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Sammendrag

c-Myb er en transkripsjonsfaktor som er involvert i proliferasjon, differensiering og apoptose,
hovedsakelig av hematopoetiske celler. Den transkripsjonelle aktiviteten av c-Myb har vist

seg & vaere avhengig av forskjellige posttranslasjonelle modifkasjoner.

”Small ubiquitin-like modifiers” (SUMO) er en familie av proteiner som de seneste arene er
blitt viet mye forskning. SUMO proteinene har det til felles med ubiquitin at de kan
konjugeres til andre proteiner posttranslasjonelt, og en rekke forskjellige
transkripsjonsfaktorer har vist seg a bli sumoylert. SUMO er tidligere vist & konjugeres til c-
Myb pa 2 forskjellige lysin residuer og mutasjon av disse konjugeringssetene (c-Myb-2KR) er

vist 4 fore til at den transkripsjonelle aktiviteten til c-Myb eker.

En utfordring man stir overfor nar man vil studere hvilken effekt SUMO-konjugering av c-
Myb har pa c-Myb avhengig transkripsjon, er at sumoylering er en reversibel prosess og bare
en liten andel av en transkripsjonsfaktor i en celle vil til enhver tid veere sumoylert. Det er
enkelt via mutanter 4 skape en ikke-sumyolert faktor, men mindre opplagt hvordan man kan
studere egenskapene til en fullt og alltid sumoylert form. I dette prosjektet er det nettopp det
siste vi har prevd & fa til, for dermed sikrere & kunne studere effekten som sumoylering av c-

Myb har pé faktorens transkripsjonelle egenskaper nar den foreligger 1 konjugert form.

Vi valgte i en strategi hvor vi lagde fusjoner mellom c-Myb og SUMO som ikke kunne brytes
av SUMO-proteaser for deretter a preve a studere hvilken effekt SUMO-konjugering har pa c-
Mybs transkripsjonelle aktivitet. Det ble ogsé benyttet immunofluorescense og
konfokalmikroskopi for & studere om den subcellulere lokalisasjonen til c-Myb ble forandret

ndr c-Myb var sumoylert sammenliknet med fritt c-Myb.

Det viste seg ved a benytte reporteraktiveringsassay at aktiviteten til c-Myb-2KR-SUMO
fusjonskonstruktene var markant lavere enn c-Myb-2KR og at SUMO-konjugering av c-Myb

derfor forer til en reduksjon i c-Mybs transkripsjonelle aktivitet.

Ved a sammenlikne vare fusjonsproteiner med c-Myb proteiner som mangler det negative

regulatoriske domenet (NRD) ensket vi videre & se om SUMO-konjugering av c-Myb kan



forklare NRDs negative regulatoriske effekt pa c-Mybs transkripsjonelle aktivitet. Effekten av
a fjerne NRD (c-Myb-[1-443]) ble i stor grad oppveiet ved en SUMO fusjon (c-Myb-[1-443]-
SUMO), men vi kan likevel ikke utelukke at det er andre aktiviteter knyttet til NRD som ikke

fanges opp av vrt reporteraktiveringsassay.

Ved hjelp av immunofluorescense og konfokalmikroskopi undersgkte vi om den subcellulaere
lokalisasjonen til c-Myb ble forandret ved SUMO-konjugering. Vi fant ikke bevis for at den
subcellulere lokalisasjonen til c-Myb forandres ved SUMO-konjugering, tvert imot ser den
subcellulere lokalisasjon til c-Myb a veare uforandret ved SUMO-konjugering sammenliknet
med fritt c-Myb. Det kan se ut til at andre faktorer er viktigere for c-Mybs lokalisasjon enn

SUMO siden c-Mybs lokalisasjon forandres fra celle til celle.
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Kapittel 1 Introduksjon

Introduksjon

Denne oppgaven dreier seg om problemstillinger innen transkripsjon og kontroll av
genekspresjon, og fokuserer pa hvordan en type posttranslasjonelle modifikasjoner pavirker
transkripsjonsregulatoren c-Myb. For & sette dette inn 1 en mer generell kontekst, kan det vaere

pa sin plass med noen generelle betraktninger innledningsvis.

Det humane genom bestar av 20-25000 proteinkodene gener (Little, 2005), et tall som er
overraskende lavt 1 forhold til estimater gjort for sekvenseringen av det humane genom. Dette
tallet er ogsa lavt sammenliknet med mange andre organismer som er sekvensert. Rundormen
Caernothabditis elegans inneholder til ssammenlikning ca. 20000 gener. Antall gener som
finnes i en organisme ser med andre ord ikke ut til & veere avgjerende for organismens
kompleksitet. Det forholdsvis lave tallet proteinkodene gener som den komplekse organismen
mennesket bestér av, kan i stedet forklares gjennom hvordan uttrykk av gener reguleres og
gjennom hvordan mRNA-molekyler spleises sammen. Gener bestdr av kodende omréder og
ikke-kodende omrader. Etter at et gen er transkribert til RNA, fjernes de ikke-kodende
omradene og de kodende delene av genet spleises sammen til et ferdig mRNA-molekyl.
Alternativ spleising medferer at de kodende delene av genet kobles sammen pa alternative
méter og derfor danner ulike mRNA-molekyler som koder for proteiner med potensielt ulike
egenskaper. I tillegg kan svart mange proteiner endres gjennom posttranslasjonelle
modifikasjoner som fosforylering, glycosylering, acetylering. Alt dette bidrar til et vesentlig

storre antall protein varianter enn antallet proteinkodende gener.

Selv om alle cellene i en organisme inneholder den samme genetiske informasjonen uttrykkes
forskjellige gener forskjellig avhengig av celletype, av hvilken fase cellen er 1 og av ytre
stimuli. Dermed uttrykkes langt ifra alle genene samtidig og det kan oppnées hay spesifisitet
og kompleksitet. Hvilke gener som til en hver tid blir uttrykt i cellen, styres av et komplekst
samspill av transkripsjonsfaktorer, kofaktorer, kromatinremodelleringsfaktorer, histoner og
DNA modifiseringer. Hvordan forskjellige faktorer virker sammen for a regulere uttrykk av
forskjellige gener er dermed meget viktig & finne ut av for 4 forsta hvordan organismer
fungerer. Forskjellige cellers evne til & programmere sitt eget genom og bestemme hvilke

gener som til enhver tid blir uttrykt under forskjellig ytre stimuli, er sentralt for
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celledifferensiering, utvikling av organer og generelt for en organismes utvikling (Emerson,

2002).

Forstdelsen av genregulering er ogsé meget viktig for 4 kunne forstd en rekke sykdommer.
Kreft er et eksempel pa dette hvor celledeling er ute av kontroll. To typer gener har serlig
betydning for utvikling av kreft: proto-onkogener og tumorsupressorgener. Proto-onkogener
koder for proteiner som er involvert i celledeling og vekst og er komplekst regulert 1 vanlige
celler. Ved skader pa proto-onkogene kan de tilsvarende onko-proteinene stimulere
celledeling unormalt sterkt slik at celledelingen kommer ut av kontroll. Den andre typen gener
kalt tumorsupressorgener har den egenskapen at de hemmer celledeling og vekst. Ved skader
pa disse genene kan funksjonen som bremser celledeling ga tapt, noe som vil vere et steg i

retning av kreftutvikling.

I denne oppgaven studeres hvordan egenskapene til transkripsjonsfaktoren c-Myb, som er et
produkt av et proto-onkogen, endres som folge av fusjon med et annet protein, ”small
ubiquitin-related modifier” (SUMO) som i cellen benyttes til & posttranslasjonelt modifisere
en rekke proteiner. I introduksjonsdelen blir det forst kort fortalt om transkripsjon og
posttranslasjonell proteinmodifisering. SUMO proteinfamilien blir s& beskrevet videre, da
spesielt SUMO-1 som blir benyttet 1 denne oppgaven, og tilslutt blir Myb familien av
proteiner beskrevet med hovedvekt pé c-Myb.
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Transkripsjon

Proteinkodene gener utgjor under 2 % av det totale humane genom. Sammenliknet med dette
kan det se ut som over 30 % av genomet er med pd & kontrollere bl.a. replikasjon og
genekspresjon. Generelt ser det ut til at 5-10 % av den totale kodende kapasiteten til
multicellulere organismer gér med til 4 uttrykke proteiner som regulerer transkripsjon.
(Levine and Tjian, 2003). Disse proteinene deles inn i forskjellige klasser, som sekvens-
spesifikke DNA-bindenede proteiner som enten er aktivatorer av transkripsjon eller
repressorer. [ tillegg er det proteiner som inngdr som komponenter i det store RNA
polymerase II maskineriet som kreves for promotor gjenkjenning og katalyse av RNA
syntese. Tilslutt utgjer kromatin remodellerende og modifiserende proteiner en siste klasse av
transkripsjonsregulerende proteiner. I gjer finnes det ca. 300 forskjellige
transkripsjonsfaktorer. Til sammenlikning er det i storrelsesorden ca. 1000 forskjellige
transkripsjonsfaktorer i C. elegans og 2-3000 transkripsjonsfaktorer i mennesket. Det kan se
ut til at bade ratioen av transkripsjonsfaktorer pr. genom og den totale mengden
transkripsjonsfaktorer i en organisme korrelerer med en organismes kompleksitet. Mens gjaer
inneholder en transkripsjonsfaktor pr. 20 gener er det tilsvarende tallet for mennesker en

transkripsjonsfaktor pr. ti gener. (Levine and Tjian, 2003)

Transkripsjonsapparatet

For & starte eukaryot transkripsjon inngar en rekke faktorer som spesifikke
transkripsjonsfaktorer, generelle transkripsjonsfaktorer (GTF), RNA polymerase I,
forskjellige kofaktorer og kromatinremodeleringsfaktorer. All eukaryot transkripsjon starter
med at det trinnvis dannes et preinitiation complex (PIC) bestdende av RNA polymerase II og
GTF og et DNA templat pa ”core” promoteren. PIC komplekset som dannes varier med ulike
promoterer det dannes pa. For mer detaljer om dannelsen av, og detaljer om PIC se (Woychik
and Hampsey, 2002) og (Reese, 2003). ”’Core” promoteren defineres som den korteste DNA
sekvensen som er nok for direkte initiering av transkripsjon med RNA polymerase II. Dette
DNA omradet kan besta av elementer som TATA boksen, initiator (Inr), TFIIB gjenkjennings
element (BRE) og nedstrems “’core” promoter element (DPE), for mer informasjon om “core”

promoteren og promoter elementene se (Butler and Kadonaga, 2002).
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Spesifikke transkripsjonsfaktorer er sekvensspesifikke DNA bindene proteiner. Disse
transkripsjonsfaktorene er spesifikke for bestemte gener eller genfamiler og er funksjonelt
aktive i transkripsjonell aktivering eller represjon. De inneholder minimum 2 domener: et
DNA bindingsdomene og et domene som kan aktivere transkripsjon. Disse
transkripsjonsfaktorene ligger normalt inaktivert i cellene og aktiveres ved ekstracellulaere
signaler (Brivanlou and Darnell, 2002). De spesifikke transkripsjonsfaktorene regulerer
transkripsjon hovedsakelig ved & rekruttere koaktivatorer og proteiner til RNA polymerase I1
komplekset.

I tillegg til disse faktorene inngar en rekke kofaktorer og kromatinremodelleringsfaktorer i
transkripsjonsapparatet som er nedvendige for kommunikasjon mellom spesifikke
transkripsjonsfaktorer og RNA polymerase II maskineriet. Disse transkripsjonelle kofaktorene
kan inndeles i fem klasser: (1) Kofaktorer som er assosiert med elementer i komplekset som
dannes pa core” promoteren. (2) Kofaktorer som binder sekvensspesifikke
transkripsjonfaktorer. (3) En gruppe av faktorer som er beslektet og inneholder store multi-
subenheter. Noen interagerer med RNA polymerase II og eller aktivatorer, mens andre har
enzymatisk funksjon. (4) Kromatinremodelleringsfaktorer som kovalent modifiserer
nukleosomer som for eksempel HDAC-1. (5) Kromatinremodelleringsfaktoerer som er ATP-
avhengige. For mer detaljer om kofaktorer og kromatinremodelleringsfaktorer henvises til

(Lemon and Tjian, 2000).
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Posttranslasjonell modifisering

En annen faktor som er med pa a egke kompleksiteten i den humane organismes proteom
betraktelig er posttranslasjonell modifisering. Det er funnet over 300 forskjellige
posttranslasjonelle modifiseringer (PTMs) (Clark et al., 2005). Noen eksempler pd PTMs er
proteolyse, fosforylering, acetylering, metylering, ubiquitinering og sumoylering. PTMs
forandrer proteiner fysiske karakteristikker avhengig av hvilken modifikasjon som skjer med
det enkelte protein, og forhold som sterrelse, ladning, struktur og proteinets konformasjon.
Som felge av disse forandringene kan proteiners kjemiske egenskaper forandres som f.eks.
enzymaktivitet, bindingsaffinitet, og et proteins hydrofobisitet. PTMs kan ogsa indirekte
forandre et proteins funksjon, ved at en gitt PTM forandrer proteinets subcellullaere
lokalisasjon, eller at proteinet blir merket for degradering via ubiqutinering. PTMs av
transkripsjonsfaktorer er en mekanisme som cellen benytter til & regulere transkripsjon, ved at
PTM av en transkripsjonsfaktor kan fore til at transkripsjonsfaktoren transkripsjonelle

aktivitet forandres.

Modification(s) at @ @
specific amino acid(s) m
/—P Activation

Tor { function
@ Compartmentalization
Protein | —> | Protein @ ﬁggg%péggigllghzfggon
— Degradation
Elimination
Proteolysis

Figur 1.1: Oversikt over forskjellige posttranslasjonelle modifiseringer. Proteiner kan for eksempel modifiseres
via proteolyse, eller bli modifisert med andre proteiner. PTM resulterer i forandring av masse/ladning og
konformasjon, og dette kan medfore forandringer i proteinets funksjon, interaksjon med andre proteiner,

merking for degradering etc. (Clark et al., 2005).
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Small ubiquitin-like modifier (SUMO)

Hvis ikke annet er oppgitt er informasjonen i dette avsnittet hentet fra SUMO review artiklene
til (Hay, 2005) og (Dohmen, 2004). Small ubiqutin-like modifiers (SUMO) er en familie av
proteiner som strukturelt likner pa ubiqutin, men som bare har ca. 20 % sekvenslikhet. SUMO
protein familien har det til felles med ubiqutin at de konjugeres til andre proteiner
posttranslasjonelt. Som for ubiqutin konjugeres SUMO til proteiner kovalent via isopeptid
bindinger som dannes mellom det C-terminal glysin residuet pd SUMO og ¢-amino gruppen
pa lysin residue pé target proteinet. Dette kalles gjerne sumoylering. Enzymene som er
involvert i den reversible konjugeringen av SUMO, likner pd enzymene som inngér i
ubiqutinkonjugering. Siden SUMO ble oppdaget i 1996, hvor det ble funnet kovalent bundet
til det GTPase aktiverende proteinet RanGAP1, har denne protein familien blitt viet mye
forskning og oppmerksomhet fordi SUMO-konjugering har vist seg & ha viktige biologiske
funksjoner og pga. SUMO familienes substratproteiner hvor en rekke sentrale biomedisinske
proteiner inngar som f.eks. tumor supressoren p53, c-jun, PML og huntingtin (Gostissa et al.,

1999) (Muller et al., 2000) (Steffan et al., 2004).

Posttranslasjonell modifisering som er beskrevet over er en mekanisme som celler benytter til
a kontrollere proteiners funksjon ved a regulere deres aktivitet, subcelluler lokalisasjon,
stabilitet eller deres interaksjon med andre proteiner. Posttranslasjonell proteinmodifisering er
ogsé viktig for 4 raskt kunne regulere proteinfunksjon som respons overfor forandringer i
cellens tilstand eller ytre milje. Ubiquitin-related protein modifiers (Ubls) blir
postranslasjonelt koblet til substratproteiner ved enzymatisk reaksjon tilsvarende som for
ubiqutin konjugering. SUMO proteinfamilien er en undergruppe av Ubls. Selv om SUMO har
mange likheter med ubiquitin nir det kommer til struktur og mekanismen for konjugering, har
det vist seg at SUMO-konjugering kan ha funksjoner som er vidt forskjellige fra
ubiquitinering. De funksjonelle effektene av SUMO-konjugering blir beskrevet nermere

nedenfor.

SUMO familien

I gjeer er det identifisert bare et gen i denne familien, nemlig SMT3 (Suppressor of Mif Two
3) som koder for SUMO homologen Smt3p. Fire forskjellige SUMO varianter har blitt
detektert i mammalske celler, og de er gitt navn SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 og SUMO-4.
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SUMO-2 og SUMO-3 har nesten identisk sekvens og sees gjerne pa som en egen subfamilie
av SUMO proteiner, ofte kalt SUMO-2/3. SUMO-1 som har ca. 50 % sekvenslikhet med
SUMO-2/3, ser ut til 4 vaere den SUMO varianten som oftest konjugeres til proteiner under
normale forhold, mens SUMO-2/3 normalt blir konjugert til proteiner under stress. SUMO-4
som ble identifisert forst i 2004 kodes for av en sekvens som ligger i et intron av det humane
TAB2 genet. Uttrykket av dette genet er storst 1 nyre celler. SUMO-2, SUMO-3 og SUMO-4
deler et felles SUMO-konjugeringssete (markert 1 Figur 1.2), dette sete eksisterer ikke for
SUMO-1. Et slikt sete gjor det mulig & videre konjugere SUMO til SUMO-2/-3 eller -4. Det
har vist seg at SUMO-2, SUMO-3 og SUMO-4 kan danne poly-SUMO kjeder bade in vitro
og in vivo, noe SUMO-1 ikke kan.

SUMO-1 GDKKEGEY IKLKY |IGQDSSEIHFKVEKMTTHLKEKLK
SUMO-2 NN MNHINLKVAGODGSVVOFKIKRHTPLSKLM
SUMO-3 | DY INLEKEVAGODGS VVAFKIKRHTSLSKLM
SUMO-4M NN NHINLKVAGQDGSVVOAOQFKIKARQTPLSKLM
SUMO-4V NN HNHINLKVAGODGSVVAQFKIKRAQTPLSKLM
SUMO-1 LRFLFEGQRIADNHTPKELGMEEEDYIEVYQEQTG
SUMO-2 IRFRFDGQPINETDTPAQLEMEDEDT IDVFQQQTG
SUMO-3 IRFAFDGQPINETDTPAQLRMEDEDTIDVFQQAQQTG
SUMD-4M IRFARFGGAQFP I SGTDODKPAQLEMEDEDT IDVFQQPTG
SUNO-4V IRFRFGGQP I SGTDKPAQLEMEDEDT IDVFQQPTG
SUMO-1

SUMO-2

SUMO-3 GHSF

SUMD-4M

SUMO-4v

Figur 1.2: Flersekvenssammenstilling med SUMO 1-4. Boksene i figuren viser folgende: VKTE motivet er
sumoyleringssetene som finnes alle SUMO variantene unntatt SUMO-1. Den neste boksen viser aminosyren som
er forskjellig mellom SUMO-4M og V. Den siste boksen omkranser det C-terminael glysinet som md eksponeres
for a muliggjore SUMO-konjugering til andre proteiner. (Bohren et al., 2004)

I modellplanten Arabidpsis thaliania er det funnet atte ulike SUMO gener. I denne oppgaven
benyttes utelukkende human SUMO-1 i forsekene utfort. Human SUMO-1 vil i oppgaven
hovedsakelig omtales bare SUMO.

SUMO-konjugering

Analyser av en rekke SUMO target proteiner har fort til identifisering av en konsensus-
sekvens pa target proteinet hvor SUMO konjugeres. SUMO konjugeres til lysin residuer, og

lysin residuet ligger i de fleste tilfeller i konsensussekvensen WKXE, hvor W er en alifatisk
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residue, normalt L,I eller V, og X kan vere et hvilket som helst residue. Selv om de fleste
substrat proteiner blir modifisert med SUMO innenfor denne konsensus sekvensen har det vist
seg at enkelte SUMO substrat proteiner blir modifisert pa lysin residuer hvor sekvensen rundt
ikke stemmer overens med denne konsensus sekvensen. Det kan ogsa nevnes at en rekke
proteiner som inneholder denne konsensus sekvensen ikke blir modifisert med SUMO. Dette
tyder pa andre faktorer spiller inn, som subcelluler lokalisasjon og/eller lokalisasjon og

tilgjengelighet av sekvensen pé substrat proteinet.

Felles for alle Ubls er at de blir konjugert til target proteiner via tre ulike enzymer; Ubl
aktiverende enzym (E1), Ubl konjugerende enzym (E2) og en Ubl protein ligase (E3).
SUMO-konjugering involverer de samme enzymatiske trinnene, hvor det SUMO aktiverende
enzymet (E1) er en heterodimer som bestéar av subenhetene SAE1 og SAE2 (kjent som Aosl

og Uba2 i gjer).

SUMO blir syntetisert i en forleperform med en C-terminal ende som forst mi bli spaltet for &
4 det C-terminale glysin residuet eksponert. For & starte SUMO modifiseringsreaksjonen
videre, katalyserer SAEI/SAE2 dannelsen av adenylert SUMO hvor den C-terminale
karboksylgruppen av SUMO blir kovalent bundet til AMP. SUMO-AMP bindingen brytes sa
og det dannes et kovalent intermediat hvor den C-terminale karboksyl gruppen pa SUMO
danner en tioester binding med en sulphydryl gruppe pa cystein residue i SAE2 (C173). I steg
2 av reaksjonen blir SUMO transesterifisert fra SAE?2 til cystein 93 i SUMO-konjugerings
enzymet Ubc9. En av egenskapene til Ubc9 som er forskjellig fra andre Ubls
konjugeringsenzymer, er dets evne til & direkte gjenkjenne substrat proteiner. Ubc9-SUMO
tioester kan dermed videre katalysere dannelsen av isopeptid binding mellom den C-terminale
karboksylgruppen pa SUMO og e-amino av lysin pa substratproteinet. I na@rvar av bare Ubc9
og SAE1/2 kan SUMO bli konjugert til substrat inneholdende YKXE sekvensen, men med
unntak av RanGAP1 er SUMO-modifisering av substrat proteiner ineffektivt, og andre

komponenter ma rekrutteres for a {4 katalysert reaksjonen.

