA_HUMAN T-complex protein 1 subunit alpha (TCP-1-alpha) 7 60819 5,8
47 | AFF4_HUMAN AF4/FMR2 family member 4 7 127781 9,33
48 | IMA3_HUMAN Importin alpha-3 subunit 7 58288 4,8
49 | KIC9_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 (Cytokeratin-9) 6 62320 5,19
50 | NPM_HUMAN Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar phosphoprotein B23) 6 32726 4,64
51 | TCPH_HUMAN T-complex protein 1 subunit eta (TCP-1-eta) 6 59842 7,55
52 | TCPG_HUMAN T-complex protein 1 subunit gamma (TCP-1-gamma) 6 61066 6,1
53 | K1C10_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 10 (Cytokeratin-10) 6 59711 5,13
54 | ROA1_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 5 38936 9,26
55 | RBM25_HUMAN Probable RNA-binding protein 25 5 94407 5,97
56 | PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 5 18229 7,68
57 | TCPE_HUMAN T-complex protein 1 subunit epsilon (TCP-1-epsilon) 5 60089 5,45
58 | KPYM_HUMAN Pyruvate kinase isozymes M1/M2 5 58470 7,96
59 | NDKB_HUMAN Nucleoside diphosphate kinase B 5 17401 8,52
60 | HSP74 _HUMAN Heat shock 70 kDa protein 4 5 95096 5,18
61 | RL15_HUMAN 60S ribosomal protein L15 - Homo sapiens (Human) 5 24245 11,62
62 | PRP40_HUMAN Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A 5 109022 7,18
63 | PRDX1_HUMAN Peroxiredoxin-1 5 22324 8,27
64 | PGAM1_HUMAN Phosphoglycerate mutase 1 5 28900 6,67
65 | COF1_HUMAN Cofilin-1 5 18719 8,22
66 | CLH1_HUMAN Clathrin heavy chain 1 (CLH-17) 5 193260 5,48
67 | PIMT_HUMAN Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 5 24806 6,7
68 | SYEP_HUMAN Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase 5 164520 7,77
69 | EFID_HUMAN Elongation factor 1-delta (EF-1-delta) 5 31217 4,9
70 | K22E_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 5 66110 8,07
71 | IF39 HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 9 5 92833 4,89
72 | ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha 4 59828 9,16
73 | SF3A1_HUMAN Splicing factor 3 subunit 1 4 88888 5,15
74 | HNRH1_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 4 49484 5,89
75 | GDIB_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor beta 4 51087 6,11
76 | YBOX1_HUMAN Nuclease sensitive element-binding protein 1 4 35903 9,87
77 | TERA_HUMAN Transitional endoplasmic reticulum ATPase 4 89950 5,14
78 | ROA2_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 4 37464 8,97
79 | ALDOA_HUMAN Fructose-bisphosphate aldolase A 4 39851 8,3
80 | ADT2_HUMAN ADP/ATP translocase 2 4 33102 9,76
81 | HNRPK_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 4 51230 5,39
82 | IF3BA_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 10 4 166867 6,38
83 | MDHM_HUMAN Malate dehydrogenase 4 35965 8,92
84 | K2C5_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 5 4 62637 8,14
85 | HORN_HUMAN Hornerin 4 283140 10,05
86 | ATIA1_HUMAN Sodium/potassium-transporting ATPase alpha-1 chain precursor 4 114135 5,33
87 | RS4X HUMAN 40S ribosomal protein S4, X isoform 4 29807 10,16
88 | IMA1_HUMAN Importin alpha-1 subunit 4 60952 4,94
89 | IMA7_HUMAN Importin alpha-7 subunit 4 60733 4,89
90 | IMB1_HUMAN Importin beta-1 subunit 3 98420 4,68
91 | TCPD_HUMAN T-complex protein 1 subunit delta 3 58401 7,96
92 | CAH2_HUMAN Carbonic anhydrase 2 3 29285 6,87
93 | GDIA_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor alpha 3 51177 5
94 | CH10_HUMAN 10 kDa heat shock protein, mitochondrial (Hsp10) 3 10925 8,89
95 | HNRPF_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 3 45985 5,38
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96 | PRDX2_HUMAN Peroxiredoxin-2 3 22049 5,66

