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1 Zusammenfassung

In eukaryotischen Zellen wird die RNA Pol ll-vermittelte Transkription durch eine Arrestphase
reguliert, die die Transkriptionsmaschinerie von der Initiation- in die Elongationsphase
Uberfiihrt. Dieser Arrest ist ein wichtiger Kontrollpunkt der Transkription, da durch Bindung
negativer Transkriptionsfaktoren an die Transkriptionsmaschinerie die korrekte
Prozessierung entstehender mRNA gewabhrleistet wird. Der Arrest kann erst durch den
positiven Transkriptionselongationsfaktor P-TEFb, bestehend aus der Kinase Cdk9 und
deren Cyclin-Untereinheit CycT1, aufgehoben werden. Einerseits phosphoryliert dieser
regulatorische Proteinkomplex die negativen Transkriptionsfaktoren und hebt deren
arrestierende Wirkung auf. Andererseits hyperphosphoryliert er die C-terminale Domane
(CTD) der RNA Pol ll-Untereinheit Rpb1 spezifisch an der Serin 2 (Ser2)-Position der
52 repetitiven Heptad-sequenzen. Die Ser2-Phosphorylierung der CTD fihrt zu einer
Fortsetzung der Transkriptionselongation. Aufgrund seiner zentralen Funktion in der Trans-
kriptionselongation unterliegt P-TEFb selbst einer strengen Kontrolle. Das Protein Hexim1
unterdrickt mit Hilfe der stabilisierenden snRNA 7SK die Kinaseaktivitat von Cdk9 und fihrt
zur Bildung eines inhibierten Komplexes. Die 7SK snRNA wird ihrerseits durch 3’-terminale
Bindung des Proteins Larp7 stabilisiert und vor Abbau geschitzt. Die Aktivierung von
P-TEFb aus dem inhibierten Komplex heraus wird durch die Komplexierung mit dem Protein
Brd4 erreicht, welches auf bislang unbekanntem Weg die inhibierenden Faktoren
Hexim1/7SK/Larp7 von P-TEFb entfernt und damit die Kinaseaktivitat von Cdk9 wiederher-
stellt. Daruber hinaus stellt Brd4 einen moglichen Faktor zur Rekrutierung von P-TEFb an
den Ort der Transkription dar, da es Uber seine zwei Bromodomanen mit acetylierten
Chromatinstrukturen interagieren kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Aktivierung von P-TEFb durch Brd4
untersucht. Dabei konnte in einem funktionalen Kinaseassay gezeigt werden, dass allein die
C-terminale Domane (CT) von Brd4 die Aktivierung von P-TEFb aus dem inhibierten Zustand
vermittelt, wahrend die N-terminal gelegenen Bromodomadnen BD1 und BD2 keine
regulatorische Wirkung hatten. CT scheint dabei sowohl die inhibierende Wirkung von
Hexim1 aufzuheben, als auch die Aktivitdt von P-TEFb direkt zu stimulieren. Durch
Mutationsstudien an vier auffallenden Aminosauresequenzmotiven von Brd4 CT wurde
deutlich, dass vor allem ein positiv-geladener Sequenzabschnitt (1367-1375) und ein
C-terminales Dileucinmotiv (L1391/L1392) flr die Aktivierung von P-TEFb aus dem Hexim1-
gebundenen Zustand eine bedeutende Rolle spielen. Trotz funktioneller und sequenzieller
Ahnlichkeiten von CT zu dem viralen HIV-1 Tat-Protein scheint hier jedoch ein anderer
Aktivierungsmechanismus vorzuliegen. Im Unterschied zu Tat interagiert CT nicht mit den
Cyclinboxen von CycT1. Interessanterweise konnte jedoch eine direkte Interaktion zwischen
Brd4 CT und P-TEFb nachgewiesen werden, deren Dissoziationskonstante von 1,2 uM eine
mittelstarke Bindung anzeigt. Eine Verdrangung von Hexim1 von CycT1, wie sie fur HIV-1
Tat beobachtet wurde, liegt im Falle von CT nicht vor, weswegen die Bindung von CT an
P-TEFb vermutlich Uber die Cdk9-Untereinheit vermittelt wird. Kinetische Studien der
Phosphorylierung eines GST-CTD-Substrats machten zudem deutlich, dass in Gegenwart
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von Brd4 CT die Phosphatgruppenibertragung signifikant beschleunigt wird, jedoch keine
Verschiebung der Substratspezifitat beobachtet werden kann.

Die Bestimmung der hochaufgelosten Kristallstrukturen der Bromodomanen BD1 und BD2
von Brd4 in der vorliegenden Arbeit lieferten detaillierte Einblicke in die Mechanismen der
Erkennung acetylierter Histonsequenzen. Mittels synthetischer Oktapeptide von H3 und H4
Histonsequenzen, die acetylierte Lysine enthielten, wurde die Interaktion zwischen den
Bromodoménen (BDs) und den Acetyllysinpeptiden strukturell charakterisiert und durch
Ermittlung der Dissoziationskonstanten im Bereich von 100-300 uM quantifiziert. Die Struktur
eines Komplexes aus BD1 und einem acetylierten Histonpeptid H3-K14(ac) zeigte, dass das
Acetyllysin in der Bindungstasche durch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoff
des Acetyllysins und N140 von BD1 stabilisiert wird. Die Methylgruppe des Acetyllysins wird
von hydrophoben Kontakten zu konservierten Resten der Bindungstasche positioniert und
verdeutlicht den notwendigen dualen Charakter eines Restes mit polaren und hydrophoben
Eigenschaften, der die Bindung an BDs ermdoglicht. In der Struktur von BD2 war die
Bindungstasche aufgrund der Kristallpackung durch den N-Terminus des Nachbarmolekils
belegt und wurde nicht zur Komplexbildung eingesetzt.

Darlber hinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass Bromodomanen auch andere
Acyllysinmodifikationen wie Propionyl- und Butyryllysin binden kdénnen. Propionylierte
Histonfragmente zeigten dhnliche Dissoziationskonstanten zu BD1 und BD2 wie acetylierte
Peptide, wahrend eine Interaktion des weiter verlangerten Butyryllysins im Oktapeptidkontext
nicht nachweisbar war. Trotzdem konnten Kristallstrukturen von BD1 im Komplex sowohl mit
Propionyllysin- als auch mit Butyryllysinpeptiden gelést werden, in denen beide
Modifikationen identische Positionen in der Bindungstasche von BD1 im Vergleich zu
Acetyllysin einnehmen. Dies hat im Falle von Butyryllysin eine Neigung des Restes zur
Folge, welche die polaren und hydrophoben Kontakte negativ beeintrachtigen. Die
Modifikationen stellen die ersten beschriebenen Nicht-Acetyllysinreste dar, die im
Histonkontext in Bromodomanen binden und damit das Erkennungsmuster von BDs
erweitern. Es wurde in der vorliegenden Arbeit zudem eine Interaktion von Brd4 BD2 mit
zwei acetylierten Fragmenten von CycT1 beobachtet, die mdglicherweise bei der Losung von
Brd4 von Chromatinstrukturen eine Rolle spielt. Eine bevorzugte Bindung eines doppelt-
acetylierten Histonmotives H4-K5(ac)K8(ac) an BD1 Uber BD2 mit einer Dissoziations-
konstante von 38 uM wurde auch flr Brd4 bestatigt und ergénzt das bestehende Bild der
Erkennung von distinkten Histonmarkierungen durch BDs.

Zur biochemischen Charakterisierung des 7SK-bindenden Proteins Larp7 als Bestand-
teil des inhibierten P-TEFb-Komplexes wurden drei Konstrukte von Larp7 durch optimierte
Reinigungen von unspezifisch gebundenen Nukleinsauren isoliert. Dadurch wurde eine
erstmalige Charakterisierung der Sekundarstrukturelemente des Proteins und eine Analyse
der Interaktion mit der 7SK snRNA ermdglicht. Durch den Einsatz von Heparin konnte eine
unspezifische Interaktion zwischen 7SK und Larp7 unterbunden werden. Dadurch wurde
eine vorrangige Rolle der N-terminalen La- und RRM1-Doméanen von Larp7 bei der Bindung
an 7SK erkannt. Ein 3" 39 nt-Fragment der 7SK snRNA, welches mit Larp7 interagierte,
konnte einen ersten Ansatz zur strukturellen Analyse des Larp7:7SK-Komplexes darstellen.



2 Einleitung

In eukaryotischen Zellen ist die Erbinformation eines Organismus in Form der Desoxy-
ribonukleinsaure (DNA, engl. deoxyribonucleic acid) im Zellkern gespeichert (Avery et al.,
1944). Die DNA bildet eine Doppelhelix aus zwei um sich gewundenen, gegenlaufigen
Nukleotidstrangen aus. Dabei sind die einzelnen Ribosemolekile kovalent Uber je eine
Phosphatgruppe verbunden und formen das auflere Gertst der Helix, wahrend die inneren,
stickstoffhaltigen Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin durch ihre Abfolge die
spezifische Information des Erbgutes tragen (Watson und Crick, 1953). Durch die Auf-
deckung der komplementaren Basenpaarung im Inneren des Zucker-Phosphat-Rlckgrats
durch Watson und Crick wurde gleichzeitig der Mechanismus der Replikation der DNA
deutlich, bei dem, ausgehend von einem einzelstrangigen Matrizenstrang, sich der
komplementare Strang aus der Reihenfolge der Basen ergibt und von der DNA-Polymerase
o/e unter Verwendung freier Nukleotide passend zum Ausgangsstrang synthetisiert werden
kann. Durch die Transkription und Translation kann die gespeicherte Erbinformation umge-
setzt und in Form von RNA (Ribonukleinsaure, engl. ribonucleic acid) oder Proteinen genutzt
werden (siehe Abschnitt 2.2).

2.1 Die Organisation des Erbgutes

Das menschliche Genom besteht aus etwa 3-10° Basenpaaren (bp, engl. base pairs),
organisiert in 23 doppelt vorkommenden Chromosomen. Da die Gesamtlange der DNA (etwa
2 Meter pro Zelle) den Durchmesser des Zellkerns T

/ 2.nm
(6 um) bei weitem Uberschreitet, wird sie wahrend der %/W/\\O\\//\\/ =
Mitose kondensiert. Dabei wird die DNA in zwei Umdre-

4

@
.

hungen um ein Proteinoktamer gewunden, welches aus
Histonen aufgebaut ist und mit der DNA das Nukleosom
bildet (Abbildung 1; Kornberg, 1974). Histone sind mit
100-150 Aminosauren relativ kleine Proteine, die sich
durch einen hohen Anteil basischer Aminosauren aus-
zeichnen und hochkonserviert sind. Der zentrale Bereich

/&

i

der Histone ist in drei a-Helices mit zwei kurzen, verbin-
denden Schleifen in der sogenannte Histonfaltung orga-
nisiert, wahrend N-terminal langere Sequenzen ungefal-
tet vorliegen.

300 nm

=

700 nm
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Abbildung 1: Organisation der DNA in Nukleosomen. Die
doppelstrangige DNA wird durch die Windung um Histone in
Nukleosomen organisiert. Diese werden durch Verdrehung
gegeneinander zu Chromatin kondensiert, welches weiter
verdichtet in seiner mitotischen Form als Chromosom vorliegt
(nach: Alberts, 2003; .4. Auflage),

Centromer
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Die Histone 2A und 2B (H2A bzw. H2B) bilden zwei Dimere aus, die ihrerseits mit einem
Tetramer aus je zwei Histonen H3 und H4 interagieren (Luger et al., 1997). Das gebildete
Oktamer organisiert sich als eine Art Scheibe, um die 146 bp der DNA in zwei Windungen
binden. Dabei bilden sich bevorzugt Interaktionen mit der kleinen Furche der DNA-
Doppelhelix durch positive Reste wie Lysine und Argininen der Histone. Zudem bilden sich
Kontakte zu den Phosphaten der DNA durch Wasserstoffbriicken zu Amidgruppen der
Hauptketten der Proteine (Luger et al., 1997). Neben den vier Histonproteinen, die den
Nukleosomenkern bilden, existiert auch noch ein weiteres Histon H1, welches die DNA an
den Ausgangsstellen des Nukleosomen bindet und fixiert. Hierdurch wird sowohl eine
Stabilisierung des Komplexes erreicht, als auch die Beweglichkeit des Histonkorpers auf
dem DNA-Strang sowie die Zuganglichkeit von Remodelling-Komplexen eingeschrankt
(Brown, 2003). Aufgrund der histonfreien DNA-Bereiche zwischen den einzelnen Nukleo-
somen wird diese Organisationsform der DNA auch als Perlschnurform bezeichnet. Durch
Verdrehung der DNA/Histon-Komplexe gegeneinander wird eine weitere Kondensierung
erreicht, bei der die Histone unterschiedlicher Nukleosomen miteinander interagieren und
das Chromatin bilden (Abbildung 1).

Weitere Kondensierungen des Chromatins erméglichen eine endgiltige Packung der
DNA in die Chromosomen, wodurch eine annahernd 10.000fache Verdichung der DNA
erreicht wird (Alberts, 2003). Wahrend der Interphase kann die stark kondensierte Chroma-
tinstruktur der DNA durch DNA-Remodelling-Komplexe unter ATP-Verbrauch gelockert und
zuganglich gemacht werden und auf der DNA kodierte Gene exprimiert werden (Naar et al.,
2001). Bei erneutem Eintritt der Zelle in die Mitose erfolgt wieder eine Kondensierung der
DNA.

2.2 Die Transkription in eukaryotischen Zellen

Zur Nutzbarmachung der in der DNA gespeicherten Information fir die Synthese von
Proteinen oder regulatorischen RNAs muss die DNA in eine fir die Zelle verwendbare Form
umgeschrieben (transkribiert) werden. Hierfir wird eine Kopie der DNA in Form der RNA
angefertigt, welche in ihrer Basenfolge komplementar zur DNA, jedoch chemisch von ihr
unterscheidbar ist. Diese Transkription der DNA in RNA ist einer der wichtigsten Prozesse in
der menschlichen Zelle und wird von Hunderten von Proteinen und anderen Faktoren regu-
liert (Saunders et al., 2006). Sie ermdglicht eine schnelle und gezielte Reaktion auf aullere
Einflisse und/oder Bedirfnisse der Zelle und ist einer der wichtigsten Kontrollpunkte der
Protein- und RNA-Produktion, welche die Funktionalitat eines Organismus gewahrleisten.
Die Synthese der RNA-Strange erfolgt durch die DNA-abhangige RNA-Polymerase (Pol).
Wahrend in Prokaryoten und Archaeen nur eine Polymerase fur die Synthese von RNA ver-
antwortlich ist, werden in eukaryotischen Zellen drei verschiedene RNA-Polymerasen
(Pol I-1lT) mit unterschiedlichen RNA-Produkten beschrieben: Pol | synthetisiert einen Grof3-
teil der ribosomalen RNA (rRNA), welche Bestandteil des Translationsapparates, des
Ribosomens, ist. Pol Il synthetisiert mMRNA (Boten-RNA, engl.: messenger RNA), welche die
Matrize zur Synthese von Proteinen darstellt, sowie einen Grofteil der kleinen nuklearen
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RNAs (snRNA; engl: small nucelar RNA). Pol Il schliellich synthetisiert tRNA (Transfer-
RNA), welche als Tragermolekdl fir die in der Translation verwendeten Aminosauren dient,
sowie weiterer kleiner RNAs (siehe 7SK snRNA, 2.5.1). Die vorliegende Arbeit befasst sich
mit der Regulation der Pol ll-abhangigen Transkription (2.2.1).

2.21 Die RNA Polymerase Il als Enzym des Transkriptionszyklus

RNA Pol Il ist ein Multiproteinkomplex mit einem Molekulargewicht von etwa 0,5 MDa, der
aus 12 Untereinheiten besteht und flir die Transkription aller proteincodierender Gene
zustandig ist (Fuda et al., 2009). Ihr zentraler Kernkomplex ist hochkonserviert und beinhaltet
das katalytische Zentrum, in welches Uber einen Kanal die zu transkribierende, einzel-
strangige DNA bindet (Abbildung 2, DNA Eintrittskanal). Im katalytischen Zentrum erfolgt die
Mg?*-abhangige Synthese von mRNA mit einer Geschwindigkeit von 1000 bis 2000
Nukleotiden/min. Dabei wird zunachst die DNA fixiert und das komplementare dNTP im
aktiven Zentrum gebunden. Die Pyrophosphatgruppe des dNTPs wird durch das 3'-OH-Ende
der RNA Uber eine Phosphodiesterbindung ersetzt und anschlieRend freigesetzt. Nun kann
sich die Pol Il auf der DNA weiterbewegen, und der Einbau des ndchsten NTPs erfolgt.
Matrize und synthetisierter Strang werden im Enzym getrennt und verlassen Pol Il durch
zwei separate Kanadle (Cramer et al.,
2001; Gnatt et al., 2001; Armache et al.,
2003; Kettenberger et al., 2004).

Abbildung 2 Struktur von RNA Pol Il. Die
Kristallstruktur von Pol Il aus S. cerevisiae
sowie ein Schema der einzelnen Proteine
Rpb 1-12 zeigen einen globularen Protein-
komplex, dessen DNA Eintrittskanal von den
gréRten Untereinheiten Rpb1 (grau) und Rpb2
(ocker) geformt wird. Der RNA Austrittskanal
befindet sich am Ende dieses Kanals,
senkrecht zur  Betrachtungsebene. Der
C-Terminus von Rpb1 ist in der Struktur nicht
enthalten. Er wirde sich nahe des RNA
Austrittkanals befinden (Nach Armache et al.,
2005; sowie PBD-Code 2VUM).

& RNAAus-
trittskanal

Eine wichtige Plattform zur Regulation der Transkription und der anschlieRenden mRNA-
Prozessierung stellt die C-terminale Domane (CTD) der Rpb1-Untereinheit von Pol Il dar,
welche sich nahe des RNA-Austrittskanals befindet. Dieser Serin-reiche Bereich besteht aus
Wiederholungen der Sequenz YSPTSPS und kann in verschiedenen Phosphorylierungs-
zustanden als variable und vielseitige Bindeplattform flr unterschiedlichste Regulations-
faktoren fungieren (Meinhart et al., 2005; Chapman et al., 2008). Seine Bedeutung fur die
Kontrolle der mMRNA-Synthese soll weiter unten naher beleuchtet werden (siehe 2.3).

Die RNA Pol |l katalysierte Synthese einer mRNA verlauft in einem sich
wiederholenden Zyklus. Dieser Transkriptionszyklus beginnt mit der Initiation, in welchem
sich Pol Il am Promotor anlagert, dem Start der Synthese und Verlassen des Promotors
(engl.: promotor clearance). In der folgenden Elongation wird das begonnene mRNA-
Transkript zu seiner vollen Lange synthetisiert, und mit der Termination endet der Synthese-
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zyklus (Sims et al., 2004). Mit der Elongation und Termination geht eine Prozessierung und
Reifung der mRNA einher, welche eine zusatzliche Qualitatskontrolle und
Regulationsméglichkeit garantiert. Nach der Termination eines mRNA-Strangs kann die
Pol Il in einen neuen Transkriptionszyklus eintreten.

Obwohl Pol Il als Enzym fiur die Transkriptionselongation bei vorhandener DNA-Matrize
und dNTPs in vitro ausreichend ist, bendtigt sie fur die Initiation der RNA-Synthese in der
Zelle eine Reihe von zusatzlichen Proteinen, die erst eine korrekte Funktionsweise
gewabhrleisten. Diese allgemeinen Transkriptionsfaktoren (GTFs, engl. general transcription
factors) spielen vor allem bei der Rekrutierung der Pol Il zum Promotor auf der DNA eine
wichtige Rolle und bilden zusammen mit der RNA Polymerase Il den Prainitiationskomplex
(PIC, engl. preinitiation complex).

2.2.2 Transkriptionsinitiation und allgemeine Transkriptionsfaktoren

Die Bindung der Pol Il an den Promotor wird hauptsachlich vom GTF TFIID
(Transkriptionsfaktor fir Pol Il D) vermittelt. Der TFIID-Komplex interagiert mit der TATA-Box,
einem DNA-Motiv etwa 25 Nukleotide vor dem Transkriptionsstart, sowie dem
Initiatorelement Inr, welches den Transkriptionsstartpunkt markiert (Smale und Kadonaga,
2003). Unterstitzt wird die Interaktion von TFIID mit der DNA durch TFIIA und TFIIB, welche
eine Bindungsplattform fir TFIID bilden und gleichzeitig die Bindung der DNA verstarken.
TFIIB vermittelt zudem die Interaktion von TFIID mit Pol Il Gber eine Blockierung des RNA-
Ausgangskanal der Pol Il und muss als regulatorischer Faktor bei fortschreitender Elongation
dissoziieren (Bushnell et al., 2004). Neben der proximalen TATA-Box kann auch eine
entfernt liegende distale Enhancer-Sequenz bei der Rekrutierung des PIC’s an die zu
transkribierende DNA eine wichtige Rolle spielen. Sie kann durch Enhancer-Proteine wie
Sp1 erkannt werden, die ihrerseits durch die Interaktion mit Aktivatoren die Rekrutierung der
Transkriptionsmaschinerie zur Transkriptionsstelle an der TATA-Box auf der DNA vermitteln.
Der wichtigste dieser Aktivatoren ist der Mediatorkomplex, welcher u.a. die Rekrutierung der
Pol Il zum Promotor reguliert. Dabei bindet er an die Polymerase durch Erkennung der
unphosphorylierten Form der Pol Il CTD (Svejstrup et al., 1997; Asturias et al., 1999, siehe
auch 2.3).

Neben dem Mediator spielt auch der GTF TFIIF eine wichtige Rolle in der Rekrutierung
von Pol Il zum Promotor, zudem beginnt er mit der Offnung der beiden komplementaren
DNA-Strange voneinander, um den Matrizenstrang freizulegen. Die fortschreitende Offnung
der DNA wird durch die ATPase-Aktivitat von TFIIH erweitert, welcher, unterstltzt durch
TFIIE, als letztes an den PIC bindet (Wang et al., 1992). Die TFlIH-Untereinheit Cdk7/CycH
phosphoryliert die CTD von Rpb1 an Serin 5 (Ser5) (siehe 2.3) und gibt damit das Signal zur
Transkriptionsinitiation. Die initiale Ser5-Phosphorylierung kann zusatzlich durch den
Mediatorkomplex stimuliert werden (Kim et al., 1997). TFIH tragt auRerdem eine Helikase-
Untereinheit, welche die entstandene Transkriptionsblase weiter entwindet und getrennt halt.
Nun kann die Polymerase den einzelstrangigen Matrizenstrang binden und die Transkription
beginnen (Abbildung 3).

Die Pol Il 18st sich vom Promotor und einigen GTFs (promotor clearance) und beginnt
mit der Synthese kurzer RNA-Fragmente, deren Synthese jedoch vorzeitig abgebrochen
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wird. Es bildet sich ein friher Elongationskomplex (EEC, engl.: early elongation complex),
welcher jedoch nicht mit der eigentlichen, produktiven Elongation fortfahren kann und vori-
bergehend arrestiert wird. Erst auf weitere Stimuli hin kann er mit in der Elongation
fortschreiten. Als Inhibitoren, die diesen Arrest auslosen, wirken hier unter anderem die
Proteinkomplexe DSIF (engl.: DRB-sensitivity factor) und NELF (engl.: negative elongation
factor), welche Pol Il in dieser arrestierten Elongation halten (Abbildung 3). Da wahrend
dieser Phase Capping-Enzyme an die Ser5-phosphoryliete CTD binden, die durch
Ubertragung einer 5’ 7-methyl-GpppN-Kappe auf die RNA deren 5-Ende vor Nukleasen
schitzen, kdnnte die entstandene Transkriptionspause eine vollstandige Cappingreaktion am
neuen Transkript gewahrleisten (Pei et al., 2003).

mRNA

Abbildung 3: Transkriptionszyklus eines proteincodierenden Gens. Die Chromatinstruktur wird
durch Bindung von Aktivatorproteinen (A) geldst (1), und die Transkriptionsmaschinerie aus Pol I,
GTFs und anderen Aktivatoren kann sich anlagern (2). Die DNA wird zur Transkriptionsblase geotffnet
(3), Pol Il 18st sich vom Promotor und beginnt mit der Synthese der mRNA. Diese wird jedoch durch
die Wirkung von NELF und DSIF blockiert und in einem Arrest gehalten (4). Erst durch die
Phosphorylierung von NELF und DSIF durch P-TEFb wird deren arrestierende Funktion aufgehoben,
zusatzlich wird Ser2 der CTD phosphoryliert. NELF dissoziiert (5), und die Transkriptionselongation
kann fortgefiihrt werden (6). Nach der Termination der Transkription werden Pol Il, P-TEFb und DSIF
freigesetzt und stehen flir einen neuen Transkriptionszyklus zur Verfligung (nach: Fuda et al., 2009).

2.2.3 Elongation und Termination der Transkription

Zur Uberbriickung des eukaryotischen Elongationsarrestes benétigt die Zelle den positiven
Transkriptionselongationsfaktor b (P-TEFb, engl.: positive transcription elongation factor b),
der die Polymerase in die produktive Elongation Utberflihrt: Einerseits phosphoryliert P-TEFb
Ser2 der CTD und remoduliert damit die Bindeplattform fur die Bindung von Splicing- und
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Polyadenylierungsfaktoren (McCracken et al., 1997b; Kim et al., 1997; Kim et al., 2004).
Andererseits phosphoryliert P-TEFb sowohl DSIF als auch NELF, woraufthin NELF vom
Elongationskomplex dissoziiert (Fujinaga et al., 2004; Yamada et al., 2006). DSIF bleibt
gebunden und wird durch die Phosphorylierung in einen positiven Elongationsfaktor
umgewandelt (Hartzog et al., 1998). Unterstitzt von weiteren Elongationsfaktoren wie ELL
und Elongin, kann nun die mRNA vollstandig synthetisiert werden (Shilatifard et al., 2003;
Saunders et al., 2006; siehe auch Abbildung 4). Das fertige Transkript wird aus der
Polymerase entlassen und durch Polyadenylierung auch am 3°’-Ende vor Abbau geschitzt,
sowie durch Splicingfaktoren, die Exons der mRNA entfernen, maturiert. Die mRNA wird zur
Translation aus dem Zellkern exportiert und assoziiert mit der Translationsmaschinerie, dem
Ribosom, welches unter Verwendung von Aminosauren-beladener tRNAs die Basenfolge der
mMRNA in eine Aminosaurenkette umsetzt und das codierte Protein synthetisiert. RNA Pol Il
kann nach der Termination der Transkription flr einen weiteren Transkriptionszyklus rekru-
tiert und recycelt werden (Svejstrup et al., 1997).

Die Rekrutierung von P-TEFb an den pausierten Elongationskomplex stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Ubergangs von arrestierter zu produktiver
Elongation dar (Lis et al., 2000). Die Regulation des P-TEFb-Komplexes war zentrales
Thema der vorliegenden Arbeit und wird im Folgenden naher betrachtet.

2.3 Die Regulation der Transkriptionselongation durch die
C-terminale Doméane (CTD) von Pol Il Rpb1

Besondere Bedeutung in der Regulation der RNA-Polymerase |l fallt dem C-Terminus der
groBBten Untereinheit Rpb1 zu, der sich nahe des Ausgangskanal der neu-synthetisierten
RNA aus der Polymerase befindet. Wahrend der Kernbereich aller eukaryotischen RNA-
Polymerasen strukturell und funktionell konserviert ist, weicht Pol Il von anderen
Polymerasen durch eine C-terminale Domane (CTD) ab, welche aus 52 Wiederholungen des
Sequenzmotivs Y1S,P3T,SsPsS7 besteht. Auch in anderen Organismen ist dieses Motiv der
Pol Il erhalten, jedoch variiert die Lange mit der Komplexitdt des Organismus (Hefe:
26 Wiederholungen, Drosophila: 45 Wiederholungen (Egloff und Murphy, 2008)). Die CTD
selbst nimmt eine flexible, intrinsisch unstrukturierte Form ein (Bienkiewicz et al., 2000).
Diese Flexibilitat macht sie zu einer anpassungsfahigen Plattform fur die Interaktion mit einer
Reihe von regulatorischen Proteinen (Meinhart et al., 2005; Phatnani und Greenleaf, 2006).
Jede einzelne Aminosdure der CTD kann posttranslational modifiziert werden. Neben
Phosphorylierungen (Ser, Thr, Tyr) treten auch die O-Glycosylierung von Serinen sowie die
Isomerisierung der Proline der CTD auf (Dahmus 1996; Kelly et al., 1993, Morris et al.,
1999). Dabei nimmt der Phosphorylierungszustand der Serine Ser2, Ser5 und Ser7 eine
entscheidende Rolle in der Kontrolle der Transkription ein (zusammengefasst in Abbildung
4): Im unphosphorylierten Zustand kann die CTD mit dem Mediatorkomplex wechselwirken
und so eine Rekrutierung der Pol Il in den PIC bewirken (Svejstrup et al., 1997; Asturias et
al., 1999). Im PIC wird die CTD durch die TFlIH-Untereinheit Cdk7/CycH und die Mediator-
Untereinheit Cdk8/CycC an Serin 5 phosphoryliert (Hengartner et al., 1998; Coin und Egly,
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1998) und leitet dadurch die Transkriptionselongation ein. Der folgende Elongationsarrest
wird durch die Phosphorylierungen der Ser2-Positionen in den Heptadwiederholungen der
CTD durch P-TEFb aufgehoben (Marshall et al., 1996), und die Pol Il kann das begonnene
Transkript elongieren. Ser5 wird wahrenddessen durch die Phosphatase Scp1
dephosphoryliert.

A

SNELFZ DSIF D
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r % TFIS
H‘TF“H’

+20to +40

Initiation === Promotor . Arrest
clearance l

produktive
Elongation

Abbildung 4: P-TEFb uberfiihrt Pol Il vom Transkriptionsarrest in die produktive Elongation.
A) Wahrend der Initiation wird Ser5 von TFIIH phosphoryliert, nach dem Verlassen des Promotors wird
der Transkriptionskomplex jedoch durch die Wirkung von DSIF und NELF im arrestierten Zustand
gehalten. B) P-TEFb hebt den Transkriptionsarrest durch Phosphorylierung von Ser2 der CTD sowie
DSIF und NELF auf. NELF dissoziiert von Pol Il, und die Elongation des mRNA-Transkripts kann unter
Mitwirken von Elongationsfaktoren ELL und Elongin fortlaufen. (nach: Saunders et al., 2006).

Zum Ende des Elongationszyklus wird auch Serin 2 von Fcp1 dephosphoryliert und beide
Serine stehen fur eine erneute Phosphorylierung wieder zur Verfigung. Kurzlich wurde auch
die Phosphorylierung von Ser7 in Hefe durch das Cdk7-Homolog Kin28 beschrieben, welche
zusammen mit pSer5 zu Beginn der Transkription auftritt. Die genaue Funktion konnte bisher
nicht geklart werden (Chapman et al., 2007; Egloff et al., 2007).

In ihrer phosphorylierten Form bieten beide Serine Ser2 und Ser5 eine Bindungs-
plattform fir das Capping-Enzym (pSer5), die Splicing- und Polyadenylierungsmaschinerie
(pSer2) sowie Faktoren zur Termination der Transkription und gewahrleisten somit die kor-
rekte Prozessierung und Terminierung der neu-synthetisierten mRNA (McCracken et al.,
1997b; Kim et al., 1997; Kim et al., 2004).

2.4 Der positive Transkriptionselongationsfaktor b (P-TEFb)

Der generelle Transkriptionsfaktor P-TEFb (Abbildung 5) ist in eukaryotischen Zellen fiir die
Uberfihrung der Transkriptionsmaschinerie aus dem EEC zur produktiven Elongation
essentiell (Marshall und Price, 1992; Peterlin und Price, 2006). Er besteht aus der Kinase
Cdk9 (Cyclin-abhangige Kinase 9, engl.: Cyclin-dependent kinase 9) und einer
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regulatorischen Cyclin-Untereinheit, meist Cyclin T (Marshall und Price, 1995; Peng et al.,
1998b). Cdk9 wurde erstmals 1994 als ubiquitadr auftretende Ser/Thr-Kinase mit nuklearer
Lokalisation beschrieben (Grafa et al, 1994; Garriga et al, 1996) und ist als Mitglied der
CDK-Familie abhangig von der Aktivierung durch seinen Cyclin-Partner T1 (kurz: CycT1),
T2a, T2b oder selten auch Cyclin K (Wei et al., 1998; Peng et al., 1998a; Peng et al., 1998b).
Unabhangig davon wurde sie auch als Tat-aktivierende Kinase (TAK) im Kontext der HIV-
Forschung beschrieben (Herrmann und Rice, 1993; siehe 2.4.1). Wichtigstes Substrat von
Cdk9 ist die CTD der RNA Pol Il Untereinheit-Rpb1, wodurch der Ubergang der arrestierten
Elongation zur produktiven Elongation ermoglicht wird (Peng et al., 1998a; Marshall et al.,
1996). Doch auch die Phosphorylierung der negativen Elongationsfaktoren DSIF und
NELF-E zur Ablésung dieser Faktoren von Pol Il ist ausschlaggebend fiir die Uberfiihrung
der Pol Il zur Elongation (Fujinaga et al., 2004; Yamada et al., 2006). Die Aktivitat von
P-TEFb unterliegt selbst ebenso einer strengen Regulation durch die inhibierenden Faktoren
Hexim/7SK snRNA (siehe 2.5) sowie dem aktivierenden Protein Brd4 (siehe 2.7).

Abbildung 5: Struktur des P-
TEFb-Komplexes. CycT1 (blau)
bindet Uber die N-terminale Cyclin-
box an den N-terminalen Bereich
von Cdk9 (griin). Zwischen dem N-
terminalen und C-terminalen Korper
von Cdk9 liegt die ATP-
Bindungstasche. Das flir die Funkti-
onalitat von P-TEFb essentielle
phosphorylierte Thr186 (pThr186)
liegt nahe dieser Tasche und ist
vermutlich fur die Koordina-tion des
Substrates  verantwortlich  (PDB:
3BLQ, Baumli et al., 2008).

Kristallstrukturen von Cyclin T1 und P-TEFb geben ndheren Aufschluss Uber die Funktions-
weise von Cdk9 und CycT1 (Anand et al., 2007; Baumli et al., 2008). Beide Strukturen
enthalten den fir die Bindung an Cdk9 ausreichenden N-Terminus von CycT1, welcher aus
zwei Cyclinboxen besteht, die allen Cyclinen gemein sind. Von den beiden Cyclinboxen aus
je 5 a-Helices interagiert lediglich die N-terminale Cyclinbox mit Cdk9 und weist damit eine
im Vergleich zu anderen Cdk/Cyc-Paaren relativ geringe Interaktionsflache auf. Cdk9 zeigt
die typische Kinasefaltung mit einer kleinen C-terminalen und einer grof3en N-terminalen
Domane auf. Zwischen diesen beiden Bereichen liegt die ATP-Bindungstasche, in welcher
das Nukleotid Mg®*-abhdngig gebunden wird (Baumli et al., 2008). Wie auch in anderen
Cdks ist die Phosphorylierung eines Threoninrestes (Thr186 in Cdk9) fur die Aktivitat der
Kinase unerlasslich (Abbildung 5). In Cdk2/CycA ist die Phosphorylierung sowohl fir die
Interaktion zwischen Kinase und Cyclin als auch fur die Substratbindung von entscheidender
Bedeutung (Chen et al.,, 2004; Li et al.,, 2005; Brown et al., 1999). In Cdk9 scheint
Phosphothreonin 186 (pThr186) nicht an der Cyclin-Bindung beteiligt zu sein, sondern
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koordiniert durch seine exponierte Position die spezifische Bindung des Substrates durch
eine aktivierende Schleife nahe der ATP-Bindungstasche (Brown et al., 1999; Baumli et al.,
2008). Die Phosphorylierung von Thr186 wurde durch cis-Autophosphorylierung
beschrieben. Drei weiteren C-terminalen Autophosphorylierungsstellen konnte bislang keine
Funktion zugeordnet werden (Baumli et al., 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Aspekte der Regulation des P-TEFb-
Komplexes untersucht: Zum einen wurde die Stabilisierung der inhibierten Form von P-TEFb
durch die Wirkung des Proteins Larp7 betrachtet (siehe 2.5). Zum anderen wurde die
Aktivierung von P-TEFb durch Brd4 und dessen Rekrutierung an Chromatinstrukturen unter-
sucht. Die Regulation der Transkription durch die Wirkung von posttranslationalen Modifika-
tionen der Histone wird im Anschluss unter 2.6 und 2.7 eingeleitet.

241 Der transaktivierte P-TEFb-Komplex in HIV-1-infizierten Zellen

Auch in der Regulation der Transkription von viralen Genen spielt P-TEFb eine
entscheidende Rolle. Das Lentivirus HIV-1 (humanes Immundefizienzvirus 1, engl.: human
immunodeficiency virus) integriert bei Infektion einer menschlichen T-Zelle sein virales
Genom in die Wirts-DNA und verwendet dessen Transkriptions- und Translations-
maschinerie zur Produktion seiner bendtigten RNA und Proteine. Durch diesen
Replikationszyklus gebildete Viren kdnnen ihrerseits gesunde T-Zellen befallen und sind fir
den Ausbruch des erworbenen Immunschwachesyndroms AIDS (engl.: acquired immuno-
deficiency syndrom) verantwortlich. Die Expression der viralen Proteine und RNA durch die
RNA Pol Il erfolgt durch die Aktivierung von P-TEFb, welches in diesem Kontext entdeckt
wurde (Zhu et al., 1997; Mancebo et al., 1997; Yang et al., 1997; Jones, 1997; Wei et al.,
1998). Die zunachst synthetisierte RNA TAR (engl.: fransactivation responsive region) am
5-Ende aller viralen Transkripte dient als RNA-basierter Promotor, der durch das virale
Protein Tat unterstutzt wird. Gemeinsam stimulieren sie die Phosphorylierung der CTD durch
P-TEFb zur Uberfiihrung der RNA Pol Il in die produktive Elongationsphase (Herrmann und
Rice, 1995; Zhu et al., 1997; Isel und Karn, 1999). Die Transkriptionsaktivierung erfolgt
jedoch durch eine direkte Interaktion von Tat mit den Cyclinboxen von CycT1 (Garber et al.,
1998). Diese Interaktion wird durch die kooperative Bindung der 59 nt langen TAR RNA an
Tat und CycT1 zu einer hochaffinen Bindung (K4 im nanomolaren Bereich) verstarkt (Wei et
al.,, 1998; Zhang et al., 2000). Ein intermolekularer Zinkfinger zwischen Tat und CycT1
definiert die Spezifitat der Interaktion (Garber et al., 1998; Bieniasz et al., 1998; Wimmer et
al., 1999). Die Kristallstruktur des CycT1/Tat/TAR-Komplexes des HIV-1 Orthologs aus dem
Pferd (EIAV, engl: equine infectious anemia virus) lieferte die Erklarung fur die Exklusivitat
der Bindung an CycT1, wahrend T2a/b ausgeschlossen werden (Wimmer et al., 1999; Anand
et al., 2008): In dieser Struktur nimmt Tat eine helikale Faltung ein und interagiert mit der
groBen Furche der TAR-Haarnadelschleife. Die Interaktion mit CycT1 erfolgt an einer
Schleife zwischen den Helices 4 und 5 der ersten Cyclinbox von CycT1, deren Sequenz in
CycT2 deutlich von der von CycT1 und anderen C-Typ Cyclinen abweicht und damit die
Spezifitat der Bindung zwischen Tat und CycT1 erklart (Anand et al., 2007; Anand et al.,
2008). Trotz dieser Einblicke in die Struktur von CycT1/Tat/TAR ist der Mechanismus, mit
welchem Tat/TAR die Phosphorylierung durch Cdk9 beeinflussen, weiterhin unklar. Auch
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eine Erweiterung der Substratspezifitdt von P-TEFb von Ser2 auf Ser2/Ser5 durch Tat ist
aufgrund der fehlenden Charakterisierung der Bindungsstelle auf Cdk9 bis heute nicht
verstanden (Zhou et al., 2000). Eine Deaktivierung der Transkriptionsaktivierung wird durch
Acetylierung von Tat an Lys50 durch die Acetyltransferasen p300 und PCAF erreicht, die
eine Dissoziation von TAR bewirkt (Kiernan et al., 1999; Kaehlcke et al., 2003).

2.5 Die Regulation von P-TEFb durch den 7SK snRNP-Komplex

251 Hexim1/2 und die 7SK snRNA

2001 wurde bei der Isolierung von P-TEFb aus Hela-Zellen beobachtet, dass nur etwa 50%
des durch Ultrazentrifugation erhaltenen P-TEFb’s die volle Kinaseaktivitdt aufwiesen.
Neben dieser aktiven Form konnte auch eine weitere P-TEFb-enthaltende Fraktion isoliert
werden, die eine groflere Masse und eine stark-reduzierte Kinase-Aktivitat aufwies. In
diesem inaktiven Komplex konnte die kleine nukledre RNA (snRNA, engl: small nuclear
RNA) 7SK nachgewiesen werden (Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001). Die 7SK snRNA
war schon seit 25 Jahren als stabile, zytoplasmatischen RNA von 331 Nukleotiden bekannt
(Zieve und Penman, 1976; Ullu et al., 1982), ohne ihr eine Funktion zuordnen zu kénnen
(Wassarman und Steitz, 1991). Spater wurde ihre Lange auf 332 Nukleotide korrigiert (Locus
NC_000006). Mit 2 x 10° Molekiilen pro Zelle ist sie eine der haufigsten snRNAs, die von
RNA Pol Il synthetisiert wird (Zieve et al., 1977; Wassarman und Steitz, 1991). 7SK inhibiert
P-TEFb jedoch nicht direkt, sondern dient als Gerist flr die Interaktion des HMBA-
induzierbaren Proteins und potentiellen Tumorsuppressors

Hexim1 (engl: Hexamethylene-bisacetamid-inducible 8

protein 1 (Kusuhara et al., 1999; Ouchida et al., 2003; Witt- £ CYCT1

mann et al., 2003; Byers et al., 2005; Yik et al., 2004)) oder

dessen Homolog Hexim2 mit den P-TEFb-Untereinheiten | CDK9 :

Cdk9 und Cyclin T1 (Abbildung 6; Michels et al., 2003; Yik | S LARP7

et al., 2003). :

Abbildung 6: Zusammensetzung des 7SK snRNP. Die 7SK T X
snRNA dient als Geriist des 7SK snRNP und unterstiitzt die Lt TSK
inhibierte Form des P-TEFb-Komplexes. Dabei interagiert das ¢ i
5’-Ende der RNA mit Larp7, wahrend das 3’-Ende als Ankerpunkt

fir Hexim1 beschrieben wurde. Das Capping-Enzym MePCE ist

hier nicht dargestellt, es katalysiert die Capping-Reaktion der 7SK

RNA am 5°-Ende.

Dieses 7SK-Gerlist bietet in einer apikalen, 3’-Schleife eine Bindeflache fur P-TEFb,
wahrend an der Spitze der distalen und grofieren 5°-Schleife eine Interaktionsflache mit
Hexim geboten wird (Wassarman und Steitz, 1991; Egloff et al., 2006). 7SK verstarkt durch
die strukturelle Organisation die Interaktion von Hexim1 mit P-TEFb (Michels et al., 2004;
Egloff et al., 2006; Bélanger et al., 2009).

Die Interaktion von 7SK und Hexim1, welche essentiell fir die Formierung des 7SK snRNP
(engl.: small nuclear ribonucleoprotein complex) ist, wird sowohl Uber ein basisches Motiv
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(Aa 150-165), das als nukledres Lokalisationssignal (NLS) wirkt, als auch einen kurzen
Bereich C-terminal davon vermittelt (Yik et al., 2004; Michels et al., 2004; Barboric et al.,
2005; Bélanger et al., 2009). Der genaue Mechanismus der Inhibition von P-TEFb durch
Hexim1 ist bis heute nicht vollstadndig aufgeklart. So wurde die Bindung eines Tyrosinrestes
in die ATP-Bindungstasche der Kinase, vergleichbar zur Inhibition von Cdk2/CycA durch
p27"P (Jeffrey et al., 2000), vorgeschlagen (Michels et al., 2004; Li et al., 2005). Auch
Threonin- und Phenylalaninreste von Hexim1 sind fur die Interaktion notwendig, deren Rolle
jedoch ungeklart ist (Michels et al., 2004; Li et al., 2005, Czudnochowski, 2009). Die
Interaktion von Hexim mit P-TEFb wird Gber ein flexibles C-terminales Coiled-Coil-Segment
vermittelt, welches eine Dimerisierung von zwei Hexim1- und Hexim2-Molekilen bewirkt
(Dames et al., 2007; Schonichen et al.,, 2010). Dieses Segment ermoglicht eine RNA-
unabhangige Bindung von Hexim an die N-terminalen Cyclin-Boxen von CycT, wobei die
bestimmten Affinitdten der Interaktionen auf eine Bevorzugung von Hexim1-CycT1- und
Hexim2-CycT2-Paaren deuten (Michels 2003; Michels et al., 2004; Schulte et al., 2005;
Dames et al.,, 2007, Czudnochowski et al., 2010). Fir die Assoziation von P-TEFb mit
Hexim/7SK ist die Phosphorylierung von Cdk9 an Thr186 essentiell (Chen et al., 2004; Li et
al.,, 2005). Vor kurzem wurden zwei weitere Proteine identifiziert, welche in einer
proteomischen Studie als Interaktionspartner von P-TEFb und 7SK gefunden wurden. Das
Protein Larp7 stellt einen permanenten Bestandteil des 7SK snRNP dar und wird unter 2.5.2
genauer beschrieben. Das Capping-Enzym MePCE (Methylphosphat-Capping Enzym, engl.:
7SK methylphosphate capping enzyme) ist eine konservierte Methyltransferase, die eine
Methylgruppe unter Verwendung des Cofaktors S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) auf die
5°-y-Phosphatgruppe der 7SK snRNA U(bertragt und sie dadurch vor dem Abbau durch
Exonukleasen schiitzt (Gupta et al., 1990; Jeronimo et al., 2007).

Zellular liegt P-TEFb etwa zur Halfte in freier, aktiver Form vor, wahrend die andere
Halfte durch die Bildung des 7SK snRNP aus P-TEFb, Hexim1/2, Larp7 und der 7SK RNA
inaktiv gehalten wird. Dieses Gleichgewicht kann durch &ufere Einflisse wie Stress-
induzierende Faktoren zugunsten des aktiven Komplexes beeinflusst werden (Nguyen et al.,
2001). Andere Faktoren wie die Induktion der Hexim-Expression durch HMBA verschiebt das
Gleichgewicht zugunsten des inhibierten Komplexes (Ouchida et al., 2003; Zhou und Yik,
2006). 7SK, die nicht mit P-TEFb assoziiert ist, kann ihrerseits mit anderen zellularen
Faktoren wie den RNPs hnRNP A1, A2/B1, R und Q interagieren und damit dem
Gleichgewicht zwischen freiem und 7SK-gebundenem P-TEFb entzogen werden (Van
Herreweghe et al., 2007). Die globale Regulation der Assoziation und Dissoziation von He-
xim/7SK und P-TEFb als Reaktion auf duRere Einflisse und Bedurfnisse der Zelle sind bis
heute jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart (He et al., 2006).

2.5.2 Larp7 als Stabilisator der 7SK snRNA

Bei der Untersuchung von mit P-TEFb oder 7SK-prazipitierenden Komponenten wurde 2008
in drei unabhangigen Studien Larp7 (La-verwandtes Protein 7, engl.: La-related-protein 7) als
zusatzlicher Bestandteil des 7SK snRNP identifiziert (Krueger et al., 2008; He et al., 2008;
Markert et al, 2008). Dieses 582 Aminosduren umfassende eukaryotische Protein war in
Expressionsstudien an Gebarmutterhalskrebszellen als eines von zwei Proteinen gefunden
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worden, deren Expression in den metastasierenden Zellen reduziert war (Biewenga et al,
2007). Unter der Bezeichnung DKFZP564K112 wurde es zudem als potentieller Tumor-
marker in Magenkrebszellen aufgrund von vermehrt auftretenden Mutationen beschrieben
(Mori et al, 2002). In derselben proteomischen Studie, bei der die Interaktion von MePCE mit
der P-TEFb-Transkripionsmaschinerie untersucht wurde, wurde Larp7 in Zusammenhang mit
Cdk9 und MePCE gebracht (Jeronimo et al., 2007). Es wurde eine direkte Interaktion
zwischen dem nukleoplasmatischen Larp7 und der 7SK snRNA festgestellt, welche auch bei
Lésung von 7SK von P-TEFb durch Stressfaktoren oder Inhibitoren bestehen bleibt. Larp7
tritt nur in der inhibierten Form des P-TEFb-Komplexes auf, wahrend Brd4 als Marker des
aktiven P-TEFb-Komplexes betrachtet und nie gleichzeitig mit Larp7 an P-TEFb gefunden
wird (He et al., 2008, siehe auch Abschnitt 2.7).

Larp7 gehort zur Familie der La-verwandten Proteine (Larps) und entspricht der
familienspezifischen Domanenstruktur (Abbildung 7; Wolin und Cedervall, 2002; Details zum
La-Protein unter 2.5.3). Eine N-terminale La-Domane ist allen La-Proteinen gemein und
wurde fir La als entscheidende RNA-Bindungsdomane identifiziert (Ohndorf et al., 2001;
Horke et al., 2004). Auch ein zentrales und ein C-terminales RNA-Erkennungsmotiv (RRM,
engl.: RNA recognition motif) findet sich in beiden Proteinen (RRM1 bzw. RRM3).

1 100 200 300 400
1 1

La || La W RRM3 | 408 As

13-92  113-182 231-327

1 L | L 190 L 290 L L L 30|0 L L I490 L L L 5(\)0 L L L
Larp7 [ 13 B0 RRM3 | 582 As
38-112 127-188 454-552

Abbildung 7: Domanenarchitektur von La und Larp7. Die beiden Proteine weisen N-terminal die
namensgebende La-Domane auf, welche zusammen mit der benachbarten RRM1-Domane in La die
Interaktion mit UUU-o4-RNAs vermittelt. Die Funktion des C-terminalen RRM3 ist bis heute nicht
vollstandig geklart.

Die Erkennung und Bindung der 7SK snRNA durch Larp7 erfolgt Uber die N-terminalen
La- und RRM1-Doménen und ist damit in Ubereinstimmung mit dem Bindemechanismus von
La (Teplova et al., 2006; Kotik-Kogan et al., 2008). Als Erkennungsmotiv auf der 7SK snRNA
konnte in Analogie zu La ein Polyuridin-Motiv (UUUqy) am 3°-Ende der RNA identifiziert
werden (He et al., 2008; Markert et al., 2008), welches allen Pol IlI-synthetisierten RNAs
gemein ist (Stefano, 1984; Mathews und Francoeur, 1984). Wird dieses PolyU-Motiv der
RNA deletiert, wird die Interaktion mit Larp7 deutlich geschwacht (He et al., 2008; Markert et
al., 2008). Von entscheidender Bedeutung scheint dabei die La-Domane zu sein, da schon
eine einfache Punktmutation Y127D die Interaktion mit der RNA unterbindet (He et al.,
2008). Durch die Bindung von Larp7 an das 3'-Ende der RNA wird diese stabilisiert und vor
dem Verdau durch Exonukleasen geschitzt. Eine Deletion von Larp7 bewirkt eine
annahernd vollstdndige Reduktion von 7SK. Da Larp7 an der Stabilisierung des 7SK
snRNPs beteiligt ist, verursacht eine Deletion von Larp7 auch eine Steigerung der
Transkriptionsaktivierung durch Tat in einem LTR-basierenden Transkriptionsassay (Krueger
et al., 2008; He et al., 2008).
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Bezuglich der direkten Interaktion von Larp7 mit anderen Proteinen des snRNP wurden
widersprichliche Ergebnisse veréffentlicht. Wahrend einerseits bei RNase-Behandlung des
snRNP-Komplexes durch immobilisiertes Larp7 kein anderes Protein an Larp7 gebunden
blieb (He et al., 2008), wurde in anderen Experimenten eine direkte Interaktionen zwischen
Larp7 zu Hexim1, MePCE sowie Cdk9 beschrieben (Markert et al., 2008; Xue et al., 2009).
Eine genauere biochemische Untersuchung von Larp7 und seiner Doméanen erfolgte bislang
nicht und wurde im Rahmen der vorgelegten Arbeit durchgefuhrt.

2.5.3 Das La Protein als Beispiel eines Larp7-verwandten Proteins
Bisher wurden keine Kristall- oder NMR-Strukturen von Larp7 veroffentlicht. Rickschlisse
auf die Struktur sowie die Interaktion mit der 7SK snRNA lassen sich allerdings aufgrund der
Verwandtschaft zu La ziehen, welches gut charakterisiert wurde. La wurde urspriinglich als
Hauptautoantigen in der rheumatischen Autoimmunerkrankung Lupus Erythematodes und
dem Sjogrens Syndrom identifiziert. Bald zeigte sich, dass La ubiquitar in eukaryotischen
Zellen in hoher Anzahl auftritt (2-10” Kopien pro Zelle) und als erstes Protein mit Transkripten
der RNA Pol lll interagiert. Es bindet und stabilisiert die RNAs direkt nach der Synthese Uber
deren 3’-Polyuridin-Sequenz (UUUgy) und schitzt sie vor dem unspezifischen Abbau durch
Exonukleasen (Ohndorf et al., 2001; Horke et al., 2004).

Die La-Domane zeigte in Kiristallstrukturen eine o-helikale Faltung mit drei kurzen,
antiparallelen p-Faltblattern, die eine sogenannte winged-helix-turn-helix-Faltung aufweisen
(Dong et al., 2004; Alfano et al., 2004; Gajiwala und Burley, 2000, Abbildung 8).

N---La motif------- Central RRM--------- C-terminal RRM-(NRE)----WAM-Ser366----NLS---C

%5

, _/?""'1
& \(('

Abbildung 8: Strukturen der Doméanen von La. A) Ein N-terminales La-Motiv zeigt eine typische
winged-helix-turn-helix-Faltung mit zentralen B-Faltblattern, umgeben von a-Helices. B) Das zentrale
RRM1 entspricht der konservierten RRM-Faltung, wovon C) das RRM3 leicht abweicht. La und RRM1
binden UUUgu-Enden von Pol llI-Transkripten, wahrend die Funktion von RRM3 umstritten ist. (nach
Kenan und Keene, 2004).

Der zentrale RRM1 entspricht der klassischen RRM-Faltung aus a-Helices um vier zentrale
B-Faltblatter (Alfano et al., 2004). Sowohl die La- als auch die RRM1-Domane sind alleine
nicht zu spezifischer RNA-Bindung fahig (Dong et al., 2004; Alfano et al., 2004) und sind
gemeinsam an der Bindung von RNAs beteiligt (Teplova et al., 2006; Kotik-Kogan et al.,
2008). Dabei sind einzig die 3'-Uracile und im speziellen das vorletzte Uracil des UUUqgp-
Endes der RNA fiir eine korrekte Positionierung essentiell sind und werden basenspezifisch
konserviert gebunden (Teplova et al., 2006; Kotik-Kogan et al., 2008).
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Die am wenigsten konservierte RRM3-Domane scheint in La nicht essentiell fur die Bindung
von UUUgy's zu sein, es wurde jedoch Uber eine zusatzlich RNA-Bindung der ppp-
Phosphate des 5°- Endes der RNA spekuliert (Maraia und Intine, 2001). Eine strukturelle
Studie zeigte eine groltenteils gefaltete, monomere Domane, welche sich aus
5 B-Faltblattern mit einer langen, dariber liegenden Helix dhnlich zu anderen RRMs faltet
(Jacks et al., 2003). RRM3 interagierte nur sehr schwach mit UUUoy-RNA (Jacks et al.,
2003) und liegt in isolierter Form monomer vor. Dies konnte jedoch auf die Verklirzung der
fur die Dimerisierung nétigen Domane (Aa 226-348) zurlckzufuhren sein (Jacks et al., 2003;
Craig et al., 1997).