[ ubiquitin systemet blir gjenkjenning av substrat protein katalysert av en familie av E3
protein ligaser. Oppdagelsen av proteiner som gker effektiviteten til SUMO-konjugering, har
fort til identifisering av egne E3 enzymer for SUMO modifisering. Tre forskjellige typer
SUMO E3 enzymer har blitt identifisert. Den forste typen er Protein inhibitor of activated
STAT (PIAS). PIAS enzymer binder direkte til Ubc9 og spesifikke SUMO targets.
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Mammalske celler inneholder minst fem forskjellige PIAS proteiner, PIAS1, PIAS3, PIASxa,
PIASxf og PIASy. PIAS proteinene lokaliseres hovedsakelig til cellekjernen. RanBP2 er en
annen type SUMO E3 ligase og er lokalisert i det nukleare porekomplekset. RanBP2 bindes
til Ubc9 men ikke til noen SUMO targets. Den siste kjente varianten av SUMO E3 ligase er
Pc2 som er en komponent av polycomb protein komplekset. Pc2 har SUMO E3 ligase
aktivitet for bla. korepressorene CtBP1 og CtBP2.
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Figur 1.3: SUMO blir forst gjort aktivt ved at det blir prosessert med en SUMO spesifikk protease som gjor det
C-terminale glycin residuet tilgjengelig. Glycin residuet blir sd aktivert av E1 enzym. Etter transesterifisering av
SUMO over til E2 enzymet Ubc9 blir SUMO substrat valgt og SUMO blir ligert til substratet. SUMO kan bli
dekonjugert ved hjelp av SUMO spesifikke proteaser (Hay, 2005).

SUMO prosessering og dekonjugering

SUMO blir syntetisert i en forlgper form med en C-terminal ende som ferst ma bli prosessert
for & fa det C-terminale glysin residuet eksponert. Det er dette residuet som blir linket til lysin
residuet pa target proteiner. Tilsvarende som for ubiquitinsystemet blir dette steget ufort av
enzymer med to forskjellige funksjoner, enzymene opptrer bade som proteaser pa forleper
varianten og som isopeptidaser. Isopeptidasefunksjonen er ansvarlig for SUMO
dekonjugeringstrinnet i SUMO-konjugeringssyklusen (Figur 1.3). To "ubiquitin-like modifier
proteaser”, Ulpl og Ulp2 har blitt pavist 1 S. cerevisiae, og har blitt funnet 1 nukleare porer og
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i nukleoplasma. Seks forskjellige SUMO-spesifikke proteaser (SENPs) delt inn i tre
forskjellige familier har blitt rapport for mammalske systemer. Hver av disse SUMO
proteasene ser ut til & ha distinkt subcellulaer lokalisasjon. SENP1 er en nuklezr protease som
dekonjugerer en rekke for forskjellige sumoylerte proteiner(Gong et al., 2000). SENP2 er en
protease assosiert med kjernemembranen og som overekspressert har en aktivitet som tilsvarer
SENP1 (Gong et al., 2000). Det eksisterer ogsa en spleiset isoform av mus SENP2 navngitt
SuPrl som forandrer lokalisasjonen av nukleaer “potential oncogenic domains” (POD)-
assosierte proteiner som CBP og Daxx. SENP3 og SENP4 tilhgrer en familie av nukleolaere
SENPs som har preferanse for SUMO2/3(Gong and Yeh, 2006). Den tredje familien av
SENP’s bestar av SENP6 og SENP7, to nukleare proteaser med uklar funksjon.

1.3.4 Generelt om sumoylering

En rekke proteiner har vist seg a bli sumoylert, og SUMO-konjugeringen har vist seg & kunne
gi forskjellige effekter avhengig av hvilke protein som blir modifisert. Sumoylering ser ut til &
vaere viktig for cellesyklusen. Det er for eksempel vist at mutasjoner i SUMO E1 og E2 1 S.

cerevisiae arresterer 1 cellesyklus ved overgangen mellom G2/M(Johnson and Blobel, 1997).
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Figur 1.4: Oversikt over en rekke forskjellige proteiner som er vist a bli modifisert med SUMO. (Cheng et al.,
2006).
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Det har ogsé vist seg at komponenter som inngar i sumoyleringen er viktige for reparasjon av
DNA. I S.pombe Pmt3” (Pmt3 er en SUMO homolog) er det vist at cellene bl.a. blir mer
sensitive for DNA-skade induserende agens sammenliknet med normale Pmt3 celler (Tanaka

et al., 1999).

Sumoylering ser ogsé ut til & kunne vere viktig for subcellular transport. RanGAP1 som kan
bli SUMO-konjugert, er for eksempel ikke konjugert til SUMO i cytoplasma mens det
lokaliseres til cellekjernen nar det er sumoylert (Joseph et al., 2002). Den transkripsjonelle
korepressoren CtBP er normalt lokaliseres til cellekjernen, men ved & mutere SUMO-
konjugeringssete lokaliseres CtBP til cytoplasma, og represjon av CtBP-avhengig
transkripsjon oppherer (Lin et al., 2003).

Proteiner kan som beskrevet tidligere bli med SUMO-konjugert pa lysin residuer. Ved siden
av & veere konjugeringsseter for SUMO kan lysin residuer ogsa modifiseres med andre Ubls,
de kan ogsd bli metylert og acetylert. Det er derfor en mulighet for at SUMO-konjugering kan
blokkere andre lysin avhengige modifikasjoner som ubiqutinering. Denne blokkeringen har
blitt rapportert i flere tilfeller. Transkripsjonsfaktoren NF-kB blir normalt holdt inaktiv i
ustimulerte celler ved hjelp av kB inhibitor proteiner. Ved respons pé aktiveringssignaler blir
IxB proteinene polyubiqutinert pa lysin 21 og 22 og blir merket for proteasomal degradering.
Dette forer til at NF-xB proteinene blir frigjort i en aktiv form. Inhibitor proteinene IxB som
beveger seg mellom cytoplasma og cellekjernen kan ogsé bli modifisert med SUMO pé lysin
21 som blokkerer muligheten for ubiqutinering og stabiliserer proteinet. Dette medferer at
SUMO-konjugering av IkB inhibitorproteiner inhiberer NF-kBavhengig transkripsjon
(Desterro et al., 1998).

Sumoylering av transkripsjonsfaktorer

Et viktig prinsipp ved kontroll av genekspresjon er at transkripsjonsspesifisiteten styres
gjennom dannelsen av unike kombinasjoner av transkripsjonsfaktorer pa promotere. Disse
transkripsjonsfaktorene rekrutterer sa en rekke enzymer som er ansvarlig for
kromatinremodellering og posttranslasjonell modifikasjon av histoner. Sumoylering av

transkripsjonsfaktorer kan vare en faktor som er med pé & bestemme spesifisiteten av

11



Kapittel 1 Introduksjon

kombinasjoner av transkripsjonsfaktorer pd promotere og hvilke kromatinmodifiserende

enzymer som blir rekruttert.

SUMO-konjugering av transkripsjonsfaktorer kan fore til aktivering av transkripsjon, men
forer normalt til transkripsjonell represjon. Et eksempel pa det forste her er SUMO-
konjugering av transkripsjonsfaktorene HSF1 og HSF2 som ferer til okt DNA bindings
aktivitet, og hvor mutasjon av konjugeringssetet forte til lavere HSF1 transkripsjonell aktivitet
(Goodson et al., 2001), (Hong et al., 2001). De aller fleste SUMO-konjugeringssetene pa
transkripsjonsfaktorer blir imidlertid funnet i domener som tidligere har blitt vist & ha
repressiv effekt pa transkripsjon, og for de fleste transkripsjonsfaktorer som har blitt
undersekt har mutasjon av lysinresiduet pd konjugeringssetet fort til aktivering av

transkripsjon.

To forskjellige modeller kan forklare SUMO avhengig transkripsjonell represjon.
Sumoylerte tranksripsjonsfaktorer kan rekruttere korepressor molekyler til promotere og
indusere forandringer i kromatin strukturer som er assosiert med represjon. Alternativt kan
sumoylerte transkripsjonsfaktorer bli rekruttert til repressive omréader i spesifikke
subnukleare domener. Et eksempel pa den forste modellen har kommet fra et studie rundt den
transkripsjonelle regulatoren p300. p300 avhengig transkripsjonell represjon viste seg & vare
avhengig av SUMO modifisering pa to seter i p300. Domenet i p300 som inneholder SUMO
konjugeringssetene viste seg a binde histon deacetylase 6 (HDAC6) nér dette domenet var
konjugert til SUMO-1 (Girdwood et al., 2003). p300-avhengig transkripsjonell represjon
oppherte ved stimulering med histon deacetylase inhibitoren trichostatin A. For p300 ferer
SUMO-1 konjugering til rekruttering av HDAC til kromatin bundet p300. Rekrutteringen av
HDAC’er medferer deacetylering av histoner, som gjennom en kjede av reaksjoner kan fore

til forandringer i kromatin slik at det deacetylerte omradet holdes transkripsjonelt repressivt.

En alternativ modell for & forklare den repressive effekten av SUMO pa transkripsjonsfaktorer
er at SUMO-konjugerte transkripsjonsfaktorer blir rekruttert til repressive miljoer 1 spesifikke
subnuklezre domener. Det best kjente domenet her er promyelocytic leukemia (PML) nuclear
body (PML-NB’s) (Zhong et al., 2000). I normale celler blir PML proteiner funnet i distinkte
subnuklezre punkter eller nuclear bodies (NB’s). SUMO-konjugering ble satt i sammenheng
med PML-NB’s fordi bAde PML og en rekke PML-NB’s komponenter som HIPK2, Daxx og
Sp100 har vist seg & bli modifisert med SUMO (Duprez et al., 1999). Det har dermed blitt
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foreslatt at PML-NB’s er omrader for oppbevaring av sumoylerte substrater. Disse SUMO-
konjugerte substratene kan sa danne repressive komplekser inne i disse NB’s. Dette betyr at
en 1 utgangspunktet transkripsjonell aktiv faktor blir modifisert med SUMO, og pga. SUMO-
konjugeringen blir fraktet inn i et repressivt miljo i kjernen hvor faktoren blir en del av et
represjonskompleks. Det har ogsa vist seg at SUMO-avhengig transkripsjonell represjon av
p300, Sp100 og Elk-1 oppherer ved tilsats av SUMO-spesifikke proteaser som SSP3/SuPr-1
(Girdwood et al., 2003) (Ross et al., 2002) (Yang et al., 2003). Dette bekrefter den repressive
funksjonen SUMO-konjugering har pa disse transkripsjonsfaktorene.

SUMO paradokset

I de fleste tilfeller er andelen av en spesifikk transkripsjonsfaktor som er SUMO-konjugert
liten 1 forhold til den totale mengden av transkripsjonsfaktoren. Likevel ser det ut til at
transkripsjonsfaktoren er maksimalt repressert. Mutasjon av konjugeringssetet forer som
oftest til en langt sterre endring i aktivitet enn det den SUMO-konjugerte andelen av
transkripsjonsfaktoren skulle tilsi (Dahle et al., 2003). En modell har blitt foreslatt for &
forklare disse observasjonene, hvor det antas at en transkripsjonsfaktor forst blir konjugert til
SUMO. SUMO-konjugeringen medferer at faktoren blir inkorporert i et represjonskompleks
hvor det inngér faktorer som kan binde SUMO. I nerveer av SUMO-spesifikke proteaser vil
SUMO kunne bli dekonjugert, men transkripsjonsfaktoren vil bli vaerende i
represjonskomplekset uten & vere SUMO-modifisert. I denne modellen kreves SUMO for &
starte represjonen, men SUMO er her ikke nadvendig for & opprettholde represjonen.
Kolokalisering av enzymer som er involvert i SUMO-konjugering og dekonjugering i
cellekjernen tyder pa at SUMO-konjugering og dekonjugering kan vere del av en dynamisk
prosess, hvor substrater blir raskt sumoylert for sa & raskt bli dekonjugert igjen. En mulig
forklaring pa hvordan sumoylerte proteiner kan bli inkorporert i represjonskomplekser er at
SUMO-konjugerte proteiner kan interagere med chaperoner som setter det sumoylerte
proteinet inn 1 et stabilt kompleks. Nar komplekset er satt ssmmen kan SUMO bli dekonjugert
og det sumoylerte proteinet blir sittende inne i komplekset 1 en repressert tilstand. Denne
modellen baserer seg dermed pa at SUMO-konjugeringen rekrutterer andre faktorer som er
med pé & danne makromolekylkomplekser. I denne modellen fungerer SUMO som en

”assembly factor” (Hay, 2004)
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Figur 1.5: Modell for d forklare SUMO-avhengig transkripsjonell represjon. En transkripsjonsfaktor blir
modifisert med SUMO(1) og inkorporert i et represjonskompleks (2) som blir satt sammen med SUMO-spesifikke
faktorer (ikke vist pd figuren). Ndr represjonskomplekset har blitt dannet dissosierer faktorene og SUMO kan
dekonjugeres (3) ved hjelp av SUMO spesifikke proteaser. Transkripsjonsfaktoren holdes repressert uavhengig
av SUMO (4). Dissosiering av komplekset kan skje sakte (5) gjennom cellens liv eller indusert av
posttranslasjonell modifisering av komplekset (Hay, 2005).

14



1.4

Kapittel 1 Introduksjon

Myb-familien av transkripsjonsfaktorer

Informasjonen som er gitt i dette avsnittet som omhandler transkripsjonsfaktor familien Myb
er hovedsaklig hentet fra oversiktsartiklene til (Oh and Reddy, 1999)og (Ness, 1996) hvis ikke
annet er oppgitt. Transkripsjonsfaktorerfamilien Myb har fatt navnet sitt fra kreftformen
Myeloblastisk leukemi. Myb ble forst identifisert i kylling og da i form av v-myb som er et
kylling onkogen som er ansvarlig for utviklingen av akutt myeloblastisk leukemi. To varianter
av v-myb er karakterisert fra to forskjellige virus som begge er involvert i utviklingen av
leukemi hos kylling, ”avian acute myeloblastosis virus” (AMV) og “erythroleukemia virus”
(E26). Produktet av onkogenet v-myb™™" er et 45 kDa stort protein og v-myb"*® koder for et
135 kDa stort protein som er et Gag-Myb-Ets fusjonsprotein. Disse virusgenenes cellulare
forleper ble senere identifisert som c-myb som er et proto-onkogen, produktet av c-myb er det

75 kDa store proteinet c-Myb.

Det er sa langt ikke funnet bevis for at c-Myb opptrer som onkoprotein ved leukemi hos
mennesker. c-Myb proteinet antas likevel a ha betydning for kreft hos mennesker siden
ekspresjonsnivaet av c-Myb er forandret bade ved human leukemi og i andre typer kreftceller

som f.eks. brystkreft, tykktarmskreft og kreft i bukspyttkjertelen (Ganter and Lipsick, 1999).

Alle proteinene 1 Myb-familien hos dyr er transkripsjonsfaktorer, dette vil si at de bindes til
DNA og er med pé a regulere genuttrykk. Proteinene 1 Myb-familien har en strukturell hoy
likhet. De har det felles at de inneholder et N-terminalt DNA bindingsdomene (DBD), et
sentralt transaktiveringsdomene (TAD) og et C-terminalt regulatorisk domene. Felles for A-
Myb og c-Myb er at det C-terminale domenet har en negativ regulatorisk effekt og er derfor
navngitt negativt regulatorisk domene (NRD), mens det i B-Myb ser ut til 4 ha en positiv
regulatorisk effekt og er navngitt (regulatorisk domene) RD. I vertebrater bestar Myb familien
av tre paraloge gener som koder for 3 funksjonelt forskjellige Myb proteiner, hhv. A, B og c-
Myb. A-Myb er hovedsakelig involvert i transkripsjonell aktivering. B-Myb er vist 4 spille en
viktig rolle 1 celleproliferasjon, mens c-Myb normalt er en transkripsjonell aktivator involvert
i regulering av proliferasjon, differensiering og apoptose av hematopoetiske celler. I denne

oppgaven blir proteinet c-Myb benyttet i forsgkene.

Det translasjonelle produktet av humant c-myb er et 75 kDa stort kjerneprotein bestdende av

640 aminosyrer som blir ekspressert i det meste av hematopoetisk vev. A-myb og B-myb
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koder for proteiner som er hhv. 95 kDa og 93kDa store og som bestar av 751 og 704
aminosyrer. Det finnes ogsa en spleisevariant av c-myb med et ekstra ekson lokalisert mellom
ekson 9 og 10. Dette eksonet kalles 9A og gir et storre c-Myb protein (89kDa) med 121 ekstra
aminosyrer. Dette alternative c-Myb proteinet utgjor kun en liten del av den totale mengde c-
Myb i undersgkte celler. Varianter som likner pa ekson 9A produktet er funnet bade i A-Myb
og B-myb, men ikke i AMV og E26 Myb-proteinet.
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Figur 1.6: Oversikt over de forskjellige Myb variantene i vertebrater. A-, B- og c-Myb i tillegg til virus Myb-
proteinene v-Myb™" og v-Myb**®. Punktmutasjoner i v-Myb er markert med svarte punkter. Talllinjen viser

aminosyrelengde og posisjoner fra N- til C-terminal ende (Berge, 2003).

Mybs N-terminale del bestér av tre repetisjoner navngitt R1, R2, R3. Disse repetisjonene
danner Mybs DNA bindende domene (DBD). Hver av disse repetisjonene bestar av 51-53
aminosyrer. R2 og R3 har vist seg & vere tilstrekkelig for sekvensspesifikk binding av Myb til
DNA. Selv om R1 ikke er nedvendig for binding til DNA, kan det se ut til at R1 gker Mybs
affinitet til DNA og har en stabiliserende effekt pa protein-DNA komplekset (Dini and
Lipsick, 1993; Ording et al., 1994; Tanikawa et al., 1993). R1 er deletert i de onkogene
formene av Myb, men er hoyt konservert i de normale Myb variantene. Strukturelt foldes
hvert av de tre repetisjonsdomene i tre helikser der andre og det tredje heliks i hvert domene
danner en heliks-turn-heliks struktur (Gabrielsen et al., 1991). Den siste heliksen i hver av
disse domene danner spesifikk kontakt med DNA, og denne strukturen er hayt konservert

gjennom evolusjonen.

Transaktiveringsdomenet (TAD) til Myb ble forst identifisert 1 kylling c- og v-Myb(Sakura et
al., 1989; Weston and Bishop, 1989). Dette domenet ligger C-terminalt for DBD-domenet i c-
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Myb og er lokalisert sentralt i proteinet. Domenet inneholder en region med hoyt innhold av
sure aminosyrer og regionen er hydrofil som er typisk for transaktiveringsdomener funnet hos
andre transkripsjonsfaktorer. Denne regionen er meget hoyt konservert mellom A- og c-Myb.
B-Myb har ogsa et surt transaktiveringsdomene, men dette domenet har liten sekvenslikhet

med A- og c-Mybs TAD.

Det negative regulatoriske domenet (NRD) som er lokalisert C-terminalt i c-Myb har fétt sitt
navn etter den negative effekten dette domenet har pa c-Myb avhengig transkripsjon.
Tidligere har det blitt vist at trunkerte versjoner av c-Myb som ikke inneholder NRD forer til
okt transkripsjonell aktivering av reporter gener inneholdende Myb-bindingsseter. Domenet
inneholder flere subdomener som kan hemme transaktivering uavhengig av hverandre. De
forskjellige domenene er et leucinrikt domene inneholdene et FAETL motiv, et hayt
konservert Treonin og Prolin-rik region (TP domenet) og et EVES domenet. Mutering av de
forskjellige domenene uavhengig av hverandre kan gke den transkripsjonelle aktiviteten til c-

Myb.

Det leucinrike domenet FAETL inneholder et omrdde med et leucin zipper lignende motiv.
Det er ikke fastslatt sikkert hvordan dette leucinrike omradet er med pé regulere c-Myb
negativt, men en mulighet er dannelsen av Myb-Myb dimere som ikke kan binde
DNA(Nomura et al., 1993). En annen mulighet er at leuzin zipper motiver er involvert i
protein-protein interaksjoner som inhiberer c-Myb funksjonelt. Det har tidligere blitt vist at en
intakt leucin zipper struktur ikke er nedvendig for & opprettholde en negativ regulering av c-
Myb, men at en sekvens inneholdene de 10 aminosyrene EFAETLQLID er tilstrekkelig for
negativ regulering. Dette er ogsd grunnen til at domenet er blitt navngitt FAETL (Fu and

Lipsick, 1996).

