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1. EINLEITUNG

1.1 Funktionelle  Immunglobulingene  entstehen  durch V(D)J
Rekombination

Der Mensch ist gegenlber seiner Umwelt stdndig physikalischen und biologischen
Einflissen ausgesetzt. Infektionserreger wie Bakterien und Viren, aber auch Parasiten
und Pilze, gefdhrden Gesundheit und Leben des Menschen. Das Immunsystem des
Menschen ermdglicht ein Uberleben in dieser bedrohlichen mikrobiellen Umgebung
(Ubersicht: (Janeway and Travers, 1997)). Dabei lasst sich zwischen einem angeborenen,
unspezifischen Abwehrsystem und einem adaptiven, spezifischen Teil des
Immunsystems unterscheiden. Im spezifischen Abwehrsystem erfolgt eine weitere
Unterteilung in einen zelluléren und ein humoralen Abwehrmechanismus.

Trager der zelluldren Immunitat sind vor allem T-Lymphozyten. lhre Bildung erfolgt
ebenso wie die der B-Lymphozyten aus einer gemeinsamen pluripotenten
hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark. Trager der humoralen Immunitat sind
B-Lymphozyten. Ebenso wie T-Lymphozyten sind auch diese Zellen in der Lage eine
hochvariable Anzahl verschiedener Antigene zu erkennen. Wahrend der T-Zellrezeptor
nur in einer membranstdndigen Form existiert, lassen sich beim B-Zellrezeptor sowohl
eine sezernierte Form, als auch eine membranstandige Form unterscheiden. In der
membranstindigen Form liegt er assoziiert mit zwei weiteren Proteinen, Iga (CD 79a)
und IgP (CD79b) vor, die auch im Pra-B-Zellrezeptor Aufbau verwendet werden. Im
Gegensatz zum T-Zellrezeptor beféhigt der B-Zellrezeptor auch zum Erkennen von in
Serum oder Plasma geldsten Antigenen. Spezifisches Produkt der B-Lymphozyten sind
sezernierte Antikoper. Der Aufbau eines Antikdrpers erfolgt durch die Kombination von
je zwei identischen schweren und leichten Ketten (siehe Abb. 1). Von den leichten
Ketten existieren zwei Subtypen, die als Kappa - (k) und Lambda - (A) Ketten
bezeichnet werden. Beim Menschen finden im Antikorperaufbau Leichtketten vom « -
Typ etwa doppelt so haufig Verwendung wie vom A-Typ. Funktionelle Unterschiede
zwischen Antikorpern des einen oder des anderen Subtyps lieRen sich bisher nicht
feststellen. Hat sich eine B-Zelle erst einmal auf einen leichten Ketten-Typ festgelegt,

wird auch nur noch diese leichte Kette bei der Produktion ihres Antikorpers verwendet.
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Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Antikérpers
Zu erkennen ist der schematische Aufbau eines Antikdpers aus leichten (L-Ketten) und schweren (H-

Ketten) Ketten und die funktionelle Unterteilung in variable (rote) und konstante (blaue) Anteile.

Die Entdeckung des grundsétzlichen Aufbaus der Immunglobuline konnte jedoch nicht
erklaren, wie das menschliche Immunsystem in der Lage ist, mehr als 10* verschiedene
Antigene spezifisch zu erkennen. Eine Beantwortung dieser Frage wurde erst durch die
Entdeckung des modularen Aufbaus der Immunglobulingene mdglich (Tonegawa et al.,
1978; Hozumi and Tonegawa, 1976).

Die Immunglobulingene liegen im Genom als Gensegmente vor (Abb. 2), die erst
wahrend der Entwicklung der B-Zellen aus hdmatopoetischen Stammzellen in einem
spezifischen DNA-Rekombinationsprozess miteinander verknupft werden. Erst dadurch
kommt es zur Bildung einer funktionellen Transkriptionseinheit fiir eine leichte oder
schwere Kette. Dabei wird aus einer Anzahl von V(variable)-Gensegmenten der
leichten Ketten eines ausgewahlt und mit einem von mehreren J(joining)-Elementen
verknupft. Dabei kann jedes V-Segment mit jedem J-Segment verknupft werden
(kombinatorische Diversitat). Bei schweren Ketten wird die Diversitat durch
Beteiligung von zusatzlich vorhandenen D(diversity)-Segmenten weiter erhoht (Early et
al., 1980) (siene Abb. 2). Die Immunglobulinloci der beiden leichten Ketten-Typen (Igk
und Ig)) unterscheiden sich in ihrem Aufbau. Wéihrend im Igk-Locus auf 32
funktionelle V.- und 5 J-Elemente nur ein weiteres C-Element folgt (Kawasaki et al.,
2001), folgen im A-Locus auf 29-30 funktionelle V,-Elemente die J;,- und C,-Elemente
in Form amplifizierter JC-Einheiten (Kawasaki et al., 1997) (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Darstellung des modularen Aufbaus der Immunglobulingene

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass IgA-, Igk- und H-Ketten-Locus aus verschiedenen Gensegmenten
bestehen. Diese Gensegmente werden erst wahrend der B-Zellentwicklung zu einer funktionellen
Transkriptionseinheit verknupft. Dabei ist zu beachten, dass der H-Ketten-Locus zusétzlich tber
D(diversity)-Segmente verfiigt und im Gegensatz zum Igk-Locus beim Igh-Locus die J;- und C,-
Elemente in Form amplifizierter JC-Einheiten vorliegen.

Diese somatische Rekombination folgt bestimmten Regeln:

Es werden nur Gensegmente, die sich auf demselben Chromosom befinden,
rekombiniert. Die Umlagerung der Gensegmente beginnt stets mit der variablen
Doméne des IgH-Locus (Fugmann et al., 2000). Zu Beginn jeder Umlagerung werden
dort die Gensegmente der Dy-Gruppe mit Jy-Elementen kombiniert (D-J
Rekombination) um anschlieBend mit einem Vy-Element (V-(D)J) zusammengelagert
zu werden (Jung et al., 2006). Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht lber das V, (D), J-
Repertoire des Menschen.

Wenn eine funktionelle schwere Kette fertiggestellt wurde, kommt es zur Bildung einer
leichten Kette. Ist es dabei in einem ersten Versuch nicht mdglich eine funktionelle
Kette vom x-Typ zu bilden, kommt es zur Aktivierung der Gene vom A-Typ.
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H K A
V-Segmente 38-44 32 | 29-30

D-Segmente 27 - -

J-Segmente 6 5 4

V x (D) xJ 6156-7128 | 160 | 116-120
Hx L, 9,8-11,4x10°

HxL, 7,1-8,6x10°

YHxL 1,7-2x10°

Tab. 1: Unterschiedliche Anzahl der Gensegmente in den verschieden Ig- Loci des Menschen

Der Tabelle ist die Anzahl der verschiedenen Gensegmente zu entnehmen, die am Aufbau des jeweiligen
Locus beteiligt sind. Daraus l&sst sich eine Anzahl verschiedener Antikérper berechnen, die allein durch
die Kombinationen der verschiedenen Gensegmente denkbar ist: > Hx L=1,7 -2 x 10°. Die Daten der

Tabelle sind der Immunogenetics Database (http://www.imgt.org/textes/IMGTrepertoire/) entnommen.

Die Umlagerung sowohl der Immunglobulin-Loci in B-Zellen, als auch des Rezeptors
der T-Zellen und dessen Gene auf Chromosom 7 und 14, erfolgt durch einen
Multiproteinkomplex, dessen Hauptbestandteile RAG-1 und RAG-2 (Recombination
activating genes) nur in diesen beiden Zelltypen exprimiert werden. Dieser Komplex ist
in der Lage sequenzspezifisch an die DNA zu binden und
Rekombinationssignalsequenzen (RSS) zu erkennen, welche die zu rekombinierenden
Gensegmente flankieren (Gellert, 2002). Jede dieser RSS besteht dabei aus einer
hochkonservierten 7 bp langen sog. Heptamer- und einer an Adenin reichen 9 bp langen
Nonamer-Sequenz. Beide werden durch eine ,,Spacer* Region getrennt, die entweder 12
bp (12-RSS) oder 23 bp (23-RSS) umfasst und somit zwei unterschiedliche RSS
definiert. Rekombinationen sind nur zwischen Gensegmenten moéglich, von denen eine
Uber eine 12-RSS und die andere Uber eine 23-RSS verfligt. Man bezeichnet dies als
12/23 Regel (Sleckman et al., 1996; Fugmann et al., 2000; van Gent et al., 1996).

Dabei charakterisieren die schrittweise Umlagerung der Immunglobulingene und ihre
Expression die verschiedene Stadien der B-Lymphozyten Entwicklung (Meffre et al.,
2000).
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1.2 Die Steuerung der Zuganglichkeit der 1g-Genloci ist Voraussetzung
einer geordneten B-Zell-Entwicklung
Die Stadien der B-Lymphozyten Entwicklung mussen streng kontrolliert erfolgen.

Regulatorische Faktoren lassen diese Schritte geordnet stattfinden (Busslinger et al.,
2000; Busslinger, 2004) (siehe Abb. 3).

Bone marrow “ Periphery
Antigen independent Antigen dependent
e 7 EBF Galnedn Igu migM migM  migD
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Ikaros-/ go-igh N NS
Non-
autoreactive :
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Iga-1gp editing : revision
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IgL: GL GL GL GL Vi Vi ? VI ?

Abb. 3: Die Stadien der B-Zellentwicklung (Ubernommen aus Meffre et. al., 2000)

Bei der Entwicklung der B-Lymphozyten handelt es sich um einen streng regulierten Prozess. Die
unterschiedlichen Stadien der B-Lymphozyten Entwicklung sind dabei durch die in der Abbildung zu
erkennenden Oberflachenrezeptoren charakterisiert. Der Beginn der Entwicklung findet dabei im
Knochenmark statt. Die letztendliche Reifung erfolgt in der Peripherie. Die Expression der RAG erfolgt

wie dem Ful} der Abbildung durch ,,+* und ,,-*“ zu entnehmen stadienabhéngig.

Alle Blutzellen stammen von gemeinsamen pluripotenten h&matopoetischen
Stammzellen ab. Die Zelllinien trennen sich frih unter dem Einfluss hormonahnlicher
Wachstumsfaktoren in lymphatische und myeloische Stammzellen (Ubersicht: Janeway
und Travers, Immunologie 1997). Am Anfang der B-Lymphozyten-Entwicklung stehen
Pro-(Progenitor)-B-Zellen. Die Umlagerung der Immunglobulingene beginnt mit der
H-Kette.

charakterisiert das friihe Pro-B Stadium. Nach erfolgreicher V(D)Jy Verknlpfung

Bildung einer Eine erfolgreich abgeschlossene Dy-Jy Verknupfung

bezeichnet man diese Zellen als spate Pro-B-Zelle. Dieser Zelltyp exprimiert jedoch
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noch keinen Oberflachen-Immunglobulinrezeptor. Im folgenden Stadium der Pra-B-
Zelle erfolgt die Expression eines Pra-B-Zellrezeptors in Form einer p-H-Kette und
einer Ersatz-Leichtkette, bestehend aus VpreB und A5. Assoziiert an diesen Rezeptor
liegen die flir die Signaltransduktion notwendigen Dimere aus Iga und Igf. Bindet
dieser Pra-B-Zellrezeptor seinen entsprechenden Liganden, ermdglicht dies der groRen
Préa-B-Zelle in den Zellzyklus einzutreten und klonal zu expandieren. Folge ist die
Bildung kleiner Pra-B-Zellen. Somit garantiert ein funktionierender Pré-B-Zellrezeptor
ein erfolgreich abgeschlossenes Rearrangement der Gensegmente der schweren Kette.
Der Pra-B-Zellrezeptor wird in diesem Stadium der Entwicklung internalisiert, die p-
Ketten finden sich intrazellulér im Zytoplasma und die kleine Pra-B-Zelle beginnt mit
der Umlagerung der Gensegmente der leichten Kette. Kann keine funktionelle
Leichtkette vom «-Typ gebildet werden, kommt es zur Aktivierung der Igk-Gene. Ist
dieser Prozess abgeschlossen und exprimiert die B-Zelle ein intaktes IgM-Molekul auf
ihrer Zelloberflache, wurde das Stadium der unreifen B-Zelle erreicht. Dabei verliefen
alle bisherigen Schritte ohne Antigenkontakt geschutzt im Kompartiment des
Knochenmarks. Bevor die unreifen B-Zellen in die Peripherie entlassen werden kdnnen,
erfolgt durch Présentation von Autoantigenen durch die umgebenden Stromazellen ein
Test auf Selbsttoleranz. Ist dieser Test erfolgreich, verlassen naive oder reife B-Zellen
das Knochenmark. Durch alternatives Splei3en, bei dem die schwere p- gegen eine o-
Kette getauscht werden kann, prasentieren sie nun auf der Suche nach Fremd-Antigenen
sowohl IgM als auch IgD auf ihrer Oberflache. Bei der V(D)J-Rekombination der
Antigen-Rezeptor-Gene handelt es sich um einen streng regulierten Prozess. Die fir die
Umlagerung der Gensegmente sowohl des T-Zellrezeptors als auch der
Immunglobulingene notwendigen RAG-1 und RAG-2 werden in der lymphozytéaren
Entwicklung bereits sehr friih exprimiert. Die RAG-Genexpression kommt in der spéten
Pro-B Zelle zum Erliegen und wird erst wieder zu dem Zeitpunkt gestartet, an dem die
leichten Ketten-Gene umgelagert werden (im kleinen Pra-B-Zellstadium). Dabei werden
die T-Zellrezeptor-Gene nur in T-Zellen und der Immunglobulin-Locus nur in B-Zellen
umgelagert. Eine Kontrolle dieses Mechanismus erfolgt sehr wahrscheinlich tber die
beschrankte Zugénglichkeit flr die beteiligten Multiproteinkomplexe an die DNA. Die
»accessibility” entscheidet demnach darlber, in welchen Zelllinien welche Gene

umgelagert werden kdnnen. Unterstltzt wir diese Vermutung durch Versuche, bei denen
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in nicht-lymphatische-Zelllinien RAG-1 und RAG-2 transfiziert wurden. Dabei kam es
dort nicht zum Rearrangement von Antigen Rezeptoren-Genen (Schatz et al., 1992;
Schlissel and Stanhope-Baker, 1997). Anscheinend sind in diesen Zelllinien die
entsprechenden Signalsequenzen (recombination signal sequences = RSS) fur den
Umlagerungskomplex unzugénglich (Sleckman et al., 1996).

Diese entsprechend Accessibility-Model genannte Uberlegung postuliert, dass wahrend
der lymphozytaren Entwicklung bestimmte Faktoren und Signale zu einer Offnung der
Chromatinstruktur des Immunglobulin-Locus flhren (Nightingale et al., 2007;
Baumann et al., 2003; McMurry and Krangel, 2000). Dies wiederum ermdglicht den
Rekombinasen den Zugang zu den RSS (Roth and Roth, 2000; Golding et al., 1999).

Je nach Transkriptionsaktivitat existieren unterschiedliche Verpackungstrukturen der

DNA, die beteiligten Enzymen den Zugang zu der DNA ermoglichen oder verhindern.

1.3 Die Kontrolle der Zuganglichkeit eines Locus erfolgt Uber
Modulation der Chromatinstruktur

Das menschliche Genom umfal3t circa drei Milliarden Basenpaare. Es codiert fir
geschatzte 40.000 Gene und befindet sich in Form der von Watson und Crick 1953
beschrieben DNA-Doppelhelix im Zellkern. Dabei verteilt sich die genetische
Information im menschlichen Zellkern auf 23 Chromosomenpaare. Ausgebreitet wiirde
der DNA-Strang einer jeden Zelle in seiner Gesamtlénge die L&nge von circa 1 Meter in
Anspruch nehmen. Da aufgrund des Zellkerndurchmessers nur ca. 10° m an Platz zur
Verfligung stehen, sind komplexe Verpackungsmechanismen notwendig, die zu einer
ungefahr 20.000-fachen Verringerung des Platzbedarfes des DNA-Stranges fiihren
(Langst and Becker, 2004; Becker and Horz, 2002; Babu et al., 2008) (siehe Abb. 4).

Bei der Basisverpackungseinheit der menschlichen DNA handelt es sich um die
Nukleosomen (siehe Abb. 5). Die DNA-Doppelhelix windet sich in einem
linksgéngigen spiraligen Strang auf einer Lange von 147 bp in 1,65 Windungen um
einen Kern aus 8 Histonproteinen. Diese Proteine bestehen aus zwei funktionell
unterschiedlichen Domanen: einer globuldren Doméne (,,Histonfold*), welche fur die
Organisation des Histonoktamers und der DNA-Bindung verantwortlich ist und einem
N- und C-terminalem Schwanz, an dem zahlreiche posttranslationale Modifikationen

stattfinden  konnen (siehe Abb. 5). Diese kdnnen den chromosomalen
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Verpackungszustand der DNA beeinflussen. In dem Histonoktamer bilden die
Histonproteine H3 und H4 ein zentrales Tetramer der Struktur (H3/H4),. Zwei Dimere
aus H2A/H2B assoziieren peripher. Die Einheit aus DNA und Histonoktamer
bezeichnet man als Nukleosom. Sie stellt die grundlegende Verpackungseinheit der
DNA dar. Ungefahr 80% des menschlichen Genoms sind nukleosomal verpackt.

DNA einschliellich der ihr assoziierten Histon- und Nichthiston-Proteine bezeichnet
man als Chromatin. Ein weiteres Histon, das Histon H1, verschliet das Nukleosom an
der Stelle, an dem die linker DNA zwischen den nukleosomalen Einheiten ein- und
austritt. Die DNA bildet in dieser Verpackungsebene einen Strang von 10 nm
Durchmesser, auf dem die Nukleosomen wie Perlen auf einer Schnur aufgereiht sind
(siehe Abb. 4). Abhangig von den sie umgebenden ionischen Bedingungen erreichen
diese 10 nm-Fasern wahrscheinlich spontan die nachst héhere Verpackungsebene: eine

superspiralisierte Form, die sogenannte 30 nm-Faser.

—o~ Linker Histones

Long Range
Fiber-Fiber
Interactions

Short Range
Internucleosomal
Interactions

(O K
Maximally FoldedS\’" Wi
4

Chromatin Fiber

Maximally Folded g\-—‘
Nucleosomal Array e

\
Moderately Folded )',
Nucleosomal Array |

Extended

Nucleosomal Array -—I
/

— /Mn )39 4 Core Histone

Qo ,_—Tail Domain

Nucleosome

Abb. 4: Verpackungseinheiten der DNA (Ubernommen aus (Hansen, 2002))
Zu erkennen ist die hierarchische Abfolge unterschiedlicher DNA-Verpackungsebenen, die ihren

Ursprung in der nukleosomalen Basisverpackungseinheit nehmen.