97 | NDKA_HUMAN Nucleoside diphosphate kinase A 3 17309 5,83

98 | UBE1L_HUMAN Ubiquitin-activating enzyme E1 3 118858 5,49

99 | EFTU_HUMAN Elongation factor Tu 3 49852 7,26
100 | CALR_HUMAN Calreticulin precursor (CRP55) 3 48283 4,29
101 | MOES_HUMAN Moesin (Membrane-organizing extension spike protein) 3 67892 6,08
102 | U5S1_HUMAN 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component 3 110336 4,84
103 | K2C6A_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 6A 3 60293 8,09
104 | PGK1_HUMAN Phosphoglycerate kinase 1 3 44985 8,3
105 | PDIA3_HUMAN Protein disulfide-isomerase A3 precursor 3 57146 5,98
106 | RS19_HUMAN 40S ribosomal protein S19 3 16051 10,31
107 | PUR6_HUMAN Multifunctional protein ADE2 3 47790 6,95
108 | SF3A2_HUMAN Splicing factor 3A subunit 2 3 49338 9,65
109 | MYH9_HUMAN Myosin-9 (Myosin heavy chain 9) 3 227646 55
110 | RBBP7_HUMAN Histone-binding protein RBBP7 3 48132 4,89
111 | KAD2 HUMAN Adenylate kinase isoenzyme 2, mitochondrial 3 26689 7,67
112 | SMC4 HUMAN Structural maintenance of chromosomes protein 4 3 147775 6,37
113 | HS74L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 4L 3 95453 5,63
114 | HNRPU_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 3 91164 5,76
115 | SYIC_HUMAN Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 3 146178 5,86
116 | PRDX6_HUMAN Peroxiredoxin-6 2 25133 6
117 | TCPZ_HUMAN T-complex protein 1 subunit zeta 2 58444 6,23
118 | CNBP_HUMAN Cellular nucleic acid-binding protein (CNBP) 2 20704 8
119 | GSTP1 HUMAN Glutathione S-transferase P 2 23569 5,43
120 | DNJA1_HUMAN DnaJ homolog subfamily A member 1 2 45581 6,65
121 | KCRB_HUMAN Creatine kinase B-type 2 42902 5,34
122 | IF5A1_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 2 17049 5,08
123 | RAB10_HUMAN Ras-related protein Rab-10 2 22755 8,59
124 | PP2CG_HUMAN Protein phosphatase 2C isoform gamma 2 59919 4,28
125 | RL6_HUMAN 60S ribosomal protein L6 2 32765 10,59
126 | RAP1A_HUMAN Ras-related protein Rap-1A precursor 2 21316 6,38
127 | SF3A3_HUMAN Splicing factor 3A subunit 3 2 59154 5,27
128 | CALM_HUMAN Calmodulin (CaM) 2 16827 4,09
129 | KU70_HUMAN ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 2 70084 6,23
130 | RIB1_HUMAN Ribophorin | (RPN-I) 2 68641 5,96
131 | TOM70_HUMAN Mitochondrial precursor proteins import receptor 2 68096 6,75
132 | SFPQ_HUMAN Splicing factor, proline- and glutamine-rich 2 76216 9,45
133 | RAN_HUMAN GTP-binding nuclear protein Ran 2 24579 7,01
134 | KINH_HUMAN Kinesin heavy chain (Ubiquitous kinesin heavy chain) 2 110358 6,12
135 | RS18_HUMAN 40S ribosomal protein S18 2 17708 10,99
136 | TRAP1 HUMAN Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial precursor 2 80345 8,3
137 | HMGB1_HUMAN High mobility group protein B1 2 25049 5,62
138 | LDHB_HUMAN L-lactate dehydrogenase B chain 2 36900 571
139 | MPCP_HUMAN Phosphate carrier protein, mitochondrial precursor 2 40525 9,45
140 | C1QBP_HUMAN Complement component 1 Q subcomponent-binding protein 2 31742 4,74
141 | IF3I_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6 2 66912 5,93
142 | NP1L1_HUMAN Nucleosome assembly protein 1-like 1 2 45631 4,36
143 | MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor (MIF) 2 12639 7,74
144 | IFAA1 HUMAN Eukaryotic initiation factor 4A-I 2 46353 5,32
145 | PHB2_HUMAN Prohibitin-2 (B-cell receptor-associated protein BAP37) 2 33276 9,83
146 | SERPH_HUMAN Serpin H1 precursor (Collagen-binding protein) 2 46525 8,75
147 | MLRM_HUMAN Myosin regulatory light chain 2, nonsarcomeric 2 19839 4,67
148 | SYRC_HUMAN Arginyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 2 76129 6,26
149 | PDIA1_HUMAN Protein disulfide-isomerase precursor 2 57480 4,76
150 | HMOX1_HUMAN Heme oxygenase 1 2 32798 7,88
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151 | RAB7 HUMAN Ras-related protein Rab-7 2 23760 6,4
152 | K2C4_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 4 2 57649 6,25
153 | TKT_HUMAN Transketolase 2 68519 7,58
154 | RBBP4_HUMAN Histone-binding protein RBBP4 2 47911 4,74
155 | LDHA_HUMAN L-lactate dehydrogenase A chain 2 36950 8,44
156 | ENPL_HUMAN Endoplasmin precursor 2 92696 4,76
157 | APT_HUMAN Adenine phosphoribosyltransferase 2 19766 5,78
158 | ACTN1_HUMAN Alpha-actinin-1 2 103563 5,25
159 | SODC HUMAN Superoxide dismutase 2 16154 5,7
160 | ATIA3_HUMAN Sodium/potassium-transporting ATPase alpha-3 chain 2 113102 5,22