C-terminalt for FAETL 1 NRD ligger det et serin-, treonin- og prolin rikt omradet. Dette
domenet er det hoyest konserverte omradet etter DBD 1 Myb og inneholder den konserverte
sekvensen TPTPFK som er funnet i alle vertebrate A-, B- og c-Myb proteiner. Omradet ser ut
til & ha en rolle i negativ regulering av Myb, men utover det vet man lite om funksjonen til
domenet. Imidlertid er det vist at mange av residuene rundt TPTPFK sekvensen kan bli
acetylert, og at acetylering av c-Myb generelt forer til en okning i transkripsjonell aktivitet
(Sano and Ishii, 2001; Tomita et al., 2000).
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Et tredje subdomene i NRD som ser ut til & ha en rolle i negativ regulering av Myb og som
ligger C-terminalt for TP er EVES domenet. Dette domenet er funnet konservert i alle
vertebrate c-Myb proteiner og inneholder et fosforyleringssete som er vist 4 vare involvert i
negativ regulering av c-Myb, domenet forekommer ikke i A- og B-Myb proteiner. Det har
tidligere blitt indikert gjennom in vitro bindingsstudier, at EVES kan interagere med c-Mybs
DBD, slik at proteinet foldes tilbake og dermed hemmer aktiviteten til c-Myb(Dash et al.,
1996). Denne foldback” teorien er fortsatt kontroversiell. EVES domenet inneholder ogsé to
sumoyleringsseter (150, KQE og I5:,6KQE) hvor SUMO kan bindes kovalent til c-Myb pé to
lysinresiduer. Det er effekten av konjugering mellom SUMO og c-Myb som blir studert i
denne oppgaven. Mutasjon av sumoyleringssetene har tidligere blitt vist 4 gi okning 1 c-Myb

avhengig transkripsjon (Dahle et al., 2003)

Uttrykk av c-Myb og c-Mybs funksjoner

Den regulatoriske transkripsjonsfaktoren c-Myb blir uttrykt heyt i immature hematopoetiske
(bloddannende) celler, og det er tidligere vist at c-Myb er involvert 1 proliferasjon,
differensiering og apoptose av hematopoetiske celler. Ved terminal differensiering av cellene
blir c-Myb nedregulert. Blodceller blir utviklet fra stamceller i benmargen. I T-celle systemet
utvikles cellene i tymus. Stamceller har den spesielle egenskapen at de kan foreta en
celledeling hvor en dattercelle forblir stamcelle, mens den andre cellen differensierer, dette
kalles asymmetrisk celledeling. Under differensiering blir cellene gradvis mer spesialisert, og
denne spesialiseringen blir styrt av vekstfaktorer som aktiverer et nettverk av ulike faktorer.
En slik faktor er c-Myb, og c-Myb har vist seg & vere viktig for dannelse og modning av
blodceller (Ganter and Lipsick, 1999). c-Myb ser ut til a vere viktig for opprettholdelsen av
stamcellestadiet for blodcellene, og overuttrykk av c-Myb har vist seg & blokkere
differensiering av forskjellige hematopoetiske cellelinjer (Clarke et al., 1988; Todokoro et al.,

1988).

Det har ogsé vist seg at c-Myb ikke bare spiller en viktig rolle ved differensiering av
hematopoetiske celler, men ogsé er en viktig faktor ved cellesykluskontroll og da spesifikt
ved overgang til S-fase hvor tilstedeverelsen av c-Myb er kritisk. Homozygote c-myb null
mus har tidligere blitt vist & utvikles normalt til dag 13 i fosterutviklingen, for sd 4 do ved dag

15 pga. av defekt hematopoesis (Mucenski et al., 1991).
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c-Myb aktivitet har gjennom nyere forskning vist seg & vaere nedvendig ved tre spesifikke
stadier av utviklingen av T celler (Bender et al., 2004). For B-celle utvikling har det blitt vist
at mangel pa c-Myb aktivitet forer til delvis blokkering av B-celle utvikling i overgangen

mellom pro-B og pre-B celler (Thomas et al., 2005).

c-Myb har i tillegg vist seg & kunne beskytte celler mot apoptose. Dette gjennom & regulere
uttrykk av Bc/-2 som tidligere er kjent som en beskyttende faktor mot apoptose(Frampton et
al., 1996; Taylor et al., 1996). Overekspressjon av c-Myb har ogsa vist & beskytte CTLL-2
celler mot apoptose (Salomoni et al., 1997), mens det i noen myeloide cellelinjer har blitt

observert det motsatte (Bies et al., 1995; Sala et al., 1996; Selvakumaran et al., 1994).

c-Myb som regulator av transkripsjon

Som beskrevet i avsnittet over har mengden av c-Myb en effekt pd vekst og differensiering av
hematopoetiske celler. c-Mybs egen aktivitet blir regulert ved flere forskjellige mater, c-Myb
proteinet interagerer med andre proteiner og det kan bli posttranslasjonelt modifisert. Disse
interaksjonene og modifiseringene kan alene eller i kombinasjoner vere med pé a bestemme
c-Mybs funksjon, som DNA-binding, protein stabilitet, subnuklezer lokalisering og
transkripsjonell aktivitet. En spesifikk modifikasjon kan for eksempel endre konformasjonen
av proteinet slik at noen domener blir tilgjengelig for interaksjon, mens en annen

modifikasjon gjer domenet utilgjengelig (Ganter and Lipsick, 1999).

Flere forskjellige molekylare modifiseringer av c-Myb har hittil blitt rapportert, som
fosforylering, redox regulering, acetylering, ubiqutinering og sumoylering. c-Myb har vist seg
a bli fosforylert N-terminalt med casein kinase 2 (CK2) bade in vitro og in vivo(Luscher et al.,
1990). For c-Myb varianter som mangler NRD kan CK2 gke proteinets DNA
bindingsegenskaper (Ramsay et al., 1995), mens in vitro forsek har vist at CK2 ikke har effekt
pa DNA-bindingsegenskapene til DNA bindingsdomene isolert. Dette kan tyde pa at
reguleringen av aktiviteten til c-Myb som skjer via fosforylering med CK2 skyldes
interaksjoner mellom DBD og andre deler av proteinet. Ser116 i c-Mybs DBD kan ogsa bli
fosforylert av syklisk AMP-avhengig protein kinase A (PKA). Denne modifisering har vist
seg 4 inhibere c-Mybs DNA binding in vitro og motvirker c-Myb avhengig aktivering av

kromosomale target gener (Andersson et al., 2003). C-terminalt i c-Myb er det ogséd funnet
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fosforyleringsseter. Det er tidligere blitt vist at hyperfosforylering av NRD i c-Myb kan merke

proteinet for degradering via ubiqutinering (Bies et al., 2001).

c-Myb kan ogsd modifiseres ved oksidasjon av Cys130 i R2 i DBD, og oksidasjon av dette
residuet har vist seg & redusere c-Mybs DNA binding in vitro (Brendeford et al., 1997,
Guehmann et al., 1992; Myrset et al., 1993).

c-Myb kan ogsé bli acetylert pa flere forskjellige lysinresiduer lokalisert C-terminalt pa
proteinet av koaktivator proteinene p300 og CBP (Sano and Ishii, 2001; Tomita et al., 2000).
En hypotese er at acetylering av c-Myb med CBP forer til sterkere binding mellom c-Myb og
CPB (Sano and Ishii, 2001). NRD domenet av c-Myb kan ogsé bli ubiqutinert. c-Myb merket
med ubiqutin blir raskt degradert (Bies and Wolff, 1997; Feikova et al., 2000).

c-Myb har vist seg a bli sumoylert pa to forskjellige lysin residuer (K503, K527) lokalisert i
EVES omridet av NRD(Bies et al., 2002), hvor begge lysin residuene er lokalisert pa
sekvenser som stemmer over ens med den tidligere viste generelle SUMO konsensus
sekvensen yKXE. Mutanter av c-Myb hvor disse lysin residuene er mutert gir en kraftig
okning i c-Myb avhengig transkripsjon(Bies et al., 2002; Dahle et al., 2003). Mekanismene
for sumoyleringen er forklart i SUMO delen av introduksjon, men det kan nevnes at c-Myb
interagerer med SUMO E2 ligasen Ubc9 (Dahle et al., 2003). Den eneste kjente SUMO E3
ligasen for c-Myb forelepig er PIASy.

c-Mybs malgener

En rekke gener har de siste arene vist seg & bli regulert av c-Myb. I dette prosjektet har ikke
undertegnede jobbet direkte med problemstillinger rundt Mybs malgener, men noen er blitt
brukt som promoterer i reporteraktiveringsassay. Dette avsnittet vil derfor bare kort belyse

enkelte mélgener som er blitt rapport for c-Myb med vekt pa de som er benyttet i oppgaven.

mim-1
Det forste identifiserte Myb mélgenet som ble funnet er mim-1. mim-1 er sett pa som et viktig
Myb maélgen bl.a. fordi det har vist seg at mim-1 ekspresjon blir deregulert av den onkogene

transkripsjonsfaktoren v-Myb i myelomonocytiske celler (Chayka et al., 2005).
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Geneproduktet har forskjellige funksjoner, bl.a. acetyltransferase aktivitet (Allen and Hebbes,
2003).

Bcl2
c-Myb har vist seg a regulere Bcl-2 uttrykk, og séledes beskytte celler mot apoptose
(Frampton et al., 1996; Taylor et al., 1996).

Rag2

c-Myb har vist seg a vere viktig for T-celle utvikling, ved at Rag2 genet kan reguleres av c-
Myb i T-celler (Wang et al., 2000). RAG?2 genet koder for en komponent av V(J)D
rekombinase, som er nedvendig for dannelsen av antigen reseptorer i B- og T-lymfosyter. En
rekke andre gener involvert i T-celle utviklingen har blitt rapportert & vaere Myb responsive,

som CD4, TCRS og v.

TRHR

Thyrotropin-releasing hormone (TRH) receptor (TRHR) har en viktig rolle 1 hypofyse
forlappen, hvor den kontrollerer syntese og sekresjon av hormonene TSH (thyroid-stimulating
hormone) og prolaktin. TRHR er funnet bade i sentralnerve systemet samt i tymus. TRHR
promoteren inneholder 11 mulige c-Myb responselementer (MRE), og den viser god respons i
transfeksjonsassay. Analyse av Myb binding til de mulige responselementer viste at saerlig ett

sete spiller en viktig rolle for aktivering. (se figur 2.2, metodedelen) (Matre et al., 2003).

MYC

Det har blitt vist at c-Myb kan regulere promoteren til endogen, kromosomal MYC (Schmidt
et al., 2000). c-Myc er en transkripsjonsfaktor som er en viktig regulator for proliferasjon. Det
har vist seg at overekspressjon av MYC-gener kan fore til at proliferasjon kan komme ut av
kontroll og fere til mange av aspektene som sees ved tumor celle fenotyper. c-Myc proteinet
regulerer et stort antall mammalske gener gjennom & rekruttere histon modifiserende og
kromatin remodellerende enzymer. Gener som reguleres av c-Myc er blant annet gener som er

involvert i cellesyklus regulering og protein biosyntese (Adhikary and Eilers, 2005).
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Metodikk

DNA Metoder

A klone menes her flytting av DNA fragmenter mellom plasmider, og videre transformasjon
av plasmidet inn i bakterieceller slik at DNAet replikeres sammen med bakteriens eget

kromosomale DNA. Dermed kan man preparere opp store mengder av et spesifikt plasmid.

Isolering av plasmid DNA

Det ble benyttet kommersielle kit bade for isolering i liten og sterre skala. ’GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit” fra Amersham Biosciences ble benyttet for isolering fra 3 ml bakteriekultur
(miniprep). For isolering i sterre skala (200 ml) ble "Genopure Plasmid Maxi Kit” fra Roche

applied sciences benyttet (maxiprep).

De to kitene baserer seg pad samme teknikk. Cellene gjennomgér alkalisk lysering i nervar av
EDTA og RNasel etterfulgt av denaturering av proteiner og kromosomalt DNA. Cellelysatet
blir sé satt pa en kolonne med glassfibermatrix med affinitet for DNA og vaskes. DNAet
elueres deretter 1 en buffer med lav ionestyrke, i denne oppgaven har TE-buffer blitt benyttet.

Se protokoll som folger med kitene for en mer detaljert beskrivelse.

DNA konsentrasjonsmalinger

For & bestemme DNA konsentrasjon manuelt kan man méle OD ved 260 nm og benytte

folgende formel nar en bruker en kuvette pa 1 cm.

DNA (ng/ul) = Absorbans (ODye0) % 0,050 pg/ul x fortynningsfaktor

Ved & male ratioen av absorbans: Ays0/A2s0 kan man sjekke renheten av proven, ratioen ber

ligge mellom 1,8 og 2,0.
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I denne oppgaven ble maling av DNA-konsentrasjon med NanoDrop som méler OD ved 260

nm og gir DNA konsentrasjonen direkte.

Rensing av plasmid

For 4 rense plasmidene fra gel ble det kommersielle kitet "GFX™ PCR DNA and Gel Band
purification kit” fra Amersham Biosciences benyttet. En buffer som lgser opp agarosen
tilsettes forst. DNAet bindes sé til glassfibermatrix med stor affinitet for DNA. DNAet elueres
sa med en buffer med lav saltkonsentrasjon eller vann. Se protokoll som felger med kitet for

detaljert protokoll.

Restriksjonskutting

Restriksjonskutting baserer seg pa at bestemte enzymer gjenkjenner og kutter DNA ved
spesifikke DNA sekvenser. Det er viktig at enzymene fér virke under optimale betingelser for
a fa en effektiv og fullstendig kutting. Betingelsene som innvirker er saltkonsentrasjon, DNA
konsentrasjon, BSA konsentrasjon, enzymmengde, temperatur og reaksjonstid. Enzymene kan
vanligvis inaktiveres ved hay temperatur eller ved 4 tilsette en losning med EDTA som for
eksempel agarose gelelektroforese loading buffer. EDTA vil inaktivere enzymet. Se protokoll
(New England Biolabs, 2004) for naermere informasjon om optimale betingelser for de

enkelte enzymene. For mer informasjon om restriksjonskutting, se (Maniatis et al., 1989).

Ligering

DNA fragmenter kuttet med restriksjonsenzymer kan limes sammen ved hjelp av en ligase.
Ligasen som ble benyttet i oppgaven er bakteriofag T4 DNA ligase fra New England Biolabs.
Ligasen katalyserer dannelsen av fosfordiesterbinding mellom nerliggende 3°-hydroksyl og
5’-fosfat ender i DNA og kan koble bdde butte og overhengende ender sammen. Prinsipp og
prosedyre er beskrevet i (Maniatis et al., 1989).

Motseleksjon av religert vektor

I noen tilfeller kan det oppsté problemer med religering av vektoren ved ligering. For & hindre

religering av vektoren kan det tilsettes et restriksjonsenzym som bare kutter i vektoren og ikke
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i ligeringsproduktet. Religert vektor vil da bli edelagt og vil ikke kunne replikeres med
bakteriens DNA.

Agarose gelelektroforese

DNA fragmenter kan separeres, identifiseres og renses ved hjelp av agarose gelelektroforese.
Metoden baserer seg pé at ladede molekyler (i dette tilfellet DNA som er negativt ladet) vil
vandre i et elektrisk felt. DNAet i gelen kan visualiseres ved 4 tilsette etidiumbromid (EtBr) i
agarosegelen. EtBr vil interkalere mellom basene i dobbelttradet DNA slik at DNA kan
detekteres i UV lys. Se (Maniatis et al., 1989) for protokoll.

Transformasjon av kompetente DH5a

DH5a er en E.coli stamme som kan benyttes til & amplifisere opp plasmider. Dette ble gjort
etter ligering av plasmider og ved bl.a. maxiprep. Den nye vektoren blir kopiert opp for &
kunne benyttes videre og for & kunne verifiseres. Vektoren transformeres forst inn i
bakteriecellen. For at cellene skal kunne ta opp plasmid ma de forst gjores kompetente. Dette
gjores ved at de behandles med kalsiumklorid etterfulgt av dimetylsulfoksid. Frysekompetente
celler oppbevares ved -70 °C. Fremgangsmaéten for & gjere DHS5a celler kompetente er
beskrevet i (Inoue et al., 1990). Prosedyren for transformasjon av plasmid DNA er beskrevet
(Maniatis et al., 1989). Celler som har tatt opp plasmid selekteres pa LB skéler tilsatt
antibiotika. Fordi plasmidet inneholder resistensgen for et spesifikt antibiotikum, i denne

oppgaven ampicillin, vil bare celler som har tatt opp plasmidet overleve.

Stamkulturer

Stamkulturer er bakteriekulturer tilsatt glyserol slik at de kan lagres ved -70 °C. For prosedyre
se (Maniatis et al., 1989).

2.1.10 Sekvensering

Alle plasmidprodukter hvor PCR har inngétt ble verifisert ved sekvensering. Sekvenseringen
ble foretatt ved UiO, institutt for molekylerbiovitenskap (MegaBace-laben).

Sekevenseringsmetoden som benyttes bygger pa kjedetermineringsmetoden som ble utviklet
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av (Sanger et al., 1977). Denne metoden baserer seg pa kontrollert syntese av DNA med DNA
polermase I. Ved a benytte ANTP sammen med en liten mengde kjedetermineringsnukleotider
ddNTP (dideoksynukleosid trifosfat) faes det fragmenter som stopper langs ulike punkter pé
templatet pga av at ddNTP noen ganger vil inkorporeres istedenfor ANTP. ddNTP vil fordi de
ikke innholder 3°-OH- ende, fore til at DNA syntesen stopper. Fragmentene separeres ved

polyakrylamid gelelektroforese.

I moderne sekvenseringsverktoy gjores sekvenseringen automatisert, ved at hver av de fire
forskjellige ddNTP’ene merkes med forskjellig fluorescense. Bandene som dannes pa gelen

blir registrert av en detektor og videre overfort til en PC. (Brown, 1999).

2.1.11 PCR

”Polymerase chain reaction” er en metode som brukes til & kopiere opp sma omrader av DNA
som ligger mellom to omrdder med kjent sekvens. To oligonukleotider blir brukt som primere
for en serie av syntetiske reaksjoner som blir katalysert av DNA polymerase. Templat DNA
blir forst denaturert ved oppvarming (94 °C) i nerver av et stort overskudd av de to
oligonukleotidene, de fire AINTP’ene og DNA polymerase. Ved denaureringen skilles de to
DNA tradene fra hverandre. Reaksjonsblandingen avkjeles sé slik at oligonukleotidene kan
feste seg “anneales” til sine komplementare sekvenser pdA DNA templatet. Reaksjonsblanding
varmes s opp til 72 °C hvor de annealede primererne blir forlenget av DNA polymerase som
katalysator, slik at segmentet mellom primerne blir fylt ut. Dette forer til at en far en dobling
av mengden DNA for hver gang denne prosessen gjentas. Prosessen gjentas et antall ganger til
man har ensket DNA mengde, ca. 25 sykluser. I denne oppgaven ble VENT DNA polymerase
benyttet i PCR-reaksjonen. Se (Maniatis et al., 1989) for detaljer.
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Cellelab/mammalske celler

Siden mammalske cellelinjer er mer fysiologisk relevant enn bakterieceller for uttrykking av
humane proteiner, ble det i denne oppgaven benyttet mammalske cellelinjer til uttrykking av
proteiner. Cellelinjen CV1 samt cellelinjen HeLa ble benyttet. Cellelinjene CV-1 ble brukt til
transfeksjon, westernimmunoblotting og reportaktiveringsassay. Til immunofluorescense og
konfokalmikroskopi analysedelen, utfeort av Anne Hege Alm-Kristiansen ble det benyttet

HeLa celler og CV1-celler.

Beskrivelse av cellelinjen

CV1 cellelinjen ble utviklet fra nyren til en voksen hann av afrikansk grenn ape 1 1964.
Cellelinjen er adherent, det vil si at cellene fester seg til skalen de dyrkes i. Cellene dyrkes 1
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) medium tilsatt 4,5 g/L glukose, 1 % L-
glutamin, 1 % antibiotika (penicillin og streptomycin) og 10 % fetalt bovint serum (FBS).
Ved a fortynne cellene ca. 3 x pr. uke i et forhold 1:5 — 1:10 oppnér cellene optimal tetthet.
Siden cellene er adherente ma de loses fra skélen for de kan splittes, dette gjores ved at
cellene trypsineres (se neste kapittel). Lysat fra transfekterte CV-1 celler ble benyttet bade til
Westernimmunoblot analyser (se kapittel 4.2) og til reporteraktiveringsassay (se kapittel 4.3).

HelL a cellelinjen er opprinnelig tatt fra livmorhalsen til en 31 &r gammel kreftsyk kvinne.
Cellelinjen er adherent. Cellene héndteres pa samme méte som CV1. HeLa cellelinjen ble

benyttet i immunofluorscense og konfokalmikroskopi forsgkene (se kapittel 4.4).

Fortynninger

Splitting av adherente celler som har blitt benyttet i denne oppgaven krever at cellene forst
losnes fra skélen.

1. Gammelt medium fjernes ved pipette/uthelling

2. Cellene vaskes med 5Sml 1 x PBS to ganger.

3. Det tilsettes 2,5 ml trypsin og cellene inkuberes ved 37 °C i 2-3 minutter i en CO,

inkubator.
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4. Cellene sees pa i lysmikroskop, hvis ikke alle cellene har lgsnet kan man dunke lett
pa flasken.

5. 7,5 ml ferskt medium tilsettes, og cellene resuspenderes ved pippetering.

6. En del overfores til en ny skl og det fylles opp med ferskt medium. (Fortynning
mellom 1:5-1:10).

7. Hvis et bestemt antall celler skal saes ut, som for eksempel til transfeksjon, kan
cellene telles 1 et tellekammer under mikroskop. Appliser 2 dréper cellesuspensjon pé
et Improved Neubauer tellekammer. Tell celler 1 lysmikroskop (tell minst 100 celler

eller minst 4 hovedruter). Konsentrasjonen av celler regnes da ut etter folgende formel.