Uber die weiteren Verpackungsstrukturen ist weniger bekannt. Man geht entsprechend
einem Schleifen-Modell davon aus, dass die 30 nm-Fasern Chromatinschleifen bilden
und diese im Metaphase Chomosom ihre ausgepréagteste kondensierte Struktur erreicht

um dann lichtmikroskopisch als Chromosom sichtbar zu werden.
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Neben der Weitergabe genetischer Information eines Individuums an seine
Nachkommen, einem Prozess der Replikation und Rekombination von DNA beinhaltet,
bestehen weitere Aufgaben in der Transkription von Information und nachfolgender
Translation in  Proteine zu kontrollierten Zeitpunkten. Dabei erfolgt die
Expressionskontrolle von eukaryontischen Gene auf drei Hauptebenen (Babu et al.,
2008; van Driel et al., 2003).

Auf der ersten Ebene erfolgt die Expressionskontrolle durch die Bindung von
Transkriptionsfaktoren (TF’s) an sogenannte TF-Bindungsstellen und damit abhangig
von der DNA-Sequenz. Dies macht zugleich deutlich, dass es sich bei den
Verpackungszustanden der DNA um einen dynamischen Zustand handeln muss. Fur
trans-aktive Faktoren wdére es ansonsten unmdglich, einen Zugang zu den
entsprechenden regulatorischen cis-aktiven Elementen wie Promotoren, Enhancern und
Silencern zu finden. Unterstiitzt werden diese Uberlegungen durch die Beobachtung,
dass die Chromatinstruktur im Umfeld aktiv transkribierter Gene stets aufgelockert ist
und dieser Zustand anscheinend erst eine Realisierung genetischer Informationen im
Sinne der Genexpression ermdglicht. Somit handelt es sich bei der dynamischen
Entfaltung hoher kondensierten Chromatins um eine weitere Ebene, auf der die
Expression von eukaryontischen Genen gesteuert werden kann (Babu et al., 2008). Auf
der letzten Ebene scheint zudem die Lokalisation der DNA im Zellkern selbst die
Expression wesentlich zu beeinflussen. Dabei scheint es eine Rolle zu spielen ob sich
das Chromosom im Bereich der Zellkernperipherie oder zentral in Kompartimenten des
Nukleus befindet (Fraser and Bickmore, 2007). Anscheinend ist es moglich, die dichte
DNA-Verpackung lokal aufzulockern, um Transkriptionsfaktoren einen Zugang zu der
DNA zu ermoglichen (Eberharter et al., 2005). Eine solche Verénderung der DNA-
Verpackungsebene nimmt ihren Ausgang an regulatorischen Schllsselstellen. Das
bereits angesprochene Accessibility-Modell bedient sich folgender Uberlegungen:
zelltyp- und stadienspezifisch lokal verénderte Chromatinstrukturen ermoglichen
bestimmten Faktoren einen unmittelbaren Zugang zur nukleosomalen DNA bzw. den
Histonschwanzen. Dies wiederum fihrt hier nach einer ersten Bindung entsprechend
einem Schlussel-Schloss-Prinzip zu einer Rekrutierung weiterer Faktoren und

schlieBlich zu einer lokalen Offnung der Chromatinstruktur (Eberharter et al., 2005).
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Jedes der Histone des nukleosomalen Kernpartikels bildet an seinem Aminoende einen
Schwanz, der aus dem Nukleosom herausragt und zahlreiche Arginin- und Lysinreste
enthalt (siehe Abb. 5). Die positiven Ladungen der basischen Aminogruppen dieser
beiden Aminosduren ermdoglichen zum einen ausgepragte Wechselwirkungen mit der
negativen DNA, stellen zum anderen aber auch einen wirksamen und hochkomplexen
Ausgangspunkt fur Regulationsmechanismen zur Beeinflussung eben solcher
Wechselwirkungen dar (Bartova et al., 2008). Mdglichkeiten der Modifikation stellen
die kovalenten Ubertragungen von Acetyl-, Phosphat- und Methylgruppen, die
Ubiquitinierung und ADP-Ribosylierung dar (siehe Abb. 5). Die Acetylierung durch
sog. Histonacetyltransferasen fiihrt dazu, dass aus positiv geladenen Amino- neutral
geladene Amid Gruppen werden und damit die Stérke der Bindung zwischen
Histonprotein und der sie umschlingenden DNA abnimmt. Die Acetylierung der
aminoterminalen Domdnen von Histon H3 und H4 stellt einen Marker fir
transkriptionelle Aktivitat dar (Pogo et al., 1966). Inaktive Chromatinbereiche dagegen
sind héaufig in bestimmten Bereichen von Histon H3 trimethyliert (Allfrey et al., 1964).

H2A C-term _ H3K79 @

) 2

Histone globular
regions

@ Acetyl Lys
@ Methyl Arg
@ Methyl Lys
B Phosphoryl Ser 1
B Ubiquityl Lys

Abb. 5: Das Nukleosom und Mdglichkeiten der Modifikation von Histonschwéanzen

Gezeigt ist ein Nukleosomenkern mit darum herum gewundener DNA. Die N-Termini der Histone H3,
H4, H2A und H2B ragen aus der kompakten Kernstruktur heraus und koénnen an den angegeben
Positionen verschiedenartig modifiziert werden. Die Abbildung wurde von Turner B. M. Ubernommen
(Turner, 2005).
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Eine weitere Maoglichkeit zur Beeinflussung der DNA-Histon-Wechselwirkungen
stellen nucleosome-remodeling Faktoren dar (Becker and Horz, 2002). In einem
energieabhangigen Prozess verdndern diese molekularen Maschinen unter Hydrolyse
von ATP die Position der Nukleosomen auf der DNA, was wiederum dazu fihrt, dass
der kondensierte Verpackungszustand des Chromatins lokal aufgelockert wird. In ihrem
Aufbau handelt es sich um Multiproteinkomplexe, deren Funktion, Regulation und
Aufbau Gegenstand aktueller Forschung sind (Eberharter and Becker, 2004; Hogan and
Varga-Weisz, 2007). Gemeinsame Untereinheit dieser Remodeler scheint aber eine
ATPase der Swi2/Snf2 Familie zu sein. Weiterhin spielen ISWI/SNF2L ATPasen, Mi-2
als Mitglied der CHD1 Familie, der INO80 Komplex und der Cockayne Syndrom B
Faktor entscheidende Rollen bei der Verschiebung nukleosomaler Positionen auf dem
DNA Strang.

Solche regulatorische Schlusselstellen, an denen eine Chromatindffnung initialisiert
werden kann, lassen sich mit Hilfe einer molekularbiologischen Standardmethode
entdecken: dem DNase | Verdau von Chromatin und der Kartierung DNase |
hypersensitiver Bereiche, fortan als HSS bezeichnet (Nedospasov and Georgiev, 1980;
Wu, 1980). Mit dieser Methode ist es mdglich, regulatorische Elemente, die sich
aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften als ,,nukleosomfreie® Regionen darstellen,
anhand ihrer erhohten Zuganglichkeit fir eine Nuklease in vivo zu kartieren. Dazu
werden zuvor mit Lysolecithin permeabilisierte Zellen einem zeitlich beschrénkten
Verdau mit einer DNase ausgesetzt, was dazu fiihrt, dass die DNase | die DNA nur an
den fur sie spontan am besten zuganglichen Stellen schneidet (den DNase |
hypersensitiven Bereichen). Die DNA-Fragmente lassen sich danach elektrophoretisch
anhand ihrer Grof3e auftrennen und HSS anhand des resultierenden Bandenmusters nach
Hybridisierung mit einer geeigneten Sonde lokalisieren. Solche DNase |
hypersensitiven Bereiche wurden bereits vor einiger Zeit im Bereich des Igi-Locus

kartiert (Asenbauer and Klobeck, 1996).
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1.4  Regulatorische Regionen im Igk-Locus zeigen eine hohere
Sensitivitat gegentiber DNase-|

Die Immunglobulin-Loci des Menschen liegen auf drei verschiedenen Chromosomen.
Die Gene fir die schweren Ketten befinden sich auf Chromosom 14 (Matsuda et al.,
1998), die fur die leichten Ketten vom -Typ auf Chromosom 22 und fiir die leichten
Ketten vom k-Typ auf Chromosom 2. Die Arbeitsgruppe H.G. Klobeck beschéftigt sich
seit Jahren mit dem Igk-Locus des Menschen und dessen regulatorischer Kontrolle.
Dieser Locus befindet sich beim Menschen auf dem langen Arm des Chromosoms 22.
Seine genaue Lokalisation bezeichnet 22g11.2 und er umfaft einen Bereich von ca. 911
kb (Kawasaki et al., 1997). Hier befinden sich insgesamt 29-30 V(variable)-Elemente
und 7 JC-Elemente (siehe Abb. 2), von denen allerdings nur 4 JC-Elemente bei der
Bildung von Immunglobulinleichtketten Verwendung finden (Combriato and Klobeck,
1991).

Aufgrund der gleichen Orientierung der V-Elemente sowohl untereinander als auch zu
den JC-Elementen kann man davon ausgehen, dass die Gensegmentumlagerung im
Rahmen der B-Zellentwicklung durch Deletion erfolgt. Dementsprechend wére nach
regulatorischen DNA-Elementen im 3" Bereich der JC-Einheiten zu suchen.

So beschaftigte sich Frau Hildegard Asenbauer schon 1991 im Rahmen ihrer
Dissertation am Adolf von Butenandt Institut mit der Kartierung von DNase |
hypersensitiven sites im Bereich des Igh-Locus (Asenbauer and Klobeck, 1996).
Flussabwérts der J-C,-Elemente finden sich insgesamt sieben DNase | HSS's (siehe
Abb. 6). Innerhalb der J-C,-Elemente selbst finden sich keine weiteren DNase |
hypersensitiven Bereiche. Alle HSS Bereiche wurden in der Reihenfolge ihrer Lage von
5¢ nach 3¢ fortlaufend nummerisch als HSS 1 bis 6 (Asenbauer and Klobeck, 1996)
benannt und konnten teilweise auch schon hinsichtlich ihrer Funktion naher

charakterisiert werden (Asenbauer et al., 1999).
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Abb. 6: Darstellung der Position von HSS-1 bis -6

Dargestellt ist die Region des Igh-Locus im Bereich zwischen den J-CA Einheiten und flussabwirts
gelegenen Genen (jeweils rote horizontale Pfeile). Die Position der DNase | hypersensitiven sites (HSS)
wurde mit vertikalen Pfeilen markiert. HSS-1/B, -2 und -3 sind B-Zellspezifisch und stellen den
synergistischen Enhancer dar. Weiter flussabwarts befinden sich nicht B-Zellspezifische HSS-4 -5, und -
6. Daran anschlieRend ein putatives Gen fiir einen Na*-Glucose Cotransporter und das Gen GNAZ. Ein
weiteres sich in diesem Bereich befindendes Gen, RTDR1, wurde der Ubersichtlichkeit halber nicht
abgebildet.

Die Positionen von HSS-1 (in einer bestimmten Form spezifisch in B-Zellen), HSS-2
und HSS-3 (spezifisch in B-Zellen) befinden sich 5.8 kb, 9.2 kb und 12.9 kb
flussabwérts von C,7. lhre ndhere Charakterisierung ergab, dass es sich um
synergistisch wirkende Enhancer-Elemente handelt. HSS-3 stellt den eigentlichen Igh-
Enhancer dar, dessen Wirkung durch das Vorhandensein von HSS-1 und HSS-2
potenziert wird (Asenbauer et al., 1999). Flussabwérts der HSS-3 konnten in einem
Abstand von ca. 18.7 kb drei weitere HSS identifiziert werden, die entsprechend ihrer
Lage als HSS-4, -5 und -6 bezeichnet wurden. Diese lassen sich in samtlichen bisher
daraufhin untersuchten Zelllinien identifizieren und werden somit ubiquitar exprimiert
(siehe Abb. 7). Sie befinden sich 32.1 kb, 33.3 kb und 36.7 kb flussabwarts von C,7
(Daten H.-G. Klobeck, personliche Mitteilung). Bemerkenswert ist, dass sich die HSS-
1/B, HSS-2/1, HSS-2/2 und HSS-3 nur in B-Zellen finden lassen.

Im Rahmen ihrer Promotionsarbeit am Adolf-Butenandt-Institut konnte H. Asenbauer
HSS-4, -5 und -6 in verschiedenen B- und T-Zelllinien nachweisen. Der Arbeitsgruppe
um H.-G. Klobeck gelang es schlielich auch die Existenz von HSS-4, -5 und -6 in

einigen nicht lymphozytaren Zelllinien, nachzuweisen (siehe Tab. 2).
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Abb. 7: Zelltypspezifische Expression DNase | hypersensitiver Bereiche flussabwarts von C,;7

Dargestellt ist der Bereich flussabwérts des C,7 Gensegmentes (iber einen Bereich von ungefahr 50 kb.
Hier befinden sich sieben HSS, deren Position als farbige Késtchen markiert wurde. Sie werden, wie in
der Abbildung bezeichnet, zum Teil ubiquitar (HSS-0, -1/1, -1/2, -4, -5, -6), zum Teil aber auch nur in B-
Zellen (HSS-1/B, -2/1, -2/2, -3) exprimiert. Der Abbildung ist ebenfalls die Position zweier Exons in
Form der beiden vertikalen roten Striche zu entnehmen. Es handelt sich dabei um das Gen D1. Bei den
dunnen vertikalen schwarzen Strichen handelt es sich um Spaltstellen von bezeichneten

Restriktionsendonukleasen.

Frau Priska KraiRer beschaftigte sich im Rahmen ihrer Dissertation vor allem mit der
naheren Charakterisierung und Eingrenzung von HSS-2 und konnte zeigen, dass sehr
wahrscheinlich ein Masterfaktor existiert, der entwicklungsstadienabhéngig und
zelltypspezifisch eine aktive Chromatinstruktur zu etablieren vermag (Kraif3er, 2002;
Smale and Fisher, 2002). Demgegenuber finden sich HSS-0, HSS-1/1, HSS-1/2 und
HSS-4, -5 und -6 in allen daraufhin untersuchten Zelllinien (siehe Abb. 7).

Nachdem im Rahmen einer Diplomarbeit in unserem Institut gezeigt werden konnte,
dass von den drei letztgenannten HSS weder eine Promotoraktivitdt noch eine
Enhanceraktivitat ausgeht (Svoboda, 1999), liegt die Vermutung nahe, dass es sich
hierbei um die eigentliche 3° Grenze des Igh-Locus handelt. Untermauert wird diese
Vermutung durch eine Analyse der Ergebnisse des Human Genome Projekts, nach der
HSS-4 bis -6 zwischen der ehemals postulierten Grenze des Igh-Locus, dem Enhancer
HSS-3 und weiteren neu detektierten Genen liegen, deren Expression sicherlich
unabhéangig von derjenigen der Leichtketten erfolgt.

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Igh-Enhancer um einen sehr
starken Enhancer handelt. In Reportergenkonstrukten vermag er

orientierungsunabhéngig die Aktivitat verschiedener Reportergenkonstrukte und ihrer
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unterschiedlichen Promotoren um bis zu 700 fach zu steigern. Dies l&sst vermuten, dass

die flussabwarts gelegenen Gene irgendwie vor den Einflussen des B-Zellspezifischen

Enhancers abgeschirmt werden. Eine solche Funktion wirde ein Insulator, ein

spezifisches regulatorisches DNA-Element, ibernehmen (Burgess-Beusse et al., 2002).

Zellinie Ursprung der Zellinie Beschreibung der Zellinie HSS-4 HSS-5 HSS-6
Nalm-6 ALL, Pra-B-Zelle (Hurwitz et al., 1979) +(a) +(a) + (a)
380 ALL, Pra-B-Zelle (Pegoraro et al., 1984) +(a) +(a) +(a)
BV-173 CML Blastenkrise, Pra-B- | (Pegoraro et al., 1983) +(a) +(a) +(a)

Zelle
REH ALL, Pra-B-Zelle (Rosenfeld et al., 1977) +(a) +(a) +(a)
697 ALL, Pra-B-Zelle (Findley-HW et al., 1982) +(a) +(a) +(a)
MN-60 B-Zell Leukdmie, B-Zelle | (Roos et al., 1982) +(a) +(a) +(a)
GMO02132 Multiples  Myelom, B- | (Matsuoka et al., 1967) +(a) +(a) +(a)
Zelle
CCRF- ALL, T-Zelle (Foley et al., 1965) +(a) +(a) +(a)
CEM
MOLT-4 ALL, T-Zelle (Minowada et al., 1972) +(a) +(a) +(a)
HL-60 AML, Myeloische Zelle (Collins et al., 1977) +(a) +(a) +(a)
K562 CML, Myeloische Zelle (Lozzio and Lozzio, 1975) +(a) +(a) +(a)
HelLa Cervix Carcinom, | (SCHERER et al., 1953) + (b) + (b) + (b)
Adenocarcinom
HepG2 Hepatocelluldres Carcinom | (Aden et al., 1979), (Knowles + (b) + (b) + (b)
et al., 1980)
293T embryonale Nierenzellen (Graham et al., 1977) +(b) +(b) +(b)
SNB19 Glioblastom (Gross et al., 1988) +(b) + (b) + (b)
Kelly Neuroblastom (Schwab et al., 1983) + (b) + (b) + (b)

Tab. 2: Nachweis der HSS-4, -5 und -6 in verschiedenen Zellinien

Die Versuche zum Nachweis der DNase | hypersensitiven

Asenbauer (a) und H.-G. Klobeck (b) durchgefiihrt.

Bereiche wurden von H.
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1.5 Chromatindoméanen werden durch Insulator/Boundary — Elemente
funktionell voneinander getrennt

Die Chromosomen hdherer Eukaryonten sind in funktionelle Doménen unterteilt,
welche die Expression von Genen entweder ermdglichen oder verhindern (Babu et al.,
2008). So sind aktive oder potentiell zu transkribierende Gene in locker gepacktem
Chromatin, dem sogenannten Euchromatin, organisiert. Dieser Verpackungszustand
zeigt zum einen signifikant erhohte Nucleasesensitivitdt, zum anderen eine
typischerweise reduzierte Anzahl des Linker Histon H1. AuRerdem finden sich in
diesen Bereichen typische biochemische Modifikationen, z.B. Acetylierungen der N-
Termini des Histonoktamerkerns (Burgess-Beusse et al., 2002). Im Gegensatz dazu
findet man inaktives oder auch kondensiertes Chromatin im Bereich transkriptionell
inaktiver Bereiche. Typischerweise finden sich hier ausgedehnte Bereiche
hypoacetylierter Histone und methylierter DNA. Entlang der Chromosomen finden sich
nun je nach Zelltyp und Entwicklungsstadien unterschiedlich gestreute Bereiche in
denen sich Regionen mit Euchromatin und kondensiertem Chromatin unmittelbar
benachbart gegentber stehen (Felsenfeld et al., 2004). Die Grenzen zwischen solchen
unterschiedlichen Doménen bezeichnet man als Boundaries (Capelson and Corces,
2004). Es handelt sich dabei um spezifische DNA-Sequenz-Elemente, welche
benachbarte Gene unterschiedlicher Expressionmuster vor der gegenseitigen
Beeinflussung schiitzen (Wallace and Felsenfeld, 2007). Zahlreiche solcher Boundaries
oder auch Insulator genannten DNA-Elemente wurden mittlerweile beschrieben und
naher charakterisiert. Sie finden sich in Hefen, bei Drosophila (Maeda and Karch,
2007), beim Huhn sowie bei Sdugetieren (Wallace and Felsenfeld, 2007). Diesen
Boundaries l&sst sich jeweils eine von zwei mdglichen Funktionen zuordnen, welche
diese Art regulatorischer DNA-Elemente charakterisieren. In der einen Funktionsweise
sind sie in der Lage einen Promotor vor den Einflissen eines benachbarten Enhancers
zu schiitzen. Dies setzt voraus, dass sie zwischen beiden cis-aktiven Elementen
positioniert sind. Man spricht in diesem Fall von ,,Enhancer blocking Insulation®. Die
Funktion sowohl des Enhancers als auch des Promotors bleibt dabei unbeeinflusst,
allein die Interaktion zwischen diesen beiden wird verhindert. Bei der anderen Funktion
eines solchen Insulators handelt es sich um die sogenannte ,barrier Funktion. Dies

bedeutet, dass die Ausdehnung des kondensierten Verpackungszustandes
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transkriptionell inaktiver Bereiche auf benachbarte transkriptionell aktive Bereiche
verhindert wird.