2.5.4 Die Uberfithrung von P-TEFb in den aktiven Zustand durch Brd4

Trotz der zahlreichen Erkenntnisse zur Regulation des inhibierten und des transaktivierten
P-TEFb-Komplexes durch 7SK, Hexim1, Larp7 und MePCE oder Tat/TAR konnte die
Uberfihrung des P-TEFb-Komplexes in einen aktiven Zustand erst mit der Entdeckung des
Bromodoméanen-enthaltenden Proteins 4 (engl.: Bromodomain-containing protein 4) erklart
werden (Jang et al., 2005; Yang et al., 2005). Brd4 assoziiert exklusiv mit der aktiven Form
von P-TEFb und foérdert dessen transkriptionsaktivierende Wirkung (Bisgrove et al., 2007).
Gleichzeitig kann es Uber zwei N-terminale Bromodomanen mit acetylierten Lysinen auf
Histonen interagieren (Dey et al., 2003). Damit scheint Brd4 der entscheidende Faktor zu
sein, der die Rekrutierung von P-TEFb zur Transkriptionsstelle in Abhangigkeit des
posttranslationalen Modifikationsstatus der Histone ermoglicht. Zum genaueren Verstandnis
der Wirkungsweise von Brd4 soll im Folgenden (2.6) daher die Regulation der Histone durch
posttranslationale Modifikationen wie Acetylierung (2.6.1) und die Erkennung der
Modifikationen durch beispielsweise Bromodomanen (2.6.3) beschrieben werden.

2.6 Posttranslationale Modifikationen in Histonen

Wie unter 2.1 beschrieben, liegt die DNA im eukaryotischen Zellkern in hochkondensierter
Form vor. In der ersten Kondensationsstufe, den Nukleosomen, wird die DNA um einen
Proteinkomplex aus acht Histonen gewunden (Kornberg, 1974, siehe auch Abbildung 1). In
ihrer nukleosomgebundenen Form ist die DNA daher schwer zuganglich fir DNA-bindende
Proteine, wie DNA-Remodelling Komplexe und Transkriptionsfaktoren und kann nicht zur
Genexpression genutzt werden (Owen-Hughes und Workman, 1994). Von zentraler
Bedeutung flr die Transkription der DNA sind aus diesem Grund die ungefalteten
N-terminalen Bereiche der Histone, die eine Manipulation der Struktur der Nukleosomen
ermoglichen. Sie zeichnen sich durch eine hohe Anzahl von posttranslational-modifizierbaren
Aminosauren wie Lysinen und Argininen aus (Abbildung 9). In unmodifizierter Form
unterstitzen diese Reste aufgrund ihrer positiven Ladung die Interaktion mit der negativ
geladenen DNA sowie die Interaktionen von Histonen unterschiedlicher Nukleosomen
miteinander (Fletcher und Hansen, 1995). Werden sie jedoch modifiziert, kbnnen sie zur
Ablésung der DNA vom Nukleosom und der Bindung und Funktionalitdt anderer Proteine
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beitragen. Auch die Modifikation von Serinen durch Phosphorylierung fuhrt durch Einfugung
der Phosphatgruppen zu einer Lésung der ebenfalls negativ-geladenen DNA von Histonen.
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1964 wurde erstmals die Acetylierung und Methylierung von Histonproteinen und daraus
folgende Veranderungen des Transkriptionsverhaltens einer Zelle beschrieben (Allfrey et al.,
1964). Die Acetylierung von Lysinen und die Methylierung von Lysinen und Argininen
scheinen die am haufigsten vorkommenden und bis heute die am besten charakterisierten
Histonmodifikationen zu sein und werden im Folgenden genauer betrachtet. Ebenfalls
beschrieben  wurden  Phosphorylierungen,  Citrulling/Deiminierung,  Biotinylierung,
Ubiquitinylierungen und SUMOylierungen, ADP-Ribosylierungen und Prolinisomerisierungen
einzelner Histonreste. Da diese Modifikationen sowohl einzeln als auch in Kombination
wirken konnen, etablierte sich der Begriff des ,Histone Codes“ fiir dieses Phanomen
(Abbildung 8; Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001).

2.6.1 Die Acetylierung von Histonen

Wahrend in Nicht-Histon-Proteinen vor allem die co-translationale, nicht reversible
Acetylierung der a-Aminofunktion des N-Terminus eines Proteins auftritt (Walsh, 2006), ist in
Histonen die Acetylierung an der Seitenkette von Lysinen von zentraler Bedeutung (Gershey
et al.,, 1968). Sie wurde schnell mit der Aktivierung der Genexpression in Verbindung
gebracht. Im unmodifizierten Zustand vermitteln die Lysinseitenketten die Interaktionen der
DNA und der Histone, indem sie durch ihre positive Ladung die negative Ladung der
Phosphate der DNA neutralisieren und die Ausbildung von Salzbricken begunstigen. Durch
Acetylierung der e-Aminogruppe des Lysines wird diese Ladung aufgehoben und die
Interaktionen zwischen Lysin und DNA werden geschwéacht. Dies macht die DNA
zuganglicher fir DNA-bindende Proteine, die Einfluss auf die Genregulation nehmen kénnen.
Die Acetylierung von Lysinen wird generell mit erhdhter Transkriptionsaktivitat korreliert,
wahrend die Deacetylierung meist mit der Verminderung oder Unterdrickung der
Transkription einhergeht (Hebbes et al., 1988; de Ruijter et al., 2003).

2.6.2 Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histon-Deacetylasen (HDACs)
Wie die meisten Histonmodifikationen ist die Acetylierung von Lysinen reversibel. Die
kovalente Ubertragung eines Acetylrestes auf die e-Aminogruppe eines Lysines zur Bildung
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eines Acetyllysins wird von Histon-Acetyltransferasen (HATs) katalysiert. Als Acetyldonor
dient das Co-Substrat Acetyl-Coenzym A (CoA), welches im Kérper hauptsachlich als
Kohlenstoffquelle fur den Citratzyklus dient. Es spielt auRerdem eine bedeutende Rolle in der
Synthese und dem Abbau von Fettsauren. Trotz ihres Namens kénnen HATs auch
Nicht-Histonproteine acetylieren, beispielsweise wurde p53 als Substrat fur p300 identifiziert
(Gu und Roeder, 1997). Als Antagonisten zu HATs sind Histone-Deacetylasen (HDACS) in
der Lage, die e-Acetylgruppe von Acetyllysinen zu entfernen und das Lysin in seinen
urspriinglichen Zustand zuriickzuversetzen.

Sowohl HATs als auch HDACs werden auffallig oft in Proteinen oder Proteinkomplexen
mit einer oder mehreren Histon-interagierenden Domanen gefunden. Die Rekrutierung der
Proteine zur Acetylierungs- bzw. Deacetylierungstelle hangt dabei von anderen Doménen
wie Chromo- oder Bromodomanen ab, erst korrekt positioniert kénnen HATs und HDACs
katalytisch wirken. Diese spezifische Rekrutierung durch andere Domanen wiirde auch
erklaren, wie HATs oder HDACs, die eine relativ breite Substrattoleranz zeigen, trotzdem
spezifisch einzelne Lysine acetylieren bzw. deacetylieren kénnen (Lee und Workman, 2007).

2.6.3 Bromodomanen als Acetyllysin-Bindungsdomanen

Wie bereits erwahnt fuhrt die Veranderung der Ladung eines Lysins durch Acetylierung zur
Abschwachung der direkten Interaktionen mit der DNA. Es zeigte sich jedoch bald, dass
posttranslationale Modifikationen auf Histonen auch als Erkennungs- und Bindeplattform flr
andere Proteine und Proteinkomplexe dienen (Kouzarides, 2007). So kénnen Phosphoserine
auf Histonen von 14-3-3-Proteinen erkannt werden, methylierte Lysine werden von Chromo-
und Tudordomanen gebunden (Kouzarides, 2007).

Als Interaktionsdomane fur e-Acetyllysin wurde 1992 eine Domane unbekannter
Funktion des Drosophila-Gens brahma identifiziert, welche in Analogie zu Chromodomanen
(engl: chromatin organisation modifier, Pearce et al., 1992) und dem ursprunglichen Gen als
Bromodomane (BD) beschrieben wurde (Tamkun et al., 1992; Haynes et al., 1992). lhre
Funktion blieb zunachst unklar, doch ein gehduftes Auftreten von ein oder zwei Bromo-
domanen in Transkriptionscoaktivatoren und HAT-Komplexen legten eine Funktion in der
nukledren Lokalisation nahe (Jeanmougin et al., 1997). Erst 1999 konnte der Zusammen-
hang zu acetylierten Lysinen hergestellt werden, als die Assoziation der Bromodomanen-
enthaltenden HAT Gcnb durch seine Bromodomanen an Acetylierungsstellen auf Histon H4
erkannt wurde (Ornaghi et al., 1999; Winston und Allis, 1999). Bald darauf wurden eine
Reihe von NMR- und Kristallstrukturen von Domanen gréfierer HAT-Komplexe verdffentlicht,
die eine konservierte Bromodomanenfaltung zeigten (Dhalluin et al., 1999; Hudson et al.,
2000; Jacobson et al., 2000). Bromodoméanen umfassen etwa 110 Aminosauren, welche aus
vier a-Helices (aZ, oA, aB und aC) die Kernstruktur des Proteins formen (Abbildung 10).
Diese Bindel der Anordnung auf-ab-auf-ab besitzt eine distal zum N- und C-Terminus
liegende, hydrophobe Tasche, die von zwei kurzen Schleifen (ZA- und BC-Schleife)
eingegrenzt wird und die Bindungsflache flir acetylierte Lysine im Histonkontext bildet.
Insgesamt weisen eukaryotische Bromodomanen eine Konservierung von etwa 30% unter-
einander auf. Die verbindenden Schleifen ZA und BC sind dabei weit weniger konserviert als
die Aminosauren der Bindungstasche und kénnen in Lange und Sequenz variieren.
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Mittlerweile wurden Bromodomanen in mehr als 40 Proteinen gefunden, meist einzeln oder
doppelt vorkommend, in seltenen Fallen wie im Fall von Polybromo-1 (Pb1) bis zu sechsfach
auftretend (Horikawa und Barrett, 2002). Bemerkenswerterweise werden Bromodomanen oft
als Teil von Multidomanenproteinen oder Multiproteinkomplexen gefunden. So enthalten Pro-
teine der Gen5/PCAF und p300/CBP-Familien jeweils HAT- und Bromodomanen, die Unter-
einheit TAF,250 des Transkriptionsfaktor TFIID beinhal-
tet eine HAT- und eine Kinasedomane sowie zwei Bro-
modomanen (Sterner und Berger, 2000). Dies legt na-
he, dass Bromo-domanen fiur die Bindung und die kor-
rekte Positionierung von katalytischen Domanen auf
den Histonen verantwortlich sind und kooperativ mit
anderen Domanen wirken kénnen (Marmorstein und
Berger, 2001).

Abbildung 10: Kristallstruktur der Bromodoméne von
Gcn5 mit acetylierten H4-Peptid. Vier a-Helices aZ, oA, oB
und oC bilden den Bromodomanenkdrper, welcher distal eine
hydrophobe Bindungstasche zwischen den Schleifen ZA und
BC aufweist. In diese Tasche bindet ein H4-Histonpeptid
Uber ein Acetyllysin an Position 16 (nach Zeng und Zhou,
2002).

Aufschluss Uber die Funktionsweise von Bromodomanen als Acetyllysinbindungsdomanen
gab 2000 die Kristallstruktur der Bromodomanen von Gcn5 aus S. cerevisiae, welche in
Komplex mit einem Peptid geldst wurde, dass der Sequenz des Histon H4 entspricht und ein
acetyliertes Lysin an Position 16 tragt (Abbildung 10; Owen et al., 2000). Es zeigte sich eine
direkte Interaktion mit dem Sauerstoff der Acetylcarbonylgruppe Uber ein in allen
Bromodomanen konserviertes Asparagin (N407 in scGcen5). Andere konservierte Reste der
Bindungstasche wie P351 und Y364 interagieren nur indirekt Uber ein Netzwerk von
Wassermolekulen innerhalb der Tasche mit dem Acetyllysin.

Die Frage nach der Spezifitait von Bromodomanen konnte bis heute nicht vollstandig
geklart werden. Freies Acetyllysin bindet nur duBerst schwach an Bromodomanen (Hudson
et al., 2000) und strukturelle Analysen sowie Ligandenbindungsstudien weisen auf eine
Beteiligung der umgebenden Aminosauren an der Bindung hin. In Gen5 und PCAF erschei-
nen Reste an Position +2 und +3 relativ zu Acetyllysin mit verantwortlich flr die Interaktion
mit dem Histonpeptid zu sein, bei CBP binden Reste an den Positionen £ 1 und + 2 an die
aulere Bindungstasche (Owen et al.,, 2000; Zeng et al., 2008). Eine allgemein gliltige
Konsensussequenz ist bis heute nicht bekannt. Bestimmungen der Bindungsstarke von
Bromodomanen und acetylierten Lysinpeptiden zeigten schwache Affinitdten mit
Dissoziationskonstanten (K4's) im micro- bis millimolaren Bereich (Dhalluin et al., 1999; Hud-
son et al., 2000; Shen et al., 2007; Zeng et al., 2008). Bis heute ist die Bromodoméane die
einzige bekannte Interaktionsdomane fir Acetyllysin (Zeng und Zhou, 2002; Mujtaba et al.,
2007). Auch Nicht-Histon-Proteine kénnen von Bromodomanen gebunden werden wie
beispielsweise das HIV-1 Tat Protein, welches von p300 und PCAF acetyliert wird und
anschliefend Uber deren Bromodomanen mit ihnen interagiert (Hottiger und Nabel, 1998;
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Kiernan et al., 1999; Ott et al., 1999, Zeng et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde das
Bromodomanen-enthaltende Protein Brd4 untersucht, welches unter 2.7 naher beschrieben
wird.

2.6.4 Methylierung und Citrullierung von Histonen

Wahrend Modifikationen wie Acetylierung nur an einer einzigen Aminosaure (Lysin)
auftreten, kénnen Methylierungen sowohl an Lysinen als auch an Argininen erfolgen (Walsh,
2006). Im Gegensatz zur Acetylierung wurde die Methylierung jedoch sowohl mit der
Aktivierung als auch mit der Repression der Transkription in Zusammenhang gebracht
(Bannister und Kouzarides, 2005). Methylierungen auf Histonen werden von einer Reihe von
Doméanen wie u.a. Chromo-, Tudor- und MBT-Domanen erkannt, die als ,Royal family*
bezeichnet werden (Kouzarides, 2007).

Wahrend eine Reihe von Methyltransferasen und Demethylasen bekannt sind, die die
kovalente Ubertragung und Entfernung von 1 bis 3 Methylgruppen an Lysinen vermitteln
(Mono-, Di- und Trimethylierungen; Kouzarides, 2007; Tsukada et al., 2006; Hausinger,
2004), sind weit weniger Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) und nur eine Arginin-
Demethylase bekannt (Chang et al., 2007). Vor deren Entdeckung wurde die Citrullierung
oder Deiminierung von Arginin als Gegenreaktion zur Methylierung diskutiert, bei der ein
Stickstoffatom der Guanidinogruppe zu Sauerstoff durch Protein-Arginin-Deiminasen (PADIs)
hydrolysiert wird. Durch den Austausch der Aminogruppe zu Sauerstoff (Deiminierung) wird
der stark basische Charakter von Arginin abgeschwacht und erinnert an die ungeladenen
Aminosauren Asparagin und Glutamin (Vossenaar et al., 2003; Gyoérgy et al., 2006). Damit
kehren Deiminasen einerseits die Monomethylierung von Arginin durch Umwandlung in
Citrullin um, gleichzeitig verhindern sie durch Citrullierung die Methylierung anderer Arginine
(Cuthbert et al., 2004; Wang et al., 2004). Bislang wurde keine Proteindoméane beschrieben,
die Citrullin bindet, und es wurde in der vorgelegten Arbeit Uberprift, ob Bromodomanen flr
die Erkennung von Citrullin verantwortlich sein kénnten.

2.6.5 Propionylierung und Butyrylierung als neue Modifikation in Histonen

2007 wurden in einer proteomischen Studien an humanen Histonpeptiden per Massen-
spektrometrie sowohl die Propionylierungen als auch die Butyrylierung von Lysinen gefunden
(Chen et al., 2007). Es wurden drei Propionylierungsstellen (K5, K8 und K12) sowie
zwei Butyrylierungsstellen (K5 und K12) auf Histon H4 identifiziert, auf Histon H3 wurde K23
propionyliert gefunden (Liu et al., 2009). Diese Modifikationen konnten ebenso auf Hefe-
histonen nachgewiesen und um weitere Lysine in den Histonen H3, H2A und H2B erganzt
werden (Zhang et al., 2009). Auch Nicht-Histon-Proteinen wie p53 konnten in vivo und in
vitro propionyliert und butyryliert nachgewiesen werden (Chen et al., 2007; Cheng et al.,
2009). In vitro konnte zudem gezeigt werden, dass die Histon-Acetyltransferasen CBP und
p300 zur Ubertragung von Propionyl- und Butyryl-CoA befahigt sind. Auch PCAF Ubertragt
Propionyl-CoA auf ein Histonsubstrat, wenn auch mit sechsfach geringerer Substrat-Affinitat
keat/Km (Chen et al., 2007, Leemhuis et al., 2008). Propionyllysine und Butyryllysine werden
zudem von verschiedenen HDACs als Substrat akzeptiert (Smith und Denu, 2007). Eine
Erkennungsdomane konnte bislang nicht identifiziert werden, jedoch wurde aufgrund der
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Analogie zur Acetylierung eine Erkennung durch Bromodoméanen erwogen (Leemhuis et al.,
2008). Dies sollte in dieser Arbeit anhand des P-TEFb-aktivierenden Proteins Brd4 (2.7),
welches zwei Bromodomanen enthalt, untersucht werden.

2.7 Das Bromodomanen-enthaltende Protein 4 (Brd4)

Brd4 gehért zur Familie der BET-Proteine (Bromodomanen und ET-Domane), welche zwei
N-terminale Bromodomanen aufweisen, sowie eine extraterminale (ET) Doméane, deren
Funktion trotz vorhandener NMR-Struktur bislang nicht geklart wurde (Abbildung 11; Dey et
al., 2000; Lin et al., 2008). C-terminal der ET-Domane tragen BETs eine SEED-Domane mit
einem hohen Anteil an Serinen, Aspartaten und Glutamaten. Eine C-terminale Domane, flr
die die Interaktion mit P-TEFb diskutiert wird (Bisgrove et al., 2007), ist nur in Brd4 und BrdT
konserviert, in Brd2 und Brd3 findet sie sich nicht (Wu und Chiang, 2007).

Abbildung 11: Domanenarchitektur

von BET-Familie Proteinen. Die vier BDI BDII ET
humanen BET-Familie-Proteine Brd2 L 74185 345457 632710 _801

© hBrd2 | I TAT N 151 1T &
Brd3, Brd4 und BrdT tragen zwei 271-290 S11-557 SEED (774-801)
Bromodoménen (blau) sowie s et <10 7
C-terminal davon eine ET-Doméne yp.43 ‘6
unbekannter Funktion (grau). Brd4 und 234253 455-500 SEED (702-726) CTM
BrdT__beSItzen ZUdeI’Tl eine C-termlnale 1 58-169 349-461 600-678 1325-1362
Domane (schyvarz), Uber welche Brd4 hBrd4 [N [ WM (5] [ ]
mit P-TEFb interagieren kann, Brd2 280-299  502-547 .(,255[30) F D
und Brd3 fehlen diese Domane. Die 1 27-138 268-380 500-578 910-947 1349 1352
Funktionen der SEED-Doménen der hBrdt [N [A] WEENTS] T u al
BET-Familie-Proteine  (griin)  sowie R W L D

933 936

zweier konservierter Regionen A und B
nahe der zweiten Bromodomane sind
nicht geklart. (Wu und Chiang, 2007)

Weitere Mitglieder der humanen BET-Familie sind die nukledre Ser/Thr-Kinase Brd2, Brd3
und das Testis-spezifische BrdT. Alle BET-Proteine assoziieren mit hyperacetylierten
Chromatinstrukturen (Wu und Chiang, 2007; LeRoy et al., 2008).

Eine strukturelle Charakterisierung der Bromodomanen von BET-Familie-Proteinen
erfolgt bislang vor allem an Brd2, von dessen Bromodomanen BD1 und BD2 Kristall- bzw.
NMR-Strukturen vorhanden sind, sowie kiirzlich erschienene Kristallstrukturen der Komplexe
von Brd2 BD1 mit drei acetylierten Histonpeptiden (Nakamura et al., 2007; Huang et al.,
2007; Umehara et al., 2010). Im Laufe dieser Doktorarbeit wurde zudem eine NMR-Struktur
der zweiten Bromodomane BD2 von Brd4 verdffentlicht (Liu et al., 2008). Alle BD-Strukturen
weisen die beschriebe Bromodomanenfaltung auf. Wahrend Brd2 BD1 als Dimer im Kristall
und in Lésung vorlag und so kooperativ an Acetyllysine auf Histonen binden kénnte, wurden
BD2 von Brd2 und Brd4 als Monomer beschrieben (Nakamura et al., 2007; Huang et al.,
2007; Liu et al., 2008). Die Bindung der Bromodomanen an Histonpeptide zeigten schwache
Affinitaten im mM-Bereich (Huang et al., 2007; Liu et al.,, 2008; Umehara et al., 2010).
Detaillierte strukturelle Daten zu den BDs von Brd4 und ihrer Bindung von Histonsequenzen
existierten zu Beginn dieser Doktorarbeit nicht.
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2.71 Die Assoziation von Brd4 mit mitotischen Chromosomen

Das Bromodomanen-enthaltende Protein 4 (Brd4) wurde erstmals 2000 als ubiquitar
exprimiertes Protein von knapp 200 kDa in Mauszelllinien naher beschrieben, welches bei
Lokalisationsstudien wahrend der Interphase im Nukleus nachgewiesen werden konnte (Dey
et al., 2000). Beim Ubergang der Zellen in die Mitose konnte Brd4 jedoch weiterhin mit den
kondensierten Chromosomen assoziiert beobachtet werden, obwohl die meisten Chromatin-
assoziierten Proteine wie Transkriptionsfaktoren wahrend der Mitose dissoziieren (Martinez-
Balbas et al., 1995). Aufgrund dieser Beobachtung wurde es zunachst MCAP (engl.: mitotic
chromosome-associated protein; Dey et al., 2000), spater jedoch wegen der
Sequenzverwandtschaft zu anderen BET-Familie-Proteinen in Brd4 umbenannt (Houzelstein
et al., 2002). Brd4-Knockout-Mause zeigten schwere Wachstumsstérungen, was auf eine
essentielle Funktion von Brd4 innerhalb des Organismus hindeutet (Houzelstein et al., 2002).
Eine genauere Untersuchung der Lokalisation von Brd4 an Chromosomen zeigte eine
reversible Interaktion von Brd4 mit acetyliertem Chromatin, die Uber die Bromodomanen
vermittelt wird. Da Brd2 ein ahnliches Verhalten zeigte, konnte diese flexible Assoziation ein
Merkmal der BET-Familie darstellen (Dey et al., 2003). Die Assoziation von Brd4 an
Chromatin erfolgt durch Bindung an acetylierte Lysine in Peptiden der Histone H3 und H4.
Dabei wurden doppelt- oder vierfach-acetylierte Peptide bevorzugt, wahrend einfach-
acetylierte nur schwach banden. Unmodifizierte Peptide zeigten keine Interaktion mit Brd4
(Dey et al., 2003). Das Muster der gebundenen Acetylierung auf Histonen Uber die Mitose
hinweg variiert zwischen unterschiedlichen BETs, scheint jedoch ein fur BET-Familie
Proteine spezifisches Phdnomen zu sein, da andere Bromodomanen-enthaltende Proteine
bei Eintritt in die Mitose dissoziieren. Damit konnten BET-Familie-Proteine und im speziellen
Brd4 eine Moglichkeit der epigenetischen Vererbung des Acetylierungsmusters Uber die
Zellteilung darstellen (Dey et al., 2003).

2.8.2 Funktionen von Brd4 in viralen Systemen

Auch eine Reihe von Viren wie das humane Papillomavirus (HPV) oder das Epstein-Barr
Virus nutzen die essentielle Rolle von Brd4 in der Regulation der Transkription fir ihre
Zwecke und sichern durch Bindung von Brd4 an acetylierten Histonen H3/H4 den Erhalt ihrer
viralen DNA an der Wirts-DNA (ber die Mitose hinaus (Schweiger et al., 2006; You et al.,
2006; Ottinger et al., 2006; Lin et al, 2008). Das HPV-Protein E2 bindet ahnlich wie P-TEFb
den C-Terminus von Brd4. Eine Kristallstruktur dieses Komplexes zeigte Brd4 CT als eine
kurze a-Helix, welche quer Uber drei langere Helices von E2 bindet (Abbate et al., 2006).
Das Kaposi's Sarcoma-assoziierte Herpesvirus (KSHV) interagiert jedoch nicht tGber den
C-Terminus von Brd4, sondern Uber dessen ET-Domane, der bislang keine Funktion
zugeordnet werden konnte. Fur die Transkriptionsaktivierung von P-TEFb durch HIV-1
Tat/TAR ist Brd4 nicht notwendig, vielmehr wirde aufgrund der Kompetition von Brd4 mit
7SK/Hxm1 und Tat mit 7SK/Hxm1 auch eine Kompetition von Brd4 und Tat/TAR naheliegen
(Yang et al., 2005; Barboric et al., 2007). Dazu passend wurde eine Inhibition der Tat-
abhangigen Transkriptionsaktivierung durch den C-Terminus von Brd4 beschrieben (Bisgro-
ve et al., 2007; Urano et al., 2008).
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2.8.3 Brd4 als Aktivator des P-TEFb-Komplexes

2005 wurde in zwei parallelen Studien eine Interaktion von Brd4 mit P-TEFb beschrieben,
welche erste Einblicke in die Uberfiihrung des inhibierten P-TEFb-Komplexes zur aktiven
Form lieferten (Jang et al., 2005; Yang et al.,, 2005). Brd4 assoziiert ausschlieBlich mit
aktivem P-TEFb und ist flr die Rekrutierung zum Promotor und die Stimulation der
Transkription durch vermehrte Ser2-Phosphorylierung verantwortlich (Abbildung 12 B; Jang
et al.,, 2005; Yang et al., 2005). Die Rekrutierung zum Promotor erfolgt abhangig vom
Acetylierungszustand der DNA (Jang et al., 2005). Zudem konnte eine verstarkte
Rekrutierung von P-TEFb durch Brd4 wahrend der Anaphase zum Ende der Mitose und
damit vor anderen GTFs festgestellt werden. Dies fligt sich zu einem Modell zusammen, in
welchem Brd4 epigenetisch einzelne Gene durch Bindung und Erhalt des Acetylierungs-
muster markiert und schon wahrend der Mitose fir die Transkription vorbereitet, damit diese
sofort bei Eintritt in die Interphase die nétige Transkriptionsmaschinerie rekrutiert und die
Gene exprimiert werden kdnnen (Yang et al., 2008). Neben der Assoziation mit P-TEFb wird
auch eine Interaktion zwischen Brd4 und dem Mediatorkomplex beschrieben (Jiang et al.,
1998; Yang et al, 2005).

A 7SK RNA B Chromatin

_— 7SK RNA
InakKtver —_—
P-TEFb -1 - ® (e
CyeT1 aktiver . o
o P-TEFb Hxm
& Hxm
CTD mRNA CTD

CycT1
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P 1 g Pe
MRNA o RNA polymerase I \ P ¥ RNA polymerase I|

~
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Abbildung 12: Aufhebung des inhibierten P-TEFb-Zustandes durch Brd4. A) Durch die Bindung
des snRNP aus Hexim, 7SK, Larp7 wird die Kinaseaktivitdt von P-TEFb unterdrtickt. Auch das Cap-
ping-Enzym MePCE ist hier als Teil des 7SK snRNPs dargestellt, obwohl eine dauerhafte Assoziation
mit dem Komplex umestritten ist. Durch die Bindung des Aktivators Brd4 wird der shnRNP von P-TEFb
verdrangt und die Kinaseaktivitat, die auf die CTD der Pol Il wirkt, wiederhergestellt. Gleichzeitig rekru-
tiert Brd4 den Komplex zum Ort der Transkription und gewahrleistet somit sowohl die katalytische als
auch die ortliche Funktionalitat von P-TEFb.

Die Studien von 2005 beschrieben eine Bindung von Brd4 an P-TEFb, vermittelt durch die
Bromodomanen von Brd4. Dabei wird eine exklusive Interaktion mit einem C-terminalen
Bereich von CycT1 (426-516) beschrieben (Jang et al., 2005). In der Studie des Zhou-
Laboratoriums konnte eine Abhangigkeit der Bindung von Brd4 an Cdk9 von Ser175 gezeigt
werden, die die Kinaseaktivitdt nicht beeintrachtigt, wohl aber bei der Bindung von
7SK/Hxm1 eine wichtige Rolle spielt (Cheng et al., 2004; Yang et al., 2005). Dies legt eine
Kompetition von Brd4 und 7SK/Hxm1 um P-TEFb nahe (Abbildung 12). Passend dazu
fordern Stress-induzierende Faktoren wie DRB oder UV Bestrahlung eine Ldésung von
7SK/Hxm1 von P-TEFb und verschieben das Gleichgewicht zugunsten der Brd4-
gebundenen Form. Der Phosphorylierungszustand von Thr186 ist nicht entscheidend fir die
Interaktion mit Brd4 (Yang et al. 2005).
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Der Interaktion von Brd4 mit P-TEFb durch seine Bromodomanen widersprachen
Experimente von Bisgrove et al., die diese auf fehlerhafte Deletionsstudien zurlckfihrten
und stattdessen die Bindung von Brd4 an P-TEFb Uber ein kurzes C-terminales Fragment
beschrieben, welches sowohl mit CycT1 als auch mit Cdk9 interagiert und fir die
Transkriptionaktivierung ausreichend ist (Bisgrove et al., 2007). Ein detaillierter, molekularer
Mechanismus flir die Wirkung von Brd4 auf P-TEFb ist bislang nicht bekannt.

2.8.4 Zielsetzung

Die Regulation des Transkriptionsfaktors P-TEFb stellt einen wichtigen Regulations-
mechanismus der Transkriptionselongation dar. Der P-TEFb Komplex wird durch die
Wirkung des Bromodomanen-enthaltenden Protein Brd4 aus dem inaktiven in den aktivierten
Zustand Uberfihrt. Dabei interagiert Brd4 einerseits direkt mit P-TEFb, andererseits vermittelt
es durch die Interaktion mit acetylierten Histonsegmenten die Rekrutierung des Komplexes
an Chromatinstrukturen. Die genaue Funktion von Brd4 in der Aktivierung von P-TEFb blieb
bislang unklar, da die bisherigen zellbiologischen Studien an Brd4 sich auf die
Co-Lokalisation und physische Interaktion mit P-TEFb beschrankten. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte mit molekularbiologischen Methoden untersucht werden, welchen
Einfluss unterschiedliche Domanen von Brd4 auf die Inhibition von P-TEFb nehmen und ob
diese einem ahnlichen Aktivierungsmechanismus folgen wie das virale HIV-1 Tat-Protein.
Durch die Verwendung isolierter Proteindomé&nen aus rekombinanten Expressionen in einem
Kinase-Aktivitdtsassay sollte eine eindeutige Identifizierung und Charakterisierung der
aktivierenden Domane von Brd4 ermdglicht werden. Gleichzeitig sollten die Bromodomanen
von Brd4 flr strukturelle Studien eingesetzt werden, um Einblicke in die Interaktion mit
acetylierten Histonen zu erhalten. Dabei kdnnte ebenfalls die Assoziation mit anderen
Modifikationen im Histonkontext wie Citrullin oder kurzkettigen Acylmodifikationen von Lysin
analysiert werden, fur die bislang keine Interaktionsdomanen identifiziert wurden. Diese
Studien sollten das bestehende Bild der Rekrutierung von P-TEFb zur Transkriptions-
maschinerie erganzen und moglicherweise erweitern.

Eine zusatzliche Regulation des P-TEFb Komplexes wird durch die Bildung eines
inhibierten Komplexes erreicht, in welchem P-TEFb mit dem Protein Hexim1 und der 7SK
snRNA interagiert und durch Hexim1 inhibiert wird. 7SK RNA fungiert dabei als Gerust
dieses inaktiven Komplexes und wird ihrerseits von dem RNA-bindenden Protein Larp7
stabilisiert. Larp7 wurde bislang nur unzureichend charakterisiert und sollte in der
vorliegenden Arbeit biochemisch untersucht werden. Dabei sollten sowohl erste Einblicke in
die strukturelle Organisation von Larp7 gewonnen werden, als auch die Interaktion mit der
7SK snRNA néher betrachtet werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

311 Feinchemikalien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Chemikalien der folgenden Hersteller verwendet:

AppliChem (Darmstadt), FMC Bioproducts

(Vallensbaek Strand, Danemark), Gerbu

(Gaiberg), J.T. Baker (Deventer, Niederlande), Merck (Darmstadt), Riedel de Haén (Seelze),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma Aldrich (Minchen)

3.1.2 Nukleotide:
ATP, Feststoff
[y-**P]-ATP, 5 pCi/pl, 3000 mCi/mmol

3.1.3 Verbrauchsmaterialien
Dialysemembranen
Kristallisationsscreens
Kristallisationsplatten 96fach

Kristallisationsplatten Linbro 24fach
Amicon Ultrafiltrationseinheiten
Vivacell250 Ultrafiltrationseinheiten
Whatman P81 Zellulosepapier

3.1.4 Molekularbiologische Kits
QIAquick Gel Extraction Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

Ambion MEGAscript T7 Kit

3.1.5 Chromatographiematerialen
Saulenmaterial

GSH 4 Fast Flow

Ni-NTA Superflow
Kationenaustauscher POROS 20 HS

Saulen

HiLoad Superdex 75 16/60 prep grade
HiLoad Superdex 200 16/60 prep grade
Superdex 75 10/30

Superdex 200 10/30

VYDAC-C,-Saule fir ESI-MS

Roth, Karlsruhe
Perkin Elmer, Boston, USA

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning Life Sciences, Lowell, USA
MP Biomedicals, Solon, USA
Millipore Amicon, Witten

Sartorius stedim, Aubagne, France
Omnilab, Bremen

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Foster City, USA

GE Healthcare, Freiburg
Qiagen, Hilden
Applied Biosystems, Foster City, USA

GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Grace, Deerfield, USA
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3.1.6 GroBRenstandards
Gelchromatographiestandard
LMW-Marker far SDS-PAGE

DNA-GrofRenstandard 1kb

Biorad, Miinchen
GE Healthcare, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

3.2 Mikroorganismen und Zellstamme

Stamm
TG1

BL21(DE3)
BL21(DE3) R3/Rosetta
Sf21

3.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
T4 DNA Ligase

Taq Expand High Fidelity
DNA Polymerase

T7 Polymerase

TEV Protease

PreScission Protease

Genotyp

E. coli F'traD36 lac® A(lacZ)M15 proA'B*/supE
A(hsdM-mcrB)5 (rimi"McrB”) thi A(lac-proAB)

E. coliB F" dcm ompT hsdS(rg'mg’) gal A(DE3)

E. coli B dcm ompT hsdS(rg'mg’) gal A(DE3) pRARE
Zelllinie aus dem Eierstockgewebe von Spodoptera

frugiperda (Vaughn et al., 1977)

New England Biolabs, Ipswich, USA
New England Biolabs, Ipswich, USA

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
gruppeninterne Herstellung
gruppeninterne Herstellung
gruppeninterne Herstellung

3.4 Synthetische Peptide

Die folgenden Peptide wurden von der Firma Biosynthan, Berlin synthetisiert und fir bio-
chemische und kristallographische Analysen typischerweise in 100 pl ddH,O aufgenommen.

Peptid Sequenz Masse
H3-K14(ac) GG-K(ac)-APRKQ-Amid (882,8 Da)
H4-K5(ac) RG-K(ac)-GGKGL-Amid (811,8 Da)
H4-K16(ac) GA-K(ac)-RHRKV-Amid (993,5 Da)
H3-K14(cit) GG-Cit-APRKQ-Amid (870,3 Da)
H4-R3(cit) SG-Cit-GKGGK-Amid (747,9 Da)
CycT1-K390(ac) SL-K(ac)-EYRAK-Amid (1035,9 Da)
CycT1-K390(ac) AQ-K(ac)-RQLEN-Amid (1027,7 Da)
Brd4 (33-38) AQPQPA- Amid (611,6 Da)
H3-K14(prop) GG-K(prop)-APRKQ-Amid (897,9 Da)
H3-K23(prop) AT-K(prop)-AARKS-Amid (888,8 Da)
H3-K14(but) GG-K(butyr)-APRKQ-Amid (911,7 Da)
H3-K14(val) GG-K(val)-APRKQ-Amid (924,7 Da)
H4-K5K8(ac) GRG-K(ac)-GG-K(ac)-GLGKG-Amid (1155,9 Da)
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3.5 Nukleinsauren

Oligonukleotide

Die zur Herstellung der Plasmide und RNAs verwendeten Oligonukleotide wurden von der
Firma MWG Biotech, Minchen, synthetisiert und auf 10 pmol/ul in ddH,O geldst.

Vektoren

pProEx-Htb , TEV-site modifiziert
pGEX-4T1, TEV-site modifiziert
pOPIN

3.6 Gerate

Agarosegelkammer, DNA-SUB-Cell
Brutschrank, Heraeus CO, Auto zero
CD-Spektrometer J-815
Elektroporationsgerat, Gene Pulser
Elektrospraymassenspektrometer
Finnigan LCQ Advantage MAX

Agilent 1100 Chromatographiesystem

FPLC-System Akta Prime
HPLC-Systeme:
Waters 600 S Controller,

Invitrogen, Karlsruhe
GE Healthcare, Freiburg
University of Oxford, UK

Bio-Rad, Miinchen

Haraeus Instruments, Hanau
Jasco, Gross-Umstadt
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Corston, UK
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
GE Healthcare, Freiburg

Milford, USA

Waters 626 Pumpe, Waters 2487 Dual Milford, USA

Absoptionsdetektor, Waters 717plus
Autosampler und Inline Entgaser AF

Kristallisationsroboter Mosquito Crystal

Mikrofluidizer, Modell 100S

Microkalorimeter, VP-ITC

Microkalorimeter, iTC200

Nanodrop DN-1000 UV-Spektrometer

PCR Express-Gerat

Roéntgengenerator, Detektor

Schuttelinkubator Multitron

SDS Gel system, Mini protean IlI-

Electrophoresis System

Szintillationszahler

Ultraschallgerat, Branson Sonifier W-250

Visualisierungs- und Inkubationseinheit
Rock Imager

Zentrifuge Avanti TM J-20 XP

Zentrifuge JS-HS centrifuge

Milford, USA

Milford, USA

TTP Labtech, Royston, UK
Microfluidics Corp., Newton, USA
GE Healthcare, Freiburg

GE Healthcare, Freiburg

Thermo Scientific, Wilmington, USA
Hybaid, Franklin, USA
Marresearch, Norderstedt

Infors HAT, Bottmingen, Schweiz

Bio-Rad, Miinchen
Beckmann Coulter, Brea, USA
Branson, Danbury, USA

Formulatrix, Waltham, USA
Beckmann, Fullerton, USA
Beckmann, Fullerton, USA

27



Material und Methoden

3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1  Polymerasekettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction)

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Konstrukte wurden auf Grundlage der vollstandigen
Gene oder bereits vorhandener Plasmide eines Proteins mittels Polymerasekettenreaktion
erstellt. In einem dreiteiligen Zyklus wird dabei eine DNA-Matrize bei hohen Temperaturen in
Einzelstrange zerlegt (Denaturierung), um dann nach der Anlagerung von komplementaren
Oligonukleotiden (Hybridisierung) bei moderateren Temperaturen mit Hilfe der DNA-
Polymerase mit freien Nukleotiden zu Doppelstrangen erganzt zu werden (Elongation). Die
Grenzen des entstehenden Konstrukts werden durch die Wahl der Oligonukleotide bestimmt.
In den weiteren Synthesezyklen dienen neu synthetisierte Strange ihrerseits als Matrize.
Rickstande der Reaktion kénnen im Anschluss durch eine Agarosegelelektrophorese
entfernt werden.

Bestandteil Volumen Schritt Temperatur Zeit

200 ng/ul DNA-Matrize 1ul Denaturierung 95°C 120 s

2,5 mM dNTPs 4 ul 15-25 x

10 pmol/pl 3"Primer 1ul Denaturierung 95°C 15s 15
10 pmol/pl 5" Primer 1ul Hybridisierung Tm 30s -
5000 U/ml Polymerase 0,5 ul Elongation 72°C 45-60 s 25x
10x Polymerasepuffer 5ul

ddH,O 37,5yl Finale Elongation 72°C 420 s

mit To: 4°C X (Anzahl G +C) + 2°C x (Anzahl A +T) — 5°C

In einer Variation der herkdmmlichen PCR-Reaktion kann durch eine Uberlappende PCR
sowohl die Einfuhrung von Punktmutationen als auch die Neusynthese eines DNA-
Fragmentes ohne vorliegende Matrize erfolgen. Punktmutationen in bereits bestehende
Konstrukte wurden in einer ersten PCR durch Synthese zweier Uberlappender DNA-
Fragmente eingefiihrt, welche jeweils die gewinschte Mutation am Uberlappenden 5" bzw 3°
Ende aufwiesen. In einer zweiten PCR-Reaktion wurden diese beiden Fragmente anstatt des
urspriinglichen DNA-Konstrukts eingesetzt und im Hybridisierungsschritt zur Matrize des
gewunschten, mutierten Fragments verwendet.

Zur Synthese kurzer DNA-Fragmente ohne vorliegende DNA-Matrize wurden ebenfalls
Uberlappende Oligonukleotide eingesetzt, welche abwechselnd das gesamte gewlnschte
Konstrukt Uberspannen. Die jeweiligen einzelstrangigen Uberhéange wurden von der DNA-
Polymerase zum DNA-Doppelstrang aufgefillt. Die so erfolgte Synthese der Brd4
CT-Konstrukte wurde von Frau Karin Vogel-Bachmayr durchgeflihrt.

3.7.2 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Reinigung eines DNA-Fragmentes wurde die DNA mit 6x Probenpuffer versetzt und in
einem 0,8-1,2%-iges Agarosegel einer Spannung von 120 V ausgesetzt. Nach der Trennung
der Bestandteile der Probe in Abhangigkeit ihrer Grélke ermdglichte der Farbstoff Ethidium-
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bromid eine Visualisierung der DNA im Gel durch UV-Licht-Bestrahlung. DNA-Banden
konnte aus dem Gel ausgeschnitten und unter Verwendung des QIAquick Extraction Kit
(Fa. Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert werden.

10x TBE-Puffer 6 x Probenpuffer

89 mM Tris 10% Ficoll

89 mM Borsaure 0,025% Bromphenolblau
0,9 mM EDTA 0,025% Xylencyanol

0,006% EtBr

3.7.3 Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme gehdren zu den Endonukleasen, die ein spezifisches, palindromisches
DNA-Doppelstrangmotiv binden und an definierter Stelle spalten. Zur Einfihrung zweier
unterschiedlicher 3’- und 5°-Restriktionsschnittstellen wurden entsprechende Oligonukleotide
in einer PCR verwendet. Nach der PCR wurden die entstandenen Fragmente in einem
praparativen Ansatz sequenzspezifisch durch die gewahlten Restriktionsenzyme verkurzt.
Reaktionsriickstande wurden durch Agarosegelelektrophorese mit anschlieffiender Extraktion
(3.7.2) entfernt. Der Restriktionsverdau wurde auch zur Verifizierung der Klonierung eines
Fragmentes durch Verdau mit den entsprechenden Restriktionsenzymen und
anschlieRendem Nachweis des klonierten Fragmentes in einem Agarosegel verwendet.

Praparativer Ansatz Analytischer Ansatz
Bestandteil Konzentration Konzentration
DNA Gesamtansatz der PCR 100 ng
5" Restriktionsenzym 15-20 U 15-20 U
3’ Restriktionsenzym 15-20 U 15-20 U
Puffer 1x 1x
ddH,0 Ad 40 pl Ad 10 pl

3.7.4 Ligation von DNA-Fragmenten in einen Vektor

Nach der Herstellung eines PCR-Fragmentes wurde dieses in einem Ligationsansatz mit
dem gewtlinschten Vektor zu einem Plasmid ligiert. Beide Bestandteile waren zuvor mit den-
selben Restriktionsenzymen verdaut worden, so dass die T4-Ligase die Uberstehenden
3’- und 5°-Enden der Fragmente verbinden konnte. Die Ligation erfolgte bei RT fur 1 bis 5 h.

Bestandteil Volumen
geschnittenes PCR-Fragment 8 ul
geschnittener Vektor 1l
10x Ligationspuffer 2 ul
T4 Ligase 1ul
ddH,0 8 pl
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3.7.5 Transformation und Anzucht von E. coli-Zellen

Sowohl die Amplifikation eines neu-klonierten Plasmids in TG1-Zellen (3.7.6) als auch die
Uberexpression eines Plasmids in BL21(DE3)-Zellen (3.7.9) erforderte die Transformation
des entsprechenden Plasmids durch Hitzeschock- oder Elektroschocktransformation in
E. coli-Zellen. Eine Anzucht der transformierten Zellen erfolgte stets in LB-Medium oder auf
LB-Platten. Kompetente E. coli-Zellen wurden von Frau Diana Ludwig hergestellt.

Hitzeschocktransformation

10 yl eines Ligationsansatzes oder 1 pyl eines Miniprep-Plasmids wurden mit etwa 150 pl
E. coli-Suspension vermischt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte durch
spontane Uberflihrung des Ansatzes in einem auf 42°C vorgewarmten Heizblock fir 45 s.
Danach wurde der Ansatz erneut auf Eis gelagert und auf eine LB-Platte mit dem
entsprechenden Selektionsmarker ausplattiert. Die Anzucht transformierter Zellen erfolgte
Uber Nacht bei 37°C.

Elektroschocktransformation

10 pl eines Ligationsansatzes oder 1 pul eines fertigen Miniprep-Plasmids wurden mit etwa
150 ul E. coli-Suspension vermengt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Uberfiihrung in
eine Elektroporationskivette wurden die Zellen einer Spannung von 1,5 V ausgesetzt. Nach
Zugabe von 800 pl LB-Mediums wurde der Ansatz flir 1 h bei 37°C inkubiert. Das
zugegebene Medium wurde nach kurzer Zentrifugation abgenommen, die Zellen auf eine LB-
Platte mit entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

Kolonien wurden am nachsten Tag von der Platte in eine FlUssigkultur in LB- oder
TB-Medium Uberfuhrt, dem das Selektionsantibiotikum Ampicillin (100 pg/ml) zugegeben
wurde. Fiir eine Plasmidpraparation wurden 5 ml-Kulturen, fiir Uberexpressionen 100 mi-
Flissigkultur angesetzt, welche bis zur gewtinschten optischen Dichte (OD) bei 37°C unter
standigem Schitteln inkubiert wurden. Die OD einer Bakterienkultur wurde mit Hilfe eines
Photometers (Fa. Eppendorf) gegen LB-Medium bestimmt.

LB-Medium TB-Medium nach Autoklavieren zugeben:
10 g/l Bactotrypton 12 g/l Trypton 100 ml von:

5 g/l Hefeextrakt 24 g/l Hefeextrakt 0,17 M KH,PO,

10 g/l NaCl 4 ml/l Glycerin 0,72 M KoHPO,

5 mM NaOH

3.7.6 Plasmidpraparation aus E. coli-Zellen

Nach erfolgreicher Plasmidligation und Transformation in E. coli TG1-Zellen kénnen diese
zur Amplifikation des Plasmids verwendet werden. Die Isolierung des amplifizierten Plasmids
erfolgte unter Verwendung des QIAprep Spin Plasmid Kits (Fa. Qiagen) nach Hersteller-
angaben.
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3.7.7 Sequenzierung eines DNA-Fragmentes

Die Identitat und korrekte Aminosauresequenz aller in dieser Arbeit verwendeten Proteine
wurde durch Sequenzierung des DNA-Fragmentes sichergestellt. Hierfir wurde die
Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) verwendet. In einem PCR-Ansatz
wurden Sequenzierungspuffer mit der zu untersuchenden DNA, entsprechenden Oligo-
nukleotiden sowie Terminator Reaction Mix eingesetzt. Nach der PCR Reaktion wurde die
DNA gefallt und kapillareletrophoretisch getrennt (MPI Dortmund, Einheit fir Biotechnologie).

PCR-Ansatz PCR-Programm

Sequenzierungsansatz Volumen Schritt Temperatur Zeit
ddH,O 10 pl Strangtrennung 96°C 10s
Terminator Reaction Mix 4 pl Hybridisierung  52°C 25x 5s
10x Sequenzierungspuffer 2 pl Elongation 60°C 240 s
solierte DNA 3l

5" bzw. 3" Oligonukleotide 1wl

3.7.8 Herstellung einer E. coli-Glycerinkultur

1200 pl einer E. coli-Kultur mit einer OD von 0,6-1,0 wurden mit 800 pl 50% Glycerin
vermengt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Diese Glycerinkultur konnte bei -80°C
dauerhaft gelagert und zur Inokulierung einer Expressionskultur verwendet werden.

3.7.9 Proteiniiberexpression in E. coli-Zellen

Fir die Uberexpression eines rekombinanten Proteins in E. coli-Zellen wurden 100 ml
Vorkultur zur Inokulierung einer 5 I-Expressionskultur mit einer OD von 0,05 verwendet,
welche bei 37°C mit 150-180 rpm in einem Schittelinkubator (Fa. Brunswick) bis zu einer
OD von 0,3-0,5 angezogen wurde. Die Kultur wurde auf Expressionstemperatur gebracht
und die Expression bei einer OD von 0,6-1,0 mit 0,3 mM IPTG induziert. Nach der
Expression wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5000 x g pelletiert, und entweder
direkt fir eine Proteinreinigung verwendet (3.8.1-3.8.8), oder mit PBS-Puffer (130 mM NacCl,
10 mM Natrium-Phosphat-Puffer, pH 7,4) gewaschen und pelletiert in flissigem Stickstoff
schockgefroren.

Die in dieser Arbeit gereinigten Proteine wurden entweder fur 4 h bei 30°C oder flr
18 h bei 20°C in LB- oder TB-Medium exprimiert. TB-Medium konnte auch als
Autoinduktionsmedium vor der Expression mit 0,2% sterile Laktose versetzt und bei 37°C
inkubiert werden. Nach 4 h wurde die Expressionstemperatur von 25°C eingestellt und die
Kultur am nachsten Morgen geerntet.

Fur die Expression von rekombinanten Proteinen wurde zunachst der E. coli-
Expressionsstamm BL21(DE3) verwendet, nach einer Kontamination mit Bakteriophagen
wurde der phagenresistente Stamm BL21(DE3) R3/Rosetta eingesetzt, welcher vom
Structural Genomic Consortium, Oxford, zur Verfigung gestellt wurde (www.sgc.ox.ac.uk).

3.7.10 Expression von Proteinen in Insektenzellen

Die Expression von P-TEFb (Cdk9 (1-340) und CycT1 (1-272) mit C-terminalem
Hexahistidinaffinitdtsanker an CycT1) erfolgte in Baculovirus-infizierten Sf21-Zellen im
pFastBac-Dual-Vektor-System (Fa. Invitrogen; Czudnochowski, 2009). Die Expression wurde
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von Frau Janna Bigalke und Frau Diana Ludwig angesetzt und Uberwacht. Die Zellen wurden
im Anschluss fir 20 min bei 2500 x g zentrifugiert und nach einem Waschschritt mit PBS-
Puffer durch erneute Zentrifugation pelletiert. Die Zellen wurden schockgefroren bei -80°C
gelagert.

3.7.11 In vitro Synthese von RNAs

Die in dieser Arbeit verwendeten RNAs wurden auf der Grundlage eines linearisierten 7SK-
Plasmids (Volllangen 7SK snRNA) oder der entsprechenden Oligonukleotide (39 nt 7SK)
unter Verwendung des Ambion MEGAscript T7-Kits (Fa. Applied Biosystems) von Frau Karin
Vogel-Bachmayr transkribiert und gereinigt.

3.8 Biochemische Methoden

3.8.1  Aufschluss einer Expressionskultur

Erster Schritt der Isolierung eines Proteins aus einer entsprechenden Expressionskultur ist
die Zerstdérung der Zellstrukturen zur Freisetzung der exprimierten Proteine durch einen
Zellaufschluss. Im Falle von E. coli-Kulturen erfolgt dies durch einen Microfluidizer
(Fa. Microfluidics Corp), mit dem die Zellen bei 4°C 3 bis 4mal bei einem Druck von 800 bar
durch eine Kapillare gepresst wurden, bis ein homogenes Zelllysat vorlag.

Insektenzellen wurden mittels Ultraschall durch 3 Zyklen mit je 15 Impulsen (Output
control = 4 und Duty cycle = 80) unter Verwendung eines Sonifier auf Eis Ultraschallgerat
(Fa. Branson) aufgeschlossen.

Nach dem Aufschluss wurde das gewonnene Zelllysat in beiden Fallen durch
Zentrifugation bei 30.000 x g und Filtration (Porengréfte 0,2 pm) von unléslichen
Zellbestandteilen geklart und der Uberstand zur Proteinreinigung verwendet.

3.8.2 Affinitdtschromatographie

Nach dem Zellaufschluss (3.8.1) wurden rekombinante Proteine meist Uber einen mit dem
Protein exprimierten Affinitatsankers durch affinitdtschromatographische Reinigung isoliert.
Plasmide auf Basis des pProEx-Vektors codierten fiir einen N-terminalen Hexahistidinanker,
wahrend Proteine des pGEX-Vektors einen N-terminalen Glutathion-S-Transferase (GST)-
Anker trugen. Die zwischen Anker und Protein platzierte Protease-Schnittstelle ermdglichte
eine Abtrennung des Affinitatsankers. Die affinitatschromatographischen Reinigungen von
Proteinen erfolgten mittels eines AktaPrime-FPLC-System (Fa. GE Healthcare), welches die
Absorption eluierender Fraktionen bei 280 nm detektierte. Die Flussrate betrug
1,0-3,0 ml/min.

Reinigung von Polyhistidinfusionsproteinen liber Nickel-NTA-Saulen

Die Isolierung eines Proteins mit einem Hexahistidinaffinitdtsanker durch eine Nickel-NTA-
Saule (Fa. Qiagen) beruht auf der Chelatierung des Nickel-lons mit Histidinen des
Fusionsproteins. Die Histidine des Affinitdtsankers kénnen durch Zugabe von Imidazol von
der Saulenmatrix verdrangt und das Fusionsprotein eluiert werden. Hierflir wurde die Saule
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nach Aquilibrierung mit dem Zelllysat beladen und mit Waschpuffer geklart. Zur Verdrangung
unspezifisch gebundener Proteine wurde dem Waschpuffer 20-30 mM Imidazol sowie
500 MM NaCl zugesetzt. Die Elution erfolgte durch einen Imidazolgradienten von
30-500 mM. Eine Analyse der gesammelten Elutionsfraktionen auf ihre Proteinbestandteile
erfolgte durch SDS-PAGE (3.8.8), wobei Fraktionen, die das gewilnschte Protein enthielten,
vereint wurden. Die Entfernung des Affinitatsanker vom gewiinschten Protein erfolgte durch
einen proteolytischen Verdau mit TEV (engl: fobacco etch virus) oder PreScission-Protease
(3.8.4).

Die Reinigung uber einen Hexahistidinanker wurde u.a. zur Isolierung der Bromo-
domanen BD1 und BD2 von Brd4 eingesetzt. Dabei wurden finf BD1-Konstrukte mit den
Grenzen 27-168, 42-168, 46-168, 51-168 und 54-168 gereinigt, sowie zwei BD2-Konstrukte
(346-464) und (349-464). Nach Abtrennen des Affinitdtsankers wurde eine 95%-ige Reinheit
der Proteine durch Gelfiltration erreicht. BD1 wurde in den Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0,
150 mM NaCl, 1 mM TCEP und BD2 in den Puffer 50 mM HEPES, pH 7,0, 150 mM NacCl,
1 mM TCEP gereinigt und auf 20-90 mg/ml konzentriert. Bei hohen Konzentrationen Uber
60 mg/ml wurden die Proben direkt fir ITC-Experimente verwendete, da sie durch
Schockgefrieren prazipitieren.