Antall celler/ant. hovedruter = antall celler x 10*,

2.2.3 Transfeksjon

Transfeksjon er en metode som benyttes til & fA DNA inn i mammalske celler. For a kunne fa
proteinet en ensker uttrykt, ma genet som koder for proteinet man ensker & uttrykke vare
klonet inn i en vektor med promotor for ekspresjon i mammalske celler. I denne oppgaven ble
pClneo fra Promega benyttet som ekspresjonsvektor. pClneo vektoren inneholder CMV
(cytomegalovirus) promotor for konstitutiv uttrykking i mammalske celler og et resistensgen

for kloning 1 E.coli (Se vedlegg 5 for plasmidkart).
Transfeksjonene ble utfort med Fugene 6 Transfection reagent (Roche). Mekanismen er ikke
kjent i detalj, men baserer seg pa at et lipidbasert reagens pakker DNA inn i micellelignende
strukturer som diffunderer gjennom membraner. Protokoll folger med kitet.
I denne oppgaven ble det benyttet bdde 6 brenners brett og 24 brenners brett. Brennene i et 6
brenners brett har ca. 5 ganger arealet til brennene i et 24 brenners brett. Prosedyren
optimaliseres for hver celletype.
Transfeksjon av CV1 celler med Fugene (6 bronners brett):

1. Dag 1: 1,2 x 10’ celler sées ut pr. brenn med totalvolum 2 ml.

2. Dag 2: Det lages ferdig losninger av 3 pg total DNA i konsentrasjon 0,25 pg/ ul.
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Transfeksjonsmix lages av 94 ul DMEM uten FBS og antibiotika sammen med 6
ul Fugene pr. transfeksjon. Inkuber 1 romtemperatur i 5 min.

Det pippeteres ut 3 x 100 pl mastermix i eppendorfror.

DNA-lgsningen tilsettes drapevis til utpippetert transfeksjonsmix og det tappes
forsiktig pa lesningen.

Inkuberes i1 15 min ved romtemperatur.

DMEM/Fugene/DNA miksen tilsettes forsiktig til hver enkelt bronn med celler.
Cellene inkuberes i CO,-inkubator ved 37 °C i 24 timer.

Transfeksjon av CV1 celler med Fugene (24 bronners brett)

Dag 1: 0,2 x 10’ celler saes ut pr. brenn med totalvolum 0,5 ml.

Dag 2: Det lages ferdig lasninger av 0,75 pg Total DNA i konsentrasjon 0,10 pg/
ul.

Transfeksjonsmix lages av 98,5 ul DMEM uten FBS og antibiotika sammen med 6
ul Fugene pr. transfeksjon. Inkuber i romtemperatur i 5 min.

Pippeterer ut 3 x 100 pl mastermix i eppendorfror.

DNA-lgsningen tilsettes drapevis til utpippetert transfeksjonsmix og det tappes
forsiktig pa lesningen.

Inkuberes 1 15 min ved romtemperatur.

DMEM/Fugene/DNA miksen tilsettes forsiktig til hver enkelt brenn med celler.
Cellene inkuberes 1 CO,-inkubator ved 37 °C 1 24 timer.

Hosting av celler:

Lysering av celler for bruk til reporteraktiveringsassay 6 bronners brett.

A

Cellene inspiseres i mikroskop.

Mediumet i brennene suges av.

Brennene skylles 2 ganger med 1 x PBS (phosphate buffered saline).
Det tilsettes 300 pl lyseringsbuffer pr brenn.

Cellene inkuberes 10 min pa vippbrett ved romtemperatur.
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6. Cellelysatet overferes til eppendorfrer, spinnes ned ved 16000 rcf i 2 min og

benyttes videre til reporteraktiveringsassay direkte (Kapittel 2.3.3).

Lysering av celler for bruk til Reporteraktiveringsassay 24 bronners brett.

1. Cellene inspiseres 1 mikroskop.

Mediumet i brennene suges av.

Brennene skylles 2 ganger med 1 x PBS.
Det tilsettes 80 pl lyseringsbuffer pr. brenn.

Cellene inkuberes 10 min pé vippbrett ved romtemperatur.

AN O i

Cellelysatet overfores til eppendorfrer, spinnes ned ved 16000 rcf i 2 min og

benyttes videre til reporteraktiveringsassay direkte (Kapittel 2.3.3).

Lysering av celler for bruk til westernimmunoblotting 6 bronners brett.

Cellene inspiseres 1 mikroskop.

Mediumet i brennene suges av.

Brennene skylles 2 ganger med 1xPBS.

Det tilsettes 800 ul PBS og cellene skrapes fra skdlen med en celleskrape.
Cellelysatet overfores til eppendorfror og spinnes ned ved RT, 5 min, 1.000 rcf.
PBS pippeteres av og det settes til 300 pl 3xSDS-PAGE loading buffer.

Sonikeres i 2-3 sek (syklus: 0,5, amplitude: 60). Forsgk 4 unnga skumming.

® N kLD =

Prevene oppbevares ved -80 °C.
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Proteinteknikker

SDS PAGE

For & separere proteiner etter storrelse, ble det i denne oppgaven benyttet Sodium dodecyl
sulfat polyakrylamid gelelektroforese (SDS-PAGE). Teknikken ble benyttet til western
blotting. Gelelektroforese baserer seg pa vandring av ladede molekyler (i dette tilfellet
proteiner) i et elektrisk felt. SDS som er et sterkt denaturerende reagens binder opp proteinene
og gjer at de denatureres. Vandringslengden for proteiner ved SDS-page er hovedsakelig
bestemt av molekylvekt pa proteinene og poresterrelsen i gelen. En polyakrylamidgel lages
ved en fri radikal indusert polymerisering av akrylamid og N, N "-metylbisakrylamid ved
hjelp av TEMED og APS. TEMED katalyserer omdannelsen av ammoniumpersulfat til et fritt
radikal, som igjen starter polymeriseringen. Andelen akrylamid avgjer hvor stor

porestorrelsen blir, lite akrylamid gir store porer.

Westernimmunoblotting

Westernimmunoblotting er en metode for 4 pavise bestemte proteiner. Metoden baserer seg pa
at et bestemt antistoff gjenkjenner et spesifikt antigen i proteinet en ensker & pavise, samt et
sekundeert antistoffs evne til & gjenkjenne immunoglobuliner pé det primere antistoffet. Ved
hjelp av blotting overferes forst proteinene fra SDS gel til en membran. Membranen
inkuberes s& med antistoffene. Det sekundere antistoffet er konjugert med pepperrot
peroksidase, som ved tilsetting av sitt substrat gir en lysreaksjon, slik at proteinene kan

detekteres pa film.

SDS-PAGE
Det kjores forst en standard SDS page for & separere proteinene. Som marker benyttes
Prestained Precision Protein Standard fra Bioraid. Elektroforesen pagar til markeren

har vandret ca. 2/3 av gel lengden. En 10 % gel ble benyttet.
Blotting

Proteinene pa gelen overfores sa til membranen (Hybond-P fra Amersham) ved

blotting. Prosedyren er som falger: Gelen klippes til slik at bare den delen av gelen
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som gnskes blottet over pd membranen blir veerende igjen. Membranen og 6 stk 6MM
papir klippes til slik at den samsvarer med gelen. Membranen fuktes i metanol,
deretter legges membranen og 3 stk 6MM papir i pluss buffer, samtidig som 3 stk
6MM papir legges i minus buffer. I folgende rekkefolge legges s& membran og papir i
blotteapparatet:

3 stk 6MM-papir (pluss buffer)

membran

gel

3 stk 6MM-papir (minus buffer)
Luftbobler fjernes s for blotteapparatet lukkes. Ved blottingen benyttes en
stromstyrke pA ImA/cm” i 1 time. Etter at blottingen er utfort legges membranen i

metanol 2 minutter for fiksering av proteinene til membranen.

Inkubering med antistoff
Membranen blokkeres med 1 x TBS-T m/melk i 30 minutter for & hindre uspesifikk

binding av antistoffene.

Det inkuberes deretter med det primare antistoffet fortynneti 1 x TBS-T
m/melkepulver 2 timer ved romtemperatur eller over natt ved 4 °C (fortynningen

optimaliseres for hvert enkelt antistofY).

Membranen vaskes s& 3 x 20 minutter med 1 x TBS-T m/melk for & fjerne ubundet

antistoff.

Membranen inkuberes 1 time ved romtemperatur med sekundert antistoff konjugert
med et pepperrotperoksidase enzym (HRP — Horseradish peroxidase) fortynnet i 1
TBS-T m/melk (Fortynningsgraden optimaliseres).

Membranen skylles sa 6 ganger med 1 x TBS-T og vaskes med 1 x TBS-T 1 20

minutter. Membranen skylles med 1 x PBS og er deretter klar for deteksjon.

Deteksjon
Proteinene pa membranen visualiseres ved enzymaktivitet knyttet til det sekundeere

antistoffet. Nar pepperrotperoskidasen tilsettes substrat katalyserer enzymet en
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reaksjon hvor det avgis lys. Dette lyset kan detekteres pa en lysemfintelig film. For
deteksjon ble kitet "ELC Plus Western Blotting Detection System” fra GE Healthcare
benyttet. Protokoll felger med kitet.

2.3.3 Reporteraktiveringsassay

Reporteraktiveringsassay er en metode som kan brukes til & studere genekspresjon og
regulering. Ved & transfektere celler med et effektorgen og et reportergen kan en bestemme
aktiviteten til effektoren ved & méle reporterproteinet. Lysat fra transfekterte celler benyttes.
Reportergenet inneholder et promoteromrade som transaktiveres av effektorproteinet.
Promotorsekvensen etterfolges av en sekvens som utrykker et protein som det er enkelt &
kvantifisere. I denne oppgaven benyttes luciferase. Luciferase proteinet har den egenskapen at
det vil utvikles lys som kan fanges opp av et luminometer nar proteinet kommer i1 kontakt med

sitt substrat 1 naervar av O,

Recombinant Firefly

HO 5 e r COOH Luciferase o 5 -
N g +HATP+O, M2 | -M 5.-'— +AMP+PP+CO-+Light
Beetle Luciferin Ooyluciferin

Figur 2.1: Luciferasereasjonen slik den foregar i ildflue. Luciferaseenzymet katalyserer reaksjonen hvor det

dannes lys i neerveer av O», Mg”* og luciferin. Reaksjonen er ATP-avhengig.

Malingene i luminometeret gjenspeiler mengden uttrykt luciferase som igjen gjenspeiler
aktiviteten til effektoren. Luciferase-enzymet som brukes i reporteraktiveringsassay er ofte

hentet fra ildflue (Photinus pyralis).

I denne oppgaven ble det benyttet 2 forskjellige c-Myb responsive reportergener, TRHR-luc
og 3x-MRE-MYC-luc.

TRHR
Thyrotrophin-releasing hormone receptor (7TRHR) er et kjent malgen for c-Myb. Promoter

sekvensen til TRHR inneholder 11 mulige myb responselementer (MRE) for c-Myb (Matre et
al., 2003).
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MRE-cluster A MRE-cluster B
A fJ_'I M A Mim-l
Max TR2 TRT
B e e
% MREs b TR4 TRS THE
S 11} SR o | A— e e at maaee I [ ST
x )] . ‘
R& TR
TRHR promoter
nlm -lmli AT: (+1) 5°-ORF
Exon 1 Introm 1 Exon 2 Imtron 2
(31 kb)

Figur 2.2: Oversikt over hele TRHR promoteren. I denne oppgaven ble delen kalt TRHR1 benyttet som
inneholder sekvensen fra -1250 til 1. Figuren er hentet fra artikkel til (Matre et al., 2003).

I denne oppgaven ble det benyttet TRHR I-luciferase som effektor. TRHRI inneholder
sekvensen 1 TRHR promoteren fra bp 1250 til 1. TRHR]1 ble valgt fordi den har vist seg &
inneholde den viktigste MRE i TRHR promoteren. Reportergenet inneholder TRHR1

promoteren som etterfolges av luciferase genet.

IXMRE-MYC

3XxMRE-MYC reporteren er tidligere utviklet fra promoteren til c-Myb maélgenet MYC (se
kapittel 1.4.3) pa forskningsgruppa av Ann-Kristin Molvaersmyr. 3x-MRE-MY C promoteren
er designet slik at tre Myb-responselementer (MRE) er koblet oppstrems for MYCs “’core”
sekvens, med ti baser mellom de to forste MRE og 15 baser mellom de to siste. Hele

reportergenet bestdr av 3XxMRE-MYC promoteren som etterfolges av luciferase genet.

Metodikk
Lyseringsteknikken benyttet til reporteraktiveringsforsekene er beskrevet i1 transfeksjonsdelen

av metodekapittelet (kapittel 2.2.3)
1. 50 ul romtemperert substrat (’luciferase assay system”) og 50 pl cellelysat blandes.

2. Lysmengden méles direkte i luminometeret. Se protokoll for detaljert beskrivelse

(Promega)
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Immunofluorescense og konfokalmikroskopi

Sumoylering har vist seg & forandre den subcellulare lokalisasjonen av en rekke protiner
(Janssen et al., 2006; Ross et al., 2002). For a se om lokalisasjonen av c-Myb forandres i
cellekjernen avhengig av om c-Myb er sumoylert eller ikke, ble immunofluorescense og
konfokal mikroskopi benyttet. Et stort antall kjerneproteiner har blitt lokalisert ved & benytte
immunofluorescense og konfokalmikroskopi. Proteinene er funnet i alle deler av kjernen
inkludert kjernemembranen, nukleer lamina, nukleolus, kromatinassosiert, assosiert med

RNA metabolisme og ulike typer kjernelegemer (Zimber et al., 2004).

Transfeksjon
Dekkglass legges i brennene for celler sas ut. 0,2 x 10° CV-1-celler sas ut per bronn i
et 24-brennsbrett og inkuberes til neste dag. Cellene transfekteres med fugene og

inkuberes til neste dag. Cellene vaskes i PBS.

Fiksering

Inkuberes 1 4 % PFA 1 10 minutter, og deretter i iskald metanol i 2 minutter.
Dekkglassene vaskes 3 % 5 minutter med 0,1 % Tween 20 i PBS. Inkuberes med 2 %
BSA 10,1 % Tween 20 i PBS 1 30 minutter.

Inkubering med antistoff

Primeert antistoff fortynnes 1:50 1 0,1 % Tween 20 i PBS med 2 % BSA. 30 pl dryppes
pa dekkglasset og inkuberes i1 1 time ved romtemperatur. Vaskes 3x5 minutter med 0,1
% Tween 20 i PBS. Sekundert antistoff fortynnes 1:100 1 0,1 % Tween 20 i PBS. 30
ul dryppes pé dekkglasset og inkuberes i 30 minutter ved romtemperatur. Vaskes 3 x 5
minutter med 0,1 % Tween 20 i PBS. Inkuber med Hochst fortynnet 1:50 10-20 min.
Vaskes 3 x 5 minutter med 0,1 % Tween 20 1 PBS og deretter en gang i PBS. En drépe
mounting media dryppes pa hvert objektglass. Dekkglassene dyppes i destillert vann
(la overskuddet av vann suges av ved a holde dekkglassene inntil et filterpapir) og
legges med cellesiden ned 1 olja. La de ligge til tork (beskyttet mot lys). Pravene

oppbevares ved -20 °C til de skal undersekes med konfokalt laserskanning mikroskopi.
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Mal for oppgaven

c-Myb er som beskrevet i introduksjonsdelen en transkripsjonsfaktor som er involvert i
proliferasjon, differensiering og apoptose, hovedsakelig av hematopoetiske celler. c-Myb har
tidligere blitt vist & konjugeres til proteinet SUMO. SUMO blir ogsa konjugert til en rekke
andre transkripsjonsfaktorer, og normalt ferer en konjugering til at den enkelte
transkripsjonsfaktors transkripsjonelle aktivitet avtar. Det har tidligere blitt vist at mutasjon av
konjugeringssetene for SUMO forer til aktivering av c-Myb avhengig transkripsjon (Dahle et
al., 2003). Konjugeringssetene for SUMO er lokalisert i c-Mybs NRD domene. Mens man
altsé har studert effekten av SUMO-konjugering ved & fjerne modifikasjonen ved hjelp av
mutasjoner, har man ikke studert konstitutivt SUMO-konjugert c-Myb. Det siste ville vare en
vel s direkte méte a studere effekten av SUMO-konjugering pd c-Myb. En mutasjonsstrategi
star alltid 1 fare for & se pa effekten av andre modifikasjoner enn bare SUMO, fordi lysin kan
modifiseres pd andre mater. En av utfordringene ved & studere hvilken effekt SUMO-
konjugering til c-Myb har pé c-Mybs transkripsjonelle aktivitet er at under normale biologiske
betingelser er sumoyleringsreaksjonen en reversibel prosess og til enhver tid er bare en liten
del av den enkelte transkripsjonsfaktor i en celle sumoylert. Dette gjor det vanskelig & se
effekten av sumoyleringen direkte. I dette prosjektet er det nettopp effekten som sumoylering
av c-Myb har pa c-Myb avhengig transkripsjon, vi ensker & studere. Vi har i prosjektet valgt
en strategi hvor vi benytter oss av forskjellige c-Myb-SUMO fusjonskonstrukter for & prove &
studere denne effekten. Slike fusjonskonstrukter vil etterligne en konstitutivt SUMO-
konjugert c-Myb, selv om fusjonene (c-Myb-2KR-SUMO og SUMO-c-Myb-2KR) ikke vil
veere en fullgod modell i og med at de mangler den forgrenede strukturen som naturlig
SUMO-konjugering gir. Ved & sammenlikne konstruktene hvor SUMO er fusjonert til Myb
og ikke kan bli dekonjugert, vil det vaere mulig & kunne se direkte effekten SUMO-
konjugering av c-Myb har pd c-Myb avhengig transkripsjon.

Det har tidligere blitt vist at c-Myb varianter som mangler NRD omradet, som for eksempel c-
Myb-[1-443], er vesentlig mer transkripsjonelt aktive enn normal c-Myb. Siden SUMO-
konjugeringssetene i c-Myb er lokalisert i NRD har vi ogsa ensket & se om effekten av
SUMO-konjugeringen kan forklare NRD’s negative regulatoriske effekt. Strategien for dette
har veert en SUMO-fusjon med en c-Myb variant uten NRD.
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Hvis SUMO-konjugert c-Myb viste seg a repressere c-Myb avhengig transkripsjon ensket vi
ogsa 4 se om c-Myb-SUMO fusjonen bare var en svekket aktivator eller faktisk opererte som
en aktiv repressor. Det vil si at gkende mengde av c-Myb-SUMO fusjonen forer til en gradvis
aktivitetssenking av c-Myb avhengig transkripsjon i et system som i utgangspunktet
inneholder ikke-sumoylert c-Myb, og at c-Myb-SUMO oppferer seg som en dominant

negativ. For mer informasjon om dominant negativ, se (Herskowitz, 1987).

En av forklaringene pa hvorfor SUMO-konjugering av transkripsjonsfaktorer forer til en
transkripsjonell represjon, er at den subcellulare lokaliseringen av enkelte
transkripsjonsfaktorer forandres ved SUMO-konjugering. Vi ensket 4 underseke om dette

ogsé gjelder ved sumoylering av c-Myb ved hjelp av fusjonsstrategien.

Vi har pa bakgrunn av dette satt opp felgende mal og problemstillinger for prosjektet:
1. Ved hjelp av en SUMO-fusjonsstrategi a studere effekten SUMO-konjugering har pé c-
Myb avhengig transkripsjon:
a. Ferer SUMO-konjugering av c-Myb til at c-Myb avhengig transkripsjon
represseres?
b. Er denne effekten i tilfelle avhengig av hvor pa c-Myb SUMO kobles til?
c. Kan 1 sé fall SUMO-konjugering forklare NRD’s negative regulatoriske effekt?
d. Hvis c-Myb-SUMO viser seg & repressere c-Myb avhengig transkripsjon, opptrer
fusjonen da bare som en svekket aktivator eller som aktiv repressor/dominant

negativ?

2. Undersegke den subcellulere lokalisasjonen av c-Myb:

a. Forandres c-Mybs subcellulere lokalisasjon avhengig av om c-Myb er sumoylert

eller ikke?
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Resultater

Resultatdelen er delt i fire deler, hvor del 1 (kapittel 4.1) gar med til & vise hvordan de
forskjellige nye plasmidene som er benyttet i oppgaven ble konstruert. Uttrykk av de
forventede proteinene fra disse plasmidene visualisert ved Westernimmunoblotting er vist i
del 2 (kapittel 4.2). I del 3 (kapittel 4.3) beskrives reporteraktiverings-forsekene som ble
utfort for 4 se hvilken effekt SUMO-konjugering har pa c-Myb avhengig transkripsjon og
hvordan dette slar ut med ulike c-Myb varianter i fusjon. I del 4 (kapittel 4.4) av resultatdelen
fremlegges resultatene fra immunofluorescense mikroskopi som ble utfert for a se hvilken
effekt SUMO-konjugering av c-Myb har pa c-Mybs subcellulare lokalisasjon. Selve
immunofluorescense mikroskopieringen ble utfort av Anne Hege Alm-Kristiansen, men med
plasmider konstruert av undertegnede til formélet. I denne oppgaven har human c-Myb blitt

benyttet, men vil bare bli omtalt som c-Myb videre i oppgaven.

Plasmidkonstruksjon

For a studere effekten som SUMO-konjugering av c-Myb har pa c-Myb avhengig
transkripsjon, valgte vi en strategi hvor vi konstruerte og benyttet oss av en rekke SUMO-c-
Myb fusjonskonstrukter, samt konstrukter med muterte konjugeringssete for SUMO-1.
SUMO-c-Myb fusjonskonstruktene er konstruert pa en slik méite at de ikke gjenkjennes av
SUMO proteaser, noe som forer til at SUMO ikke kan dekonjugeres i disse konstruktene.
Hvordan dette har blitt gjort blir forklart senere i dette kapittelet. Ved a ha disse konstruktene
tilgjengelig kunne vi studere effekten av SUMO-konjugering direkte ved & sammenlikne
fusjonskonstruktene med villtype c-Myb og varianter som ikke kan konjugeres til SUMO,
som mutanten c-Myb-2KR. Fusjonsstrategien ga oss dermed et verktoy hvor vi enkelt og
direkte kunne studere effekten av SUMO-konjugering. SUMO er konstant konjugert til c-Myb
nar det uttrykkes fra SUMO-c-Myb fusjonskonstruktene, mens c-Myb konstant er fri for
SUMO nér man benytter c-Myb-2KR mutanten eller varianten som mangler NRD; c-Myb-[1-
443]-HA. SUMO-c-Myb fusjonskonstruktene som har blitt laget ma likevel sees pa som
etterligninger av proteinkomplekset som blir dannet ved naturlig sumoylering. Som beskrevet
1 introduksjonsdelen kan c-Myb bli konjugert til SUMO pa to lysin residuer i NRD. Denne
fusjonen som skapes blir altsa en strukturelt forgrenet fusjon med tre grener, hvor to SUMO

proteiner utgjor to av grenene og det C-terminale c-Myb den tredje. Etterlikningene som vi
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har konstruert blir et ssmmenhengende protein som ikke er forgrenet, hvor SUMO enten er
fusjonert C-terminalt eller N-terminalt for c-Myb. Vi ser pa de C-terminale variantene som de
biologisk mest relevante, siden SUMO her er fusjonert n&ermest konjugeringssetene for

naturlig sumoylert c-Myb.