Bei dem ersten beschriebenen Insulator handelt es sich um das Hihner B-globin 5°"HS 4
Element (Chung et al. 1993). Die Funktion dieses Insulators kommt vor allem durch
Beeinflussung der Methylierungs- und Acetylierungsmuster unterschiedlicher DNA
Bereiche zustande (Burgess-Beusse et al., 2002). So schutzt der HS4 Insulator
offensichtlich CpG Inseln im Promotorbereich vor der Methylierung. Gleichzeitig
werden hohe Acetylierungslevel der Nukleosomen uber den aktiven DNA Abschnitten
aufrecht erhalten. Bei der Methylierung von CpG handelt es sich um einen
Mechanismus, der auch dazu dient, virale DNA, typischerweise reich an Cytosin und
Guanin, im Wirtsgenom zu inaktivieren. Wahrend bei Drosophila finf verschieden
Proteine, Su(Hw), Zw5, BEAF-32, GAGA-Faktor und dCTCF die Enhancer
blockierende Funktion eines Insulators vermitteln kdnnen, scheint bei Vertebraten allein
fir dCTCF (CCCTC binding factor) ein konserviertes homologes Protein mit
vergleichbarer Funktion zu existieren (Bell et al., 1999; Ohlsson et al., 2001; Moon et
al., 2005; Mohan et al., 2007). Dabei handelt es sich um CTCF, welches fur diese
Funktion in Vertebraten als verantwortlicher Faktor identifiziert und né&her

charakterisiert worden ist.

1.6 Der multivalente CCCTC-Transkriptionsfaktor (CTCF)

Bei CTCF  handelt es sich um ein evolutiondr hochkonserviertes
Zinkfingerphosphoprotein, welches ubiquitdr in samtlichen daraufhin untersuchten
Zelllinien exprimiert wird (Lobanenkov et al., 1990). Es hat eine La&nge von 727
Aminosauren und ein Molekulargewicht von 82 kDa. In der SDS-Gel-Elektrophorese
zeigt sich jedoch ein abweichendes Wanderungsverhalten entsprechend einer
naherungsweisen Groe von 130 kDa (Klenova et al., 1997). Seine DNA bindende
Doméne besteht aus 11 Zinkfingern (ZF), von denen 10 zur C,H; Klasse (1-10), der 11.
C-terminale ZF zur C,HC Klasse gehort (Ohlsson et al., 2001) (siehe Abb. 8).
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C-Terminus

N-Terminus
Abb. 8: Schematischer Struktur des Zinkfingerproteins CTCF

Dargestellt ist die Struktur des Proteins CTCF. Zu erkennen sind zum einen seine DNA
Bindundungsdomane, bestehend aus den 11 Zinkfinger Motiven und zum anderen die N- und C-
terminalen Bereiche, an denen in vivo zahlreiche Modifikationen stattfinden konnen. Die Zinkfinger

werden je nach Bindungsmotiv unterschiedlich kombinatorisch eingesetzt.

Dieses Protein wurde erstmals als einer derjenigen Faktoren, die an der regulatorischen
Kontrolle des c-myc-Gens beteiligt sind, beschrieben (Filippova et al., 1996).
Renkawitz und seine Arbeitsgruppe fanden schliellich heraus, dass es sich bei NeP1
(negative Proteinl), welches an das F1-Element des Lysozym Gen Silencer Elementes
von Hihnern bindet (Kohne et al., 1993), um ein mit CTCF identisches Protein handelt
(Burcin et al., 1997). Mittlerweile konnten weitere Studien Schlusselfunktionen von
CTCF bei transkriptioneller Repression und Aktivierung, eine zentrale Funktion bei
Insulatoren von Vertebraten und beim Imprinting, beispielsweise des H19/1gf2 Locus,
aufzeigen (Bell et al., 1999; Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Vostrov and
Quitschke, 1997; Vostrov et al., 2002). Durch den hochvariablen, unterschiedlich
kombinatorischen Einsatz seiner 11 Zinkfinger (ZF) ist es diesem Protein mdglich an
~10-30 bp lange Zielsequenzen zu binden. Entsprechend ist es aufgrund der groRen
Vielfalt an dadurch moglichen divergierenden Bindungsequenzen nicht moglich, allein
anhand der entsprechenden DNA-Sequenz eine Voraussage Uber eine potentielle
Bindung in vivo oder in vitro zu treffen (Filippova et al., 1996). Wie dieses Protein tber
die Bindung an seine Zielsequenz letztendlich sowohl die barrier Funktion bzw. die
Enhancer blockierende Funktion zu vermitteln vermag, ist immer noch nicht
abschlielend geklart. Dies hangt sicherlich zum einen mit dem unzufrieden stellenden
Wissen Uber die genaue Art und Weise der generellen Interaktion eines Enhancers mit

seinem jeweiligen Promotor zusammen. Auch hieriber existieren verschiedene
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Modelliiberlegungen. Zu nennen waren beispielsweise linking model, tracking-looping
model und looping model, die alle unterschiedliche mégliche Interaktionsweisen solch
regulatorischer Elemente denkbar erscheinen lassen (Ohlsson et al., 2001). Zum anderen
stellt die noch sehr groRe Unwissenheit Uber die Interaktionspartner von CTCF an
seinen Insulatorelementen in vivo ein weiteres Problem fiir die Entschliisselung seiner
Funktionsweise dar. Dem heutigen Wissensstand entsprechend stellt das Protein CTCF
selbst den einzigen Weg dar, um potentielle Bindungsstellen in vitro und in vivo zu

entschliisseln und zu verifizieren.

1.7 Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob CTCF im Bereich der DNase | HSS-4 bis -6 an
die DNA bindet. Falls sich dies zeigen liel3e, ware das ein erster Schritt zu einer ndheren
Eingrenzung und Charakterisierung einer neuen Bindungsstelle von CTCF. Der
letztendliche Beweis, dass eine CTCF Interaktion zur Etablierung eines
Insulator/Boundary Element fiihrt, lieRe sich nachfolgend durch Reportergenassays oder
colony-forming assays bestatigen oder widerlegen. Dies ware Teil einer geplanten
nachfolgenden Arbeit. Zur Uberpriifung der CTCF-Bindung in vitro war es
beabsichtigt, Gelretardierungsassays (EMSA) durchzuftihren. Dafur war es nétig, HSS-
4, -5 und -6 mittels PCR zu amplifizieren und in einem weiteren Schritt die PCR-
Produkte radioaktiv zu markieren. Als Bindungspartner in den Gelretardierungsassay
sollten Zellkernextrakte eingesetzt werden. Die Uberpriifung, ob CTCF in diesen
Extrakten vorhanden ist, sollte mittels Westernblot erfolgen. Fur die Praparation der
Zellkernextrakte standen im Labor verschiedene B- und T-Zelllinien aus vorherigen
Arbeiten zur Verfligung. Diese sollten nach aktuellem Kenntnisstand CTCF konstitutiv
exprimieren. Im Verlauf der Arbeit wurde versucht, CTCF in Form eines GST-Proteins
herzustellen. Dies erfolgte in der Absicht, das rekombinante Protein als
Bindungspartner in den EMSA einzusetzen. Falls die Gelretardierungsversuche einen
Hinweis auf die Bindung von CTCF erbringen wurden, war es geplant, die
Gelretardierungsassays im Sinne eines Supershift Assays zu modifizieren. Falls sich
eine spezifische Bande im Gelretardierungsassay durch einen gegen CTCF gerichteten
Antikorper in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit verzogern liele, wirde dies den

definitiven Beweis flr eine in vitro Bindung von CTCF darstellen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Reagenzien

2.1.1 Chemikalien

2.1.1.1 Feinchemikalien

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)
Glutathion-Sepharose Beads

dNTP's (Deoxynucleoside-Triphosphate Set)
BlueSlick

Rotiphorese 30%

alle tbrigen organischen und anorganischen

Feinchemikalien

2.1.1.2 Radiochemikalien

32
ATP,y[ P],>6000 Ci/mmol

2.1.1.3 Biochemikalien
Ampicillin
Chloramphenicol

Bacto Agar, Bacto Trypton, Hefeextrakt

2.1.3 Enzyme und Proteaseinhibitoren

T4-Polynukleotidkinase
Tag-DNA-Polymerase
PMSF, Aproptinin, Leupeptin, Pepstatin

Amersham Pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
ServaGmbH, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Difco Laboratories, Detroit, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.2 Gerate und sonstige Materialien

Fuji Medical X-Ray Film
GeneAmp PCR system 2400
GeneAmp PCR system 2700
GeneAmp PCR system 9700
Kodak Scientific Imaging Film
Multi-Guard-Pipettenspitzen

mit Aerosolfiltern

(0,1-10 pl, 5-200 pl, 100-1000 pl)
Multi-Pipettenspitzen

(0,1-10 pl, 5-200 pl, 100-1000 pl)
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Polyvinylidene fluoride-Membran
Quick Spin Columns (G-25, G-50)
Branson Digital Sonifier 250-D

2.2.1 Kits

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick Nucleotide Removal Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Enhanced Chemi-Luminescence Kit

2.2.2 Langenstandards und Kompetitoren

Langenstandards:
PeqGold Protein-Marker 1V (prestained)

Kompetitoren:
Poly dI-dC

SP-1 Oligos
AP-2 Oligos

Fuji Photo, Dusseldorf

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt

Integra Bioscience, Fernwald

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

pegLab Biotechnologie, Erlangen
Millipore, Billerica, USA
RocheApplied Science, Indianapolis
Branson Ultrasonic  Corporation,
Danbury, USA

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

Amersham Pharmacia, Freiburg

peglLab Biotechnologie, Erlangen

Sigma-Aldrich
Taufkirchen

MWG Biotech, Ebersberg
MWG Biotech, Ebersberg

Chemie  GmbH,
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2.2.3 Antikorper

CTCF (E-14), polyklonaler Ziegenantikorper, 200 pg/ml.

CTCF (C-20), polyklonaler Ziegenantikorper, 200 pg/ml

CTCF (E-14) X, polyklonaler Ziegenantikdrper, 200 pg/0.1 mli
CTCF (C-20) X, polyklonaler Ziegenantikorper, 200 pg/0.1 ml
CTCF (N-17) X, polyklonaler Ziegenantikdrper, 200 pg/0.1 ml
NF«B p50 (N-19) X, polyklonaler Ziegenantikorper, 200 pg/0.1 ml

Samtliche Antikdrper von Santa Cruz. Biotechnology, Inc., Heidelberg

Klonname 6G9, anti-GST monoklonaler Rattenantiktrper, von E. Kremmer (GSF),

2.2.4 DNA

Langenstandards:

DNA Molecular Weight Marker XIV Roche Diagnostics, Mannheim
Oligonukleotide/PCR-Primer MWG Biotech, Ebersberg

Die Cosmid-Klone cos 2132/39 und cos 2132/16 wurden von H. Asenbauer isoliert und

freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verflgung gestellt.

2.2.5 Zellinien und Zellkultur

Zellinie | Ursprung der Zelllinie Beschreibung der
Zelllinie
REH ALL, Pra-B-Zelle (Rosenfeld et al., 1977)
MN-60 B-Zell Leuk&mie, B- | (Roos etal., 1982)
Zelle
BJAB EBV-negative Burkitt's | (Clements et al., 1975)
lymphoma cell line
CCRF- ALL, T-Zelle (Foley et al., 1965)
CEM
HelLa Cervix Carcinom, | (SCHERER et al., 1953)

Adenocarcinom

Tabelle 3: Ubersicht tiber die fiir die Praparation von Zellkernextrakten verwendeten Zelllinien
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Fotales Kéalberserum Biochrom AG, Berlin

Gentamycin, Glutamin, RPMI 1640-Medium c.c.pro, Heidelberg

2.2.6 Mikrobiologie

E. coli BL21: E. coli B F, ompT, hsdS (rg’, mg), gal, dcm.
pPGEX-4T1-CTCF hum

2.2.7 Computerprogramme

Word 2007 student version Microsoft Corporation Inc.

Reference Manager The Thomson Corporation

CorelDraw Graphics Suite X4 Corel Corporation Inc.
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders beschrieben, geman
Sambrook durchgefuhrt (Sambrook, 1989). Alle molekularbiologischen Arbeiten
wurden in sterilen GefaRen und mit sterilen Losungen durchgefiihrt. Alle Experimente,
bei deren Durchfuhrung nicht explizit die Reaktionstemperaturen angegeben sind,

wurden bei Raumtemperatur auf Eis durchgefihrt.

2.3.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Bei der Polymerase Kettenreaktion, im Folgenden als PCR bezeichnet, handelt es sich
um ein Verfahren, bei dem spezifische DNA-Bereiche in einem zyklischen Prozess
amplifiziert werden konnen (Saiki et al., 1988). Dabei verlauft die Amplifikation
exponentiell. Die Durchfiihrung erfordert drei wesentliche Komponenten:
e eine hitzestabile DNA-abhéngige DNA-Polymerase
e ein DNA Abschnitt / Plasmid, welches der DNA Polymerase als Matrize dient
e zwei Oligonukleotide, die komplementar zu den flankierenden Bereichen des zu
amplifizierenden Bereichs sind und die den Startpunkt fiir die DNA Polymerase
darstellen
Zur Durchfuhrung wurden eine Tag-DNA Polymerase (aus Thermus aquaticus) und die
mitgelieferte PCR-Pufferlésung eingesetzt. Die Primersequenzen sind Tabelle 4 zu
entnehmen.

Primer fur HSS 4 .5'-AGC TGT GGA TCC AGT GGC TCT TGG - 3'

.5'- AAAGCA AGA TCT CGC CGC GGT GGC - 3'
.5'-GGT GGG GAT CCT AAT TTG TAG CAT -3
.5'-CCATGC AGATCT ACCCCAGCT GCC-3'

.5'-AAG TGT GGATCC TTG TAA AGC AGT - 3'

1

2
Primer fir HSS 5: 1
2
1
2.5'- AAG GCC AGA TCT AGA GACTTT AAA -3
1
2
1
2
1

Primer fir HSS 6

Primer fir HSS
6/5->6/18

Primer fur Myc A

.5'—~CAA GGC AGT CCATGT GAA AT -3
.5'—ATT ATCTGT ACATGCTGG C -3

.5 -AGC CGG TTT TCG GGG CTT — 3' (Myc-11)
.5'=GCT CGT CTC GAC GCG ACG CCC - 3' (Myc-8)

.5'—=TAATGC GAG GGT CTG GAC - 3' (Myc-9)
2.5-GGA CGG AGC TCT TCC CGT- 3' (Myc-10)
Tab. 4: Bei PCR*s verwendete Primersequenzen

Primer fur Myc B
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Ein PCR-Reaktionsansatz enthielt 25 pl 2x Pufferlosung, je 1 uM der bendtigten Primer
sowie zum Starten der Reaktion 5 U Taq Polymerase. Es wurden jeweils circa 200 pg
der DNA als Template eingesetzt (cos 2132/39 bzw. cos 2132/16) und mit aqua dest.

auf ein Gesamtvolumen von 50 pl erganzt.

10xPCR Puffer:

100 mM Tris-HCL, pH 9.0

15 mM MgCl,

500 mM KClI

1% Triton X-100

Je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Als Matrize fur HSS-4,-5 und -6 diente das Cosmid cos 2132/39. Als Matrize fir die
Myc-Fragmente fand das Cosmid cos 2132/16 Verwendung. In Vorversuchen konnte
gezeigt werden, dass eine Zyklenzahl von 35 PCR-Zyklen und eine Annealing
Temperatur von 55°C bei den HSS Fragmenten, bzw. von 60°C bei den Myc-
Fragmenten bei ebenfalls 35 Zyklen ein optimales Ergebnis liefern.

Das Zyklusprofil der PCR-Reaktion gibt Tabelle 5 wieder.

Phase Zeit Temperatur
I 5 Minuten 95°C
I 20 Sekunden 94 °C
20 Sekunden 60/55 °C
60 Sekunden 72 °C
11 5 Minuten 72 °C

Tab. 5: PCR-Zyklusprofil
Zyklus Il wurde 35fach durchlaufen

Zur Uberpriifung der Ergebnisse des PCR-Erfolges und zur Aufreinigung der PCR-

Produkte wurde jeweils im Anschluss an die PCR eine Gelelektrophorese durchgefihrt.
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2.3.3 Gelelektrophorese

Bei einer Elektrophorese handelt es sich um die Auftrennung von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher GroRe aufgrund unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeiten in
einem Gel durch Anlage eines elektrischen Feldes. Dabei Kkorreliert die
Wanderungsgeschwindigkeit unmittelbar mit der L&nge der eingesetzten DNA. Die
Grolke der eingesetzten DNA kann dabei (ber einen parallel aufgetragenen
Langenstandard, den sogenannten Marker, bestimmt werden.

Die Elektrophorese wurde von uns sowohl zu analytischen als auch zu préparativen
Zwecken durchgefihrt. Wir verwendeten 1,4% Agarosegele. Die Konzentration der
Agarosegele orientierte sich dabei an der zu erwartenden Fragmentgrofle und
Erfahrungswerten. Zur Herstellung der Gele wurden entsprechende Agarosemengen in
TAE-Laufpuffer unter Aufkochen gelost und anschlieRend die Gele auf
Raumtemperatur abgekuhlt. Zur Erméglichung einer spateren Visualisierung der DNA
unter UV-Licht (254 nm) war dem Laufpuffer und auch den Gelen Ethidiumbromid
beigefligt (50 pg/l) worden.

Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden 50 pl des PCR-Produktes mit 5 pl 10x
Auftragungspuffern gemischt und in die Tasche eines 1,4% Agarosegels pipettiert. In
einer Elektrophoresekammer wurde eine Spannung von 80 Volt entsprechend ~ 250 mA
angelegt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele mit Handschuhen aus
der Apparatur entnommen. Die DNA-Banden konnten nun aufgrund der Fluoreszenz
des interkalierenden Ethidiumbromid in der Dunkelkammer unter UV-Licht auf

Abgrenzbarkeit und Schérfe kontrolliert und fotografisch dokumentiert werden.