Das in Baculovirus-infizierten Sf21-Zellen exprimierte P-TEFb aus Cdk9 (1-340) und
CycT1 (1-271)-His wurde nach dem Aufschluss per Ultraschall auf eine Ni-NTA-Saule
geladen und Uber einen 200 mi-Gradienten von 20-500 mM Imidazol eluiert. Nach einer
1:2-Verdinnung in einen Puffer ohne Imidazol wurden die proteinenthaltenden Fraktionen
eingeengt (siehe auch 3.8.3) und Uber Gelfiltration mit einer S200-Saule gereinigt. Zur
Stabilisierung des leicht prazipitierenden Proteins wurde als Puffer 50 mM HEPES, pH 7,6,
500 mM NaCl, 10% Glycerin und 5 mM B-ME gewahlt. Pro Reinigung konnten etwa 400 ug
des Komplexes aus 3 | Expressionskultur gewonnen werden.

Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Zur Reinigung eines GST-Fusionsproteins wurde eine Glutathionmatrix (GSH-Saule,
Fa Qiagen) verwendet. Das aufgeschlossene Zelllysat wurde auf die GSH-Saule geladen
und mit Waschpuffer sowie einem Hochsalzpuffer (1 M NaCl) gespult. Nach erneutem Klaren
mit Waschpuffer wurde gebundenes Protein mit 10 mM GSH-Puffer eluiert. Die Uberpriifung
der Reinheit der eluierten Proben erfolgte durch SDS-PAGE (3.8.8).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Reinigung Uber einen GST-Affinitdtsanker
zur Gewinnung von CycT1 (1-281) sowie der Brd4 CT-Konstrukte und deren Mutanten
eingesetzt. Nach der Elution von einer GSH-Saule wurden die Proteine durch proteolytischen
Verdau mit TEV-Protease vom Affinitatsanker getrennt und mittels Gelfiltration gereinigt. Bei
der Reinigung von GST-CTD-Konstrukten wurde der Affinitatsanker nicht entfernt, und die
Konstrukte wurden nach der GSH-Elution in konzentrierter Form direkt Gber eine Gelfiltration
gereinigt.

3.8.3 Konzentrierung von Proteinlésungen
Die Verringerung des Volumens einer Proteinlosung oder der Erhéhung der Konzentration
vor der Verwendung oder Lagerung eines Proteins wurde durch Zentrifugation in Amicon
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Ultrafiltrationseinheiten (Fa. Millipore) oder durch Verwendung von Luftdruck in Vivacell250
Ultrafiltrationseinheiten (Fa. Sartorius stedim) erreicht. Zur Lagerung wurden Proteine
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.8.4 Entfernung des Affinitatsankers durch proteolytischen Verdau

Die Entfernung der Hexahistidin- und GST-Affinitatsanker erfolgte durch proteolytischen Ver-
dau mit der TEV- oder der PreScission-Protease, welche die Peptidbindung eines Proteins
an spezifischen Aminosauresequenzen schneiden. Die Proteinlosung wurde mit der
entsprechenden Protease im Verhaltnis 1:80 (TEV:Protein) oder 1:20 (PreScission:Protein)
versetzt und Uber Nacht bei 4°C in einem fir die Proteaseaktivitat geeigneten Puffer
inkubiert. Affinitdtsanker und Protein wurden durch erneuten Auftrag auf die Affinitadtssaule
oder durch Gelfiltration getrennt (3.8.5). Ebenso konnte der Verdau auf der Affinitatssaule
durchgeflhrt werden. Hierfir wurde der Puffer nach den Waschschritten mit 2-4 mg der
Protease versetzt und in einem Kreislauf bei niedriger Flussrate lGber die Saule geleitet.

3.8.5 GroéRenausschlusschromatographie / Gelfiltration

Die Grdélenausschlusschromatographie oder Gelfiltration ist eine der molekularbiologischen
Standardmethoden zur Trennung von Bestandteilen einer Proteinlésung. Dabei wird eine
Saulenmatrix verwendet, deren Poren durch ihre definierte Grélke eine langere Retention
kleinerer Bestandteile bewirken, wahrend gréRere Bestandteile nicht oder nur kirzer in die
Poren diffundieren kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurden Superdex-Saulen der Firma
GE Healthcare eingesetzt. Neben diesen praparativen Anwendungen kann die Gelfiltration
auch zur Analyse der Homogenitat, Reinheit und des Oligomerisierungsgrades einer Probe
sowie einer mdglichen Komplexierung eingesetzt werden.

Praparative Gelfiltration

Alle in dieser Arbeit rekombinant hergestellten Proteine wurden neben der Affinitats- oder
lonenaustauschchromatographie (3.8.2, 3.8.6) durch einen praparativen Gelfiltrationslauf von
Verunreinigungen getrennt und umgepuffert. Hierfir wurden die Proteine Uber eine S75 oder
S200 16/60-Gelfiltrationssaule (Fa. GE Healthcare) bei 0,2-1,0 ml/min unter Verwendung
eines AktaPrime FPLC-Systems (Fa. GE Healthcare) Uber die Saule geleitet. Die
gesammelten Fraktionen wurden wahrend der Elution durch Aufnahme der Absorption bei
280 nm und anschliefend per SDS-PAGE (3.8.8) analysiert und Fraktionen, die das
gewunschte Protein enthielten, vereint. Nach der Konzentrierung wurden die Proteine in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Analytische Gelfiltration

Zur Untersuchung der Homogenitat sowie der Abschatzung des Oligomerisierungsgrades
einer Probe wurde die Retentionszeit eines Proteins auf einer analytischen S75 oder S200
10/30 Superdexsaule (Fa. GE Healthcare) unter Verwendung eines HPLC-Systems
(Fa. Waters) ermittelt. Bei einer Flussrate von 0,5-1,0 ml/min wurden 100 ug der Proteinpro-
be aufgetragen und die Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. Proben des Eluats wurden
gesammelt und auf ihren Proteingehalt per SDS-PAGE analysiert. Die Interaktion von Larp7-
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Konstrukten mit 7SK snRNA wurde durch Analyse der Retentionszeiten der einzelnen
Komponenten im Vergleich zur Retentionszeit eines potentiellen Komplexes untersucht. Der
verwendete Puffer enthielt zur Stabilisierung der RNA 50 mM HEPES, pH 7,0, 350 mM NacCl,
10% Glycerin und 5 mM B-ME. Wahrend Messungen der Bromodomanen von Brd4 (4.2.1)
bei Raumtemperatur verliefen, wurden die Messungen der Protein-RNA-Komplexe bei 4°C
durchgefihrt.

3.8.6 lonenaustauschchromatographie

Zur Reinigung Proteins Larp7 wurde lonenaustauschchromatographie eingesetzt, deren
Grundlage die Bindung eines geladenen Molekiils an eine mit gegensatzlich geladenen
Gruppen gebundene Saulematrix ist. Eingesetzt wurde ein POROS HS Kationenaustauscher
(Fa. Applied Biosystems), dessen Saulenmatrix mit negativ geladenen Sulfopropyl-Gruppen
gekoppelt ist. Aufgrund positiver Ladungsbereiche kénnen Larp7-Konstrukte effizient an die
Saulenmatrix binden, wahrend negativ geladene Nukleinsauren durch die Sulfopropyl-
Gruppen verdrangt werden.

Die Kationenaustauschchromatographie wurde sowohl zur initialen Isolierung von
Larp7-Konstrukten aus dem Zelllysat, als auch zur Trennung des Proteins von
abgeschnittenem Affinitatsanker eingesetzt. Die Losung wurde mit 10 ml/min auf die Saulen
aufgetragen und mit einem Niedrigsalzpuffer (50 mM HEPES, pH 7,5, 26 mM NaCl,
5 mM B-ME) gewaschen. Durch einen 300 ml-Gradienten von 25 mM auf 1 M NaCl konnten
zundchst lockerer gebundene Proteine bzw. Protein/Nukleinsdurekomplexe von der
Sulfopropyl-Matrix geldst werden, wahrend nukleinsdurefreies Protein sich erst zum Ende
des Gradienten von der Saule |6ste. Durch Aufzeichung der Absorption bei 280 nm wurden
Protein/Nukleinsaure-enthaltende Fraktionen identifiziert und per SDS-PAGE auf ihre
Zusammensetzung untersucht (3.8.8). Nach dem proteolytischen Verdau mit PreScission-
Protease konnte der getrennte Affinitdtsanker His-MBP durch eine erneute Kationen-
austauschchromatographie vom Larp7-Konstrukt getrennt werden. Durch eine Gelfiltration
wurden der Hochsalzpuffer sowie ibergebliebene Verunreinigungen entfernt (3.8.5).

3.8.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Die Bestimmung der Konzentration einer Proteinlésung erfolgte in dieser Arbeit entweder
photometrisch nach Bradford (Bradford, 1976), oder durch die Bestimmung der
UV-Absorption bei 280 nm mit Hilfe eines Nanodrop-Spektrometer (Fa. Thermo Scientific).

Konzentrationsbestimmung nach Bradford

800 pl ddH,O wurden mit 200 pl Bradford-Reagenz (Fa. Roth, Karlsruhe) und 1 pl der
Proteinlésung vermengt und deren Absorption bei 595 nm im Vergleich zu einem Ansatz
ohne zugesetztes Protein bestimmt. Eine zuvor erstellte Eichgerade eines Proteins
bekannter Konzentration ermoglicht die Korrelation der Absorption der untersuchten
Proteinprobe zu seiner Konzentration.
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Konzentrationsbestimmung liber die Absorption bei 280 nm

Mit Hilfe eines Nanodrop DN-1000 UV-Spektrometers (Fa. Thermo Scientific) wurde die
Absorption einer entsprechenden Proteinlésung bei 280 nm bestimmt und zur Berechnung
der Konzentration der Probe auf Grundlage von Extinktionskoeffizienten und Masse
eingesetzt. Neben der Absorption bei 280 nm wird vom Spektrometer auch die Absorption
von Nukleinsduren bei 260 nm aufgenommen. Anhand des Quotienten OD2gonm/OD2gonm
konnen Nukleinsaureverunreinigungen der Probe detektiert werden. Eine reine Proteinprobe
entspricht dabei einem Quotienten von 0,57, wahrend eine reine RNA-Probe einen
Quotienten von 2 entspricht (Cold Spring Harb. Protoc.; 2006).

3.8.8 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der Zusammensetzung einer Proteinldsung wurde ein diskontinuierliches
Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) eingesetzt, um die Proteine einer Probe aufzutrennen.
Dabei wurde ein Tris-Glycin-gepuffertes System verwendet, in welchem durch SDS
(Natriumdodecylsulfat, engl.: sodium dodecylsulfat) und B-Mercaptoethanol eine Entfaltung
der Proteine erreichen. Die verwendeten Gele wurden in einem Bio-Rad Mini-Protean IlI-
System aus einem 15-20%igem Trenngel und einem 6%igen Sammelgel gegossen und nach
Polymerisation des Acrylamids in SDS-Laufpuffer mit den Proteinproben beladen. Proben
wurden vor dem Auftrag durch SDS-Probenpuffer und Erhitzung auf 95°C denaturiert. Nach
dem Auftrag der denaturierten Proteine auf das Gel bewirkte eine angelegte Spannung von
200 V oder 40 mA eine Bewegung der durch SDS-Bindung proportional zu ihrem
Molekulargewicht negativ-geladenen Proteine durch das Gel. Nach etwa 1 h konnte das
SDS-Gel in einer Farbeldsung mit 0,1% Coomassie Blue R 250 und folgender Entfarbung
visualisiert werden. Anhand eines aufgetragenen Proteinstandards fiir globulare Proteine
(Fa. GE Healthcare) wurde das apparente Molekulargewicht der Proteinbanden einer Probe
abgeschatzt.

Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und des Polyacrylamidgel fir 4 Gele

SDS — Sammelgelpuffer SDS — Trenngelpuffer SDS — Laufpuffer
0,5 M Tris, pH 6,8 1,5 M Tris, pH 8,8 25 mM Tris-HCI, pH 8,3
0,4% (w/v) SDS 0,4% (m/v) SDS 194 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
2 x SDS-Probenpuffer Farbeldsung Entfarbelésung
62,5 M Tris-HCI, pH 6,8 40% (v/v) Ethanol 10% (v/v) Ethanol
1,6% (w/v) SDS 10% (v/v) Essigsaure 5% (v/v) Essigsaure
25% (v/v) Glycerin 0,1% (w/v) Coomassie Blue R 250

0,04% (w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) B-ME

Bestandteil 15% Trenngel 18% Trenngel 20% Trennge | 6% Sammelgel
ddH,0 4,8 ml 2,8 ml 2,0ml 2,7ml

30% Acrylamid 10 ml 12 ml 12,8 mi 1,0 mi
Trenngelpuffer 5 mi 5 mi 5 mi

Sammelgelpuffer - - 1,25 ml
10% SDS 200 pl 200 yl 200 yl 50 pl

10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 25
TEMED 10 10 pl 10 pl 2,54l
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3.8.9 Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Analyse von Protein-RNA-Komplexes aus Larp7 und der 7SK snRNA erfolgte in einem
Harnstoff-Polyacrylamidgel, welches eine sensitive, denaturierende Methode zur Darstellung
von RNAs darstellt. Hierflir wurde das Retentionsverhalten von Larp7 und der 7SK snRNA
sowie des Komplexes in einem analytischen Gelfiltrationslauf analysiert und die Fraktionen
der Laufte gesammelt. Proben der 7SK snRNA sowie des potentiellen Komplexes wurden
durch LiCl-Isopropanolfallung (3.8.10) prazipitiert und in Formamid-Auftragspuffer
aufgenommen. Die Proben wurden nach Aufkochen bei 95°C auf 10%ige Harnstoff-
Polyacrylamidgele im Bio-Rad Mini-Protean IlI-System aufgetragen und in TBE-Puffer einer
Stromstarke von 20-25 mA ausgesetzt. Durch Inkubation der Gele in 0,01% Ethidiumbromid
konnten die RNA-Banden anschliellend unter UV-Licht-Bestrahlung visualisiert werden. Die
gesammelten proteinenthaltenden Fraktionen wurden zum Vergleich parallel in 15%igen
SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt und durch Coomassie Blue-Farbstoff visualisiert (3.8.8).
Hierflr wurden 30 pl der Fraktionen mit 10 ul SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C auf 20
ul eingeengt.

10% Harnstoff- Polyacrylamidgele (fir 2 Gele 10 ml) Formamid-Auftragspuffer

7 M Harnstoff 80% (v/v) Formamid

10% Acrylamid (19,5 Acrylamid: 1 N,N"-Bisacrylamid) 0,1% (w/v) Xylencyanol

12 yl TEMED 0,1% (w/v) Bromphenolblau
30 pl 10% APS in 1 x TBE-Puffer

In 1x TBE-Puffer

3.8.10 LiCl-Isopropanolfillung von RNAs

Da die Konzentration des 7SK snRNA-Konstrukts in den durchgefiihrten analytischen
Gelfiltrationslaufen zu gering fur einen direkten Nachweis war, wurde die RNA durch eine
LiCl-Isopropanol-Fallung prazipitiert und in einem geringeren Volumen aufgenommen.
Hierfir wurden 200 pl der gesammelten Fraktionen mit 200 pl Isopropanol und 20 pl 8 M LiCl
versetzt. Als Tragersubstanz wurden 2 ul Glykogen (20 mg/ml) zugegeben und fiir 30 min bei
-80°C inkubiert. Die Proben wurden 15 min bei 15 000 x g zentrifugiert und die Pellets nach
Abnahme des Uberstandes mit 200 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation far 15 min bei 15 000 x g wurden die Proben getrocknet und nach der Auf-
nahme in Formamidpuffer in einem 10%igem Harnstoff-Polyacrylamidgel analysiert (3.8.9).

3.8.11 GST-Immobilisationsexperiment

Protein-Protein-Interaktionen kdénnen Uber ein GST-Immobilisationsexperiment untersucht
werden. Dabei wird eines der Proteine als GST-Fusionsprotein an einer GSH-Matrix
immobilisiert. Bei Zugabe eines Bindungspartners wird dieser durch die Interaktion ebenfalls
immobilisiert. Die Proteine kdnnen anschlielend per SDS-PAGE analysiert werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein GST-Immobilisationsexperiment verwendet, um eine
potentielle Verdrangung von Hxm1 durch Zugabe von Brd4 CT untersuchen zu kénnen.
Dieses Experiment orientierte sich an der beschriebenen Verdrangung der Hxm1 TBD durch
Tat/TAR von den Cyclinboxen von CycT1 (Barboric et al., 2007).
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Herstellung von immobilisiertem GST-Protein

Zur Immobilisierung von GST-CycT1 (1-281) an GSH-Matrix (GE Healthcare) wurde GST-
CycT1 in einer 500 ml-Kultur fur 6 h durch Zugabe von 0,3 mM IPTG exprimiert. Die
pelletierten Zellen wurden in PBS-Puffer + 1 mM PMSF gelést und durch Ultraschall
aufgeschlossen (3.8.1). Nach 30 min Inkubation bei 4°C in Anwesenheit von 1% Tween 20
wurde das Zelllysat durch Zentrifugation bei 10 000 x g geklart und der Uberstand mit 1,0 ml
GSH-Matrix-Lésung in PBS + 1% Tween 20 versetzt. Nach 3 h Inkubation bei 4°C unter
standigem Durchmischen wurde der Uberstand durch Zentrifugation von der GSH-Matrix
separiert und entfernt. Nach 4 Waschschritten mit PBS-Puffer wurde die GST-CycT1-Matrix
nach Schockgefrieren bei -80°C gelagert.

Durchfiihrung des GST-Immobilitatsexperiment

Zur Untersuchung der Verdrangung von Hexim1 durch Tat/TAR und potentiell Brd4 CT
wurden 6 pl der hergestellten GSH-Matrix mit immobilisiertem CycT1 (1-281) pro Ansatz
verwendet (~ 2 pyg CycT1) und in einem 300 pl-Ansatz mit 20 yl unbeladenen GSH-Matrix
und Bindepuffer (20 mM Tris, pH 7,4, 100 mM NaCl, 20 mM Zn Cl,, 0,5% NP-40, 5 mM
B-ME) vermischt. Diesem Ansatz wurden 0,4 nmol Hxm1 TBD zugesetzt. AnschlieRend
wurden ansteigende Mengen eines Tat/TAR-Gemisches (3:1 Tat:TAR) oder CT zugegeben
(0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 nmol) und der Ansatz fir 45 min bei Raumtemperatur unter
standiger Durchmischung inkubiert. Als Kontrolle wurden 5 uyl Matrix, an der nur GST
immobilisiert war, mit den Proteinen inkubiert. Nach der Reaktion wurde die Matrix durch
leichte Zentrifugation sedimentiert, der Uberstand entfernt und in zwei Waschschritten durch
frischen Puffer ersetzt. SchlieRlich wurde die GST-CycT1-Matrix in 30 pl SDS-Probepuffer
aufgenommen und denaturiert. Nach einer erneuten Sedimentation wurden 10 pl des
Uberstandes auf einem 20%-igem SDS-Gel getrennt und visualisiert.

3.8.12 Elektrophoretischer Gelverschiebungstest (EMSA)

Als Bindungsassay zur Untersuchung der Interaktion von Larp7 und der 7SK snRNA wurde
ein Elektrophoretischer Gelverschiebungstest (EMSA, engl. electrophoretic mobility shift
assay,) eingesetzt (Garner und Revzin, 1981; Hellman und Fried, 2007). In diesem nativen
Glycinacrylamidgelsystem wird die Laufgeschwindigkeit einer freien RNA im Vergleich zu
einer durch die Bindung eines Proteins verlangsamten RNA zur Anode untersucht. Zur
Trennung der unterschiedlichen RNA-Proteinkomplexe wurde ein 5%-iges Polyacrylamidgel
in einem Bio-Rad Mini-Protean llI-Gelsystem gegossen. Sowohl fur die Herstellung des Gels
als auch fir alle verwendeten Puffer wurden RNAse-freie Chemikalien eingesetzt.

In einem 10 pl Reaktionsansatz wurde 1-2 yM RNA mit ansteigenden Mengen des
entsprechenden Proteins in Bindepuffer vermischt und flir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor der Untersuchung im EMSA wurde die verwendete RNA fur 1 min auf 80°C
erhitzt, um eine homogene Faltung der RNA bei langsamer Abkuhlung auf RT zu
gewahrleisten. Gegebenenfalls wurde der Ansatz zudem mit 5 pg Heparin versetzt, um
unspezifische Interaktionen der RNA mit Larp7 zu unterbinden (Ryder et al., 2008). Die RNA-
Proteinprobe wurde vor dem Auftrag auf das Gel mit 6x-Probenpuffer aus 50% Glycerin und
0,042% Bromphenolblau versetzt und in gekuhltem 1x EMSA-Puffer im Gel einer
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Stromstarke von 25 mA fir 30 bis 90 Minuten ausgesetzt. Die RNA-Banden im Gel wurden
durch Inkubation mit 0,01% Ethidiumbromid und anschliefender in UV-Lichtbestrahlung
visualisiert.

10 x EMSA-Puffer Bindepuffer 5% Polyacrylamidgel
250 mM Tris, pH 8,5 30 mM Tris, pH 7,5 1 ml 10 x EMSA-Puffer
1,92 M Glycin 70 mM KCI 1,25 ml 40% Acrylamid
10 mM EDTA 5,5 mM MgCl, 7,7 ml ddH,O
5mMDTE 12 yl TEMED
30 ul APS

3.8.13 Kinaseassay

Die Aktivitat von P-TEFb wurde einem in vitro-Kinaseassay untersucht, in welchem
rekombinant-gereinigtes Cdk9/CycT1 in Anwesenheit eines GST-CTD-Substrats und ATP
vermengt und die Wirkung potentieller Regultorproteine getestet wurde (Hastie et al., 2006;
Czudnochowski, 2009). Die Kinaseaktivitat der P-TEFb-Untereinheit Cdk9 wurde anhand der
Menge der Ubertragenen Phosphatgruppen von ATP auf das Substrat quantifiziert und in
Relation zur unbeeinflussten Kinaseaktivitat gesetzt. Zur Quantifizierung der Kinasereaktion
wurde radioaktiv-markiertes ATP eingesetzt, dessen y-Phosphatgruppen den B-Strahler *P
enthielten und in einem Filterbindungsassay durch einen Szintillationszahler nachgewiesen
werden konnte. Alternativ konnte die Kinasereaktion auch mit nicht-strahlendem ATP
durchgefiihrt und die Ubertragung der Phosphatgruppen (iber Massenspektrometrie oder als
Laufverschiebung im SDS-PAGE-Gel untersucht.

Filterbindungsassay

In einem Reaktionsansatz wurden 0,1 yM P-TEFb mit 100 yM GST-CTD-Substrat in einem
Volumen von 35 pl in Kinasepuffer (50 mM HEPES, pH 7,6, 34 mM KCI, 7 mM MgCl,,
2,5mM DTT, 5 mM B-Glycerophosphat) vermischt. Hxm1-Konstrukte wurden im 20-fachen
Uberschuss (2 uM) zugegeben, von CT-Konstrukten wurden 10 uM eingesetzt. ATP wurde
mit 0,024-0,036 pCi/ul radioaktivem y-ATP (Perkin Elmer) versetzt (dies entsprach 0,165-
0,25 uCi/Reaktionsansatz) und in einer Gesamtkonzentration von 100 uM als letzter Zusatz
zum Reaktionsansatz gegeben. Der Ansatz wurde bei 30°C inkubiert und nach 15 min in
zwei Ansatzen (15 pl) auf P81-Phosphozellulosepapier (Fa. Omnilab) pipettiert. Nach drei
Waschschritten a 5 min in 0,75%iger Phosphorsaure zur Entfernung des Uberschissigen
ATPs wurden die Papiersticke entnommen und ihre Radioaktivitat mit Hilfe eines
Szintillationszahler (Fa. Beckmann Coulter) quantifiziert. Als Positivkontrolle wurde ein
Ansatz nur mit P-TEFb, Substrat oder ATP gemessen, als Negativkontrolle wurden die
bekannten Inhibitoren Flavopiridol oder Hexim1 (2 uM) zugegeben und gemessen. Jede
Messung wurde dreimal durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

Zeitaufgeloste Messung der Kinasereaktion

Zur Quantifizierung der Phosphatgruppentbertragung Uber einen bestimmten Zeitraum
wurden wie oben beschrieben Ansatze vorbereitet und nach Zugabe von ATP flrr eine
definierte Zeit von 0, 15, 30, 45, 60, 90 120, 180, 240, 300 und 360 min bei 30°C inkubiert.
Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 uM
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Flavopiridol oder 50 mM EDTA beendet und die Proben bei 4°C gelagert. Nachdem alle
Reaktionen beendet waren, wurden die Ansatze wie oben beschrieben auf
Phosphozellulosepapier Ubertragen und ihre radioaktive Strahlung quantifiziert.

Nachweis der Phosphatgruppeniibertragung durch Massenspektrometrie
Alternativ zur radioaktiven Markierung und Nachweis der y-Phosphatgruppe konnte die
Ubertragung der Phosphatgruppe auf das Substrat auch durch die Verdnderung des
Molekulargewichts des Substrats um 80 Da je ubertragener Phosphatgruppe elektro-
phoretisch und massenspektrometrisch beobachtet werden. Hierfir wurden Ansatze wie
beschrieben angesetzt und Uber einen definierten Zeitraum hinweg inkubiert. Zur Beendi-
gung der Reaktion wurde 2 uyM Flavopiridol oder 50 mM EDTA zum Ansatz gegeben. Der
Phosphorylierungszustand des Substrats konnte nun elektrophoretisch durch Auftrennung
von 5 pl des Ansatzes auf einem 20%-igen SDS-Gel analysiert werden. Dabei bewirkte die
Phosphorylierung des Substrates typischerweise eine verkirzte Laufweite der CTD-Bande.
Bei Verwendung von 25 pl des Ansatzes zur Aufnahme eines ESI-Massenspektrums
konnte die genaue Masse des vorliegenden Substrats im Ansatz bestimmt werden. Aufgrund
der hohen Sensitivitdt der Methode ermdglichte dies die direkte und exakte Quantifizierung
der Anzahl der Phosphorylierungen des GST-CTD-Substrats.

3.9 Biophysikalische Methoden

3.9.1 Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie (ESI-MS)

Fir biochemische und strukturbiologische Arbeiten mit rekombinanten Proteinen ist die
genaue Bestimmung der Masse eines Proteins zur Bestatigung der Identitdt und Analyse von
posttranslationalen  Modifikationen von essentieller Bedeutung. Mit Hilfe der
Massenspektrometrie werden Proteinproben ionisiert und einem elektrischen Feld
ausgesetzt, in welchem sie sich aufgrund ihrer positiven Ladung zu einer Kathode bewegen.
Da der Grad der lonisation mit der GroRe des Proteins zunimmt, ist die Geschwindigkeit, mit
welcher sie die Kathode erreichen, proportional zu ihnrem Molekulargewicht.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Bestimmung des Molekulargewichts eines
Proteins die Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie (ESI-MS) mit einem Finnigan
LCQ Advantage MAX Elektrospraymassenspektrometer (Fa. Thermo Fisher Scientific,
Corston, UK) eingesetzt. Die lonisation einer Proteinprobe (~ 20 yl a 1 mg/ml) erfolgt hierbei
durch die schrittweise Injektion der Losung durch eine Kapillare in ein elektrisches Feld. Um
Oxidationen wahrend der Desolvatation zu vermeiden, wurde die Probe vor der Injektion
durch ein vorgeschaltetes Agilent 1100 HPLC-System (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA) Uber eine C4-Saule (Grace, Deerfield, USA) entsalzt. In einem elektrischen Feld wurde
die Flugzeit TOF (engl. time of flight) der ionisierten Proteinproben zur Kathode gemessen,
welche vom Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) abhangt und zur Ermittlung des
Molekulargewichts der Probe verwendet wird. Die Auswertung der aufgenommen Massen-
spektren erfolgte mit Hilfe der Programme Xcalibur und MagTran.
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3.9.2 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine sehr sensitive Methode, die in einem
thermisch isolierten und kontrollierten System die Veranderung der Temperatur eines
Systems durch freiwerdende oder aufgenommene Warme bei Ablauf einer exothermen
Reaktion misst. Hierfir werden eine Messzelle und eine Referenzzelle auf eine definierte,
identische Temperatur gebracht. In die Messzelle, die den einen Reaktionspartner enthalt,
wird nun der zweite Reaktionspartner schrittweise titriert, wobei auftretende Temperatur-
schwankungen vom ITC-Gerat ausgeglichen werden. Aus dem bendtigten Strom zum
Ausgleich der Temperaturdifferenz kann die Enthalpie einer Reaktion errechnet werden.
Dabei wird aus der detektierten Warmetonung die Enthalpie der Reaktion bestimmt, wahrend
der Verlauf der integrierten Warmetbnung gegen das in der Zelle vorliegende molare
Verhaltnis der Reaktanten die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante K und der
Stéchiometrie der Reaktion ermdglicht. Aufgrund des Zusammenhangs der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung und der Gleichgewichtskonstanten Uber die Freie Gibb’sche Energie

AG%= AH? — TAS® und AG’=-RT InK

kann somit die Freie Gibb'sche Energie AG® sowie die Anderung der Entropie AS° des
Systems berechnet werden. Eine Abschatzung der fir ein Titrationsexperiment bendtigten
Konzentrationen der verwendeten Proteine/Peptide erfolgte durch Berechnung des
C-Wertes, welcher sich aus C =K, -c(Zelle) -n , ergibt, wobei n:1 einer 1:1-Bindung
entspricht. Bei der Wahl der Konzentration der Komponente in der Zelle sollte sich ein
C-Wert von 5-100 ergeben, da Titrationskurven innerhalb dieser Grenzen zuverlassig-
angepasste Bindungskurven gewahrleisten (Feig, 2007). Der Titrant in der Spritze sollte
zehnfach hoher konzentriert eingesetzt werden als das Protein in der Zelle.

Zur Messung der Interaktion zwischen BD1 und BD2 mit modifizierten Histonpeptiden
wurden daher bis zu 6 mM des Reaktionspartners in der Spritze eingesetzt. Es wurde ein
iTC200-Gerat der Firma GE Healthcare verwendet, welches ~60 pul Titrant in der Spritze und
~250 ul Protein/Peptid in der Zelle erforderte. BD1 wurde stets aus der Spritze in die Peptid-
I6sung titriert, der verwendete ITC-Puffer entsprach dem Gelfiltrationspuffer von BD1 (50 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 100-150 mM NaCl, 1 mM TCEP). Bei Messungen mit BD2 wurde der
Versuchsaufbau wegen schwankender Loéslichkeit des Proteins variiert, als Puffer wurden
50 mM HEPES, pH 7.0 150 mM NaCl, 1 mM TCEP verwendet. Beide Proteine waren in
diesem Puffer gereinigt oder dialysiert worden. Genaue Titrationsschemata, Konzentrationen
der Experimente sowie unter 4.2 nicht gezeigte ITC-Messungen sind im Anhang in Tabelle 5
aufgelistet. Die Messtemperatur lag bei 25°C. Zu den Messungen der potentiellen Bindung
von Protein und Peptid wurden als Kontrollmessungen stets auch die Warmeténung bei der
Titration des Titranten in Puffer und von Puffer in die vorgelegte Lésung gemessen und
auftretende Signale gegebenenfalls von der Protein:Peptid-Messung subtrahiert. Die
Auswertung der gemessenen Bindungskurven erfolgte durch die Software Origin 7.0.

Die Interaktion von Brd4 CT mit dem Transkriptionsfaktor P-TEFb erfolgte in 50 mM
HEPES, pH 7,5, 250 mM NaCl, 5% Glycerin, 1 mM MgCl,, 5 mM B-ME bei 15°C. Dabei
wurden 80 uM CT zu 8 uM P-TEFb in die Zelle titriert.
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3.9.3 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie stellt eine schnelle Methode zur Abschatzung der Sekundarstruktur
eines Proteins in Losung dar. Rechts- und links-zirkular polarisiertes Licht wird bei der Inter-
aktion mit chiralen Molekilen unterschiedlich stark absorbiert und fiihrt bei der Uberlagerung
des polarisierten Lichtes zu einer elliptischen Verschiebung, welche als Zirkulardichroismus
(engl.: circular dichroism) bezeichnet wird. Sekundarstrukturelemente in Proteinen wie
a-Helizes zeigen verstarkte Wechselwirkungen mit zirkular polarisiertem UV-Licht, die fur das
Strukturelement charakteristisch sind und anhand von Referenzspektren die Zuordnung der
relativen Sekundarstruktur eines gemessenen Proteins ermdglichen.

Zur Bestimmung der Sekundarstrukturen der in dieser Arbeit verwendeten CT- und
Larp7-Konstrukte wurden 0,5-5 uM des entsprechenden Proteins in 5 mM KP;-Puffer, pH 7,5,
verdinnt und in zirkular polarisiertem Licht von 260-190 nm in 1 nm-Schritten bei einer
Integrationszeit von 1 sec und einer Pfadlange von 2 mm gemessen. Die Messungen von
zehn CD-Spektren, die im Anschluss gemittelt wurden, erfolgten bei einer Temperatur von
25°C, die Kihlung des CD-Spektrometers wurde durch 3 I/min flissigen Stickstoffs gewahr-
leistet. Die gemessene Intensitat | der Spekiren wurde in die mittlere molare Elliptizitat pro
Rest 0 =1/d- c-n (mit 6: mittlere molare Elliptizitat pro Rest (deg-cm?dmol™”); I: Intensitét
(mdeg); d: Pfadlange; c: Konzentration des Proteins (M); n: Anzahl der Aminosauren des
Proteins) umgerechnet. Die Ermittlung der Sekundarstrukturelemente aus den gemessenen
CD-Spektren erfolgte durch das Programm Dichroweb (www.dichroweb.cryst.bbk.ac.uk),
dabei wurde das Analyseprogramm CDSSTR unter Verwendung des Referenz-Datensatzes
SP175 zur Ableitung der Sekundarstruktur verwendet, flir welchen die CD-Spektren von
etwa 60 Proteinen mit deren bekannter Sekundarstruktur korreliert wurden. (Whitmore und
Wallace, 2008).

3.9.4 Kiristallographie und Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Die zentrale Methode zur Bestimmung der Struktur der in dieser Arbeit untersuchten
Bromodomanen BD1 und BD2 von dem P-TEFb-Interaktionspartner Brd4 stellt die Réntgen-
strukturanalyse von Proteinen dar. Aufgrund der hohen Komplexitat dieser Methode soll hier
auf die Grundlagen der Kristallographie und Réntgenstrukturanalyse nur Gbersichtsweise
eingegangen werden. Eine detaillierte Darstellung der Proteinkristallographie und ihrer
Grundlagen kann beispielsweise in ,Biomolecular Crystallography“ von B. Rupp nachgelesen
werden (Rupp, 2010).

Theoretischer Hintergrund

Beugung von Roéntgenstrahlung an einem Proteinkristall

Réntgenstrahlung der Wellenldnge 10 — 102 m wird bei Kontakt mit Proteinen durch diese
gebeugt, wobei die Ablenkung des Strahls von der Position der Atome innerhalb des
Proteins abhangt und eine Bestimmung der Struktur ermoglicht. Da Réntgenstrahlung jedoch
anders als Licht im sichtbaren Bereich nicht durch eine Linse fokussiert werden kann,
werden Beugungssignale einer inversen Fouriertransformation als Ersatz der
Linsenfokussierung unterzogen, um die Struktur des Molekuls zu berechnen. Da die
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Interaktionen zudem sehr schwach sind, werden zur Aufnahme von Beugungsmustern
Einkristalle des Proteins eingesetzt, die durch die regelmaRige Anordnung der Proteine eine
Verstarkung der Beugungssignale ermoglichen.

Die Herstellung von Proteinkristallen stellt die erste Hiirde der Réntgenstrukturanalyse
dar. Proteinkristalle werden durch schrittweise Erhohung der Konzentration des Proteins bis
zur Ubersattigung gewonnen, durch welche eine kontrollierte und regelmaRige Anordnung
des Proteins im Kristall erreicht wird. Hierfir wird ein Kristallisationstropfen aus Protein und
einer Kristallisationslésung luftdicht ber einem Reservoir mit Kristallisationsldsung platziert.
Durch den osmotischen Druck innerhalb des Systems diffundiert Wasser aus dem
Proteintropfen und erhéht zunehmend die Konzentration, bis schlielRlich die Nukleation und
Kristallisation des Proteins erreicht werden kann.

Roéntgenbeugungsexperiment
Bei der Bestrahlung eines Kristalls mit Réntgenstrahlung werden die elektromagnetischen
Wellen des Réntgenlichts an den Gitterpunkten des Kristalls gebeugt. Durch positive und
negative Interferenzen entstehen nur dann Beugungssignale (Reflexe), wenn die Bragg'sche
Bedingung 2d sinf = nA (d: Abstande der Gitterpunkte; 8: Winkel der einfallenden Réntgen-
strahlen; n: Beugungsordnung und A: Wellenlange) erfullt ist. Da die Bragg'sche Bedingung
jedoch bei einer statischen Kristallorientierung nicht alle mdglichen Reflexe eines Kristalls
zulasst, wird zwischen den einzelnen Beugungsexperimenten der Kristall um den Winkel ¢
gedreht, um so alle moéglichen Reflexe eines Kristalls zu erhalten. Reflexe des gleichen
Gitterpunktes kénnen hinterher vereint und gemittelt werden.

Die entstehenden Reflexe der Beugung werden durch einen Detektor aufgezeichnet.
Die Position der Reflexe im Beugungsmuster ist abhangig von dem Kiristallgitter, in welchem
die Proteine kristallisierten und an welchem die Rdntgenphotonen gestreut wurden. Die
Intensitat ist dagegen abhangig von der Struktur des kristallisierten Proteins. Bei der Wellen-
darstellung jedes einzelnen Réntgenphotons entspricht die Intensitat des Beugungssignals
der Amplitude der elektromagnetischen Welle. Die Phase, mit welcher die Welle oszillierte,
ist jedoch in dem Beugungsmuster nicht enthalten.

Berechnung der Struktur aus dem Rontgenbeugungsbild/Phasenproblem

Die Bestimmung der Phasen der einzelnen elektromagnetischen Wellen stellt den
entscheidenden Schritt zur Berechnung der Struktur des Proteins aus den gemessenen
Reflexen dar. Einige Methoden zur Ermittlung der Phasen umfassen die Inkorporierung des
Methionin-Analogons Selenomethionin oder von Schwermetallen in den Kristall, um Gber die
Veranderung der Elektronendichte bei Verwendung von Rdntgenstrahlung definierter Wellen-
langen die Phasen berechnen zu kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Phasen der
Reflexe Uber den Molekularen Ersatz berechnet. Dafiir wird zur Lésung einer unbekannten
Struktur die bekannte Struktur eines ahnlichen Proteins (typischerweise ist eine Sequenz-
identitat von >30% notwendig) eingesetzt und unter der Annahme, dass dessen Phasen den
gesuchten Phasen ahneln, zur Berechnung der Struktur verwendet. Das bekannte Protein
wird durch Translations- und Rotationsfunktionen innerhalb der Einheitszelle des Kristalls
positioniert und die Phasen dieses Modells als initiale Phasen einer gesuchten Struktur
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verwendet. Gelingt der Molekulare Ersatz, kann ein initiales Modell der berechneten Elektro-
nendichte angepasst und verfeinert werden, um die tatsachlichen Phasen zu ermitteln.

Verfeinerung eines Strukturmodells

Nachdem ein erstes Modell der Struktur berechnet wurde, wird in iterativen Schritten durch
manuelle Anpassung des Modells an die Elektronendichte und einer automatisierten
Verfeinerung auf Grundlage des Maximum-Likelihood-Prinzips versucht, die tatsachliche
Struktur des Proteins im Kristall zu ermitteln.

Zur Beurteilung der Ubereinstimmung eines erstellten Modells mit der vorliegenden Struktur
werden die Strukturfaktoren der gemessenen Reflexe (Fqs) mit den Strukturfaktoren des
Modells (F.ac) verrechnet. Die Strukturfaktoren entsprechen dabei der vektorialen
Darstellung der Wellenfunktionen der Molekiile im Kristall. Es ergibt sich der sogenannte
R-Faktor (Rrct), welcher ein Mal fir die Glte eines Modells darstellt und maéglichst gering
sein sollte: R=Zul|Fobs| — |Fcarc|l/Z|Fobs|, wobei Fq,s den gemessenen und F.. den
berechneten Strukturfaktoren eines Modells entsprechen. Da flir die Berechnung der
Strukturfaktoren stets die ermittelten Phasen verwendet werden, kann eine
Uberinterpretation durch Verfalschung der Phasen und des R auftreten. Um dies zu
vermeiden, wird der Rgee berechnet (Brunger, 1992), der aus 5% unbeeinflussten Reflexen
berechnet wird, welche von den folgenden Verfeinerungsschritten ausgenommen werden.
Diese konnen durch verfalschte Phasen nicht beeinflusst werden und werden zur Berech-
nung des unabhangigen Rgee verwendet.

Praktische Durchfiihrung in dieser Arbeit

Kristallisation von Brd4 BD1 und BD2

Zur Gewinnung von Kristallen der Brd4 BDs wurden die Proteine BD1 42-168 sowie BD2
349-464 gereinigt (3.8.2-3.8.5) und auf Kristallbildung in Kristallisationsscreens (Fa. Qiagen)
untersucht. Dies erfolgte zunachst in 96fach-Kristallisationsplatten (Fa. Greiner oder
Fa. Corning) mit 60-75 ul Reservoir, bei denen in den Kristallisationsvertiefungen 100 nl des
Reservoirs mit 100 nl Proteinlésung unter Verwendung eines Mosquito
Kristallisationsroboters (Fa. TTP Labtech) vermischt wurden. Pro Platte wurden 1-3 ver-
schiedene Proteinlésungen variierender Konzentrationen angesetzt und in einer Inkubations-
und Visualisierungseinheit (Rock Imager, Fa. Formulatrix) gelagert, welche die Entwicklung
der Kristallisationsansatze Uber den Zeitraum von 21 Tagen bei 20°C dokumentierte.

Fir Brd4 BD1 konnte Kristallbildung im JCSG IV-Screen (Fa. Qiagen) in 3,6 M
Na-Format und 10% Glycerin bei Proteinkonzentration von 7,5 bis 20 mg/ml beobachtet
werden. Kristalle von 100 x 50 x 20 um GréRe konnten in einer 24-fachen Kristallisations-
platte bei einer Konzentration von 20 mg/ml gewonnen werden, woflr 1 pl des Proteins und
1 ul der Reservoirlésung auf ein Deckglaschen pipettiert und kopfliber tber ein Reservoir
von 600 ul platziert wurden (Hanging-Drop-Methode). Reservoir und Deckglaschen wurden
durch Silikon luftdicht verschlossen. Brd4 BD2 zeigte initiale Kristalle im PEG | Screen
(Fa Qiagen) in 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5, 25% PEG Monomethyl Ether 2000 bei 7,3 und
14,6 mg/ml. Die Kristallisationsbedingung wurde auf eine 24-fache Kristallisationsplatte
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Ubertragen und 1 pl Protein + 1ul Reservoirldsung tber 600 pl Reservoir (0,1 M Tris-HCI, pH
8,5, 25% PEG 2000 MME) inkubiert. Die Kristalle erreichten bei 14,6 mg/ml Protein-
konzentration Kantenlangen von 200 x 150 x 20 ym. Die BD1 und BD2-Kristalle wurden in
Reservoirpuffer, dem 20% Ethylenglykol zugesetzt wurde, Uberfihrt und nach 5-10 s in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Verwendung von 20% Ethylenglykol beim Frieren
der Kristalle sollte die Bildung von Eiskristallen in den Lésungsmittelkanalen der Kristalle
minimieren, welche das Rontgenbeugungsmuster des Kristalls beeintrachtigen koénnten.
Gewonnene Kristalle konnten in flissigem Stickstoff dauerhaft gelagert werden.

Herstellung von Kristallen des Bromodomanen-Histonpeptidkomplexes

Zur Komplexierung von Brd4-Bromodomanen mit Histonfragmenten wurden Kristalle von
BD1 in einen Kiristallisationstropfen von 3 ul Uberfihrt, in welchem die Reservoirldsung mit
10- bis 30-fachem Uberschuss des Histonpeptids (relativ zur urspriinglich eingesetzten
Proteinkonzentration von 1,3 mM BD1) zugesetzt worden war. Ein 20-facher Uberschuss der
Peptidldsung (26 mM in Reservoirldsung) erwies sich als optimale Peptidkonzentration, und
BD1-Kristalle wurden flir 24 h in der Lésung Uber 600 ul der Reservoirldsung inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Kristalle in eine Reservoir-Peptid-Losung uberfuhrt, die zusatzlich
20% Ethylengylcol enthielt, und anschlief’end in flissigem Stickstoff gefroren.

Datensatzaufnahme

Die gefrorenen Kristalle von Brd4 BD1 und BD2 wurden im MPI-internen Roéntgenlabor unter
Verwendung einer Rontgenbeugungsapparatur (Fa. Marresearch) untersucht und Kristalle
mit optimaler Rontgenbeugungsqualitdt und Aufldsung ausgewahlt. Durch das Programm
MOSFLM (Leslie, 1992) wurden die Raumgruppen der Kristalle sowie die Kantenlangen der
Einheitszelle bestimmt. BD1 kristallisierte in der Raumgruppe 19 (P24242,), wahrend BD2 in
der verwandten Raumgruppe 18 (P2,2,2) Kristalle bildete. Réntgenbeugungsdatensatze der
BD1 und BD2-Kristalle wurden am SLS (Swiss Light Source) Synchrotron, Villigen, Schweiz,
bei 77 K an der Roéntgenquelle SLS X10SA aufgenommen. Die Kristalle erreichten
Auflésungen von 1,4-1,8 A fiir Datenséatze von Brd4 BD1 alleine oder mit Histonpeptiden und
1,3 A fir Brd4 BD2-Kristalle bei einer Wellenldnge von 1,0 A (Details siehe Tabelle 6 im
Anhang).

Strukturlésung

Die Analyse der aufgenommenen Beugungsmuster der einzelnen Datensatze erfolgte durch
das Programmpaket XDS (Kabsch, 2010), welches die Positionen und Intensitaten der
einzelnen Reflexe analysiert, auflistet und jene gleichen Ursprungs mittelt. Aus den
identifizierten Reflexen wurde eine initiale Elektronendichtekarte berechnet. 5% der Reflexe
werden durch die CCP4-Programme sfall und cad (Collaborative Computational Project,
Number 4, 1994) zur Berechnung des Rge-Fehlers von weiteren Manipulationen
ausgeschlossen. Zur Lésung des Phasenproblems wurden die Strukturen von Brd4 BD1 und
BD2 vom Structural Genomic Consortium (SGC) Oxford (PDB: 20SS; 20UO;
Filippakopoulos et al., 2007; SGC Oxford), als molekularer Ersatz verwendet. Hierfur wurde
das Programm Molrep eingesetzt (Vagin und Teplyakov, 1997). Das ermittelte, initiale Modell
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wurde in dem Modellbauprogramm Coot (Emsley und Cowtan, 2010) manuell der
Elektronendichte angepasst und um zusatzliche Bestandteile wie Ethylenglykol oder Wasser
erganzt. lterative Zyklen der manuellen Anpassung und der Verfeinerung durch das
Programm Refmac (Murshudov et al., 1997) flihrten schliel3lich zu Modellen minimaler
R-Faktoren F:./Riee. Dabei wurde auch eine Anisotropie der Atome im Kristall Uber eine
TLS-Verfeinerung korrigiert und eine anisotrope B-Faktor-Verfeinerung bei Strukturen hoher
Auflésung (BD2 mit 1,3 A) angewendet.

Die Strukturen der Komplexe aus BD1 und Histonpeptiden wurden auf Grundlage der
zuvor berechneten Struktur von BD1 geldst und konnte direkt Uber einen Rigid-Body-
Verfeinerung durch Refmac (Murshudov et al., 1997) errechnet werden (Details siehe
Tabelle 6 im Anhang).

Strukturdarstellung

Nach der Verfeinerung des Modells wurde die Sekundarstruktur der Proteine durch das
Programm DSSP (Kabsch und Sander, 1983) zugeordnet. Die Darstellung des
Strukturmodells erfolgte durch das Graphikprogramm PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, DelLano Scientific, LLC.). Darstellungen der Elektronendichte der
Strukturen wurden durch Coot (F,F.- und 2F,F.-Dichte) oder PyMOL (2F,F.-Dichte) erstellt.
Berechnungen der elektrostatischen Oberflache der Proteine wurde durch die PyMOL-
Erweiterung APBS (Baker et al., 2001) durchgefiihrt. Bindungslangen von hydrophoben
Wechselwirkungen oder Wasserstoffbricken wurden mit Hilfe von PyMOL oder dem CCP4-
Programm Contact errechnet.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zwei Regulatoren des P-TEFb Komplexes
genauer charakterisiert werden: Die ersten beiden Abschnitte befassen sich mit dem
Bromodomanen-enthaltende Protein 4 (Brd4), welches die Uberfiihrung von P-TEFb vom
inhibierten in den aktivierten Zustand vermittelt und gleichzeitig fir die Lokalisation des
Transkriptionsfaktors an Histone verantwortlich ist. Zuerst sollte unter 4.1 der Bereich in Brd4
identifiziert werden, der fir die Bindung und Aktivierung von P-TEFb bendétigt wird. Abschnitt
4.2 fokussiert auf die beiden Bromodomanen von Brd4 und deren Interaktion mit
modifizierten Lysinen in Histonfragmenten und der P-TEFb Untereinheit CycT1.

Der Teil 4.3 befasst sich mit dem RNA-Bindungsprotein Larp7 (engl. La-related Protein
7), das erst vor kurzem als weiterer Cofaktor von Hexim1 und die 7SK snRNA gefunden
wurde und die 7SK snRNA stabilisiert. Dabei wurden Larp7-Konstrukte nukleinsaurefrei
gereinigt und auf ihre biochemischen Eigenschaften, sowie ihre Interaktion mit der 7SK
snRNA hin untersucht.

4.1 Funktionelle Untersuchungen der Aktivierung von P-TEFb
durch Brd4

Zu Beginn dieser Arbeit war die Interaktion von Brd4 mit dem Transkriptionsfaktor P-TEFb
nur unzureichend charakterisiert. Zwei Veroffentlichungen beschrieben die beiden Bromo-
domanen von Brd4 (Abbildung 13, orange und rot) als P-TEFb-interagierende Regionen
(Jang et al.,, 2005; Yang et al, 2005). Bromodomanen sind jedoch auch als
Erkennungsdoméane von modifizierten Acetyllysinsegmenten bekannt und wurden in Brd4 fir
die Interaktion mit acetylierten Histonen verantwortlich gemacht (Dey et al, 2003).
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Abbildung 13: Domanenarchitektur des murinen Bromodomainen-enthaltenden Proteins 4
(mBrd4). N-Terminal besitzt Brd4 zwei Bromodomanen, BD1 (orange) und BD2 (rot), die als
Erkennungsdoméne fur lysinacetylierte Histonmotive fungieren. Die zentrale extraterminale (ET)
Domane (blau) ist zusammen mit den BDs spezifisch fur BET-Familie-Proteine, ihre Funktion jedoch
bislang nicht geklart. In hellblau sind zwei Bereiche mit prognostizierter helikaler Faltung
eingezeichnet. Auch die Funktion der folgenden SEED-Domane (violett), welche einen hohen Anteil
an Serinen, Aspartaten und Glutamaten aufweist, ist nicht bekannt (Wu und Chiang, 2007). Die letzten
50 Aminosauren von Brd4 bilden das C-terminale Motiv (CT), welches als Interaktionspartner flr
P-TEFb vorgeschlagen wurde.

Eine spatere Studie schilderte dagegen den C-Terminus von Brd4 und nicht die
Bromodomanen (Abbildung 12, blau) als Interaktions- und Aktivierungsregion mit P-TEFb
(Bisgrove et al., 2007). Ausgehend von diesen beiden Modellen sollten sowohl die Bromo-
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domanen (BD) als auch der C-Terminus (CT) von Brd4 auf einen aktivierenden Einfluss auf
P-TEFb hin getestet werden. Fir die folgenden Experimente wurde wie in den zitierten
Veroffentlichungen Brd4 aus der Maus verwendet, das eine 93,1%-ige Identitat zu humanem
Brd4 aufweist.

411 Bestimmung der aktivierenden Domane von Brd4 auf P-TEFb

Darstellung der Proteine zur Untersuchung der Aktivitdt von P-TEFb

Zur Untersuchung der Aktivierung von P-TEFb durch Brd4 sollten zunachst die potentiell
aktivierenden Domanen von Brd4 BD1 (42-168) und BD2 (349-464) bzw. CT (1351-1400)
auf ihre Wirkung auf P-TEFb getestet werden. Die C-terminale Domane (CT) von Brd4
umfasst die Reste 1351-1400. Da diesem Konstrukt jedoch aromatische Aminosauren
fehlten, wurde zur glnstigeren spektrometrischen Detektion zudem ein verlangertes
Konstrukt (W1338-1400) erstellt, welches N-terminal ein zusatzliches Tryptophan enthielt.

Der positive Transkriptionselongationsfaktor P-TEFb, bestehend aus Cdk9 (1-340) und
CycT1-His (1-271), wurde in Baculo-Virus infizierten Sf21-Insektenzellen exprimiert
(Czudnochowski, 2009), um die Funktionalitdt des Komplexes durch Phosphorylierung an
Thr186 zu gewahrleisten (Peng et al., 1998a; Chen et al., 2004; Li et al., 2005). Die Identitat
und der Phosphorylierungszustand des P-TEFb-Heterokomplexes wurden per Massen-
spektrometrie bestatigt. Als Substrat von P-TEFb, auf welches die y-Phosphatgruppen des
ATPs durch P-TEFb Ubertragen werden, wurde ein GST-CTD-Konstrukt verwendet. Dieses
Fragment enthielt 9 der 52 Heptadwiederholungen der humanen CTD der Rpb1-Untereinheit
der RNA-Pol II. Die drei N- und C-terminalen Reste des CTD-Proteins bestehen aus
molekularbiologisch eingefugten Lysinen, um eine optimale Bindung des Proteins an den
Phosphozellulosefilter im Kinaseassay zu gewahrleisten (Czudnochowski, 2009). Der GST-
Anker wurde aus Stabilitatsgrinden nicht entfernt.

Mit den beschriebenen Proteinen wurde zunachst mittels Massenspektrometrie
untersucht, ob das Enzym P-TEFb aktiv vorliegt und Phosphatgruppen von ATP auf das
Substrat GST-CTD Ubertragen werden kdnne. Zudem sollte der Einfluss der beiden
CT-Konstrukte 1351-1400 (Wildtyp) und dem verlangerten W1338-1400 auf P-TEFb
verglichen werden, um die Wirkung der beiden CT-Konstrukte vergleichen zu kdnnen. Nach
einer einstliindigen Reaktion des Kinaseansatzes bei 30°C wurden 25 ul der Reaktion
massenspektrometrisch analysiert (Abbildung 14).

Die Analyse der Massenspektren zeigte fir die Kinasereaktion von P-TEFb, ATP und
Substrat die Ubertragung von 1 bis 3 Phosphatgruppen auf das GST-CTD-Substrat (pro
Phosphatgruppe +80 Da; Abbildung 14 A). Dagegen wurde in den Proben mit Wildtyp CT
oder verlangertem CT (Abbildung 14 B und C) eine molekulare Masse von 33 820 Da
identifiziert, entsprechend einer Ubertragung von fiinf Phosphatgruppen.
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Abbildung 14: ESI-MS-Spektren der Reaktionsansatze mit rekombinant gereinigtem P-TEFb
A) Massenspektrum der Kinasereaktion von 0,1 yM P-TEFb mit 10 yM GST-CTD Substrat in
Anwesenheit von 400 uM ATP nach 60 min, bei der anhand der auftretenden Massen die Ubertragung
von 1 bis 3 Phosphatgruppen (P) durch P-TEFb auf das Substrat beobachtet werden konnte. B) Bei
Zugabe des 10 pyM Wildtyp-CTs konnten nach 60 min eine Massenulbertragung von etwa 400 Da
beobachtet werden, dies entspricht 5 Phosphatgruppen, die Gbertragen wurden. C) Auch bei Zugabe
von 10 yM des langeren W1338-1400- Konstrukts wurden nach 60 min 5 Phosphatgruppen
Ubertragen.