Seks forskjellige plasmider ble konstruert i denne oppgaven hvor det ble tatt utgangspunkt i
tre forskjellige eksisterende plasmider: pClneo-c-Myb-HA, pClneo-c-Myb-[1-443] og
pClneo-c-Myb-2KR. Plasmidet pClneo-c-Myb-[1-443] uttrykker en variant som mangler den
C-terminale delen av Myb hvor NRD-domenet befinner seg. Konjugeringssetene for
sumoylering som befinner seg 1 NRD-domenet er folgelig fjernet i dette konstruktet. I
pClneo-c-Myb-2KR er det foretatt to punktmutasjoner 1 konjugeringssetene for SUMO-1,
hvor aminosyren K (lysin) er mutert til R (arginin) i posisjonene 503 og 527. Pga av denne
dobbelt-mutasjonen kan ikke proteinet konjugeres til SUMO. Folgende plasmider ble
konstruert pa basis av disse (Merk at vi har valgt en notasjon med SUMO foran c-Myb, der
hvor fusjonen er gjort N-terminalt for c-Myb, og SUMO bak c-Myb der fusjonen er gjort C-

terminalt 1):
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4.1.1 Proteinoversikt
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Figur 4.1: Figuren viser en oversikt over de forskjellige c-Myb-SUMO fusjonsproduktene som ble konstruert i

denne oppgaven samt utgangskonstruktene. De to punktmutasjonene hvor K er mutert til R i de to SUMO-

konjugeringssetene pd c-Myb er merket med svarte prikker.
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Konstruksjon av pClneo-SUMO-hcM-HA

pClneo-hcM-HA som benyttes som utgangskonstrukt, ble forst kuttet med

restriksjonsenzymet X#ol.

Human SUMO-1 ¢cDNA (image klon) som her benyttes som innskudd modifiseres med PCR
ved amplifisering med to primere, SUMO-myb F1(1058) og SUMO-myb R1 (1059) (se
vedlegg for sekvenser). Begge disse primerene inneholder kuttseter for Sa/l slik at det blir
dannet Sall kuttseter opp- og nedstrems for det SUMO-kodende omradet. Sa/l har samme
overheng som Xhol. Innskuddet kuttes s& med Sa/l. Naturlig sumoylering skjer ved at det
dannes en isopeptid binding mellom glycin residue lokalisert pa C-terminal ende i SUMO og
lysin residue pa c-Myb. For konstruktene som ble designet i denne oppgaven og da spesielt
for konstruktene hvor SUMO er fusjonert til c-Myb N-terminalt, det vil si at C-terminal ende
av SUMO ligger nermest c-Myb, er det viktig at SUMO proteaser ikke gjenkjenner og bryter
SUMO-c-Myb fusjonen. R1 primeren (se vedlegg 6.4) er derfor designet slik at SUMO blir
trunkert C-terminalt og at det innferes en overgangssekvens mellom SUMO og c-Myb 1 disse
konstruktene slik at SUMO-c-Myb fusjonen ikke gjenkjennes og dermed ikke kan brytes av
SUMO proteaser. Disse krever en dobbel Glycin (GG) for & spalte, og konstruktene ble derfor

laget med en enkel Glycin.

Siden Sall og Xhol har samme overheng kan innskuddet klones inn i vektoren.
Ligeringsreaksjonen tilsettes i neste trinn Xkol for & hindre religering av vektoren. X#ol vil
kutte religert vektor, men samtidig ikke kunne kutte det nye plasmidet siden det ikke
eksisterer Xhol kuttseter 1 dette. DHS5a celler ble sé transformert med ligeringsmiksen, samt
en kontroll med bare vektor behandlet pa samme méte som ligeringsmiksen og dyrket pa LB-
skéler inneholdende ampicillin. Seks kloner vokste opp her sammenliknet med fire kloner pa
krontrollskalen. Disse seks klonene pa skdlen ble videre dyrket opp og renset ved miniprep
metoden. Klonene ble verifisert ved kontrollkutting. Siden SUMO-1 inneholder et kuttsete for
EcoRI og vektoren ogsa inneholder et slikt kuttsete, vil positive kloner kunne vises ved at det
dukker opp to band pé en agarosegel ved kutting med EcoRI. Fragmentene vil ha en storrelse
pa 7049 bp og 680 bp. Tre av de seks klonene viste seg & gi to band etter kutting med EcoRI.
To av disse visste seg a gi band sterrelse for pd ca. 800 bp for bdndet med lengst
vandringslengde mens en klon viste bandsterrelse som samsvarte med teorien. Siden SUMO-

1 har samme kuttseter i begge ender er det en mulighet for at innskuddet kan bli satt inn

40



41.3

Kapittel 4 Resultater

motsatt vei noe som skal gi to band ved kutting med EcoRI der det minste bandet vil tilsvare
800 bp som tilsvarer resultatet fra to av klonene. Den ene klonen som ble verifisert som
positiv ble sendt videre til verifisering ved sekvensering med primerene C126/S082 (se

vedlegg 6.4 for sekvens). Sekvensens stemte overens med teori og klonen ble tatt vare pa som

stamkultur.
SUMO-1
/ \+ - - EcoRI
sall £——
Xhol EcoRl
/ L7
« - - - ECoRl ‘
pClneo-SUMO-
pClneo-hcM-HA > hcM-HA <« - - - EcoRl

Figur 4.2: PCR-produktet av SUMO-1 inneholdene Sall kuttsetene ble ligert inn i Xhol sete pClneo-hcm-HA.
Sall og Xhol har samme overheng. Sluttproduktet ble pCIneo-SUMO-hcM-HA

Konstruksjon av pClneo-SUMO-hcM-[1-443]-HA

Her ble pCIneo-hcM-[1-443]-HA benyttet som utgangskonstrukt. Dette var tidligere blitt
konstruert av Grete Hasvold pé forskningsgruppa.

Kloningsstrategien for dette plasmidet var identisk med strategien for pClneo-SUMO-hcM-
HA og samme innskudd ble benyttet. Det viste seg at det ble ca. hundre kloner bade pa
celleskalen transformert med ligeringsmix og kontrollskalen. Dette resultatet tyder pé at
vektoren har religert. I utgangspunktet skulle ikke dette veere mulig fordi ligeringsmiksen ble
tilsatt XAol nettopp for & forhindre religering. Et problem ved 4 tilsette X#ol til
ligeringsmiksen direkte er at Xhol enzymet ikke far virke under optimale betingelser bade nar
det gjelder temperatur og buffer. T4 DNA ligase buffer ble benyttet under ligeringen. En ny
strategi ble valgt hvor ligeringen foregikk uten X#ol tilstede. Etter ligeringsreaksjonen var

ferdig og ligeringsenzymet varmeinaktivert ble det utfert kutting med X%ol ved optimale
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betingelser. Det ble talt ca. forti kloner pa skilen med cellene som var transformert med
ligeringsmiksen mot syv kloner pa kontrollskdlen. Et utvalg pé ti av disse forti klonene ble
dyrket og renset videre med miniprep. Disse ti ble si testet ved sjekkutting med EcoRI.
Vellykkede kloninger skal gi to band med storrelse 6467/680 bp. Tre av provene ga to band,
mens bare en av de tre ga riktig bdndsterrelse. Av de ti klonene testet ble en av klonene testet
som vellykket. Klonen ble sendt til sekvensering for videre verifisering (Primere C126/S082).

Proven viste seg & bli verifisert som korrekt og klonen ble tatt vare pd som stamkultur.

Konstruksjon av pClneo-SUMO-hcM-2KR

Her ble pCIneo-hcM-2KR benyttet som utgangskonstrukt som tidligere har blitt konstruert av
@yvind Dahle (Dahle et al., 2003).

Kloningsstrategien for dette plasmidet er videre identisk med strategien for pCIneo-SUMO-
hcM-[1-443]-HA og samme innskudd ble benyttet. Kuttet ogsé her med X#ol etter
ligeringsreaksjonen. LB-skalen med celler transformert med ligeringsmix resulterte i overkant
av hundre kolonier mot ca tretti kolonier pa kontrollskélen. Et utvalg pa tolv kloner ble dyrket
og renset med miniprep. Ved sjekkutting av de tolv prevene med EcoRI, viste det seg at tre av
disse sa positive ut. De tre provene ble sendt til sekvensering for verifikasjon (primere
S082/C126). Alle tre provene ble verifisert som positive. En av disse klonene ble tatt vare pa

som stamkultur.

Konstruksjon av pClneo-hcM-SUMO

Human SUMO-1 (image klon) ble modifisert med PCR ved amplifisering med to primere,
SUMO-Myb F2 (1060) og SUMO-myb R2 (1061) (se vedlegg 6.4 for sekvens). F2 er designet
for 4 passe med kuttsete for PshAl (halve sete ligger pa enden), mens R2 inneholder kuttsete
for Sall. PCR produktet ble sa kuttet med Sal/l. Vi fant det ikke nedvendig a lage en
overgangsekvens mellom c-Myb og SUMO der hvor SUMO fusjoneres c-terminalt for c-Myb
grunnet at fusjonen da vil skje pd N-terminal ende av SUMO. [ strukturen er N-terminalen av

SUMO relativt utstrakt og lite strukturert.

Plasmidet pClneo-hcM-HA ble forst kuttet med restriksjonsenzymene PshAl og Sall i to
trinn. I forste trinn kuttes det med Ps#Al med bufferen NEB2 og 50 mM NacCl. I neste trinn
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kuttes det med Sal/l ved a tilsette lasningen 100 mM NaCl for at enzymene skal kunne virke
under optimale betingelser. Kuttsetene for disse enzymene ligger i C-terminal ende av c-Myb-
HA og medforer at HA-tagen forsvinner. Siden PshAl gir ’blunt end” kan innskuddet klones
direkte inn i vektoren ved at PCR produktet som benyttes som innskudd inneholder halve
PshAl sete pa den ene enden. Bade PshAl setet og Sall setene vil da gjenskapes i det nye
konstruktet. Transformasjon av E.coli celler med konstruktene resulterte i en koloni, noe det
ogsa gjorde pd kontrollskdlen. Dette ble gjentatt en gang til, noe som ga samme resultat. Siden
det har vist seg at Sa/l kan kutte tregt hvis kuttsete ligger neerme enden av sekvensen (se New
England Biolabs, Catalog and technical reference for detaljer), ble det forsekt & kutte med
enzymene over natt, resten av strategien forble den samme. Celleskélen transformert med
ligeringsmiksen resulterte i over hundre kolonier, mens det ble talt et tilsvarende tall for
skdlen med vektor. Selv om dette resultatet kunne tyde pa religert vektor, gjorde det store
antallet kolonier et hdp om noen vellykkede kloner. Tjue kolonier ble valgt ut og testkuttet
etter at de ble dyrket opp og renset ved miniprep. Alle koloniene ble forst testkuttet med
EcoRI, noe som skulle gi to band pd hhv. 1535 bp og 6131 bp. 10 av de 20 sa positive ut.

Figur 4.3 Testkutting av 20 potensielle pClneo-hcM-SUMO kolonier med restriksjonsenzymet EcoRI. 10 av 20

prover viste seg d vandre som forventet.

I neste trinn ble provene som ble testet positivt med EcoRI sjekkuttet med PshAl og AfIII for
a se om PshAl setet som ligger pa den ene enden av innskuddet var intakt. Kutting med
PshAl og AfII skulle gi to band pa hhv. 6557 bp/1113 bp. Kutting med bare ett av enzymene
skulle gi ett band pa ca 7500 bp. Fem av de ti provene ga riktig bindsterrelse (se figur 4.4).
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5 6 7
Figur 4.4 Bilder viser testkutting av 7 av de 10 potensielle pClneo-hcM-SUMO koloniene med

restriksjonsenzymet PshAl og AflIIII Gelbildet er delt i 7 deler hvor hver enkelt prove er kuttet med bade PshAI
og AfllIl i den venstre kolonnen, mens de er kuttet med PshAI i kolonnen i midten og med bare AfIIII i hoyre

kolonne. 5 av provene viste seg d vandre som forventet.

To av disse ble valgt ut og sendt til sekvensering for verifisering med reversprimeren S068.
(hele innskuddet m/lig. Seter). Begge provene ble verifisert som positive og en av disse to

klonene ble valgt ut og tatt vare pa som stamkultur.

_ - EcoRI
- EcoRl =

- \
pClneo-hcM-SUMO | <~ 7~ Afill

y
y

Y

pClneo-hcM-HA

Y
y

[ \
PshAl \\ X ) o
2 PshAl \
sall Sall  EcoRl
EcoRI ~ _
=
sall — A
SUMO-1

Figur 4.5: PCR produktet av SUMO-1 inneholdene PshAI og Sall sete ble ligert inn i pClneo-c-Myb-HA som var
kuttet med PshAI og Sall. PshAI sete har blutt ende mens Sall setet har overheng. Sluttproduktet blir pClneo-
heM -SUMO
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Konstruksjon av pClneo-hcM-2KR-SUMO

Her ble samme strategi som for konstruksjonen av pClneo-hcM-SUMO valgt.
pClneo-hcM-2KR ble brukt som utgangskonstrukt og kuttet med PshAl og Sall. Innskuddet
benyttet er det samme kuttede PCR produktet som ble brukt for pClneo-hcM-SUMO og endte
ogsé her opp med & kutte over natt. Celler transformert med ligeringsmiksen ga to-tre hundre
kolonier mot ca. to hundre kolonier pa kontroll skalen. Tjuefire kolonier ble valgt ut og dyrket
opp og renset med miniprep. Pravene ble sjekkuttet med EcoRI hvor det skulle gi to band pa
1535 og 6137 bp. Ti av de tjuefire viste de onskede bandsterrelsene. De ti prevene ble i neste
trinn testkuttet med PshA1 og AfIII. Kutting med begge enzymene skulle gi to band pa hhv
6598 og 1113 bp, mens kutting med enzymene hver for seg skulle gi et band pa ca. 7500 bp.
To av prevene viste seg & gi de enskede bandsterrelsene. De to prevene ble sendt til
sekvensering med primeren S068 og ble verifisert som korrekte. En av de to positive klonene

ble valgt ut og tatt vare pa som stamkultur.

Konstruksjon av pClneo-hcM-[1-443]-SUMO

1. Forst ble pClneo-hcM-SUMO kuttet med restriksjonsenzymene Af/111 og PshAl.
Enzymene ble benyttet samtidig ved & bruke bufferen NEB2 hvor enzymene er 75 %
effektive.

2. AfIUI sete befinner seg oppstrems for kodonet som koder for aminosyre 443 i c-Myb
slik at dette omrédet md fylles inn pé nytt. Ved & kjere PCR pa pClneo-hcM-HA med
primerene C149 og C177 og kutte PCR produktet med Af/111, faes en sekvens pa 556
bp som er identisk med det manglende omrédet.

3. Det kuttede PCR produktet og den kuttede vektoren ble sa ligert sammen.

DH5a celler transformert med ligeringsmiksen ga i overkant av hundre kolonier mens det pé
kontrollskélen ble talt ca. hundre. Tolv av koloniene ble valgt ut for & testkuttes med EcoRI.
Hvis innskuddet er satt inn vellykket skal det gis to bdnd pa hhv 6131 og 953 bp, mot to band
pa hhv. Ca. 6000 og 500 bp hvis innskuddet ikke har blitt satt inn. Ti av tolv prever sa
positive ut ved kutting med EcoRI.
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Figur 4.6 Testkutting av 12 potensielle pCIneo-hcM-[1-443]-SUMO kolonier med restriksjonsenzymet EcoRI. 10

av 12 prover vandret som forventet sammenliknet med den teoretiske storrelsen.

To av prevene ble valgt ut og sendt til sekvensering med primerne C177 og C149. Begge

provene viste seg & gi egnsket sekvens, og en av de to ble tatt vare pa som stamkultur.
Afllll ——
PshAl PCR-Produkt

« — - EcoRI
pCineo-hcM-HA ~— 149
‘\
c177

/

-

-— Afllll \
EcoRl +

EcoRl

pClneo-hcM-[1-443]- | / Afllll
SUMO

pClneo-hcM-SUMO

Figur 4.7: Konstruksjon av pClneo-hcM-[1-443]-SUMO. Forst blir pClneo-hcM-SUMO kuttet med AfIIII og
PshAl, og et fragment inneholdene NRD domenet i c-Myb blir fjernet fra vektoren. Fragmentet som ligger
mellom AfIIII og aminosyren 443 i c-Myb blir amplifisert opp med PCR og klonet inn i den kuttede vektoren.
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Konstrukter benyttet til Immunofluorescense og konfokalmikroskopi analyse

Immunofluorescense og konfokalmikroskopi er en metode for a visualisere proteiner i cellen.
Denne metoden kan benyttes til & se pa subcelluler lokalisering av proteiner (mer info om
immunofluorescense og konfokalmikroskopi i metodedelen). I utgangspunktet var det
meningen & benytte de allerede konstruerte plasmidene i oppgaven til dette direkte, men fordi
alle plasmidene ikke inneholder tag ble det valgt en strategi der et utvalg av plasmidene forst
ble flyttet over i en ny vektor. Vektoren pCIneoB-3xFlag ble benyttet til dette. Plasmidene far
da 3xFlag-tagen N-terminalt. Dermed ble det ogsd mulig & sammenlikne to plasmider direkte
ved immunofluorescense og konfokalmikroskopi ved at noen har HA-tag, mens andre har

3xFlag-tag.

I alt ble det konstruert fire forskjellige konstrukter hvor felgende kloningsstrategi ble benyttet
for alle konstruktene: Innskuddet som varierer i forhold til hvilket plasmid som skal
konstrueres (tabell 4.1) ble kuttet med restriksjonsenzemene Notl og Xhol i bufferen NEB3
fra New England Biolabs og BSA ved 37 °C 1 1,5 time. Restriksjonsenzymene er 100 %
effektive 1 bufferen. Vektoren pClneoB-3xFlag ble kuttet med Notl og Xhol. Vektor og
innskudd ble videre ligert ved & benytte T4 DNA ligase, og DH5a celler ble transformert med
ligeringsmiksen pa LB-skaler med ampicillin. I tillegg ble DH5a celler transformert med

vektor uten innskudd ellers behandlet likt som ligeringsmiksen, benyttet som kontroll.

Plasmid Innskudd (Xhol-Notl fragment fra):
pClneoB-3xFlag-hcM-SUMO pClneo-hcM-SUMO
pClneoB-3xFlag-hcM pClneo-hcM
pClneoB-3xFlag-hcM-2KR-SUMO pClneo-hcM-2KR-SUMO
pClneoB-3xFlag-hcM-2KR pClneo-hcM-2KR

Tabell 4.1 Tabellen viser en oversikt over hvilke innskudd som er benyttet til d konstruere de forskjellig 3 xFlag-

Myb fusjonsproduktene.

Pé alle de fire skdlene med DHS5a celler transformert med ligeringsmiksen ble det notert et
betydelig antall flere kolonier enn pé kontrollskalene. Seks kolonier ble valgt ut fra hver av de
fire skalene for verifisering. Koloniene som ble valgt ut, ble dyrket opp og renset ved
miniprep metoden og sjekket ved kontrollkutting. For & verifisere at Notl/Xhol kuttsetene ble
gjendannet, ble det kuttet med de respektive restriksjonsenzymene. Hvis setene er gjendannet

skulle det dannes to band. SUMO-1 tagen ble verifisert ved kontrollkutting med EcoRI. Hvis
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plasmidet inneholdt SUMO-1 skulle det observeres to band, og bare et band hvis plasmidet
ikke inneholdt SUMO-1. For & verifisere at plasmidene virkelig inneholdt 3xFlag-tagen ble
det kontrollkuttet med BamHI noe som skal gi tre bdnd hvis 3xFlag-tagen var tilstede
sammenliknet med to band hvis plasmidet ikke innholdt 3xFlag. Minimum en preve av hver
av de fire plasmidene viste seg positive for alle kontrollkuttingene og ble tatt vare pa som

stamkultur.
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Westernimmunoblotting for kontroll av ekspresjonsplasmidenes

produkt

Alle de seks SUMO-myb fusjonskonstruktene ble som tidligere beskrevet verifisert ved
restriksjonskutting og ved sekvensering. Videre ble konstruktene verifisert pa protein niva ved
a benytte Westernimmunoblotting for & detektere proteinene c-Myb-HA, c-Myb-[1-443] og c-
Myb-2KR, med og uten SUMO-fusjon. CV-1 celler ble transfektert i 6 brenners brett med de
forskjellige plasmidene. Hosting av cellene ble gjort ved & benytte skrapemetoden beskrevet 1
metodedelen (For mer detaljer se kapittel 2.2.3). Det ikke kommersielle antistoffet anti-myb
(5E11) ble benyttet som primart antistoff. Som sekundzert antistoff ble det benyttet ECL™

Anti-mouse IgG, HRP fra Amersham-biosciences. Forventet storrelse pé proteinene er som

folger:

Protein Antall aminosyrer (aa) Storrelse (kDa)
c-Myb-HA 654 73,8
c-Myb-[1-443]-HA 460 52,3
c-Myb-2KR 641 72,4
SUMO-c-Myb-HA 756 85,5
c-Myb-SUMO 736 83,3
SUMO-c-Myb-2KR 743 84,1
c-Myb-2KR-SUMO 736 83,3
SUMO-c-Myb-[1-443]-HA 562 64,0
c-Myb-[1-443]-SUMO-1 542 61,8

Tabell 4.2 Oversikt over forventet storrelse pa c-Myb proteinene med og uten SUMO-fusjon. Forventet

proteinstarrelse er beregnet med programmet DNA strider.
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kDa
100 — 1.c-Myb-HA
W — -— . . 2.SUMO-1-c-Myb-HA
75 —~ — 3.c-Myb-SUMO-1
— R Yy
- - 4.c-Myb-2KR
- 5.SUMO-c-Myb-2KR
50 — ——— pr—— 6.c-Myb-2KR-SUMO-1

7.c-Myb-[1-443]-HA
8.SUMO-1-c-Myb-[1-443]-HA
9.c-Myb-[1-443]-SUMO-1

Figur 4.8 Western oversikt av de forskjellige fusjonsproteinene samt utgangsproteinene. Anti-myb (5E11) ble
benyttet som primeert antistoff i fortynning 1:200. Som sekundcert antistoff ble det benyttet ECL™ Anti-mouse
1gG, HRP fra Amersham-biosciences i fortynning 1:10000.