TAE-Laufpuffer flr Agarosegele: 10x Auftragungspuffer fiir Agarosegele:
40 mM Tris 0.1% Bromphenolblau

20 mM Natriumacetat 50% Saccharose

1 mMEDTA 50 mM EDTA

CH,COOH ad pH 7, 4
50 pl/I Ethidiumbromid
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2.3.4 Fragmentisolierung aus Agarosegelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung war es moglich, die Banden unter visueller
Kontrolle mit einem Skalpell aus dem Gel zu schneiden. Anschlielend konnte die DNA
mit Hilfe des QIAquick Gelextraction Kit, entsprechend dem beiliegenden Protokoll
von QIAquick, aus den Gelfragmenten extrahiert werden. Die gereinigten PCR

Produkte konnten in TE Puffer aliquotiert und im Kihlschrank aufbewahrt werden.

32
2.3.5 Radioaktive Markierung der PCR Fragmente mity[ P]-ATP

Bei Gelretardierungsversuchen werden radioaktiv. markierte DNA-Fragmente

32
verwendet. Die Markierung erfolgt mit y[ P]-ATP unter Zuhilfenahme einer T4-

Polynukleotidkinase (PNK). Ziel der radioaktiven Markierung ist es, die Lokalisation
der DNA in dem Gel nach der Elektrophorese (siehe 2.4) autoradiographisch bestimmen

zu kdnnen.

Polynukleotidkinase Reaktion:

2 ul DNA

32
1ply[ PJ-ATP

1 pl Polynukleotidkinase (10 U)

14 pl H,O

2 ul 10fach Puffer Kinase (500 mM Tris-HCL, 100 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, 50
mM Dithiothreitol, 1 mM Spermidine, pH 8.2 bei 25°C)

Das Reaktionsgemisch wurde mit ddH,O auf ein Gesamtvolumen von 20 ul ergéanzt.
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde im Wé&rmeblock bei 37°C wurde das
Reaktionsgemisch auf Quick Spin Columns aufgetragen. Durch Zentrifugation wurden
die markierten Oligonukleotide mit 50 pul ddH,O eluiert.

AnschlieRend konnte die Aktivitat der Oligonukleotide im Cerenkov-Zahler bestimmt
werden. Die gemessenen Werte lagen versuchsabhangig zwischen 20.000 und 40.000

Cpm/pl.
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2.3.6 Zellkultur

Alle in Tabelle 3 unter Punkt 2.2.5 genannten Zellinien waren bereits in der
Arbeitsgruppe vorhanden.

Diese Zellinien wuchsen in Suspensionskultur im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und
92% Luftfeuchtigkeit. Das Medium fir die Zellkulturzellen (fir normales Wachstum)
enthielt RPMI1640-Medium, 15% Fotales Kélberserum und 4 mM Glutamin. Die
Arbeiten mit den Zellkulturzellen erfolgten unter sterilen Bedingungen.

PBS: Zellkulturmedium fiir normales Wachstum:
8 g/l NaCl RPMI 1640-Medium

0.2 g/l KCI 15% fotales Kalberserum

2.1 g/l Na,HPO x12H,0 4 mM Glutamin

0.2 g/l KH,PO,

2.3.7 Herstellung von Zellkernextrakten

Fur die Praparation der Zellkernextrakte orientierten wir uns an den Protokollen von
Schreiber, E. et al. (Schreiber et al., 1989). Diese Methode ist schnell und mit geringen
Ausgangszellzahlen durchfiihrbar. Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung dienten die
Zelllinien BJAB, HELA, Mn60, REH und CCRF-CEM (siehe Tab.2).

Zur Ernte der Zellen wurden 10 ml Zellkulturmedium mit ca. 10° Zellen / ml durch 10-
minitiges Zentrifugieren (Zentrifugentyp: Heraeus, 1100 rpm, 10 min, RT) pelletiert.
Das Pellet wurde in 20 ml kaltem PBS resuspendiert und wiederum (1100rpm, 10 min,
RT) pelletiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig abgenommen, verworfen und das Pellet
in 6 ml PBS resuspendiert. Alle weiteren Schritte erfolgten im Kihlraum bei 4°C.

Das gewonnene Material wurde in Reaktionsgefédlen zu je 500 pl aliquotiert und
weitere 15 Sekunden in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert.

Ziel dieser Reinigungsschritte war es, die Zellpellets weitestgehend vom
Zellkulturmedium zu befreien. Der Uberstand wurde dementsprechend nach jedem
Waschschritt sorgféltig abpipettiert und verworfen.

Die verbliebenen Pellets wurden in je 400 ul kaltem Puffer A resuspendiert und 15

Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 25 ul einer 10% NP-40 Lésung wurden die
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Zellen fur zehn Sekunden grindlich gemischt und anschlieBend eine Minute in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Diese Schritte dienten der Fragmentierung der
Zytoplasmamembran.

Der Uberstand aus Zytoplasmabestandteilen und RNA wurde abpipettiert und
verworfen. Das verbliebene Pellet aus Zellkernen wurde in 50 pl kaltem Puffer C
resuspendiert und 15 Minuten in einem Schittler gemischt. Darauf folgte eine 5-
minitige Zentrifugation bei 4 °C. Der den Zellkernextrakt enthaltende Uberstand

(ca. 55 pl) wurde in Eppendorfgefalien aliquotiert und bei -70°C eingefroren. Das

verbliebene Pellet aus Chromatin, RNA und Zellkernmembranen wurde verworfen.

Puffer fir die Kernextraktion nach Schreiber (Schreiber et al., 1989):

Puffer A: Puffer C:

10 mM Hepes, pH 7.9 20 mM Hepes, pH 7.9
10 mM KCL 0.4 mM NaCl

0.1 mM EGTA 1 mMEGTA

0.1 mM EDTA 1mMEDTA
1mMDTT 1 mMDTT

0.5 mM PMSF 1 mM PMSF

25% Glycerin
10% Nonidet P40

2.3.8 Immundetektion / Westernblot

Der Westernblot gehort zu den immundetektiven Verfahren. Diesen ist gemeinsam, dass
sie das Antigen-Antikorper-Bindungsprinzip zum Auffinden eines gesuchten Proteins
nutzen. Mit Hilfe von Primdrantikérpern lassen sich einzelne Proteine in einem
Proteinextrakt oder Gewebeextrakt nachweisen. Dementsprechend handelt es sich um
eine sehr sensitive Nachweismethode fiir gesuchte Proteine.

Dazu wird das Proteingemisch durch Aufkochen denaturiert und anschlieend
zusammen mit einem Auftragungspuffer in einer SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese
getrennt.
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3x Probenauftragungspuffer (L&mmli):
4% SDS

300 mM DTT

30% Glycerin

150 mM Tris/HCL (pH 6.8)

0.3% Bromphenolblau

10x SDS Running buffer / Elektrodenpuffer (pH 8.3):
0.25 M Tris/HCI
1.92 M Glycerin

1% SDS

5% Sammelgel (2ml): 10% Trenngel (5 ml):

5% Acrylamid 10% Acrylamid

0.25 ml 1.0 M Tris (pH 6.8) 1.3 ml 1.5 M Tris (pH 6.8)

0.02 ml 10% SDS 0.05 ml 10% SDS

0.02 ml 10% Ammoniumpersulfat 0.05 ml 10% Ammoniumpersulfat
0.002 ml TEMED 0.002 ml TEMED

1.4 ml H,O 1.9 ml H,O

Danach wurden die Proteine durch Anlage einer Spannung unter Zuhilfenahme von
BioRad ,,Wet Blot Systemen* auf eine PVDF-Membran (Millipore) transferiert und dort
fixiert. Hierzu wurde das Gel auf die PVDF-Membran, die zuvor mit Western Transfer
buffer benetzt worden war, gelegt. Gel und Membran wurden nun zwischen zwei
ebenfalls zuvor mit Transfer buffer gesattigten Whatman-Papieren platziert. Der
Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte durch Anlage einer konstanten
Spannung (400 mA, 1.5 Stunden, RT).

Western Transfer buffer
25 mM Tris/HCL

192 mM Glycerin

20% Methanol
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Die Kuhlung der Transfer-Reaktion wurde mit Hilfe eines Eisblockes in der
Transferkammer ermdglicht. Nach dem Transfer wurde die Protein-beladenen PVDF-
Membran fiir eine Stunde mit Blocking Solution inkubiert, um den unspezifischen
Hintergrund zu reduzieren.

Es folgte eine Inkubation mit geeigneter Verdiunnung des jeweiligen Primarantikorpers.
Dazu wurden die Membranen in Plastikschalen gelegt und auf einem horizontalen
Schittler im Kuhlraum Uber Nacht, dabei vollstandig bedeckt mit dem in Blocking
Solution verdiinnten Antikdrper, inkubiert.

Die PVDF-Membranen wurden drei Mal mit PBS/0.1% Tween 20 (jeweils 10 min / RT)
gewaschen und danach eine weiter Stunde mit Meerrettich-Peroxidase
(HRP=horseradish peroxidase) gekoppelten Sekundarantikorper bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS/0.1% Tween 20 (jeweils 10 min
| RT), erfolgte die Visualisierung der Antikorper-Proteinkomplexe mit Hilfe von
Enhanced Chemi-Luminescence Kits (ECL, Amersham) und die Autoradiographische
Darstellung entsprechend den Herstellerangaben.

Expositionszeiten von 30 Sekunden bis zu einer Minute Dauer waren in der Regel

ausreichend.

Blocking solution: Woashing solution:
1xPBS 1xPBS
0.1% Tween 20 0.1% Tween 20

5% Milchpulver
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2.3.9 Expression von GST-CTCF Fusionsproteinen

2.3.9.1 Herstellung des Plasmid pGEX-4T1-CTCF hum

Das Plasmid pGEX-4T1-CTCF hum wurde von H.-G. Klobeck hergestellt und
freundlicherweise zur Verflgung gestellt. Aus revers transkribierter mMRNA der Zellinie
Molt-4 (Minowada et al., 1972) wurde mit Hilfe der PCR ein Vollangentranskript des
CTCF-Gens des Menschen isoliert und als 2,217 kb EcoRI-Sall Fragment in den
Expressionsvektor pGEX-4T1 (GE Healthcare, Freiburg;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html, Accession U13853) als Fusionsgen
mit dem Gen der Glutathion S-Transferase (GST) kloniert (s. S. 69, Abb. 18). Der Lac-
Repressor (laclg-Gen auf dem Plasmid) bindet ohne Induktor an den Promotor des
GST-CTCEF Fusionsgens und verhindert dessen Transkription in E. coli Wirtshakterien.
Durch Zugabe von IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid) erfahrt der Repressor
eine allosterische Strukturverédnderung, 16st sich von der DNA und die Transkription

des Fusionsgens beginnt.

2.3.9.2 Retransformation der Plasmide in BL21

Nach der Plasmidpréparation erfolgte die Retransformation der Plasmide in den E. coli
BL21 Stamm (E. coli B F, ompT, hsdS (rg’, mg’), gal, dcm). Diese Zelllinie muss
kompetent zur Aufnahme der Plasmide gemacht werden (Inoue et al., 1990). Hierzu
wurden 0.5 pl der Plasmidlésung und 80 pl der kompetenten BL21 zusammenpipettiert
und 30 Minuten auf Eis ruhen gelassen. Darauf folgte ein 1-mindtiger Hitzeschock von
42°C mit anschliefender Abkihlung auf Eis (30 Sekunden). 80.5 ul des Suspendats
wurden nun zu 500 pl LB-Medium gegeben und 45 min bei 37°C inkubiert. Hiervon
wurden 150 pl auf einer Agarplatte (Amp+, Chlor+) ausplattiert und tber Nacht bei
37°C inkubiert.
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Agarplatten: LB-Medium:

5 g/l NaCl 5 g/l NaCl

10 g/l Trypton 10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt 5 g/l Hefeextrakt
13 g/l Agar

150 mg/l Ampicillin
150 mg/l Chloramphenicol

2.3.9.3 Expression des GST-CTCF-Fusionsproteins in BL21

Nachdem die Platte o/n bebritet worden war, konnten am ndchsten Tag 500 ml LB-
Medium (mit je 500 pl Ampicillin, +500 pl Chloramphenicol) mit transfizierten Zellen
angeimpft werden. Dazu wurden mit einer Impfése gro3ziigig Bakterienkolonien von
der Platte abgestrichen und in einem Falcon in 10 ml LB-Medium durch Vortexen
resuspendiert. Mit jeweils 10 ml des LB-Mediums wurden weitere 500 ml LB-Medium
(mit je 500 pl Ampicillin, +500 pl Chloramphenicol) in einem Erlenmeyerkolben
angeimpft. Eine Wachstumsphase tber einige Stunden bei 37°C bis zur OD600 von 0.6-
0.7 folgte. Nach Abschluss dieser Wachstumsphase erfolgte die Entnahme eines
Aliquots von 100 pl zwecks Dokumentation. Das Aliquot wurde in 200 pl 6x
Proteinladepuffer aufgenommen und bei -80°Ceingefroren.

Nun erfolgte die Induktion der Plasmidexpression mittels 250 pl 1 M IPTG pro 500 ml
Zellkulturausgangmedium entsprechend 0.5 mM IPTG je Flissigkultur. Nun schloss
sich eine weitere Wachstumsphase o/n bei 18°C an, in der die Proteinexpression
erfolgen sollte. Im Anschluss an diese Expressionsphase wurde das Bakterien-
Suspendat (20 min, 4000 rpm) zentrifugiert. Das Pellet konnte jetzt je Liter
vorausgegangener Zellkultur mit jeweils 20 ml Columnbuffer und Proteaseinhibitoren
(PMSF, Aproptinin, Leupeptin, Pepstatin) resuspendiert werden.

Column buffer:

500 mM NaCl

20 mM Tris pH 8.0
0.5mM EDTA pH 8.0
0.5% NP40
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2.3.9.4 Zellaufschluss durch Beschallung

Zur Gewinnung des GST-Fusionsproteins mussten die Zellen auf Eis sonifiziert werden.
Dies erfolgte Gber drei mal 20 Sekunden, wobei jeder Sonifizierungsphase eine Pause
von zwei Minuten folgte, um ein Uberhitzen zu verhindern. Die Amplitude wurde auf
50% eingestellt. Nach dem Eroffnen der Zellmembranen konnte das Suspendat

zentrifugiert werden (10.000 rpm, 20 Minuten).

2.3.9.5 Aufreinigung des GST-CTCF-Fusionsproteins

Der abpipettierte Uberstand konnte mit zuvor in Columnbuffer &quilibrierter
Glutathion-Sepharose uber Nacht im Tischruttler aufbewahrt werden. Dies sollte der
Glutathion-Sepharose die Bindung an das GST-Fusionsprotein ermdglichen. Am
folgenden Tag konnten die Glutathion-Sepharosepartikel (1000 rpm, 1 Minute)
abzentrifugiert werden und standen nun fir die nachfolgenden Wasch- und
Elutionsschritte zur Verfligung. Dazu erfolgte ein drei maliges Waschen der Beads in 5
ml Wash Puffer | und anschlieRendem drei maligen Waschen in Wash Puffer Il. Jedem
Schritt folgte eine Zentrifugation (1000 rpm, 1min.). Daran schlossen sich zwei
Elutionsschritte mit 1x Elutionspuffer ohne GSH an. Schliel3lich erfolgte eine Elution
uber 1 h mit Elutionpuffer, dem zuvor 30 mM Gluthation beigefuigt worden waren.
Dieser Schritt wurde im Anschluss tUber Nacht wiederholt. Von samtlichen Wasch- und
Elutionsschritten wurden Proben aliquotiert, in 2x Lammli Proteinauftragungspuffer
(siehe 2.3.8) aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Dies erfolgte, um nach dem
Auftragen auf ein Proteingel nachverfolgen zu kénnen, in welchem Kompartiment sich
das gesuchte Protein zu welchem Zeitpunkt befand. Der Elutionspuffer mit 30 mM
Gluthation, der in den letzten beiden Elutionsschritten Verwendung fand, wurde

vollstandig aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

Wash buffer I: Wash buffer II:

1 M NaCl 500 mM NacCl

20 mM Tris pH 8.0 20 mM Tris pH 8.0
0.5mM EDTA pH 8.0 0.5mM EDTA pH 8.0

1% NP 40 0.5% NP 40
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Elution buffer :

200 mM NaCl

200 mM Tris pH 8.0
0.5mM EDTA pH 8.0
0.1% NP 40

12% Glycerin

20-40 mM Gluthation

Allen Puffern wurde vor Gebrauch 1 M DTT (ad 1 mM) und 0.001 Vol. verschiedene
Proteaseinhibitoren (0.2 M PMSF, 1 mg/ml Aproptinin, 1 mg/ml Leupeptin, 0.7 mg/ml
Pepstatin) hinzugeflgt.

2.3.9.6 Nachweis des GST-CTCF-Fusionsproteins mittels Westernblot

Die Durchfiihrung des Westernblots erfolgte wie in 2.3.8 beschrieben.

Als 1. Antikdrper wurde ein monoklonaler a-GST Rattenantikdrper von E. Kremmer
(GSF) Klonname 6G9, in 1 zu 100 Verdunnung, als 2. Antikorper ein HRP gekoppelter
a-Ratten Antikérper in 1 zu 10 000 Verdiinnung verwendet (siehe 3.3.2, Seite 70, Abb.
19).
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2.4 “Electrophoretic mobility shift assays” (EMSA)

Bei ,,Electrophoretic mobility shift assays* handelt es sich um Gelretardierungsassays.
Ahnlich der Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten nutzt man auch hier das
unterschiedliche Wanderungsverhalten von DNA-Fragmenten nach Bindung von
Proteinen in einem elektrischen Feld zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Masse aus. Im Fall des EMSA werden radioaktiv markierte DNA-
Fragmente in einem nicht denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Hierbei
handelt es sich um eine geeignete Methode, DNA-Bindungsproteine aufzuspiren
(Hellman and Fried, 2007).

2.4.1 EMSA ohne Modifikation

Das Vorgehen bei den EMSA’s lésst sich in vier Schritte einteilen. Die VVorgehensweise

erfolgte wie nachfolgend geschildert:

2.4.1.1 Praparation des Gels

Die Glasplatten wurden durch Waschen und anschlieBende Behandlung mit BlueSlick
(ServaGmbH, Heidelberg) vorbereitet. Durch eine Hydrophobisierung der
Glasoberflache sollten Anheftungen des Gels am Glas verhindert und ein
beschadigungsfreies Ablosen des Gels nach Abschluss der Elektrophorese ermdglicht
werden.