Dieses initiale Experiment zur qualitativen Bewertung der CT-Proteine zeigte, dass zum
einen der dargestellte P-TEFb Komplex Kinaseaktivitat besitzt, und zum anderen GST-CTD
mit neun Heptadwiederholungen als Substrat flir P-TEFb geeignet ist. In den folgenden Ver-
suchen wird aufgrund der Ubereinstimmung der Wirkung beider CT-Konstrukte (Wildtyp und
W1338-1400) das verlangerte Konstrukt W1338-1400 eingesetzt, welches eine optimierte
Detektion ermdglicht. Da in Anwesenheit von CT eine erhéhte Phosphatgruppenibertragung
durch P-TEFb auf GST-CTD beobachtet wurde, deutet sich hier ein stimulatorischer Effekt
von Brd4 CT auf die Aktivitat von P-TEFb an, der im Folgenden naher betrachtet wurde.
Zunachst sollte jedoch untersucht werden, ob die Aufhebung der Hxm1-Inhibition durch
Brd4, wie sie von Jang et al. und Yang et al. beschrieben wurde, durch einzelne Domanen
von Brd4 vermittelt wird (Jang et al., 2005; Yang et al., 2005).

Aktivierung von P-TEFb durch Brd4 CT aus dem inhibierten Zustand

Das beschriebene Kinase-Substrat-System wurde nun eingesetzt, um den Einfluss
verschiedener Brd4-Doméanen auf den durch Hxm1-Bindung inhibierten Transkriptionsfaktor
P-TEFb hin zu untersuchen. Hierfir wurde neben dem bereits erwdhnten CT-Konstrukt
W1338-1400 die beiden Bromodomanen BD1 (42-168) und BD2 (349-464) von Brd4
eingesetzt, fir die eine Bindung an P-TEFb beschrieben wurde (Jang et al., 2005; Yang et
al., 2005). Hxm1 zur Inhibition von P-TEFb in den Grenzen 200-359 war bereits zuvor als
Konstrukt mit maximaler Inhibition beschrieben worden (Czudnochowski, 2009). Um die
Einflisse der Proteine auf P-TEFb qualitativ und quantitativ zu bestimmen, wurde ein
Kinaseassay unter Verwendung von y-*?P-markiertem ATP verwendet, bei dem der Einfluss
der Bromodomanen (BDs) oder CT auf P-TEFb quantifiziert wurde. Als Negativkontrolle wur-
de der spezifische Cdk9-Inhibitor Flavopiridol eingesetzt, welcher durch Besetzung der ATP-
Tasche die Bindung von ATP und damit die Phosphatgruppenuibertragung verhindert (Chao
und Price, 2001; Baumli et al., 2008). Ein weiterer Kontrollansatz wurde ohne das Enzym
P-TEFb durchgeflhrt, um eine potentielle Kinasekontamination durch die Substrate oder den
Kinasepuffer auszuschlie®en und zugleich das Hintergrundsignal der Reaktion zu
bestimmen. GST diente im Vergleich zu den BDs und CT als zusatzliche Negativkontrolle. In

49



Ergebnisse

Abbildung 15 sind die Ergebnisse des Kinaseassays graphisch dargestellt. Dabei wurde die
gemessene Radioaktivitdt des Ansatzes von P-TEFb mit y-*?P-ATP und Substrat nach
15 min als Richtwert von 100% relativen **P-Phosphateinbau als MaR der Kinaseaktivitit von
P-TEFb gesetzt, wahrend alle weiteren Quantifizierungen relativ zu diesem Wert berechnet
wurden.

Wie aus Abbildung 15 deutlich wird, wurde eine nahezu vollstidndige Inhibition der
Kinaseaktivitat durch Hxm1 (200-359) auf 4% erreicht und lag somit nur leicht Gber dem
Niveau des Hintergrundsignal (1%). BD1 oder BD2 konnte ebenso wenig wie GST dem
inhibitorischen Effekt von Hxm1 auf die Kinaseaktivitdt von P-TEFb entgegenwirken. Die
Bromodomanen von Brd4 scheinen demnach keine Rolle in der Aufhebung der Inhibition von

P-TEFb durch Hxm1 zu spielen.
Abbildung 15: Die Aufhebung der

A Lo o, B B L B L % Inhibition von P-TEFb durch CT.
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1400). B) Wahrend die Zugabe von
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bewirkt, kann dieser Effekt durch
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werden. Dabei konnte 85% der
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gestellt werden. BD1, BD2 und GST
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Dagegen bewirkte die Inkubation des inhibierten P-TEFb Komplexes mit CT eine
Wiederherstellung der Kinaseaktivitat auf 85% im Vergleich zum unbeeinflussten P-TEFb
(Abbildung 15). Somit kann die inhibitorische Wirkung von Hxm1 durch Aktivierung von
P-TEFb durch Brd4 CT aufgehoben werden. Brd4 CT scheint somit ein Aktivator von P-TEFb
zu sein.

Stimulation der Kinaseaktivitiat durch Brd4 CT

Nachdem die CT-Doméane von Brd4 als Aktivator von inhibiertem P-TEFb identifiziert werden
konnte, wurde nun der Einfluss der isolierten Domanen CT, BD1 und BD2 auf
unbeeinflusstes P-TEFb im Kinaseassay analysiert. In Anwesenheit der Bromodomanen
BD1 und BD2 von Brd4 konnte keine Steigerung der Phosphatgruppenibertragung
beobachtet und daher kein stimulierunder Einfluss auf P-TEFb durch BD1 oder BD2 sowie
der Kontrolle mit GST nachgewiesen werden (Abbildung 16). Die Negativkontrolle in
Abwesenheit von P-TEFDb, bzw. in Anwesenheit von Flavopiridol, wies ein Hintergrundsignal
von etwa 1% auf.
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Abbildung 16: Einfluss von Brd4 auf die
iih Kinaseaktivitit von P-TEFb. Die Quantifi-
zierung der Radioaktivitat durch Ubertra-
gung der y-*’P-Phosphatgruppen  von
100 yM ATP auf 100 pyM CTD-Substrat
zeigten eine Steigerung der Kinaseaktivitat
80- von 0,1uM P-TEFb auf 127% in An-

wesenheit von 10 uM CT relativ zur
60+ unbeeinflussten Kinasereaktion (P-TEFDb).

BD1, BD2 und GST zeigten dagegen keine
40~ Steigerung der Kinaseaktivitat. Die beiden
20+

120+

o

rel. 32P-Einbau (cpm)

Negativkontrollen mit Flavopiridol oder aber
ohne Kinase zeigten ein Hintergrundsignal
von 1% relativ zu P-TEFb. Gemessen
PTEFb Favo BD! BD2 CT  GST  ohne wurde die Radioaktivitdit nach 15 min bei

piridol p-TEFb 30°C.

Dagegen konnte in Anwesenheit von CT eine Steigerung der relativen Kinaseaktivitat auf
127% beobachtet werden, ahnlich der in Abbildung 14 dargestellten erhdhten Anzahl der
Ubertragener Phosphatgruppen auf das GST-CTD-Substrat. Somit konnte neben der
Aktivierung von Hxm1-inhibiertem P-TEFb durch Brd4 CT auch eine Stimulation der P-TEFb-
Kinaseaktivitdt durch die C-terminale Doméane CT von Brd4 nachgewiesen werden
(Abbildung 16).

Im oben beschriebenen Kinaseassay wurde CT bei einer Konzentration von 10 yM
eingesetzt, resultierend in einem 100-fachen Uberschuss im Vergleich zu P-TEFb. Um zu
Uberprifen, ob diese Konzentration einen maximalen Einfluss auf P-TEFb garantiert oder ob
durch eine weitere Erhdhung der CT-Konzentration eine zusatzliche Steigerung der
Aktivierung erreicht werden kann, wurde eine Konzentrationsreihe mit ansteigenden
Konzentrationen CT erstellt. Getestet wurde ein CT-Konzentrationsbereich von 0,1 uM
(1:1 zu P-TEFb) bis 50 uM (500-facher Uberschuss; Abbildung 17).

Die erstellte Konzentrationsreihe zeigte eine Steigerung der Kinaseaktivitat um ca.
40%, welche mit 0,5 pM CT und 0,1 pM P-TEFb erreicht wurde (Abbildung 16). Der
durchgeflihrte Kinaseassay (Abbildung 16) zur Bestimmung des Einflusses der BDs und CT
auf P-TEFb wurde mit 10 uM demnach bei einer Konzentration durchgefiihrt, durch die eine
maximale Aktivierung von P-TEFb durch CT gewahrleistet wurde.
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Abbildung 17: CT-Konzentrations- 140 -
reihe zur Ermittlung der maximalen

Aktivierung von P-TEFb. Bei Einsatz 1207
von ansteigenden Konzentrationen von

CT zu 0,1 uM P-TEFb zeigte sich eine § '
optimale CT-Konzentration von 5 bis = 80
10 yM  (50-100-fach  Uber 0,1 uyM é

P-TEFb), wodurch die Kinaseaktivitat 60
um bis zu 47% (50x CT) gesteigert % 404

werden konnte. Dabei wurden 100 uM
GST-CTD fir 15 min mit 100 uM ATP
bei 30°C inkubiert.

N
?

o
1

P-TEFb Flavo- 1xCT 5xCT 10xCT 50xCT 100x CT 500x CT
piridol

51



Ergebnisse

Die CT-Konzentrationsreihe ermdéglichte zudem eine grobe Abschatzung der Dissoziations-
konstante von P-TEFb und CT. Der 1:1-Einsatz von 0,1 yM P-TEFb und 0,1 uM CT zeigte
bereits eine Steigerung der Phosphatgruppenibertragung von 6%. Ausgehend von 140%
maximaler Ubertragung bei >0,5 uM CT entspricht dies 15% der maximalen Ubertragung.

Unter der Annahme, dass der 1:1-Komplex einen K4 von 0,1 uyM aufweisen wirde, ergabe
[c]

[c]xKq
Komplexes auch 50%-iger gesteigerter Phosphatgruppenubertragung entsprechen wiurde,
jedoch nur 15% gesteigerte Phosphatgruppentbertragung quantifiziert wurde, scheint der
tatsachliche Ky hoher als 0,1 yM zu liegen. Die Annahme eines 1:2-Komplexes flhrt bei
einem Ky von 0,1 yM zu einer Besetzung von 33%. Auch in diesem Fall lage der tatsachliche
Kgq Uber 0,1 uM. Bei einem spekulativen K4 von 1 uM ergaben sich Besetzungen von 9%
(1:1-Komplex) bzw. 5% (1:2-Komplex). Somit kann aus der CT-Konzentrationsreihe ein
K4 zwischen 0,1-1 uM abgeschatzt werden.

sich eine 50%-ige Besetzung (Besetzung = ). Da eine 50%-ige Besetzung des

41.2 Vergleich des HIV-1 Tat-Proteins und der CT-Doméane von Brd4

Ebenso wie CT ist das HIV-1 Protein Tat in der Lage, den durch Bindung von Hxm1
inhibierten Zustand von P-TEFb aufzuheben und P-TEFb zu aktivieren (Fraldi et al., 2005;
Schulte et al., 2005; Barboric et al., 2007). Dabei interagiert Tat im Komplex mit der TAR
RNA mit CycT1 und aktiviert P-TEFb durch kompetitive Verdrangung von Hxm1 (Garber et
al., 1998; Schulte et al., 2005; Barboric et al., 2007). Da sowohl Tat als auch die C-terminale
Domane (CT) von Brd4 P-TEFb aus dem inhibierten in den aktiven Zustand tberfuhren und
sich auch in ihrer Erscheinung als kleines Protein bzw. Domane ahneln, wurde im Folgenden
untersucht, ob beide vergleichbare Mechanismen der Aktvierung aufweisen.

Aktivierung von P-TEFb durch HIV-1 Tat und die TAR RNA

Der y-*P-ATP-basierte Kinaseassay wurde im Folgenden zur Quantifizierung der Aktivierung
von P-TEFb durch Tat eingesetzt, um den Einfluss des HIV-1 Proteins mit dem von CT auf
P-TEFb vergleichen zu kdnnen (Abbildung 18). Wie zuvor fur CT untersucht, wurde zunachst
die Wirkung von Tat und TAR auf aktives P-TEFb quantifiziert. Tat erhdhte die Aktivitat von
P-TEFb um 16%, wahrend TAR alleine keinen Einfluss auf P-TEFb zeigte. In Anwesenheit
beider Komponenten wurde die Kinaseaktivitat auf 129% gesteigert.

Die Inhibition durch Hxm1 konnte jedoch nur in Gegenwart beider Faktoren
aufgehoben und 99% der urspringlichen Aktivitat wiederhergestellt werden (Abbildung 18).
HIV-1 Tat kann somit die Inhibition durch Hxm1 aufheben, flr eine effektive Aktivierung ist
jedoch die Komplexformierung mit TAR RNA notwendig.
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Abbildung 18: Einfluss von HIV-1 Tat und

140 der TAR RNA auf die Kinaseaktivitat von
P-TEFb. In Gegenwart von 10 uM Tat und
100 uM ATP erhoht sich die Aktivitat von
0,1uM P-TEFb um 16% (Uber das
unbeeinflusste Mal. Dabei wurden 100 yM
GST-CTD-Substrat mit 9 Heptaden fir
15 min bei 30°C inkubiert. 10 yM TAR RNA
hat keinen Einfluss auf P-TEFb, gemeinsam
mit Tat, wird die Aktivitdt der Kinase jedoch
auf 129% erhoht. Nach der Inhibition von
P-TEFb durch 2 yM Hxm1 auf 3% Aktivitat
konnte durch Zugabe von Tat lediglich 17%
der Aktivitat wiederhergestellt werden, wah-
P-TEFb Tat TAR Tat Hxm! Hxm1 Hxm1 Hwmi  rend die TAR RNA keinen Effekt zeigte. Die
+TAR *Tat +TAR *T& Aktivitat von P-TEFb konnte durch Wirkung

beider Faktoren wiederhergestellt werden.
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Interaktionsstudien zur potentiellen Bindung von CT mit RNAs

Der Einfluss von HIV-1 Tat auf P-TEFb scheint durchaus vergleichbar zur Aktivierung durch
die CT-Domane von Brd4 zu sein. Ein Vergleich der Aminosauresequenz in EIAV oder HIV
Tat mit CT weist in einigen Motiven Uberraschende Ahnlichkeiten auf (siehe Abbildung 19,
farbliche Hervorhebungen). Das langste dieser Motive umfasst neun hauptsachlich positiv
geladene Reste (49-78, Nummerierung aus HIV-1 Tat), welches als argininreiches Motiv
(ARM) die Interaktion von Tat mit der ersten Cyclin-Box von CycT1 und der TAR RNA Haar-
nadelschleife vermittelt (Anand et al., 2008). C-terminal hierzu befindet sich ein Dileucinmotiv
(LL), das im ternaren CycT1-Tat-TAR Komplex aus EIAV Uber hydrophobe Interaktionen mit
CycT1 interagiert (Anand et al., 2008). In HIV-1 Tat ist dieses Dileucin als SL erhalten.

40 50 60 70 80
| | | | |

HIV Tat [.HCYACFTRKGLIGISYGRKKRRQRRRAPQDSQTHQASLISKQPASQSRGDPTGPKE

EIAV Tat|..HCQLCFLRSLUGIDYLDASLRKKNKQRLKAIQQGRQPQY]LL]

ARM

Brd4 CT [..QSMLDQQRELARKREQERRRREAMAATIDMNFQSDLLSIFEENLF|

| | | | |
1360 1370 1380 1390 1400

Abbildung 19: Sequenzvergleich von Motiven in HIV Tat und EIAV Tat und Brd4 CT.
Uberraschende Ahnlichkeiten ergeben sich in der Abfolge fir ein RxL/KxL-Motiv, ein argininreiches
Motiv (ARM) und ein C-terminales Dileucinmotiv (LL).

N-terminal des ARM-Motives befindet sich eine RxL-Sequenz, welche als Cyclinbindungs-
motiv in Kinasesubstraten diskutiert wird (Schulman et al., 1998). In HIV Tat tritt dieses Motiv
(im Gegensatz zu EIAV) als KxL-Motiv auf (Abbildung 19).

Interessanterweise enthalt die CT-Domane von Brd4 sowohl ein potentielles RxL-Motiv
(1363-1365) und ein Dileucin-Motiv (1391-1392), als auch zwei positiv geladene Bereiche
(1367-1369 und 1372-1375), die Ahnlichkeiten zu dem ARM von Tat aufweisen. Da solch ein
basischer Bereich in Analogie zu Tat die Interaktion zu Nukleinsduren vermitteln kénnte,
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wurde Uberprift, ob CT mit den zwei in P-TEFb Komplexen auftretenden RNAs 7SK und
TAR interagiert.

160

140

rel. 32P-Einbau (cpm)
8.8

P-TEFb 7SK TAR CT CT+ CT+ CT+ CT+ CT+
7SK  TAR Hxm1 Hxm1 Hxm1 Hxm1 Hxm1 Hxm1
+7SK  +TAR +7SK  +TAR

Abbildung 20: Einfluss der RNAs 7SK und TAR auf Brd4 CT. A) Weder P-TEFb, noch der
P-TEFb:CT Komplex wurde durch 7SK snRNA oder der TAR RNA signifikant in seiner Aktivitat
beeinflusst. Die P-TEFb-Inhibitoren Hxm1fl und 7SK inhibierten die Kinaseaktivitdt, wahrend
Hxm1:TAR eine Inhibition auf 15% Aktivitat erreichten. CT konnte die Wirkung von Hxm1/7SK auf
33% umkehren, die Inhibition von P-TEFb durch Hxm1:TAR wurde vollstandig durch CT aufgehoben.
Gemessen wurde die Aktivitat von 0,1 uM P-TEFb in Anwesenheit von 100 yM GST-CTD-Substrat
und 100 yM ATP bei Zugabe von 10 uM Tat, TAR oder CT und gegebenenfalls 2 yM Hxm1. Die
Reaktion wurde nach 15 min bei 30°C quantifiziert.

In Anwesenheit der RNAs 7SK oder TAR konnte keine signifikante Steigerung der
Aktivierung von P-TEFb erkannt werden, auch in Gegenwart von CT und den RNAs konnte
keine Steigerung zusatzlich zu der durch CT festgestellt werden (Abbildung 20 linke Seite).
Die Zunahme des Phosphatgruppentransfers lag bei 3-4% und war damit nicht signifikant im
Vergleich zur Standardabweichung der Mittelwerte von 5-8%.

Die Interaktion von Hxm1 und der 7SK snRNA wird Uber ein basisches Motiv vermittelt,
welches dem Konstrukt Hxm1 (200-359) fehlt. Daher wurden fiir das folgende Experiment
nun Volllangen-Hxm1 eingesetzt. Dieses Konstrukt erreichte jedoch nur eine Inhibition der
Phosphatgruppenibertragung auf 22% des Ausgangswerts, erst in Anwesenheit der 7SK
snRNA konnte eine vollstandige Inhibition erreicht werden. In Gegenwart der TAR RNA
erzielte Hxm1 nun eine Inhibition auf 15% (Abbildung 20, rechte Seite). Wurden diese
Komplexe nun mit CT versetzt, konnten im Falle von Hxm1/7SK 35% der Kinaseaktivitat
wiederhergestellt werden, wahrend Hxm1/TAR/CT eine vergleichbare Kinaseaktivitat von
136% zeigten wie in Gegenwart von CT (Abbildung 20). In dieser Versuchsreihe konnte
demnach keine stimulatorische Wirkung der RNAs 7SK und TAR auf die Aktivierung von
P-TEFb durch CT festgestellt werden.

Mutationsstudien an CT zur Identifizierung wichtiger Aktivierungselemente

Die beschriebenen Sequenzmotive in HIV und EIAV Tat (Abbildung 19) spielen nicht nur bei
der Bindung der TAR RNA, sondern auch bei der Interaktion mit CycT1 eine entscheidende
stimulatorische Rolle. Die Tatsache, dass diese Sequenzen eine moglicherweise
konvergente Entsprechung in CT haben, lasst vermuten, dass diese Elemente auch in CT
eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit P-TEFb spielen kdénnten. Eine Mutation
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dieser potentiell wichtigen Sequenzmotive in CT sollte demnach zu einer Beeinflussung der
Aktivierung von P-TEFb fiihren. Zur experimentellen Uberpriifung dieser Hypothese wurden
vier Aminosaurepunktmutanten erstellt, in denen die potentiell wichtigen Reste durch Alanin
ersetzt wurden. So wurden das Dileucin (1391-1392) und das RxL-Motiv (1363-1365) durch
Alaninmutation zu einer CT L1391A/L1392A-Mutante (im Folgenden als LLAA bezeichnet)
bzw. RxLA-Mutante (CT R1363A/L1365A) verandert. Zudem wurden die basischen Bereiche
1367-1369 und 1373-1376 in den Mutanten RKRA (CT R1367A/K1368A/R1369A) und R4A
(CT R1373A/R1374A/R1375A/R1376A) modifiziert.

Der Einfluss der CT-Mutanten auf die Kinaseaktivitdt von P-TEFb wurde im Folgenden
untersucht (Abbildung 21 A). Es zeigte sich, dass keine der Mutanten eine Aktivierung von
P-TEFb um 42%, wie sie Wildtyp CT erreicht, vermitteln konnte. LLAA und RKRA erreichten
mit 12-16% etwa die Halfte des maximalen Effekts im Vergleich zum Wildtyp CT. Der
stimulatorische Effekt von Brd4 CT auf P-TEFb geht bei der R4A-Mutante vollstandig
verloren, was flir eine wichtige Funktion dieser Reste spricht. Keine Wirkung im Vergleich zu
Wildtyp CT zeigte die RxLA-Mutante mit einer konstant erhéhten Kinaseaktivitat von 133%.

Die Effekte der Mutationen der auffalligen Sequenzmotive in CT zeigten sich deutlich
bei der Zugabe zu Hxm1 (200-359)-inhibiertem P-TEFb. Hxm1 reduzierte die Kinaseaktivitat
von Cdk9 auf 4%, CT stellte 66% der Aktivitdt von P-TEFb wieder her (Abbildung 21 B).
Jedoch war lediglich die RxLA-Form der Mutanten in der Lage, den inhibierten Zustand von
P-TEFb partiell aufzuheben. Sie konnte 18% der Aktivitat wiederherstellen. Die drei Ubrigen
Mutanten konnten die Inhibition von P-TEFb durch Hxm1 nicht beeinflussen (Abbildung 21

160 + 160
140 A 1404
=120 - =120
=120 =
E1004 E100-
o} o}
3 3
€ 804 € 801
e i
& 60+ & oo
T 0] T 4
20 20
a 04
PTEFD  CT LA R4A RKRA RdA  GST PTEFb Hxm1 Hxmi Hxm1  Hxm1  Hm!  Hxm1  Hxmi

+CT +LLAA  +R4A +RKRA +RxLA + GST
Abbildung 21: Einfluss von Mutationen der potentiellen Interaktionsmotiven in CT auf die
Aktivierung von P-TEFb. A) In Anwesenheit von 10 uM CT und 100 uM ATP konnte eine Steigerung
der Phosphatgruppenibertragung von 0,1 yM P-TEFb auf 100 yM GST-CTD-Substrat um 42%
gemessen werden. Bei Zugabe der CT-Mutanten (10 uM) fir 15 min bei 30°C wurde dieser Effekt
jedoch reduziert, LLAA und RKRA zeigten nur noch 12-16% Aktivierung, wahrend R4A keine
Veranderung der Kinaseaktivitat im Vergleich zu unbeeinflusstem P-TEFb aufwies. RXLA-CT erreichte
33% Steigerung der Kinaseaktivitat. B) Nach der Inhibition durch Hxm1 (200-359) wurden durch CT
66% der Kinaseaktivitat wiederhergestellt. Die CT-Mutanten LLAA, R4A und RKRA konnten dagegen
keine Gegenreaktion zur Inhibition von Hxm1 auslésen, RxLA stellte 18% des Phosphatgruppen-
transfers wieder her.

Die beobachteten Effekte der CT-Mutanten auf die Aktivierung von P-TEFb, kdnnten auf eine
Beeintrachtigung der Interaktion von CT mit Cdk9, CycT1, Hxm1 oder dem CTD-Substrat
hindeuten. Jedoch weisen diese Ergebnisse nicht zwangsweise auf eine direkte Beteiligung
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der entsprechenden Sequenzen an der Bindung hin. Vielmehr kdnnten die eingefuhrten
Mutationen Sekundarstrukturen verandert oder gar zerstért haben, welche die Interaktion mit
P-TEFb ermdglichen. Eine solche Beeintrachtigung von CT durch die Aminosduremutationen
sollte im Folgenden durch die Bestimmung der Sekundarstrukturgehalte der CT-Varianten
mittels Circular-Dichroismus (CD) uUberpriaft werden. Hierfir wurden CD-Spektren der
CT-Proben im Bereich von 190-260 nm aufgenommen und die mittlere molare Elliptizitat pro
Rest 6 in Abhangigkeit der Wellenlange in Abbildung 22 aufgetragen. Aus den Spektren
wurde eine Abschatzung der Sekundarstrukturanteile unter Verwendung des Programms
Dichroweb ermittelt (Whitmore und Wallace, 2008).

Zunachst wurden die CD-Spektren des Wildtyp CTs (1351-1400) und CT-W (W1338-
1400) verglichen, um sicherzustellen, dass das verlangerte CT-W trotz seiner zusatzlichen
14 Aminosauren keine deutlich veranderte Sekundarstruktur aufweist (Abbildung 22 A und
C). Beide Spektren wiesen grofe Ubereinstimmungen auf, und die Auswertung der Spektren
hinsichtlich der Sekundarstruktur der Proteine prasentierte fir beide Proteine eine
weitestgehend von a-Helices dominierte Sekundarstruktur. Durch die Verlangerung des Kon-
strukts CT zu CT-W wurde der relative Anteil ungeordneter Bereiche der Faltung verringert,
dafur trat eine Erhdhung der a-helikalen und in Schleifen organisierten Bereiche auf. Die
Vergrolterung des Fragments von 50 auf 63 Aminosauren scheint somit eine Stabilisierung
der Sekundarstrukturelemente von CT zu bewirken.
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A (nm) A (nm)
C a-Helix B-Faltblatt Schleife Ungeordnet Summe
CT 0.54 0.09 0.10 0.26 0.99
CTW | 0.61 0.09 0.12 0.18 1
LLAA | 0.61 0.10 0.10 0.19 1
R4A | 0.69 0.07 0.11 0.12 0.99
RKRA| 0.73 0.08 0.10 0.07 0.98
RxLA | 0.57 0.09 0.08 0.16 1

Abbildung 22: CD-spektroskopische Bestimmung der Sekundarstruktur der verschiedenen
CT Formen. A) Die CD-Spektren von 5uM Wildtyp CT und CT-W in 5 mM KP;-Puffer, pH 7,5, wiesen
keine deutlichen Abweichungen voneinander auf und zeigten eine mittlere molare Elliptizitat pro Rest
zwischen -15 000 deg-cm?dmol” bei 205 nm und 20 000 deg-cm®dmol” bei 190 nm an. B) Der
Vergleich der CD-Spektren von 5 uM CT-W sowie der vier erstellten Mutanten LLAA, R4A, RKRA und
RxLA zeigten deutliche Unterschiede der Spektren von R4A und RKRA bei 205 nm, wahrend die
anderen Mutanten ahnliche Spektren zu CT-W aufwiesen. C) Die Auswertung der unter A und B
gezeigten CD-Spektren durch das Programm Dichroweb (Whitmore und Wallace, 2008) ergab eine
hauptsachlich a-helikale Faltung der CT-Proteine von 54-73%, nur ein geringer Anteil von 7-26% lag
ungeordnet vor. Der Vergleich der Ergebnisse deutet auf eine Verstarkung der a-helikalen Faltung in
den Mutanten R4A und RKRA hin, wahrend die anderen Mutanten nur geringfiigig von Wildtyp CT
abwichen.
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Die Mutanten LLAA und RxLA zeigten ebenfalls keine auffallige Veranderung der Sekundar-
struktur gegenuber dem CT-W-Konstrukt (Abbildung 22 B und C). Mit 61% und 57%
a-helikaler Strukturen bestehen auch sie hauptsachlich aus a-Helices, wahrend nur ein
geringer Anteil des Proteins (19% bzw. 16%) ungeordnet vorliegt. Im Gegensatz dazu
offenbaren die Mutanten R4A und RKRA, in denen die basischen Bereiche 1367-1369 und
1373-1376 in Alanine verandert wurden, eine deutliche Abnahme der ungeordneten Bereiche
zugunsten von einer erhohten a-helikalen Organisation (Abbildung 22 C).

Insgesamt konnte Uber diese CD-spektroskopischen Messungen nachgewiesen
werden, dass die eingefuhrten Mutationen an CT nicht zu einer Zerstérung der Sekundar-
struktur der Proteine fiihrten, da diese entweder nicht beeintrachtigt oder vielmehr erweitert
wurde. Die deutliche Reduktion der Aktivierung von P-TEFb durch die CT-Mutanten kdnnen
daher nicht auf eine strukturelle Veranderung der CT-Mutanten zuriickgeflihrt werden.

41.3 Zeitaufgeloste Analyse der Aktivierung von P-TEFb durch Brd4 CT

In den bisher gezeigten Versuchsergebnissen ist deutlich geworden, dass Brd4 durch einen
bislang unbekannten Mechanismus, vermittelt Uber seine CT-Domane, die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors P-TEFb stimuliert. Dieser Aktivitatserhhung kénnten zwei alternative
Mechanismen zugrunde liegen:

Einerseits konnte CT direkt die Phosphatgruppenibertragung auf das Substrat CTD
durch P-TEFb stimulieren. Die Menge der Ubertragbaren Phosphatgruppen ware dabei durch
die Anzahl der Heptadwiederholungen des CTD-Konstrukts limitiert, da jeweils nur Ser2
phosphoryliert werden kann. Die Reaktion wirde jedoch schneller den Endpunkt durch
vollstandige Phosphorylierung der vorhandenen Ser2 in der CTD erreichen.

Andererseits kdonnte durch CT die Substratspezifitit von P-TEFb flir CTD verandert
werden und dadurch indirekt die Geschwindigkeit der Phosphatgruppenibertragung
gesteigert werden, analog zu einem Mechanismus beschrieben fir HIV-1 Tat (Zhou et al.,
2000). Im Falle von Tat wird die Spezifitdat von P-TEFb flir Ser2 auf Ser2/Ser5 erweitert. Dies
fihrt zu einer apparenten Erhéhung der CTD-Substratkonzentration durch Verdopplung der
Anzahl phosphorylierbarer Stellen. Wahrend unbeeinflusstes P-TEFb bei annahernd
vollstandiger Phosphorylierung des Substrates eine verlangsamte Phosphatgruppen-
Ubertragung zeigen wirde, wirde sich die Reaktion von P-TEFb:CT aufgrund der apparent
erhéhten Substratkonzentration noch nicht dem Endpunkt der Reaktion, der vollstandigen
Phosphorylierung von Ser2 und Ser5, nahern und eine apparent hohere Ubertragungsrate
aufweisen.

Im Folgenden wurde zunachst die Frage der Phosphorylierungskinetik durch
zeitaufgeldste Beobachtungen der Phosphatgruppenibertragung auf GST-CTD durch
P-TEFb und P-TEFB-CT untersucht.

Zeitaufgeloste Analyse der Kinasereaktion von P-TEFb per SDS-PAGE
Zur Untersuchung der angefiihrten CT-vermittelten Mechanismen, wurde ein zeitaufgeloster
Verlauf der Phosphorylierungsreaktion des GST-CTD-Substrats durchgefuhrt. Zehn Kinase-
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reaktionsansatze wurden in Anwesenheit von 10 yM CT angesetzt, die Kinaseaktivitat zu
definierten Zeitpunkten durch Zugabe von 50 mM EDTA beendet und der
Phosphorylierungszustand von GST-CTD in einem 20%-igen SDS-PAGE-Gel analysiert
(Abbildung 23 A und B).

In Abbildung 23 A ist die Kinasereaktion von P-TEFb in Abwesenheit von CT dar-
gestellt. Zum Vergleich der Bandenhéhe wurde in der ersten Spur GST-CTD ohne Kinase
oder ATP aufgetragen (Spur Sub). Das GST-Substrat aus neun Heptadwiederholungen mit
drei C- und N-terminalen Lysinen lief bei einem Molekulargewicht von ca. 33 kDa in der
SDS-PAGE. Die Bande bei 27 kDa lasst jedoch auf leichte GST-Verunreinigungen
schlief3en. In den folgenden Spuren der Proben bei t = 0 min bis zu t = 360 min konnte eine
Verschiebung der Bandenhohe mit der Zeit zugunsten verklrzter Laufweiten im Gel
beobachtet werden (Abbildung 23 A). Unter den gewahlten Versuchsbedingungen war die
Reaktion nach ca. 180 min abgeschlossen, da sich das gesamte Substrat zu einem Produkt
mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 36 kDa umgesetzt hatte.
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Abbildung 23: SDS-PAGE der zeitaufgelosten Kinasereaktionen von P-TEFb. A) Die Reaktion
von 0,1 yM P-TEFb mit 10 yM GST-CTD und 400 pM ATP zeigte ausgehend von der Bande des
Substrat bereits nach 15 min eine Verschiebung der erkennbaren Banden zu geringeren Laufweiten.
Nach 180 min war nur noch eine Bande bei etwa 36 kDa erkennbar, die den Endpunkt der Reaktion
markierte. B) Bei Zugabe von 10 uM CT zu dem Reaktionsansatz verschob sich die Bande des GST-
Substrats deutlich schneller und erreichte bereits nach etwa 60 min den Endpunkt der Reaktion bei
36 kDa.

Bei einem Zusatz von CT zu dem Reaktionsansatz konnte ebenfalls ein Endpunkt der
Reaktion bei einem Molekulargewicht von etwa 36 kDa erkannt werden (Abbildung 23 B).
Dieser Endpunkt wurde aber bereits nach etwa 60 min erreicht. Da bei einer Veranderung
der Substratspezifitat von P-TEFb durch CT ein Produkt mit hdherem Molekulargewicht zu
erwarten ware, dieses aber nicht auftrat, unterstliitzen die Ergebnisse einer direkten
Stimulation der P-TEFb-Aktivitdt ohne Beeinflussung der Anzahl phosphorylierbarer Stellen
der CTD.

Zeitaufgeloste Messung im Filterbindungsassay
Das Molekulargewicht und der Phosphorylierungszustand des Produkts am Endpunkt der
Reaktion konnte in dem SDS-PAGE-basierten Kinaseassay nur abgeschatzt werden. Eine
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genaue Quantifizierung des Zeitverlaufs der Ubertragenen Phosphatgruppen sollte Uber den
bereits unter 4.1.1 beschriebenen Filterbindungsassay unter Verwendung von radioaktiv-
markiertem y-*P-ATP erfolgen. Hierfir wurden zehn Ansitze (iber einen Zeitraum von
15 min bis 360 min mit y->*P-ATP bei 30°C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
die Kinasereaktionen gestoppt und die Radioaktivitdt der Proben quantifiziert. Dabei wurden
parallel sowohl die unbeeinflusste Reaktion als auch die Reaktion in Gegenwart von 10 yM
CT untersucht.

In Abbildung 24 A sind die Radioaktivitaten der beiden Reaktionen in cpm (engl.:
counts per minute) gegen die Zeit aufgetragen. Diese zeigten fur P-TEFb (schwarze
Vierecke) als und P-TEFb + CT (rote Punkte) einen hyperbolischen Kurvenverlauf, der zu
einem Endwert von 80 000 cpm strebte. Der Vergleich der Kurven machte deutlich, dass
beide Reaktionen einen identischen Endpunkt besitzen, jedoch in Abwesenheit von CT die
Produktbildung langsamer ist und den Endpunkt erst nach etwa finf Stunden erreicht. Die
durch CT-stimulierte Reaktionskurve ist schon nach zwei bis drei Stunden beendet, wie es
auch im SDS-PAGE-Gel der Reaktionen zu beobachten war (Abbildung 23).
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Abbildung 24: Bestimmung des maximalen Phosphorylierungszustands des GST-CTD-
Substrats. A) Die zeitabhangige Messung der Kinasereaktion von 0,1 yM P-TEFb mit 10 yM GST-
CTD-Substrat (9 Heptade mit terminalen Lysinen) im Filterbindungsassay bei 30°C unter Verwendung
von 400 uM y-32P-ATP zeigte einen Anstieg der bertragenen Phosphatgruppen durch P-TEFb auf
einen Endpunkt von 80 000 cpm. B) Die massenspekirometrische Untersuchung eines nicht-
radioaktiven Ansatzes von P-TEFb, ATP und Substrat nach 30 min Reaktionszeit zeigte 1-4
Phosphorylierungen des Substrats. C) Nach 360 min konnte 8 Ubertragenen Phosphatgruppen als
Endpunkt der Reaktion nachgewiesen werden. D) In Anwesenheit von 10 yM CT wurden nach 30 min
3-6 Phosphatgruppen auf das GST-CTD-Substrat tbertragen. E) Nach 360 min wurden 8-9 Phospho-
rylierungen des Substrats als Endpunkt ermittelt.

Zur Bestimmung der maximalen Anzahl an Ubertragenen Phosphatgruppen wurde der zeit-
aufgeldste Kinaseassay auch mit nicht-radioaktivem ATP durchgefiihrt und die entstehenden
phosphorylierten Produkte mittels Massenspektirometrie analysiert. Da das verwendete GST-
CTD-Konstrukt neun Heptadwiederholungen enthielt, jedoch die drei N- und C-terminal-
liegenden Reste zu Lysinen mutiert wurden (siehe 4.1.1), liegen acht phosphorylierbare
Ser2-Reste im Konstrukt vor. Bei einer Verschiebung der Substratspezifitat von P-TEFb
durch Bindung von CT auf Ser2 und Ser5 kdnnten bis zu 16 Phosphorylierungen mdglich
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und nachweisbar sein. Bei der Massenanalyse der Kinasereaktionen konnte auch hier eine
Steigerung der Kinaseaktivitdt von P-TEFb in Gegenwart von CT beobachtet werden. So
wurden zum Zeitpunkt t = 30 min 1 bis 4 Phosphatgruppen von unbeeinflusstem P-TEFb auf
das Substrat transferiert (Abbildung 24 B), in Anwesenheit von CT wurden dagegen zum
selben Zeitpunkt 3 bis 6 Phosphatgruppen Ubertragen (Abbildung 24 D). Der Endpunkt der
Reaktion lag in beiden Fallen bei acht Ubertragenen Phosphatgruppen (Abbildung 24 C, E)
und ist damit im Einklang mit den Ergebnissen des Filterbindungsassays (Abbildung 24 A). In
Gegenwart von CT konnten in Massenspektren einzelner Ansatze, u.a. bei t = 360 min,
sogar neunfach-phosphorylierte Substrate zu einem geringen Anteil nachgewiesen werden
(Abbildung 24 E). Obwohl die Endpunkte in Anwesenheit und Abwesenheit von CT (berein-
stimmen, deutet dies auf einzelne Heptade hin, in denen zwei Serine phosphoryliert werden
konnten. Dies weist jedoch nicht auf eine generelle Verschiebung der Spezifitat von P-TEFb
durch CT hin. Alternativ kdnnte dieses eine artifizielle Phosphorylierung von GST belegen.

Da die massenspektrometrische Untersuchung der Kinaseansatze eine maximale
Ubertragung von mehrheitlich acht Phosphatgruppen zeigte, konnten die im Filterbindungs-
versuch gemessenen 80 000 cpm am Endpunkt zu den acht Phosphorylierungen in ein
Verhaltnis von 10 000 cpm pro Ubertragener Phosphatgruppe gesetzt werden. Unter dieser
Annahme wurde die spezifische Aktivitdt des unbeeinflussten oder durch CT-aktivierten
P-TEFbs bestimmt. Zum Zeitpunkt t = 30min, an welchem die Steigungen der Kurven
maximal voneinander abwichen, belief sich die spezifische Aktivitait von P-TEFb auf
113 pmol - min" - ug™ Enzym. In Anwesenheit von 10 uM CT wurde die spezifische Aktivitat
von P-TEFb dagegen auf 193 pmol min™ pg” Enzym berechnet und ist damit um 70%
gegenuber der unbeeinflussten Form erhéht.

Zusammengefasst deuten Ergebnisse nicht auf eine Verschiebung der Spezifitat von
P-TEFb durch die Interaktion mit CT hin, sondern legen vielmehr eine Beschleunigung der
Phosphatgruppenibertragung durch P-TEFb in Anwesenheit von CT nahe.

4.1.4 Analyse der Interaktion von Brd4 CT mit P-TEFb

Nachdem in den beschriebenen Kinaseassays einerseits eine Stimulation der Aktivitat von
P-TEFb sowie eine Aktivierung von P-TEFb aus dem inhibierten Zustand deutlich geworden
war, stellte sich die Frage, mit welchen Regionen von P-TEFb CT interagiert. Diesbezuglich
wurden in der Vergangenheit widerspriichliche Beobachtungen gemacht: Einerseits wurde
eine direkte Interaktion von Brd4 BDs mit CycT1 beschrieben (Jang et al., 2005).
Andererseits wurde eine Bindung von CT sowohl an CycT1 als auch an Cdk9 nachgewiesen
(Bisgrove et al., 2007). Da in dieser veroffentlichten Studie auch eine Beeintrachtigung der
HIV-vermittelten Transaktivierung durch Tat aufgezeigt wurde und Hxm1 und Brd4 stets
exklusiv in unterschiedlichen P-TEFb Komplexen (inaktiver 7SK snRNP- bzw. aktiver
Komplex) auftreten, konnte CT wie auch Hxm1 und HIV-1 Tat an die Cyclin-Boxen von
CycT1 binden. In diesem Fall wirden diese drei P-TEFb-Regulatoren miteinander um die
Bindung an CycT1 konkurrieren und somit die Formierung eines Heterokomplexes
ausschlief3en.
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Interaktion von CT mit P-TEFb

Da die Aktivierung von P-TEFb durch CT eine direkte Interaktion zwischen den Proteinen
nahelegt, wurde eine mogliche Wechselwirkung mittels isothermaler Titrationskalorimetrie
(ITC) in Zusammenarbeit mit Dr. Nadine Czudnochowski naher untersucht. Da P-TEFb
sowohl sehr niedrige Ausbeuten als auch eine geringe Stabilitat aufwies, konnte P-TEFb nur
in einer Konzentration von 8 uM in der Zelle eingesetzt werden. Dem Ansatz wurde 1 mM
ADPNHP als nicht-hydrolysierbares ATP-Analog zugegeben, um die Kinase zu stabilisieren.
Abbildung 25 =zeigt das ITC-Experiment mit den aufgenommenen und integrierten
Warmetonungen. Obwohl die geringe Stabilitdt und Konzentration des Proteins wahrend der
Messung zu stoérenden Ausschlagen gerade zum Ende der Messung flihrte, konnte die
Messung hinsichtlich der thermodynamischen Parameter mit hinreichender Genauigkeit aus-
gewertet werden (Abbildung 25 C, sowie in detaillierter Form im Anhang in Tabelle 5
aufgelistet).
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Abbildung 25: ITC-Messung zur Bindung von CT an P-TEFb. A) Die ITC-Titration von 80 uM CT
gegen 8 uM P-TEFb in Gegenwart von 1 mM ADPNHP bei 15°C zeigte deutliche Warmetdnungs-
ausschldge. B) Kontroll-ITC der Titration von 80 yM CT in 50 mM HEPES, pH 7,5, 250 mM NacCl,
5% Glycerin, 1 mM MgCl,, 5 mM B-ME. C) Die thermodynamischen Parameter der Reaktion zeigen
eine Anderung der Entropie von 12,0 kcal/mol und einem AG-Wert von -7,4 kcal/mol an. Die Affinitat
von CT zu P-TEFb wurde zu 1,21 uM bei einer Stochiometrie des Komplexes von 0,55 bestimmt.

Bei der Titration von CT zu P-TEFb (Abbildung 25 A) wurden deutliche Warmetdnungs-
ausschlage von bis zu 0,3 pcal/sek registriert, welche in der Kontrolltitration von CT gegen
Puffer nicht auftraten (Abbildung 25 B). Somit konnte eine Bindung zwischen CT und P-TEFb
identifiziert werden. Dabei wurde die Anderung der Enthalpie der Reaktion (AH) auf
-19,8 kcal/mol ermittelt, die den exothermen Charakter der Bindung anzeigt. Die Anderung
der freien Gibb’schen Energie AG ergab sich zu -7,4 kcal/mol. Die Dissoziationskonstante K4
der Bindung von CT und P-TEFb wurde auf 1,2 yM bestimmt und indiziert eine mittelstarke
Bindung. Diese Werte sind jedoch aufgrund der Prazipitation von P-TEFb wahrend der
Reaktion nur als Abschatzungen zu betrachten, da die Fehlerabweichung der nicht-linearen
Kurvenanpassung bis zu 50% des eigentlichen Wertes ausmachen. Trotzdem konnte auf
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diese Weise gezeigt werden, dass CT und P-TEFb direkt miteinander interagieren. Als
Stéchiometrie der Bindung wurde ein molares Verhaltnis der Proteine zueinander von 0,55
ermittelt, was einer Bindung von zwei Molekilen CT an P-TEFb entsprache. Aufgrund einer
modglichen Prazipitation von P-TEFb wahrend der Messung kénnte jedoch auch eine 1:1-
Bindung vorliegen, die durch die tatsachlich geringere Konzentration des vorliegenden
P-TEFbs verfalscht wurde.

Interaktion von CT mit CycT1
Nachdem die Interaktion von CT mit P-TEFb nachgewiesen wurde, war nun zu klaren, ob
diese Bindung uber CycT1, Cdk9 oder Uber beide Proteinkomponenten gemeinsam
vermittelt wird. Da aktives Cdk9 (pT186) nicht stabil isoliert werden kann (Czudnochowski,
2009), wurde im Rahmen dieser Arbeit die potentielle Zeit (min)
Assoziation von CT mit CycT1 (1-272) und (321-566, 0 ™1 20 % 4 % &
Czudnochowski, 2009) analysiert. ]
Es konnte jedoch mittels ITC keine Interaktion
zwischen CT und CycT1 (1-272) und (321-566) beobachtet
werden (dargestellt in Abbildung 26). Da zuvor eine 02
Bindung von CT an den P-TEFb Komplex beschrieben 041
wurde, CT jedoch nicht mit CycT1 interagiert, scheint die 44

pcal/sek
o
)

Bindung von CT die Gegenwart von Cdk9 zu bendtigen. § 2 .

g 0 L . [ "
Abbildung 26: ITC-Messung von CT und CycT1. Bei der E >l  "a R L
Titration von 380 uM CT gegen 38 uM CycT1 (1-272) bei 15°C g . -
konnte keine Warmeténung und damit keine Interaktion bei der =~ 4
Titration aufgezeichnet werden. Die Titration wurde in 50 mM 00 05 10 15 20
HEPES, pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,5 mM TCEP durchgefihrt. Molares Verhéltnis

[CT/CycT11-272]

Vergleich der Verdrangung von Hxm1 durch Tat und CT

Da Brd4 und Hxm1 nie gemeinsam im Komplex mit P-TEFb gefunden werden, konnten diese
Proteine moglicherweise um die gleiche Bindungsstelle an P-TEFb kompetitieren, ahnlich zu
einem Mechanismus, der bereits fur HIV-1 Tat und Hxm1 beobachtet wurde (Barboric et al.,
2007). Tat bindet zusammen mit der TAR RNA an Helix 4 und 5 der ersten Cyclinbox von
CycT1 (Anand et al, 2008). Ebenso bindet Hxm1 dber eine C-terminale T1-
Bindungsdomane (TBD) an die Cyclin-Boxen von CycT1 (Michels 2003; Schulte et al., 2005),
und eine Kompetition von Hxm1 TBD und Tat/TAR um die Bindung an die Cyclin-Boxen von
CycT1 ist in der Vergangenheit beschrieben worden. Diese Kompetition war durch einen
GST-Immobilisationstest gezeigt worden, bei dem an CycT1 gebundenes Hxm1 TBD durch
Tat/TAR verdrangt werden konnte (Barboric et al., 2007) und welcher nun zur Untersuchung
der potentiellen Verdrangung von Hxm1 durch CT verwendet wurde.

Wie in Abbildung 27 dargestellt, konnte die Verdrangung von Hxm1 von CycT1 durch
Tat/TAR reproduziert werden. Das an GSH-Matrix immobilisierte GST-CycT1 (Spur 1) bindet
das Hxm1-Konstrukt TBD (Bande bei etwa 16 kDa, Spur 2 und 10). Durch Zugabe von
ansteigenden Mengen an Tat/TAR von 0,1-3,2 nmol konnte eine schrittweise Bindung von
Tat/TAR an GST-CycT1 beobachtet werden (etwa 18 kDa, Spuren 3-8, 11). Diese Bindung
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von Tat und TAR ging einher mit einer Abnahme der Bindung von TBD. Somit konnte das an
CycT1 (1-281) gebundene Hxm1 durch die Zugabe von Tat und der TAR RNA verdrangt
werden. Da weder TBD noch Tat/TAR mit immobilisiertem GST (Spur 9) interagierte, konnte
eine unspezifische Reaktion mit GST ausgeschlossen werden.
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Abbildung 27: Verdrangungsexperiment zur Bindung von HIV-1 Tat/TAR und CT an CycT1.
A) Nach der Bindung von 0,4 Hxm1 TBD (Spur 2-8) an immobilisiertes GST-CycT1 (1-281) konnte
dies durch Zugabe von 0,1-3,2 nmol Tat/TAR verdrangt werden. Beide Proteine interagierten nicht mit
immobilisiertem GST. 3 yg Hxm1 TBD und Tat/TAR sind in den Spuren 10 und 11 zum Vergleich der
Bandenhohe aufgetragen. B) Wurde jedoch CT zu immobilisiertem GST-CycT1 mit gebundenem TBD
gegeben, konnte keine Veranderung des Bindungslevels von Hxm1 TBD in den Spuren 13-19
festgestellt werden. Die Spuren 21 und 22 zeigten Hxm1 TBD und CT zum Vergleich der Laufhéhe der
Proteine.

Dieses Verdrangungsexperiment wurde nun mit CT als potentiellem Gegenspieler von Hxm1
durchgefuhrt und Hxm1 TBD an immobilisiertes GST-CycT1 gebunden (Abbildung 27 B,
Spuren 13-19 und Spur 21). Durch ansteigende Mengen von CT wurde jedoch keine
Verdrangung von Hxm1 vom immobilisierten GST-CycT1 erreicht, und Hxm1 blieb auch bei
hohen CT-Konzentrationen an CycT1 gebunden. Im Kontrast zu Tat/TAR, welche schon mit
0,4 nmol durch seine Bindung an CycT1 im Gel identifiziert wurden (Abbildung 27 A, Spur 3),
interagierte CT nicht mit GST-CycT1. Durch den vorliegenden Verdrangungstest konnte
somit eine Bindung an CycT1 (1-281), wie sie fur Hxm1 TBD und Tat/TAR gezeigt werde
konnte, fir CT ausgeschlossen werden.

Bei der funktionellen Charakterisierung des Einflusses von Brd4 auf P-TEFb wurde im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die Aktivierung von P-TEFb durch die C-terminale
Domane (CT) von Brd4 vermittelt wird. Diese Doméne ermdglicht eine Stimulierung der
Kinaseaktivitat von P-TEFb um 40% und hebt den inhibitorischen Effekt von Hxm1 zu 85%
auf. Die Aktivierung beruht nicht auf einer Verdrangung von Hxm1, sondern wird vermutlich
Uber eine Interaktion mit Cdk9 vermittelt. Fir die Bindung von P-TEFb und CT wurde ein Ky
von 1,2 yM nachgewiesen. Obwohl sie nicht wie das HIV-1 Tat-Proteine von der TAR RNA
oder alternativ von der 7SK snRNA abhangt, spielen Bereiche positiver Ladung dabei eine
entscheidende, wenngleich bislang ungeklarte Rolle.
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4.2 Erkennung von Histonmotiven durch die Bromodomanen von
Brd4

Nachdem unter 3.1 gezeigt werden konnte, dass die C-terminale Doméane, aber nicht die
Bromodomanen BD1 und BD2 von Brd4 an der Aktivierung von P-TEFb beteiligt sind, sollte
im Folgenden eine strukturelle und funktionelle Untersuchung der Bromodomanen und ihrer
Interaktion mit Histonen erfolgen. Daflr wurde die Struktur der Bromodomanen bestimmt und
deren Bindung an acetylierte und anderweitig modifizierte Histonfragmente charakterisiert.

4.2.1 Darstellung und Kristallisation der Bromodomanen BD1 und BD2 von
Brd4

Zur Bestimmung der Strukturen der Bromodomanen von Brd4 wurde die Kristallisation
verschiedener Konstrukte der beiden Domanen des Proteins versucht. Fir Kristallisations-
experimente wurden finf Konstrukte der ersten Bromodomane BD1 von Brd4 sowie zwei
Konstrukte der zweiten Bromodomane BD2 erstellt (siehe 3.8.2-3.8.5). Durch
Groflenausschlusschromatographie wurden Homogenitat und Oligomerisierungsgrad der
Proben Uberpruft (dargestellt in Abbildung 28).

158 44 17 14  Standard (kDa) Abbildung 28: GroéRBenausschlusschromato-
(R I I graphie von Brd4 BD1 (54-168) und BD2 (349-

464). Die Elutionsprofile von BD1 und BD2 zeigen

einen definierten Hauptpeak bei einer Retentions-
— Brd4 BD1 zeit von 17,3 min fir BD1 und 16,4 min fir BD2. Ein
aufgetragener ProteingroRenstandard (Fa. Biorad)
erlaubte eine Abschatzung der apparenten
Proteinmassen zu 16 kDa fir BD1 und 21 kDa fur
BD2. Von beiden Proteinen wurden 100 ug auf eine
———7—7——+ 7T+ S75-Séule aufgetragen. Die H6he der Peaks wurde
10 15 20 25 zur besseren Vergleichbarkeit aufeinander normiert.

Elutionszeit (min)

Brd4 BD2 —

Beide Proteindomanen eluierten in einer homogenen Elutionsbande, BD1 zeigte dabei ein
apparentes Molekulargewicht von 16 kDa, welches durch die Eichung auf einen
Proteinstandard (Fa. Biorad) approximiert werden konnte. Bei einer berechneten Masse von
14,2 kDa deutet dies auf eine monomere Proteindomane in Losung hin. BD2 zeigte ein
apparentes Molekulargewicht von 21 kDa in der GroéRenausschlusschromatographie und
koénnte aufgrund der héheren gemessenen Masse im Vergleich zur berechneten Masse von
13,9 kDa in dimerisierter Form vorliegen.

Um detaillierte Einblicke in die Struktur der Bromodomanen von Brd4 zu gewinnen,
wurde unter Verwendung der erstellten BD1- und BD2-Proteine versucht, Kristalle fir
Rdntgenbeugungsexperimente zu gewinnen. Initiale Kristalle der ersten Bromodomane BD1
von Brd4 konnten durch das Konstrukt mit den Grenzen 42-168 gewonnen werden, wahrend
die Ubrigen BD1-Konstrukte nicht zu Kristallwachstum fiihrten. Optimales Kristallwachstum
wurde in 3,6 M Na-Format und 10% Glycerin bei 20°C erreicht (Abbildung 29 A, B), wodurch
Kristalle der Gréfke 100 x 50 x 20 um gewonnen wurden. Diese Kristalle von BD1 streuten an
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einer Synchrotron-Strahlenquelle (SLS, Villigen, Schweiz) bis zu einer Auflésung von 1,55 A.
Kristalle der zweiten Bromodomane BD2 konnten flr ein Konstrukt mit den Grenzen 349-464
gewonnen werden, als optimierte Kristallisationsbedingung wurde 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5 und
25% PEG 2000 MME zum Erhalt von 200 x 150 x 20 ym BD2-Kristallen eingesetzt
(Abbildung 29 C, D). Diese Kristalle streuten am SLS bis zu einer Auflésung von 1,2 A. Die
Datensatze flir BD1 und BD2 wurden prozessiert und die Kristallstruktur auf Grundlage der
Strukturen 20SS und 20UO (Filippakopoulos et al., Structural Genomics Consortium,
Oxford) durch molekularen Ersatz gel6st (Details siehe 3.9.4). Die asymmetrische Einheit
beider Kristalle enthielt jeweils genau ein BD-Molekdl. Die Strukturen konnten zu R-Faktoren
als Mal} der Gulte der Struktur von 18,4/22,0 (Raet/Riee) fir BD1 und 11,6/14,5 fir BD2
verfeinert werden. Die Statistiken der Struktur-

l6sung und  -verfeinerung sowie die
Definitionen flr Rpu/Riee sind in Tabelle 1
sowie im Anhang aufgeflihrt.