161 | PYR1_HUMAN CAD protein 2 245167 6,02
162 | PCCB_HUMAN Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial precursor 2 58806 7,56
163 | PAIRB_HUMAN Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein 2 44995 8,66
164 | ACTZ_HUMAN Alpha-centractin (Centractin) 2 42701 6,19
165 | DYHC_HUMAN Dynein heavy chain, cytosolic (DYHC) 2 534809 6,01
166 | MYL6_HUMAN Myosin light polypeptide 6 2 17090 4,56
167 | UBIQ_HUMAN Ubiquitin 2 8560 6,56
168 | PRPS1 _HUMAN Ribose-phosphate pyrophosphokinase | 2 35325 6,51
169 | RSSA_HUMAN 40S ribosomal protein SA (p40) (34/67 kDa laminin receptor) 2 32947 4,79
170 | ROAA_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 2 36704 9,04
171 | RS10_HUMAN 40S ribosomal protein S10 2 18886 10,15
172 | PCBP1_HUMAN Poly(rC)-binding protein 1 2 37987 6,66
173 | MYH10 _HUMAN Myosin-10 (Myosin heavy chain 10) 2 229824 5,44
174 | EF1IB. HUMAN Elongation factor 1-beta 2 24919 4.5
175 | OST48_HUMAN Oligosaccharyl transferase 48 kDa subunit 2 48893 5,43
176 | APEX1_HUMAN DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 2 35931 8,33
177 | RCN2_HUMAN Reticulocalbin-2 precursor 2 36911 4,26
178 | NUP50_HUMAN Nucleoporin 50 kDa 2 50512 6,64
179 | FLNA_HUMAN Filamin-A (Alpha-filamin) (Filamin-1) 2 283301 57
180 | GCSH_HUMAN Glycine cleavage system H protein 2 19127 4,91
181 | IF34 HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 4 2 35874 5,87
182 | SRP68_HUMAN Signal recognition particle 68 kDa protein 2 71199 8,75
183 | TXND5_HUMAN Thioredoxin domain-containing protein 5 precursor 2 48283 5,63
184 | RS20_HUMAN 40S ribosomal protein S20 2 13478 9,95
185 | CSK2B_HUMAN Casein kinase |l subunit beta (CK Il beta) 2 25268 5,33
186 | KV206_HUMAN Ig kappa chain V-Il region RPMI 6410 precursor 1 14811 9,34
187 | ROA3_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 1 39799 9,1
188 | TCPQ_HUMAN T-complex protein 1 subunit theta (TCP-1-theta) 1 60153 5,42
189 | SERA_HUMAN D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1 57356 6,29
190 | VINC_HUMAN Vinculin (Metavinculin) 1 124292 55
191 | NEDD8 _HUMAN NEDDS precursor (Ubiquitin-like protein Nedd8 1 9066 7,98
192 | ANXA5_HUMAN Annexin A5 (Annexin V) (Lipocortin V) 1 35971 4,94
193 | PSMD1_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 1 106795 5,25
194 | RLA1_HUMAN 60S acidic ribosomal protein P1 1 11621 4,26
195 | SSB_HUMAN Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial precursor 1 17249 9,59
196 | IPO4_HUMAN Importin-4 (Importin 4b) (Imp4b) (Ran-binding protein 4) 1 120181 4,88
197 | DDB1_HUMAN DNA damage-binding protein 1 1 128142 5,14
198 | PSMD2_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 1 100877 5,08
199 | AAAT_HUMAN Neutral amino acid transporter B(0) (ATB(0)) 1 57018 5,34
200 | G6PI_HUMAN Glucose-6-phosphate isomerase 1 63335 8,43
201 | ARP3_HUMAN Actin-like protein 3 (Actin-related protein 3) 1 47797 5,61
202 | IPYR_HUMAN Inorganic pyrophosphatase 1 33095 5,54
203 | NOLC1_HUMAN Nucleolar phosphoprotein p130 (Nucleolar 130 kDa protein) 1 73677 9,48
204 | HMGB2_HUMAN High mobility group protein B2 1 24190 7,62
205 | PYRG1_HUMAN CTP synthase 1 1 67332 6,02
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206 | PSME2 HUMAN Proteasome activator complex subunit 2 1 27515 5,44
207 | PGRC2_HUMAN Membrane-associated progesterone receptor component 2 1 23861 4,76
208 | NP1L4_HUMAN Nucleosome assembly protein 1-like 4 1 42968 4,6
209 | RS24_HUMAN 40S ribosomal protein S24 1 15413 10,79
210 | FUS_HUMAN RNA-binding protein FUS 1 53622 9.4
211 | LA_HUMAN Lupus La protein 1 46979 6,68
212 | TBCA_HUMAN Tubulin-specific chaperone A 1 12904 5,25
213 | IF35 HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 1 37654 5,24
214 | TEBP_HUMAN Prostaglandin E synthase 3 1 18971 4,35
215 | API5_HUMAN Apoptosis inhibitor 5 (API-5) 1 57867 5,84
216 | AN32A_HUMAN Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A 1 28682 3,99
217 | HMGB3_HUMAN High mobility group protein B3 1 23137 8,48
218 | AKA12_HUMAN A-kinase anchor protein 12 1 191895 4,38
219 | IF36_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 6 1 52587 571
220 | IPO7_HUMAN Importin-7 (Imp7) (Ran-binding protein 7) 1 120751 4,7
221 | RS29 HUMAN 40S ribosomal protein S29 1 6900 10,17
222 | BASI_ HUMAN Basigin precursor (Leukocyte activation antigen M6) 1 42573 5,39