Alle proteinene gir band ved a benytte SE11 som antistoff. Proteinene ser ogsa ut til & vandre
som forventet med unntak av SUMO-1-c-Myb-[1-443]-HA 1 lane 8 hvor det dukker opp et
hovedband med tilsynelatende kortere vandringslengde enn forventet (figur 4.8). Dette fikk
oss til & mistenke at noe kunne vare galt med dette konstruktet uttrykt som protein. Noe av
forskjellen en ser mellom lane 8 og 9 kan forklares ved at c-Myb-[1-443]-SUMO ikke
inneholder HA-tag sammenliknet med SUMO-c-Myb-[1-443]-HA som inneholder HA-tag.
Likevel synes forskjellen i vandring mellom lane 8 og 9 & vaere sa stor at det trolig ikke kan
forklares bare med HA-tagen alene. SUMO-c-Myb-[1-443]-HA skal bare vare 2,2 kDa storre
en c-Myb-[1-443]-SUMO (data fra tabell 4.2). En mer kvantitativ analyse viser at
hovedbandene 1 lane 8 og lane 9 begge to avviker ca 5 % fra forventet verdi, men i1 hver sin
retning (dvs lane 8 tyder pa et for stort protein (+5 %) mens lane 9 pa et for lite protein (-5
%). Samlet gir dette et visuelt inntrykk av ca 10 % avvik og at noe kan vare feil. Det er ogsa
en liten forskjell i vandringslengde mellom bandene i lane 2 og 3. Denne vandringsforskjellen
kan forklares ved at SUMO-c-Myb-HA inneholder HA-tag mens HA-tagen er fjernet under
konstruksjonen av c-Myb-SUMO. Siden vi tolket data slik at SUMO-c-Myb-[1-443]-HA
proteinet syntes & vandre for kort og dermed ikke kunne sies & vare fullgodt verifisert uttrykt
som protein, valgte vi & ikke benytte dette proteinet videre 1 forsekene. I forhold til
problemstillingene 1 oppgaven er ogsé dette proteinet det minst nedvendige av de forskjellige
variantene som ble konstruert. En endelig konklusjon her burde vart basert pd MS-

bestemmelse av proteinene.
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Westernimmunoblotting av proteinene benyttet til immunofluorescense og

konfokalmikroskopi

Det ble utfort Westernimmunoblotting pd konstruktene som ble benyttet til
immunofluorescense og konfokalmikroskopi. Dette ble gjort for & verifisere produktene pé
proteinniva og kontrollere at Flag-tagen fungerte. CV-1 celler ble transfektert i 6 brenners
brett med de fire plasmidene fra kapittel 4.1.8. Plasmidene uttrykker proteiner med 3xflag-tag.
Hosting av cellene ble gjort ved & benytte skrapemetoden som er beskrevet i metodedelen.
Anti-Flag® M2 fra Sigma ble benyttet som primzrt antistoff. ECL™ Anti-mouse IgG, HRP
fra Amersham-biosciences ble benyttet som sekundert antistoff (se kapittel 2.3.2 for detaljert
informasjon om westernimmunoblotting). Den forventede storrelsen pa de fire 3 xFlag

fusjonsproteinene er som folger:

Fusjonsprotein Antall aminosyrer (aa) Starrelse i kDa
3 xFlag-c-Myb-SUMO 768 87,1
3 xFlag-c-Myb 686 77,5
3 xFlag-c-Myb-2KR-SUMO | 768 87,0
3 xFlag-c-Myb-2KR 673 76,1

Tabell4.3 Oversikt over forventet storrelse pa 3 xFlag fusjonsproteinene. Forventet protein storrelse er beregnet

med programmet DNA strider.

kDa 1 2 3 4

100—

75 — —_— — 1. 3xFlag-hcM-SUMO
- —_— 2. 3xFlag-hcM

3. 3xFlag-hcM-2KR-SUMO
4. 3xFlag-hcM-2KR

Figur 4.9 Oversikt over 3 xFlag-tagede proteiner konstruert til bruk for Inmunofluorescense mikroskopi. Anti-
Flag® M2 fra Sigma ble benyttet som primeert antistoff i fortynning 1:10000. ECL™ Anti-mouse IgG, HRP fra
Amersham-biosciences ble benyttet som sekundcert antistoff i fortynning 1:10000.

Ved a benytte anti-Flag som primart antistoff dukker det opp band for alle de fire proteinene
med forventet vandringslengde (figur 4.9). Dette tyder pé at proteinene er korrekt uttrykt.
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Noen svakere band med lengre vandringslengde dukker ogsa opp, noe som tyder pé at det

foregar en viss degradering.
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Reporteraktiveringsassay

For a studere effekten SUMO-konjugering har pa c-Myb avhengig transkripsjon valgte vi &
benytte reporteraktiveringsassay. Ved & benytte denne metoden kan en sammenlikne
aktiviteten til en transkripsjonsfaktor, i dette tilfellet er c-Myb og diverse modifiserte varianter
som SUMO fusjonene, ved a méle uttrykket av et bestemt gen som er repsonsivt pa
transkripsjonsfaktoren. For & kunne uttrykke disse effektorkonstruktene som proteiner ma c-
DNAet vaere en del av en ekspresjonsvektor som kan uttrykkes i den spesifikke celletypen
benyttet. pClneo ble i denne oppgaven benyttet som ekspresjonsvektor og er beskrevet i
metodedelen. Effektor-reporter forsgkene ble ufert med to forskjellige Myb-responsive

promoterer for & kunne ekskludere eventuelle spesifikke effekter pa det enkelte mélgen.

Til reporteraktiveringsmalingene ble det benyttet lysat fra cellelinjen CV-1 transfektert med
kombinasjoner av effektor- og reporterkonstrukt (se metodikkdelen for beskrivelse av
cellelinjen og detaljert om dyrking/hesting av cellelinjen). Dataene vist baserer seg pa
maélinger dels utfort fra celler dyrket i 6 brenners og dels i 24 brenners brett. De forste
forsgkene i dette prosjektet ble utfert med 6 brenners brett, men pé grunn av at gruppa skiftet
standard og begynte & benytte 24 brenners brett til reporteraktiveringsassay, ble dette benyttet
1 de senere forsgkene. Dataene fremlagt 1 figurene i reporteraktiverings delen er et snitt av
minimum 3 separate forsek utfort i triplikat. Cellene i 6 brenners brett ble transfektert med
0,4, 1,0 og 2,0 ug effektor DNA, samtidig som de ble transfektert med 1,0 ug reporter DNA. |
forsegkene hvor det ble benyttet celler fra 24 brenners brett var mengden effektor tilsvarende
0,08, 0,2 og 0,4 ug samt 0,2 ug reporter (fordi det er en faktor fem i forskjell mellom de to
oppsettene). Den c-Myb-responsive promoteren til Thyrotropin-releasing hormone receptor
genet (TRHR) (Matre et al., 2003) ble benyttet som reporter i forsgkene. Noen av forsgkene
ble ogsa gjentatt ved a benytte den hcM-FL responsive promoteren 3xMRE-MYC som

reporter for 4 se om resultatene er uavhengig av hvilken promoter som ble benyttet.

Er effekten av SUMO-konjugering avhengig av hvor pa c-Myb SUMO

konjugeres?

Vi ensket 1 denne oppgaven a bruke fusjonsstrategien til & besvare hvorvidt SUMO-
konjugering av c-Myb ferer til at c-Myb avhengig transkripsjon represseres, og om denne

effekten i tilfelle var avhengig av hvor pa c-Myb SUMO kobles til? For & besvare dette ble det
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foretatt et reporteraktiveringsassay hvor aktiviteten til c-Myb-SUMO ble sammenliknet med
mutanten c-Myb-2KR hvor SUMO-konjugeringssetene er mutert. c-Myb-2KR uttrykker c-
Myb uten SUMO og kan ikke konjugeres til SUMO. c-Myb-2KR ble ogsd sammenlignet med
tilsvarende proteiner hvor SUMO er konstant fusjonert til c-Myb. Disse fusjonsproteinene var
de to variantenene som uttrykker c-Myb med SUMO fusjonert hhv. C-terminalt og N-
terminalt: c-Myb-2KR-SUMO og SUMO-c-Myb-2KR. Vi benyttet bade C-terminale og N-
terminale fusjonskonstrukter for & kunne besvare posisjonsspersmalet. Ved 4 sammenlikne
disse fire konstruktene direkte i et oppsett vil en kunne fé et innblikk i om SUMO-
konjugering har en repressiv effekt, samtidig som det undersekes om SUMO-konjugerings
effekten er avhengig av lokalisasjonen pa c-Myb. Siden den naturlige sumoyleringen av c-
Myb skjer i NRD som er lokalisert C-terminalt 1 c-Myb, ble det antatt at fusjonen hvor SUMO
er lokalisert C-terminalt var den som liknet mest pa den naturlige varianten. Lysat fra celler
transfektert med okende mengder av de nevnte plasmider ble benyttet i dette forseket. TRHR

ble brukt som promoter. Resultatet er vist i Figur 4.10.

Reporteraktiveringsassay, Promoter: TRHR
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Figur 4.10: Reporteraktiverings resultater med okende mengde av effektorene c-Myb-HA, c-Myb-2KR, c-Myb-
2KR-SUMO og SUMO-c-Myb-2KR.. 1,0 ug TRHR er her benyttet som promoter. Cellene ble dyrket i 6 bronners
brett.

Som vist 1 figur 4.10 gir den muterte utgaven hcM-2KR mellom 2 og 3 ganger ekning i

aktivitet ssmmenliknet med aktivitetsmalingen for c-Myb-HA. Mutanten hvor SUMO-1 er

fusjonert C-terminalt gir derimot aktivitet pd samme nivé som for c-Myb-HA. Varianten hvor
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SUMO er fusjonert N-terminalt for c-Myb-2KR gir bare litt lavere mélinger enn for c-Myb-
2KR og klart hagyere aktivitet (ca. 2 ganger) enn aktiviteten til c-Myb villtype. Forsgket
indikerer med andre ord folgende: Nar SUMO ikke kan konjugeres til c-Myb (c-Myb-2KR)
oker c-Myb avhengig transkripsjon markant. Nér sa c-Myb blir konstant sumoylert (c-Myb-
2KR-SUMO) represseres c-Myb avhengig transkripsjon til et niva som tilsvarer naturlig c-
Myb. Dette tyder pé at sumoylering av c-Myb har en repressiv effekt pd c-Myb avhengig
transkripsjon. Denne represjonseffekten observeres dog ikke i like stor grad i tilfellet hvor
SUMO er lokalisert N-terminalt for c-Myb (SUMO-c-Myb-2KR), og effekten av
sumoyleringen kan dermed se ut til & veere avhengig av hvor i c-Myb proteinet SUMO
plasseres. En sannsynlig forklaring pd denne observasjonen er at konstruktet hvor SUMO er
konjugert C-terminalt for c-Myb er det som likner mest pa naturlig sumoylert c-Myb, og at
effekten/tilgjengeligheten av SUMO i dette proteinkomplekset dermed er bedre bevart enn der
hvor SUMO sitter N-terminalt i proteinet, neer DBD domenet.

Sammenlikning av NRD og SUMO-konjugering med hensyn pa c-Mybs negative

regulatoriske effekt

Et annet spersmaél vi stilte var om SUMO-konjugering kunne svare for det meste av NRD’s
negative regulatoriske effekt. Vi ensket derfor & se hvilken effekt fjerning av NRD i c-Myb
hadde pa c-Myb avhengig transkripsjon i vart reporteraktiveringsassay, og 1 hvilken grad
denne effekten kunne bli opphevet av & lage en variant hvor SUMO ble fusjonert til c-Myb
konstruktet uten NRD, med andre ord om en C-terminal SUMO-fusjon kunne “erstatte” hele
det deleterte NRD. Aktiviteten av c-Myb-FL ble sammenliknet med konstruktet c-Myb-[1-
443] og en variant hvor SUMO er fusjonert C-terminalt, c-Myb-[1-443]-SUMO. Lysat fra
celler transfektert med okende mengder av de nevnte plasmider ble benyttet. TRHR ble brukt
som promoter. c-Myb-[1-443] mangler det negativt regulatoriske domenet og inneholder
heller ikke konjugeringssetene for SUMO og kan folgelig ikke konjugere SUMO-1

tilsvarende som for mutanten c-Myb-2KR

Som vist 1 figur 4.11 viser aktivitetsmalingene at c-Myb-[1-443] gir mellom to og tre ganger
aktiviteten av c-Myb-FL. Ved & se pad malingene av konstruktet hvor SUMO er fusjonert til c-
Myb-[1-443] gir det aktivitetsmalinger pa ca. samme nivd som for c-Myb-FL. Dette forsgket
viser at fjerning av NRD 1 c-Myb ferer til en markant ekning i aktivering sammenliknet med

c-Myb. Denne aktivitetsekningen ser ut til 4 forsvinne ndr SUMO fusjoneres til det samme
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konstruktet. Effekten som observeres ved & fjerne NRD i1 c-Myb oppveies i dette forseket ved
a fusjonere konstruktet med SUMO. En annen indikasjon pa at effekten av fjerning av NRD
oppveies av sumoylering sees ved a sammenlikne dette forseket med det foregdende hvor
effekten av & mutere SUMO-konjugeringssetene i c-Myb gjorde et ca. like stort utslag (2-3

ganger aktivering sammenliknet c-Myb).

Reporteraktiveringsassay, Promoter: TRHR
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Figur 4.11 Reporteraktiverings resultater med okende mengde av effektorene c-Myb-HA, c-Myb-[1-443] og c-
Myb-[1-443]-SUMO. 1,0 ug TRHR er her benyttet som promoter. Cellene ble dyrket i 6 bronners brett.

SUMO-konjugering av c-Myb

I de to foregdende forsgkene ble det benyttet konstrukter som 1 utgangspunktet ikke er
identiske med c-Myb, nér en ser bort ifra SUMO modifisering. Konstruktene som ble benyttet
inneholdt i tillegg til & uttrykke c-Myb modifisert med SUMO C- eller N-terminalt, enten
punktmutasjoner (2KR) eller delesjoner ([ 1-443]). Det var derfor enskelig & sammenlikne c-
Myb varianter som var fusjonert til SUMO direkte med normal c-Myb for dermed bedre a
kunne se effekten av sumoylering pd c-Myb som blir sumoylert reversibelt i cellen. Det har
tidligere blitt vist i flere forsek at effekten sumoylering har pé en spesifikk
transkripsjonsfaktor er pa et maksimum, selv om bare en liten del av den totale mengden
transkripsjonsfaktor til enhver tid er sumoylert (Se introduksjonsdelen). For a studere dette for
c-Myb og for 4 sammenlikne de forskjellige konstruktene, ble det ufort
reporteraktiveringsmélinger hvor c-Myb-HA ble sammenliknet med de tilsvarende SUMO
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fusjonskonstruktene, SUMO-c-Myb-HA og c-Myb-SUMO. Forsgkene ble utfort ved & benytte

lysat fra celler transfektert med de tre konstruktene i1 ekende mengde.
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Figur 4.12 Reporteraktiverings resultater med okende mengde av effektorene c-Myb-HA, c-Myb-SUMO og
SUMO-c-Myb-HA. 1,0 ug TRHR er her benyttet som promoter. Cellene ble dyrket i 6 bronners brett.

Ved & sammenlikne aktiviteten fra figur 4.12 ser det ut til at konstruktene hvor SUMO er
fusjonert til c-Myb-HA gir ca. 1/3 lavere aktivitet enn c-Myb-HA uavhengig om SUMO er
fusjonert N eller C-terminalt for c-Myb. Disse observasjonene viser at konjugering av SUMO
til c-Myb ser ut til & ha en repressiv effekt i dette systemet hvor TRHR ble brukt som
promoter. Sammenliknet med naturlig c-Myb som bade kan opptre konjugert til SUMO og i
en fri form, gir konstruktene hvor SUMO er fusjonert til c-Myb altsé en noe lavere aktivitet.
Denne represjonen er likevel ganske liten (c-Myb gir 50 % heyere aktivitet enn c-Myb-
SUMO fusjonskonstruktene) sammenliknet med aktivitetsekningen som observeres for
konstruktene som ikke kan sumoyleres (200-300 % ekning i aktivitet sammenliknet med c-
Myb). Det skal ogsé vaere nevnt at naturlig sumoylering av c-Myb skjer pa to lysinresiduer,
slik at c-Myb kan konjugeres til to SUMO proteiner. For de to konstruktene hvor SUMO
allerede er fusjonert til c-Myb kan disse konstruktene konjugeres til maksimalt tre SUMO
proteiner medregnet SUMO-fusjonen. I dette forsgket ble det ikke observert noen forskjeller i
aktivitet mellom de to konstruktene hvor SUMO er fusjonert til c-Myb enten C- eller N-
terminalt. Dermed tyder dette forsgket pa at den repressive effekten SUMO-konjugering av c-

Myb villtype har, er uavhengig av plassen i proteinet.
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4.3.4 Reporteraktiveringsassay med 3xMRE-MYC som promoter

1200 1 Reporteraktiveringsassay, Promoter: 3xMRE-MYC
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Figur 4.13: Reporteraktiverings resultater med okende mengde av effektorene c-Myb-HA, c-Myb-[1-443]-HA, c-
Myb-2KR, c-Myb-2KR-SUMO og c-Myb-[1-443]-SUMO. 0,2 ug 3xMRE-MYC er her benyttet som promoter.
Celler dyrket i 24 bronners brett.

I de foregdende forsgkene ble den c-Myb responsive promoteren TRHR benyttet som
promoter foran Luciferase-reportergenet. For 4 undersoke om de foregdende dataene kunne
bli reprodusert med et annet c-Myb-responsivt gen ble promoteren 3XxMRE-MYC benyttet (se

metodedelen for detaljer om promoterene).

I dette forseket sammenlignes aktiviteten av c-Myb-HA med c-Myb-[1-443], c-Myb-2KR, c-
Myb-[1-443]-SUMO og c-Myb-2KR-SUMO. Lysat fra celler transfektert med de 5
konstruktene i gkende mengder ble benyttet. c-Myb-[1-443]-HA og c-Myb-2KR ga ca. 2-3
ganger aktiviteten til c-Myb-HA, hvor c-Myb-[1-443]-HA ga en noe heyere aktivitet enn c-
Myb-2KR. De to konstruktene hvor SUMO er konjugert C-terminalt, c-Myb-2KR-SUMO og
[1-443]-SUMO ga en noe hoyere aktivitet sammenliknet med c-Myb-HA, men ca 40 % av
aktiviteten til c-Myb-2KR og c-Myb-[1-443]. Disse dataene tyder pa at sumoylering av c-
Myb-2KR og c-Myb-[1-443]-HA har en repressiv effekt ndr 3XxMRE-MYC benyttes som
promoter. Disse observasjonene viser den samme trenden som ved a benytte TRHR som
promoter. Med andre ord ser effekten av 4 sumoylere c-Myb ut til 4 vaere uavhengig av
hvilken c-Myb responsiv promoter som benyttes, og det tyder videre pé at effekten av &
konjugere c-Myb til SUMO som observeres i disse forsekene antagelig kan overfores til all c-

Myb avhengig transkripsjon.
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c-Myb-SUMO - svekket aktivator eller aktiv repressor?

Et sparsmdl vi stilte oss var om c-Myb-SUMO fusjonen bare var en svekket aktivator eller
faktisk opererte som en aktiv repressor. Vi designet derfor et forsek for 4 se hva som skjedde
ndr celler transfektert med en fast mengde c-Myb-2KR (aktivator) ble kotransfektert med
okende mengde c-Myb-2KR-SUMO (repressor?). Dette for & sjekke om c-Myb-2KR-SUMO
oppferer seg som et dominant negativt protein, det vil si at effekten av c-Myb-2KR-SUMO
ville overskygge effekten av c-Myb-2KR noe som ville resultere i en gradvis aktivitetssenking
ved gkende mengde c-Myb-2KR-SUMO. For mer informasjon om dominant negativ
henvises til (Herskowitz, 1987). Resultatene vist i figuren under er basert pa luciferase assay
malinger med lysat fra CV-1 celler kotransfektert med 1 ug c-Myb-2KR og varierende
mengde c-Myb-2KR-SUMO, samt celler transfektert med bare c-Myb-2KR og celler
transfektert med bare c-Myb-2KR-SUMO i mengder 0,5 1,0 og 2,0 pg. Promoteren TRHR ble

her benyttet som reporter.
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Figur 4.14: Reporteraktiverings resultater med okende mengde av effektoren c-Myb-2KR-SUMO, enten alene
eller fra celler kotransfektert med 1,0 ug c-Myb-2KR. 1,0 ug TRHR er her benyttet som promoter. Cellene ble

dyrket i 6 bronners brett.