Abbildung 29: Initiale und optimierte Kristalle
der Bromodoméanen BD1 und BD2. A) Initiale
Kristalle von BD1. B) Nach Optimierung wuchsen
die Kristalle zu einer GréRe von 100 x 50 x 20 um,
fur Rontgenbeugungsaufnahmen wurden jene
Kristalle mit glatten, definierten Kanten verwendet.
C) Initiale Kristalle von BD2 vor Optimierung
D) BD2-Kristalle erreichten eine GréRe von 200 x
150 x 20 um. Kristalle beider Proteine wurden in
20% EG uUberfuhrt und anschlielend in flissigem
Stickstoff gelagert.

Die hohe Aufldsung der beiden Datensatze von 1,5 A (BD1) und 1,2 A (BD2) erlaubte eine
zuverlassige Zuordnung der Aminosduren nebst Seitenketten in die errechneten
Elektronendichte (Abbildung 30). Zusatzlich zeigte sich
definierte Elektronendichte fur Ethylenglykol und Glycerin,
welche den Kristallisations- und Frostfrierlosungen
entstammten, sowie fur eine Vielzahl von Wassermolekilen.

Abbildung 30: 2F F.-Elektronendichte von BD2 bei 1,2 A. Die hohe
Aufldsung ermdglichte eine sichere Zuordnung der Seitenketten. Die
Elektronendichteverteilung ist hier am Beispiel der aromatischen
Seitenkette von F419 der oB-Helix bei 1,0 o durch das Modellbau-
programm Coot (Emsley und Cowtan, 2004) dargestellt.

4.2.2 Kiristallstrukturen der Bromodomanen BD1 und BD2 von Brd4

Die Strukturen von BD1 und BD2 zeigen beide die typische Bromodomanenfaltung, bei
welcher der konservierte Korper der Proteindomane durch vier linksgangige a-Helices (aZ,
oA, aB, aC) gebildet wird (Abbildung 31; Zeng und Zhou, 2002). Die Helices bilden durch
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Interaktionen hydrophober und aromatischer Aminosduren ein vier-Helix-Buindel aus, deren
N- und C-Termini nah beieinander liegen. Distal von N- und C-Terminus der BDs formen
zwei Schleifen zwischen den Helices aZ und aA (ZA-Schleife) bzw. aB und aC (BC-Schleife)
eine tiefe Tasche fiir die Bindung von Interaktionssequenzen (Abbildung 31). Die Bindungs-
tasche der Bromodoméanen wird wesentlich von den 20 Aminosauren der ZA-Schleife
geformt, die zwischen den Helices aZ und oA liegt. Sie enthalt drei kurze, a-helikale
Regionen, welche in beiden Strukturen auftreten: aZ‘ oberhalb der Bindungstasche besteht
in BD1 nur aus der Sequenz WPF, welche sich durch Stacking-Interaktionen der
aromatischen Ringsysteme gegenseitig stabilisiert und zum hydrophoben Charakter der
Bindungsumgebung innerhalb der Tasche beitragt (siehe hierzu 4.2.3, Abbildung 38). Diese
drei Aminosauren sind ebenfalls in BD2 konserviert, dort erstreckt sich aZ' jedoch Uber 10
Reste, die eine gebogene Helix zu aZ bilden. aZ* und oZ“ bilden die dem
Bromodomanenkern entgegengesetzte, aullere Begrenzung der Bindungstasche.

Schleife
Brd4 BD1 . ZA Schleife BC Schleife
A Z—(oZ—ZD oA — B — @ h—o
5.0 ﬁ‘D 7.0 ﬂ.ﬂ S.O |9I} |1.D |g|) 1 .JU 1?0 1 {xﬂ 1 SD
42 STNPPPPETSNPNKPKRQTNQLQYLLRVVLKTLWK--H-QFAWPFQQPVDAVKLNLPDYYKIIKTPMDMGTIKKRLENNY YWNAQECIQDFNTMFTNCY IYNKPGDDIVLMAEALEKLFLQKINELPTEE-~ 168
346 --====———-—- ELL'S?SISEQLKCCSE;I-LKEMFAKK!:IAAYAWEFYK.?’VDVEALGLH?YCDIIKHPMI?MSTIKSKLE$REYRDAQEF‘;ADVMSH?YKYNPPDHEYVMRKLQDYFEHRFM?L EE 464

350 380 70 380 390 400 410 420 430 440 450 460
Brd4 BD2

Abbildung 31: Kristallstrukturen der Bromodomédnen BD1 und BD2 von mBrd4. (A) BD1 (42-
166) und (B) BD2 (349-460) bestehen aus vier a-Helices (aZ, aA, aB, aC), welche durch hydrophobe
Wechselwirkungen den Bromodomanenkern bilden. Die zwei verbindenden Schleifen BC und ZA bil-
den eine Bindungstasche zur Bindung von Acetyllysinsequenzen. Die BC-Schleife beinhaltet das fir
die Acetyllysinbindung essentielle Asparagin, wahrend ZA aus den helikalen Bereichen aZ‘, aZ* und
aZ* besteht, die die Tasche nach aullen abgrenzen. C) Der Sekundarstruktur- und Sequenzvergleich
von BD1 und BD2 spiegelt den hohen Konservierungsgrad von 42,4% der BDs von Brd4 wider. In der
Sequenz von BD1 sind die Reste orange markiert, die fir die Bindung eines Acetyllysins entscheidend
sind.
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Tabelle 1: Kristallographische Parameter der Strukturlésung von Brd4 BD1 und BD2

Brd4 BD1 Brd4 BD2
Datenaufnahme
Wellenlange [A] 1,00 0,97642
Raumgruppe P2:2,124 P2,2:2
Einheitszelle a=34,01, a=52,06,
a.b.clA] 1802 5230
o B,y [l a=p=y=90° a=p=y=90°
Auflésung [A]* 19,6 — 1,55 (1,6-1,55) 19,5-1,2(1,25-1,2)
Gemessene Reflektionen* 146 605 (13 213) 195 195 (20 535)
Einzigartige Reflektionen* 18 865 (1 668) 39 272 (4460)
Rmerge [%6]* 8,2 (43,6) 8,0 (41,5)
Multiplizitat* 7,7 (7,9) 5,0 (4,6)
<lig>* 15,4 (5,1) 20,4 (4,0)
Vollstandigkeit [%*] 99,4 (99,5) 99,9 (100,0)
Modellverfeinerung/Refinement
mol A: MG- S4o-T1es mol A: GAMG-S349-D4eo
Inhalt des Modells 1 Glycerin, 1 EG 3 EG, 2 B-ME
111 Wasser 219 Wasser
Gesamtzahl der Atome 1177 1231
Anzahl der Wassermolekiile 111 219
Losungsmittelanteil (%) 40 30
Riactor (%) 18,4 (23,9) 11,6 (15,3)
Riree (%)* 22,0 (25,2) 14,5 (20,9)
rms der Bindungen [A] 0,026 0,030
rms, der Winkel [A] 2,238 2,525
<B> Gesamtz [A?] 24,6 15,5
Ramachandran plot beglinstigte : 91,8% begiinstigte: 93,3%
erlaubt : 8,2% erlaubt : 5,8%
unerlaubt: 1%

Den aZ“ und aZ*“-Schleifen gegeniber befindet sich die kurze BC-Schleife, die die Ver-
bindung von aB und aC bildet. Sie enthalt das hochkonservierte Asparagin N140 (BD1) bzw.
N434 (BD2), welches Teil des YN-Motivs ist und uUber eine Wasserstoffbricke von N140
bzw. N434 die Interaktion zu einem Acetyllysin vermittelt (Abbildung 32; siehe auch 4.2.3).

ié B¥. ‘
ZA BC mé

. Schleife
Schleife Schleife

Glycerin

Abbildung 32 Bindungstaschen von BD1 und BD2. A) In der Acetyllysin-Bindungstasche von BD1
wird N140 von einem Glycerinmolekiil gebunden. B) In BD2 ist dies nicht der Fall, hier markiert N434
die Bindungsstelle fiir Acetyllysin in der Bindungstasche der Bromodomane.
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Auch in Abwesenheit eines Bindungspartners ragt dieses Asparagin in die Bindungstasche
und markiert damit die potentielle Bindungsposition des acetylierten Histons. Der direkte
Vergleich der Sekundarstrukturelemente und der Sequenzen von BD1 und BD2 zeigt die
hohe sequenzielle und strukturelle Konservierung der Bromodomanen (Abbildung 31 C). Die
Position der a-Helices aZ bis aC innerhalb der Bromodomanen stimmen weitestgehend
Uberein, besonders viele Parallelen in den Sequenzen zeigen sich in den Helices aA sowie
aZ‘ und aZ*“. Insgesamt betragt die Sequenzidentitat zwischen BD1 und BD2 42,4% (siehe
auch Abbildung 34).

In der freien BD1-Struktur wird die Position des Acetyllysins in Wasserstoffbricken-
abstand zu N140 von einem Glycerinmolekil besetzt. Glycerin wurde sowohl als Bestandteil
der Reinigung als auch des Kristallisationspuffers zugesetzt. Auch Ethylenglykolmolekdle,
welche zum Schutz des Kristalls beim Frieren eingesetzt wurden, finden sich in beiden
Strukturen. Zwei auf der Oberflache liegende Cysteine C357 und C392 in BD2 bilden zudem
eine Disulfidbrickenbindung mit B-Mercaptoethanolmolekiilen aus dem Reinigungspuffer
aus. Die Modelle der Strukturen von BD1 und BD2 beinhalten zudem 111 bzw. 219
Wassermolekiile.

Eine Berechnung der elektrostatischen Oberflache der beiden Bromodomanen gab
Auskunft Gber mogliche Unterschiede der Ladungsoberflaiche und Hinweise auf unterschied-
liche Bindungspraferenzen der BDs (Abbildung 33).

Abbildung 33: Elektrosta-
tische Oberflachendar-
stellung der Bromo-
domidnen BD1 und BD2.
Das elektrostatische Ober-
flachenpotential von A) BD1
und B) BD2 wurde durch das
Programm APBS errechnet
(Baker et al., 2001) und von
-15 kgT (rot) bis 15 kgT - -
(blau) dargestellt. Wahrend 15 kT +15kT
der Bromodoménenkern ¢ ?
sowohl negative als auch
positive Ladungsbereiche
aufweist, dominieren nahe
der Bindungstasche
(markiert durch einen Pfeil)
saure  Aminosduren und
bilden eine negativ-geladene
Umgebung. Dies ist in BD2
ausgepragter als in BD1,
welches nahe der Bindungs-
tasche auch zwei basische Bindungstasche
Lysine K141 und K99 tragt. fur Acetyllysin

/s
180°90°K141 D96 K99

Das Bromodomanenbindel aus den vier Helices zeigt eine ausgeglichene Ladungs-
verteilung, an Helix aZ dominieren basische Aminosauren (Abbildung 33, blau), wahrend an
aC mehr Aminosauren mit sauren Seitenketten auftreten (Abbildung 33, rot). Die Umgebung
der Acetyllysinbindungstasche von BD1 und BD2 aus den BC- und ZA-Schleifen weist ein
negatives Ladungspotential durch eine Reihe von sauren Aminosauren (D96, D141 und
D145 in BD1; D390, D437 und E439 in BD2) auf. Wahrend jedoch BD1 nahe der Bindungs-
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tasche auch basische Reste tragt (K99 und K14), sind diese Positionen in BD2 von sauren
oder neutral geladenen Resten (D393, P433) eingenommen. Auch E384 tragt zur negativen
Ladung der Bindungsoberflache in BD2 bei, wahrend sich in BD1 an dieser Position ein
neutrales Valin befindet. Diese lokalen Ladungsunterschiede im Bereich der Acetyllysin-
bindungstasche bilden mdglicherweise die Grundlage unterschiedlicher Spezifitdt dieser
Bromodomanen fiir die zu bindenden Histonfragmente.

Sowohl die Struktur von BD1 als auch die von BD2 zeigt neben der eigentlichen
Bromodomane noch einen gut aufgelésten N-Terminus, welcher sich bei BD1 ber
20 Aminosauren, bei BD2 Uber sieben Aminosauren N-terminal der aZ-Helix erstreckt
(Abbildung 34). Wahrend dieser N-Terminus in BD2 von der Bromodomane weggerichtet ist,
faltet er sich in der BD1-Struktur Gber die Helices weg zu aA hinlber und interagiert bis
hinunter zu aZ“ mit Seitenketten der Helices. Diese Interaktionen kénnten eine Erklarung fir
die Uberraschend ausgepragte Elektronendichte des vermutlich konformationell flexiblen
N-Terminus liefern. Gleichzeitig ist es denkbar, dass die Interaktionen zur Stabilisierung von
aZ" beitrugen und die hohe Aufldsung der Struktur von 1,5 A erméglichten. Eine Uber-
lagerung der Strukturen von BD1 und BD2 zeigen jedoch, dass diese Stabilisierung von aA
und aZ“ durch den N-Terminus vermutlich keinen Einfluss auf die Konformation dieser
Strukturelemente hat, da sie in BD1 und BD2 weitest- N
gehend Ubereinstimmen (Abbildung 34). Anhand dieser BD2 (349-460)
Uberlagerung wird zudem die hohe Konservierung der
Bromodomanen-faltung in BD1 und BD2 sichtbar: Die

relative Position der einzelnen Helices und Schleifen
stimmt fast vollstandig Uberein und zeichnet sich durch
einen rmsd-Wert (engl: root mean square deviation;
Wurzel des mittleren Abstandsquadrats) von 0,83 A der . (42-166)
Rickgratatome aus.

Abbildung 34: Strukturiiberlagerung der Strukturen von
BD1 und BD2. Die Strukturen von BD1 (orange) und BD2
(rot) weichen nur geringfiigig voneinander ab mit einem
rmsd-Wert von 0,83 A ab.

Auch die Position der Helices aZ, aZ" und aZ“ stimmen Uberein, wenngleich in BD1
ausgedehntere Bereiche in a-helikaler Form vorliegen als in BD2 (siehe Abbildung 35). Ein
Vergleich der Sequenzen der BDs von mBrd4 mit Bromodomanen der BET-Familie anderer
Spezies oder anderen prominenten Bromodomanenproteinen spiegeln die hohe
Konservierung der Bromodomanen wider (Abbildung 35 A). Die farbliche Markierung von
konservierten Resten von 100% Identitat (pink) bis 60% Identitat bzw. 80% Homologie (gelb)
verdeutlicht, dass ein Grofdteil der Aminosduren in Bromodomanen direkt oder durch
homologe Reste erhalten ist. Auch hier stechen aZ' und aA durch eine besonders hohe
Anzahl von hochkonservierten Resten hervor. Andere Helices wie aZ und aC sind in ihrer
Sequenz weniger stark konserviert.

Ubertragt man diese Identitats- bzw. Homologiewerte auf die Struktur von Brd4 BD2,
so wird deutlich, dass hochkonservierte Bereiche besonders in der Bindungstasche und
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deren direkter, formgebender Umgebung zu finden sind (Abbildung 35 B, funf Abstufungen
von pink bis weil3). Auch das YN-Motiv in der BC-Schleife, welches die Bindung von
Acetyllysin vermittelt, ist in allen untersuchten Bromodomanen erhalten. Dabei wird deutlich,
dass die Sequenzen von BD1 bzw. BD2 unterschiedlicher Proteine und Spezies starker
konserviert sind als es die Sequenzen der BDs eines Proteins untereinander sind.

A

s ZA Schleife N BC Schleife
—Z H . L ez ez ez —( oA — B — GC —
3§U 3?3 SZU 3@0 35.50 490 4\_0 42_0 42_10 41_10 450 4&]
mBrdd4d BD2 349 ---SKISEQLEKCCSGI YAWPFYKPVDV GLHDYCDII . YRDAQEFGADVRLMFSNCYKYNPPDHEV KL WVF YEPEE 464
hBrdAl:BDZ 348 ---SKV! JLKCCSGI AYAWPFYKPVD' LGLHDYCDII RDAQEFGADVRLMFSNCYKYNPPDI LODVE DEPEE 463
hBrd3_BD2 304 -KKGKLSEHLRYCDSILREMLSKKHAAYAWPFYKP DYHDII MDGREY¥ PDAQGFAARDVRL PI \'s )8 DEPVE 421
hBrd2_BD2 342 -KKGKLSEQLKHCNGILKELLSKKHAAYAWPFYKPVDASALGLHDYHDII D¥YRDAQEFAADVRL KYNPPDHDV VF LE 459
h.BrdT_BDZ 265 -ETVEV EI L SYAWPFY LGLHNYYDV JEYKDAYSFAADVRL KYNPPDHEVV JDVFETHFSKIPIEPVE 382
:nBrdi_BDl 55 -KPKRQTNQLOYLLRVVLETLWK-H-QFAWPFOOPVDAVKLNLPDYYKIIKT YYWNAQECIQDFNTMFTNCY I¥YNKPGDDIVLMAEALERLFLOKINELPTEETE 170
hB:dl_BDl 55 -KPKRQTNQLQYLLRVVLKTLWK-H-QFAWPFQOPVDAVKLNLPDYYKII YWNAQECIQL CY I¥NKPGDDIVLMAEALEKLFLOKINELPTEETE 170
hBrd3_BD1 31 -KF QYMONVV H-Q YQPVDAIKLNLPDYHKII ¥ M CYI¥NKPTDDIVLMAQALERIFLOKVAQMPQEEVE 146
hBrd2 BD1 71 -KPGR SLOY VDAVKLGLPDYHKIT ¥ A Y IYNKPTDDIVLMAQTLEKRIFLORKVASMPQEEQE 186
hErdT:BDl 24 -KNGRLTNQLOYLOKVVLEDLWK-H-SFSWPFORPVDAVKLKLPDYYTIT YYARKASECIED] YLYNKPGDDIVLMAQALEKLFMOKLSOMPOEEQ- 138
hTAFII BD1 1399 -RTDPMVILSSILESIIN-DMRDL-P-NTYPFHTPVNAK--VVKDYYKIITRPMDLOTL Y LI HSLTQISQSMLDLCDEKLKEKED---~ 1507
hTAFII_BI'm 1521 -DDDDQVAFSFILDNIVTQKMMAV-P-DSWPFHHPVNKEK--FVPDYYKVIVNPMDLE TIRENISKHKYQSRESFLDDVNLILANSVKYNGPESQY TKTAQEIVNVCYQTLTEY-DE--~- 1630
hGCNS 725 KELKDPDQLYTTLENLLA-QIKS-HP: S--EAPDYYEVIRFPI YYVTRELFVADLORVL PDSEYCRC FFYFK IDK- 837
hPCAF 721 -EPRDPDQLYSTLRSILQ-QVKS-H-QSAWPFMEPVEKRT--EAPGYYEVIRF Y¥VSKKLFMADLORVFTNCKEYNPPESEY YRCANILERFFFSKIKEAGL---- 829
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100% Identitat ! -
80% Identitat oder 100% Homologie Wasserstoffbriicke
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B

L386

Abbildung 35: Konservierung der Bromodomadnen von Brd4. A) Sequenzvergleich von BET-
Familie BDs und anderen Bromodomanen-Proteinen. Aminosauren von hoher Konservierung wurden
farblich hervorgehoben. B) Die farbliche Darstellung von konservierten Resten in der Struktur von
Brd4 BD2 in funf Stufen von pink (in allen BDs erhalten) bis weil} (nicht konserviert) zeigt die spezielle
Konservierung von Resten in der Bindungstasche von BDs und in der strukturgebenden Umgebung.
Reste auf der Oberflache von BD2 (mittlere und rechte Darstellung) zeigen nur eine leichte
Konservierung.

4.2.3 Interaktion von BD1 und BD2 mit acetylierten Histonfragmenten

Die vorliegenden Kristallstrukturen von BD1 und BD2 lieferten eine ideale Basis zur ndheren
Untersuchung der Interaktion der Bromodomanen von Brd4 mit Histonsegmenten, welche
ein acetyliertes Lysin tragen. Im Folgenden wurden einerseits die thermodynamischen
Parameter der Bindung von Brd4 BDs an Histonfragmente per Isothermaler
Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht. Andererseits zeigte die Ermittlung der Struktur von
BDs in Komplex mit unterschiedlichen Histonpeptiden die genaue molekulare Interaktion
zwischen Bromodomanen und den Acetyllysinen. Hierfur wurden chemisch synthetisierte
Oktapeptide H3-K14(ac), H4-K5(ac) und H4-K16(ac) verwendet, deren Sequenz und
Acetylierungsstelle von den Histonen H3 und H4 Gbernommen wurden. Alle drei trugen das
Acetyllysin an dritter Position sowie C-terminal Arginin oder Lysin an Position +3 zum
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Acetyllysin, welche in Bromodomanen fir stabilisierende Kontakte verantwortlich sein kén-
nen (Owen et al., 2000). Die hier ausgewahlten acetylierten Histonmotive waren in der
Vergangenheit als Bindungsplattform fur Brd4 identifiziert worden (Dey et al., 2003,
Sequenzen siehe 3.4).

Analyse der Affinitaten von Brd4 BDs an acetylierte Histonsegmente

Zunachst wurden mittels ITC-Messungen die Dissoziationskonstanten Ky als Maly fiur die
Starke der Bindung von BD1 und BD2 zu den Histonpeptiden H3-K14(ac), H4-K5(ac) und
H4-K16(ac) bestimmt. Veroffentlichte Dissoziationskonstanten fir Bromodomanen zu
Acetyllysin-enthaltenden Peptiden liegen im hohen uM bis niedrigen mM Bereich (Dhalluin et
al., 1999; Hudson et al., 2000; Shen et al., 2007; Zeng et al., 2008). Die fur die Messungen
verwendeten Bromodomanen BD1 und BD2 wurden daher auf eine hohe Konzentration von
mindestens 5 mM gebracht, um auch diese schwachen Interaktionen quantifizieren zu
kénnen. In Abbildung 36 wurden die ITC-Messungen von BD1 gegen die drei
Histonfragmente sowie die ermittelten Daten dargestellt. Die Kontrollmessungen sowie eine
Auflistung der detaillierten Konzentrationen sind im Anhang in Abbildung 73 und Tabelle 5
aufgeflhrt.
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[BD1]/ [H3-K14(ac)] [BD1] / [H4-K5(ac)] [BD1] / [H4-K16(ac)]
D b Kd AH TAS AG molares
Titration (UM) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) Verhdltnis n
BD1 zu

H3-K14(ac) 118 -0,59 4,77 -5,36 1,33
H4-K5(ac) 325 -1,99 235 434 2,35
H4-K16(ac) 308 -0,76 1,47 -2,23 1,47
BD2 zu

H3-K14(ac) 327 -1,68 3,07 475 2,31

H4-K5(ac) 107 1,81 3,61 -542 1,91
H4-K16(ac)| 133 -0,63 4,64 -527 1,43

Abbildung 36: ITC-Messungen von BD1 und BD2 und acetylierten Histonpeptiden. A) Titration
von 5,9 mM BD1 gegen 590 uM H3-K14(ac). B) Titration von BD1 gegen H4-K5(ac). C) Titration
von BD1 gegen H4-K16(ac). D) Auflistung der Ergebnisse der ITC-Messungen von BD1 und BD2
zeigen schwache Affinitaten im Bereich von 100-300 pM fiir die Bindung der Bromodoméanen von Brd4
an acetylierte Histonpeptide. Aufgefiihrt sind die Anderungen der Enthalpie AH, der Entropie in
Abhangigkeit von der Temperatur TAS und der freien Gibb’sche Energie AG.
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Die gemessenen ITC-Daten der beiden Bromodomanen von Brd4 und der drei
Histonfragmente zeigten fir alle drei Histonpeptide H3-K14(ac), H4-K5(ac) und H4-K16(ac)
eine Bindung an BD1 und BD2. Messungen unter Verwendung von BD2 wurden um die
auftretende Warmetdnung der Titration von BD2 in Puffer korrigiert. Durch Anpassung der
aufgenommenen, integrierten Warmetdnungskurven in eine Titrationskurve ergab sich ein Ky
von 118 uM fiir die Bindung von BD1 und Peptid H3-K14(ac). Dagegen liegen die ermittelten
Ka’'s der Bindungen von BD1 an die beiden H4-Peptide bei einem dreifach hoheren Wert von
325 pM (H4-K5(ac)) bzw. 308 uM (H4-K16(ac), Abbildung 36).

Interessanterweise zeigte BD2 eine entgegengesetzte Praferenz zu den H4-Peptiden:
Wahrend H3-K14(ac) mit einer Affinitat von 327 uM an BD2 bindet, sind die bestimmten K4's
fur die H4-Peptide mit 107 yM (H4-K5(ac) und 133 pM (H4-K16(ac)) um ein Dreifaches
niedriger. In einem ITC-Experiment, in welchem anstatt der Histonpeptide nur Acetyllysin als
freie Aminosaure verwendet wurde, konnte keine Bindung an BD1 festgestellt werden. Die
gemessenen freien Gibb’schen Energien AG°® der Reaktionen lagen bei Werten zwischen
-2,23 und -5,4 kcal/mol und resultierten im Wesentlichen aus dem Beitrag der Entropie
(Abbildung 36). Die bestimmten Stochiometrien der Bindungen, ausgedriickt im molaren
Verhaltnis n der Titranten zueinander, lagen bei 1,33 (BD1 zu H3-K14(ac)) bis zu 2,35 (BD1
zu H4-K5(ac)) weit Uber eine 1:1-Bindung von Bromodomanen und Histonpeptiden (dies
entsprache einem nvon 1).

Insgesamt konnten so Affinititen von BD1 und BD2 an die untersuchten
Histonfragmente bestimmt werden, die Ky's im hohen uM-Bereich besallen. Dabei deutete
sich eine Praferenz von BD1 zu Peptiden des Histons H3 H3-K14(ac) und von BD2 zu
Histon 4 H4-K5(ac) und H4-K16(ac) an, die sich in K4's von 100 uM zu dem praferierten
Histon gegenliber dreifach schlechteren Ky’s zum nicht-praferierten Histon aulRerte.

Kristallographische Untersuchung des Komplexes aus BD1 mit Acetyllysinpeptiden

In den drei Strukturen der Peptid-inkubierten Kristalle wurde an der Position, die sonst
Glycerin einnahm, zusatzliche Elektronendichte identifiziert, die einem Acetyllysin entsprach.
Zur Untersuchung der Interaktion von acetylierten Histonpeptiden mit den Bromodomanen
von Brd4 wurden die vorliegenden BD1-Kristalle mit einem 20-fachen molaren Uberschuss
der drei Histonpeptide inkubiert und anschlieRend zur Detektion der entsprechenden
Rontgendiffraktionsdatensatze verwendet. Die Datensatze erreichten eine Auflosung von
1,4 — 1,8 A und konnten durch molekularen Ersatz gelést werden (Tabelle 2).

Abbildung 37: Elektronendichte der
ungebundenen und Peptid-
gefiillten Bindungstasche von Brd4
BD1. A) Die Bindungstasche von
BD1-Kristallen enthalt in der
Liganden-freien Form ein
Glycerinmolekil in  Wasserstoff- [ /
briickenentfernung zu N140. B) In sl
Gegenwart von acetylierten Histon- Glyogrp
peptiden zeigte sich zusatzlich F,F.-
Elektronendichte bei 1,5 o nahe
N140, deren Form einem Acetyllysin
entspricht.
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In der ungebundenen Struktur (siehe 4.2.2) enthielt die Bindungstasche von BD1 jeweils ein
Glycerinmolekil, welches dem Kiristallisationspuffer entstammt und Wasserstoffbriicken zum
Asparagin 140 (N140) ausbildet (Abbildung 37 A).

Jedoch war die Qualitat der Elektronendichte der Acetyllysine nicht in allen Strukturen
gleich ausgepragt, auch konnten die Position der Acetyllysin-umgebenden Aminosauren nur
teilweise identifiziert und zugeordnet werden. Die vollstandigste Elektronendichte eines
Peptids wurde fir BD1 im Komplex mit H3-K14(ac) gefunden und wurde stellvertretend flr
die anderen Peptide ausgewertet, bis R-Faktoren von 19,6% (Rrct) bzw. 25,9% (Rsee) bei
einer Auflésung von 1,8 A erreicht wurden (Details siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Parameter aus der Kristallisation und Strukturlésung von BD1 und BD2 im
Komplex mit acetylierten Histonpeptiden

Brd4 BD1 Brd4 BD2 mit
mit H3-K14(ac) H3-K14(ac)
Datenaufnahme
Wellenlange [A] 1,00 0,97886
Raumgruppe P242424 P2,2,2
Einheitszelle af36,13,
a,b, c[Al b=47,03, a=52,10, b=73,15, c=32,16
| ¢=77,25 SoBey00°
a, B, vI[] a=B=y=90° v

Auflldsung [A]*

19,7 - 1,8 (1,9-1,8)

19,5 - 1,20 (1,25-1,2)

Gemessene Reflektionen*

97 615 (14 698)

365 947 (40 606)

Einzigartige Reflektionen*

12 652 (1857)

37 336 (4 265)

Rmerge [70]* 6,8 (42,9) 5,2 (23,1)

Multiplizitat* 7,7(7,9) 9,8 (9,5)

<llo>* 16,5 (4,7) 23,4 (6,9)

Vollstéandigkeit [%*] 99,4 (99,9) 95,2 (96,3)
Modellverfeinerung/Refinement

Gesamtzahl der Atome 1200 1194

mol A: MG- Syo-T1es

mol A: GAMG-S349-Daso

Inhalt des Modells 1 H3 Peptid (GG AcK A) 2 EG, 2 B-ME
1 EG,104 Wasser 223 Wasser
Anzahl der Wassermolekdile 104 223
Loésungsmittelanteil (%) 42 33
Riactor (%)* 19,6 (29,1) 11,6 (13,3)
Reree (%)* 25,9 (30,8) 15,0 (14,4)
rms der Bindungen [A] 0,021 0,034
rms, der Winkel [A] 1,957 2,359
<B> Gesamt [A?] 41,1 15,8

Ramachandran plot

beglnstigte: 88,4%

beglnstigte: 94,2%

erlaubt :10,7% (zuséatzlich)
0,9% (generell)

erlaubt : 5,8%

Jedoch konnten selbst in dieser Struktur nur die Reste GG-K(ac)-A des Oktapeptids der
Elektronendichte zugeordnet werden (Abbildung 38). Fur die restlichen Aminosauren des
Peptids konnte die Elektronendichte nicht identifiziert werden, vermutlich sind diese
strukturell flexibel und nehmen keine definierte Position im Kristall ein. Wie schon in der
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ungebundenen Struktur von BD1 wurde zusatzlich ein Ethylenglykolmolekul zwischen den
Helices aZ*“ und aB, sowie 104 Wasser der Kristalldichte angepasst. Das Peptid in der
Bindungstasche scheint neben dem Glycerin auch zwei Wasser oberhalb des Glycerins
verdrangt zu haben (Abbildung 37).

Abbildung 38: Kristallstruktur des Komplexes aus Brd4 BD1 mit acetyliertem Histonpeptid.
A) Bandermodell der Struktur von BD1 bei einer Aufldsung von 1,8 A mit der zusétzlichen Elektronen-
dichte, dargestellt bei 1,5 o, in die die Reste A-K(ac)-G-G des acetylierten H3-K14(ac)-Peptids gebaut
werden konnten. Das Peptid bindet in die Bindungstasche aus den BC- und ZA-Schleifen und wird
durch N140 koordiniert. B) Detailansicht der Bindungstasche von BD1 mit dem gebundenen
Histonpeptid H3-K14(ac). Das Acetyllysin des Peptids bildet Uber seinen n-Sauerstoff mit der
Aminogruppe des N140 eine Wasserstoffbriicke aus. Der d-Sauerstoff des Asparagins koordiniert
zudem ein Wasser, welches als Bricke zum Hauptkettenstickstoff von A15 des Peptids fungiert. Tiefer
in der Bindungstasche bilden acht konservierte Wasser ein Netzwerk, welches an der Koordination
vom Acetyllysin beteiligt ist.

Die Kristallstruktur von BD1 mit dem gebundenen Peptid zeigt wie auch die ungebundene
Bromodomane die konservierte Faltung aus vier a-Helices und weicht nur minimal von der
freien Struktur von BD1 ab (rmsd-Wert von 0,29 A). In der Peptid-gebundenen Form bildet
sich jedoch die Helix aZ* nicht aus, wenn auch der Verlauf der Kette nicht beeinflusst wurde
(Abbildung 38 A). Diese geringfligige strukturelle Abweichung kénnte von Unterschieden in
der Kiristallqualitdt und der Verfeinerung der Strukturen herrihren. Das Acetyllysin des
Histonpeptids H3-K14(ac) interagiert in der Bindungstasche mit dem in Bromodoménen
hochkonservierten N140. Dabei bildet sich zwischen der Aminogruppe des Asparagins und
dem n-Sauerstoff des Acetyllysins eine Wasserstoffbriicke tiber eine Distanz von 3,1 A aus,
welche das modifizierte Lysin in der Bindungstasche positioniert und die einzige direkte
Wasserstoffbriicke zwischen Acetyllysin und Bromodomane darstellt (Abbildung 38 B). Die
Koordination des Peptids in der Tasche wird jedoch durch ein Wassermolekll unterstitzt,
welches jeweils Wasserstoffbriicken zwischen dem Sauerstoff der Seitenkette von N140 und
der Amidgruppe von A15 des Peptids ausbildet. Dieses Wassermolekil wurde auch in
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anderen Bromodomanenstrukturen wie Gcn5 im Komplex mit einem H4-Peptid an dieser
Position zwischen Asparagin und Hauptkette des Peptids identifiziert (Owen et al., 2000). Die
Bindungstasche der BD oberhalb des Acetyllysins wird von acht Wassermolekilen
ausgefiillt, von denen eines Uber den n-Sauerstoff des Acetyllysins direkt mit dem
Histonpeptid interagiert. Die Ubrigen Wassermolekule bilden ein Netzwerk von Wasserstoff-
briicken aus und fiillen die Bindungstasche der Bromodomane (Abbildung 38 B).

-
A b
M105 . N L
}/ Abbildung 39: Koordination von Acetyllysin inner-
) halb der BD1-Bindungstasche. A) Innerhalb der
a2 Bindungstasche wird ein Netzwerk aus Wassermolekulen

gebildet, welches von den Riickgratsauerstoffen der
; Reste P82, Q85, M105 und M132, sowie dem
‘ﬁ’ Seitenkettensauerstoff von Y97 positioniert wird. B) Eine
\ Koordination der Methylgruppe vom Acetyllysin erfolgt

: h durch die Reste P82, F83, V87 und 1146, die eine
! hydrophobe Umgebung fir die Acetyllysinmethylgruppe
P8

-~ 2 formen.
N140 g 0

Sie werden ihrerseits von Resten P82, Q85, M105

K(ae)14 und M132 der Bindungstasche koordiniert
(Abbildung 39 A). Dabei interagieren die

B y ) Wassermolekiile mit den Carbonylsauerstoffatomen
Fagké ® der Rickgrate der Aminosauren. Lediglich Y97

e ‘ interagiert mit den Wassern uber das Sauerstoff-

1146 ( ....... %psz atom seiner Seitenkette. Neben dieser polaren

N Bindung des n-Sauerstoffs wird die Methylgruppe

Nﬁ@ @ des Acetyllysins durch hydrophobe Wechsel-
wirkungen stabilisiert (Abbildung 39 B). Der

e K(ac)14 hydrophobe Charakter der Bindungstasche wird

Uber die Seitenketten der Aminosauren P82, F83, V87 und 146 gebildet, welche ebenfalls
innerhalb der Bromodomanenfamilie maRig (1146) oder sogar vollstdndig sequenzkonserviert
sind (P82, F83, V87, Abbildung 35).

Anhand der Kristallstruktur von BD1 im Komplex mit einem Histonpeptid konnte somit
ein dualer Modus der Positionierung von Acetyllysin in der Bindungstasche der ersten
Bromodoméane BD1 von Brd4 gezeigt werden: Einerseits interagiert ein polares Netzwerk
von Wassermolekilen in der Bindungstasche mit dem Sauerstoff des Acetyllysins, dieser
Sauerstoff wird zudem durch N140 gebunden. Andererseits wird die unpolare Methylgruppe
des Acetyllysins Uber schwache hydrophobe Wechselwirkungen durch konservierte Reste
der Bromodomane positioniert.

Interaktion des N-Terminus von BD2 mit Nachbarmolekiilen

Parallel zur Herstellung von BD1-Peptidkristallen wurden auch Kristalle von BD2 mit den
Histonpeptiden versetzt. Dabei zeigte sich jedoch, dass wahrend der 24-stindigen
Inkubation die Kristalle instabil wurden. Daher wurde die Inkubationszeit reduziert und die
Kristalle schon nach 1-2 Stunden aus der Peptidldsung entnommen. Diese Kristalle streuten
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wie auch die unkomplexierten Kristalle bis zu einer Aufldsung von 1,2 A. Es wird hier der
Datensatz des BD2 (349-464) Kristalls nach H3-K14(ac)-Inkubation betrachtet (Statistiken in
Tabelle 6 im Anhang). Auch in der sonst unveranderten Struktur von BD2 zeigte sich
zusatzliche Dichte in der Bindungstasche nahe des essentiellen N434 (N140 in BD1,
Abbildung 40 A), jedoch entsprach die Form der Dichte nicht dem der verwendeten Peptide.

Abbildung 40: Kristallstruktur von BD2 nach der Inkubation mit H3-K14(ac)-Peptid. A) In der
Bindungstasche von BD2 fand sich nach dem Versetzen mit Histonpeptiden zusatzliche Elektronen-
dichte (dargestellt bei 1,0 o), die ausgepragter erschien als im Fall von BD1. B) Die Bindung des
N-Terminus eines Nachbarmolekiils im Kristall (rosa) in die Bindungstasche von BD2 (rot-orange)
konnte anhand der Elektronendichte in der Bindungstasche (1,0 g), welche zum Nachbarmolekdl
ausging, zugeordnet werden. C). Bei Darstellung mehrerer Nachbarmolekile innerhalb der
Kristallpackung wurde eine kettenartige Verbindung der Molekile durch den Kristall sichtbar, bei der
ein Molekdl (blau) Uber seinen N-Terminus (rot) das nachste Molekdil bindet.

Eine genaue Betrachtung ergab, dass sie nicht durch ein gebundenes Peptides gebildet
wurde, sondern stattdessen von dem im Kristall benachbart-liegenden BD2-Molekil stammt,
dessen N-Terminus in die Bindungstasche von BD2 hineinreicht (Abbildung 40 B). Eine
erneute Analyse der unkomplexierten BD2 ergab zudem, dass auch hier der N-Terminus
eines BD2-Moleklls in die Bindungstasche des benachbarten Molekils bindet. Allerdings
war in der unkomplexierten Form die Elektronendichte dieses N-Terminus deutlich
schwacher ausgebildet als in der Peptid-inkubierten Form und deshalb nicht sofort als diese
zu identifizieren. Da N-Terminus und die Bindungstasche auf zwei gegeniberliegenden
Seiten des Molekdls liegen, erfolgte die Interaktion nicht als homomerer Kontakt in Form ei-
nes Dimes, sondern durch die Bindung des N-Terminus von einem BD2 in das
Nachbarmolekil, welches seinerseits das nachste Molekll band. Dadurch bildeten sich
innerhalb des BD2-Kristalls strangartige Strukturen, die den Kristall durchdrangen und
vermutlich durch die dichte Packung und Stabilisierung der Bromodomanen zu der sehr
hohen atomaren Auflésung des Kristalls von 1,2 A beitrugen (Abbildung 40 C).

Die Betrachtung der Bindung des N-Terminus in die Bindungstasche von BD2 zeigte,
dass nicht die natlrlichen Aminosauren von BD2 fiir die Bindung verantwortlich sind,
sondern sich jene Reste in der Tasche fanden, welche aus der Erkennungssequenz der
TEV-Proteaseschnittstelle hervorgegangen waren. Diese vier Aminosauren G.4-A;-M.-G4
ragen weit in die Bindungstasche hinein und positionieren sich nahe des N434, welches
typischerweise die Bindung des Acetyllysins koordiniert. Die Position des Acetyllysins nimmt
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stattdessen ein Methionin (M.;) ein, welches in zwei Konformationen mit N434 zugewandter
und abgewandter Methylgruppe auftritt (Abbildung 41 A). Ein Vergleich der Positionierung
des artifiziellen Methionins mit dem naturlichen Acetyllysin, wie es in der Struktur von Genb
zu finden ist (Owen et al., 2000), zeigte, dass die N-terminale Verbindungsregion Uber eine
Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoff des N434 und dem Hauptkettenstickstoff des
dem Methionin benachbarten Glycin (-1) in ihrer Position gehalten wird (Abbildung 41 B).
Das Histonpeptid in Gen5 wird dagegen von einer Wasserstoffbriicke zwischen dem
Seitenkettenstickstoff des Asparagins und einer indirekten Wasserstoffbriicke, vermittelt Gber
ein konserviertes Wassermolekil, zwischen dem Sauerstoff des Asparagins und einem
Stickstoff der Hauptkette des Peptids gebunden.

" B helixoB Abbildung 41: Bindung des
N-Terminus von BD2 durch
die Bindung der artifiziellen
Verbindungssequenz. A) Die
Struktur und Elektronendichte
bei 1,00 der Verbindungs-
sequenz G4-A3-M-G4
zeigen die Positionierung des
Methionins in zwei Kon-
formationen in der Tasche. B)
Uberlagerung der Position des
N-Terminus und des H4-K16-
Peptides aus Gecn5 (Owen et
al., 2000).

Da durch die Interaktion der Verbindungssequenz mit der Tasche von BD2 im Kristall
blockiert vorlag, wurde versucht, durch Varianz der Lange des N-Terminus von BD2 und
dem Verdau durch SUMO-Protease, welche keine Uberstehenden Aminosaure zurlcklasst,
diese artifizielle Blockade der Tasche zu unterbinden. BD2-Konstrukte mit sukzessiven
N-terminalen Verkirzungen erwiesen sich allerdings als unldslich.

Untersuchung einer Oligomerisierung von BD2
Bei der Analyse der Kristallpackung in den BD2-Kristallen fiel als weiteres Detail auf, dass
die Kristallpackung zwar aus einem Molekil pro asymmetrischer Einheitszelle bestand, die
Molekule benachbarter Einheitszellen sich jedoch zu Dimeren zusammenlagerten (Abbildung
42 A, oben). Dabei lagen sich die beiden Bromodomanen punktsymmetrisch gegenuber und
bildeten eine Dimerisierungsoberflache Uber ihre Helices aB und aC. Fur die erste
Bromodomane BD1 von Brd2 war eine Dimerisierung zu einer doppelten Bromodomane
beschrieben worden, bei der die Bindungstaschen nahe beieinander eine kooperative
Bindung an zwei acetylierte Lysinen auf einem Histon vermittelten (Nakamura et al., 2007).
Da BD2 bei der GréRenausschlusschromatographie im Vergleich zum Proteinstandard nicht
bei seinem Molekulargewicht von 14 kDa, sondern bei etwa 21 kDa eluierte (Abbildung 29),
wurde im Folgenden untersucht, ob BD2 aul3er im Kristall auch in Lésung als Dimer vorlag.
Zu diesem Zweck wurden in der potentiellen Dimerisierungsoberflache im Kristall zwei
Reste R445 und D449 identifiziert, die durch eine Salzbriicke die Dimerisierung vermittelten
kénnten (Abbildung 42 A). Ausgehend von dieser Beobachtung wurde eine Mutante von BD2
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erstellt, in der R445 und D449 jeweils zu Alanin mutiert wurde, um die Salzbriicke zu
unterbinden (R445A/D449A, dargestellt in grin in Abbildung 42 A, unten). Als weitere
Mutante wurde A456 auf der Bindungsoberflache der beiden Proteine zu einem wesentlich
groleren Glutamin mutiert, um die Dimerisierung der Proteine sterisch zu unterbinden
(A456Q, dargestellt in Abbildung 42 A unten in orange). Beide Mutanten wurden im Vergleich
zum Wildtyp (wt) von BD2 durch GrofRRenausschlusschromatographie untersucht (Abbildung
42 B). Sowohl BD2 (wt) als auch die A456Q-Mutanten eluierten unverandert bei einem
apparenten Molekulargewicht von 21 kDa. Die Mutante R445A/D449 zeigte dagegen eine
verklrzte Retentionszeit zu einer apparenten Masse von etwa 30 kDa und lieferte damit kein
Anzeichen fur die Auflésung eines Dimers. Diese Experimente weisen daher mehr auf ein in
monomerer Form vorliegendes BD2 in Losung.

1.4 Standard (kDa)

Abbildung 42: Untersuchung der Dimerisierung von BD2. A) Ein BD2-Dimer im Kristall wird Uber
die Helices aB und aC vermittelt (oben). Die Mutante R445A/D449A sollte die Assoziation eines
Dimers durch Ausbilden einer Salzbriicke zwischen den beiden BDs verhindern, die zweite Mutante
A456Q wurden erstellt, um eine dimere Packung durch sterische Hinderung zu eliminieren (unten).
B) A456Q zeigte eine im Vergleich zum Wildtyp (wt) unveranderte Elutionszeit, wahrend
R445A/D449A eine verringerte Elutionszeit von 15,9 min aufwies. C) Uberlagerung von BD1 aus Brd4
und einem im Kristall benachbarten Molekiil mit einem Brd2 BD1-Dimer lieR keine Ubereinstimmung in
der Dimerisierung oder der Lage der Bindungstasche erkennen. D) Auch bei der Uberlagerung von
Brd4 BD2 und Brd2 BD1 wichen die kristallographischen Dimere stark voneinander ab.

Anhand der vorliegenden Strukturen wurde die Kristallstruktur des Brd2 BD1-Dimers (Naka-
mura et al.,, 2007) mit den Strukturen von BD1 und BD2 aus Brd4 aus der vorliegenden
Arbeit verglichen. Dabei konnte weder eine Ubereinstimmung der Positionen von Brd4 BD1
(Abbildung 42 C) noch von BD2 (Abbildung 42 D) im Kristall zu Brd2 BD1 gefunden werden:
Wahrend in der Brd2 BD1-Struktur die als Dimer angeordneten Bromodomanen
spiegelbildlich angeordnet waren und die Bindungstaschen wie bei einer Tandem-
Bromodomane nahe beieinander lagen, zeigten die Bindungstaschen von Brd4 BD1 und
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BD2 jeweils in unterschiedliche Richtungen und boten sich nicht zur kooperativen Bindung
von mehreren Acetyllysinen eines Histons in geringen Abstanden an. Daher wurde durch die
beschriebenen Experimente eine Dimerisierung von BD2, wie sie fur Brd2 BD1 beschrieben
wurde, ausgeschlossen.

4.2.4 Analyse der Bindung von anderen Lysin- und Argininmodifikationen an
Bromodomanen

Die Bindung der artifiziellen Verbindungssequenz in die Bindungstasche von BD2 (Abbildung
41) zusammen mit der GroRRe der Bindungstasche der BDs legte die Vermutung nahe, dass
auch andere Histonsegmente, die kein Acetyllysin enthalten, an Bromodomanen binden
kénnten. Diese Hypothese sollte mit BD1 und BD2 strukturell und funktionell Uberprift
werden. Als Alternativen zu Acetyllysin wurden Aminosauren verwendet, welche in ihrer
Seitenkette ein Sauerstoffatom tragen, das die Bindung zu N140 (BD1) bzw. N434 (BD2)
vermitteln kénnte. Auch in ihrer verzweigten Struktur dhnelten sie Acetyllysin (Abbildung 43).
Citrullin, welches als seltene Aminosaure in modifizierten Histonen gefunden werden kann,
erfillte diese Bedingungen. Citrullin wird durch die Deiminierung von Arginin durch Protein-
Arginin-Deiminasen (PADIs) gebildet, bei der eine der Aminofunktionen durch Sauerstoff
ersetzt wird (Vossenaar et al., 2003; Gyorgy et al., 2006). Die Citrullierung wird als eine der
Gegenreaktionen der Methylierung angesehen (siehe auch Einleitung unter 2.6.4, Cuthbert
et al., 2004; Wang et al., 2004). Im Vergleich zu Acetyllysin ist die Seitenkette von Citrullin
um eine Methylengruppe verklrzt (Abbildung 43). Bis heute ist keine Erkennungsdomane fur
Citrullin beschrieben, so dass im Folgenden untersucht wurde, ob Bromodomanen mit
Citrullin interagieren koénnen. Es wurde einerseits ein Peptid mit einer artifiziellen
Bindungssequenz verwendet, bei dem in Analogie zum Peptid H3-K14(ac) die dritte
Aminosaure (K14) in ein Citrullin (cit) verandert wurde (H3-K14(cit)). Ein weiteres Peptid
orientierte sich an einer natirlich vorkommenden Citrullinposition auf Histon H4, bei der R3
zu Citrullin verandert ist (H4-R3(cit)).

Abbildung 43: Mogliche alternative Bindungs-

® o=( HoN partner fir Bromodomaianen. Als potentielle

NH3 NH )=O Alternative zu Acetyllysin wurden Citrullin und

ki HzN Glutamin getestet, da sie ebenso wie Acetyllysin

O  (iber eine verzweigte Seitenkette mit einem

<] ® ® @ Sauerstoffatom verfugen. Sie tragen jedoch einer-
Eat TP L o R HN=\_, seits eine zusétzliche Aminogruppe in der
oo oo o¢ oo Verzweigung, andererseits sind sie um eine bzw.
Lysin Acetyl-  Citrullin Glutamin zwei Methylengruppen im Vergleich zu Acetyllysin

lysin verkirzt.

Als zweites alternatives Bindungsmotiv wurde die Aminosaure Glutamin ausgesucht. Ihre
Seitenkette entspricht dem verzweigten Aufbau von Citrullin, jedoch ist die Seitenkette kirzer
als Citrullin und enthalt keine Amidgruppe. Brd4 enthalt selbst eine Reihe von Glutaminen,
die N-terminal zu BD1 liegen. Sollten diese BD1 binden und dadurch die Assoziation mit
Histonsegmenten verhindern, konnte dies einen Mechanismus zur Regulation der
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Bromodomanen darstellen. Daher wurde dieses Glutamin-reiche Motiv als Peptid zur Unter-
suchung der Erkennung durch Bromodomanen eingesetzt ((Brd4(33-38), Abbildung 43).

Die drei Peptide H3-K14(cit), H4-R3(cit) und Brd4(33-38) wurden mit Kristallen von BD1 in-
kubiert und Roéntgenbeugungsdatensatze in Aufldsungen bis zu 1,5 A aufgenommen und
ausgewertet. In den ermittelten Strukturmodellen wurde innerhalb der Bindungstasche von
BD1 nach zusatzlicher Dichte aus der Bindung der Peptide gesucht (Abbildung 44).

!
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Abbildung 44: Elektronendichten der Kristallstrukturen nach Inkubation mit
Nicht-Acetyllysinpeptiden. A) Elektronendichte der Bindungstasche von BD1 nahe N140 bei 1,0 o,
welche ein Glycerin enthalt. B) Nach Inkubation mit dem Citrullinpeptid H4-R3-(cit) konnte keine
Veranderung der F,F.-Dichte in der Bindungstasche im Vergleich zur ungebundenen Struktur
gefunden werden. C) Auch nach der Zugabe vom Glutaminpeptid Brd4 (33-38) zeigte sich nach N140
lediglich die F,F.-Dichte des Glycerins und zweier Wasser wie in A.

Beim Vergleich der Dichten innerhalb der Bindungstasche von BD1 mit den
Elektronendichten der mit den Peptiden inkubierten Kristalle wurde jedoch klar, dass keine
zusatzliche Dichte eines Peptides gefunden werden konnte, sondern lediglich die bereits
zuvor beobachteten Wasser- und Glycerinmolekile identifiziert wurden. Es konnte somit
keine Bindung von Citrullin oder Glutamin in die Bindungstasche des BD1-Kristalls
beobachtet werden.

A Zett (min) B Zeit (min)
10— P D DD g PR N DN P Abbildung 45: ITC-
0,75 1 0,004 1 Messungen der Titration von
0,50 1 0,257 1 Brd4-Bromodoménen zum
0% 1 é'o’so 1 1 Citrullinpeptid H4-R3(cit).
Tl A 1 3 ] A) Titration von 5,9 mM BD1 in
> e | | 2:1’25: 590 uM Peptid zeigte kein An-
075 | oo ] | zeichen fir eine Bindung bei
‘ 25°C. B) Titration von 6 mM
" 04 1 BD2 in 600 uyM Peptid zeigte
S 004 N o, | deutliche Warmetonung, die
@ 1l @ - . jedoch von der Titration des
é{,’z_ e e, §00 " --'.'--'---'_-- 1 Proteins in den Puffer stammt
8.l R 821 | und durch Subtraktion des
0’4_ = Referenzspektrums  eliminiert
0’5 041 1 wurde. Es konnte somit keine
" 00 05 10 15 20 00 05 10 15 20 Bindung beobachtet werden.
Molares Verhaltnis Molares Verhéltnis
[BD1] / [H4-R3(cit)] [BD2] / [H4-R3(cit)]

Parallel zu dieser kristallographischen Untersuchung wurden ITC-Messungen der drei
Peptide mit BD1 und BD2 durchgeflhrt. Die in Abbildung 45 dargestellten ITC-Kurven von
H4-R3(cit) mit BD1 und BD2 zeigen, dass bei der Titration von BD1 in die Peptidiésung keine
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Warmetonung als Zeichen fur eine Bindung registriert wurde (BD1 in Puffer-Kontrolle in
Abbildung 73 im Anhang).

4.2.5 Bindung von acetylierten CycT1-Peptiden an BD2

Wahrend der Durchflihrung dieser experimentellen Arbeit wurde die Acetylierung von vier
Lysinresten im zentralen Bereich 361-423 der P-TEFb-Untereinheit CycT1 beschrieben,
wodurch eine Dissoziation der Inhibitoren Hexim1/7SK und somit die Aktivierung von P-TEFb
erreicht wird (Cho et al., 2009). Zwar ist die Aktivierung von P-TEFb durch die
Bromodomanen von Brd4 durch die Ergebnisse der Verdin-Gruppe (Bisgrove et al., 2007)
sowie die unter 4.1.1 beschriebenen Resultate der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen
worden, jedoch ist eine Interaktion zwischen den Bromodomanen von Brd4 und dem
zentralen Bereich von CycT1 durchaus denkbar (Jang et al., 2005), wenn die
Bromodomanen mit acetylierten Lysinen in CycT1 interagieren wirden. Diese Art der
Interaktion sollte durch ITC-Messungen mit zwei Peptiden Uberprift werden, welche den
Acetylierungsstellen K390 (CycT1-K390(ac)) und K404 (CycT1-K404(ac)) sowie deren
Umgebung abgeleitet wurden (siehe 3.4). Auch die Ldsung der Struktur des
Peptidkomplexes mit BD1 anhand des vorliegenden Kristallisationssystems wirde
Aufschluss Uber eine potentielle Bindung sowie deren Mechanismen geben.

Abbildung 46: Elektronendichte der Bindungstasche von
BD1 nach CycT1-K404(ac)-Zugabe. Die Elektronendichte
von BD1 nach der Inkubation mit einem acetylierten CycT1-
Peptid zeigte bei 1,0 o keine neue F,F.-Dichte fir das
Acetyllysin des Peptid, sondern die Dichte in Form eines
Glycerinmolekils und zwei dartber gelagerter Wasser, wie
sie auch in der freien BD1-Struktur auftreten.