223 | SEPT2_HUMAN Septin-2 (Protein NEDD5) 1 41689 6,15
224 | DAZP1_HUMAN DAZ-associated protein 1 1 43584 8,73
225 | SSRD_HUMAN Translocon-associated protein subunit delta precursor 1 19158 5,76
226 | SYAC_HUMAN Alanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 1 107484 5,34
227 | GCN1L_HUMAN GCN1-like protein 1 1 294953 7,19
228 | THIO_HUMAN Thioredoxin (Trx) (ATL-derived factor) (ADF) 1 12015 4,82
229 | DHSA_HUMAN Succinate dehydrogenase 1 73672 7,06
230 | RAB6B HUMAN Ras-related protein Rab-6B 1 23561 5,41
231 | DDX21_HUMAN Nucleolar RNA helicase 2 1 87804 9,32
232 | GPSN2_HUMAN Synaptic glycoprotein SC2 1 36410 9,5
233 | EWS_HUMAN RNA-binding protein EWS 1 68721 9,37
234 | RS5_HUMAN 40S ribosomal protein S5 1 23033 9,73
235 | SURF4_HUMAN Surfeit locus protein 4 1 30602 7,64
236 | ECHM_HUMAN Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial precursor 1 31823 8,34
237 | RS28 HUMAN 40S ribosomal protein S28 1 7893 10,7
238 | PRS6B_HUMAN 26S protease regulatory subunit 6B 1 47451 5,09
239 | SAP_HUMAN Proactivator polypeptide precursor 1 59899 5,06
240 | P5CS_HUMAN Delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthetase 1 87989 6,66
241 | K2C7_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 7 1 51443 55
242 | K0310_HUMAN Uncharacterized protein KIAA0310 1 234855 54
243 | ERP29_HUMAN Endoplasmic reticulum protein ERp29 precursor 1 29032 6,77
244 | TXLNA_HUMAN Alpha-taxilin 1 62195 6,15
245 | DDX3X_HUMAN ATP-dependent RNA helicase DDX3X 1 73597 6,73
246 | PYGL_HUMAN Glycogen phosphorylase, liver form 1 97486 6,71
247 | RANG_HUMAN Ran-specific GTPase-activating protein (Ran-binding protein 1) 1 23467 5,19
248 | RENT2_HUMAN Regulator of nonsense transcripts 2 1 148972 55
249 | RLA2_HUMAN 60S acidic ribosomal protein P2 1 11658 4,42
250 | PSD7_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 7 1 37060 6,29
251 | IF4AG1_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 1 176168 5,27
252 | PSME3 HUMAN Proteasome activator complex subunit 3 1 29602 5,69
253 | ATPO HUMAN ATP synthase O subunit, mitochondrial precursor 1 23377 9,97
254 | TADBP_HUMAN TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) 1 45053 5,85
255 | ASNS_HUMAN Asparagine synthetase 1 64899 6,39
256 | ATP5J_HUMAN ATP synthase coupling factor 6 1 12580 9,52
257 | RIB2_HUMAN Ribophorin 1l (RPN-II) (RIBIIR) 1 69355 5,44
258 | 1433Z_HUMAN 14-3-3 protein zeta/delta 1 27899 4,73
259 | SET_HUMAN Protein SET (Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A) 1 33469 4,23
260 | IMB3_HUMAN Importin beta-3 (Karyopherin beta-3) 1 125032 4,83
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261 | 1433E_HUMAN 14-3-3 protein epsilon 1 29326 4,63
262 | NDUS8_HUMAN NADH dehydrogenase 1 24203 6
263 | CND3_HUMAN Condensin complex subunit 3 1 115345 5,44
264 | DHCA_HUMAN Carbonyl reductase [NADPH] 1 1 30641 8,55
265 | DYL1 HUMAN Dynein light chain 1, cytoplasmic 1 10530 6,89
266 | RL24_HUMAN 60S ribosomal protein L24 1 17882 11,26
267 | STMN1_HUMAN Stathmin (Phosphoprotein p19) 1 17292 5,76
268 | RUVB1_HUMAN RuvB-like 1 1 50538 6,02
269 | ATPK HUMAN ATP synthase f chain, mitochondrial 1 11025 9,7
270 | HRX_HUMAN Zinc finger protein HRX (ALL-1) 1 436044 9,22
271 | PDIA6_HUMAN Protein disulfide-isomerase A6 precursor 1 48490 4,95
272 | SYV_HUMAN Valyl-tRNA synthetase 1 141642 7,53
273 | RCC2_HUMAN Protein RCC2 1 56790 9,02
274 | RM10_HUMAN 39S ribosomal protein L10, mitochondrial precursor 1 29506 9,63
275 | SPEE_HUMAN Spermidine synthase 1 34373 53
276 | MTA2 HUMAN Metastasis-associated protein MTA2 1 75717 9,7
277 | PRS4_HUMAN 26S protease regulatory subunit 4 1 49325 5,87
278 | SYTC_HUMAN Threonyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 1 84294 6,23
279 | RL38_HUMAN 60S ribosomal protein L38 1 8270 10,1
280 | PSB2_HUMAN Proteasome subunit beta type 2 1 22993 6,51
281 | KNG1_HUMAN Kininogen-1 precursor 1 72996 6,34
282 | TFR1_HUMAN Transferrin receptor protein 1 1 85274 6,18
283 | RL10A. HUMAN 60S ribosomal protein L10a 1 24987 9,94
284 | H2A1A_HUMAN Histone H2A type 1-A 1 14225 10,86
285 | DPY30_HUMAN Dpy-30-like protein 1 11243 4,84
286 | PRDX3_HUMAN Thioredoxin-dependent peroxide reductase 1 28017 7,67
287 | RL12_HUMAN 60S ribosomal protein L12 1 17979 9,48
288 | KLDC2_HUMAN Kelch domain-containing protein 2 1 46697 6,13