Am Rand wurden einen Millimeter dicke Spacer eingesetzt und die gesamte Apparatur
mit Klebeband sorgféltig verklebt, sodass ein Auslaufen des unpolymerisierten Gels
vermieden wurde. Jeweils 180 pl APS-Ldsung (100 mg/ml) und 24 ul TEMED wurden
zu 30 ml Gelmischung hinzupipettiert. Dies erfolgte auf Eis, um den
Polymerisationsvorgang zu verlangsamen. Nach dem Mischen folgten das Gielien des
Gels und das Eindrucken eines Gelkammes. Den Gelen wurde mehr als 24 h Zeit
gelassen, um zu Polymerisieren. Dazu wurden sie bei 4°C im Kiihlraum aufbewahrt. Bei
Gebrauch eines Gels wurden diese in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt und die
Kammern mit 1x Tris-Glycinlaufpuffer gefillt. Wir lieRen die Gele 30 Minuten bei

einer Spannung von 100 Volt vorlaufen.
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5% Gel: 10x Tris-Glycinlaufpuffer:
22 ml H20 30.28 g Tris

5 ml Rotiphorese 30% 142.7 g Glycin

3 ml 10xTris Glycin Puffer (pH 8.3) 3.92gEDTA auf 1 | ddH,0
180 ul APS

24 ul TEMED

2.4.1.2 Vorbereiten der Bindungsreaktion

Fur die Bindungsreaktion wurden 20-40 fmol radioaktiv markierter DNA Probe,
entsprechend 10.000 bis 20.000 Cpm, Bindungspuffer, 2 pl Zellkernextrakt und die
Kompetitoren (100 pg/ml Poly dI-dC, SP-1, AP-2) auf Eis zusammen pipettiert. Das
Gesamtvolumen wurde auf 20 pl mit ddH,O ergdnzt. Die Bindungsreaktion fand, soweit
nicht anders beschrieben, tber 30 Minuten bei Raumtemperatur statt (Magdinier et al.,
2004).

Bindungspuffer nach Felsenfeld (Magdinier et al., 2004):
20 mM HEPES (pH 7.9)

150 mM KCL

5 mM MgCL,;

1mMDTT

5% Glycerol

1% NP40 (modifiziert)

Bindungspuffer nach Lobanenkov (Pugacheva et al., 2005):
1xPBS

0.1 MM ZnSQOq,

1mMDTT

5 mM MgCL;

0.1% NP40

10% Glycerol
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2.4.1.3 Elektrophoretische Auftrennung

Vor dem Auftragen in die Taschen des Gels wurden jedem Reaktionsansatz 2 pl
Bromphenolblau-Lésung beigefiigt. Dies diente zum einem der Uberprifung des
Fullungszustandes der Taschen, zum anderen um dem Verlauf der Elektrophorese
verfolgen zu kénnen. Die Elektrophorese wurde mit 20 mA in TG-Puffer durchgefihrt.
Die Zeitdauer variierte je nach GroRe und damit der Wanderungsgeschwindigkeit des
markierten DNA-Fragmentes und wurde beendet, sobald die DNA, kenntlich gemacht

durch das wandernde Bromphenolblau, ungeféhr zehn Zentimeter gelaufen war.

Bromphenolblau-L6sung:
50 mM EDTA

50% Saccharose

0.5% Bromphenolblau

2.4.1.4 Analyse des Gels

Zur Analyse wurde das Gel unter Anlage eines Vakuums bei 80°C Uber zwei Stunden
auf Whatmann Papier getrocknet. Falls nicht anders beschrieben, erfolgte die Exposition
uber Nacht bei Raumtemperatur. In der Regel wurde auf den Einsatz von
Verstarkerfolien verzichtet, um die Abbildungsschérfe der Banden zu erhalten. Falls die
Exposition unter einer Verstarkerfolie erfolgte, verkirzte sich die Autoradiographiezeit
auf 2-3 h und erfolgte bei -80°C im Gefrierschrank.

2.4.2 EMSA - Einsatz von Antikorpern: ,,Supershift Assay“

Fur die Supershift Assays verwendeten wir drei verschiedene CTCF-Antikorper von
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (siehe 2.2.3). Dabei handelte es sich um
affinitatsgereinigte polyklonale Ziegenantikorper gegen verschiedene Peptidanteile des
humanen CTCF. Dabei war der C-20 Antikorper gegen C-terminale und der N-17
Antikorper gegen N-terminale Epitope von CTCF gerichtet. Die Epitope der E-14
Antikorper liegen im Bereich der Zinkfingerdoméne von CTCF. Der EMSA erfolgte
wie in 2.4.1 beschrieben. Im Unterschied zu den unmodifizierten EMSA wurden nun im
Anschluss an die 30 Minuten dauernde 1. Phase der Bindungsreaktion jeweils 2 ul
Antikorper hinzugefugt. Es folgte eine 2-stiindige Inkubationsphase bei 4°C, in der dem

Antikorper Zeit gelassen wurde, an sein Epitop zu binden.
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3. ERGEBNISSE

Die Arbeitsgruppe H.-G. Klobeck beschaftigt sich seit den 1980er Jahren vor allem mit
der Suche nach regulatorischen Elementen, die an der Kontrolle des Igi-Locus beteiligt
sind. Besonderes Augenmerk bisheriger Arbeiten war dabei auf die Charakterisierung
potentiell regulatorische Elemente gerichtet, die mit Hilfe des limitierten DNase |
Verdaus genomischer DNA gefunden werden kdnnen (Nedospasov and Georgiev, 1980;
Wu, 1980).

Auf diese Weise entdeckte die Arbeitsgruppe H.-G. Klobeck insgesamt sieben DNase |
HSS's im 3° Bereich des IgAh-Locus (siehe Abb.7) (Asenbauer and Klobeck, 1996).

Bei dem bisher am besten charakterisierten regulatorischen Elementen dieses Genortes
handelt es sich um den Igh-Enhancer (Blomberg et al., 1991), der sich synergistisch aus
HSS-1, -2 und -3 zusammensetzt (Asenbauer and Klobeck, 1996; Combriato and
Klobeck, 2002).

H3S3 HSSS Clal Sall Miul Miul Sall Miul

C7|HSS2 HSSE ] Putative NaGlucos Cotrangportar ‘ Miul GNAZ Sol

[ [ ] ~ ] (-

LN e s e s e LENn p pa s T T T ———— L [LIN B S S B S e

Abb. 9: Der Bereich flussabwarts von C,7

Dargestellt ist ein circa 220 kb umfassender Bereich flussabwarts des Gensegment C,7. Zu erkennen sind
als rote Kastchen (ber der Basislinie die HSS 1-6. Bei den nachfolgenden farbigen Pfeilen handelt es sich
um die flussabwarts gelegenen Gene. Gelb eingezeichnet die Lokalisation des Na'-Glucose-
Cotransporters, blau des RTDR1-Gens und griin des GNAZ-Gens. Die Pfeilorientierung gibt zugleich die

Transkriptionsrichtung an.

Etwas weiter fluRabwarts von diesen finden sich drei weitere DNase I-hypersensitive
sites, die moglicherweise die eigentliche 3° Grenze des Igh-Locus darstellen. Hierbei
konnte es sich um drei Insulator/Boundary Elemente handeln. Grund fur diese

Vermutung liefert uns das Wissen um drei weitere unmittelbar fluRabwarts gelegene
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Gene: GNAZ, RTDR1 und ein putatives Gen fiir einen Na'-Glucose Cotransporter
(sieche Abb. 26). Alle drei Gene werden sicherlich unabhdangig von den
Immunglobulinen exprimiert und mussen somit vor den Einfliissen des Igh-Enhancers
geschiitzt sein. Eine solche Aufgabe im Genom wirde ein Insulator/Boundary Element
ubernehmen. Fénde sich in dem Bereich von HSS-4 bis -6 ein solches Element, misste
nach heutigem Wissenstand uber Insulatoren bei Vertebraten die Bindung von CTCF
nachweisbar sein (Bell et al., 1999; Felsenfeld et al., 2004). Allein aufgrund einer DNA-
Sequenz kann jedoch noch keine VVoraussage uber die Bindung dieses Proteins getroffen
werden. Dies l&sst sich dadurch erklaren, dass es CTCF maglich ist, unterschiedliche
Kombinationen seiner Zinkfinger fiir die DNA-Bindung zu nutzen und sich in Folge
dessen selbst die wenigen bisher charakterisierten Bindungsstellen in ihrer Sequenz

deutlich unterscheiden (Filippova et al., 1996).

3.1 Darstellung bekannter regulatorischer Funktionen von HSS-4, -5
und -6

Zu dem Zeitpunkt, an dem diese Arbeit aufgenommen wurde, war es anhand bisher
vorliegender Versuchsergebnisse nicht moglich, abschlieBend zu beurteilen, welche
regulatorischen Aufgaben diese drei DNase I-hypersensitiven Bereiche (bernehmen.
Die in ihrer Expression sicherlich unabhangig regulierten Gene RTDR1 und GNAZ
werden aber irgendwie vor den Einflissen des Immunglobulin-A Enhancers geschiitzt.
Die von Frau S. Svoboda (Svoboda, 1999) im Verlauf ihrer Versuche beobachtete
Expressionsabnahme des Reportergens auf ein Drittel des Ausgangswertes bei
Klonierung von HSS-3, -4, -5 und -6 in Originalorientierung in einen Vektor stiitzen
diese Aussage. Neben einer Funktion als Silencer-Element wadre es aber auch durchaus
vorstellbar, dass sich in diesem Bereich ein Insulator/Boundary Element befindet (siehe
1.5). Ein solches regulatorisches Element wére ebenfalls in der Lage, flussabwaérts
gelegene Gene vor den Einflissen des proximalen Igh-Enhancers zu schiitzen (Burgess-
Beusse et al., 2002). Zur experimentellen Uberpriifung des Vorhandenseins eines
solchen regulatorischen Insulator-Elementes wiirde die in-vitro-Testung einer
maoglichen CTCF-Bindungsstelle den ersten Schritt darstellen (Bell et al., 1999).

Zwei Grinde sind fur eine solche VVorgehensweise ausschlaggebend:
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Den ersten Grund stellt die Tatsache dar, dass an allen bisher bei Vertebraten
beschriebenen Insulator/Boundary Elementen CTCF direkt Uber eine DNA-Bindung
beteiligt ist (Bell et al., 1999). Den zweiten entscheidenden Grund stellt die Tatsache
dar, dass es allein Uber die Kenntnis einer DNA-Sequenz nicht mdglich ist, verlassliche
Aussagen (ber eine tatsdchliche CTCF-Bindung in vitro oder gar in vivo zu treffen
(Filippova et al., 1996). Methode der Wahl zur Uberpriifung einer solchen CTCF-
Bindungsstelle stellt der “electrophoretic mobility shift assay“ (EMSA) dar, eine
Technik die dazu genutzt wird Proteinkomplexe auf DNA und RNA zu untersuchen
(Hellman and Fried, 2007).

Dabei handelt es sich um eine der einfachsten, schnellsten und sensitivsten
Madglichkeiten Gberhaupt, um die DNA-Bindungsfahigkeit bestimmter Proteine oder an

eine bekannte DNA-Sequenz gebundene Proteine zu untersuchen.

3.2 “Electrophoretic mobility shift assays” — in vitro Nachweis von
Protein-DNA Interaktionen

Ein DNA-Abschnitt definierter Grolie wandert in Gegenwart von Proteinen umso weiter
pro Zeiteinheit im Gel, je weniger Interaktionen er mit Proteinen eingegangen ist.

Grund hierfr stellt die Tatsache dar, dass jedes bindende Protein zu einer VergroRerung
des gesamten wandernden Komplexes und damit seiner molaren Masse fuhrt (zur
Durchfiihrung siehe 2.4). Dementsprechend wandert die freie radioaktiv markierte DNA
weiter, als ein DNA-Protein-Komplex und dieser wiederum wandert weiter, als ein
DNA-Protein-Antikorper Komplex. Uns interessierte vor allem, ob CTCF im Bereich
der HSS-4, -5 und -6 bindet. Kommt es zur Rekrutierung weiterer Protein-
Bindungspartner, wird dies ebenfalls tiber eine Molekulargewichtszunahme zu weiteren
Banden oder aber einer generellen Retardierung der Wanderungsgeschwindigkeit des
Komplexes fuhren, was beides autoradiographisch sichtbar wird.

So stellen die Bereitschaft der beteiligten Proteine zur Interaktion, als auch die
Fragmentldange des zu untersuchenden DNA-Abschnittes kritische Punkte zur
Beurteilung der Ergebnisse der von uns gewahlten Methode dar. Der Umfang an
spezifisch und unspezifisch stattfindenden Bindungen wird unmittelbar in einer

unterschiedlichen Anzahl und Trennschéarfe der Banden im Gel resultieren.
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Spezifitat dieser Methode

Aufgrund der eingesetzten Zellkernextrakte und der dadurch verwendeten Mischungen
unterschiedlicher Proteine war es nétig, einige Spezifizierungen am urspriinglichen
Versuchsaufbau vorzunehmen. Um die Anzahl der unspezifischen Bindungen zu
reduzieren und somit die Spezifitat der Versuche zu erhthen, kamen unterschiedliche
Kompetitoren zum Einsatz. Wir benutzten standardmaRig bei jedem durchgefihrten
Shift Poly (dI-dC). Zwei weitere Kompetitoren, SP1 und AP2 (siehe 3.3.3.), flihrten zu
einer weiteren Reduzierung unerwinschter Interaktionen und damit der Bandenanzahl.
Die Wahl der DNA-Lé&nge, die zur Bindung in den Shifts angeboten wird, hat ebenfalls
Einfluss auf die Anzahl der DNA-Protein-Wechselwirkungen.

Goldstandard zur Charakterisierung einer bestimmten Bande in der Gelretardierung,
stellt letztendlich der ,,Supershift“ dar. Hierbei kommen gegen das gesuchte Protein
gerichtete  Antikorper zum Einsatz. Dies  fuhrt, aufgrund einer
Molekulargewichtszunahme des neu entstandenen Komplexes, zu einem divergierenden
Wanderungsverhalten und damit einer noch weiter retardierten

Wanderungsgeschwindigkeit einer zuvor beobachteten Bande.

Sensitivitat dieser Methode

Die Sensitivitat dieser Gelretardierungsversuche zu erhéhen, bedeutet zu verhindern,
dass DNA-Protein-Wechselwirkungen in den Gelretardierungsversuchen Ubersehen
werden. Dabei ist entscheidend zu vermeiden, dass aufgrund ungeeigneter
Pufferbedingungen oder Reagenzien in der Versuchskette, ein spezifisches Protein
daran gehindert wird, zu interagieren. Dies bedeutet, dass eine nicht vorhandene Bande
im Gel félschlicherweise als physiologisch nicht stattfindende Bindung interpretiert

wird.
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Planung und Durchfiihrung des EMSA

Die Durchfiihrung eines EMSA erfolgt in drei wesentlichen Schritten:

> PCR von Teilbereichen genomischer DNA oder eines Plasmids
> Radioaktive Endmarkierung der PCR-Produkte
» Durchfiihrung der Gelretardierungsversuche - Wahl der EMSA Technik

Den ersten Schritt zur Durchfihrung des EMSA stellt die Auswahl einer geeigneten
DNA Sequenz dar, die auf ihre Proteinbindungsféhigkeit hin Gberprift werden soll.

Bei der Auswahl der DNA-FragmentgroRe, d.h. der Bindungsplattform, ist zu
uberlegen, dass umso groRer das DNA-Fragment ist, umso héher wird die Anzahl der
stattfindenden spezifischen und unspezifischen Proteinbindungsreaktionen sein. Ist der
gewilnschte  DNA Bereich definiert, besteht mit Hilfe der PCR eine einfach
durchzufiihrende Technik, um diesen Teilbereich zu amplifizieren (siehe 2.3.2).

Den zweiten Schritt stellt die radioaktive Endmarkierung der zuvor amplifizierten
DNA-Abschnitte dar (siehe 2.3.5). Zu diesem Zweck wird das PCR-Produkt auf ein
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.3.3). Die
resultierende Bande kann unter einer UV-Lampe mit einem Skalpell ausgeschnitten
werden (siehe 2.3.4). Dies erfolgt, um zu verhindern, dass DNA-Abschnitte

divergierender Lange in den nachfolgenden Versuchsschritten verwendet werden. Die

32
DNA kann nun aus dem Gel extrahiert und in nachfolgenden Schritten mit P

radioaktiv markiert werden (siehe 2.3.5).

Den dritten Schritt stellt die eigentliche Durchfiihrung des Gelretardierungsversuches
in Abhangigkeit von der Wahl eines bestimmten EMSA Protokoll und die Festlegung
bestimmter Variablen dar. Dies sind die Schritte, welche die meiste strategische
Planung erfordern. So kann man sagen, dass kein Protokoll existiert, welches optimal
fur alle Proteine funktioniert. Desweiteren bestehen zahlreiche Variable, deren
Veranderung zu einer Beeinflussung der Bindungsbedingungen flr ein bestimmtes

Protein fiihren kann.
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Zentrale Variable, die am Basisprotokoll veréandert werden kénnen, stellen dar:
e das Design des DNA-Fragments
e die Bindungsreaktionsbedingungen
e die Auswahl geeigneter Kompetitoren

e die Gelelektrophoresebedingungen

Zum Design des DNA-Fragments siehe den ersten Schritt der strategischen Planung.

Die Bindungsreaktionsbedingungen werden beispielsweise beeinflusst von der Wahl
des Bindungspuffers und somit von lonenstarke und pH-Wert, in dem die DNA-Protein-
Bindung stattfindet. Wird ein Proteinextrakt verwendet, kénnen auch die Puffer die zur
Herstellung des Extrakts verwendet wurden, die fur die Bindungsreaktion bendtigten
Salz-, Puffer- und pH-Bedingungen dahingehend verdndern, dass sich das Ergebnis
andert. Einige Proteine sind auf die Anwesenheit bestimmter lonen angewiesen,
beispielsweise wie in unserem Fall das Zinkfingerprotein CTCF auf die Anwesenheit

von Zn?*-lonen.

Die Auswahl geeigneter Kompetitoren stellt einen ganz wesentlichen Punkt dar. So
existieren zahlreiche spezifische und unspezifische Kompetitoren, die es letztendlich
erst ermoglichen, dass definierte Banden in der autoradiographischen Darstellung des
EMSA-Gels sichtbar werden. Klassische unspezifische Kompetitoren stellen Poly (dI-
dC) und aus Lachssperma gewonnene DNA dar. Je nach Fragestellung und
Interaktionsfreude des untersuchten Proteinextraktes ist die Verwendung dieser
klassischen Kompetitoren jedoch nicht ausreichend und erfordert den Einsatz von
Kompetitoren, die je nach Proteinquelle und Proteinbindungsstrukturen auf dem
verwendeten DNA-Fragment neu bestimmt werden missen. Die Gelelektrophorese-
bedingungen stellen einen weiteren kritischen Punkt dar. Hierbei zu beachten sind die
Konzentration des verwendeten Polyacrylamidgels (4% bis 5%), das Acrylamid-
Bisacrylamid Verhaltnis, die Polymerisationszeit des Gels (>24h), die gewahlten
Laufpufferbedingungen und angelegte Spannung und Laufdauer der Elektrophorese. So
kann man sagen, dass zwar ein Basisprotokoll fir die Durchfihrung des EMSA

existiert, die Mdoglichkeiten der Variation allerdings hoch sind und jeweils individuell
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definiert werden missen. Das Basisprotokoll erlaubt Aussagen uber die Hohe der
Affinitat, Haufigkeit und Bindungsspezifitdit von DNA-bindenden Proteinen an eine
bestimmte DNA-Sequenz. Daneben existieren verschieden Abwandlungen des
Basisprotokolls, die der Beantwortung weiterer Fragestellung dienen.
Etablierte Modifikationen des Basisprotokolls stellen dar:

e Kompetitor Assay

e Antikorper ,,Supershift Assay

Der Kompetitor Assay dient der Beantwortung der Frage, ob eine Protein-DNA-

Bindung spezifisch oder unspezifisch stattfindet. Den wohl geeignetsten Kompetitor

stellen mit der verwendeten DNA-Probe identische DNA-Fragmente dar, in denen die

DNA-Sequenz der Proteinbindungsstelle in einzelnen Basen gezielt mutiert wurde.