Nach der Inkubation von BD1-Kristallen wurde aus den aufgenommenen Réntgenbeugungs-
daten die Struktur des potentiellen Komplexes errechnet und verfeinert. Bei der
Untersuchung der geldsten Struktur konnte jedoch keine Dichte eines Acetyllysins aus
CycT1 in der Bindungstasche der Bromodomane entdeckt werden. Lediglich die Dichte des
Glycerinmolekiils und der zwei Wasser war deutlich ausgepragt (Abbildung 46).
Kristallographisch konnte somit keine Bindung der CycT1-Peptide nachgewiesen werden.
ITC-Messungen der CycT1-Peptide mit BD1 waren aufgrund der starken Prazipitation
von BD1 wahrend der Messung nicht moéglich. Die Titration von BD2 in CycT1-K390(ac)-
oder CycT1-K404(ac)-Losungen lieferte jedoch eine deutliche Warmeténung, die nach
Integration und Anpassung der Kurve einen Ky von 110 pM fir CycT1-K390(ac) und 319 uM
fir CycT1-K404(ac) lieferte (Abbildung 47 B und C). Die ermittelten AG°-Werte lagen hier im
Rahmen der acetylierten Histonpeptide mit -5,39 bzw. - 4,76 kcal/mol. Auch das molare
Verhaltnis der Bindungsreaktion lag mit 1,44 und 1,84 Uber dem einer 1:1-Bindung von n=1.
Die dargelegten Messungen belegen somit eine Interaktion der Bromodomanen von
Brd4 mit Nicht-Histonpeptiden des zentralen Bereichs von CycT1 und kénnten einen
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zusatzlichen Aspekt der P-TEFb-Regulation durch Bindung von Brd4 an P-TEFb sowohl tber
CT als auch Uber die BDs darstellen.

A Zeit (min)
0 10 20 30 40 50 60
0_
$
227
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[m)]
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Molares Verhaltnis
[BD2] / [T1-K390(ac)]
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Abbildung 47: ITC-

o
1

Hcalisek
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Messungen von BD2 gegen
T1-Peptide. A) Die Titration
von 6mM BD2 gegen
600 uM T1-K390(ac) und B)
BD2 gegen T1-K404(ac)
zeigte in beiden Fallen eine
deutliche Bindungskurve der

L N N =)
8 8 3 8 8 &
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Warmetdnungen von
-5 pcal/sek bzw. -3 pcal/sek.
C) Auflistung der ermittelten
thermodynamischen Parame-
ter sowie der Kd's und des
molaren Verhaltnisses n der
beiden Reaktionen. Mit 110
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T T
10 1,5

Molares Verhéltnis
[BD2] / [T1-K404(ac)]

.
20

und 319 pM liegen die Kq's
der Reaktionen im Bereich
der Bindung von acetylierten

Histonpeptiden (siehe Ab-
bildung 36).
C L Kd AH TAS AG molares
Titration (uM)  (kcalfmol) (kcal/mol) (kcal/mol) Verhéltnis n
BD2 zu
T1-K390(ac) 110 -2,35 3,04 -5,39 1,44
T1-K404(ac) 319 -1,69 3,07 -4,76 1,84

4.2.6 Bindung von erweiterten Acyllysinpeptiden an Bromodoménen

Nachdem Acetyllysin-ahnliche, jedoch verkirzte Aminosauren wie Citrullin und Glutamin
nicht mit Bromodomanen von Brd4 interagierten, sollten als Alternativen verlangerte

Varianten von Acetyllysin als Erkennungsmotive fur Bromodomanen untersucht werden. Die
Verlangerung der Acylgruppe um eine Methylen- oder Ethylengruppe flihrt zu den
hydrophoberen, modifizierten Aminosauren Propionyllysin und Butyryllysin (Abbildung 48).
Beide Molekiile sind in einer proteomischen Studie in den Histonen H3 und H4 von Mensch
und Hefe gefunden worden (Chen et al., 2007; Zhang et al., 2009).

NH3 NH
@ ® ®
HaN - HaN HaN -

(0] o] O
©0 e ©0o
Lysin Acetyl-  Propionyl-

lysin lysin
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Valeroyl-
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Abbildung 48: Erweiterte Modifi-
kationen von Lysin. Durch die
Acetylierung von Lysin wird die
positive Ladung der Seitenkette der

Aminosaure neutralisiert.
Verlangerte Acylgruppen stellen
Propionyllysin,  Butyryllysin  und

Valeroyllysin dar, die eine, zwei
oder drei Methylengruppen mehr
enthalten und den hydrophoben
Charakter der Aminosauren weiter
auspragen.
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Propionyl-CoA und Butyryl-CoA werden von HATs anstelle von Acetyl-CoA als Cofaktor
akzeptiert und bertragen, genauso kénnen beide Gruppen von HDACs auch wieder entfernt
werden (Chen et al., 2007; Leemhuis et al., 2008; Smith und Denu, 2007). Dies wirft die
Frage auf, ob Propionyllysin (K(prop)) und Butyryllysin (K(but)) auch von Bromodoménen
erkannt werden kdnnten, da bisher keine alternative Proteindomane gefunden wurde, die
diese Modifikationen bindet. Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden auf Grundlage des
bereits charakterisierten Peptids H3-K14(ac) zwei Peptide H3-K14(prop) und H3-K14(but)
ausgewahlt, welche an Stelle des Acetyllysins ein Propionyl- bzw. Butyryllysin trugen. Zudem
wurde die in menschlichen Zellen gefundene Propionylierungsstelle H3-K23(prop) als
Grundlage eines weiteren Peptids ausgewahlt. Als konsequente Weiterfihrung der
Verlangerung von Acetyllysin (C2) zu Propionyl- (C3)- und Butyryllysin (C4) wurde zuletzt
auch ein Peptid mit Valeroyllysin (C5) im H3-Histonkontext erstellt. Diese Peptide sollten im
bestehenden System auf eine Bindung an die Bromodomanen hin getestet und ihre
Interaktion gegebenenfalls in einer Kristallstruktur charakterisiert werden.

Affinitaten der Bindung von propionylierten und butyrylierten Peptiden an BDs

Erneut wurde ITC als Methode zur Bestimmung der thermodynamischen Parameter der
Bindung zwischen Peptiden und den Bromodomanen von Brd4 eingesetzt. Bei der Reinigung
von BD2 traten jedoch erhebliche Léslichkeitsprobleme auf, die bei hohen Konzentrationen
Uber 50 mg/ml eine Aggregation des Proteins auslosten. Daher wurde das Titrationsschema
invertiert und die zu testenden Peptide in der Spritze vorgelegt und in BD2-Lésung titriert.
Eine Kontrolimessung mit acetyliertem H4-K5(ac)-Peptid ergab  vergleichbare
thermodynamische Parameter wie die unter 4.2.3 aufgeflhrt und belegte, dass durch die
Inversion die zu messenden Daten nicht beeinflusst wurden. Messungen von BD1 wurden
wie auch zuvor beschrieben durchgefilhrt. Als Vergleich der Messergebnisse der
propionylierten und butyrylierten Peptide zu acetylierten Peptiden wurden die unter 4.2.3
beschriebenen Messungen von BD1 und BD2 gegen das acetylierte H3-K14(ac)-Peptid
ebenfalls in Abbildung 49 C aufgeflihrt.

In den ITC-Experimenten fir die propionylierten Peptide des Histons H3 wurden
Dissoziationskonstanten von 337 uM (K14(prop)) bzw. 380 pM (K23(prop)) bei der
Interaktion mit BD1 bestimmt. Die ermittelten Werte der Gibb’schen freien Enthalpie AG°
lagen mit -4,7 und -4,6 kcal/mol um etwa 0,7 kcal/mol héher als fur das acetylierte Peptid
K14(ac). Die Affinitat der propionylierten Peptide zu BD1 war somit geringer als bei dem
H3-K14(ac)-Peptid (118 uM). BD2 zeigte zu den propionylierten Histonfragmenten leicht
hohere Affinitaten von 213 und 208 uM (Abbildung 49 A). Damit war fiur BD2 eine leichte
Steigerung der Affinitaten erkennbar.

Die Stochiometrien n der gemessenen Bindungen lagen im Gegensatz zu vorherigen
Messungen mit acetylierten Peptiden mit einem n=0,9-1,0 im Bereich einer 1:1-Bindung und
entsprachen damit der im Falle von Acetyllysin per Kiristallstruktur nahegelegten
Stéchiometrie. Die zusatzliche Methylengruppe des Propionyllysins scheint somit nur einen
geringen Einfluss auf die Affinitdt zu Bromodomanen zu haben. (Abbildung 49).
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R B wo o0 oo™ o u» Abbildung  49:  ITC-
wl T " 1o T T Messungen der Interakti-
Y TV 7 1 on von propionylierten
<05 ’ 1 1 und butyrylierten Histon-
Q- é | 1 peptiden mit BD1 und
;é @m T ] BD2. A) Titration von 5 mM
270 g H3-K14(prop) zu 500 pM
0% 1 BD2 bei 25°C zeigte
15 ’ 1 Warmetdnungen von bis zu
Bnl 2" ' -1,5 ucal/lsek. B)  ITC-
g 3 Messung von 5 mM
I 04- 1 T oo 1 butyryliertem H3-K14(but)-
S o6 10X R Peptid gegen 500 uM BD2
- T o» " zeigte keine Bindung. C)
208 32 Auflistung der gemessenen
§ % o und errechneten Parameter
< 101 1= der Titrationen von BD1 und
00 05 10 15 20 00 05 10 15 20 BD2  gegen  acetylierte,
Molares Verhéltnis Molares Verhaltnis prlc_)p|ongllert_<(aj und  buty-

[H3-K14(prop)] / [BD2] [H3-K14(out) /[BD2] ~'Yierte Peplide.

C _ Kd AH TAS AG molares
Titration (uM)  (kcal/mol) (kcalimol) (kcalimol) Verhéltnis n

BD1 zu

H3-K14(ac) 118 -059 477 -536 133
H3-K14(prop)| 337 -0,64 4,08 -472 093
H3-K23(prop)| 380 -0,64 4,02 -466 1,06
H3-K14(but) : : : : -

Peptid zu BD2

H3-K14(ac) 327 1688 307 -475 2,31
H3-K14(prop)| 213 -148 352 500 1,00
H3-K23(prop)| 208 -0,86 4,17 -503 0,96
H3-K14(but) - - - - -

Im Gegensatz zu den propionylierten Peptiden konnte fir die Peptide, welche anstatt des
H4-K14(ac)-Acetyllysins ein Butyryllysin beinhalteten, keine Bindung in den ITC-Messungen
zu BD1 oder BD2 nachgewiesen werden (Abbildung 49 B). Dies deutet auf eine Minderung
der Bindungsfahigkeit von Butyryllysinpeptiden durch die weitere Methylengruppe im
Vergleich zur Propionylseitenkette hin.

Strukturen der Komplexe von propionylierten und butyrylierte Peptiden mit Brd4 BD1
Obwohl nur fiir die beiden propionylierten Peptide H3-K14(prop) und H3-K23(prop) eine
Bindung an BD1 nachgewiesen werden konnte, wurden sowohl die propionylierten Peptide
als auch das butyrylierte Peptid H3-K14(but) fir 24 Stunden in 20-fachem Uberschuss zu
Brd4 BD1-Kristallen gegeben. Rodntgendiffraktionsdatensatze der Kristalle wurden
prozessiert und unter Verwendung der Koordinaten und Phasen der ungebundenen Struktur
von BD1 verfeinert (Tabelle 3).

Bei Betrachtung der Bindungstasche fand sich Uberraschenderweise sowohl in den
Komplexstrukturen der propionylierten Peptide als auch der butyrylierten Peptide zusatzliche
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Elektronendichte, in welche nach Verfeinerung das entsprechende Propionyllysin oder
Butyryllysin eingepasst werden konnte. Diese unterschieden sich deutlich von der unter 4.2.3
beschriebenen Dichte eines Acetyllysins, da sowohl die zusatzliche Methylengruppe des
Propionyllysins als auch die zusatzliche Ethylengruppe des Butyryllysins eindeutig sichtbar
waren (Abbildung 50). Das Wassernetzwerk oberhalb des Peptids war in beiden Fallen
unbeeintrachtigt und entsprach dem in der BD1-Struktur, die im Komplex mit dem
acetylierten Liganden gefunden wurde und die Bindungstasche auskleidet.
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Abbildung 50: Struktur und Elektronendichte der propionylierten und butyrylierten Peptide in
der BD1-Tasche. A) Das Propionyllysin des Peptids H3-K23(prop) in grin konnte in der
Bindungstasche von BD1 klar von Acetyllysin durch die zusatzliche Methylgruppe unterschieden
werden, die in der Elektronendichte bei 1,0 o identifiziert wurde. B) Die Elektronendichte bei 1,0 o des
Peptids H3-K14(but) zeigte die Konformation des Butyryllysins (gelb) in der Bindungstasche.

Der Vergleich der beiden Strukturen mit propionylierten Histonsequenzen zeigte, dass die
Elektronendichte des Peptids H3-K23(prop) trotz geringerer Aufldsung (1,75 A) wesentlich
deutlicher und ausgepragter erschien als im Fall von H3-K14(prop) mit 1,55 A. Daher wurde
diese reprasentativ flr die beiden Propionyllysinpeptide verfeinert und analysiert. Die
Struktur von BD1 in seiner H3-K23(prop)-gebundenen Form wurde zu R-Faktoren von 17,2%
(Rract) bzw. 21,9% (Ree) Verfeinert und enthielt neben einem Ethylenglykolmolekil auch 151
Wasser. In dieser Struktur konnten neben dem Propionyllysin in der Bindungstasche noch
zwei N-terminale und vier C-terminale Reste des Peptids in die vorhandene Elektronendichte
eingefiligt werden. Bei den unter 4.2.3 beschriebenen Acetyllysinpeptiden konnten maximal
vier Aminosauren des Oktapeptids identifiziert werden, im Fall von H3-K23(prop) wurden
dagegen sieben der acht Reste zugeordnet. Auf diese Reste wird spater genauer
eingegangen. In Abbildung 50 A ist die Struktur von BD1 mit gebundenem propionylierten
Peptid aufgeflihrt, zur besseren Einsicht in die Bindungstasche wurde die Bromodomane
ohne aC-Helix dargestellt. Wie schon bei der Komplexstruktur von BD1 und H3-K14(ac) wird
das gebundene Peptid durch eine Wasserstoffbriicke zwischen dem n-Sauerstoff des
Propionyllysins und der Aminogruppe der Seitenkette von N140 unterhalb des konservierten
Wassernetzes positioniert. Die zusatzliche Ethylengruppe an der Verzweigung des
propionylierten Lysins zeigt jedoch nicht den Wassern entgegen ins Innere der
Bindungstasche, sondern ist nach auf3en geknickt zum Ausgang der Tasche.
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Tabelle 3: Parameter der Rontgenbeugungsexperimente und Strukturlésung von Brd4
BD1 mit propionyliertem oder butyryliertem H3-Peptid.

Brd4 BD1 mit H3-

Brd4 BD1 mit H3-

K23(prop) K14(but)
Datenaufnahme
Wellenlange [A] 1,00 0,978946
Raumgruppe P2,2424 P2:2424
Einheitszelle a=36,21, a=34,00,
a, b, c[A] b=47,00, b=47,23,
a, B, v [°] c=78,10 c=77,98

a=B=y=90° a=B=y=90°

Aufllésung [A]*

19,60 - 1,75 (1,8-1,75)

19,60 — 1,65 (1,7-1,65)

Gemessene Reflektionen*

53 560 (4 276)

61824 (5 218)

Einzigartige Reflektionen* 13 605 (1072) 15640 (1 309)
Rmerge [70]* 8,6 (53,2) 8,0 (50,2)
Multiplizitat* 3,9 (4,0) 4,0 (4,0)
<l/o>* 20,1 (4,2) 20,8 (4,1)
Vollstandigkeit [%*] 99,7 (100,0) 99,5 (98,8)
Modellverfeinerung/Refinement

Gesamtzahl der Atome 1230 1202

Inhalt des Modells

mol A: MG- S42-T156
1 H3 Peptid (AT K(prop)

mol A: MG- S42-T156
1 H3 Peptid (G K(but))

AARK), 1 EG 1EG

151 Wasser 135 Wasser
Anzahl der Wassermolekdle 151 135
Losungsmittelanteil (%) 42 40
Reactor (%)* 17,2 (23,3) 17,7 (23,3)
Riree (%)* 21,9 (25,4) 22,5 (27,6)
rms der Bindungen [A] 0,023 0,028
rms, der Winkel [A] 1,936 1,195
<B> Gesamtz [A?] 27,9 19,9

Ramachandran plot

beglinstigt : 96,1%

beglinstigt : 96,8%

erlaubt :3,9%

erlaubt :3,2%

Auch in der Komplexstruktur von BD1 mit einem butyrylierten Peptid H3-K14(but), welche bei
einer Aufldésung von 1,65 A nach Verfeinerung R-Faktoren von 17,7% (Ruce) bzw.
22,5% (Rsee) aufwies, wird das Acyllysin Uber eine Wasserstoffbriicke des n-Sauerstoffs zu
N140 gebunden. Die zusatzliche Butyrylgruppe zeigt jedoch nicht, wie in Abbildung 48
vorgeschlagen, direkt von der Verzweigung der Seitenkette weg, sondern knickt ab, um
somit von den Wassern der Bindungstasche weg und in Richtung Taschenausgang zu deu-
ten (Abbildung 50 B). Bei diesem Peptid konnten die restlichen Aminosauren um das
Butyryllysin nicht identifiziert werden, und es wurden lediglich das butyrylierte Lysin sowie ein
N-terminales Glycin eingebaut. Eine Verbesserung der Auflosung des butyrylierten Peptids
konnte auch durch Zugabe geringerer Mengen (10-facher Uberschuss) oder hoéherer
Mengen (30-facher Uberschuss) des butyrylierten Peptids nicht erreicht werden. Daher
wurde die vorliegende Struktur (20-facher Uberschuss) ausgewertet und in dieser Arbeit
dargestellt. Der Datensatz mit in geringerer Menge eingesetztem Peptid legt jedoch eine
gegenseitige Verdrangung von Glycerin und Peptid in der Bindungstasche nahe, da sich
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Elektronendichte beider Komponenten zu tberlagern schienen. Dies kdnnte bei angenom-
mener 95%-igen Besetzung von H3-K14(but) im Kristall mit 5%-iger Glycerinbesetzung die
vergleichsweise schlechte Auflésung des Peptids, besonders des Kettenverlaufs, erklaren.

Eine Komplexierung von BD1 mit dem noch weiter verlangerten Valeroyllysinpeptid im
Kristall war jedoch nicht mdglich, der Réntgenbeugungsdaten eines mit dem Peptid H3-
K14(val)-versetzten Kristalls (Auflésung von 1,7 A) zeigte keine zum Peptid gehdérende
Dichte in der Bindungstasche. Zwar schien eine leichte Verbreiterung der Dichte von
Glycerin, welches sich in der unbesetzten Form in der Tasche findet, vorzuliegen, jedoch
kénnte dies hoéchstens auf eine partielle Besetzung der Bindungstasche durch das Peptid
von 10-20% hindeuten. Da jedoch die Elektronendichte des Glycerins Uberwog, konnte keine
eindeutige Bestatigung der Bindung von Valeroyllysin an BD1 getroffen werden, und es
muss angenommen werden, dass das Valeroyllysinpeptid nicht an BD1 bindet.

Vergleich der Strukturen von Acetyl-, Propionyl- und Butyryllysin-Peptiden in BD1
Oberflachlich betrachtet unterscheiden sich die Strukturen der drei Modifikationen von Lysin
(Acetyl-, Propionyl- und Butyryllysin) in der Bindungstasche von BD1 kaum. Eine
Uberlagerung der Strukturen sollte einen direkten Vergleich der Lage der Reste ermdglichen
und potentielle Unterschiede aufzeigen. Die Uberlagerung der Positionen der drei Lysin-
modifikationen in der Bindungstasche von BD1 zeigt eine grundsatzlich Ubereinstimmende
Position der Reste in der Bindungstasche, besonders deutlich kann die Ubereinstimmung der
Position des n-Sauerstoffs des Acetyllysin (blau) und des Propionyllysin (griin) beobachtet
werden (Abbildung 51). Der n-Sauerstoff des Butyryllysins (gelb) liegt etwas tiefer, damit
jedoch auch etwas naher an der Aminogruppe des N140. Durch dieses Absenken des
n-Sauerstoffs wird die Butyrylgruppe der Verzweigung des butyrylierten Lysins weiter in die
Tasche gezogen und nimmt den gleichen Raum ein wie die Methylgruppe des Acetyllysins

- und der Propionylgruppe des H3-K23(prop)-
Peptids. Gleichzeitig wird durch diese
leichte Absenkung des Butyryllysins der
Winkel vom n-Sauerstoff des Butyryllysins
relativ. zu N140 verandert, wodurch die
Wasserstoffbrickenbildung  beeintrachtigt
werden konnte.

Abbildung 51: Uberlagerung der Strukturen
von acetylierten, propionylierten und
butyrylierten Histonpeptiden in BD1. Die drei
untersuchten Peptide der Komplexstrukturen mit
Acetyl- (blau), Propionyl- (griin) und Butyryllysin
(gelb) zeigen eine Uberlappende Positionierung

der Kopfgruppe uUber den n-Sauerstoff, welches
NH@:’Kﬁ]U@ mit der Aminogruppe von N140 interagiert. Die
Peptidhauptketten verlaufen voneinander

H3-K14(ac) abweichend, wie durch Pfeile (N-nach
N

C-Terminus) gekennzeichnet wurde. Die

C § v
y Positionen der Wassermolekule sind in den drei

3—K23(pr©p Strukturen erhalten, wenngleich sie aulerhalb

der inneren Bindungstasche eine gewisse Ab-
weichung voneinander zeigen. Zur besseren Einsicht der Struktur wurde K23 nicht dargestellt.
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Somit nehmen trotz leichter Abweichungen des koordinierenden n-Sauerstoffs das Methyl
der Acetylverzweigung und deren Verlangerungen denselben Raum innerhalb der
Bindungstasche ein, ohne dadurch die in der Tasche liegenden Wasser zu beeinflussen. Das
in der Uberlagerung der Peptidstrukturen ebenfalls dargestellten Wassernetzwerk tberlagert
sich gut und unterstreicht erneut die hohe Stabilitdt dieses Netzwerkes. Die Wasser oberhalb
des Peptids weichen dabei kaum von ihrer Position ab, die Wasser nahe der kurzen
aZ'-Helix zeigen eine leichte Varianz. Die Struktur von H3-K23(prop) enthielt an dieser Stelle
ein zusatzliches Wassermolekil, welches in den anderen Strukturen nicht auftritt.

Der Vergleich der gesamten Seitenketten der Lysinmodifikationen zeigen dagegen eine
deutliche Abweichung in den Positionen der C,-Atome und der Laufrichtung der restlichen
Aminosauren der Histonfragmente. Sowohl das acetylierte (blau) als auch das propionylierte
(griin) Peptid verlaufen quer zu N140, jedoch in entgegengesetzter Richtung bezlglich
N- und C-Terminus (verdeutlicht durch eingezeichnete Pfeile). Das butyrylierte Peptid (gelb)
dagegen liegt um 90° gedreht in der Tasche, sein N-Terminus ist dabei N140 abgewandt.
Trotz dieser Varianz ist das koordinierende Wasser, welches im Falle des acetylierten
Peptids H3-K14(ac) eine indirekte Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoff des N140
und einem Hauptkettenstickstoff der nachsten Aminosaure des Peptids vermittelt, in allen
Strukturen erhalten. Jedoch kann es nur fir das Acetyllysinpeptid die koordinierende
Funktion ausflihren, in den anderen Strukturen geht es allein die Wasserstoffbriicke zum
N140 ein, da kein Hauptkettenstickstoff an dieser Position fiir eine Bindung zur Verfligung
steht.

Nachdem keine der beiden kurzen Acylkettenmodifikationen das Wassernetzwerk
beeintrachtigen oder gar durchbrechen konnte, wurden auch die hydrophoben Interaktionen
der Peptide mit BD1 auf Abweichungen hin untersucht. Die Positionen der hydrophoben
Reste in den Bromodomanen der drei Strukturen zeigen keine herausstechenden
Abweichungen, daher wurde die Positionierung des Propionyl- bzw. Butyryllysin im
Verhaltnis zu den zuvor beschriebenen hydrophoben Resten analysiert (Abbildung 52). Es
zeigte sich, dass Propionyl- bzw. Butyryllysin wie auch das zuvor untersuchte acetylierte
Lysin seitlich durch 1149 und V87 koordiniert werden. Dabei stimmen durch die Planaritat der
Verzweigung die Abstande zu den seitlich positionierten hydrophoben Interaktionspartner bis
auf 0,1 A Uberein (Abbildung 52). Durch die leichte Neigung des Butyryllysins zu N140
scheint jedoch die Butyrylgruppe weniger optimal zu P82 und F83 (PF-Motiv) positioniert zu
sein. Wahrend im Fall von Propionyllysin sowohl die Methylen- als auch die endstandige
Methylgruppe von diesem parallel stehenden PF-Motiv hydrophob stabilisiert werden kénnen
(Abbildung 52 A), ist das Butyryllysin leicht zu N140 gekippt, um annahernd denselben Raum
wie Acetyl- und Propionyllysin einzunehmen (Abbildung 52 B). Dadurch ist es jedoch
ungunstiger zur Ausbildung hydrophober Kontakte durch das PF-Motiv gelagert, da es nicht
wie Propionyllysin parallel zu den Resten steht, sondern eine Zwischenposition einnimmt.
Dies bewirkt eine Schwachung der hydrophoben Interaktion zwischen der Butyrylgruppe und
dem PF-Motiv, da die Entfernungen der hydrophoben Gruppen um 0,2 A (F83) und 0,6 A
(P82) verlangert wurden. Die Neigung des butyrylierten Lysins hat auch eine leichte
Annaherung des n-Sauerstoffs zur Aminogruppe von N140 zur Folge.
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Abbildung 52: Hydrophobe Positionierung der modifizierten Lysine in der Bindungstasche.
A) Das Propionyllysin des H3-K23(prop)-Peptids wird neben dem essentiellen N140 durch hydrophobe
Wechselwirkungen zu 187 und L146 gebunden. Auch ein konserviertes PF-Motiv aus P82 und F83
interagiert mit dem modifizierten Peptid. B) Das butyrylierte Lysin des H3-K14(but)-Peptids ist
dagegen im Vergleich zum Propionyllysin leicht gekippt in der Tasche, wodurch sich die hydrophoben
Interaktionen zum PF-Motiv verlangern. C) Propionyllysine kann durch hydrophobe Wechselwirkungen
mit L94 im Eingangsbereich der Bindungstasche Uber drei Methylengruppen optimal positioniert
werden. D) Die Seitenkette von Butyryllysin zu L94 ist dagegen weniger optimal fir hydrophobe
Kontakte ausgerichtet.

Ein deutlicher Unterschied zeigt sich im Verlauf der Seitenkette von Propionyllysin und
Butyryllysin: Wahrend Propionyllysin durch seine gradlinig-verlaufende Seitenkette Uber vier
hydrophobe Wechselwirkungen an drei Methylengruppen mit L94 interagieren kann
(Abbildung 52 C), ist die Kette des Butyryllysins abgeknickt und kann nur zwei hydrophobe
Wechselwirkungen eingehen (Abbildung 52 B). Mdglicherweise sind diese Einschrankungen
der hydrophoben Kontakte verantwortlich fir die deutlich verringerte Affinitat des
butyrylierten Peptids zu den Bromodomanen.

Koordination der Peptidkette von H3-K23(prop) durch BD1

Die Struktur von BD1 im Komplex mit dem H3-K23(prop)-Peptid zeichnete sich durch eine
exzellente Aufldsung von sieben der acht Aminosauren des Peptids aus. Selbst die duf3erste
sichtbare Aminosaure K27 ist mitsamt Seitenkette in der Elektronendichte sichtbar
(Abbildung 54 A) und konnte eindeutig identifiziert werden, wahrend in den Strukturen von
H3-K14(ac) und H3-K14(but) lediglich 1-2 weitere Reste vor oder nach dem modifizierten
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Lysin aufgelost waren. Bei Betrachtung der Oberflache von BD1 wird deutlich, dass dies
nicht nur auf der Interaktion zwischen N140 und dem Propionyllysin beruht, sondern auch
andere Reste wie K27 des Peptids mit BD1 interagieren. Dabei scheinen die positive
Ladungen von basischen Aminosauren auf der BD1-Oberflache eine Rolle zu spielen
(Abbildung 54 B), die — wie folgend beschrieben - einen entscheidenden Einfluss auf die
Interaktion mit dem Peptid hatten. Eine genauere Betrachtung zeigte drei weitere
Interaktionsstellen des Peptids mit der Bromodomane: Der Lysinrest und das C,-Atom des
Propionyllysins werden durch hydrophobe Interaktion von dem konservierten L94 stabilisiert.
L94 interagiert zusammen mit dem benachbarten P95 auch mit der Methylgruppe des
N-terminalen Alanins des Peptids (Abbildung 54 C). Neben dieser hydrophoben
Koordinierung wird A21 zusatzlich durch elektrostatische Interaktionen zwischen D96 und
Y193 und der Carbonylgruppe des Alanins in seiner Position stabilisiert (Abbildung
54 E).Wahrend diese Interaktionen nahe an der Bindungstasche der Bromodomane erfolgen,
wird K27 von zwei Resten der auReren BC-Schleife gebunden (Abbildung 54 D).

‘f’ C

o |C#

\ &

\ K23(prop)

Abbildung 54: Interaktionen des propionylierten H3-K23(prop)-Peptids mit BD1. A) Im Struktur-
modell des BD1-H3-K23(prop)-Komplexes konnten sieben Aminosauren des Oktapeptids zugeordnet
werden. B) Neben der Bindung des Acetyllysins spielen auch elektrostatische Interaktionen zwischen
BD1 und dem Peptid eine Rolle, so beispielsweise ein negativ-geladener Bereich der BC-Schleife. Die
elektrostatische Oberflachenladung von BD1 ist von —15 kgT (rot) bis 15 kgT (blau) eingefarbt.
C) Hydrophobe Interaktionen, ausgehend von L94, stabilisieren die Seitenkette des Propionyllysin und
positionieren zusammen mit P95 das C-terminale A21 des Peptids. D) K27 wird durch Ausbildung
einer Salzbricke zu D145 sowie der Carbonylgruppe von G143 koordiniert. E) A21 wird zudem durch
die Seitenketten von Y193 und D96 gebunden.

Die positiv geladene Aminogruppe der Seitenkette des Lysins wird dabei Uber zwei
Salzbriicken durch Sauerstoffe in der Seitenkette von D145 und des Carbonylsauerstoffes
von G143 koordiniert. Durch die Stabilisierung der Seitenkette (iber diese Interaktion durch
K27 und Propionyllysin K(prop)23 erklart sich auch die ausgesprochen gute Aufldsung der
restlichen Aminosauren des Peptids sowie der definierte Richtungsverlauf. Das dem K27
folgende, C-terminale Serin dagegen ist nicht in der Elektronendichte aufgeldst, vermutlich
aufgrund von fehlender Stabilisierung durch Bindung an BD1.
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4.2.7 Vergleichende Analyse der Bindung eines doppelt-acetylierten Peptids
an BD1 und BD2

Vor kurzem ist Uber die Bindungen von mehrfach-acetylierten Histonpeptiden an die
Bromodomanen des Brd4-verwandten Proteins BrdT berichtet worden. Dabei wurde eine
verbesserte Affinitat eines doppelt-acetylierten H4-Peptids (H4-K5(ac)K8(ac)) aus 12 Resten
mit einem Ky von 22 uM zur ersten Bromodomane BD1 von BrdT ermittelt (Moriniere et al.,
2009). Diese verstarkte Bindung schien spezifisch fir BD1 von BrdT, aber nicht BD2 zu sein.
Zusatzlich war die Co-Kristallstruktur von BrdT BD1 im Komplex mit dem doppelt-acetylierten
Peptid H4-K5(ac)K8(ac) beschrieben worden. In dieser Struktur band K5(ac) Uber eine
Wasserstoffbriicke an das konservierte Asparagin in der BD1
Bindungstasche, wahrend das zweite Acetyllysin K8(ac),
dem Kb5(ac) zugeneigt, ebenfalls in die Bindungstasche
deutet (Abbildung 55).

Abbildung 55: Struktur von BrdT BD1 mit doppelt-
acetylierten Histonpeptid H4-K5(ac)K8(ac). Die Kristall-
struktur von BrdT BD1 mit H4-K5(ac)K8(ac) bei 2,4 A zeigt die
Bindung eines Acetyllysin K5(ac) Uber das konservierte
Asparagin, wahrend das andere K8(ac) seitlich in die Tasche
zum anderen Acetyllysin ragt. Die Elektronendichte zur
Rechtfertigung des Modells wurde bei 1,8 o dargestellt (Mori- H4-acK5K8
niere et al., 2009).

Da Proteine der BET-Familie untereinander hochkonserviert sind, kdonnte eine solche
Bevorzugung von BD1 gegenuber BD2 bei Verwendung eines doppelt-acetylierten Peptids
Ubertragbar auf andere Brd-Proteine wie Brd4 sein. Aus diesem Grund wurde das
beschriebene Peptid auf seine Bindungseigenschaften an BD1 und BD2 von Brd4 hin
getestet. Hierbei wurde abweichend zu vorherigen Peptiden ein dodecameres Peptid wie
beschrieben eingesetzt (Moriniére et al., 2009, vollstandige Sequenz, siehe 3.4).

Bindungsparameter der Interaktion von BD1 und BD2 mit doppelt-acetyliertem Peptid
Zur Charakterisierung der potentiellen Bindung des doppelt-acetylierten Peptids
H4-K5(ac)K8(ac) an die Bromodomanen von Brd4 wurden ITC-Messungen mit dem Peptid
und den beiden BDs durchgefiihrt. Wie zuvor wurde BD1 aus der Spritze in die Peptidlésung
titriert, wobei im Fall von BD2 aufgrund von Loslichkeitsproblemen die Titrationsschemata
umgedreht wurden (Abbildung 56). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden auch die
Messwerte der Titration von BD1 und BD2 in das einfach acetylierte H4-K5(ac)-Oktapeptid
(Abschnitt 4.2.3) aufgefuhrt.

Die Auswertung der ITC-Messungen zeigte auch fir Brd4-Bromodomanen eine
Praferenz des doppelt-acetylierten Peptids fir BD1, da der ermittelte Ky-Wert mit 38 uM fast
zehnfach niedriger war als bei der Bindung des einfach-acetylierten Peptids H4-K5(ac),
welches einen K4 von 325 uM zeigte. Im Vergleich dazu band BD2 an das doppelt-acetylierte
Peptid mit einem Ky von 212 yM im Bereich Ein Vergleich zum H4-K5(ac)-Peptid zeigte
sogar eine leichte Verschlechterung der Bindung, welche zuvor bei 107 yM gelegen hatte.
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Damit konnte auch fur Brd4 eine klare Bevorzugung der ersten Bromodoméane BD1
gegeniber BD2 durch das doppelt-acetylierte Peptid H4-K5K8(ac) nachgewiesen werden.

a Zeit (min) B Zeit (min) Abbildung  56: ITC-
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50
25— —_ Messungen des doppelt-
ool of T acetylierten Peptids mit
A HHHHH |  BD1 und BD2 von Brd4.
¥ 251 % A) ITC-Spektrum der
<z 22 1 Titration von 3,45 mM BD1
§ 01 8 . | zu 500 UM H4-K5(ac)K8(ac)
76 ol bei 25°C B) ITC-Messung
von 5 mM H4-K5(ac)K8(ac)
100 1— ' T T = ' ' ' T gegen 500 uyM BD2 in der
2] a Spritze. C) Ergebnisse der
5 X ITC-Titrationen des doppelt-
@ X2 acetylierten Peptids und der
g T R Bromodoméanen von Brd4.
T . . £7] Zum Vergleich wurden die
= T+ Ergebnisse der ITC-
10 1 Messungen von H4-K5(ac)
00 05 10 15 20 ® 00 05 10 15 20 aus 4.2.3 erneut angerhrt-
Molares Verhéltnis Molares Verhaltnis
[BD1] / [H4-K5K8(ac)] [H4-K5K8(ac)] / [BD2]
C
Kd AH TAS AG molares
Titration (M)  (keal/mol) (kcalfmol) (kcal/mol) Verhéltnis n
BD1 zu H4-K5(ac) 325 1,99 235 4,34 2.35
BD1 zu H4-K5K8(ac) 38 -10,04 -399 -6,05 0,90
BD2 zu H4-K5(ac) 107 -1,81 3,61 -5,42 ;
H4-K5K8(ac) zu BD2 212 6,35 -1,34 -501

Es zeigten sich deutliche Unterschiede beim Vergleich der thermodynamischen Parameter
AH und TAS: Wahrend in bisherigen Messungen mit einfach-acetylierten Peptiden
Anderungen der Enthalpie AH im Bereich von -0,5 bis -2,4 kcal/mol gemessen wurden, war
AH fur die Bindung des H4-K5K8(ac)-Peptids an BD1 auf -10 kcal/mol etwa 5-fach starker
ausgepragt als bei den einfach-acetylierten Fragmenten. Bei der Bindung von BD2 an
H4-K5(ac)K8(ac) wurde ein AH von -6,4 kcal/mol gemessen. Ebenso drastisch waren die
Unterschiede zwischen TAS, welche im Falle der monoacetylierten Peptide im positiven
Bereich bei 1,5 bis 5 kcal/mol gelegen hatten. Bei der Bindung der Bromodomanen an das
doppeltacetylierte Peptid ergaben sich dagegen Werte von -4 und -1,3 kcal/mol fir TAS, die
den starken Effekt der Enthalpie teilweise aufhoben und so in eine moderate Affinitdt um-
wandelten. Die ermittelten Stoéchiometrien der Bindungen ergaben sich zu 0,9 (BD1) und 1,2
(BD2) und indizierten eine 1:1-Bindung.

Kristallographische Untersuchung des Komplexes aus BD1 und H4-K5(ac)K8(ac)-
Peptid

Die Charakterisierung der thermodynamischen Parameter sollte durch eine
kristallographische Untersuchung des Komplexes aus BD1 und dem doppelt-acetylierten
H4-K5(ac)K8(ac)-Peptid komplettiert werden. Es zeigte sich jedoch, dass die enge
Kristallpackung der Brd4 BD1-Kristalle einen Verlauf des Peptids wie in BrdT BD1 (Moriniére
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et al, 2009) verhindert. Der C-Terminus von Brd4 BD1 wird durch die Interaktion mit Resten
der auleren BC-Schleife des Nachbarmolekiils stabilisiert, wodurch eine Wechselwirkung
des Peptids mit dieser Region von BD1, wie sie im Fall von BrdT BD1 auftritt, nicht mdglich
ist (Moriniére et al, 2009). Trotzdem wurde versucht, den Komplex der Bromodomane aus
Brd4 und des doppelt-acetylierten Peptid zu formen und dessen Struktur zu ermitteln. In
dieser Struktur konnte zwar die Elektronendichte eines Acetyllysins nahe N140 identifiziert
werden, jedoch war die Elektronendichte des restlichen Peptids nur unzureichend aufgeldst
(Abbildung 57 A, B) und eine Zuordnung der Acetyllysindichte zu K5(ac) oder K8(ac) nicht
eindeutig moglich.
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Abbildung 57: Bindung des diacetylierten H4-K5(ac)K8(ac)-Peptids an Brd4 BD1. A) Die 2FF.-
Elektronendichte in der Bindungstasche bei 1,0 o konnte einem Acetyllysin zugeordnet werden. B) Die
2F F.-Elektronendichte der benachbarten Aminosauren des Peptids bei 1,0 o waren weniger gut
aufgeldst und konnten nicht zuverlassig eingebaut werden. C) Als Modell des H4-K5(ac)K8(ac)/BD1-
Komplexes wurde K8(ac) in der Bindungstasche positioniert, wahrend dem zweiten Acetyllysin K5(ac)
keine sichtbare Interaktion mit BD1 einging und aufgrund fehlender Dichte nicht eindeutig zugeordnete
werden konnte.

In dem in Abbildung 57 C dargestellten Strukturmodell wurde K8(ac) in die Bindungstasche
positioniert, wahrend das Peptidrickgrat des zweiten Acetyllysin K5(ac) auflerhalb der
Bindungstasche liegt. Die mangelnde Elektronendichte erlaubte jedoch keine Positionierung
der Seitenketten dieses Restes, wodurch diese Zuordnung als nicht gesichert angesehen
werden muss. Da jedoch N-terminal von K8(ac) kleine Aminosauren liegen missten und die
Elektronendichte der Ausrichtung der Hauptkette des Acetyllysins und der benachbarten
Reste diesen Anforderungen entsprachen, wurde K5(ac) mit seinen N-terminalen Resten
Glycin und Arginin fir diese Position ausgeschlossen und K8(ac) in die Bindungstasche
positioniert.

Der Sequenzvergleich von BrdT BD1 mit dem in dieser Arbeit untersuchten Brd4 BD1
zeigte, dass jene Aminosauren aus BrdT BD1, welche Interaktionen zu dem doppelt-
acetylierten Peptid vermitteln, auch in Brd4 BD1 sequenzkonserviert sind (Abbildung 58 A,
konservierte Reste wurden hervorgehoben). Daher sollte eine Bindung beider Acetyllysine
an BD1, wie sie in BrdT auftreten, auch in Brd4 BD1 mdglich sein. Hierflr spricht auch die
vergleichbare Verbesserung der Affinitat fir BrdT BD1 und Brd4 BD1. Auch der Vergleich
der Sequenzen und Strukturen von BrdT BD1 und Brd4 BD2 verdeutlicht die hohe
Konservierung der Bromodomanen. Auch in BD2 sind die entscheidenden Reste konserviert
und die vorgestellten Strukturen von Brd4 BD1 und BD2 zeigen lediglich einen rmsd-Wert
von der Struktur von BrdT BD1 von 0,53 A (BD1) und 0,60 A (BD2).
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Abbildung 58: Vergleich von BrdT BD1 mit Brd4 BD2 und anderen BET-Familie-
Bromodomanen. A) Ein Sequenzvergleich zeigt die hohe Konservierung der fir die Bindung des
doppelt-acetylierten Peptids essentiellen Aminosauren (markiert in orange) zwischen Bromodomanen
unterschiedlicher BET-Familie-Proteine. Einziger deutlicher Unterschied ist die Mutation eines
Aspartats in BD1 zu Histidin in BD2 (griin markiert und umrandet). B) Die Uberlagerung der Strukturen
von BrdT BD1 und Brd4 BD2 zeigen die Positionierung des Hauptkettenstickstoffs des Acetyllysins
(grin) durch D112 von BrdT BD1 (pink, 2WP2) Uber ein Wassermolekiil, wahrend in Brd4 BD2 (rot)
H438 aus sterischen Griinden das Acetyllysin verdrangen wirde.

In dem in Abbildung 58 A abgebildeten Sequenzvergleich fallt jedoch auf, dass in den BD2's
von BET-Familie-Proteinen an Stelle eines Aspartats der BD1’s (D144 in Brd4 BD1) ein
Histidin auftritt (grine Markierung). In der Uberlagerung der Strukturen von BrdT BD1 mit
gebundenem doppelt-acetylierten Peptid und Brd4 BD2 (Abbildung 58 B) wird deutlich, dass
dieses Aspartat (D112 in BrdT BD1, pink) fir die Spezifitdt des doppelt-acetylierten Peptids
zu BD1 verantwortlich ist, da es eine indirekte Wasserstoffbriicke Uber ein Wassermolekdl
zum Hauptkettenstickstoff von Acetyllysin vermittelt. In BD2 befindet sich jedoch an dieser
Position ein Histidin, welches durch seine Position zu nah an das Hauptkettenstickstoff des
Acetyllysin positioniert und absto3end wirken wurde. Somit musste die Bindung des
Acetyllysins zu einer BET BD2 sich in der Positionierung und/oder dem Verlauf der Peptid-
kette von der Bindung an BD1-Bromodoméanen unterscheiden.

Die dargestellten Ergebnisse bezuglich der Interaktion von Brd4 Bromodomanen mit
Histon- und Nicht-Histonpeptiden verdeutlichen, dass die Interaktion von BDs mit
Acetyllysinpeptiden schwach sind (Ks= 100-300uM). Die Interaktion hangt sowohl von
Wasserstoffbriicken des Acetyllysins mit einer Reihe von konservierten Wassermolekulen
der BDs, als auch von hydrophoben Wechselwirkungen der Bindungstasche der
Acetylverzweigung ab. Verlangerungen dieser hydrophoben Verzweigung kénnen zu einem
gewissen Grad toleriert werden (Propionyl- bzw. Butyryllysin), bei drei zusatzlichen
Methylengruppen (Valeroyllysin) unterbindet sie jedoch die Interaktion. Mit den
Bindungsdaten und Komplexstrukturen von Propionyl- bzw. Butyryl-Peptiden wurde hier
erstmals die Bindung von Nicht-Acetyllysinresten in Bromodomanen beschrieben. Die
Praferenz eines zweifachem Acetyllysinmotivs an BD1 (Ky: 38uM) im Gegensatz zu BD2
(Kq: 212puM) konnte in Analogie zu BrdT auch fur Brd4 gezeigt werden. Die Interaktion von
Brd4 BDs mit acetylierten T1-Peptiden stellt zudem die erste Bindung von Brd4 BDs an
Nicht-Histonpeptide dar und eréffnet neue Einblicke in die Regulation von P-TEFb.
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4.3 Biochemische Charakterisierung des Ribonukleoproteins
Larp7

Innerhalb des inhibierten P-TEFb-Komplexes spielt die 7SK snRNA eine zentrale Rolle als
strukturgebendes Gerlist, welches mit den einzelnen Bestandteilen interagiert und sie
stabilisiert (Egloff et al., 2006). Die 7SK snRNA wird ihrerseits durch das La-verwandte
Protein Larp7 am 3’-Ende gebunden und durch diese Interaktion vor dem Abbau durch
Exonukleasen geschutzt (Krueger et al., 2008; He et al, 2008; Markert et al., 2008). Eine
biochemische Charakterisierung des Proteins und seiner Domanen erfolgte jedoch bislang
nicht. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit Konstrukte des Larp7-Proteins biochemisch
charakterisiert. Die Konstrukte sollten auf ihre 7SK-Bindungseigenschaften hin untersucht
werden, um Aufschlisse Uber die Beteiligung der Domanen an der RNA-Bindung zu
gewinnen und ein detaillierteres Bild der Rolle der 7SK snRNA und ihres stabilisierenden
Proteins Larp7 flir die Inhibition von P-TEFb zu erhalten.

4.3.1 Darstellung der verschiedenen Larp7-Konstrukte

Die Untersuchung des 7SK-interagierenden Proteins Larp7 erforderte zundchst die
Darstellung von Konstrukten, welche die drei charakteristischen Domanen La, RRM1 und
RRM3 zusammen oder in isolierter Form enthielten (siehe Abbildung 59 A). Hierfir konnten
vier stabile Larp7-Fragmente gewonnen werden (Abbildung 59 A), von denen zwei nur
geringe N-und C-terminale Verkirzungen aufwiesen und die La-, RRM1- und RRM3-
Doméne umfassten (L7-1 (24-573) und L7-2 (24-555)). Zwei weitere Konstrukte enthielten
die N-terminale La- und RRM1-Doméne (32-202; L7-3) oder die C-terminale RRM3 (448-
555; L7-4; Abbildung 59 A).

A B
1l ) 190 2(‘)0 . 3(‘30 . 490 ) 590 ) KDa M 1 2 3 4

Larp7 [ Ll GOK RRM3 | 582 As 50 T

38-112 127-188 454-552 66 P st

_ 100 200 300 400 500 45 N
L7-1 [ RRM3_| (24-573)

100 20 300 400 500 _ 30
L7-2 [[La m RRM3 | (24-555)
100 200 21
L7-3 (32-202) -
500

L7-4 (448-555) -

Abbildung 59: Erstellte Larp7-Konstrukte. A) Die schematische Darstellung von Larp7 zeigt die drei
Domanen La (lila) und RRM1 (dunkelblau) im N-terminalen Bereich des Proteins, sowie der RRM3
(hellblau) am C-Terminus. Vier Konstrukte L7-1 bis L7-4 konnten stabil gereinigt werden. B) Per
SDS-PAGE wurde bei Auftrag von 4 ug des Konstrukts die Reinheit der Proteine auf >95% bestimmt.
C) In einem 1% Agarosegel wurden nach EtBr-Farbung jedoch starke Verunreinigungen der Proteine
durch Nukleinsauren sichtbar.

Die vier Konstrukte wiesen in einer SDS-PAGE nur geringfligige Verunreinigungen auf
(Abbildung 59 B). In einem Agarosegel zeigte sich jedoch, dass die Proben starke
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Nukleinsdureverunreinigungen aufwiesen, die durch die Ethidiumbromidfarbung sichtbar
wurden (Abbildung 59 C). Sie schienen sowohl aus einzelnen Nukleinsdurefragmenten
niedrigen Molekulargewichts (Abbildung 59 C, Spuren 1, 2 und 4), als auch aus grof3eren
Nukleinsauren von etwa 1000 bp zu bestehen (Spuren 1 und 2).

Optimierung der Larp7-Reinigungsstrategie

Da die im Agarosegel beobachteten Nukleinsdureverunreinigungen die Untersuchung der
Bindung von Larp7 und der 7SK snRNA beeinflussen kénnten, mussten eine Reinigungs-
strategie entwickelt werden, welche einen hohen Reinheitsgrad des Produktes auch
hinsichtlich auftretender Nukleinsdureverunreinigungen ermdglichte. Dabei sollte auf den
Einsatz von DNasen oder RNasen verzichtet werden, um spatere RNA-Bindungsversuche
durch entsprechende Kontaminationen nicht zu beeintrachtigen. Daher wurden die
Reinigungen des L7-2-Konstrukts (24-555) und des N-terminalen L7-3 (32-202) um den
Einsatz von Kationenaustauschchromatographie erganzt. Diese Arbeit erfolgte in
Zusammenarbeit mit Constanze Erdmann. Larp7 enthalt einen Uberdurchschnittlich hohen
Anteil positiv-geladener Aminosauren und interagierte daher stark mit der negativ-geladenen
Matrix des Kationenaustauschers. Aufgrund ihrer ebenfalls negativen Ladung wurden
unspezifisch an Larp7 gebundene Nukleinsauren nur schwach gebunden und konnten von
den Larp7-enthaltenden Fraktionen getrennt werden.

A B C
M L7-2 M L7-3 L7-4
kDa kDa
gg — ol 90 e 260/280 260/280
ol oy w— e
pagp— 16 - dpf ptimierung
o o L - L7-2 | 1,93 0,69
1 , & L7-3 | 1,90 0,66
10 A - L7-4 1,02 0,55
D
L7-2  [Tia TRRM3 | (24-555)
100 200
L7-3 (32-202)
500
L7-4 (448-555)

Abbildung 60: Larp7-Konstrukt nach Optimierung der Reinigung zur Abtrennung von Nuklein-
sduren. A) Die SDS-PAGE von 3 pg gereinigtem L7-2-Protein (24-555) zeigten noch einige durch die
Reinigung nicht entfernte Proteinkontaminationen, so dass sich eine Reinheit des Proteins von etwa
80% ergab. B) 3 pg der Proteine L7-3 (32-202) und L7-4 (448-555) zeigten dagegen eine hohe
Reinheit von 90-95%. C) Der Vergleich der Absorptionen bei 260 nm/280 nm wies bei den urspriing-
lich erstellten Proteinen Verhaltnisse von 1,02 bis 1,93 auf, nach der optimierten Reinigung waren
diese auf 0,55-0,69 gesunken und zeigten damit die Reduktion der Nukleinsdureverunreinigungen von
urspringlich 40% auf nun 2%. D) Domanentbersicht der Proteine, deren Reinigung optimiert wurde.

Die erhaltenen Konstrukte wiesen eine anhand des SDS-PAGE-Gels abgeschatzte Reinheit
von 80%-95% auf (Abbildung 60 A und B). Durch Ethidiumbromidfarbung dieser
Proteinfraktionen in einem Agarosegel konnten keine Nukleinsduren mehr nachgewiesen
werden. Es wurde zusatzlich der Quotient der Absorptionen der Probe bei 260 nm und 280
nm bestimmt, welcher Aufschluss Uber Protein- und Nukleinsaureanteile der Probe liefert.
Die Bestimmung des Verhaltnisses OD2gonm/OD2gonm zeigte fir die urspriinglichen Konstrukte
ein Verhaltnis von OD250nm/OD2g0,m VOn etwa 1,9 (siehe Abbildung 59 A). Dies entspricht
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einem Anteil von etwa 40% Nukleinsduren (Cold Spring Harb. Protoc., 2006). Das RRM3-
Konstrukt L7-4 enthielt neben dem Protein etwa 5% DNA oder RNA, verdeutlicht durch einen
Quotienten OD260nm/OD2sonm VOn 1,0. Nach der Optimierung der Reinigungen konnte das
Verhaltnis auf 0,69 und 0,66 fur die Konstrukte L7-2 und L7-3 reduziert werden (Abbildung
60 C), entsprechend einem Anteil von etwa 2% Nukleinsauren in der Probe. L7-4 wies mit
0,55 keine Verunreinigungen durch Nukleinsduren mehr auf. Somit wurden durch die
Optimierung der Reinigungen Larp7-Konstrukte erstellt, welche durch Entfernung
unspezifisch gebundener Nukleinsauren nun zur Charakterisierung der Doméanen und ihrer
Interaktion mit der 7SK snRNA und anderen putativen Bindungspartnern eingesetzt werden
konnten.

4.3.2 Biochemische Charakterisierung der Larp7-Konstrukte

Nachdem die Konstrukte von Larp7 mit den drei identifizierten Domanen (L7-2, 24-555), mit
den N-terminalen Domanen La und RRM1 (L7-3, 32-202) und der C-terminalen RRMS3-
Domaéne (L7-4, 448-555) nukleinsaurefrei gereinigt werden konnten, wurden diese nun per
analytischer Gelfiltration auf ihre Homogenitdt und ihren Oligomerisierungszustand
untersucht. Per CD-Spektroskopie wurde zudem ihr Sekundarstrukturgehalt quantifiziert.

Analytische GroBenausschlusschromatographie der Larp7-Konstrukte
Mittels analytischer Gelfiltrationssdule wurden die apparenten Molekulargewichte der
gereinigten Konstrukte in Zusammenarbeit mit Frau Constanze Erdmann ermittelt. Das
langste Konstrukt L7-2 (24-555) eluierte bei 6?" “I‘S “I“ 1|7 1i4 gqe‘i'lv?:rlljtla(lr(ba)
einer Retentionszeit von 26 min,

entsprechend einem Molekulargewicht von

etwa 150 kDa (Abbildung 61 A). Damit wich

das apparente Molekulargewicht der Probe L7-2 (24-555)
von L7-2 deutlich vom errechneten
Molekulargewicht von 61 kDa ab. Dies
machte eine Bestimmung des Oligo-
merisierungszustandes des Proteins
schwierig, da die apparente Masse mit
150 kDa dem 2,5-fachem der berechneten
Masse entsprach.

L7-3 (32-202)
Abbildung 61: Analytische Gelfiltration der
Larp7-Konstrukte. A) Das Retentionsprofil von
100 ug L7-2 (24-555) in 50 mM HEPES, pH 7,0,
350 mM NacCl, 10% Glycerin, 5 mM B-ME wies L7-4 (448-555)

eine Elutionszeit von 26 min auf. B) L7-3 (32-
202) zeigte ein deutliches Absorptionsmaximum
bei 34 min, sowie einen zweiten Peak bei 31 20 30 40
min. C) 100 ug aufgetragenes L7-4 (448-555)
eluierte mit einem einzelnen Ausschlag der
Absorption bei 35 min.

Retentionszeit (min)
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Die Absorption des Proteins zeigte zudem Absorptionen vor und nach dem Hauptpeak, die
auf eine geringe Inhomogenitat des Proteins hindeuteten.

L7-3 (32-202), welches die beiden N-terminalen RNA-Bindungsdoméanen La und RRM1
enthielt, wies ein Absorptionsmaximum bei einer apparenter Masse von 25 kDa auf
(Abbildung 61 B). Die tatsachliche Masse des Proteins wurde auf 19,7 kDa berechnet, so
dass L7-3 in monomerer Form vorzuliegen schien. Auch in dieser Probe konnte eine geringe
Inhomogenitat der Proteinprobe beobachtet werden.