289 | DDX46_HUMAN Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 1 117803 9,33
290 | SFRS3_HUMAN Splicing factor, arginine/serine-rich 3 1 19546 11,64
291 | CPNE1_HUMAN Copine-1 (Copine I) 1 59649 5,52
292 | RS27L_HUMAN 40S ribosomal protein S27-like protein 1 9813 9,57
293 | UBP7_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 1 129274 5,33
294 | C1ITC_HUMAN C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic 1 102180 6,89
295 | PSMD3_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 1 61054 8,47
296 | RCC1_HUMAN Regulator of chromosome condensation 1 45397 7,18
297 | HDGF_HUMAN Hepatoma-derived growth factor (HDGF) 1 26886 4,7
298 | RD23B_HUMAN UV excision repair protein RAD23 homolog B 1 43202 4,79
299 | SYQ_HUMAN Glutaminyl-tRNA synthetase 1 88655 6,71
300 | RS15A HUMAN 40S ribosomal protein S15a 1 14944 10,14
301 | HXK1_HUMAN Hexokinase-1 1 103561 6,36
302 | FXR1_HUMAN Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 1 69991 5,91
303 | HINT1L_HUMAN Histidine triad nucleotide-binding protein 1 1 13907 6,43
304 | JIP4_HUMAN C-jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4 1 146913 5,05
305 | RS23 HUMAN 40S ribosomal protein S23 1 15969 10,5
306 | G3BP2_HUMAN Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 1 54145 5,41
307 | SRP09_HUMAN Signal recognition particle 9 kDa protein 1 10219 7,77
308 | TIFIB_HUMAN Transcription intermediary factor 1-beta (TIF1-beta) 1 90261 5,52
309 | PERQ2_HUMAN Trinucleotide repeat-containing protein 15 1 150320 5,45
310 | PSMD6_HUMAN Proteasome regulatory particle subunit p44S10 1 45787 5,45
311 | PSA_HUMAN Puromycin-sensitive aminopeptidase 1 103895 5,49
312 | HCDH_HUMAN Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial precursor 1 34313 8,88
313 | U520_HUMAN U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase 1 246006 5,73
314 | RL7TA_HUMAN 60S ribosomal protein L7a 1 30148 10,61
315 | GBF1_HUMAN BFA-resistant GEF 1 1 208367 5,48
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316 | AMPL_HUMAN Cytosol aminopeptidase 1 56530 8,03
317 | KAP2_HUMAN cAMP-dependent protein kinase type ll-alpha regulatory subunit 1 45832 4,96
318 | RL23_HUMAN 60S ribosomal protein L23 1 14970 10,51
319 | IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region 1 36489 7,66
320 | HSPB1_HUMAN Heat-shock protein beta-1 (HspB1) 1 22826 5,98
321 | RL18_HUMAN 60S ribosomal protein L18 1 21735 11,73
322 | RGS3_HUMAN Regulator of G-protein signaling 3 1 134134 59
323 | LAMP1_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 precursor 1 45201 9,22
324 | PHB_HUMAN Prohibitin 1 29843 5,57
325 | COTL1_HUMAN Coactosin-like protein 1 16049 5,54
326 | RL30_HUMAN 60S ribosomal protein L30 1 12947 9,65
327 | TRY1_HUMAN Trypsin-1 precursor 1 27111 6,08
328 | RS7_HUMAN 40S ribosomal protein S7 1 22113 10,09
329 | RL17_HUMAN 60S ribosomal protein L17 (L23) 1 21611 10,18
330 | SC23A_HUMAN Protein transport protein Sec23A 1 87004 6,64
331 | LRC59 HUMAN Leucine-rich repeat-containing protein 59 1 35308 9,61
332 | SAHH_HUMAN Adenosylhomocysteinase 1 48255 5,92
333 | RS9_HUMAN 40S ribosomal protein S9 1 22635 10,66
334 | SGTA_HUMAN Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein A 1 34270 4,81
335 | LAP2A_HUMAN Lamina-associated polypeptide 2 isoform alpha 1 76016 7,56
336 | GANAB_HUMAN Neutral alpha-glucosidase AB precursor 1 107263 5,74
337 | OXRP_HUMAN 150 kDa oxygen-regulated protein precursor 1 111494 5,16
338 | RL8 HUMAN 60S ribosomal protein L8 1 28235 11,03
339 | ENAM HUMAN Enamelin precursor 1 129064 6,48
340 | MBB1A_HUMAN Myb-binding protein 1A 1 149731 9,34
341 | YES_HUMAN Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Yes 1 61276 6,32
342 | CD2L7_HUMAN Cell division cycle 2-related protein kinase 7 1 164738 9,48
343 | RS14 HUMAN 40S ribosomal protein S14 - Homo sapiens (Human) 1 16434 10,07
344 | SF3B3_HUMAN Splicing factor 3B subunit 3 1 136575 5,13
345 | STT3A_HUMAN Oligosaccharyl transferase subunit STT3A 1 80989 8,43
346 | GP162_HUMAN Probable G-protein coupled receptor 162 1 64631 8,83
347 | AT2A2_HUMAN Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 1 116336 5,23
348 | PCCA_HUMAN Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial precursor 1 77932 6,63
349 | LPPRC_HUMAN 130 kDa leucine-rich protein (LRP 130) (GP130) 1 146306 55
350 | ANM1_HUMAN Protein arginine N-methyltransferase 1 1 42029 5,31