I dette oppsettet observerte vi det stikk motsatte av hva vi forventet. Vi fant at aktiviteten oker
ved gkende mengde c-Myb-2KR-SUMO tilsatt celler transfektert med c-Myb-2KR.

Aktivitetsekningen ser ogsa ut til & vaere betydelig storre enn en ren addisjonseffekt. Celler
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kotransfektert med de to konstruktene ser ut til & gi ca. 2 x aktiviteten til summen av de to
konstruktene transfektert separat med 7TRHR som promoter. Forsgket ble gjentatt med samme
utfall. Fordi vi mener at uventede observasjoner kan vere interessante derdpnere, har vi

inkludert det i oppgaven. Dessverre tillot ikke tiden & forfolge disse observasjonene nermere.
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Immunofluorescense og konfokalmikroskopi

I tillegg til 4 male den transkripsjonelle aktiviteten av c-Myb ved hjelp av
reporteraktiveringsassay ble det valgt en strategi for & se pd eventuelle forandringer i
subcellular lokalisering basert pa om c-Myb var konjugert til SUMO eller ikke. Til dette ble
det valgt a benytte immunofluorescense og konfokalmikroskopi. Dette er en metode som
brukes til 4 visualisere proteiner i en celle, og en kan séledes fa et bilde av den subcellulere
lokaliseringen til proteiner. Ved konfokalmikroskopi ser man pa et lag i cellen og filtrerer bort
”stay” over og under dette planet. c-Myb villtype ble her sammenliknet med c-Myb-SUMO,
samt mutanten c-Myb-2KR som ikke kan sumoyleres. Immunofluorescense og
konfokalmikroskopi forsekene ble utfort av A. H. Alm-Kristiansen med konstrukter laget av

undertegnede.

Sumoylering av en rekke proteiner har vist seg & forandre deres subcellulere lokalisering,
som for eksempel Sp3 (Ross et al., 2002). Det har tidligere blitt vist at c-Myb kolokaliserer
med PML kjernelegemer (PML nuclear bodies, PML NB’s) (Dahle et al., 2004) samtidig som
ogsa mange andre proteiner som er vist & lokaliseres til PML kjernelegemer ogsé kan bli
konjugert til SUMO. Derfor gnsket vi & se om c-Mybs subcellulere lokalisering er avhengig
av SUMO, og om sumoylert og ikke-sumoylert c-Myb eventuelt lokaliseres til samme eller

ulike kjernelegemer (NB’s).

For a kunne studere den subcellulare lokaliseringen av transfektert c-Myb ved hjelp av
Immunofluorescense og konfokalmikroskopi er det en fordel med egnede merkelapper pa
proteinene man vil visualisere. Ved a ha ulik merkelapp pa for eksempel c-Myb villtype og
2KR mutanten kan disse studeres i samme celle. En del av konstruktene som er benyttet
tidligere 1 oppgaven ble flyttet over 1 en ny vektor inneholdene en 3xFlag-tag som ble
lokalisert oppstrems for c-Myb-genet. Se metodedelen for strategi. Ved & benytte to sett av
konstrukter der det ene settet inneholder 3xFlag-tag og det andre inneholder en HA-tag ble
det mulig & sammenlikne lokaliseringen av to typer Myb-proteiner direkte ved a benytte

antistoff mot de to merkelappene, og sekundare antistoffer konjugert med ulike fluoroforer.

Et konstrukt hvor SUMO konstant er bundet til c-Myb (pClneo-3xFlag-c-Myb-SUMO), et
konstrukt hvor c-Myb ikke kan binde SUMO (pClneo-c-Myb-2KR-HA), samt c-Myb villtype
(pClneo-c-Myb-HA eller pClneo-3xFlag-c-Myb), ble sammenliknet med hverandre for & se
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om det kunne observeres en forandring i subcelluler lokalisering av c-Myb med og uten
SUMO. Ville for eksempel SUMO fusjonen fore til at c-Myb lokaliseres jevnt over kjernen
samtidig som c-Myb-2KR ville lokaliseres til kjernelegemer, mens c-Myb villtype ville
lokaliseres som en mellomting av disse to? Eller ville c-Myb-SUMO eventuelt lokaliseres til

andre kjernelegemer enn 2KR?

I Immunofluorescense og konfokalmikroskopi forsekene ble HeLa celler transfektert med de
aktuelle plasmidene. Til forsgkene ble kanin anti-HA og mus anti-Flag benyttet som primere
antistoff 1 fortynningen 1:50. Alexa Fluor 633 esel anti-mus IgG (H+L) og Alexa Fluor 488
esel anti-kanin IgG (H+L) ble benyttet som sekundere antistoff i fortynningen 1:100. Hoechst
ble brukt etter tilsetting av sekundeert antistoff for & farge DNA/kjernen. Bildene vist i

forsgkene under er forstorret 200x.

4.4.1 Subcellulzer lokalisering av c-Myb villtype og c-Myb-SUMO
c-Myb villtype c-Myb-SUMO merge DNA

Figur 4.15 HeLa celler kotransfektert med 3XFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-HA. Gronn farge viser c-Myb-HA

mens rod viser 3XFlag-c-Myb-SUMO. Kolonne tre er et merge bilde av kolonne 1 og 2. Lane 4 viser farging av
cellekjernen (DNA).

For & kunne sammenlikne subcelluler lokalisering av villtype c-Myb og c-Myb-SUMO ble
celler kotransfektert med c-Myb-HA og 3xFlag-c-Myb-SUMO. Fra bildene (figur 4.15) ser
det ut til at bade villtype c-Myb og c-Myb-SUMO lokaliseres til nukleoplasma og
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kjernelegemer, men ikke nukleoli som sees som sorte hull i cellekjernen. Det kan se ut som
om c-Myb-HA danner noe sterkere punktstruktur enn 3xFlag-c-Myb-SUMO gjer. Imidlertid
observeres det her at lokaliseringen av bade c-Myb-HA og 3xFlag-c-Myb-SUMO varier
strekt fra celle til celle. Det observeres ogsé at 3xFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-HA
kolokaliserer i cellene hvor det dannes punktstrukturer, som er tydeligst i cellen fra figur 4.15
nedre rad. Dette kan tyde pa at andre faktorer en selve sumoyleringen av c-Myb virker inn pé

c-Mybs lokalisasjon i cellekjernen.

4.4.2 Subcellulzer lokalisering av c-Myb-2KR og c-Myb villtype

c-Myb-2KR-HA 3x-Flag-c-Myb Merge DNA

Figur 4.16: HeLa celler kotransfektert med c-Myb-2KR-HA og 3% Flag-c-Myb. Gronn farge viser c-Myb-2KR-

HA, mens rod viser 3XFlag-c-Myb. Kolonne tre er et merge bilde av kolonne 1 og 2. Kolonne 4 viser farging av

cellekjernen (DNA).

Deretter onsket vi & sammenlikne subcelluler lokalisering av den sumoyleringsdede mutanten
2KR med villtype c-Myb. HeLa celler ble kotransfektert med c-Myb-2KR-HA og 3x-Flag-c-
Myb. Tilsvarende som 1 forrige forsek lokaliseres begge proteinene til nukleoplasma og i
kjernelegemer, men ikke til nukleoli. Det kan fra disse bildene (figur 4.16) tyde pa at c-Myb-
2KR-HA danner noe sterkere punktstruktur enn det 3x-Flag-c-Myb gjer. Imidlertid ser c-
Myb-2KR-HA og 3x-Flag-c-Myb ut til & kolokalisere der det dannes punktstrukturer.
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4.4.3 Subcellulaer lokalisering av sumoyleringsded mutant (c-Myb-2KR) og
konstitutivt sumoylert c-Myb (c-Myb-SUMO)

c-Myb villtype 2KR Merge DNA

Figur 4.17 HeLa celler kotransfektert med 3XFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-2KR-HA. Gronn farge viser c-Myb-

2KR-HA, mens rod viser 3XFlag-c-Myb-SUMO. Kolonne tre er et merge bilde av kolonne 1 og 2. Kolonne 4

viser farging av cellekjernen (DNA).

Villtype c-Myb kolokaliserer bdde med 2KR og med c-Myb-SUMO. For 4 sammenlikne de to
tilstandene og for a se om 2KR og c-Myb-SUMO lokaliserte til de samme kjernelegemene,
ble HeLLA celler kotransfektert med 3xFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-2KR-HA. Fra disse
bildene ser det ut til at c-Myb-2KR-HA har en tendens til & danne noe sterkere punktstruktur
enn 3xFlag-c-Myb-SUMO, dette varier dog litt fra celle til celle og er ikke fullstendig
entydig. Selv om c-Myb-2KR-HA ser ut til & danne noe sterkere punktstrukturer enn 3xFlag-
c-Myb-SUMO ser det ut til at de kolokaliserer i stor grad der det dannes punktstrukturer. En
annen observasjon er at graden av punktstruktur dannelse varier sterkt fra celle til celle. I figur
4.17, nedre rad er dette spesielt tydelig, hvor bade 3xFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-2KR-HA
danner klare punktstrukturer i den ene cellen, mens de i den andre cellen fordeles jevnt utover
kjernen. Disse dataene tyder med andre ord pé at det er andre faktorer en selve sumoyleringen

av c-Myb som innvirker pa c-Mybs subcellulare lokalisasjon.
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5 Diskusjon

I diskusjonsdelen blir forst problemstillingene som er fremlagt i1 kapittelet "maél for oppgaven”
provd besvart pd bakgrunn av resultatdelen. Videre vil det bli fremlagt noen hypoteser pa
bakgrunn av oppgaven og det vil bli diskutert styrker og svakheter rundt valg av metoder.

Tilslutt blir det fremlagt noen tanker rundt videre arbeid vi mener ber gjores.

5.1 Diskusjon av problemstillingene

5.1.1 SUMO og represjon av transkripsjon - Problemstilling 1a og 1b
De to ferste sporsmélene vi gnsket & besvare ved hjelp av fusjonsstrategien var:
la. Forer SUMO-konjugering av c-Myb til at c-Myb-avhengig transkripsjon represseres?

1b Er denne effekten i tilfelle avhengig av hvor pa c-Myb sumoyleringen skjer?

I denne oppgaven er det utfort reporteraktiveringsassay for & se hvilken innvirkning SUMO-
konjugering av c-Myb har pd c-Myb avhengig transkripsjon. Resultatene fra oppgaven tyder
pa at sumoylering av c-Myb forer til en nedregulering av c-Myb avhengig transkripsjon nar
det sammenliknes med c-Myb villtype og c-Myb varianter som ikke kan konjugeres til
SUMO. c-Myb varianter som ikke kan konjugeres til SUMO har gjennomgéaende 2 til 3
ganger hoyere aktivitet en normal c-Myb. Nér disse aktiverte formene fusjoneres til SUMO
faller aktiviteten tilbake til samme nivé som villtype c-Myb. Det oppnées en ytterligere
represjon ved & fusjonere normal c-Myb med SUMO. Disse resultatene ser ogsé ut til & vaere
uavhengig av hvilken c-Myb-responsiv promoter som blir benyttet, da trendene fra resultatene

som ble oppnidd ved & benytte TRHR ble reprodusert med 3XxMRE-MYC promoteren.

Nér det gjelder spersmalet om den repressive effekten av SUMO-konjugering er uavhengig av
hvor pé c-Myb SUMO blir konjugert, tyder dataene fra c-Myb-2KR forsekene 1 kapittel 5.3.1
pa folgende: c-Myb-2KR-SUMO ser ut til & gi en betydelig klarere represjon sammenliknet
med SUMO-c-Myb-2KR. Det ser med andre ord ut til fra dette forseket at effekten av
sumoylering av c-Myb er avhengig av hvor pa c-Myb sumoyleringen skjer. Imidlertid
observeres det 1 forseket i kapittel 5.3.3, hvor c-Myb villtype sammenliknes med varianter

hvor SUMO er fusjonert enten N- eller C-terminalt at effekten av & fusjonere SUMO til c-
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Myb N- terminalt gir en ca. like stor repressiv effekt som for den C-terminale varianten. Dette
peker 1 retning av en posisjonsuavhengig repressiv SUMO-effekt. En viktig forskjell i de to
nevnte forsekene er likevel at 2KR variantene ikke kan konjugere SUMO i utgangspunktet,
slik at dette forseket bare ser pa effekten av en enkel SUMO-fusjonering til c-Myb. For
forseket i kapittel 4.3.3 er det viktig & merke seg at bade c-Myb og c-Myb-SUMO
fusjonskonstruktene ogsa kan konjugeres til SUMO pa de to lysin residuene i det negativt
regulatoriske domenet, slik at det ligger mer usikkerhet rundt dette forseket nar det gjelder a
konkludere med hva de observerte effektene skyldes. SUMO-c-Myb og c-Myb-SUMO kan i
dette oppsettet for eksempel fore til at c-Myb konjugeres til tre forskjellige SUMO, mens det

for naturlig sumoylert c-Myb maksimalt er to.

SUMO-konjugering og NRD’s regulatoriske effekt - Problemstilling 1c
Denne ble formulert som felger: Kan SUMO-konjugering forklare NRD’s negative

regulatoriske effekt?

Det negative regulatoriske domenet (NRD) har fitt sitt navn fra effekten domenet har pa Myb
-avhengig transkripsjon. Ved & deletere c-Mybs NRD viste det seg at aktiviteten av c-Myb
avhengig transkripsjon eker i1 vért system (Fig 4.11). Som vist i denne oppgaven ser SUMO ut
til & ha en liknende effekt som NRD pé c-Myb-avhengig transkripsjon. Dette er interessant
fordi sumoyleringen av c-Myb er lokalisert pA NRD. Vi stilte oss dermed spersmalet om
SUMO-konjugering kan forklare NRD’s negative regulatoriske effekt. c-Myb-[1-443]-HA
konstruktet som mangler store deler av NRD inkludert SUMO-konjugeringssetene ble
sammenliknet med c-Myb-[1-443] SUMO fusjonsvarianter og c-Myb-HA. Fra dette forsoket
viser det seg at effekten som observeres ved a deletere c-Mybs NRD oppveies ved a fusjonere
det til SUMO. I reporteraktiveringsassay forsgket hvor SUMO fusjonskonstrukter med bade
c-Myb-2KR og c-Myb-[1-443] er benyttet, samsvarer effekten av a deletere NRD med
effekten av & mutere SUMO-konjugeringssetene (2KR) i c-Myb. Denne effekten viser seg 4
oppveies ved a fusjonere SUMO C-terminalt bade for c-Myb-2KR og c-Myb-[1-443]. Fra
disse malingene ser det dermed ut til at den represserende effekten NRD domenet observeres
a ha 1 c-Myb kan skyldes sumoylering alene. Dette stottes bare delvis av
sekvenssammenligning mellom evolusjonart fjernliggende c-Myb proteiner (se fig 5.1 neste
side). I denne figuren er det gjort en sammenligning av NRD sekvensen i c-Myb 1 forskjellige

arter. Oryzias (Ricefish) er den arten som evolusjonert sett er lengst unna mennesket i denne
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sammenligningen. | figuren ser en at NRD i disse to artene er hoyst divergente, med noen

konserverte omrader. To av de konserverte omradene er de to sumoyleringssetene som er

markert pé figuren.
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At disse to omradene er sa godt konservert tyder pa at sumoyleringen er meget viktig for
NRD’s funksjon, men ogsd andre omrdder p4 NRD er hoyt konservert. En kan derfor ikke
utelukke at andre mekanismer enn sumoylering kan vere vel s viktig for NRD’s funksjon. Vi
kan med andre ord ikke se bort fra at det er andre aktiviteter knyttet til NRD som ikke fanges
opp av vart reporteraktiveringsassay. For & underogke om NRD har andre vesentlige funksjoner

enn som barer av SUMO-konjugeringsseter bar vare konstrukter testes 1 flere systemer.

c-Myb-SUMO, en dominant negativ? - Problemstilling 1d

Denne problemstillingen ble formulert som folger: Hvis c-Myb-SUMO viser seg a repressere
c-Myb avhengig transkripsjon, opptrer fusjonen da bare som en svekket aktivator eller som

aktiv repressor/dominant negativ?

Ut i fra hva som er kjent i litteraturen har vi ikke grunn for & anta at DNA-binding endres via
sumoylering. Hvis denne antakelsen er korrekt burde c-Myb-2KR-SUMO og c-Myb-2KR
konkurrere likeverdig om samme MREs. Om det er c-Myb—SUMO eller c-Myb-2KR som
bindes til promoterene burde da bestemmes av mengdeforholdet mellom de to, safremt det
skjer en dynamisk on/off prosess pd promoteren. Nar c-Myb sitter der, burde denne aktivere.
Nar c-Myb-2KR-SUMO sitter der burde den i hvert fall aktivere mindre, eventuelt repressere.
Vi forventet derfor at ved 4 tilsette c-Myb-2KR-SUMO 1 gkende mengde skulle dette senke
reporter aktiveringen i et system hvor c-Myb-2KR allerede var tilstede.

Et element som kan gi ulike scenarioer er om MREs er fullt okkupert eller ikke. Hvis alle
MREs pa promoteren er fullt okkupert skulle det skje en gradvis utskifting av c-Myb-2KR
med c-Myb-2KR-SUMO og det skulle observeres en gradvis aktivitetssenking. Hvis det
finnes uokkuperte MRE, vil det forventes en addisjonseffekt ved tilsetting av c-Myb-2KR-
SUMO.

Som vist pé figur 4.14 observerte vi ingen av disse scenarioene. Det vi derimot sd, var en mer
enn additiv ekning som felge av tilsatt c-Myb-2KR-SUMO. En mulig forklaring pé dette er at
det kunne vaere et synergistisk forhold mellom Myb-2KR og Myb-2KR-SUMO. Vi vet fra
annet arbeid utfort pd gruppa av Ann-Kristin Molvaersmyr at SUMO-fusjonen svekker

synergien observert pd multiple MRE, og dette er derfor lite sannsynlig.
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Noen god forklaring pa disse dataene har vi faktisk ikke, men vi mener likevel observasjonene
er interessante. En mulig fortsettelse av dette prosjektet hadde vert & se hva som skjer hvis det
utfores reporteraktiveringsassay i et oppsett med fast mengde c-Myb-2KR-SUMO tilsatt
okende mengder av c-Myb-2KR.

SUMO og subcellulaer lokalisasjon - Problemstilling 2a
Forandres den subcellulere lokalisasjonen av c-Myb i cellen avhengig om c-Myb er

sumoylert eller ikke?

Basert pa resultatene i kapittel 5.4 ser det ikke ut til at lokalisering av c-Myb i cellen er
avhengig av om c-Myb er sumoylert eller ikke. Bdde 3xFlag-c-Myb-SUMO og c-Myb-2KR-
HA danner punktstrukturer i noen celler mens de fordeles jevnt utover nukleoplasma i andre
celler. Riktignok kan det se ut til at c-Myb-2KR-HA danner noe sterkere punktstrukturer enn
3xFlag-c-Myb og at c-Myb-HA danner noe sterkere punktstrukturer enn 3xFlag-c-Myb-
SUMO. Likevel kan disse forskjellen muligens forklares ved at det benyttes forskjellig type
antistoff mot de to tagene. En annen observasjon som understotter dette er at i de cellene hvor
det dannes punktstrukturer kolokaliserer ogsé de forskjellige c-Myb variantene. Det ser med
andre ord ut til at c-Myb lokaliseres til samme kjernelegemene uavhengig av om c-Myb er
sumoylert eller ikke. Andre faktorer enn sumoylering ser ut til & styre den subcellulere
lokalisasjonen av c-Myb. Disse faktorene kan kanskje veere avhengig av cellesyklus og

forklare celle til celle variasjonen.

Strategien vi har benyttet i disse forsekene er 4 lage en etterlikning av naturlig sumoylert c-
Myb. c-myb-SUMO er som forklart tidligere ikke 100 % lik naturlig sumoylert c-Myb som
blant annet har tre "haler”, mens vért fusjonerte c-Myb-2KR-SUMO protein er lineert. En
annen angrepsvinkel ville vaere & sammenlikne c-Myb villtype og c-Myb-2KR kotransfektert
med PIASy. PIASy eker sumoyleringen av c-Myb (Dahle et al., 2003) men har ingen effekt
pa c-Myb-2KR. Vi ville da kunne se pd lokaliseringen av villtype c-Myb, hvor en stor andel
av c-myb sannsynligvis ville vaere sumoylert og sammenlikne denne med lokaliseringen av

2KR. Ville de fremdeles vare samlokalisert?
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Et annet interessant forsgk ville vere a lage c-Myb-SUMO fusjonsproteiner med ulike tager
som for eksempel GFP, YFP, RFP og CFP og se pa lokaliseringen gjennom cellesyklus over

tid. Vil for eksempel c-Myb ga inn og ut av kjernelegemer?

I tillegg til at c-Myb inneholder to sumoyleringsseter, har forskningsgruppa ved hjelp av
bioinformatiske verktey basert pd informasjon om potensielle SUMO bindings motiv (SBM)
(Hecker et al., 2006) kommet frem til at c-Myb ogséa inneholder to potensielle SUMO
bindingsseter, det vil si to seter hvor SUMO kan bindes til c-Myb ikke-kovalent. Data
presentert i Linn Troye Pettersen’s sin masteroppgave tyder pa at minst et av disse er
funksjonelle. Det er tidligere vist at lokalisering av den transkripsjonelle korepressoren Daxx
til PML kjernelegemer er avhengig av at et SUMO-bindingsmotiv pa Daxx er intakt (Lin et
al., 2006). Pa bakgrunn av dette kan det vere interessant & se hvilken effekt en mutasjon av
disse potensielle SMB har pé den subcellulare lokaliseringen av c-Myb. Ma bade SUMO
konjugeringssetene og SUMO bindingssetene muteres for at det skal observeres en forandring
sammenliknet med c-Myb villtype? Siden den sumoyleringsdede mutanten c-Myb-2KR kan
binde SUMO ikke-kovalent er det fortsatt en mulighet for at SUMO-bindingen er nok for
SUMO-avhengig lokalisering i cellen. Kanskje ma bade SUMO-konjugeringssetene og SBM i
c-Myb muteres for at c-Myb skal vare totalt fri for SUMO-interaksjon for det observeres en

forandring i subcellulear lokalisasjon.