Durch Verwendung dieses Kompetitors mit gezielt mutierter Bindungsstelle sollten alle

Proteinbindungen, mit Ausnahme der gezielt untersuchten Protein-DNA-Bindung,

abgefangen werden. Eine weitere sinnvolle Modifikation des Basisprotokolls stellt die

Durchfuhrung eines Antikorper-, Supershifi “-Assay dar. Er dient vor allem dazu,

Proteine die an einem Protein-DNA-Komplex beteiligt sind, zu identifizieren. Die

Durchfiihrung des EMSA mit Antikorpern kann abhéngig von dem Zeitpunkt der

Zugabe des Antikorpers mehrere Konsequenzen haben:

e Das Protein, welches von dem Antikorper erkannt wird, ist nicht an der Ausbildung
des Komplexes beteiligt. Folglich hat die Zugabe des Antikorpers keinen Einfluss
auf das Wanderungsverhalten.

e Der Antikorper erkennt ein bereits an die DNA gebundenes Protein und fuhrt zu
einer Retardierung der Wanderungsgeschwindigkeit einer oder mehrerer Banden.

e Der Antikorper erkennt das noch ungebundene Protein und beeinflusst die Protein-
DNA-Interaktion mdglicherweise dahingehend, dass eine nachfolgende DNA
Bindung verhindert wird.

Mit Hilfe des Antikorper ,,Supershift® Assay sind letztendlich die aussagekraftigsten

Aussagen, ob ein bestimmtes Protein an der Ausbildung eines beobachteten Protein-

DNA-Komplexes beteiligt ist, moglich. Entsprechenden der getroffenen Aussagen sind

neben der Planung einige Vorarbeiten fir die Durchfiihrung der EMSA ‘s notwendig.
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3.2.1 Auswahl geeigneter PCR Bereiche

Aus methodischen Griinden ist es sehr schwer, eine genaue Eingrenzung des Beginns
und des Endes einer DNase I-hypersensitiven Region relativ zur DNA-Sequenz eines
bestimmten DNA-Abschnittes zu bestimmen. Deshalb verlangert man den durch
Vergleich der Wanderungsstrecken der Fragmente nach DNase I-Spaltung mit einem
Langenstandard erhaltenen Bereich auf beiden Seiten um 60-100 bp. Dadurch wird
verhindert, dass kleinere Fehler, wie sie bei Vergleichen der elektrophoretischen
Auftrennung von derartigen Fragmentgemischen (die als DNase | HSS erst durch
Hybridisierung innerhalb eines Kontinuums von genomischen Fragmenten sichtbar
gemacht werden kdnnen) mit einem definierten DNA-L&ngenstandard auftreten konnen,
sich auf anschlieRende funktionelle Tests auswirken. Diesen Uberlegungen wurde in der
vorliegenden Arbeit durch die Auswahl der Oligonukleotide fur die PCR Rechnung
getragen (siehe Abb. 10). Zusatzlich musste darauf geachtet werden, dass jeweils beide
in einer PCR eingesetzten Oligonukleotide eine &hnliche Schmelztemperatur aufweisen,
um PCR-Artefakte zu vermeiden. Dabei ergaben sich die in Abbildung 10
eingezeichneten Oligonukleotide, die eine Region von 339 bp (HSS-4), 472 bp (HSS-5)
beziehungsweise 610 bp (HSS-6) amplifizieren. HSS-6 besteht aus zwei durch circa 150
bp getrennten Bereichen. Fir die ersten Versuche wurden beide Bereiche als
zusammengehorend betrachtet und als ein 610 bp groRes Fragment amplifiziert.
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HSS-4

Abb. 10: DNA-Sequenz von HSS-4, -5 und -6
Nachfolgend dargestellt sind die DNA-Sequenzen von HSS-4, HSS-5 und HSS-6. Mit roten horizontalen

Pfeilen sind Orientierung und Lage der verwendeten Oligonukleotide fur die PCR bezeichnet. Die

eigentlichen hypersensitiven Bereiche wurden durch gelbe Késten farblich hervorgehoben.
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86941

87001

87061

87121

87181

87241

87301

87361

HSS-4

GTTATTAACCATTTATCTTTTCTTATTATGAGTTGTTAGCAGAGTATTCAGTGAAATTGT
CAATAATTGGTAAATAGAAAAGAATAATACTCAACAATCGTCTCATAAGTCACTTTAACA

HSS-4/1

GACTAAAGATGAAGATAAACTAATATAGTTAGCTGTGGATGCAGTGGCTCTTGGGAGCCT
CTGATTTCTACTTCTATTTGATTATATCAATCGACACCTACGTCACCGAGAACCCTCGGA

GCATCTCGCTTGGAGGAGAGGGTGAGAATTTCGTTCATATAAAGGATAACTGCTTCTTAT
CGTAGAGCGAACCTCCTCTCCCACTCTTAAAGCAAGTATATTTCCTATTGACGAAGAATA

TAGACGGAAACAGAGTTGTTTTTTGGTTCCTCAGAAGTTCAAATGTGTGTAGAAAGATAA
ATCTGCCTTTGTCTCAACAAAAAACCAAGGAGTCTTCAAGTTTACACACATCTTTCTATT

ATACGGAAGCTAAGTAGGAAAGCGGGTGAACTCTGCCAGTTATCAGCGGAATGTTCTAGC
TATGCCTTCGATTCATCCTTTCGCCCACTTGAGACGGTCAATAGTCGCCTTACAAGATCG

TGCAAATTGCCCCTTTCTCGCAAGCTCTAGGAAGCCGGCTGGTAAACAGCGCCCTCCTTT
ACGTTTAACGGGGAAAGAGCGTTCGAGATCCTTCGGCCGACCATTTGTCGCGGGAGGAAA

GCCCGCCGCTGCAATGTTAGGCTTTGCCAAAAGAGAGCACCTGGGGGAAGCTGCGAGGCC
CGGGCGGCGACGTTACAATCCGAAACGGTTTTCTCTCGTGGACCCCCTTCGACGCTCCGG

<

ACCGCGGCGAGAAGGTGCTTTCCTGTTTCCCTGCTGTCCTTTCTTTTTATTCCGCACAGA
TGGCGCCGCTCTTCCACGAAAGGACAAAGGGACGACAGGAAAGAAAAATAAGGCGTGTCT

HSS-4/2

AGCCATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAGTGTACATTTA
TCGGTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATCACATGTAAAT
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HSS-5

88081

88141

88201

88261

88321

88381

88441

88501

88561

88621

88681

HSS-5

TAAACTGCCTGAGCCTTAGTTTCCCAATCCTTGTCATTAAATGGTCACTGTGCCCACTGG
ATTTGACGGACTCGGAATCAAAGGGTTAGGAACAGTAATTTACCAGTGACACGGGTGACC

.

TGTGCTGGGAAAAGTTTAACAACTAACAGAGTAGCAAGGGCGGTGGGAGTCCTAATTTGT

ACACGACCCTTTTCAAATTGTTGATTGTCTCATCGTTCCCGCCACCCTCAGGATTAAACA

AGCATTTGCCCATTTCCATGGTATAAATAATCCCACCATGGCTGATTTCAAGCTACCAAG
TCGTAAACGGGTAAAGGTACCATATTTATTAGGGTGGTACCGACTAAAGTTCGATGGTTC

GTGCCCCACTGAACACAGAGTTGGGAAGAGATGCTCTTAAATCATCAGCTCTCCTGAGCT
CACGGGGTGACTTGTGTCTCAACCCTTCTCTACGAGAATTTAGTAGTCGAGAGGACTCGA

GGTGCAAGCCAGTTGCGGGACACCACTGGGCTTTTTGCAACCCTGTTTCTTAATTCTCAG
CCACGTTCGGTCAACGCCCTGTGGTGACCCGAAAAACGTTGGGACAAAGAATTAAGAGTC

TTCTGGGCAGGCTGTAGTCGCCTCCCCGTGCTTCTGTACAAGTAGACAGCGACATCTGGT
AAGACCCGTCCGACATCAGCGGAGGGGCACGAAGACATGTTCATCTGTCGCTGTAGACCA

GGCAAAGTCAAGCAAATCCCAGACCATGTAGAGAAGGGCCTAGAGTATGGGAAAACAAGA
CCGTTTCAGTTCGTTTAGGGTCTGGTACATCTCTTCCCGGATCTCATACCCTTTTGTTCT

AACACCCCTCTTCTCCCACCAGCACCCCCACGAAAGGTTCCTGTCCTCTTCCTCAACCAA
TTGTGGGGAGAAGAGGGTGGTCGTGGGGGTGCTTTCCAAGGACAGGAGAAGGAGTTGGTT

CCCTGGGACCCATCAACTCCAGCAAAAACTCAATGCCTGGGGAGTTCCTACATGGGCAGC
GGGACCCTGGGTAGTTGAGGTCGTTTTTGAGTTACGGACCCCTCAAGGATGTACCCGTCG

CTGCAGGTCTCCCTTCCTGTGGCAGCTGGGGTAGAGTGGCATGGCTCCTGGTGTTGGAAT
GACGTCCAGAGGGAAGGACACCGTCGACCCCATCTCACCGTACCGAGGACCACAACCTTA

<

HSS-5/2

AAGCAGTGACCTCGTACAGCAGTCATTCCCACTGCCTGCCTGCAGACCCCTTGCCTTACC
TTCGTCACTGGAGCATGTCGTCAGTAAGGGTGACGGACGGACGTCTGGGGAACGGAATGG
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HSS-6

HSS-6

91501

91561

91621

91681

91741

91801

91861

91921

91981

92041

92101

92161

HSS-6

ATGCCAGCCAACAGCCTGTGGACATGGATGCAGATTGACTATTCCAGCCCCTCAGTGAAC
TACGGTCGGTTGTCGGACACCTGTACCTACGTCTAACTGATAAGGTCGGGGAGTCACTTG

HSS6/1

>

AAGCTCCAAGTGTGTTTCCTTGTAAAGCAGTTATACAGGTCAAAAATCACTTCATCACAA
TTCGAGGTTCACACAAAGGAACATTTCGTCAATATGTCCAGTTTTTAGTGAAGTAGTGTT

ATGAAATACGGTCAAACTACCACAAAACACAGGGCTAAAATATCTCATCACCGGAGGGTG
TACTTTATGCCAGTTTGATGGTGTTTTGTGTCCCGATTTTATAGAGTAGTGGCCTCCCAC

CCAGAGACCACCAAATATAATCCAGATTCAAGGCAGTCCATGTGAAAATTGCCCACCAGG
GGTCTCTGGTGGTTTATATTAGGTCTAAGTTCCGTCAGGTACACTTTTAACGGGTGGTCC

TGGCGGAAATGCAGGGAGACGGCCAGCATGTACAGATAATTTGTTTCCCGGGTCCACACA
ACCGCCTTTACGTCCCTCTGCCGGTCGTACATGTCTATTAAACAAAGGGCCCAGGTGTGT

TTATCTGATGAGAGTGAATCTGACCCTAGAAGAGAACTACACAACTACTTGGTTGCATTA
AATAGACTACTCTCACTTAGACTGGGATCTTCTCTTGATGTGTTGATGAACCAACGTAAT

GGGTTCAACAAGACTGTGCACGCTCCAAAAATTCTCAAAAAGGTCAAATCCAAGTAACAA
CCCAAGTTGTTCTGACACGTGCGAGGTTTTTAAGAGTTTTTCCAGTTTAGGTTCATTGTT

GGGTTTTAGCCTATGAACCAAGGTGTGGCTAGAGAAAAGATTGTTTGAATTTGAAAAGAA
CCCAAAATCGGATACTTGGTTCCACACCGATCTCTTTTCTAACAAACTTAAACTTTTCTT

GCTAGGAGGTTGACTCACTGGGGCATCTATCCTTGAGTCTTCCTGCAGTGGGAGGCAGAG
CGATCCTCCAACTGAGTGACCCCGTAGATAGGAACTCAGAAGGACGTCACCCTCCGTCTC

TGAGCGGTCAGCTGGGCATCCACATCTAGAGTGTTGAAAACCTCCTGGGGGTGGAGACGG
ACTCGCCAGTCGACCCGTAGGTGTAGATCTCACAACTTTTGGAGGACCCCCACCTCTGCC

GGGACTTCCACTTCCAGAATGGGCAATTGTGTGTGTGTATAAAATATTTAAGATATATGT
CCCTGAAGGTGAAGGTCTTACCCGTTAACACACACACATATTTTATAAATTCTATATACA

ATTTATTTAAAGTCTCTAGAAATGGCCTTAGGGCATACAGCAAATAAAAAAACATTTAAT

TAAATAAATTTCAGAGATCTTTACCGGAATCCCGTATGTCGTTTATTTTTTTGTAAATTA

HSS6/2
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Zu Beginn dieser Arbeit wurden fir die Gelretardierungsversuche als DNA-Proben die
gesamten HSS-4, -5 und -6 verwendet. Grolle und DNA-Sequenz der entsprechenden
DNA-Proben, sowie die verwendeten Primer, sind der Abbildung 10 zu entnehmen. Erst
im Verlauf der Versuche wurde das Interesse auf einen Teilbereiche der HSS-6, das
HSS-6/18er Fragment fokussiert.

3.2.1.1 Darstellung der PCR-Bedingungen

Fur einen interpretierbaren EMSA ist es unerlésslich, ein homogenes Ausgangsmaterial
(DNA) zu haben, da nach der radioaktiven Markierung selbst kleinere Fragmente im
Autoradiogramm sichtbar werden und die Interpretation der retardierten Bande
unmaoglich machen konnen. Normalerweise trdgt man dem durch die Benutzung
synthetischer Oligonukleotide (Strang und Gegenstrang) definierter Lange Rechnung.
Dies ist bei einer wie hier geplanten Untersuchung nur mit erheblichem Aufwand und
Kosten mdglich. Benutzt man allerdings PCR-Fragmente, die man nach der
Amplifikation radioaktiv endmarkiert, so mussen einige Vorkehrungen getroffen
werden, um das Entstehen von Artefakten durch Abbruchbanden zu verhindern.

Bei der Durchfiihrung der PCR gingen wir generell nach der Warmstart Methode vor.
Dies bedeutet, dass erst nachdem der Reaktionsansatz im PCR-Gerét eine Temperatur
von 94°C erreicht hatte, die 2,5 U Tag-DNA Polymerase dem Reaktionsansatz
beigefiigt wurden. So sollte vermieden werden, dass Primer, die sich bei niedrigeren
Temperaturen eventuell nicht exakt komplementér zu ihrer eigentlichen Zielsequenz
angelagert haben, artifiziell als Elongationsursprung genutzt werden. Das Risiko einer
unspezifischen Amplifikation liel3 sich dadurch deutlich reduzieren.

Bei der Auswahl geeigneter PCR-Bedingungen waren einige Parameter zu beachten:

o Anlagerungstemperatur der Primer
o Denaturierungszeit
o Extensionszeit

o Zykluszahl
o Template (Matrize)
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Die Anlagerungstemperatur sollte zwischen 55°C und 70°C liegen.

Grund hierfur ist vor allem ein Vermeiden unspezifischer Primeranlagerung an nicht
hinsichtlich ihrer Sequenz exakt komplementdre DNA-Bereiche. Ebenfalls sollte
vermieden werden, dass der Temperaturbereich schon im Temperaturoptimum des
arbeitenden Enzyms liegt. Dieser ware mit 72°C fir die Taqg-DNA Polymerase erreicht
und entspricht der Extensionstemperatur.

Als Orientierungshilfe war uns folgende Faustformel behilflich, welche die optimale
Anlagerungstemperatur aus dem G/C und A/T Verhaltnis berechnet:
Anlagerungstemperatur = 4x (Summe der G- und C-Reste)+2x (Summe der A- und T-
Reste)[°C]).

Die Denaturierungszeit sollte moglichst kurz sein, vor allem um eine Schéadigung des
Enzyms zu vermeiden.

Die Extensionszeit ist vor allem von der Synthesegeschwindigkeit der Polymerase und
der L&nge des zu amplifizierenden Bereichs abhéngig.

Die Zykluszahl liegt standardgemaR zwischen 25 und 35 Zyklen.

Bei zu geringen Zykluszahlen besteht die Mdglichkeit einer zu geringen Ausbeute an
PCR-Produkt. Dahingegen erhohen zu hohe Zykluszahlen die Gefahr, dass sich
Artefakte anhdufen.

Als Template (DNA-Matrize) fir die PCR wurde nicht genomische DNA, sondern
zuvor in der Arbeitsgruppe klonierte Plasmide verwendet. Dies sollte die
Artefaktbildung, wie sie bei der Benutzung von genomischer DNA als

Ausgangsmaterial fir die PCR auftreten wirde, weiter reduzieren.

3.2.1.2 PCR der HSS-4, -5 und -6

Als Matrize fur HSS-4, -5 und -6 diente das Cosmid cos 2132/39. Dies stand schon zu
Beginn dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe bereit. Als Enzym fir die Replikation wurde
eine hitzestabile Tag-DNA-Polymerase verwendet. Diese DNA-Polymerase wurde
urspriinglich aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert.

Das PCR-Profil der HSS-4, -5 und -6 wurde mit einer Zykluszahl von 35 Zyklen
durchgefuhrt. Die Suche nach geeigneten Primerpaaren fur die gesamten HSS-Bereiche
war durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe deutlich erleichtert. Die Bestimmung einer
geeigneten  Annealingtemperatur erfolgte durch Ausprobieren unterschiedlicher

Temperaturbereiche und Begutachtung des jeweiligen Resultates. Ein optimales
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Ergebnis lieferte eine Anlagerungstemperatur von 55 °C. Parameter zur Beurteilung des
Erfolges der durchgefiihrten PCR waren vor allem Scharfe und Intensitat der Bande und
das Nichtvorhandensein von weiteren artifiziellen Banden im Agarosegel.

Die weitere erfolgreiche Durchfuhrung der Gelretardierungsversuche hangt in ganz
wesentlichem MaRe davon ab, ob es moglich ist, DNA-Fragmente exakt einer Lange
aus den Agarosegelen zu isolieren. Dies ist somit nur méglich, wenn geeignete PCR-
Bedingungen gewdhlt worden sind und sich dementsprechend nur eine Bande der
erwarteten GrolRe unter UV-Licht abbildet, die dann ausgeschnitten werden kann (siehe
Abb. 11).

<t vy No) 3}
122 ) %) +=
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———— 1000 bp
610 bp —— 750bp
472 bp —— 500bp
339 bp  250mp

Abb. 11: PCR der HSS-4, -5 und -6

Zu erkennen sind von links nach rechts die HSS-4, -5 und -6. Ganz rechts aul3en lauft der 250 bp Marker.