351 | CF060_HUMAN Uncharacterized protein C60rf60 1 119482 5,52
352 | LAT1 HUMAN Large neutral amino acids transporter small subunit 1 1 55659 7,9
353 | LAP2B_HUMAN Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/gamma 1 50696 9,39
354 [ SND1_HUMAN Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 1 102618 6,74
355 | K0O146 HUMAN Uncharacterized protein KIAA0146 1 102135 6,22
356 | BTNL3_HUMAN Butyrophilin-like protein 3 precursor 1 52816 5,84
357 | LAMP2_HUMAN Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 precursor 1 45503 5,35
358 | PROF1_HUMAN Profilin-1 (Profilin 1) 1 15216 8,44
359 | CORT_HUMAN Cortistatin precursor 1 11639 8,84
360 | PUR2_HUMAN Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 1 108953 6,26
361 | PTBP1_HUMAN Polypyrimidine tract-binding protein 1 1 57357 9,22
362 | XPO5_HUMAN Exportin-5 (Exp5) (Ran-binding protein 21) 1 138332 5,56
363 | PR285_HUMAN PPAR-alpha-interacting complex protein 285 1 298170 7,36
364 | PFD2_HUMAN Prefoldin subunit 2 1 16695 6,2
365 | PIGR_HUMAN Polymeric-immunoglobulin receptor precursor 1 84459 5,58
366 | MMP15_HUMAN Matrix metalloproteinase-15 precursor 1 76101 7,03
367 | PUR9_HUMAN Bifunctional purine biosynthesis protein PURH 1 65089 6,27
368 | ROA0O_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO 1 30993 9,34
369 | IFAH_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 4H 1 27425 6,67
370 | ENSA_HUMAN Alpha-endosulfine (ARPP-19e) 1 13381 6,62
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371 | HIX_HUMAN Histone H1x 1 22474 10,76
372 | UAP56_HUMAN Spliceosome RNA helicase BAT1 1 49416 5,44
373 | MCA3_HUMAN Eukaryotic translation elongation factor 1 epsilon-1 1 19855 8,54
374 | PARP1_HUMAN Poly [ADP-ribose] polymerase 1 1 113811 8,99
375 | RL36_HUMAN 60S ribosomal protein L36 1 12303 11,59
376 | ANM5_HUMAN Protein arginine N-methyltransferase 5 1 73322 5,88
377 | FLNB_HUMAN Filamin-B (FLN-B) (Beta-filamin) 1 280188 5,49
378 | FAK1 HUMAN Focal adhesion kinase 1 1 119956 6,19
379 | CENPU_HUMAN Centromere protein U 1 47721 9,18
380 | ZN516_HUMAN Zinc finger protein 516 1 126321 9,02
381 | GP175_HUMAN Integral membrane protein GPR175 1 41426 5,72
382 | PRKDC_HUMAN DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 1 473749 6,75
383 | IF38_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 8 1 105962 5,48
384 | AF9_HUMAN Protein AF-9 (ALL1 fused gene from chromosome 9 protein) 1 63671 8,77
385 | GRN_HUMAN Granulins precursor (Proepithelin) (PEPI) 1 68518 6,43
386 | LRMP_HUMAN Lymphoid-restricted membrane protein 1 62681 5,68
387 | SEPT7_HUMAN Septin-7 (CDC10 protein homolog) 1 50933 8,76
388 | TM165_HUMAN Transmembrane protein 165 1 35055 6,54
389 | SUHW3_HUMAN Suppressor of hairy wing homolog 3 1 84867 9,29
390 | IF37_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 1 64560 5,79
391 | SYDC_HUMAN Aspartyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 1 57499 6,11
392 | RM27_HUMAN Mitochondrial 39S ribosomal protein L27 1 16120 10,42
393 | NHERF_HUMAN Ezrin-radixin-moesin-binding phosphoprotein 50 1 39130 5,55
394 | BOLA2_HUMAN BolA-like protein 2 1 10281 6,07
395 | CCNT2_HUMAN Cyclin-T2 (CycT2) 1 81492 9,04
396 | RL3L_HUMAN 60S ribosomal protein L3-like 1 46609 10,45
397 | IGF1B_HUMAN Insulin-like growth factor IB precursor 1 22454 9,78
398 | TCOF_HUMAN Treacle protein (Treacher Collins syndrome protein) 1 152241 9,06
399 | NPAIP_HUMAN Nucleolar preribosomal-associated protein 1 1 254439 5,97
400 | RAB2A_HUMAN Ras-related protein Rab-2A 1 23702 6,08
401 | UN45B_HUMAN UNC45 homolog B 1 104979 8,03
402 | LN28A_HUMAN Lin-28 homolog A 1 23241 8,35
403 | 2AAA_HUMAN PP2A, subunit A, PR65-alpha isoform 1 65980 4,96
404 | GROA_HUMAN Growth-regulated protein alpha precursor (CXCL1) 1 11522 10,46
405 | RUXE_HUMAN Small nuclear ribonucleoprotein E 1 10854 9,46
406 | CG029 HUMAN Uncharacterized protein C70rf29 1 26621 7,05
407 | MSH2_HUMAN DNA mismatch repair protein Msh2 1 105418 5,58
408 | INOC1_HUMAN Putative DNA helicase INO80 complex homolog 1 1 177556 9,53
409 | CKAP4_HUMAN Cytoskeleton-associated protein 4 1 66097 5,63
410 | SFRS2_HUMAN Splicing factor, arginine/serine-rich 2 1 25461 11,86
411 | CENA1_HUMAN Centaurin-alpha 1 1 43740 9,1
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Tabelle 9-2: Liste aller identifizierten Proteine au