Diskusjon rundt oppgaven

Styrker og svakheter ved valg av fusjonsstrategien

Siden sumoylering er en dynamisk reversibel prosess valgte vi & benytte en fusjonsstrategi
hvor SUMO er konstant fusjonert til c-Myb uten mulighet for SUMO spesifikke proteaser &
dekonjugere SUMO-c-Myb fusjonen. Dette ga oss muligheten til & studere effekten av
konstitutivt sumoylert c-Myb. Ved & ha tilgang til de forskjellige fusjonskonstruktene hadde
vi et sett av verktey hvor vi enkelt kunne sammenlikne c-Myb konstrukter som vi visste var

konjugert med SUMO med c-Myb konstrukter som ikke kunne bli SUMO konjugert.
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Det en likevel ma ta i betraktning ved & benytte en slik strategi er at fusjonskonstruktene vi
benytter ikke er identisk med naturlig sumoylert c-myb. Det nye proteinet er bare en mimic,
det vil si at det ikke er det samme som naturlig c-Myb. Det er derfor ikke sikkert at
aktivitetsforandringene som observeres skyldes SUMO alene, siden SUMO fusjoneres til c-
Myb et annet sted pa c-Myb enn der hvor c-Myb naturlig blir sumoylert. c-Myb-2KR-SUMO

fusjonskonstruktene er ogsé lineere mot normalt konjugert SUMO som kan ha 3 “haler”.

Fra en nylig utgitt artikkel (Jakobs et al., 2007) er det valgt en annen metode for & studere
effekter av sumoylering av forskjellige substratproteiner kalt Ubc9 fusion—directed
SUMOylation (UFDS). Angrepsmetoden gar i detalj ut pa & lage en fusjon av
substratproteinet og E2 enzymet Ubc9 for dermed & oke sumoyleringen av substratproteinet
betraktelig i cellen. Ved a benytte denne metoden vil man altsd ha muligheten til & studere
effekter av sumoylering som er nesten identisk til naturlig sumoylerte substratproteiner, siden
metoden gker sumoyleringen av de naturlige akseptor-lysinene. Substratproteinet vil likevel
veaere fusjonert til Ubc9, sa heller ikke med denne metoden vil man fa et produkt som er 100 %
identisk med det naturlig sumoylerte proteinet. Dette er en metode som gruppa for eyeblikket

vurderer 4 benytte seg av til & analysere effekter av sumoylering pa c-Myb.

Tanker om videre arbeid som ber gjores pa dette prosjektet.

For a videre studere hvilke effekter sumoylering av c-Myb har, kan det vere interessant a
prove ut metoder som gar ut pa eke sumoyleringen i en celle uten & benytte seg av a fusjonere
SUMO til c-Myb. UFDS metoden ser lovende selv om det gjenstar & se om den vil fungere for
c-Myb.

For & sette prosjektet i et litt starre perspektiv hadde det vert meget interessant & konjugere
SUMO til kylling v-myb via en genfusjon, og sa teste om det modifiserte oncogenet fremdeles
induserte leukemi i kylling eller om det var blitt mindre potent som onkogen. Det foreligger
en del ulike observasjoner som tyder pa at SUMO kan fungere som en tumor-suppressor og et

slikt forsek ville kunne vaere en direkte test pa dette 1 Myb-systemet.
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Forkortelser

c-MYB Genet som koder for det humane proteinet c-Myb
c-Myb Genet som koder for proteinet c-Myb

AMV “Avian myeloblastosis virus”

dNTP Deoksyribonukleotidtrifosfat

BSA Bovint serumalbumin

GTF Generell tanskripsjonsfaktor

PIC Preinitsierings kompleks

TFIIB Transkripsjonfaktor IIB

Inr Initiator

DPE Nedstrems promoter element

HDAC Histon deacetylase

ATP Adenosintrifosfat

PTM Posttranslasjonelle proteinmodifiseringer

c-Jun Komponent i de transkripsjonelle komplekset AP-1 (Activator Protein-1)
PML “Promyelocytic leukaemia”

SMT3 “Suppressor of Mif Two 3”

Ubl Ubiquitin liknende

Aosl Komponent i sentrin aktiverende enzymkompleks
Uba2 Komponent i sentrin aktiverende enzymkompleks
SAEI1/2 “SUMO-1 activating enzyme subunit 1/2AMP”
Ubc9 “Ubiquitin Conjugating Enzyme 9”

RanGAP1 “Ran GTPase activating protein 17

STAT “Signal transducer and activator of transcription”
PIAS “Protein inhibitor of activated STAT’s Pc2”
CtBP “C-terminal Binding Protein”

SENP “SUMO-specific Proteases”

Daxx “Death domain-associated protein”

FBS Fetal bovint serum

IkB “Inhibitor of (NFkB) Nuclear Factor-xB”
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NB “Nuclear Body”

HSF1/HSF2 “Heat shock factor-1/2”

v-myb Genet som koder for det virale proteinet v-Myb
HIPK?2 “Homeodomain-interacting protein kinase 2”
TAD Transaktiverende domene

A-myb Genet som koder for A-Myb

B-myb Genet som koder for B-Myb

DBD DNA-bindingsdomene

EVES Motiv i det negative regulatoriske domenet til c-Myb
FAETL Motiv i det negative regulatoriske domenet til c-Myb
NRD Negativt regulatorisk domene

TP Motiv i det negative regulatoriske domenet
Bcl-2 ”B-cell lymphoma protein 2”

CK2 Kasein kinase 2

AMP Adenosinmonofosfat

CBP “CREB binding protein”

Rag2 “Recombination activating gene 2”

mim-1 “Myb induced myeloid protein-1~

TRHR “Thyrotropin-releasing hormone receptor”
R1,R2,R3  Repetisjoner i Mybs DBD

ddNTP Dideoksyribonukleosidtrifosfat

mM Millimolar

TEMED Tetrametyletylendiamin

Oligo Oligonukleotid

CV-1 Cellelinje fra Cercopithecus actiops
C-terminal ~ Karboksylterminal

N-terminal ~ Aminoterminal

APS Ammoniumpersulfat

NaCl Natriumklorid

NaOH Natriumhydroksid

SDS “Sodiumdodecylsulfat”

hcM Humant c-Myb

HA Hemagglutinin

FLAG Kommersiell tag
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GFX Glass Fiber Matrix

PAGE Polyakrylamidgelelektroforese
PFA paraformaldehyd

E.coli Escherichia coli

RNAPII RNA polymerase I1

kD Kilodalton
kb Kilobaser
Ref “Relative centrifugal force”

Forkortelser for aminosyrer

A = Alanin = Alanin

C = Cys = Cystein

D = Asp = Asparagin syre
E = Glu = Glutamin syre
F = Phe = Fenylalanin
G = Gly = Glysin

H = His = Histidin

I = Ile = Isoleucin

K =Lys = Lysin

L =Leu= Leucin

M = Met = Metionin

N = Asn = Asparagin

P = Pro = Prolin

Q = GIn = Glutamin

R = Arg = Arginin

S = Ser = Serin

T = Thr = Treonin

Y = Tyr = Tyrosin

V =Val = Valin

W = Trp = Tryptofan

Forkortelser for basene i DNA

A = Adenin

C = Cytosin

G = Guanin

T = Tymin

Y =Celler T (pyrimidin)
R = A eller G (purin)
K=Geller T
W=AcllerT
S=Celler G
B=C,GellerT

74



6.2

Kapittel 6

Vedlegg

D=A,GellerT
H=A,Celler T
V=A,Celler G
N=AC,GellerT

Oppskrifter

Agarosegel
Agarose loses 1 1XTAE til ensket prosent

LB-medium

10 g trypton

5 g Gjarekstrakt

10 g NaCl

H,O til 1000 ml

pH justeres til 7,2 med 250-300 ml 10 M NaOH
Autoklaveres

Tilsett evt. antibiotika ndr mediumet er under 50 °C
-Ampicillin, 100 mg/ml (1 ml 100 mg/ml til 1 1 medium)
-Kloramfenikol, 25 mg/ml (1 ml 25 mg/ml til 1 1 medium)

LB-skaler

400 ml LB-medium (uten antibiotika)

6,0 g agar

Autoklaveres og avkjeles til ca. 50 °C

Tilsett evt. antibiotika (se under LB-medium)

Minusbuffer (til blotting)
500 ml Plussbuffer
2,62 g e-Amino-n-Caproic Acid (Sigma)

4 % paraformaldehyd (PFA)

Vei opp 2 g i avtrekk

Tilsett 50 ml PBS

For & lgse alt, tilsett 2-3 NaOH pellets
Juster pH tilbake til 7,5-8

Pluss buffer (til blotting)
3 g Tris

20% metanol

dH,O til 1 liter

10% SDS

5 g SDS (Sodiumdodecylsulfat)

dH,O0 til 500 ml

Blandes ved risting eller ved magnetrorer

SDS-appliseringsbuffer (3x)
6,0 ml 10% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
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1,0 ml kons. B-mercaptoetanol

5,0 ml 85% Glyserol

0,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Ovre Buffer)
Noen korn bromfenolbléatt

Lagres i kjeleskap

SDS polyakrylamidgel (SDS PAGE)
Liten gel (dobles for stor gel):

10% Separerende gel:

4 ml 40% akrylamid, C=2,7 %
4 ml Nedrebuffer

8 ml dH20

160 ul 10% SDS

50 ul 10% APS

10 ul TEMED

Konsentrerende gel:

1,25 ml 40% akrylamid, C=2,7 %
2,5 ml gvrebuffer

6,25 ml dH,O

100 pl 10% SDS

30 ul APS

10 ul TEMED

10x TBS-T

50 ml IM Tris-HCI pH 8 (100 ml)
150 ml 5M NaCl (1,5 M)

2,5 ml Tween 20 (0,5%)

dH20 til 500 ml

1XTBS-T m/melk
50 ml 10x TBS-T

25 g melkepulver
dH,O0 til 500 ml

5mM dNTP
5 ul av hver a de fire ANTP (100 mM hver)
80 ul TE

Nedre Buffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)
90,83 g Tris base (MW 121,1 g/mol)
H,O0 til 400 ml

Juster pH til 8,8 med kons. HCI

Juster volumet til 500ml med H,O
Autoklaveres

@vre buffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)
30,28 g Tris base (MW 121,1 g/mol)
Lases I H,O til 400 ml
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pH justeres til 6,8 med konsentrerende HCI
Volumet justeres til 500 ml med H,O
Autoklaveres

TE-Buffer

5mL 1 M Tris-HCI pH 8,0
1 mL 0,5M EDTA

dH20 til 500 mL
Autoklaveres

(Fortynnes 1:10 for bruk)

Medium til dyrking av CV1 celler
1 flaske DMEM (500 ml)
Fjern 50 ml av mediet

Tilsett 50 ml FBS (fetal bovine serum”) og 5 ml penicillin

50% Glyserol (200 ml)
115 ml 87% Glyserol
dH20 til 200 ml

5 M NacCl (250 ml)

Les 73,05 g NaCl 1 200 ml H,O
Tilpass til 250 ml

Autoklaver
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6.3 Materialer

Enzymer

Buffer

Kit

DNA polymerase I Klenow-fragement, New England Biolabs

Restriksjonsenzymer
AfNII
EcoRI
Xhol
Sall
PshAl
Notl
BamHI

T4 DNA-ligase, New England Biolabs

NEBbuffer EcoRI, New England Biolabs
NEBbuffer2, New England Biolabs
NEBbuffer3, New England Biolabs
NEBbuffer4, New England Biolabs

T4 DNA-ligase buffer, New England Biolabs

FuGENEG6 Transfection Reagent, Roche Applied Sciences
Genopure Plasmid Maxi Kit, Roche Applied Science

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Pharmacia
Luciferase Assay System, Promega

Micro Plasmid Prep Kit, Amersham Biosciences

ELC Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare

Diverse

1kb ladder, Invitrogen
3 MM papir, Whatman
6 MM papir, Whatman
Antibiotika:
Ampicillin, Sigma
Kloramfenikol, Sigma
Penicillin, Invitrogen
BSA, New England Biolabs
DMEM, Invitrogen
dNTP, Amersham Pharmacia Biotech
FBS, BioWest
High DNA Mass Ladder, Invitrogen
MicroSpin G-25 Columns, Amersham Pharmacia Biotech
Precision Plus Proteintm Dual Color Standard, BioRad
Hyperfilm, GE Healthcare
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Oligosekevenser

Plasmidkonstruksjon

c126
5’- cggegtggatectgeagttatcaAGGGTTTAGTACTTTCTGCCATCG - 3°

SUMO-myb F1 (1058)
5’- tcaaccttGTCGACgaagccaccgtcatc ATGTCTGA — 3°

SUMO-myb R1 (1059)
5’- acttaaggagtcgact CCCCGTTTGTTCCTGATAAACTTC - 3°

SUMO-myb F2 (1060)
5°- tgetc ATGTCTGACCAGGAGGCAAAACCT - 3’

SUMO-myb R2 (1061)
5’- agaacttaaggagtcgactctattaCCCCGTTTGTTCCTGATAAACTTC - 3°

S082
5’- GACATCCACTTTGCCTTTCTCTCC -3’
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6.5 Plasmidkart

Plasmidene under er tidligere konstruert av andre og er benyttet i dette prosjektet.
Plasmidkartene er konstruert i programmet "DNA Strider”.

152 Spel

386 Nae|
491 SnaBl
660 AsiS)
1085 Bmil
1085 Ahel
1081 Scil
1081 Xho!
1176 Xcm|

1333 Bsgl

Ahdl 6517

pClneo-c-Myb-HA — 1662 EcoRl

1902 AR NI
_ 1802 Fcil
7427 bp 1924 BBV CI

BstXl 5260 Unlque Sites 2043 Aarl
BsiBI 5227
BssHIl 4343
2609 Bcll
Tth 1111 4861
Sfol 4545 A
Nar| 4545 3015 PshAl
Kas| 4545 3073 Accl
Bbe| 4545 3073 Sall
Avrll 4352 3083 Notl
Stul 4349 3950 Mre|
Sfil 4298 3297 AleAl
SexAl 4119 3664 Dralll
BsaX| 3713
BsaXl 3713
Alol 3713
B 880 102 EL e
Alw NI 5414 491 SpaBl
660 AsiS|
1085 Bmi|
Ahd 5835 1085 Nhe |
1081 Scil
1091 Xho!
1178 Xem|
_ 1333 Bsgl
Begl 5413 < 1383 PouMi

Begl 5413

Xmal 5335 pClneo-c-Myb-[1-4431-HA

+

6845 bp = 1902 Al

1662 EcoRl

Unique Sites 1602 Feil
1024 BbuCl
BstX| 4678 2043 Aarl
BsiBl 4645
BssHIl 4381 2481 Accl
2491 5al|
2501 Mot

Tth1111 4073 2877 Miel

N 3000 2715 Rle Al
MNar| 3963
3082 Dralll
Kas| 3963
Bbe 3131 Aol
Bbe| 3963
3131 BsaXl
Avri 3770
Sty A7ET I3 Bsaxl
Bse Rl 3751
Sfil 3718

Sex Al 3537
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386 N |
491 SnaBl
660 AsiSI
1085 Bmtl
1085 Nhel
Ahd1 8500 1091 Scil
1091 Xpo!
1176 Xcm|
1333 gsgl
pClneo-c-Myb-2KR — 1882 EcoRl
—|_ 1902 AR
1302 Pcil
Urﬁlg gﬁes 1924 BbvClI
BstXl 5243 q 2043 Aarl
BsiB 5210
BssHIl 4926
Tih 1111 4644
Sfol 4528
Nar| 4528 3015 PshAl
Kas| 4528 3062 Xbal
Bbe| 4528 3068 Mot
Avril 4335 3244 Me |
Stu1 4332 3282 Rle Al
Stil 4284 3649 Dralll
SexAl 4102 3698 Al
Kpn| 3985 3698 BsaXl
Acc651 3985 3698 BsaXl
Nel
Sn.:lBI
Spel ”mdlll
| Pﬂl
f Sr.al
Bl |
/
|
|
My
& Hpal
% Cloning vector pCl-neo pa
a1 5472 bp -
Seal chal
Nael
Feo Q1091 o
Necx;
Kpnl
Pyull
EcoT221
EeoT221
Sl
] |
"\ Blnl
Hindlll
N\ Bbel
Psil
Pvull
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Plasmidene under er alle konstruert i dette prosjektet. Plasmidkartene er konstruert i
programmet "DNA Strider”.

152 Spel

386 Nde|
491 SnaBl
580 AsiSI

Ahdl 6827 1085 Bmtl

1085 Nhel

1486 Xcm|
1643 Bsgl

pCineo-SUMO-c-Myb-HA

+

7737 bp

BstXl 5570 . ;
Unique Sites 2212 Affin
BstBI 5537 q S5 P
2234 BbvCl
BssHil 5253 2353 Aarl
T 1111 4871
Sfol 4855
Nart 4ame 2919 ABd
Kas| 4855 \
Bbel 4855 3325 FshAl
Avril 4662 3383 Accl
Stul 4659 3383 Sall
Sfil 4608 3393 Mot
Sex Al 4429 3569 Mgl
Bsaxl 4023 3607 Riz Al
Bsaxl 4023
Al 4023
Dra il 3874
152 Spel
386 Nde|
491 SpaBl
G660 AsiS)
1085 Bmil
- 1085 Nhel
Ahdl 6764 1081 Scil
1081 Xhoi
1176 Xcm
1333 Bsgl
pClneo-c-Myb-SUMO
1902 Aff
+ 1902 Preil
1924 Bbv(Cl
7674 bp — 2043 Aarl
BsiX1 5507 i Qita
BsiBl 5474 Unique Sites
BssHI 5130
2609 Bl
Tih 1111 4808
Sfol 4792
Narl 4792 3015 FPshAl
Kas| 4792
Bbe| 4792 3320 Accl
Avrll 4599 3320 Sall
Stul 4596 3330 Nofl
Sfil 4545 3506 Miel
Sex Al 4366 3544 Aie Al
Kon| 4249
Accsl 4249
Bsa X1 3960
Bsa Xl 3960
Aol 38960
Dralil 3911
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152 Spe|
Bglll 7150 Fees Noel
AwNI 8724 491 SnaB
660 AsiSI
Ahd) 5245

1085 Emtl
1085 Nhel

Begl 5723
Begl 5723
ang; hE46 1486 Xomi
pCineo-SUMO-c-Myb-[1-4431-HA 1643 Bsg|
+ 1693 Fou M
7155 bp
Unique Sites
BsiXl 4988 =
BstBI 4955 [ 5515 am
2234 BhwCl
BssHI 4671 2353 Aarl
Tth 1111 4389 2801 Accl
Sfol 4273 2801 Sall
Marl 4273 T 2811 Noti
Bbel 4273 3025 Rie Al
Avrll 4080 4392 Dra il
BseRAl 4081 3441 BsaXl
Sfil 4026 2441 Bsa Xl
Sex Al 3847
152 Spel
Bgin 7087 A86 Ndel

491 SnaBl

660 AsiS|

1085 Bmtl
1085 Mh=1
1091 Seil
1091 Xhal
1176 Xomi

1333 Bsgl
. 1383 Fpulh

AlwN1 5661

Ahdl 6182

Begl 5680
Begl 5660

Xmn| 8583 pCineo-c-Myb-[1-4431-SUMO

+

= 1902 Afilll

7092 bp -
) ! 1802 Feil
Unigque Sites 1924 BbvCl
Bst¥l 4925 2043 Aart
BstBl 4892
HssHIl 4608

Tih 1111 4326 2738 Accl
Sfol 4210 2738 Sall
Nar 4210 2748 Noti
Kas| 4210 2024 Mfz1
Bbel 4210 2962 Al Al

Avrll 4017 3329 Drall
Stul 4014 3378 Aol
Bsa Rl 3998 3378 BsaXl

S 3983 3378 Bsa Xl
Sex Al 3784
Kpnl 3657
Accgbl 3867
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386 Ne |
491 SnaBl
860 AsiSI
1085 Bmtl
1085 Nhel
Ahd1 6500 1085 e

1091 Xho!
1176 Xoml

1333 Bsgl

pClneo-SUMO-c-Myb-2KR — 1662 EcoR

+

7410 bp
Unique Sites

1902 AfilII

1902 Foil
1924 BbvClI

2043 Aarl

BstXl 5243
BstBI 5210

BssHIl 4926

Tth111) 4644
Sfol 4528 (4
Narl 4528 3015 PshAl
Kasl 4528 3062 Xbal
Bhbel 4528 3068 Notl
Avrll 4335 3244 Mfz|
Stul 4332 3282 Rlz Al
Sfil 4281 3649 Dralnl
Sex Al 4102 3698 Aio|
Kpnl 3985 3698 BsaXl
Acc51 3985 36298 BsaXl
385 Nd=1
491 SnaBI
660 AsisI
1085 Bmfl
1085 Nhel
1091 Scil

Ahd| GBOS
1091 Xhot

1176 Xem
1333 Bsgl

pClneo-c-Myb-2KR-SUMO 1902 Affli
1002 Peil
+ 1924 BbvCl
— 2043 Aar|
Bs5tX1 5548 7715 bp
BaB) 5516 Unique Sites
BssHIl 5231
Tth111l 4949
Sfol 4833 A
Nar| 4833 3015 PshAl
Kas| 4833
Bbe 4833 3387 Xbal
Avril 4640 9373 Nofl
Stu| 4637 3549 Mfal
Sl 4586 9587 Hle Al
SexAl 4407
Kpn| 4290
Accbl 4290
BsaX) 4003
BsaX) 4003
Alo1 4003
Dranl 3954
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