3.2.1.3 Aufreinigung des PCR-Produktes

Bei der PCR kann es zu einer Reihe von Artefakten kommen, die eine verlassliche
Durchfiihrung eines EMSA behindern kénnen. Grinde hierfir kénnen nicht optimale
Anlagerungstemperaturen sein. Dies kann beispielsweise nach irreguldarem Startpunkt
(inkorrekt, nicht komplementdar angelagertes Oligonukleotid) zu in ihrer Ldange
divergierenden, artifiziellen DNA-Fragmenten fihren.

Um zu vermeiden, dass auch diese fehlerhaften PCR-Produkte mittels
Polynukleotidkinase markiert werden und das Ergebnis der Gelelektrophorese

verfalschen, wurden die PCR-Banden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
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ausgeschnitten und aufgereinigt. Das exakte Ausschneiden wurde durch die
Anwesenheit des Interkalans Ethidiumbromid ermdglicht. Dies war sowohl in dem
Laufpuffer als auch den Gelen selbst vorhanden und lagert sich wahrend der
Elektrophorese in die DNA ein. Dies ermoglicht unter UV Licht eine exakte
Bestimmung der Position der DNA im Gel. Mit Hilfe eines QIAquick Gel Extraktion
Kit konnte die DNA nun entsprechend dem Anwenderprotokoll aus den Gelfragmenten
extrahiert werden. Zusétzlich flihrte dies zur Entfernung von noch vorhandenen
Primerresten und nicht eingebauten Nukleotiden aus dem urspriinglichen PCR-
Reaktionsansatz.

Um sicher zu sein, dass vergleichbare quantitative Mengen DNA in den verschiedenen
EMSA’s zum Einsatz kommen und um zu vermeiden, dass nach jeder PCR und
nachfolgender Fragmentaufreinigung Kompetitoren und Zellkernextrakt neu titriert
werden missen, wurde die Konzentration der DNA durch Messung der Absorption bei

260 nm bestimmt.

3.2.1.4 Radioaktive Endmarkierung der PCR-Produkte

Zur radioaktiven Markierung der gereinigten PCR-Fragmente verwendeten wir eine T4-

Polynukleotidkinase (PNK) (zur Durchfiihrung siehe 2.3.5). Dieses Enzym katalysiert

den Transfer terminaler Phosphatgruppen von ATP (y [32P]; > 6000 Ci/mmol) auf das
5-OH-Ende der DNA. Nicht gebundene Nukleotide konnten mittels Sephadex G-25
Saulen (Roche Diagnostics) entfernt werden. Die so erfolgte radioaktive Markierung ist
wiederum Voraussetzung, um die Position der DNA-Proben in den nachfolgenden
Versuchen autoradiographisch sichtbar machen zu kénnen.

3.2.2 Proteinquelle fur die EMSA

Prinzipiell kdnnen fir die Durchfiihrung von EMSA sowohl gereinigte Proteine als auch
Proteingemische, beispielsweise aus Zellkernextrakten (NE), verwendet werden. Die
Herstellung von Zellkernextrakten stellt dabei sicherlich einen vor allem schnellen und
einfachen Weg dar, um zu einem bestimmten Protein zu gelangen. Voraussetzung fir
die Eignung der Methode ist natirlich, dass die zur Verfligung stehende Zelllinie das

gewlinschte Protein exprimiert.
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3.2.2.1 Praparation von Zellkernextrakten

Es ist bekannt, dass CTCF in allen bisher daraufhin untersuchten Zelllinien konstitutiv
exprimiert wird (Lobanenkov et al., 1990). So sollte es mdglich sein, durch die
Herstellung von Zellkernextrakten aus jeder der zur Verfligung stehenden Zelllinien, an

ausreichende Mengen des Proteins zu gelangen.

Fur die Herstellung von Zellkernextrakten orientierten wir uns an der Schnellmethode
nach Schreiber (Schreiber et al., 1989) (siehe 2.3.7). Maligeblich bei der Wahl der
Methode war, dass sie relativ einfach und schnell durchzufiihren sein musste und dass
dafir relativ geringe Zellmengen benétigt werden. Bei Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe
konnte bereits gezeigt werden, dass Gelretardierungsversuche erfolgreich mit
solchermaRen préparierten Zellkernextrakten durchgefiihrt werden konnen. So konnte
die Arbeitsgruppe H.-G. Klobeck NF«xB-Bindungsstellen im Bereich des humanen
Immunglobulin-A Enhancers (HSS-1,-2 und -3) mit Zellkernextrakten nach Schreiber et
al. und Gelretardierungsversuchen identifizieren (Combriato and Klobeck, 2002). Einen
kritischen Punkt bei der Bewertung der ausgewahlten Methode stellt die Mdoglichkeit
dar, dass bei der Praparation eine Kontamination durch zytosolische Proteine mdglich
ist. Einen weiteren kritischen Punkt stellt die fehlende Aufreinigung des Proteins dar.
So handelt es sich um eine Vielzahl unterschiedlicher nukleérer Proteine, die am Ende
fur die nachfolgenden Gelretardierungsversuche (EMSA) verwendet werden.
Desweiteren ist es moglich, dass ein groBes und aus unterschiedlichen Domanen
bestehendes Protein wie CTCF durch endogene Proteasen anverdaut oder ganzlich
abgebaut wird. So erfolgte die Herstellung der Zellkernextrakte im Kihlraum bei 4°C
auf Eis und die Aufbewahrung der Zellkernextrakte aliquotiert in Eppendorfgeféalien bei
-70°C. Der Schritt des Abpipettierens zytosolischer Bestandteile erfolgte ausgesprochen
sorgfaltig, um den Anteil an zytosolischen Proteinen, die in spéteren Versuchen
unerwinscht interagieren konnten, moglichst gering zu halten. Dass eine
,Kontamination“ mit unerwilnschten Proteinen und entsprechende nachfolgende
Interaktionen aufgrund dieses Protokolls trotz sorgfaltigsten Arbeitens nicht vollstandig
vermieden werden konnen, wurde toleriert. Flr die Herstellung der Zellkernextrakte
standen uns in der Arbeitsgruppe aus vorherigen Arbeiten bereits unterschiedliche
Zelllinien zur Verfligung (siehe 2.2.5). Ebenfalls waren die Arbeit und der Umgang mit

Zellinien in der Arbeitsgruppe bereits etabliert.
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3.2.2.2 Nachweis von CTCF mit Hilfe von a-CTCF Antikdrpern in verschiedenen

Zellkernextrakten

Zum Nachweis von CTCF in den verschiedenen Zellkernextrakten fuhrten wir
Westernblots durch. Dabei setzten wir den CTCF-Antikorper (C-20) von Santa Cruz.
Biotechnology, Inc. als Primarantikdper in einer Verdiinnung von 1:200 in PBS/0.1%
Tween 20/5% Milchpulver ein (zur Durchfiihrung des Westernblots siehe 2.3.8). Bei
dem Enzym-gekoppelten Sekundarantikorper handelte es sich um ein gegen
Ziegenantikorper gerichteten Affen-Antikérper der 1gG-Klasse. Diesen setzten wir in
einer Verdinnung von 1:10 000 ebenfalls in PBS/0.1% Tween 20/5% Milchpulver ein.
Hierdurch lie} sich zeigen, dass in Zellkernextrakten aus samtlichen verwendeten
Zellinien (MN 60, REH und CCRF-CEM) CTCF nachweisbar war (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Nachweis von CTCF in Zellkernextrakten aus verschiedenen Zelllinien

Zur Darstellung kommt ein Westernblot, bei dem der Nachweis von CTCF in Zellkernextrakten aus
MN60, REH und CCRF-CEM Zellen gelang. Bei dem detektierenden Priméarantikdrper handelt es sich
um einen CTCF-Antikorper (C-20) von Santa Cruz. Biotechnology, Inc. Die CTCF-Bande befindet sich

in einem GrolRenbereich von ungefahr 130 kDa. Aufgetragen wurden jeweils 2 und 1 pl Zellkernextrakt.

In weiteren durchgefuhrten Westernblots liel? sich in den aus BJAB-Zellen angefertigten
Zellkernextrakten ebenfalls die Anwesenheit von CTCF nachweisen (siehe Abb. 13).
Dabei fand sowohl ein (C-20)-, als auch ein (N-17)-Antikérper von Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Verwendung.
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1ul NE /€20
2ul NE / C20
1l NE / N17

Abb. 13: Nachweis von CTCF in BJAB-Zellkernextrakt
Zur Darstellung kommt ein Westernblot, bei dem der Nachweis von CTCF in Zellkernextrakten aus
BJAB erfolgte. Bei dem detektierenden Antikorper handelt es sich bei den linken zwei Bahnen um den
CTCF (C-20)-, bei den rechten zwei Bahnen um den CTCF (N-17)-Antikdrper von Santa Cruz.
Biotechnology, Inc.. In der pro verwendeten Antikdrper jeweils linken Bahn wurde 1 pl Zellkernextrakt

aufgetragen. Die CTCF-Bande wird erst bei 2 pl aufgetragenem Zellkernextrakt gut erkennbar.

3.2.3 Kontrollen bei der Durchfiihrung der EMSA

Als Kontrolle fur die Durchfihrung der Gelretardierungsversuche war es geplant,
mindestens ein DNA-Fragment mit bereits charakterisierter CTCF-Bindungsstelle in
den Versuchen einzusetzen. Dabei erschien es notwendig, dass diese DNA- Fragmente
hinsichtlich ihrer GroRe ungefdhr den PCR-Fragmente des HSS-4 bis -6 Bereiches
entsprachen. Dies aus dem Grund, dass somit zu erwarten war, dass die eingesetzten
Mengen an Kompetitoren und Zellkernextrakten ubertragbar sein wiirden und die
Wanderungsgeschwindigkeit ungefahr den DNase-1 HSS*s entspréche.

Somit boten sich zwei DNA-Fragmente aus dem c-myc Promotorbereich an: das Myc
A- und das Myc B-Fragment. Mit einer GroRe von 105 (Myc B) bzw. 115 bp (Myc A)
entsprachen sie dem Anforderungsprofil (siehe Abb. 14). Beide sollten als
Positivkontrolle bei der Durchfiihrung der Gelretardierungsversuche mitgefthrt werden.
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3.2.3.1 CTCF-Bindungsstellen im Bereich des c-myc Promotorbereichs

Bei den Myc A- und Myc B-Fragmenten (Abb. 14) handelt es sich um zwei Abschnitte

des c-myc Promotorbereichs, auf denen sich zwei CTCF-Bindungsstellen befinden
(Lobanenkov et al., 1990; Lobanenkov et al., 1986; Klenova et al., 1993; Krumm et al.,
1992; Gombert et al., 2003).

Abb. 14: c-myc Promotorbereiche

Dargestellt ist die aus zwei Bereichen bestehende DNA-Sequenz des c-myc-Promotorbereichs. Die

CTCF-Bindungsstellen im jeweiligen Promotorbereich sind dabei mit blauen Ké&sten hinterlegt. Die gelb

markierten Bereiche wurden in den Gelretardierungsversuchen als DNA-Probes verwendet. Lage und

Orientierung der Primerpaare wurde durch schwarze Pfeile und Késten gekennzeichnet.
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Um diese beiden DNA-Fragmente als Kontrolle bei der Durchfuhrung von
Gelretardierungsversuchen verwenden zu kdnnen, mussten beide Bindungsstellen zuvor
mittels PCR amplifiziert und in nachfolgenden Schritten aufgereinigt und radioaktiv

markiert werden.

3.2.3.2 Amplifikation von Myc A- und Myc B-Fragmenten mit Hilfe der PCR

Als Matrize fir die PCR der Myc-Bindungsstellen diente cos 2132/16. Dieses Cosmid
war ebenfalls bereits aus Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe vorhanden. Die dabei
verwendeten Primersequenzen sind Tab. 4 (siehe 2.3.2) und Abb. 14 zu entnehmen.

Die Auswahl der entsprechenden Oligos fuhrte zu einer GroRe des amplifizierten Myc
A-Fragmentes von 115 bp. Das amplifizierte Myc B-Fragment ist mit einer Grof3e von
105 bp etwas kleiner (siehe Abb. 15). Bei der Auswahl der Oligonukleotide fir die PCR
wurde in Voraussicht auf die erforderliche Anlagerungstemperatur auf einen annahernd
gleichen GC-Gehalt geachtet. Die Bestimmung der optimalen Anlagerungstemperatur
erfolgte, wie schon zuvor bei den HSS-Fragmenten, solange Uber ein Ausprobieren
verschiedener  Temperaturbereiche, bis ein optimales Ergebnis hinsichtlich
Bandenschérfe und Intensitat erreicht worden war. Es zeigte sich, dass eine Zykluszahl
von 35 Zyklen und eine Anlagerungstemperatur von 60°C zu einem optimalen
Ergebnis fiihrten. Die Isolierung des PCR-Produktes aus dem Gel, die Aufreinigung und
radioaktive Endmarkierung erfolgten wie bereits zuvor beschrieben (siehe 3.2.1.3 und
3.2.1.4).

Marker

m <
ES ES
= =

1000 bp

500 bp

115 bp

103 b 100 bp

Abb. 15: PCR des Myc A- und Myc B-Fragmentes
In der Abbildung links ist das Myc B-Fragment mit einer GréRRe von 105 bp zu erkennen. Daneben rechts

das Myc A-Fragment mit einer GréBe von 115 bp. Ganz rechts wurde der 100 Bp-Marker aufgetragen.



65

3.3 Versuche zur Optimierung der EMSA-Bedingungen

HSS-4 hat eine Grofl3e von 339 bp. Die HSS-5 ist 472 bp lang und HSS-6 besteht aus
zwei getrennten, ungefahr 150 bp voneinander entfernt liegenden, hypersensitiven
Bereichen mit einer Gesamtlange von 610 bp. Dementsprechend handelt es sich jeweils
um mehrere hundert Basenpaare grolle DNA-Fragmente, auf denen mit
Gelretardierungsversuchen mogliche CTCF-Bindungsstellen identifiziert werden
sollten. In einem ersten Schritt sollten anhand ansteigender Konzentrationen von
Zellkernextrakten optimale Konzentrationsverhaltnisse der Bindungspartner zueinander
bestimmt werden. Bei Erreichen eines optimalen DNA-Protein-Verhéltnisses sollten
sich in der nachfolgenden autoradiographischen Darstellung die einzelnen Protein-

DNA-Interaktionen als definierbare Banden abzeichnen lassen.

Die Vielfalt der stattfindenden Protein-DNA Interaktionen verhindert eine
sinnvolle Interpretation der Versuchsergebnisse

Zu Beginn der Gelretardierungsversuche wurden jeweils die gesamten HSS-4, -5 und -6
als DNA-Probe eingesetzt. Als unspezifischen Kompetitor wurde Poly (dI-dC)
verwendet und die Bindungsreaktion fand in dem Bindungspuffer nach Felsenfeld
(Magdinier et al., 2004) statt (siehe 2.4.1.2). Bei den als Bindungspartner eingesetzten

Proteinen handelt es sich um ein Gemisch aus zahlreichen nukleéren Proteinen.

[£3)]
Z.
=
=
=
5
4
jas)
Abb. 16: Darstellung der Bandenvielfalt anhand eines EMSA mit
der HSS-4
Der Gelretardierungsassay wurde mit der gesamten HSS-4 (339 bp), 2 pl
Zellkernextrakt und 0.2 ug Poly (dI-dC) durchgefiihrt. Auf der
il Abbildung sind zahlreiche Protein-DNA-Banden zu erkennen.
" Bei diesen Protein-DNA-Interaktionen handelt es sich moglicherweise

um spezifische Bindungen, zu vermuten aufgrund der Schérfe und
Reproduzierbarkeit des Bandenmusters. Eine Abgrenzung zu
‘ : unspezifischen Interaktionen konnte von uns nicht getroffen werden.

HSS 4 - Links ist die freie DNA-Probe zu erkennen.
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Dies fuhrte dazu, dass eine sehr hohe Anzahl an DNA-Protein Interaktionen stattfand
(siehe Abb. 16). Im Resultat fuhrte dies zu einer sehr hohen Bandenanzahl.

Dies war sicherlich zum einen Folge der Grof3e der eingesetzten DNA-Fragmente, zum
anderen der Entscheidung, Zellkernextrakte fir die Gelretardierungsversuche zu
verwenden. Die Grolie von mehreren hundert Basenpaaren je HSS flihrt dazu, dass dem
nukledren Proteingemisch eine sehr grofRe Bindungsplattform angeboten wird, auf der
sowohl spezifische als auch unspezifische DNA-Protein-Bindungen stattfinden kénnen.
Desweiteren konnte CTCF selbst zu der Bandenvielfalt beitragen, da dieses Protein mit
zahlreichen nukleéren Proteinen spezifisch interagiert (Wallace and Felsenfeld, 2007;
Yusufzai et al., 2004; Chernukhin et al., 2000). Diese befinden sich sicherlich auch in
dem zur Bindung angebotenen Zellkernextrakt. Einen dieser zentralen direkten
Interaktionspartner stellt beispielsweise das Protein SIN3A dar (Lutz et al., 2000).
Dabei handelt es sich um ein Protein, das wiederum selbst als Plattform fiir weitere
Interaktionspartner funktioniert. Dabei dient SIN3A zum einen selbst als Korepressor,
zum anderen verfigt es (Uber die Mdoglichkeit, den Aufbau eines
Histondeacetylasekomplexes zu initialisieren (Knoepfler and Eisenman, 1999). Eine
weitere mogliche Erklarung fir die Bandenanzahl konnte ein stattfindender
proteolytischer Abbau von CTCF darstellen. Dabei wirde ein Verlust des N- bzw. C-
Terminus seine Funktion in einem biologischen System, aber mdglicherweise nicht die
DNA-Bindung in den Gelretardierungsassays beeinflussen, da diese Interaktion Uber
eine zentrale DNA-Bindungsdomane stattfindet. Wirde der proteolytische Abbau weiter
fortschreiten, konnte allerdings auch die DNA-Bindungsdoméne betroffen sein. Dies
konnte ebenfalls zu weiteren Molekulargewichtsanderungen und somit einer
verénderten Wanderungsgeschwindigkeit des Komplexes fiihren. Dies miisste aber nicht
zwangslaufig die DNA-Bindung beeinflussen, da je nach Bindungsmotiv nicht
samtliche Zinkfinger bendtigt werden. Falls die Bandenanzahl aufgrund eines
Proteinuberschusses unspezifische Proteinbindungen widerspiegelt oder aber als
Resultat der Interaktion von verschiedenen Transkriptionsfaktoren auftritt, misste es
mdoglich sein, durch die Auswahl und Titration geeigneter Kompetitoren und eine
Optimierung der Bindungsbedingungen fir CTCF die Bandenanzahl zu verringern oder
letztendlich auf eine einzelne Bande zu reduzieren. Dementsprechend wurde das weitere

Vorgehen bei den Versuchen gestaltet.