Das C-terminale L7-4-Konstrukt der RRM3 (448-555) zeigte im Unterschied zu den
anderen beiden Proteinen ein Maximum der Absorption bei einem apparenten
Molekulargewicht von 20 kDa, wahrend die berechnete Masse des RRM3-Konstrukts bei
12 kDa lag. Damit ist auch hier keine eindeutige Aussage Uber den Oligomerisierungsgrad
des Proteins maoglich. Bei allen drei Proteinen konnte zudem ein Ausschlag der Absorption
bei einer spaten Retentionszeit von 41 min beobachtet werden, dessen Elutionszeit mit der
einer ATP-L6sung Ubereinstimmte. Daher kénnte der spate Ausschlag der Absorption in den
Retentionsspektren der drei Larp7-Proteine auf einzelne Nukleotide oder kurze
Nukleinsaurefragmente zurlickgeflihrt werden, welche trotz der optimierten Reinigung nicht
entfernt werden konnten.

Abschitzung der Sekundarstrukturanteile per CD-Spektroskopie

Zur Abschatzung der Faltung der gereinigten Proteine wurden CD-Spektren von 190-260 nm
in Zusammenarbeit mit Frau Constanze Erdmann aufgenommen und hinsichtlich ihrer
Sekundarstrukturelemente unter Verwendung des Servers Dichroweb (Whitmore und
Wallace, 2008) ausgewertet (Abbildung 62).

A B C
x109 x109 x109
o L7-2 (24-555) < L7-3 (32-202) - L7-4 (448-555)
g g 7«
8- g~ 5
§5° 2% B’
S84 5@ e 5
ge g S 8 8
§ g o
190 200 210 H;(nm)ﬁo 240 250 26 190 200 210 221;L (nn?;{) 240 250 260 190 200 210 22; (nmjfi(] 240 250 260
D , .
| o-Helix  B-Faltblatt Schleife Ungeordnet Summe
L7-2 (24-555) 0,41 0,08 0,17 0,34 1
L7-3 (32-202) 0,47 0,09 0,13 0,30 0,99
L7-4 (448-555) 0,15 0,33 0,12 0,39 0,99

Abbildung 62: Sekundarstrukturbestimmung der Larp7-Konstrukte per CD-Spektroskopie. A-C)
CD-Spektren der drei Larp7-Konstrukte L7-2 (24-555), L7-3 (32-202) und L7-4 (448-555) in 5 uM
KP-Puffer, pH 7,5, aufgetragen in mittlerer, molare Elliptizitdt pro Rest in Abhangigkeit von der
Wellenlange. D) Sekundarstrukturanteile der drei Konstrukte, berechnet durch das Programm
Dichroweb (Whitmore und Wallace, 2008). In den Konstrukten L7-2 und L7-3 dominierten a-helikale
Strukturen, wahrend im RRM3-Konstrukt L7-4 eher B3-Faltblatter und ungeordnete Regionen auftraten.
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Das langste Konstrukt L7-2 (24-555) zeigte das ausgepragteste CD-Spektrum mit einer
mittleren, molaren Elliptizitat pro Rest von bis zu -8000 deg cm? dmol™ (Abbildung 62 A). Die
Sekundarstruktur dieser Probe wurde zu 41% a-helikalen Anteilen berechnet, wahrend
B-Faltblatter und Schleifen nur 25% des Proteins ausmachten. Etwa ein Drittel des Proteins
lag in ungeordneter Form vor. Auch das N-terminale Konstrukt L7-3 (32-202) zeigte eine
hauptsachliche Organisation in a-Helices (47%), es lagen ebenfalls ein Drittel der Reste
ungeordnet vor. (Abbildung 62 B und D).

4.3.3 Bindung von Larp7 und der 7SK RNA

Nachdem festgestellt werden konnte, dass die Proteine gefaltet und groéRtenteils homogen
vorlagen, wurde im Folgenden nun untersucht, ob die drei Proteine mit der 7SK snRNA
interagieren kénnen.

Interaktion der Larp7-Konstrukte mit der 7SK snRNA

In einem elektrophoretischen Gelverschiebungstest (EMSA) wurde 1 pM 7SK snRNA mit
ansteigenden Mengen (0,5-2 uM) der Larp7-Proteine vermengt und durch ein EMSA auf ihr
Laufverhalten im Gel hin untersucht. Im Gel des EMSAs von Volllangen-7SK mit L7-2 (24-
555) zeigte sich bei der Inkubation der RNA mit dem Protein, welches alle drei
DNA-Bindungsdomanen beinhaltet, eine deutliche Verschiebung der Laufweite der RNA-
Bande (Abbildung 63 A, Spur 2) im Vergleich zur unbeeinflussten RNA-Bande (Spur 1).
Dabei konnte in diesem Ansatz mit 1 yM RNA und 0,5 pM Protein sowohl die Bande der
freien RNA als auch eine weitere Bande reduzierter Migrationsweite gefunden werden,
welche vermutlich dem RNA-Proteinkomplex entspricht. Bei Zugabe von gréReren Mengen
Proteine in den Spuren 3-5 verschob sich diese potentielle RNA-Proteinbande zu weiter
verkurzten Laufweiten. Die Lauffront wurde jedoch bei dieser Verschiebung unscharfer. In
den Spuren 4 und 5 wurde zudem ein Teil des RNA-Proteingemisches in der
Beladungstasche des Gels gefunden. Dies deutet auf eine starke Aggregation des RNA-
Proteingemischs bei Zugabe von mehr Larp7 hin, welches das Eintreten in das Gel
verhindert. Bei Betrachtung der Bande der freien RNA in Spur 1 zeigten sich aul3erdem
Verunreinigungen der RNA, die moglicherweise Abbauprodukte der RNA darstellen.

Um die beobachteten Bindungsbanden mit denen einer spezifischen Interaktion
vergleichen zu kénnen, wurde in Abbildung 63 D parallel die Interaktion von 7SK snRNA mit
dem spezifischen Bindungspartner Hexim1 (Hxm1) Gberprift. Dabei konnte die Bildung von
distinkten Banden bei Zugabe von einem Uberschuss an Hxm1 zu der 7SK beobachtet
werden (Abbildung 63 D, Spuren 2-4). Sie diente auch in den folgenden EMSAs als
Positivkontrolle. Jedoch konnte bei Inkubation von 7SK mit der doppelten Menge von Hxm1
ebenfalls die Aggregation des Komplexes beobachtet werden (Abbildung 63 D, Spur 5). Dies
macht beim Vergleich mit der Interaktion von Larp7 mit 7SK deutlich, dass im Falle von
Larp7 neben der spezifischen Interaktion in distinkten Banden (Abbildung 63 A, Spur 2) auch
unspezifische Interaktionen auftreten, die zu unscharfen Banden flihren (Abbildung 63 A,
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Spuren 3-5). Die Interaktion von 7SK mit GST als Kontrolle fihrt zu keiner spezifischen oder
unspezifischen Interaktion und dadurch zu keiner Verschiebung der RNA (Abbildung 63 E).

A e B C Abbildung 63: EMSAs der
e ea ! i s L) Interaktion der 7SK snRNA mit
| Y Larp7. A) 1uM 7SK snRNA
11 formten mit 0,5-2 uM L7-2

‘ ‘*J zunachst eine distinkte Bande

’ ‘ mit  verzbgertem  Migrations-
7SK + [—J H 7sk + Verhalten (Spur 2). Bei hoheren

A
- M

Larp7 Larp7-Konzentrationen (Spuren
ot ;_,U 7sk  3-5)  verringerte  sich  die
‘ | Laufweite der Banden weiter,
- ks jedoch wurden die Banden
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5§ zunehmend unscharf und es
E zeigten sich Aggregate, die nicht

me1 fl GST ins Gel eintraten. Alle gezeigten

= a—— Gele wurden mit EtBr gefarbt.

s ﬁ B) Im EMSA von L7-3 mit 7SK
! konnte ebenfalls distinkte

o Banden gefunden werden

(Spur 2), die mit ansteigenden

Konzentrationen in ihrer Lauf-

weite verzdgert und zunehmend

| Sk unscharf wurden. C) Nach der

o o bt T Inkubation von 0,5-2 uM L7-4 mit

; | 7SK  konnten nur unscharfe

5 Schleier im EMSA identifiziert

werden. D) In der Posmvkontrolle des EMSAs von 7SK und Hxm1fl zeigten scharf abgegrenzte

Banden die spezifische Interaktion von RNA und Protein. E) In der Negativkontrolle (7SK und GST)
konnte keine Interaktion beobachtet werden.

78K hu

Auch die verkiirzten Konstrukte L7-3 (32-202) und L7-4 (448-555) wurden auf eine
Interaktion mit 7SK hin untersucht. L7-3, welches die N-terminalen La- und RRM1-Doméanen
enthalt und der RNA-bindenden Region in La entspricht, interagierte mit der 7SK snRNA.
Dabei bildeten sich in den Spuren 2 und 3 (Abbildung 63 B) zunachst distinkte Banden,
jedoch wurden die Banden mit steigenden Proteinkonzentrationen zunehmend unscharf, so
dass auch hier vermutlich spezifische und unspezifische Interaktionen des Proteins mit der
7SK snRNA vorliegen. Das Konstrukt des RRM3s L7-4 zeigte dagegen keine distinkte
Bandenbildung, sondern auch bei geringen Konzentrationen die Bildung von schlierenartigen
Bereichen im Gel. Dies deutet nicht auf eine spezifische Interaktion von L7-4 und der
Volllangen-7SK snRNA hin (Abbildung 63 C).

Durch die beschriebenen EMSAs konnte somit gezeigt werden, dass die Larp7-
Konstrukte, die die N-terminalen La- und RRM1-Doméanen enthalten, deutlich mit der 7SK
snRNA interagieren. Die C-terminale RRM3-Domane interagiert dagegen nur leicht mit der
RNA, und die schlierenartige Unscharfe der Banden lasst auf unspezifische Interaktionen
zwischen dem Protein und der RNA schlieRen. Auch bei den anderen Konstrukten L7-2 (24-
555) und L7-3 (32-202) treten solche unscharfen Banden auf, die darauf hindeuten, dass
durch den Uberdurchschnittlich hohen Anteil an positiv-geladenen Aminosauren in Larp7
(22% Lysine und Arginine) unspezifische Interaktionen mit den negativen Phosphatgruppen
der RNA auftreten. Moglicherweise kdnnte ebenso aufgrund einer niedrigen Affinitat von
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Larp7 und 7SK eine vollstdndige Verschiebung unter Beriicksichtigung der eingesetzten
Konzentrationen nicht mdglich gewesen sein.

Verscharfung der Interaktionsbanden durch Zugabe von Heparin

Die Unschérfe der Banden (Abbildung 63 A), vermutlich ausgeldst durch zu geringe oder
unspezifische Interaktionen von L7-2 (24-555) mit der 7SK snRNA, macht eine
Quantifizierung der Interaktion zwischen RNA und Protein schwierig. Unspezifische
Interaktionen kénnen durch Zugabe von beispielsweise kurzen Poly-d(A-T)-Nukleinsauren
kompetitiv unterbunden werden (Hellman und Fried, 2007). Jedoch erfordert dies die
radioaktive Markierung der RNA mit anschlielender Detektion des radioaktiven Signals, da
die Poly-d(A-T)-Nukleinsduren durch Ethidiumbromid ebenfalls angefarbt wirden. Um eine
radioaktive Markierung der 7SK snRNA zu vermeiden, wurde versucht, durch Variation der
Pufferbestandteile unspezifische Interaktionen von Larp7 und der 7SK snRNA zu
unterbinden. Wahrend die Varianz der Pufferbestandteile keine Verbesserung der Komplex-
darstellung brachten, wurde eine deutliche Verbesserung durch Zugabe ansteigender
Mengen von Heparin zu dem Reaktionsansatz erreicht, wie es in Ryder, Recht und William-
son vorgeschlagen wurde (Ryder, Recht und Williamson, 2008). Die unscharfen Banden des
EMSAs von L7-2 mit 7SK (Abbildung 64 A) wurde durch Zugabe von 5 pg Heparin
unterbunden. Die Interaktion von Larp7 und der RNA konnte nun als deutliche Verschiebung
der RNA-Bande (Abbildung 64 B, Spur 1) zu einer klar abgegrenzten Bande des Protein-
RNA-Komplexes beobachtet werden (Spur 2). Die Laufhdhe des Komplexes anderte sich
auch bei Zugabe von héheren Konzentrationen des Proteins nicht mehr (Abbildung 64 B,
Spur 3-5). Die Bande der freien RNA war bei Inkubation mit 1 yM — 1,5 uyM (Spuren 3-4)
vollstandig in die Komplexbande (bergegangen. Unter Berlcksichtigung der
Verunreinigungen in L7-2 (siehe 4.1.1, Abbildung 60 A) und der 7SK RNA, die bei der
Bestimmung der Konzentrationen nicht berilicksichtigt wurden und die die tatsachlichen
Mengen L7-2 und 7SK im EMSA-Ansatz verringern, ist fur die Bindung von L7-2 mit der
Volllangen 7SK snRNA von einer 1:1-Bindung auszugehen.

B
L7-2 (24-555) L7-2 (24-555)
—)E ——

=1l Abbildung 64: EMSA-Gele von L7-2 und 7SK

, vor und nach Heparinzugabe. A) Gel der

. ‘ ’ ‘ Interaktion von L7-2 und 7SK wie in Abbildung

7SK + ' ‘ 63 A dargestellt. B) Die Interaktionsbanden von
L7-2 und 7SK konnte durch Zugabe von 5 ug

Larp7 “ 7SK +
L ﬁ n Larp7 Heparin in den EMSA-Ansatz zu klar definierten
-Hul 78K Banden geandert werden. Dabei wurden die
= aw g i vollstandige Bindung von Protein und RNA bei
e einem Protein:RNA-Verhaltnis von 1:1 bis 1:1,5
=ErEsSEE festgestellt.

+ 5 pg Heparin
Die Zugabe von Heparin zur Verhinderung unspezifischer Interaktionen zwischen Larp7 und
7SK wurde auch in anderen Methoden zur Untersuchung der Interaktion angewandt. Die
Komplexformierung von L7-2 und 7SK konnte von Frau Janna Bigalke durch analytische
Grolenausschlusschromatographie gezeigt werden. Bei der Inkubation der Ansatze mit
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Heparin vor der Injektion auf die analytische Gelfitrationssdule wurde eine deutliche
Verscharfung des Elutionspeaks von Larp7 und der RNA beobachtet. Die Interaktion von
Larp7 und 7SK wurde dabei sowohl in isolierter Form als auch im Kontext des inhibierten
P-TEFb Komplex aus P-TEFb (Cdk9 und CycT1), Hxm1, Larp7 und der 7SK snRNA
beobachtet. Somit stellt Heparin ein wirksames Mittel zur Darstellung von Larp7 in
elektrophoretischen und chromatographischen Methoden dar.

Spezifitat der Bindung von Larp7 an "3-UUUgu-7SK
In den bisherigen Publikationen wurden die Spezifitdt der Bindung von Larp7 an das
3"-UUUoy-Ende der 7SK snRNA durch Vergleich der Bindung des Wildtyp-Konstrukts und
die 3’- deletierte Variante der 7SK untersucht. Dabei wurde durch die Deletion dieses PolyU-
Motives von 7SK die Bindung an Larp7 unterbunden (He et al., 2008). In der vorliegenden
Arbeit wurde untersucht, wie sich die Mutation des PolyU-Motivs von UUU zu UAG auf die
Bindung an Larp7 auswirkt.

Die Bindung von L7-2 (24-555) an die synthetisierte Volllangen-7SK mit 3" UAGon
wurde in einem EMSA in Gegenwart von 5 ug Heparin Gberprift und mit der Bindung von
Larp7 an die Wildtyp 3" UUUou-7SK verglichen (Abbildung 65).

A B Abbildung 65: Spezifitit vom Larp7
L7-2 (24-555) L7-2 (24-555) zu den 3° UUUgy-Nukleotiden der

78K~ ” 7sk- TSK snRNA. A) EMSA von L7-2 und
Larp7_> a H n o | o Larp7 7SK wie in Abbildung 64 B dargestellt.
H H u n ‘ B) Der EMSA der Interaktion von 1 uyM

7SK —» bl (VS " = 7SK 3" UAGey 7SK mit 0,5-2 uM L7-2 zeigte
B PN ‘ die teilweise Verschiebung der Bande

- . e der freien RNA (Spur 1) zu einer Bande

T2 3 4 5 12 3 45 geringerer Laufweite, jedoch war diese
7SKmit3" UUUgy  7SK mit 3" UAGqy, Verschiebung auch bei Inkubation mit

2 UM L7-2 nicht vollstandig (Spur 5).

In dem EMSA-Experiment zeigte sich, dass auch die 3" UAGo4-RNA trotz der Mutation des
PolyU-Motivs durch L7-2 (24-555) im EMSA zu einer geringeren Migrationsweite verschoben
werden kann. Allerdings trat diese Verschiebung erst bei hoheren Konzentrationen auf, ohne
eine vollstandige Verschiebung der freien RNA-Bande zu erreichen (Abbildung 65 B). Bei
Verwendung der Wildtyp- 3" UUUgy 7SK war eine vollstdndige Bindung schon bei 1,5 pM
L7-2 aufgetreten (Abbildung 65 A). Somit wurde durch die Mutation der 3"-Reste von 7SK zu
UAGoy die Interaktion zu Larp7 deutlich geschwacht, die Bindung wurde jedoch
nicht vollstandig unterbunden. Dies deutet einerseits auf eine Schwachung der Affinitat von
Larp7 und der 7SK snRNA durch die Mutation der zwei 3’-Nukleotide zu AGoy hin.
Andererseits scheint dies die Bedeutung der RRMS3 fir die Interaktion mit 7SK zu
unterstreichen, da trotz der Mutation der Bindungsstelle von La- und RRM1-Doméne
weiterhin Bindung von Larp7 und 7SK snRNA zu beobachten ist.

Interaktion von Larp7 mit einem minimalen 7SK-Konstrukt des 3'-Endes

Nachdem die Interaktion von Larp7 mit der 7SK snRNA gezeigt werden konnte, wurde nun
Uberprift, ob fir diese Bindung das 3 -Ende der 7SK RNA, welches die fir die Bindung
essentiellen PolyU-Nukleotide am 3°-Ende tragt, ausreichen wirde, oder ob andere Bereiche
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fur die Bindung an Larp7 bendtigt werden. Ein 39 nt Fragment der 7SK snRNA von
Nukleotidposition 294-332, welches die 3'-Nukleotide der 7SK einschliellich des terminalen
UUUgy-Endes, enthielt, wurde zunachst in einem EMSA auf eine Interaktion mit den Larp7-
Konstrukten L7-2 und L7-3 untersucht. Da bereits im EMSA der Volllangen-7SK RNA keine
spezifische Interaktion mit dem C-terminalen RRM3-Konstrukt L7-4 beobachtet werden
konnte, wurde dieses hier vernachlassigt.

Im EMSA von L7-2 (24-555) mit 2 pM der 39 nt 7SK zeigte sich eine deutliche
Interaktion von L7-2 schon bei einem Unterschuss von 1 uM L7-2 (Abbildung 66 A, Spur 2).
Zugabe von mehr Protein fuhrte zur weiteren Verschiebung der Komplexbande (Spur 3), und
bei einer Konzentration von L7-2 von 3 uM und hoher lief der aggregierte Komplex nicht
mehr ins Gel ein (Spur 4 und 5). Bei der Inkubation der 3" 39 nt 7SK RNA mit L7-3 (32-202)
zeigte sich ebenfalls eine Interaktion zwischen Protein und RNA, jedoch war diese deutlich
schwaécher als bei L7-2: Eine Verschiebung der Bande der freien RNA (Abbildung 66 B, Spur
1) zu einer héher auftretenden Bande des Komplexes wurde erst bei Zugabe von 2 yM L7-3
sichtbar (Spur 2, das entspricht 1:1 Protein zu RNA), und auch bei der doppelten Menge
L7-3 konnte keine vollstandige Bindung beobachtet werden (Spur 5).

A B C D
L7-2 (24-555) L7-3 (32-202) HXH’11 fl GST

kuc 4 ‘-—-h—lhu

75K + H , | 7K
Larp7 . 5 : n
e MA

A

1.2 3 4 5

Abbildung 66: Interaktion der 3" 39 nt 7SK RNA mit Larp7-Konstrukten. A) Die Bindung von L7-2
39 nt 7SK im EMSA-Gel zeigte die vollstandige Verschiebung der RNA-Bande von der freien zur
komplexierten Form bei einer 1:1-Mischung von Protein und RNA. Danach konnte nur noch Komplex
in der Geltasche angefarbt werden. B) Bei Inkubation mit L7-3 wurde die 39 nt 7SK RNA dagegen in
eine distinkte Bande verschoben, die jedoch auch bei einem Uberschuss an L7-3 nicht zur
vollstdndigen Verschiebung fuhrte. C) Als Positivkontrolle wurde die Bindung der RNA mit Hxm1 im
EMSA aufgeldst, die in einer klaren Komplexbande resultierte. D) Die Negativkontrolle mit GST zeigte
keine Interaktion mit 7SK.

Allerdings zeigte sich hier keine Verschiebung der Bandenhdhe durch Zugabe von héheren
Konzentrationen von L7-3, sondern die Laufhéhe der in Spur 3 erstmals auftretenden Bande
blieb auch in Spur 4 und 5 konstant. Als Kontrolle wurden parallel auch die Interaktion des
39 nt-Fragments von 7SK mit Hxm1 Uberprift, dabei zeigte das DNA/RNA-bindende Hxm1
die Verschiebung der freien RNA-Bande (Abbildung 66 C, Spur 1) zu einer héheren Bande,
deren Hohe sich nun mit ansteigenden Konzentrationen von Hxm1 nicht mehr veranderte
(Spur 2-5). GST interagierte dagegen nicht mit der 39 nt 7SK (Abbildung 66 D).

Bei der Uberpriifung, ob auch im Falle der kirzeren 39 nt 7SK unspezifische
Interaktionen zwischen RNA und dem stark positiv-geladenen Larp7-Protein durch Heparin
verhindert werden konnten, zeigte sich, dass bei Zugabe von Heparin zu dem EMSA
einerseits die Laufform der RNA beeintrachtigt wurde (Abbildung 67 B, Spur 1), andererseits
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konnte nun keine vollstandige Bindung der RNA mehr beobachtet werden. Auch die Hohe
der Komplexbande wurde durch das Heparin verringert (Spur 2-5). Somit wurden durch die
Zugabe von 5 ug Heparin zwar die Banden verscharft, jedoch wurde die Interaktion von
Protein und RNA auch deutlich beeintrachtigt, was fir die Volllangen-7SK RNA nicht be-
obachtet werden konnte. Mdglicherweise wird die39 nt-RNA nur von La- und RRM1-Domane
von Larp7 gebunden, wahrend die zusatzliche Interaktion mit dem RRM3-Bereich, welcher
die Bindung zwischen Larp7 und 7SK weiter stabilisiert, nicht mehr ausgebildet werden kann.

A B

[7=2(24-850) L7-2 (24-555) Abbildung 67: Einfluss von Heparin auf die
— Srrer— Interaktion von L7-2 und der 39 nt 7SK
79K + u ™ RNA. A) Bindung von der kurzen 39 nt 7SK
Larp7 . . RNA und L7-2, wie schon unter UJM A
[ aufgefiihrt B) Bei Zugabe von 5 ug Heparin in
H : -1 78K + den Reaktionsansatz verscharfte sich die
. VA Larp? RNA-Bande. Auch hier konnte nur noch eine
: \ \ Komplexbande beobachtet werden, allerdings
3] lag die RNA auch bei einem doppelten
. ' . Uberschuss L7-2 nicht vollstandig verschoben

7=k \ Weww o 7k Vor

1.2 3 4 5 1 2 3 4 5

Analytische GroRenausschlusschromatographie der 39 nt 7SK RNA mit Larp7

Eine Bindung der 39 nt 7SK RNA und L7-2 wurde nun durch Gréfienausschluss-
chromatographie untersucht. Die RNA bildete ein scharf abgegrenztes Absorptionsmaximum
bei einer Retentionszeit von 36 min (Abbildung 68 A, blaue Kurve). Die Absorption von L7-2
war dagegen schwacher und zeigte Ausschlage bei 23 und 28 min (Abbildung 68 A, rote
Kurve). Um eine Interaktion von Protein und RNA beurteilen zu kénnen, wurde nun die RNA
mit einem Uberschuss von L7-2 inkubiert. Da sich bei der Vermischung der Komponenten
eine Tribung des Ansatzes zeigte, wurde die Probe durch Zentrifugation geklart. In dieser
Probe zeigten sich die gleichen Absorptionsmaxima bei 23 und 28 min wie bei der Probe von
L7-2, jedoch war die Absorption dreifach erhéht (Abbildung 68 A, lila Kurve). Der Peak der
RNA bei 36 min war in dieser Probe weder bei 280 nm, noch bei 260 nm sichtbar.

Von den drei Gelfiltrationslaufen wurden Fraktionen minutenweise gesammelt und in
SDS- und Harnstoffgelen analysiert. Dabei konnte L7-2 (24-555) in den Fraktionen der
Retentionszeiten 22-30 min mittels Coomassie Brilliant Blue angefarbt werden (Abbildung 68
B). Die geféllte 39 nt 7SK RNA fand sich nach Ethidiumbromidféarbung in den Fraktionen
35-42 (Abbildung 68 C).

Bei der Analyse des potentiellen Komplexes konnte L7-2 in der SDS-PAGE wie bereits
zuvor in den Fraktionen 22-30 identifiziert werden (Abbildung 68 D). Die 39 nt 7SK RNA war
dagegen zu einer deutlich friiheren Retentionszeit verschoben worden und fand sich in den
gleichen Fraktionen wie L7-2 (Abbildung 68 E). Damit konnte Uber analytische
Grolienausschlusschromatographie wie auch zuvor Gber das EMSA eine Bindung zwischen
Larp7 und den 39 3’-Nukleotiden der 7SK snRNA gezeigt werden. Durch das Experiment
wurde auch deutlich, dass eine Reinigung und Isolierung dieses Larp7-7SK Komplexes
durch GroéfRenausschlusschromatographie erreicht werden kann.
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Abbildung 68: Interaktion von Larp7 (24-555) mit dem 39 nt-Fragment der 7SK snRNA. A) Die
Absorptionskurve (280 nm) eines analytischen Gelfiltrationslauf unter Verwendung einer S200-Saule
in 50 mM HEPES, pH 7,0, 350 mM NaCl, 10% Glycerin, 5 mM [-Mercaptoethanol zeigte
Absorptionsmaxima fir L7-2 (100 pg aufgetragen, rote Kurve) und der 39 nt 7SK snRNA (500 pmol,
blaue Kurve) bei 23 und 28 min (L7-2) und 36 min (RNA). Bei der Inkubation von 39 nt 7SK mit einem
Uberschuss L7-2 konnte eine dreifache Erhéhung des L7-2-Absorptionspeaks nach 24 min erkannt
werden, wahrend der RNA-Peak bei 36 min verschwunden war. B) In der Coomassie-gefarbten SDS-
PAGE konnte L7-2 in den Fraktionen von 22-30 min gefunden werden. C) Im 10%-igen Harnstoffgel
wurde die 7SK RNA bei 35-42 min durch EtBr angefarbt. D) In der SDS-PAGE der Elutionsfraktionen
des Komplexes fand sich L7-2 unverandert bei 22-30 min. E) Im Harnstoffgel des potentiellen
Komplexes eluiert die 7SK RNA nun wesentlich friiher bei 22-30 min in den gleichen Fraktionen wie
L7-2, was die Komplexformierung anzeigte.

Durch Optimierung der Reinigung von Larp7 wurde somit nukleinsdurefreies Protein
gewonnen, welches die essentielle Grundlage flr die quantitative Analyse der Bindung
zwischen Larp7 und der 7SK snRNA bildete. In diesem Bindungsassay wurde die Interaktion
von Larp7-Konstrukten mit 7SK snRNA und mit einem verkirzten 39 nt-Konstrukt
nachgewiesen, welche zukunftig als minimales 7SK-Fragment eingesetzt werden kann. Die
Zugabe von Heparin stellte dabei ein wirkungsvolles Mittel zur Unterbindung unspezifischer
Interaktionen dar. Der Vergleich der Bindung von L7-2 an eine natlrliche und eine zu
3"-UAGou-veranderte 7SK snRNA machte deutlich, dass die 3"-Poly-U-Sequenz wichtig flir
die Bindung von Larp7 an 7SK ist, jedoch auch zusatzliche Kontakte Uber die
RRM3-Domane zu anderen, bislang nicht identifizierten Bereichen auftreten.

105



Diskussion

5 Diskussion

5.1 Regulation des P-TEFb-Komplexes durch Brd4 CT

Die Arretierung der Transkriptionselongation als Kontrollpunkt der Transkription wird
zunehmende als SchlUssel der Kontrolle der eukaryotischen Genexpression verstanden
(Nechaev et al., 2010; Rahl et al., 2010). Die Charakterisierung regulatorischer Faktoren der
Transkriptionselongation wie P-TEFb ist daher von groer Relevanz. In der vorliegenden
Arbeit wurden mit den Proteinen Brd4 und Larp7 zwei Komponenten untersucht, welche
ihrerseits als Teil des aktiven (Brd4) bzw. inhibierten (Larp7) P-TEFb-Komplexes die Aktivitat
von Cdk9 beeinflussen.

Aktivierung von P-TEFb durch Brd4

Ein Aspekt der dargelegten Arbeit war die Untersuchung der Aktivierung von P-TEFb durch
das Protein Brd4. In einem quantitativen Kinaseassay konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitat der Kinase Cdk9 durch die C-terminale Domane (CT) von Brd4 stimuliert wurde.
Dagegen wiesen die N-terminalen Bromodomanen (BD1 und BD2) von Brd4 keinen
stimulatorischen Einfluss auf die Aktivitat der Kinase auf. Durch die Wirkung von CT als
Co-Faktor von P-TEFb wurde eine Stimulation der Phosphatgruppenibertragung erreicht,
wodurch nach 15 min 40-50% mehr Phosphatgruppen auf ein CTD-Substrat Gbertragen
worden war. Tat und die TAR RNA konnten dagegen im selben Zeitraum nur eine apparente
Steigerung der Phosphatibertragung durch Beschleunigung der Reaktion um 30%
erreichen. Dabei wurden erstmals isolierte Doméanen zur Analyse der Interaktionen
verwendet, um deren Einfluss separat untersuchen zu koénnen. Bislang existierten
widersprichliche Daten zur Interaktion des Transkriptionselongationsfaktors P-TEFb mit
Brd4, die sowohl eine Binding von P-TEFb Uber die Bromodomanen (Jang et al., 2005; Yang
et al., 2005) als auch tber CT von Brd4 (Bisgrove et al., 2007) beschrieben hatten. Durch die
vorliegenden Ergebnisse konnte ein Modell bestatigt werden, in welchem CT die Bindung an
P-TEFb vermittelt (Bisgrove et al., 2007), wahrend die Bromodomanen von Brd4 die
Rekrutierung des Transkriptionsfaktors zum Ort der Genexpression ermoglichen (siehe
hierzu 4.2). Die durchgefuhrten Mutationsstudien verdeutlichten, dass die Stimulation von
P-TEFb durch geladene Sequenzmotive bedingt wird. Den starksten Einfluss hatte die
Veranderung einer argininreichen Sequenz in CT, da deren Mutation zu Alaninen (R4A) die
Aktivierung von P-TEFb eliminierte. Auch die RKRA-Mutante wies eine Reduktion der
Aktivierungsfahigkeit um 40% auf und spricht fur eine entscheidende Rolle der positiven
Ladungen dieser Motive in der Stimulation von P-TEFb, mdglicherweise durch Interaktion
dieser Ladungen mit negativ-geladenen Bereichen von P-TEFb oder dem Substrat CTD. Die
Mutation von R1337 zu Prolin unterband die Interaktion von CT und P-TEFb vollstandig und
unterstreicht die Bedeutung dieses R4-Motivs (Bisgrove et al., 2007). Aus einem Sequenz-
vergleich zwischen den C-Termini unterschiedlicher Organismen und BET-Familie-Proteinen
(Bisgrove et al., 2007) wird zudem deutlich, dass die in der vorliegenden Arbeit mutierten
Sequenzen hochkonserviert sind. Die Arginine der RxL- und R4-Sequenzabschnitte sowie
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R1367 sind vollstandig erhalten und sprechen fir die Relevanz der mutierten Motive in der
P-TEFb-Stimulation durch Brd4.

Als drittes Motiv wurde ein Dileucin in CT mutiert, welches als potentielles Analog zum
Dileucinmotiv in Tat eine um 70% verminderte Aktivierung aufwies. Wie auch fur das Tat-
Protein in der EIAV Tat/TAR/CycT1-Struktur beobachtet (Anand et al., 2008), kdnnte diese
LL-Sequenz an der Ausbildung hydrophober Interaktionen beteiligt sein und in helikale
Bereiche von P-TEFb inserieren. Passend dazu wurde durch die Struktur des humanen Brd4
CTs im Komplex mit dem HPV-Protein E2 die Organisation der 20 C-terminalen Reste von
Brd4 in einer amphipathischen Helix beschrieben, deren Dileucin-Motiv mit aromatischen
Seitenketten von E2 eine hydrophobe Umgebung bildet (Abbate et al., 2006). Auch dieses
Motiv ist als hydrophobes LL- oder LM-Motiv zwischen unterschiedlichen BET-Familie-
Proteinen konserviert (Bisgrove et al., 2007). Eine RxL-Sequenz, welche als potentielles
Cyclin-Bindungsmotiv vermutet wurde, hatte jedoch keinen Effekt auf die Aktivitat von
P-TEFb und macht eine Bindung an CycT1 Uber dieses Motiv unwahrscheinlich. Dazu
passend wurde - wie im Folgenden diskutiert - keine Interaktion von CT und CycT1
festgestellt. Interessanterweise geht die Beeintrachtigung der Stimulationsfahigkeit der R4A-
und RKRA-Mutanten mit einer starkeren Veranderung der Sekundarstruktur zugunsten
a-helikaler Bereiche einher als bei den anderen Mutanten. Diese Beeintrachtigung der
Sekundarstruktur der Proteine koénnte ebenfalls flir die Verminderung der Aktivierung
verantwortlich sein, wenn ungeordnete Bereiche in CT durch ihre Flexibilitat mit Kinase oder
Substrat interagieren kénnen.

Interaktion von P-TEFb mit CT

Zur genaueren Charakterisierung der Aktivierung von P-TEFb durch CT wurde die Bindung
der Proteine kalorimetrisch analysiert und eine mittelstarke Bindung mit einer Dissoziations-
konstante Ky von 1,2 uyM bestimmt. Dieser Ky deckt sich mit einem abgeschatzten Ky von
0,1-1 yM, welcher sich aus einer CT-Konzentrationsreihe zur Stimulation von P-TEFb ergab.
Die Stochiometrie von n= 0,55 deutet eine 2:1-Bindung an, aufgrund der hohen
Abweichungen der Kurvenanpassung und einer méglicherweise verringerten Konzentration
von P-TEFb durch Prazipitation sind jedoch weitere Experimente zur Beurteilung der
tatsachlichen Stéchiometrie eines CT:P-TEFb-Komplexes notwendig. Interessanterweise
konnte keine Bindung der Cyclinboxen von CycT1 (1-272) mit CT beobachtet werden,
wodurch es wahrscheinlich erscheint, dass die Interaktion zwischen CT und P-TEFb (Cdk9
(1-340) und CycT1 (1-272)) auf eine Bindung von CT an Cdk9 zuruckzufuhren ist. Eine
niederaffine Interaktion von CT und CycT1, die unter den gewahlten Messparametern
(Titration: 380 uM vs. 38 uM bei 15°C) nicht detektiert werden konnte, erscheint in Anbe-
tracht der durchgefiihrten Mutationsstudien an CT-Motiven unwahrscheinlich: Die Mutation
des RxL-Motivs in CT, welches ein Cyclin-Bindungsmotiv darstellen kdnnte (Schulman et al.,
1998), hatte keinen Einfluss auf die Aktvierung von P-TEFb und widerspricht einer
Beeinflussung der Aktivierung von P-TEFb durch Interaktion mit CycT1. Aufgrund des
C-terminal verklrzten CycT1-Konstrukts der Cyclinboxen ist eine Interaktion zwischen Brd4
und CycT1 - wie beschrieben - jedoch nicht ausgeschlossen (Bisgrove et al., 2007) und
koénnte durch zentrale und C-terminale Bereiche (273-726) von CycT1 vermittelt werden.
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Die zeitaufgeléste Analyse der Phosphatgruppenibertragung durch P-TEFb unter
CT-Einfluss verdeutlichte, dass CT eine signifikante Steigerung der spezifischen Cdk9-
Kinaseaktivitat bewirkt, ohne dabei die Spezifitdt von P-TEFb zur Phosphorylierung von Ser2
zu beeinflussen. Zusammen mit den oben dargelegten Ergebnissen lasst dies einige
Schlusse auf die Bindungsstelle von CT auf P-TEFb zu: Da eine alleinige Bindung an
P-TEFb Uber die Cyclinboxen nicht angenommen wird, scheint CT - zumindest gréftenteils -
an Cdk9 zu binden. Die Interaktion von CT mit Cdk9 kann durch eine Mutation S175D
unterbunden werden, deren Kinaseaktivitat jedoch nicht beeinflusst wird (Yang et al., 2005).
Daher scheint CT mit S175 und benachbarten Regionen zu interagieren. S175 befindet sich
im sogenannten Aktivierungssegment (Abbildung 69, orange Region), einer teils flexiblen, in
Kinasen konservierten Sequenz, die die Aktivitdt der Kinase kontrolliert. In der inaktiven
Form der Kinase blockiert das Aktivierungssegment die katalytische Spalte. Durch
Phosphorylierung von T186 im Aktivierungssegment und der Bindung von CycT1 gibt das
Aktivierungssegment die katalytische Spalte frei, in die ATP binden kann (Abbildung 69,
gelb, Adams, 2001).
Abbildung 69: Katalytisch wichtige
Regionen in Cdk9. Die katalytische
Spalte in Cdk9 (griin) wird von dem
P-Loop (blau) und der katalytischen
Schleife (rot) gebildet, in welche ATP
bindet und von den Schleifen sowie
einem M92+-Ion koordiniert wird. Das
Aktivierungssegment (orange) reguliert
durch die Bindung an CycT1 die
katalytische Spalte und positioniert
. s Helix C (braun) derart, dass diese
Schleife - N SN/ g ' ebenfalls zu der Koordination des ATP
gy =& T beitragen kann. Fir die Aktivierung der
, Kinase ist die Phosphorylierung an
_~ Aktivierungs- Thr186 essentiell. Der fir die Bindung
segment von CT wichtige Rest S175 (Yang et
al., 2005) liegt als Teil des
Aktivierungssegments in einer flexiblen

Schleife (PDB-Code 3BLQ, Baumli et
al., 2008).

Die flexible Schleifenstruktur des Aktivierungssegments von Cdk9, in welcher sich Ser175
befindet, ist in der Kristallstruktur von P-TEFb C-terminal von Ser175 nicht aufgeldst und ihre
genaue Position daher unklar (Abbildung 69; PDB-Code 3BLQ, Baumli et al., 2008). Da
durch CT die Spezifitat von P-TEFb fir Ser2 der CTD nicht verandert wird, scheint keine
Interaktion mit der katalytischen Spalte aus dem P-Loop (Abbildung 69, blau) und der
katalytischen Schleife (Abbildung 69, rot) vorzuliegen, welche die Bindung des ATPs und
Positionierung des Substrats vermitteln und Einfluss auf die Spezifitdt nehmen kénnten.
Durch die Wirkung von Tat soll dagegen die P-TEFb-Spezifitdt von Ser2 auf Ser2/Ser5
erweitert werden (Zhou et al., 2000), und ein essentieller Rest D167, dessen Mutation die
Interaktion zwischen P-TEFb und Tat/TAR sowie die Kinaseaktivitat unterdriickt, liegt mitten
in der katalytischen Spalte nahe der y-Phosphatgruppe des ATPs (Fong und Zhou, 2000).
Weder D167 noch die Phosphorylierung von Cdk9 an Thr186 spielt dagegen fir die Bindung
von CT eine Rolle (Yang et al., 2005). Das Aktivierungssegment positioniert auch die Helix
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C, welche an der Koordination der Phosphatgruppen des ATPs beteiligt ist und mit CycT1
interagiert (Baumli et al., 2008). Eine Interaktion von CT mit Ser175 und dessen Umgebung
konnte einerseits das Aktivierungssegment in der aktivierten Position, in der es die
katalytische Spalte freigibt, stabilisieren und somit die Kinase dauerhaft aktivieren. Dadurch
wurde auch die Helix C in ihrer Position gefestigt, welche zusammen mit dem Aktivierungs-
segment fur die Bindung des zu phosphorylierenden Substrats verantwortlich ist (Johnson
2009). Durch die Wirkung von CT koénnte eine stabile Bindung der CTD an P-TEFb erreicht
und eine optimale Kinaseaktivitat durch vorliegendes Substrat (CTD) und Cosubstrat (ATP)
gewahrleistet werden.

Obwohl das virale Tat-Protein und die CT-Domane von Brd4 sequenzielle und
funktionelle Parallelen aufweisen, scheinen beide unterschiedliche Mechanismen zur
Manipulation des P-TEFb-Komplexes anzuwenden: Wahrend Tat in einer TAR -abhangigen
Weise Uber eine Bindung an CycT1 sowie durch Einflisse auf die katalytische Spalte (D167)
P-TEFb transaktiviert, bindet CT vermutlich an Cdk9 und erreicht ohne eine akzessorische
RNA (TAR oder 7SK snRNA) oder DNA eine starkere Aktivierung als Tat/TAR. Dies schlief3t
jedoch nicht aus, dass eine andere, bislang nicht identifizierte RNA eine zusatzliche
Steigerung der Aktivitat von P-TEFb zusammen mit CT ermdglichen kénnte.

Aufhebung der Hxm1-vermittelten Inhibition von P-TEFb durch CT

Bei der Untersuchung der Einflisse von Brd4-Domanen auf den inhibierten P-TEFb-Komplex
(P-TEFb:Hxm1 (200-359)) konnte eine Aktivierung durch Brd4 fur 10 yM CT nachgewiesen
werden, welche 85% der Kinaseaktivitat von 0,1 yM P-TEFb trotz Anwesenheit von 2 uyM
Hxm1 wiederherstellte. Auch hier hatten die Bromodomanen wie GST als Negativkontrolle
keinen Einfluss auf die Inhibition. Die Tatsache, dass aus dem inhibierten Zustand durch CT
nur 85% des fir P-TEFb gemessenen Phosphatgruppentransfers erreicht werden konnte, ist
erstaunlich, da CT im fiinffachen Uberschuss (10 uM) im Vergleich zu Hxm1 (2 uM) einge-
setzt wurde, jedoch trotz dieses Uberschusses keine vollstandige Aufhebung der Inhibition
und anschlieRende Aktivierung von P-TEFb erreicht worden ist. Dies deutet auf eine starkere
Bindung von Hxm1 an P-TEFb als von CT an P-TEFb hin, wodurch die Inhibition durch
Hxm1 effektiver ware als die Aktivierung durch CT. Tatsachlich wurde eine Dissoziations-
konstante von 0,3 uM fir die Bindung von Hxm1 (194-359) an P-TEFb berichtet (Czudno-
chowski, 2009). Hxm1 (194-359) interagiert jedoch zusatzlich mit geringer Affinitdt mit den
Cyclinboxen von CycT1 (Kq= 1,7 uM; Czudnochowski, 2009), was der Affinitat der CycT1-
Bindungsdomane TBD von Hxm1 mit CycT1 von 1,2 uyM entspricht (Schulte et al., 2005;
Schonichen et al., 2010). Die hohe Affinitat von Hxm1 zu P-TEFb von 0,3 uM beinhaltet also
sowohl die Bindung an CycT1 als auch an Cdk9. Dagegen scheint aufgrund der
durchgefiihrten Experimente CT hauptsachlich Gber Cdk9 (Ky: 1,2 pM), nicht aber Uber
CycT1 (1-272) mit P-TEFb zu interagieren. Bei einer Konkurrenz von CT und Hxm1 um die
Bindung an P-TEFb kénnte CT daraus folgend selbst im Uberschuss eingesetzt nur die
Interaktion von Hxm1 und Cdk9 aufheben, wahrend die Bindung von Hxm1 an CycT1
unbeeinflusst bliebe. Entsprechend konnte keine Verdrangung von Hxm1 TBD durch CT von
immobilisiertem CycT1 beobachtet werden. Diese Beobachtungen sprechen fur die Bildung
eines quaternaren Komplexes aus Cdk9:CycT1:Hxm1:CT, in dem CT und Hxm1 um die
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Interaktion mit Cdk9 kompetitieren. Da fir Hxm1 eine Besetzung der ATP-Bindungstasche
durch Reste des zentralen PYNT-Motivs diskutiert wird (Michels et al., 2004; Byers et al.,
2005, Czudnochowski, 2009), wahrend CT mit dem Aktivierungssegment interagieren soll
(Yang et al., 2005), scheint ein direkter Verdrangungsmechanismus unwahrscheinlich und
spricht fur eine indirekte Verdrangung von Hxm1 durch Begunstigung des aktiven Zustandes
mit ATP- und Substratbindung durch CT.

Die Inhibition von P-TEFb durch Hxm1 (200-359) stellt eine artifiziell starke Bindung
dar, die aus der Verkiirzung von Hxm1 resultiert, wahrend natives Hxm1 etwa flnffach
schwacher P-TEFDb inhibiert (Czudnochowski, 2009) und vermutlich auch schwacher an
P-TEFb bindet. Durch die geringere Affinitat kann CT die Inhibition von P-TEFb durch Wild-
typ-Hxm1:7SK snRNA vollstandig aufheben und P-TEFb stimulieren. Auch diese Aktivierung
durch CT wird durch die Anwesenheit der RNAs TAR und 7SK nicht beglinstigt. Die
Auswirkung der erstellten Mutanten von CT auf den inhibierten Komplex war noch
ausgepragter als auf unbeeinflusstes P-TEFb, da keine der Mutanten eine Wiederherstellung
der Kinaseaktivitat vergleichbar zu Wildtyp-CT vermittelte. LLAA, R4A und RKRA waren
aullerstande, die Inhibition aufzuheben, wahrend die RxL-Mutante, die zuvor als einzige
keinen Einfluss auf die Aktivierung von P-TEFb durch CT hatte, die Kinaseaktivitat von 5%
auf 18% wiederherstellte. Dies entspricht einem Flnftel der Aktivierung durch CT. In der
Vergangenheit ist ein positiver Ladungsbereich in P-TEFb als mogliche Interaktionsflache fiir
Hym1 diskutiert worden (Czudnochowski, 2009). Dieser Bereich wird u.a. durch das
Aktivierungssegment gebildet, und es ist denkbar, dass CT in bislang unbekannter Weise
diesen Bereich (berdeckt und seine eigenen positiven Ladungen Hxm1 prasentiert.
Hierdurch wirde die Interaktion von Hxm1 mit P-TEFb deutlich geschwacht. Bei Fehlen
dieser Ladungen durch Mutation wirde dies nicht mehr méglich sein und die Bindung an
P-TEFb nicht mehr beeintrachtigt.

A inhibiertes P-TEFb B Aktivierung durch Brd4 CT

/

Hxm1 Hxm1
CycT1 200-359 CycTH 200-359
katalytische \ katalytische \
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Abbildung 70: Modell der in-vitro Aktivierung von P-TEFb aus der Hxm1-vermittelten Inhibition.
A) Bei der Inhibition von P-TEFb durch Hxm1 (orange) wurde eine Interaktion von Hxm1 sowohl Gber
CycT1 (blau) als auch Uber positiv-geladene Bereiche in Cdk9 (griin) diskutiert, die teilweise im
Aktivierungssegment liegen (Czudnochowski, 2009). Die ATP-Bindungstasche von Cdk9 koénnte Gber
das PYNT-Motiv auf bislang nicht geklarte Weise die Kinaseaktivitat inhibieren. B) Durch die Bindung
von Brd4 CT (rot) an das Aktivierungssegment wird Hxm1 von diesem Bereich verdrangt und kann
nun nicht mehr inhibitorisch auf Cdk9 wirken. ATP kann nun wieder gebunden, und Phosphatgruppen
auf das CTD-Substrat (braun) Ubertragen werden.
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Es erscheint jedoch wahrscheinlicher, dass die teils deutlichen Einschrankungen der
Aktivierungsfahigkeit von CT durch die Mutationen die Interaktion von CT und P-TEFb
schwacht. Im Falle einer Konkurrenz dieser Mutanten mit Hxm1 um die Bindung an P-TEFb
wirde durch die geschwachte Bindung der CT-Mutanten das Gleichgewicht im quaternaren
Komplex P-TEFb:Hxm1:CT zugunsten einer Inhibition von P-TEFb durch Hxm1 verschoben
(Abbildung 70). Ein solcher quaternarer Komplex scheint jedoch in vivo nicht dauerhaft
vorzuliegen, da Brd4 und Hxm1 nicht gemeinsam an P-TEFb gebunden gefunden wurden
(Jang et al., 2005; Yang et al., 2005). Die dargelegten Ergebnisse erganzen somit das
bislang bekannte Modell der Aktivierung von P-TEFb durch CT, in dem CT durch Bindung an
das Aktivierungssegment von P-TEFb die Kinase Cdk9 in ihrer aktiven Konformation
stabilisiert und eine Bindung des Substrats CTD begunstigt. Die spezifische Aktivitdt von
P-TEFb kann durch diese Einwirkung gesteigert und die Phosphorylierung der CTD be-
schleunigt werden. Der inhibierte P-TEFb-Komplex kann durch Aufhebung der Inhibition
durch Hxm1 aufgelost werden, wobei hierbei sowohl positive Ladungen in CT als auch die
Stabilisierung der aktiven Konformation von Cdk9 eine Rolle spielen kénnen. Dies bleibt
aufgrund der Unkenntnis des detaillierten Mechanismus”™ der Inhibition durch Hxm1 unklar
und bendtigt die strukturelle Klarung der Bindung von Hxm1 an P-TEFb. Auch eine
endglltige Aufklarung der Bindung von CT an P-TEFb durch strukturelle Methoden steht
noch aus. Mdglicherweise spielen bei der Aufhebung der Inhibition von P-TEFb bislang
unbeachtete Bereiche in Brd4 eine Rolle, die kompetitiv zu Hxm1 an CycT1 binden kénnten.
Die Funktion der ET-Domane im zentralen Bereich von Brd4 ist trotz vorliegender NMR-
Struktur (Lin et al., 2008) bislang ungeklart, sie wurde jedoch als Protein-Protein-
Bindungsdomane, beispielsweise im Kontext des Kaposi's Sarcoma-assoziierten
Herpesvirus KSHV, beschrieben (Lin et al., 2008; You et al., 2006). Zuklnftige
Untersuchungen kénnten sich der Frage annehmen, ob sie oder andere Bereiche von Brd4
eine Rolle bei der Verdrangung von Hxm1 von CycT1 spielen, welche aufgrund des
exklusiven zelluldren Auftretens von P-TEFb in Hxm1- oder Brd4 gebundener Form
naheliegen (Jang et al., 2005; Yang et al., 2005).

5.2 Interaktionen der Bromodomanen von Brd4 mit modifizierten
Histonsequenzen

Strukturen der Bromodoménen von Brd4

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Bromodomanen von Brd4 nicht an der direkten
Aktivierung von P-TEFb beteiligt sind, wurde ihre Rolle in der Rekrutierung des Komplexes
an den Ort der Transkription untersucht. Dazu wurde zunachst die Bindung der
Bromodomanen von Brd4 an acetylierte Lysine in Peptiden der Histone H3 und H4 strukturell
analysiert. Die Kristallstrukturen von BD1 und BD2 wiesen die konservierte Bromodomanen-
faltung aus vier a-Helices sowie eine Bindungstasche zur Erkennung von Acetyllysinen im
Histonkontext auf. Wa&hrend diese Faltung in BDs unterschiedlicher Proteine und
Organismen konserviert ist, blieb eine Dimerisierung von Bromdomanen bislang umstritten.
Da viele Bromodomanen-Proteine jeweils zwei BDs enthalten, teilweise in sequenzieller und
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raumlicher Nahe wie im Falle des Transkriptionsfaktor TAF,250 (Jacobson et al., 2000),
kénnten BDs als Dimer an benachbarte Acetyllysine auf Histonen binden und die schwachen
Affinitdten von isolierten BDs an Histonfragmente apparent erhdhen. Wenngleich die
Homodimerisierung gleicher BDs (BD1-BD1) fiir Brd2 beschrieben und aufgrund der hohen
Sequenzkonservierung von BET-Familie BDs auch fur Brd4 BDs prognostiziert wurde (Na-
kamura et al., 2007), konnte weder in der vorliegenden Arbeit noch von anderen Gruppen
eine Dimerisierung von Brd4 BDs nachgewiesen werden (Liu et al., 2008; Vollmuth et al.,
2009). Zwar konnte die friilhe Retentionszeit von Brd4 BD2 nicht erklart werden, die
dargelegten Mutationsdaten machen jedoch eine Dimerisierung von BD2, wie sie in der
Kristallpackung beobachtet wurde, unwahrscheinlich. Das weiter reduzierte Elutionsverhalten
der R445A/D449A-Doppelmutante deutet ebenfalls nicht auf die Auflésung eines Dimers hin.
Vielmehr scheint ein erhohter hydrodynamischer Radius der Mutante, moglicherweise durch
eine Destabilisierung der aC-Helix, vorzuliegen. Eine direkte Interaktion zwischen BD1 und
BD2, wie sie fur Brd4 erwahnt wurde (Huang et al., 2009), konnte durch analytische
Gelfiltration und ITC-Messungen nicht bestatigt werden (Daten nicht dargestellt) und machen
eine BD1-BD2-Heterodimerisierung der BDs von Brd4 unwahrscheinlich.

Interaktion von Brd4 BDs mit acetylierten Histonpeptiden
Die Strukturen von Komplexen aus BDs von Brd4 und drei oktameren Peptiden der Histone
H3 und H4 wurden analysiert und parallel die thermodynamischen Parameter der Bindung
der BDs an diese Histonfragmente mit Dissoziationskonstanten (Ky's) von 100-300 pM
bestimmt. Wahrend auch andere Bromodomanenproteine Dissoziationskonstanten zu
acetylierten Histonpeptiden im uM-Bereich aufweisen (Dhalluin et al., 1999; Jacobson et al.,
2000), wurden fir Brd4 und das nah verwandte Brd2 Ky's im niedrigen mM-Bereich
beschrieben (Huang et al., 2007; Liu et al., 2008; Umehara et al., 2010). Diese um den
Faktor 10 abweichenden Ergebnisse zur vorliegenden Arbeit beruhen vermutlich auf der
Verwendung anderer Methoden zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten (NMR-Titration
in Huang et al., 2007 und Liu et al., 2008; bzw. Oberflachenplasmonresonanz in Umehara et
al., 2010). Die geringe Affinitat einer einzelnen BD zu Acetyllysinen in Histonen verdeutlicht
die Notwenigkeit kooperativer Effekte durch Bindung mehrerer BDs an Histone zur Erh6hung
der apparenten Affinitat. Bei genauer Betrachtung der bestimmen Dissoziationskonstanten
konnte eine leichte Bevorzugung der Bindung von H3-K14(ac) durch BD1 (K4 von 118 uM)
bzw. der H4-Peptide H4-K5(ac) und H4-K16(ac) (Kys's von 107 und 133 pM) festgestellt
werden, welche eine Spezifitdat von BD1 fur die Bindung an Histon 3 und von BD2 zu Histon
H4 anzeigen konnte. Die vorliegenden Kristallstrukturen und Bindungsdaten kdnnen diese
Spezifitdt beispielsweise durch die starkere Auspragung von negativen Ladungen in der
elektrostatischen Oberflache von BD2 im Gegensatz zu BD1 jedoch nicht erklaren, da weder
eine Korrelation der Ladungen der bevorzugten Acetyllysinpeptide zu der Ladungsverteilung
der BDs erkennbar ist, noch die das Acetyllysin umgebenden Reste in den Kristallstrukturen
aufgeldst sind, wodurch die Beteiligung dieser Reste an der Bindung der BD nicht ndher
analysiert werden konnte.