s den der4-nLC-MALDI-MS/MS Experimenten.
Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Proteine kdnnen mittels der Protein-Abkiirzung uber

www.expasy.org erhalten werden. Die eingestellten Suchparameter kénnen dem Kapitel 6.6.6

entnommen werden. Die Proteine des der4-Komplexes sind grau unterlegt.

Tre'z\lffer— Prot_ein—Akarzung Protein Beschreibung/ Bezeichnung ider_n. Protein- Protein-
r. [SwissProt] Peptide | Masse [Da] pl

1 | HRX_HUMAN Zinc finger protein HRX (ALL-1) 131 436044 9,22

2 | AFF1_HUMAN AF4/FMR2 family member 1 (Protein AF-4) 44 132139 9,26

3 [ HSP71_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 38 70280 5,48

4 | HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein 23 71082 5,37

5 | GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein precursor (GRP 78) 22 72402 5,07

6 | HCFC1_HUMAN Host cell factor (HCF) (HCF-1) 14 210707 7,49

7 | HSP76 HUMAN Heat shock 70 kDa protein 6 13 71440 5,81

8 | TBB5_HUMAN Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain) 11 50095 4,78

9 | GRP75_HUMAN Stress-70 protein, mitochondrial precursor 10 73920 5,87
10 | TBB2C_HUMAN Tubulin beta-2C chain (Tubulin beta-2 chain) 9 50255 4,79
11 | ATX2L_HUMAN Ataxin-2-like protein 9 113589 8,7
12 | TBA6_HUMAN Tubulin alpha-6 chain (Alpha-tubulin 6) 7 50548 4,96
13 | PIMT_HUMAN Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 7 24806 6,7
14 | ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) 6 42052 5,29
15 | HS105_HUMAN Heat-shock protein 105 kDa 6 97716 5,28
16 | EF1G_HUMAN Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 5 50429 6,25
17 | RBBP5_HUMAN Retinoblastoma-binding protein 5 (RBBP-5) 4 59729 4,92
18 | CH60_HUMAN 60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor 4 61187 57
19 | WDR5_HUMAN WD repeat protein 5 (BMP2-induced 3-kb gene protein) 4 37136 8,54
20 | DDX6_HUMAN Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 4 54781 8,85
21 | ASH2L_HUMAN Set1/Ash2 histone methyltransferase complex subunit ASH2 4 69307 5,45
22 | CSK21_HUMAN Casein kinase |l subunit alpha 3 45229 7,29
23 | HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alpha (HSP 86) 3 85006 4,94
24 | EF1IA1_HUMAN Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) 3 50451 9,1
25 | CCNT1_HUMAN Cyclin-T1 (CycT1) (Cyclin-T) 3] 81034 8,9
26 | PSME3 HUMAN Proteasome activator complex subunit 3 3 29602 5,69
27 | CSK2B_HUMAN Casein kinase Il subunit beta 2 25268 5,33
28 | MIF_HUMAN Macrophage migration inhibitory factor (MIF) 2 12639 7,74
29 | HSP74_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 4 2 95096 5,18
30 | ADT2_HUMAN ADP/ATP translocase 2 2 33102 9,76
31 [ HS90B_HUMAN Heat shock protein HSP 90-beta (HSP 84) (HSP 90) 2 83554 4,97
32 | CDK9_HUMAN Cell division protein kinase 9 2 43149 8,97
33 | DPY30_HUMAN Dpy-30-like protein 2 11243 4,84
34 | PRDX1_HUMAN Peroxiredoxin-1 2 22324 8,27
35 | PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 2 18229 7,68
36 | PRDX4_HUMAN Peroxiredoxin-4 2 30749 5,86
37 | MCCC2_HUMAN Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain 2 61808 7,57
38 | GDE_HUMAN Glycogen debranching enzyme (Glycogen debrancher) 2 176819 6,31
39 | TCPB_HUMAN T-complex protein 1 subunit beta (TCP-1-beta) (CCT-beta) 2 57794 6,01
40 | HCFC2_HUMAN Host cell factor 2 (HCF-2) (C2 factor) 2 87694 8,75
41 | K2C1_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 (Cytokeratin-1) 2 66149 8,16
42 | EF2_HUMAN Elongation factor 2 (EF-2) 1 96246 6,41
43 | COA1_HUMAN Acetyl-CoA carboxylase 1 1 267095 5,95
44 | RS29_HUMAN 40S ribosomal protein S29 1 6900 10,17
45 | SET_HUMAN Protein SET (Phosphatase 2A inhibitor I2PP2A) 1 33469 4,23
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46 | UTS2_HUMAN Urotensin-2 precursor (Urotensin-11) 1 14515 7,66
47 | GCSH_HUMAN Glycine cleavage system H protein 1 19127 4,91
48 | ACTN1_HUMAN Alpha-actinin-1 (Alpha-actinin cytoskeletal isoform) 1 103563 5,25
49 | TCPE_HUMAN T-complex protein 1 subunit epsilon 1 60089 5,45
50 | RS9 HUMAN 40S ribosomal protein S9 1 22635 10,66
51 | FAS_HUMAN Fatty acid synthase 1 275850 5,99
52 | HNRPF_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 1 45985 5,38
53 | SERA_HUMAN D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 1 57356 6,29
54 | ROA1_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 1 38936 9,26
55 | SFPQ_HUMAN Splicing factor, proline- and glutamine-rich 1 76216 9,45
56 | PP2AA_HUMAN Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha 1 36142 53
57 | SF3A1_HUMAN Splicing factor 3 subunit 1 1 88888 5,15
58 | TCPG_HUMAN T-complex protein 1 subunit gamma (TCP-1-gamma) 1 61066 6,1
59 | CLH1_HUMAN Clathrin heavy chain 1 (CLH-17) 1 193260 5,48
60 | SYT4 HUMAN Synaptotagmin-4 (Synaptotagmin V) 1 48327 8,72
61 | PGAM1_HUMAN Phosphoglycerate mutase 1 1 28900 6,67
62 | CH10_HUMAN 10 kDa heat shock protein, mitochondrial (Hsp10) 1 10925 8,89
63 | ASPP1_HUMAN Apoptosis-stimulating of p53 protein 1 1 120082 6,25
64 | NPM_HUMAN Nucleophosmin (NPM) (Nucleolar phosphoprotein B23) 1 32726 4,64
65 | PGRC1_HUMAN Membrane-associated progesterone receptor component 1 1 21772 4,56
66 | G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 36201 8,57
67 | ANK2_HUMAN Ankyrin-2 (Brain ankyrin) (Ankyrin-B) 1 432588 5,03
68 | HS74L_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 4L 1 95453 5,63
69 | SUCA_HUMAN Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha 1 35424 9,11
70 | COG1_HUMAN Conserved oligomeric Golgi complex component 1 1 110107 6,96
71 | IMB1_HUMAN Importin beta-1 subunit (Karyopherin beta-1 subunit) 1 98420 4,68
72 | KCRB_HUMAN Creatine kinase B-type 1 42902 5,34
73 | LICAM_HUMAN Neural cell adhesion molecule L1 precursor (N-CAM L1) 1 140885 5,84
74 | WASF2_HUMAN Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2 1 54478 5,38
75 | K22E_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal 1 66110 8,07
76 | HTRA3_HUMAN Probable serine protease HTRA3 precursor 1 49489 6,71
77 | STMN1_HUMAN Stathmin (Phosphoprotein p19) (pp19) (Oncoprotein 18) 1 17292 5,76
78 | RAN_HUMAN GTP-binding nuclear protein Ran (GTPase Ran) 1 24579 7,01
79 | XYLT1_HUMAN Xylosyltransferase 1 1 108357 9,32
80 | CSK22_HUMAN Casein kinase |l subunit alpha 1 41358 8,65
81 | MAGI1_HUMAN Membrane-associated guanylate kinase 1 165510 73
82 | SNAT_HUMAN Serotonin N-acetyltransferase 1 23842 7,21
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Tabelle 9-3: Liste aller identifizierten Proteine au