Anhand der Kristallstruktur von BD1 mit dem H3-K14(ac)-Peptid wurde deutlich, dass
die zweiteilige Natur der Acetyllysinverzweigung essentiell fir die Interaktion mit der BD-
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Bindungstasche ist: Einerseits werden Wasserstoffbriicken mit N140 und dem Wassernetz-
werk innerhalb der Bromodomane ausgebildet, andererseits hydrophobe Wechselwirkungen
mit Resten der Bindungstasche eingegangen. Wahrend die herausragende Bedeutung des
Asparagins in BDs fur die Bindung von Acetyllysin lange bekannt war (Zeng und Zhou,
2002), wurde hier deutlich, dass auch das Wassernetzwerk innerhalb der Bindungstasche
eine wichtige Rolle spielt. In allen bekannten Kristallstrukturen von BDs sind diese
Wassermolekule positionell konserviert (Brd2 BDs (1XOJ, 2DVV), Brd3 BDs (2NXB, 2001),
Gen5 (1E6I1), TAF,250 (1EQF), PCAF (3GG3), Rsc4 (2ROS)). Nur durch die gleichzeitige
Ausbildung der Wasserstoffbricken zu N140 und zu den konservierten Wassermolekdlen ist
eine exakte Positionierung des Acetyllysins mdglich. Der hydrophobe Charakter der
Methylgruppe der Verzweigung ist ebenfalls von grof3er Bedeutung flir die Interaktion des
Acetyllysins mit der Tasche der BD, da sie Uber finf hydrophobe Wechselwirkungen zu den
Resten P82, F83, V87 und 1146 stabilisiert wird. Da der hydrophobe Charakter von Resten
an diesen Positionen sowohl in BET-Familie- als auch anderen Bromodomanen-Proteinen
erhalten ist (Abbildungen 35 und 58), scheinen auch diese bislang wenig beachteten
Wechselwirkungen charakteristisch fiir die Interaktion von BDs mit Acetyllysin zu sein.

Interaktion von Nicht-Acetyllysin-Peptiden mit BDs

Bei der Analyse der Kristallstruktur von BD2 stach die ungewdhnliche Bindung des
N-Terminus eines BD2-Molekdls in die Bindungstasche des Nachbarmolekils hervor. Eine
solche Interaktion von Nicht-Acetyllysinresten mit einer Bromodomane wurde in ahnlicher
Form auch in der Struktur der Tandembromodomane von TAF,250 beobachtet, bei der die
benachbarte Bindungstasche von einem Glycin und einem Threonin gebunden wurde (PDB-
Code: 1EQF; Jacobson et al., 2000). Beide Falle stellen eindeutig ein Kristallisationsartefakt
dar, welches im Fall von Brd4 BD2 vermutlich die sehr hohe atomare Auflésung der Struktur
von 1,2 A ermédglichte. In der Struktur von BD1 verlauft der N-Terminus entlang der Helices
aA und aB bis zur ZA-Schleife. Im Hefeprotein Rsc4 wird ein N-terminaler Bereich um K25
von Gcn5 acetyliert und interagiert im Anschluss intramolekular mit einer der
Tandembromodomanen von Rsc4. Diese Bindung fihrt zur Autoinhibition des Proteins, das
nun nicht mehr mit Histonen assoziieren kann (PDB-Code 2ROS; VanDemark et al., 2007).
Brd4 enthalt N-terminal zu BD1 zwar keine Lysine, die acetyliert werden kénnten, jedoch
eine Glutamin- und Alanin-reiche Region, welche sich fur eine Bindung in die relativ weit
geoffnete Bindungstasche der BDs von Brd4 eignen wirde. Moéglicherweise konnte ein
weiter verlangerter N-Terminus von BD1 bis in die Bindungstasche ragen, ahnlich, wie es in
der Struktur von BD2 auftrat. Wenn auf diese Weise Glutaminreste wie in BD2 oder in
TAF,250 die Bindungstasche von BD1 besetzen kdnnten, konnte dies eine Regulation der
Histoninteraktion ahnlich der Autoinhibition von Rsc4 darstellen. Glutamine wirden sich
zusatzlich zu ihrer geeigneten Lage N-terminal im Protein auch aufgrund struktureller
Ahnlichkeiten zu Acetyllysin fiir eine Bindung eignen. Aus diesem Grund wurde jene
N-terminale Glutaminsequenz im Kontext eines Oktapeptids Brd4 (33-38) auf eine Bindung
in die Bindungstasche von BD1 im Kristall untersucht. Dabei konnte jedoch keine Bindung
dieser Glutamine festgestellt werden, was nicht fur einen Autoregulationsmechanismus
durch diese Reste spricht. Ein langeres BD1-Konstrukt (28-168), welches diese Sequenz
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enthalt, konnte nicht kristallisiert werden. Alternativ kdnnte ein C-terminales K1111 in Brd4,
dessen Acetylierung kirzlich beschrieben wurde (Choudhary et al., 2009), ebenfalls eine
Autoregulation von Brd4 vermitteln. FlUr eine zuklnftige Analyse dieses potentiellen
Regulationsmechanismus” von Brd4 stellen die dargestellten Bindungsexperimente einen
idealen Ausgangspunkt dar.

Auch fir die Bindung der in Histonen auftretenden Aminosaure Citrullin, welche in ihrer
Seitenkettenlange und Gestalt der von Acetyllysin dhnelt und fur die bislang keine Bindungs-
domane bekannt ist, konnte kein Anzeichen fir eine Bindung an Brd4 BDs gefunden werden.
Ob hierbei die um eine Methylengruppe verkirzte Seitenkette oder der abweichende
chemische Charakter der Verzweigung mit zwei polaren Gruppen (Sauerstoff auf der einen,
NH, auf der anderen Verzweigungseite) eine Bindung verhindert, ist nicht klar. In der Kristall-
struktur von BD2, in welcher ein Methionin artifiziell in die Bindungstasche eines
benachbarten Molekils band, wurde das Peptidrickgrat weiter in die Bindungstasche
inseriert als im Fall der Bindung von Acetyllysinpeptiden an BDs (Abbildung 41 B). Dies
koénnte auch fiir das Citrullinpeptid méglich sein. Jedoch ist aufgrund der bereits diskutierten
Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkungen der Acetyllysinverzweigung mit den Resten
P82, F83, V87 und 1146 in BD1 eine Interaktion mit Citrullin unwahrscheinlich. Die polare
Aminogruppe des Citrullins anstelle der hydrophoben Methylgruppe koénnte in der
hydrophoben Umgebung keine stabilisierenden Kontakte eingehen und somit nicht zur
Bindung des Peptids beitragen. Somit konnte eine Erkennung von Citrullin im Histonkontext
durch Brd4 BDs ausgeschlossen werden. Auch die Bindung eines Glutaminmotivs, wie es
durch das Peptid Brd4 (33-38) untersucht wurde, erscheint in Anbetracht der beschriebenen
Notwendigkeit von polaren und hydrophoben Kontakte unwahrscheinlich und konnte dazu
passend nicht nachgewiesen werden.

Bindung von Propionyllysin und Butyryllysin durch Brd4 BDs

Die Entdeckung der Propionylierung und Butyrylierung von Lysinen in den Histonen H3 und
H4 stellte eine Erweiterung des Histon-Codes dar, deren Bedeutung unklar ist. Zwar konnten
mit P/CAF, p300, CREB-binding-protein und anderen HATs Enzyme der Ubertragung der
Acylgruppen von Propionyl-CoA bzw. Butyryl-CoA identifiziert werden (Chen et al., 2007;
Leemhuis et al., 2008; Garrity et al., 2007), wahrend die Deacetylierung von HDACs wie
Sirt1-3 erfolgen kann (Garrity et al., 2007; Smith und Denu, 2007), jedoch ist die
Erkennungsdomane fiir Propionyllysin und Butyryllysin unbekannt. In der vorgelegten Arbeit
konnte nachgewiesen werden, dass Propionyllysine im Kontext von H3 von den beiden BDs
von Brd4 erkannt und gebunden werden kénnen. Die ermittelten Affinitaten der Interaktion
mit BD1 zeigten fur die Position H3-K14 eine Verschlechterung des Ky's um den Faktor drei.
Fir BD2 wurde eine leichte Verbesserung des Ky's beobachtet. Da Acetylierungen an
unterschiedlichen Positionen von H3 und H4 zu &hnlichen Schwankungen der Affinitaten
zwischen 107 uM (BD2 mit H4-K5(ac)) und 327 uM (BD2 mit H3-K14(ac)) flhrten, kann hier
von unverandert schwachen Affinitdten im Vergleich zu acetylierten Histonmotiven
ausgegangen werden. Auch die Affinitdten einer Propionylierung an Position 23 von H3
(H3-K23(prop)), die in der Leukamie-Zelllinie U937 auftrat (Lui et al., 2009), zeigte keine
deutliche Veranderung der Affinitat im Vergleich zu acetylierten Lysinen. Dabei deutet sich
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eine leichte Praferenz der Propionylierung zu BD2 (213 uM und 208 pM) tber der zu BD1
(337 yM und 380 uM) an.

Im Gegensatz zur Propionylierung konnte fur die Butyrylierung des Lysins K14 in H3
unter in vitro-Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Dies spricht unter Berlcksichtigung
der eingesetzten Konzentrationen in den ITC-Messungen fur eine abgeschatzte Affinitat von
>600 uM. Uberraschenderweise konnten durch die Inkubation von BD1-Kristallen trotzdem
Komplexe von Propionyllysin- und Butyryllysinpeptiden mit BD1 erstellt und strukturell
beschrieben werden, die auch eine Bindung von butyrylierten Histonmotiven an BD1
nachwiesen. Die Diskrepanz zwischen der ITC-Messung, die keine Bindung von BD1 an
H3-K14(but) zeigte, und der Komplexformierung im Kristall in Anwesenheit von 26 mM
Peptid legt eine millimolare Affinitat des Butyryllysinpeptids zu BD1 nahe. Somit konnte BD1
von Brd4 als Erkennungsdomane flr propionylierte und butyrylierte H3-Motive nachgewiesen
werden. Unklar ist, ob diese Bindung von Butyryllysin auch auf BD2 Ubertragbar ist. Da
jedoch alle Reste, von denen die Interaktion von Acetyllysin abhangt, in BD1 und BD2 kon-
serviert sind, ist auch eine Erkennung von Butyryllysin durch BD2 wahrscheinlich.
Gleichzeitig konnte mit den vorliegenden Bindungs- und Strukturdaten erstmals die
Interaktion von BDs mit Nicht-Acetyllysinmotiven beschrieben werden, die eine Erweiterung
der Spezifitdt von Bromodomanen bedeutet. Zwar wurde eine Bindung von Acetylhistidin,
Acetylhistamin und N-Methylacetamid an die Bromodomanen von Gen5 und P/CAF ermittelt,
diese Reste zeichnen sich jedoch durch Variation des Peptidrickgrates, nicht der
Acetylverzweigung, aus (Dhalluin et al., 1999; Hudson et al., 2000). Somit sind Propionyllysin
und Butyryllysin die ersten Aminosduren, die trotz Abweichungen der Seitenkette von
Acetyllysin in die Tasche von Bromodomanen binden.

Die Uberlagerung der drei Strukturen von BD1 mit gebundenen Acylpeptiden zeigte,
dass alle drei Acylreste innerhalb der Tasche die gleiche Position einnehmen. Als Konse-
quenz knicken die verlangerten Acylketten von Propionyl- und Butyryllysin ein, um moglichst
wenig Platz einzunehmen und das konservierte Wassernetzwerk nicht zu beeintrachtigen.
Die ausgebildeten Kontakte von Propionyllysin zu BD1 sind in Abbildung 71 schematisch
aufgefliihrt, zudem wurden die Kontakte der Seitenkettenreste ebenfalls dargestellt.
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Die abgeknickte Form des butyrylierten Peptids hat eine energetisch ungiinstige Annaherung
der terminalen Methylgruppe zum Stickstoff des Seitenkettenamids bis auf 2,2 A zur Folge.
Aus der Position der modifizierten Reste lasst sich jedoch nicht direkt ersehen, warum
Butyryllysin schlechter an BD1 bindet als Acetyl- oder Propionyllysin. Erst eine detaillierte
Betrachtung der Interaktionen der Acyllysine mit Resten der BD zeigt, dass Propionyllysin
genau wie Acetyllysin von den hydrophoben Resten der Bindungstasche positioniert wird.
Die Verzweigung des Propionyllysins wird durch das PF-Motiv stabilisiert, genau wie die
Seitenkette des Restes durch L94. In Butyryllysin sind die Interaktionen zu den ent-
sprechenden Resten durch gréere Abstédnde und ungunstige Positionierungen geschwéacht.
Vermutlich flihren die Beeintrachtigungen der Bindung der Verzweigung zu einer
Abweichung des Verlaufs der Seitenkette, wodurch die Interaktion zu L94 destabilisiert wird
und in einer reduzierten Affinitdit mindet. Eine weitere Verlangerung der Acylkette zu
Valeroyllysin fihrt dazu passend zu einer Unterbindung der Interaktion im Kristallsystem.
Diese Verringerung der Affinitdt durch Beeintrachtigungen der hydrophoben Kontakte ist
Uberraschend, da bei der Bindung eines sterisch grofleren Restes wie Butyryllysin in die
Bindungstasche von BDs vermutet wurde, dass dies eine Insertion der verlangerten
Acylverzweigung in das Wassernetzwerk bewirken konnte. Die Verdrangung einzelner
Wassermolekiile hatte eine Steigerung der Affinitaten durch eine Erhohung der Entropie der
Bindung und Ausbildung zusatzlicher hydrophober Kontrakte zur Folge. Die starke
Vernetzung der Wassermolekile in der Bindungstasche scheint jedoch eine Verdrangung
einzelner Wasser zu verhindern. Vermutlich kénnte eine Insertion in diesen Bereich der BDs
nur durch grofiere funktionelle Gruppe erfolgen, die gleichzeitig mehrere Wassermolekiile
verdrangen miuisste. Eine solche Gruppe koénnte dann eine deutlich gesteigerte
Bindungsaffinitat aufweisen. Die verwendeten Verlangerungen der Acylverzweigung werden
dagegen von der Bromodomane toleriert, solange diese nur den Raum einnehmen, der auch
Acetyllysin zur Verfligung steht. Wird dieser Raumbedarf - wie im Falle von Valeroyllysin -
Uberschritten, kann die Modifikation des Lysins nicht mehr in die Bromodomane binden.
Aufgrund der angefiihrten hohen Konservierung der entscheidenden Reste (P82, F83, V87,
L94 und 1146) und des Wassernetzwerkes in BDs unterschiedlicher Proteine und Spezies ist
eine Ubertragung dieses Bindungsmechanismus auch auf andere BD-Proteine mdglich und
fihrt zu der Hypothese, dass alle Bromodomanen-enthaltenden Proteine Propionyl- und
Butyryllysin akzeptieren und binden, wenn auch mit reduzierter Affinitat.

Mogliche Bedeutung des Einbaus von Propionyl und Butyryl in Histone

Die beschriebenen Bindungen von Propionyl- und Butyryllysin an BDs wurden durch zwei
in vitro Systeme mit isolierten Proteinen und Peptiden untersucht, so dass nicht gesichert ist,
ob diese Interaktionen auch in einem physiologischen System relevant ist. Jedoch wurden
beide Modifikationen in isolierten Histonfragmenten von Mensch und Hefe nachgewiesen,
und die Propionylierung von Lysinen konnte auch in Zellen der humanen Leukamielinie U937
identifiziert werden (Liu et al., 2009). In Ermangelung von in vivo Daten zur Lokalisation von
BD-Proteinen ist jedoch die physiologische Auswirkung unklar. Die Propionyl- bzw.
Butyrylgruppe wird durch HATs von Propionyl-CoA und Butyryl-CoA auf Lysine in Histonen
oder anderen Proteinen Ubertragen (Chen et al., 2007; Garrity et al., 2007; Leemhuis et al.,
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2008). Hauptquelle von Propionyl-CoA und Butyryl-CoA ist die p-Oxidation ungradzahliger
Fettsauren in Mitochondrien, zudem ist Propionyl-CoA ein Abbauprodukt der Aminosauren
Isoleucin, Methionin, Threonin und Valin. Sowohl Propionyl-CoA als auch Butyryl-CoA sind
zudem Zwischenprodukte in der Fettsauresynthese im Zytosol (Chen et al.,, 2007). Bei
Verwendung der metabolischen Zwischenprodukte Propionyl- oder Butyryl-CoA anstatt
Acetyl-CoA konnten sich - unter der Annahme, dass Bromodomanen auch im zellularen
Kontext Propionyl- bzw. Butyryllysin binden kénnen, wenn auch mit verringerter Affinitat -
zwei alternative Auswirkungen auf den Organismus und dessen Regulation ergeben:
Einerseits kdnnte der Einbau dieser seltenen Modifikationen in Histone ein direktes Signal
sein, mit welchem der Koérper auf Auleneinflisse, beispielsweise veranderte Nahrstoff-
versorgung, reagiert. Durch den gezielten Einbau von Propionyl oder Butyryl anstatt Acetyl
wird der Histon-Code bestimmter Gene variiert, Bromodomanen kdnnen weniger gut an
diese Modifikationen binden und die Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren an diese Gene
wird reduziert. Hier kbnnten auch andere, bislang unbekannte Proteindomanen involviert
sein, die Butyryllysin wesentlich effektiver binden als BDs. In diesem Fall ware der Einbau
von Propionyl und Butyryl ein gezielter Mechanismus, der die Expression bestimmter Gene
definiert unterdrickt. Eine solche Regulation kénnte durch zukinftige Identifizierung von
HATs unterstrichen werden, die Propionyl- und Butyryl-CoA als Substrat gegentiber Acetyl-
CoA bevorzugen. In diesem Fall kdnnten Acetyl- (C2), Propionyl- (C3), Butyryllysin (C4) als
lineare Erganzung zueinander angesehen werden, ahnlich der Mono-, Di-, Trimethylierung
von Lysinen, und eine wichtige Erweiterung des Histon-Codes darstellen.

Andererseits ist jedoch auch der zufallige, nicht gerichtete Einbau von Propionyl und
Butyryl denkbar, welcher allein vom Ausmall des =zur Verfugung stehenden
CoA-Donorsubstrats abhangt. In diesem Fall kdnnten Schwankungen im Nahrstoffhaushalt
eines Organismus, die eine vermehrte 3-Oxidation oder Fettsduresynthese nach sich ziehen,
zum erhohten Einbau der kurzkettigen Acylmodifikationen in Histone flihren. Diese
Modifikationen beeintrachtigen jedoch durch verminderte Affinitdten die Interaktion mit
Bromodomanen und damit beispielsweise Transkriptionsfaktoren. Aus diesem Grund werden
beide Acyl-CoA-Varianten vom Korper Uber die Propionyl-CoA-Carboxylase oder die
Butyryl-CoA-Dehydrogenase abgebaut und weiter metaboliert, um deren Level gering zu
halten. Zudem zeigte das Sir2-Homolog Hst2, das HDAC-Aktivitdt besitzt, eine hohere
Affinitdt zu Propionyl- und Butyryllysin als zu Acetyllysin, wodurch diese Modifikationen
effektiver entfernt werden kénnen (Smith und Denu, 2007). In Anbetracht der Tatsache, dass
bislang weder eine spezifische Transferase noch eine Erkennungsdomane entdeckt wurde,
deren Affinitaten fir Propionyl- und Butyryl-CoA bzw. fir die entsprechenden Lysin-
modifikationen erhdht sind, ist der zuféallige Einbau von Propionyl und Butyryl je nach Level
der Acylmodifikation wahrscheinlicher. In diesem Fall kénnte der Organismus auch den
Einbau von metabolischen Zwischenprodukten zu einem gewissen Grad tolerieren, so dass
durch die zufallige Verwendung von Propionyl- und Butyryl-CoA anstatt Acetyl-CoA die
Bindung von Bromodomanen an Histone nicht oder zumindest nicht vollstandig unterbunden
wird. Die Propionylierung und Butyrylierung von Lysinen in Histonen wirde somit keine
Erweiterung, sondern eher einen Sonderfall des Histon-Codes darstellen.
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Einflisse eines zweifachen Acetyllysinmotivs auf die Bindung von BDs

Wahrend BD1 an ein Histonfragment H4-K5(ac), das ein einzelnes Acetyllysin enthielt, mit
einem Ky von etwa 325 uyM band, wurde die Affinitat der BD annahernd zehnfach erhoht,
wenn ein Histonfragment mit zwei Acetyllysinen an K5 und K8 verwendet wurde (Kq4: 38 uM).
Diese von Moriniére et al. zuerst gefundene Erhéhung fur BrdT trat jedoch in einer ITC-
Messung des zweifach acetylierten Peptids mit BD2 nicht auf (Moriniere et al., 2009).
Anhand der Kristallstruktur von BrdT BD1 im Vergleich zu den vorliegenden Strukturen von
Brd4 BD1 und BD2 wurde klar, dass diese Selektivitat von BD1 durch einen Wasser
vermittelten Kontakt von D144 (Brd4-Nummerierung) zu dem doppelt acetylierten Peptid
ermoglicht wird. In BD2 wird diese Position von H438 eingenommen, welches keine Wasser-
stoffbricke ausbildet und den Kontakt sterisch verhindert. Dieses Phdnomen kénnte auch
auf andere BET-Familien-Proteine Ubertragbar sein (Moriniere et al., 2009). Durch die
Kristallstruktur von BD1 und BD2 von Brd4 sowie durch die in 4.2.7 dargestellten
Bindungsdaten konnte dies auch flir Brd4 experimentell bestatigt werden. Der in Abbildung
58 aufgeflihrte Sequenzvergleich zeigt zudem, dass D144 in BD1 und H438 in BD2 in den
bekannten BET-Familien-Proteine Brd2, Brd3, Brd4 und BrdT zu 100% konserviert sind und
die Spezifitdt von BD1 zu dem doppelt acetylierten Peptid auf alle BET-Familie-Proteine
Ubertragbar ist.

Die Bindung von doppelt acetylierten Peptiden durch Brd4 wurde bereits flr das
Volllangenprotein gezeigt, war jedoch auf das Vorhandensein zweier BDs zurtickgefiihrt
worden (Dey et al.,2003). Moéglicherweise liegt in der dort beschriebenen Interaktion von
Brd4 mit H4-K5(ac)K12(ac) sowie H3-K9(ac)K14(ac) jedoch eine alleinige Interaktion von
BD1 mit den doppelten Acetyllysinmotiven vor, wenngleich dies aufgrund der Entfernung der
Acetyllysine voneinander unwahrscheinlich erscheint. Fir die Tandembromodomanen von
TAF 250 wurde eine bevorzugte Bindung von doppelt-acetylierten H4-Peptiden mit Kq's von
1-6 yM gemessen (Jacobson et al., 2000). Auch in diesem Fall ist jedoch aufgrund der zwei
vorhandenen Bromodomanen von TAF;250 zu vermuten, dass eine simultane Bindung
beider BDs zu einer Erhéhung der Affinitat fihrt. Zuklnftige Arbeiten zur Analyse des Effekts
von zwei-, drei- oder mehrfach acetylierten Histonfragmenten auf die Bindung von BDs
sollten im Kontext eines Brd4-Konstruktes erfolgen, welches beide BDs enthalt. Ein solches
Konstrukt Brd4 (51-464), welches der physiologisch relevanten Form von Brd4 naher kommt,
war im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellt worden (Daten nicht gezeigt), konnte jedoch
aufgrund starker Proteinverunreinigungen und Degradation nicht verwendet werden, wie
ebenfalls von Liu et al. berichtet (Liu et al., 2008). Eine Betrachtung der Interaktion von BDs
mit Acetyllysinen in vollstdndigen Histonen kénnte ebenfalls einen tieferen Einblick in die
Regulation dieser Wechselwirkungen liefern, da bisher stets isolierte Histonfragmente von
<20 Aminosauren verwendet wurden. Dies wirde potentielle Beeintrachtigungen durch die
gewahlte Lange der acetylierten Peptide ausschlielen. So ist in der vorliegenden Arbeit nicht
auszuschlieRen, dass durch den Einsatz von oktameren (H4-K5(ac)) und dodecameres
Peptiden (H4-K5(ac)K8(ac)) eine Vergleichbarkeit aufgrund nicht identifizierter Nebeneffekte
nur eingeschrankt moglich ist.

Durch den Nachweis einer erhohten Affinitat von BD1 an ein doppelt acetyliertes
Histonmotiv ergibt sich ein detailliertes Bild der Interaktion von Brd4 mit Histonen, nach dem
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Brd4 mit mindestens drei Acetyllysinen gleichzeitig interagieren konnte. Dabei ist nicht
auszuschlieRen, dass diese Acetyllysine sowohl auf H3 als auch H4 liegen, da aufgrund der
moglichen rdumlichen Trennung der BDs von Brd4 durch mehr als 200 Reste und keiner
bekannten Dimerisierung der Domanen eine Bindung auf unterschiedliche Histone moglich
erscheint. Die Laufrichtungen der Peptidkette in den vorgelegten Kristallstrukturen sind
zudem teils gegenlaufig und deuten nicht auf eine bevorzugte Laufrichtung der Histonmotive
hin. Vermutlich spielt somit weniger die Laufrichtung der Peptidkette als vielmehr die Position
von zusatzlich stabilisierenden Resten eine Rolle, wie es beispielsweise in der Struktur von
BD1:H3-K23(prop) durch das mit der BC-Schleife interagierende K27 erfolgt (Abbildung 54).

Die Bedeutung der Interaktion von Brd4 mit multiplen Acetylierungsmustern auf den
Histonen wird unterstrichen von der Interaktion von Brd4 mit dreifach acetyliertem H4
(H4-K5(ac)K8(ac)K12(ac)), wodurch eine Rekrutierung von P-TEFb an PRG-Promotoren
(engl: primary response genes) vermittelt wird (Hargreaves et al., 2009). In Anbetracht der
unter 4.2.7 beschriebenen Bindungsdaten kdnnte diese Rekrutierung durch Bindung von
Brd4 BD1 an das doppelt acetylierte H4-K5(ac)K8(ac) und von BD2 an H4-K12(ac) mit hoher
Affinitat und Spezifitat erfolgen. Durch die Bindung an dieses dreifache Acetylierungmotiv
ware Brd4 in der Lage, P-TEFb an PRG-Promotoren zu rekrutieren, die eine schnelle
Reaktion der Zelle auf Umwelteinflisse durch Expression von PRG-Genen ermdoglicht
(Hargreaves et al., 2009). Die Acetylierung der entsprechenden Lysine in Histonen ist dabei
abhangig von der Rekrutierung von HATs wie p300 und MOF, wobei die Bindung von MOF
seinerseits die Phosphorylierung von H3-S10 durch PIM1 voraussetzt (Byun et al., 2009;
Zippo et al., 2009). Dieses Beispiel verdeutlicht die Komplexitat des Zusammenspiels
unterschiedlicher Histonmodifikationen, die zukiinftige Studien zur Entschlisselung des
Histon-Codes unerlasslich fiir ein detailliertes Verstandnis der Transkriptionsregulation
machen.

Interaktion von BDs mit acetyliertem CycT1 als neuer Regulationsmechanismus von
P-TEFb

Die vor kurzem gemachte Entdeckung der Acetylierung von CycT1 an vier zentralen Lysinen
stellte einen interessanten, neuen Ansatz zur Regulation des P-TEFb-Komplexes dar (Cho et
al., 2009). Urspringlich war eine Interaktion von Brd4 Uber seine BDs mit einem zentralen
Bereich von CycT1 beschrieben worden, welcher die Interaktion mit P-TEFb vermitteln sollte
(Jang et al., 2005). Diese Beobachtung war aufgrund widersprechender Ergebnisse zur
Bindung von Brd4 Gber CT an P-TEFb in den Hintergrund gerickt, wenngleich auch hier eine
Interaktion von CT mit CycT1 erwahnt wurde (Bisgrove et al., 2007). Zwar konnte diese
Interaktion mit CycT1 uber CT in der vorliegenden Arbeit mit rekombinanten Proteinen nicht
bestatigt werden, es wurde jedoch eine Bindung von BD2 an zwei acetylierte CycT1-
Fragmente (CycT1-K390(ac) und CycT1-K404(ac)) nachgewiesen. Diese Bindung war mit
Ke's von 110 uM und 319 yM ahnlich stark (bzw. schwach) wie die zu acetylierten
Histonfragmenten. Unglicklicherweise konnte eine Bindung dieser Peptide an BD1 aufgrund
der Prazipitation des Proteins wahrend der Messung nicht geklart werden. Auch die
Komplexformierung aus BD1 und den CycT1-Peptiden im Kristall gelang nicht.
Méglicherweise verhindern die negativ-geladenen Glutamate der Peptide (Sequenzen siehe
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3.4) an Position +1 und +4 C-terminal zum Acetyllysin eine geordnete Interaktion im Kristall
mit BD1, da die elektrostatische Oberflache der BDs im Bereich der Bindungstasche von
negativen Ladungen dominiert wird, welche die ebenfalls negative Ladung der Peptide
repulsieren konnte. Dies ware im Einklang mit der Beobachtung, dass weniger die
Ligandensequenz, als vielmehr die Ladung entscheidend fur die Bindung eines Motivs an
BDs ist. Dabei wird die Bindung durch positive Ladungen begtinstigt (Hudson et al., 2000),
und entsprechend wirken negative Ladungen destabilisierend.

Mit dem Nachweis einer Bindung von Brd4 BD2 an CycT1 Uber acetylierten Lysine
erdffnen sich neue Hypothesen der Transkriptionsregulation durch P-TEFb (Abbildung 72):
Noch vor der Rekrutierung von P-TEFb zur CTD von Pol Il bindet Brd4 (ber seine beiden
Bromodomanen an acetylierte Lysine in Chromatinstrukturen nahe des zu transkribierenden
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Gens. RNA Pol Il befindet sich zu diesem
Zeitpunkt im Transkriptionsarrest. Durch
Bindung des C-Terminus CT von Brd4 an
Cdk9 wird der P-TEFb-Komplex rekrutiert
und interagiert mit der CTD, welche
ihrerseits von P-TEFb phosphoryliert wird.
Durch dieses Signal in Kombination mit der
Phosphorylierung von NELF und DSIF (hier
nicht dargestellt) wird der
Transkriptionsarrest aufgehoben und die
Transkriptionselongation eingeleitet. Die
Bromodomanen von Brd4 Iésen sich von
den Histonen und binden nun an die
acetylierten Lysine im zentralen Bereich
von CycT1. Der Transkriptionskomplex
kann sich nun von den initial gebundenen
Histonen und dem Promotor entfernen und
die Transkription des Gens bis zum Ende
durchflhren.

Abbildung 72: Mogliche Rekrutierung von
P-TEFb durch Brd4. A) Durch seine Bromo-
doménen BDs interagiert Brd4 mit acetylierten
Histonen nahe dem Transkriptionsursprung.
B) Durch Bindung von Brd4 CT an Cdk9 wird
P-TEFb an die CTD rekrutiert und kann diese
phosphorylieren. C). Nach der Rekrutierung
binden die BDs an acetylierte Lysine in CycT1,
und die  Transkriptionselongation kann

QORI /MRy, fortfahren.

Bislang ist nicht bekannt, ob die dargestellte Interaktion von BDs aus Brd4 mit CycT1
tatsachlich physiologisch relevant ist oder nur ein Artefakt aus der Verwendung einer
isolierten Proteindoméane und eines Peptids darstellt. Hierflir werden Interaktionsexperimente
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mit groReren Bereichen von Brd4 (wie BD1 und BD2 in einem Konstrukt) oder CycT1 in vivo
und in vitro nétig sein. Da in der urspringlichen Beschreibung der Bindung von Brd4 und
CycT1 rekombinante Proteine aus einer E. coli-Expression verwendet wurden (Jang et al.,
2005), ist eine Acetylierung von CycT1 in den dort verwendeten Konstrukte
unwahrscheinlich. Es wird in zuklnftigen Experimenten zu untersuchen sein, ob tatsachlich
CT nur fir diese Interaktion verantwortlich war (Bisgrove et al., 2007) oder ob noch weitere
Wechselwirkungen zwischen CycT1 und Brd4 vorliegen, die fur die Regulation von P-TEFb
entscheidend sind.

5.3 Larp7 als stabilisierender Faktor des 7SK snRNP

Die 332 nt groRe 7SK snRNA ist als Gerust des snRNPs essentiell fir die Stabilitdt des
inhibierten P-TEFb-Komplexes und wird ihrerseits durch das Protein Larp7 stabilisiert (Krue-
ger et al., 2008; He et al., 2008; Markert et al, 2008). Die biochemische Charakterisierung
von Larp7 in der vorliegenden Arbeit lieferte erste Einblicke in die Domanenorganisation des
Proteins und seine Interaktion mit der 7SK snRNA.

Nukleinsaurefreie Darstellung von Larp7

Larp7 als RNA-bindendes Protein enthalt Uberdurchschnittlich viele Aminosauren mit
positiven Ladungen. Dementsprechend traten bei den Proteinreinigungen der drei
verwendeten Larp7-Konstrukte anfanglich starke Verunreinigungen mit unbekannten
Nukleinsduren auf. Diese Artefakte der rekombinanten Reinigung des Proteins aus E. coli
stellten ein groRes Problem dar, da sie Interaktionsstudien mit dem natirlichen
Bindungspartner 7SK beeinflussen kdnnten. Fur biochemische und strukturelle Studien des
Larp7-verwandten La-Proteins wurden zur homogenen, nukleinsaurefreien Darstellung aus
diesen Griunden zwei bis drei chromatographische Verfahren eingesetzt (Stefano, 1984;
Jacks et al., 2003 Teplova et al., 2006). Doch auch die Analyse der Interaktion von Larp7 mit
anderen Proteinen kdnnte durch eine massive unspezifische Bindung von Nukleinsauren
beeintrachtigt werden. So wurde beispielsweise eine Interaktion von Larp7 mit der 7SK
snRNP-Komponente Hexim1 durch Prazipitationsexperimente beschrieben (Markert et al.,
2008). Beim Versuch der Reproduktion dieses Experimentes mit den initialen Konstrukten
konnte ebenfalls eine leichte Interaktion festgestellt werden (Daten nicht gezeigt), die jedoch
durch Verwendung der aufwendiger gereinigten Proteine nicht mehr auftrat. Daher ist zu
vermuten, dass die urspriinglich beschriebene Interaktion — zumindest teilweise — auf
Interaktion beider Proteine mit unspezifisch gebundenen Nukleinsauren zurtckzufuhren ist
(Markert et al., 2008). Solche verfalschten Interaktionsergebnisse wurden in der
vorliegenden Arbeit durch die Optimierung der Larp7-Reinigungen zur Gewinnung
nukleinsaurefreier Proteine ausgeschlossen. Die fehlende Interaktion von Larp7 und Hexim1
im Prazipitationsexperimente ist jedoch kein endgultiger Beweis, dass diese 7SK-bindenden
Proteine tatsachlich nicht miteinander wechselwirken. In zuklnftigen Experimenten sollte
dieses mit sensitiveren Methoden Uberpruft werden.
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Einblicke in die Stochiometrie und Struktur von Larp7
Mit Hilfe der dargestellten Larp7-Konstrukte wurde mittels Gréfienausschluss-
chromatographie die deutlich verbesserte Homogenitdt der Proben durch Entfernung
unspezifisch gebundener RNAs oder DNAs nachgewiesen, wodurch eine biochemische
Charakterisierung der Proteine modglich war. Das N-terminale L7-3 (32-202)-Konstrukt mit
der La- und RRM1-Domaéane lag genau wie die N-terminalen Domanen des La-Proteins in
monomerer Form vor (Craig et al., 1997). Die Region des La-Proteins, die fir die
Dimerisierung verantwortlich ist, liegt im C-terminalen Bereich hinter dem RRM3. Die
Retentionszeiten der Larp7-Proteine L7-2 (24-555) und L7-4 (448-555) sind jedoch nicht
eindeutig bezlglich einer Dimerisierung von Larp7. L7-2 mit allen drei Domanen eluiert
deutlich fruher als es sein Molekulargewicht von 61 kDa erwarten lasst und weist, verglichen
mit dem Proteinstandard, eine apparente Masse von etwa 150 kDa auf. Dies entspricht der
2,5-fachen Masse des Proteins und kénnte als Hinweis auf eine Dimerisierung des Proteins
gewertet werden. Die zusatzliche Erhoéhung Uber 120 kDa (L7-2-Dimer) hinaus koénnte
ebenso ein Anzeichen fir ungefaltete Bereiche in L7-2 sein, welche den hydrodynamischen
Radius des Proteins erhdéhen. Die analytischen Gelfiltrationsdaten liefern somit
moglicherweise einen ersten Hinweis auf eine Dimerisierung von Larp7. Das Retentions-
verhalten des RRM3-Konstrukts L7-4 mit einer Elution bei apparenten 20 kDa (theoretische
Masse: 12 kDa) ist nicht eindeutig und deutet weniger auf eine Dimerisierung, als mehr auf
ebenfalls teilweise ungefaltete Bereiche des Proteins hin, die den hydrodynamischen Radius
erhéhen. Dies wurde eine Dimerisierung von Larp7 Uber die RRM3-Doméane selbst
ausschlielBen. Das La-Protein dimerisiert Uiber eine C-terminal des RRM3 liegende Region,
wahrend RRM3 selbst in monomerer Form vorliegt (Craig et al., 1997; Jacks et al., 2003). Da
die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konstrukte mit der RRM3 enden, ist es mdglich,
dass Larp7 eine bisher nicht identifizierte Dimerisierungsdomane besitzt, die sich N-terminal
des RRM3 befindet. Sequenzvergleiche zeigten jedoch keine offensichtliche Konservierung
in diesem Bereich (Daten nicht gezeigt). Andererseits wurde bei der Untersuchung der
Interaktion von Larp7 und 7SK eine zusatzliche EMSA-Bande des Larp7:7SK-Komplexes
beobachtet, welche durch Zugabe héherer Mengen Larp7 zu 7SK erreicht wurde (Krueger et
al., 2008). Diese Bande wurde als 2:1-Komplex aus zwei RNAs mit Larp7 oder als Larp7-
Dimer gedeutet, welches eine 7SK snRNA bindet. Die physiologische Relevanz dieser
Beobachtung blieb unklar. Da jedoch auch fir andere Bestandteile des inhibierten 7SK
snRNPs die Formung eines Dimers diskutiert wurde, konnte eine Dimerisierung von Larp7
die Interaktion mit P-TEFb und den anderen Bestandteilen des snRNPs begunstigen.
Beispielsweise bildet Hexim1 Uber seine C-terminale TBD ein homodimeres Coiled-Coil aus
(Dames et al., 2005). Sollte die Interaktion von Larp7 und Hexim1, die von Markert et al.
beschrieben wurde, nicht nur auf unspezifisch gebundene Nukleinsduren zurlickzufiihren
sein, sondern tatsachlich im snRNP relevant sein, wirde eine gleichzeitige Dimerisierung
von Larp7 und Hexim1 eine zusatzliche Stabilisierung der Interaktion und dadurch des
snRNPs bewirken.

Die Bestimmung der Sekundarstrukturelemente von Larp7-Konstrukten Uber
CD-Spektroskopie zeigte eine grdfltenteils a-helikale Faltung der N-terminalen La- und
RRM1-Doméne, die somit groe Ahnlichkeiten zu den homologen Doméanen in La aufweist.
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Die La-Domane bildet eine winged-helix-turn-helix-Struktur aus 6 Helices und 6 Faltblattern
aus, wahrend die RRM1-Domane der klassischen RRM-Faltung aus vier zentralen
B-Faltblattern folgt, die von drei a-Helices umgeben sind (Dong et al., 2004; Alfano et al.,
2004). Da auch Larp7 uber eine 40%ige helikale Faltung verfugt, scheinen die Strukturen
von La und Larp7 in den N-terminalen Domanen ahnlich zu sein, wenngleich Larp7 nur einen
geringen B-Faltblattanteil zeigte. Dagegen zeigte das C-terminale L7-4-Konstrukt der RRM3
einen geringeren Anteil von Helices zugunsten von mehr B-Faltblattern auf, wie es auch in
CD-spektroskopischen Analysen und der NMR-Struktur der RRM3 von La gefunden wurde
(Jacks et al., 2003). Somit kann bis zur Klarung der Kristall- oder NMR-Struktur von Larp7-
Doméanen von einer Faltung ahnlich der in La ausgegangen werden. Gerade fir die
Bestimmung der Strukturen der isolierten N- oder C-terminalen Domanen stellen die hier
dargestellten Konstrukte L7-3 (32-202) und L7-4 (448-555) eine gute Basis dar, wenngleich
trotz initialer Kristallisationsversuche bislang keine Kristalle der Domanen von Larp7
gewonnen werden konnten.

Interaktion von Larp7 mit der 7SK snRNA

In der vorgestellten Arbeit wurde durch den EMSA-Bindungsassay mit
nicht-radioaktiv-markierter 7SK snRNA, deren unspezifische Interaktionen mit Larp7 durch
Anwesenheit von Heparin unterdriickt werden konnte, ein wichtiges Werkzeug zur Analyse
der Interaktion von Larp7 und der 7SK snRNA etabliert. In diesen EMSAs wurde gezeigt,
dass nicht nur das L7-2 (24-555)-Konstrukt mit allen drei Domanen, sondern auch die
N-terminalen La- und RRM1-Domanen an 7SK binden. Dies wurde auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben, die ebenfalls feststellten, dass das C-terminale RRM3 nicht an
7SK bindet (He et al., 2008; Markert et al., 2008). Die beobachtete leichte Interaktion von
7SK und RRM3 ist vermutlich auf unspezifische Wechselwirkungen zuriickzufihren, da sie
durch Heparin vollstandig unterdriickt werden konnten. Auch in La wird die Bindung zu
Pol llI-Transkripten durch beide N-terminalen Domanen La und RRM1 vermittelt, die direkt
mit dem 3°-Ende der RNA interagieren, wahrend RRM3 nur eine untergeordnete Rolle in der
RNA-Bindung spielt (Ohndorf et al., 2001; Kotik-Kogan et al., 2008). Jedoch ist auch in La
die Funktion der RRM3 bislang nicht endgultig geklart. Interessanterweise wurden in
Magenkrebszellen C-terminale Mutationen von Larp7 gefunden, fir die He et al. zeigen
konnten, dass sie Interaktionen von Larp7 mit dem inhibierten P-TEFb-Komplex (7SK
snRNP) beeintrachtigten (Mori et al., 2002; He et al., 2008). Dies kénnte auf eine Rolle des
C-Terminus und RRM3 in der Stabilisierung des snRNP durch direkte Interaktion mit
anderen Proteinen des Komplexes deuten.

Bei Verwendung einer 7SK-Variante, deren 3" UUUou-Nukleotide zu UAGoy verandert
waren, wurde trotzdem eine Interaktion mit L7-2 beobachtet, die jedoch abgeschwacht war.
He et al., konnte zudem zeigen, dass bei Deletion der vier 3’'Nukleotiden von 7SK eine
Bindung an 7SK fast vollstandig unterbunden wird (He et al., 2008). Dies macht deutlich,
dass - wie auch in La - diese 3'-Reste hauptséachlich fur die Bindung von La- und RRM1-
Doméne entscheidend sind, wahrend andere Interaktionen nur untergeordnete Rollen
spielen (Ohndorf et al., 2001). Die Bindung der 3'-Reste von 7SK durch Larp7 stellt analog
zu La vermutlich einen Schutz der RNA vor dem Abbau durch Exonukleasen dar (Wolin und
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Cedervall, 2002; He et al., 2008). In strukturellen Studien zur Bindung von einzeln- und
doppelstrangigen RNAs variabler 3'-Sequenzen wurde deutlich, dass die letzten beiden
Nukleotide einer Pol IlII-RNA (U; und U,) die entscheidenden Kontakte zu La ausbilden,
wahrend U; und nachfolgende Reste unspezifisch gebunden werden (Teplova et al., 2006;
Kotik-Kogan et al., 2008). Vor allem U, wird basenspezifisch von La- und RRM1-Domane
gebunden, und eine Mutationen dieses Restes schwacht die Interaktion um den Faktor 10 ab
(Ohndorf et al., 2001; Teplova et al., 2006). Auch in 7SK wurde die Interaktion durch
Mutation dieser entscheidenden Reste U, (A) und U, (G) deutlich geschwacht, jedoch kann
Larp7 die RNA trotzdem binden und vor dem Abbau schitzen. Dies legt auch die Erkennung
zusatzlicher, bislang nicht identifizierter Regionen der 7SK durch Larp7 nahe, deren
Eingrenzung zum Verstandnis der Funktion von Larp7 essentiell beitragen wird.

Mit der Erstellung des kurzen 39-nt-Fragment von 7SK, welches ebenso wie die
vollstdndige RNA mit den Larp7-Konstrukten interagiert, wurde zusammen mit den
Konstrukten L7-3 und L7-4 passende Fragmente erstellt, um in zuklnftigen strukturellen
Studien das detaillierte Zusammenspiel von Larp7 und der 7SK snRNA zu untersuchen.
Da L7-2 und das 39-nt-Konstrukt auch wahrend einer Gelfiltration stabil gebunden bleiben,
kdnnte ein so gereinigter Komplex fir initiale Kristallisationsansatze eingesetzt werden, um
Einblick in die Bindung aller drei Larp7-Domanen La, RRM1und RRM3 an 7SK zu gewinnen.
Somit liefert die vorliegende Arbeit zur Interaktion von Larp7 und der 7SK snRNA eine gute
Ausgangslage zur genaueren Charakterisierung des RNA:Protein-Komplexes auf
biochemischer und struktureller Basis.
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6 Anhang

Tabelle 4: Vektoren und Massen der verwendeten Proteinkonstrukte. Die aufgelisteten Proteine
wurden in die angegebenen Vektoren kloniert und nach der Expression gereinigt. Die Massen der
Theoretische Massen wurden Uber die
http://www.expasy.ch/tools/protparam.html berechnet.

Proteine wurden per ESI-MS ermittelt.

Internetseite

Proteinkonstrukt Verwendeter Vektor Theoretische Masse  Tatsachliche Masse
Larp7-2 (24-555) pOPINM 61.088 Da 61.166 Da
Larp7-3 (32-202) pOPINM 19.673 Da 19.751 Da
Larp7-4 (448-555) pOPINM 12.442 Da 12.443 Da
BDI (54-168) pProExHTb 14.238 Da 14.238 Da
BDI (42-168) pProExHTb 15.369 Da 15.369 Da
BDII (350-464) pProExHTb 13.875 Da 13.876 Da
BDIl A456Q pProExHTb 13.932 Da 13.935 Da
BDIl R445A/D449A pProExHTb 13.746 Da 13.748 Da
CT (1351-1400) pGEX4T1 tev 6.360 Da 6.360 Da
CT-W (W1338-1400) pGEX4T1 tev 7.655 Da 7.655 Da
CT LLAA pGEX4T1 tev 7.570 Da 7.570 Da
CT R4A pGEX4T1 tev 7.314 Da 7.314 Da
CT RKRA pGEX4T1 tev 7.427 Da 7.428 Da
CT RxLA pGEX4T1 tev 7.527 Da 7.528 Da
CycT1 (1-272) pGEX4T1 tev 32.123 Da 32.127 Da
Hxm 11l pGEX4T1 tev 40.752 Da 40.747 Da
Hxm1 TBD (Schulte et al., 2005)
Hxm1 200 (Czudnochowski, 2009)
P-TEFb (Cdk9 1-340, pFastBac Dual 32.291 Da 32.307 Da
CycT1 1-272-His) (Czudnochowski, 2009) 39091 Da 39.076 Da
GST-CTD 9x pGEXG6PN 33.415 Da 33.416 Da
ITC-Messungen der vorliegenden Arbeit
Tabelle 5: Auflistung aller Messparameter der durchgefiihrten ITC-Messungen
Spritze Zelle Kyq AH TAS AG Molares
mM mM UM kcal/mol kcal/mol kcal/mol Verhaltnis n
CT 0,08 P-TEFb 0,008 1,21£0,6 -19,8 £ 0,39 -12,40 74 0,55 £ 0,08
BD1 59 H3-K14(ac) 0,59 118 £ 28 -0,59 £ 0,02 4,77 -5,36 1,33 £ 0,06
BD1 54 H4-K5(ac) 0,54 325+ 72 -1,99 + 0,07 2,35 -4,34 2,35+0,20
BD1 5,9 H4-K16(ac) 0,59 | 308 +142 -0,76 + 0,06 1,47 2,23 1,47 £ 0,21
BD2 6,0 H3-K14(ac) 0,60 327+75 -1,68 + 0,06 3,07 -4,75 2,31+0,19
BD2 6,0 H4-K5(ac) 0,73 107 £ 23 -1,81 £0,06 3,61 -5,42 1,91 £ 0,08
BD2 6,0 H4-K16(ac) 0,60 13325 -0,63 £ 0,02 4,64 -5,27 1,43 £ 0,06
BD2 6,0 T1-K390(ac) 0,60 110 £ 21 -2,35£0,07 3,04 -5,39 1,44 +-0,07
BD2 6,0 T1-K404(ac) 0,60 31993 -1,69 0,08 3,07 4,76 1,84 +-0,18
BD1 5,0 H3-K14(prop) 0,50 | 337 76,2 -0,64 0,10 4,08 4,72 0,92 + 0,09
BD1 5,0 H3-K23(prop) 0,50 | 380+ 104,5 -0,64 + 0,01 4,02 -4,66 1,06 + 0,12
BD1 5,0 H3-K14(but) 0,50 - - - -
H3-K14(prop) 5,0 BD2 0,50 213 £ 14 -1,48 £ 0,05 3,52 -5,00 1,00 £ 0,02
H3-K23(prop) 5,0 BD2 0,50 | 208%16,0 -0,86 £ 0,03 4,17 -5,03 0,96 £ 0,02
H3-K14(but) 5,0 BD2 0,50 - - - -
BD1 3,45 | H4K5(ac)K8(ac) 0,50 38+3,7 -10,04 £ 0,17 -3,99 -6,05 0,90 £ 0,01
H4-K5(ac)K8(ac) 5,0 BD2 0,50 212£35 6,35 0,50 -1,34 -5,01 1,21+ 0,05
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Abbildung 73:Zusétzliche ITC-Titrationen und Kontrollmessungen.
A) 180 uM Brd4 CT gegen 18 uM CycT1 M (321-566). B) 5,9 mM BD1 gegen Puffer.
C) 6 mM BD2 gegen Puffer. D) Puffer gegen 590 uM Peptid H3-K14(ac).
E) 6 mM BD2 gegen 600 uM H3-K14(ac). F) 6 mM BD2 gegen 730 uM H4-K5(ac).

G) 6 mM BD2 gegen 600 pM H4-K16(ac). H) 5,9 mM BD1 gegen 590 pM H3-K14(cit).
I) 5 mM H3-K23(prop) gegen 500 uM BD2. J) 5 mM BD1 gegen 500 uM H3-K14(prop).
K) 5 mM BD1 gegen 500 uM H3-K23(prop). L) 5 mM BD1 gegen 500 uM H3-K14(but).
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Kristallisationsparameter

Tabelle 6: Vollstandige Parameter der Strukturlésung der BD1- und BD2-Strukturen

Brd4 BD1 Brd4 BD1 mit Brd4 BD2 Brd4 BD2 mit Brd4 BD1 mit Brd4 BD1 mit
H3-K14(ac) H3-K14(ac) H3-K23(prop) H3-K14(but)
Datenaufnahme
Rontgenquelle SLS X10SA SLS X10SA SLS X10SA SLS X10SA SLS X10SA SLS X10SA
Wellenlange [A] 1,00 1,00 0,97642 0,97886 1,00 0,978946
Raumgruppe P212121 P212121 P21212 P21212 P212121 P212121
Einheitszelle a=34,01, a=36,13, a=52,06, a=52,10, a=36,21, a=34,00,
a, b, c[A] b=47,44, b=47,03, b=73,05, b=73,15, b=47,00, b=47,23,
o B, v [ c=78,02 c=77,25 c=32,30 c=32,16 c=78,10 c=77,98
' a=B=y=90° a=B=y=90° a=B=y=90° a=B=y=90° a=B=y=90° a=B=y=90°
Aufldsung [A]* 19,6 — 1,55 19,7-1,8 19,5-1,2 19,5-1,20 19,60 - 1,75 19,60 — 1,65
(1,6-1,55) (1,9-1,8) (1,25-1,2) (1,25-1,2) (1,8-1,75) (1,7-1,65)
Gemessene Reflek- 146 605 (13 97 615 (14 195 195 (20 365 947 (40 53 560 (4 276) | 61 824 (5218)
tionen* 213) 698) 535) 606)
Einzigartige Reflektio- 18 865 (1 12 652 (1857) | 39272 (4460) | 37 336 (4 265) | 13605 (1072) | 15640 (1 309)
nen* 668)
Rmerge [%]* 8,2 (43,6) 6,8 (42,9) 8,0 (41,5) 5,2 (23,1) 8,6 (53,2) 8,0 (50,2)
Multiplizitat* 7,7 (7,9) 7,7 (7,9) 5,0 (4,6) 9,8 (9,5) 3,9 (4,0) 4,0 (4,0)
<l/o>* 15,4 (5,1) 16,5 (4,7) 20,4 (4,0) 23,4 (6,9) 20,1 (4,2) 20,8 (4,1)
Vollstandigkeit [%*] 99,4 (99,5) 99,4 (99,9) 99,9 (100,0) 95,2 (96,3) 99,7 (100,0) 99,5 (98,8)
Modellverfeine-
rung/Refinement
Gesamtzahl der 1177 1200 1231 1194 1230 1202
Atome
Inhalt des Modells mol A: MG- mol A: MG- mol A: GAMG- | mol A: GAMG- mol A: MG- mol A: MG-
S42'T166 S42'T166 SS49'D460 SS4Q'D460 S42'T166 S42'T166
1 Glycerin 1 H3 Peptid 3 EG 2EG 1 H3 Peptid 1 H3 Peptid (G
1EG (GG AcK A) 2 B-ME 2 B-ME (AT K(prop) K(but))
111 Wasser 1EG 219 Wasser 223 Wasser AARK) 1EG
104 Wasser 1EG 135 Wasser
151 Wasser
Anzahl der Wasser- 111 104 219 223 151 135
molekiile
Lésungsmittelanteil 40 42 30 33 42 40
(%)
Reactor (%)* 18,4 (23,9) 19,6 (29,1) 11,6 (15,3) 11,6 (13,3) 17,2 (23,3) 17,7 (23,3)
Riree (%) 22,0 (25,2) 25,9 (30,8) 14,5 (20,9) 15,0 (14,4) 21,9 (25,4) 22,5 (27,6)
rms der Bindungen [A] 0,026 0,021 0,030 0,034 0,023 0,028
rms der Winkel [A] 2,238 1,957 2,525 2,359 1,936 1,195
<B> Gesamtz [A?] 24,6 411 15,5 15,8 27,9 19,9
<B> BD [A7] 23,4 38,7 12,4 12,5 25,9 18,1
<B> Wasser [A7] 35,6 47,3 30,0 29,8 37,7 29,5
Ramachandran plot begiinstigte : begiinstigte: beglnstigte: beglinstigte: most favored : | most favored :
91,8% 88,4% 93,3% 94,2% 96,1% 96,8%
erlaubt : erlaubt : erlaubt : 5,8% erlaubt : 5,8% allowed : allowed :
8,2% 10,7% (zu- 3,9% 3,2%
satzlich)
0,9% (gene-
rell)

unerlaubt: 1%

* Werte in Klammern beziehen sich auf die hdchste Auflésungsschale

Rmerge =

Riactor = Zpuil|Fobs|

>(|I = <I|)/Z(l), wobei | und </> die gemessenen und gemittelten Intensitaten aller
Reflektionen mit ihren Symmetriedquivalenten darstellt.

|Feaicl//Z|Fobs|, wWobei Fos und Fe die beobachteten und berechneten
Strukturfaktoren der Reflektion hkl darstellt.
Rree wurde auf Grundlage von zufallig gewahlten Reflektionen (5%) errechnet, die vom der
Verfeinerung ausgeschlossen wurde.
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