kontrolle.

s den nLC-MALDI-MS/MS Experimenten der Negativ-

Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Proteine kdnnen mittels der Protein-Abkirzung tber

www.expasy.org erhalten werden. Die eingestellten Suchparameter kdnnen dem Kapitel 6.6.6 ent-

nommen werden.

Treffer- Prot_ein—Akarzung Protein Beschreibung/ Bezeichnung ider_lt. Protein- Protein-
Nr. [SwissProt] Peptide | Masse [Da] pl
1| PYC_HUMAN Pyruvate carboxylase 26 130293 6,37
2 | PCCA_HUMAN Propionyl-CoA carboxylase alpha chain 24 77932 6,63
3 | PCCB_HUMAN Propionyl-CoA carboxylase beta chain 16 58806 7,56
4 | MCCC2_HUMAN Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain 11 61808 7,57
5| HSP71_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 (HSP70.1) 10 70280 5,48
6 | K2C1_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 (Cytokeratin-1) 8 66149 8,16
7 | GRP78_HUMAN 78 kDa glucose-regulated protein precursor (GRP 78) 6 72402 5,07
8 | ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin) 5 42052 5,29
9 [ ATX2L_HUMAN Ataxin-2-like protein (Ataxin-2 domain protein) 4 113589 8,7
10 | HSP7C_HUMAN Heat shock cognate 71 kDa protein 4 71082 5,37
11 | GRP75_HUMAN Stress-70 protein, mitochondrial precursor 4 73920 5,87
12 | MCCA_HUMAN Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha 4 80935 7,66
13 | K1C9_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 2 62320 5,19
14 | EF1G_HUMAN Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 2 50429 6,25
15 | GCSH_HUMAN Glycine cleavage system H protein 1 19127 4,91
16 | PIMT_HUMAN Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 1 24806 6,7
17 | KNG1_HUMAN Kininogen-1 precursor (Alpha-2-thiol proteinase inhibitor) 1 72996 6,34
18 | UBP35_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 35 1 114987 5,43
19 | CORT HUMAN Cortistatin precursor 1 11639 8,84
20 | K2C6A_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 6A (Cytokeratin-6A) 1 60293 8,09
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