67

3.3.1 Titration des Kompetitors Poly (dI-dC) als Versuch einer Reduktion der

DNA-Protein Interaktionen

Da die Banden zumindest zum Teil Folge unspezifischer Protein-DNA Interaktion sein
kdnnten, wurde versucht dahingehend den Versuchsaufbau zu optimieren. Dazu wurde
eine Titration mit ansteigenden Konzentrationen des unspezifischen Kompetitors Poly
(d1-dC) durchgefuhrt (siehe Abb. 17). Bei Poly (dI-dC) handelt es sich um ein
synthetisches Kopolymer, welches Proteinen eine unspezifische Bindungsplattform
anbietet und damit verhindern soll, dass diese Proteine an die eigentliche DNA-Probe
binden. Nachdem schon zu Beginn der Gelretardierungsversuche 2 pul einer Poly (dI-dC)
Stammldsung (100 pg/ml) eingesetzt worden waren, wurde nun durch Titration dieses

Kompetitors versucht die Bandenanzahl weiter zu reduzieren.

HSS 4+ NE+2pl Poly dI-dc
HSS 4+ NE+3pl Poly dI-dc
HSS 4+ NE+4pl Poly dI-dc
HSS 4+ NE+5ul Poly dI-dc
HSS 4+ NE+6pl Poly dI-dc
HSS 4+ NE+7ul Poly dI-dc
HSS 4+ NE+8ul Poly dI-dc
HSS 4+ NE+9ul Poly dI-dc
HSS 4+ NE+10pl Poly dI-dc

|

HSS 4 ——— ‘.

Abb. 17: Titration des Kompetitors Poly (dI-dC)

Dargestellt ist ein EMSA, in dem HSS-4 mit konstanten Konzentrationen eines Zellkernextraktes
aufgetragen wurde. Die Menge des Kompetitors Poly (dI-dC) steigt nach rechts in 0.1 ug Schritten an.
Dies hat jedoch nur einen geringen Einfluss auf die Anzahl der Banden. Die ganz linke Bahn zeigt die
freie DNA-Probe. In der ganz rechten Bahn wird von der Abbildung der Eindruck erweckt, als ob eine
Reduktion auf eine einzelne Bande stattgefunden hétte. Auf dem Original-Film ist jedoch zu erkennen,
dass es lediglich zu einer Verzégerung der Wanderungsgeschwindigkeit aller abgebildeten Banden bei

konstanter Bandenanzahl gekommen ist.
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Zur Durchfiihrung wurde der Bindungsansatz auf Eis zusammenpipettiert und nach
zehn Minuten das radioaktiv markierte DNA-Fragment, in diesem Versuch HSS-4,
hinzugefugt. Nach 30 Minuten auf Eis wurde das Reaktionsgemisch aufgetragen und
die Elektrophorese durchgefiihrt. Dabei zeigte sich jedoch, dass ansteigende Poly (dI-
dC)-Konzentrationen zu keiner signifikanten Reduktion der Bandenzahl fuhren (siehe
Abb. 17). Die Titration hatte ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf Scharfe und

Abgrenzbarkeit der Banden.

3.3.2 Versuch CTCF als GST-CTCF-Fusionsprotein rekombinant herzustellen

Die Titration des Kompetitors Poly (dI-dC) mit dem Ziel einer Reduktion der
Bandenanzahl hatte nicht den gewdinschten Erfolg gezeigt. Moglicherweise war die
Verwendung von Zellkernextrakten bei den Gelretardierungsversuchen fur die
Bandenanzahl ausschlaggebend. Bei den Extrakten handelt es sich um Proteingemische
unterschiedlicher nuklearer Proteinfraktionen, von denen einige anscheinend Uber
direkte Interaktionen mit bereits an die DNA gebundenem CTCEF, oder aber auch durch
unspezifische und spezifische Interaktionen mit den DNA-Proben die Protein-DNA-
Banden verursachen. So wurde versucht einen Weg zu finden, CTCF in isolierter Form
bereit zu stellen. Tatsdachlich besteht bei einigen Proteinen die Mdglichkeit, diese
rekombinant herzustellen. Die Voraussetzung hierfir besteht darin, dass die genetische
Information Uber den Aufbau eines bestimmten Proteins U(ber einen Vektor,
beispielsweise in Form eines Plasmids, in ein neues Zellsystem eingeschleust werden
kann. Dadurch wird es mdglich, durch Ausnutzung des Proteinsynthese-Apparates eines
fremden Organismus, das gewilinschte Protein synthetisieren zu lassen. Hierfir wurde
ein Plasmid konstruiert (siehe Abb. 18), welches zusatzlich zu dem Gen fiir das humane
CTCF zwei weitere wesentliche Informationen enthielt. Zum einen die genetische
Information Gber eine Ampicillinresistenz, welches die spatere Selektion der tatsachlich
transformierten Zellen ermdglichen sollte. Zum anderen die genetische Information fiir
die Glutathionyl-S-Transferase (GST), welches die Aufreinigung des Proteins aus dem

Zelllysat Uber GST-Sepharosepartikel ermoglicht.



69

) \
& % & o
¥ orcE
|
IPTG inducible promoter Q\«\\ . N\\\\\ Q<\\\
ori
GST-CTCEF Fusion gene Amp' laclq
— e ———————————— ——
1 kb

Abb. 18: Darstellung des Plasmids pGEX-4T1-CTCF
Zu erkennen ist, dass das Plasmid Uber ein GST-CTCF Fusionsgen (roter Balken), ein Gen fir eine

Ampicillinresistentz (gelber Balken) und den Lac-Repressor verfiigt.

Die Steuerung der Proteinexpression kann bei solchen Konstrukten tber die Induktion
mit IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid) erreicht werden. Dies war moglich, da
dieses Plasmid zusétzlich Uber ein lac-Operon verfligte. IPTG wirkt hierbei als
Aktivator des lac-Operons, indem es an den Repressor Lacl bindet und damit dessen
Wechselwirkung mit dem Operator inhibiert. Dadurch wird die Transkription des
Plasmids initiiert. AuRerdem wird IPTG im Gegensatz zur Laktose nicht im nattrlichen
Metabolismus von Bakterien verstoffwechselt. Dies gewahrleistet zudem, dass seine
Konzentration nach einmaliger Induktion wahrend der Versuche konstant und das Gen
in einem aktiven Zustand verbleibt. Als Zellsystem fur Transfektion und
Proteinexpression sollte der E.coli (Escherichia coli) Stamm BL-21genutzt werden. Als
wesentliches Problem bei der Herstellung von CTCF als GST-Fusionsprotein in E.coli
stellte sich jedoch der hochgradige Abbau dar (siehe Abb. 19). Dieser erfolgte
anscheinend schon intrazellul&r und nicht erst wahrend der Isolierung und Aufreinigung
des Proteins. Dies wurde als wahrscheinliche Intoleranz des gewéhlten Organismus
gegenliber dem Fremdprotein gewertet. Mdglicherweise handelte es sich jedoch auch
um  zytotoxische Nebenwirkungen der in dem Organismus induzierten
unphysiologischen CTCF-Konzentrationen. Dennoch wurden EMSA's mit isoliertem
GST-CTCF Protein durchgefiihrt, zeigten jedoch keine Retardierung der
Wanderungsgeschwindigkeit, was wahrscheinlich auf einen proteolytischen Abbau des
Fusionsproteins zurtickzufuhren ist. Bei der Isolierung von GST-Fusionsproteinen mit
GST-Sepharosepartikeln wurden maoglicherweise hauptséachlich Fragmente aus dem N-
Terminus von CTCF gereinigt, die aber keine Bindungsaktivitat besitzen, da ihnen die

Zinkfinger fehlen. Dies fuhrte dazu, dass der Versuch CTCF rekombinant herzustellen,
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nicht weiter verfolgt wurde. Stattdessen wurde versucht durch eine weitere Optimierung
der Bindungspuffer und den Einsatz von spezifischen Kompetitoren die Zahl der

Banden zu reduzieren.

Beads
. cluo/n
Input  BgUst clu Th

170 kDa

130 kDa
100 kDa

70 kDa
55kDa
45kDa

35kDa

25 kDa

Abb. 19: Abbau des GST-CTCF-Fusionsproteins

In den Bahnen des dargestellten Wester-Blots sind Extrakte aus den verschiedenen
Aufreinigungsschritten aufgetragen worden. Die Detektion erfolgte durch einen anti-GST-Antikorper.
JInput“ bezeichnet dabei die Zellsuspension vor Zugabe der GST-Sepharosepartikel, BgUst den
Bindungsuberstand nach Zentrifugation der GST-Partikel. Zusétzlich wurde nach 1h (,,elu 1h*) und tiber
nacht (elu o/n) eluiert und letztendlich auch die GST-Sepharosepartikel selbst aufgetragen.

3.3.3 Etablierung von zwei spezifischen Kompetitoren: SP-1 und AP-2

Seit Beginn der Gelretardierungsversuche war der Kompetitor Poly (dI-dC) eingesetzt
worden. Durch Titration dieses Kompetitors liel sich jedoch die Anzahl der
auftretenden Banden nicht wesentlich reduzieren (siehe 3.3.1). Daher wurde
entschieden, bei nachfolgenden Gelretardierungsversuchen zwei weitere Kompetitoren
zu testen (Pugacheva et al., 2005) (siehe 3.3.3). Dabei handelte es sich um
Oligonukleotide (Tab.6), die flr die ubiquitaren Transskriptionsfaktoren SP-1 und AP-2
Bindungsplattformen darstellten. Die Herstellung des SP-1-Kompetitors erfolgte durch
das Zusammenfugen dquimolarer Mengen an einzelstrdngigen SP-1 Oligo A und
komplementéaren SP-1 Oligo B in jeweils 1 M Tris (pH 7.7). Eine Inkubation tber 5
Minuten bei 95°C sollte falsch zusammengelagerte Oligos aufschmelzen und die
Einzelstrangigkeit der vorliegenden DNA garantieren. Anschliefend wurde der

Reaktionsmix auf 4°C abgeklhlt, was ein Zusammenfiigen komplementérer SP-1
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Oligos ermoglichte. Entsprechend wurde bei der Herstellung des AP-2 Kompetitors

vorgegangen.

SP1-A 5 -ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC -3
SP1-B 5 -CGGGCTCGCCCCGCCCCGATCG -3
AP2-A 5 -ATTGATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT -3

AP2-B 5 -CGGACGGGCCGCGGGCGGTCAGTTCGATC -3
Tabelle 6: Sequenz der komplementéaren Oligonukleotide SP-1 und AP-2

Familie der SP-1-Transkriptionsfaktoren

SP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der an das Konsensus-Motiv 5-GGGGCGGGGC-3"
bindet. Die Sequenzspezifitat fur diese GC-Boxen ist durch seine Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomane vorgegeben. SP-1 gehort zu einer Gruppe von Faktoren, die nach
Phosphorylierung an bestimmte Promotorbereiche binden (Kadonaga et al., 1987).
Weitere Mitglieder dieser SP-Transkriptionsfaktorfamilie sind Sp-2, Sp-3 und Sp-4. Als
Kompetitor flir SP-1 setzten wir sein Konsensus-Motiv 5-GGGGCGGGGC-3 in 10-

100-fachem molarem Uberschuss ein.

Familie der AP-2 Transkriptionsfaktoren

Das activating enhancer-binding protein 2 (AP-2) wurde als ein 52 kDa grofies DNA-
Bindeprotein identifiziert, welches spezifisch an die DNA-Konsensus-Sequenz 5'-
CCCCAGGC-3 bindet. Urspriinglich wurde es als Interaktionspartner von humanem
Metallothionin Ila und von Promotorelementen des simian virus 40 (SV 40) beschrieben
(Mitchell et al., 1987). Es konnten bisher fiinf Mitglieder der AP-2 Familie identifiziert
werden: AP-2a, AP-2B8, AP-2y, AP-26 und AP-2¢ (Oulad-Abdelghani et al., 1996;
Buettner et al., 1994; Zhao et al., 2003; Werling and Schorle, 2002; Wang et al., 2004;
Tummala et al., 2003). AP-2 Proteine regulieren eine Vielzahl unterschiedlicher Gene,
unteranderem solche, die an Zellzyklusregulation und Zelldifferenzierung beteiligt sind.
Als Kompetitor setzten wir GC-reiche DNA-Sequenzen (siehe Tab. 6) in 10-100-

fachem molarem Uberschuss ein (Hilger-Eversheim et al., 2000).
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3.3.4 Veranderter Bindungspuffer mit ZnSO,

Eine weitere Veranderung stellte die Durchfiihrung der Bindungsreaktion mit einem
verénderten Bindungspuffer dar (Pugacheva et al., 2005). Im Gegensatz zu dem bisher
verwendeten Puffersystem verfligt dieser neue Bindungspuffer tber 0.1 mM ZnSO,
(siehe 2.4.1.2).

3.3.5 Die Kompetitoren AP-2 und SP-1 reduzieren unerwtnschte Protein-DNA-

Interaktionen

Bei den nun durchgefuhrten Gelretardierungsassays mit dem Myc A-Fragment lie3 sich
zeigen, dass die Verwendung des neuen ZnSOg4-haltigen Bindungspuffers und die
Verwendung der neuen Kompetitoren zu einer Reduktion der Bandanzahl fiihren. Dabei
war, wie bei den bisherigen Versuchen, in jedem Bindungsansatz Poly (dI-dC) bereits
vorhanden und zusétzlich, wie Abbildung 20 zu entnehmen, entweder SP-1 oder AP-2
in jeweils 100-fachem molarem Uberschuss. Diese Veranderungen fiihrten dazu, dass
sich letztendlich eine einzige Bande hoher Dichteintensitit zeigte. Eine Bestatigung
bzw. Widerlegung der Vermutung, dass es sich hierbei um die Folge der CTCF-DNA-
Interaktion handelt, sollte in nachfolgenden Supershift Assays mdglich sein.

Zellkernextrakt — 4+ -+
poly (dI-dC) + + + o+
Sp-1 — - — +

AP-2 — + - =

CTCF —— “

v -

Abb. 20: EMSA des Myc A-Fragmentes in Anwesenheit von SP-1 und AP-2

Dargestellt ist ein Gelretardierungsversuch, bei dem das Myc A-Fragment in Anwesenheit entweder des
SP-1- oder des AP-2- Kompetitors mit Zellkernextrakt interagiert. Die Kompetitoren SP-1 und AP-2
kommen dabei unverdiinnt zum Einsatz. Die Konzentration des Kompetitors Poly (dI-dC) (0.2 pg/20 ul)
bleibt unveréndert. Der Einsatz der beiden neuen Kompetitoren fiihrt zur Fokussierung der bisherigen
Bandenvielzahl auf eine einzelne Bande (mit CTCF gekennzeichnet). Dabei sollte es sich um die CTCF-
Bande handeln.
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3.3.6 Computerunterstutzte Suche nach einer CTCF-Konsensussequenz im
Bereich der HSS -4 bis -6

Als die vorliegende Arbeit im Sommer 2005 aufgenommen wurde, war es nach
damaligem Wissensstand nicht méglich, allein tber die Kenntnis einer bestimmten
humanen DNA-Sequenz verlassliche Aussagen Uber die DNA-Bindung von CTCF zu
treffen. Bis dahin waren wenige CTCF-Bindungsstellen im menschlichen Genom
entdeckt und charakterisiert worden, diese zeigten auf DNA-Ebene aber nur geringe
Sequenzhomologien (Filippova et al., 1996; Moon et al., 2005). Anhand der Daten ging
man jedoch davon aus, dass CTCF an ungefahr 50 bp lange DNA-Sequenzen bindet
(Ohlsson et al., 2001). Uber das Genom von Drosophila war lange Zeit bekannt, dass
dort eine ganze Reihe verschiedener Proteine eine Insulator-Funktion vermitteln. Diese
sind dort vor allem fiur eine korrekte embryologisch-anatomische Entwicklung von
Bedeutung. Allerdings war davon auszugehen, dass kein korrespondierendes
Gegenstuck fur humanes CTCF in Drosophila existiert. Im Jahr 2005 jedoch konnte
gezeigt werden, dass diese Annahme falsch und dCTCF bei Drosophila die Funktion
des FAB-8-Insulators vermittelt (Moon et al., 2005). Ebenfalls konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass dCTCF und hCTCF im Aufbau nahezu identisch sind
und hochstwahrscheinlich auch ihre Funktionsweise konserviert wurde.

Wahrend CTCF bei Vertebraten mittlerweile viel Aufmerksamkeit geschenkt worden
war, war die Datenlage ber dCTCF-Bindungsstellen in Genom von Drosophila sehr
viel schlechter. Hier war erst eine einzige Bindungsstelle, der Fab-8-Insulator im
Bereich des Abdominal-B-Locus des Bithorax-Komplexes (BX-C), néher
charakterisiert worden. Im Jahr 2007 konnten im Genom von Drosophila eine ganze
Reihe weiterer CTCF-Bindungsstellen entdeckt und charakterisiert werden (Holohan et
al., 2007). Dadurch wurde es méglich, eine konservierte CTCF-Konsensussequenz mit
einer Lange von anndhernd 20 bp zu entschliisseln (siehe Abb. 21). Ein Abgleich dieser
Konsensussequenz mit bisher bekannten CTCF-Bindungsstellen bei Vertebraten flihrte
zu der Uberraschenden Erkenntnis, dass entgegen der bisherigen Meinung auch bei
Vertebraten sehr wohl eine Konsensussequenz der CTCF-Bindungsstellen existiert und
dass sich beide Sequenzen, Konsensussequenz von hCTCF und von dCTCF, sehr
ahnlich sind (Holohan et al., 2007).
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?E CC C? Consensus Kim et al. (2007)
GG ARTTTG Apo B
AAGCTGCTG' _ﬁ TG - Globin 5' HS5
GGTCTTTTC GTTCAT [— Globin 3' HS1
Aceraocer oo SN AGCGACCTTC  Tgf 2
GATGATTCTC m“rh TTTACT c-myc 5' Boundary
EBcEcncaGGlic Consensus Bell & Felsenfeld (2000)

Abb. 21: Darstellung einer méglichen Konsensussequenz

Dargestellt zum einen die von Kim et al. 2007 formulierte CTCF-Konsensussequenz. Dabei
demonstrieren die Nukleotidbuchstabengréfen die unterschiedliche Wahrscheinlichkeit fur das
Vorhandensein an der jeweiligen Bindungsstellen-Position. Zusétzlich zum Vergleich einige bereits
charakterisierte CTCF-Bindungsstellen. Bereits 2000 versuchten Bell und Felsenfeld eine solche

Konsensussequenz zu definieren.

Die neuen Publikationsergebnisse waren insofern fur diese Arbeit wegweisend, da mit
Hilfe der neu entdeckten Konsensussequenz die gesamte HSS-4, -5 und -6 auf das
Vorhandensein einer solchen CTCF-Konsensussequenz hin untersucht werden konnten.
Im Rahmen einer Zusammenarbeit (Institut fiir Genetik, Justus-Liebig-Universitat
Giessen) wurde die Region 3’ der Immunglobulin-Gensegmente von M. Bartkuhn auf

das Vorhandensein von moglichen CTCF-Bindungsstellen abgesucht (siehe Tab. 7).

NAME STRAND START P-VALUE SITES

FIT + 1 1.06e-06 CCGCTAGGGGGCAGC

hAPP + 1 1.64e-06 CCGCTAGGGETCTCT

mDMD'/ + 1 1.64e-06 CCGCGTGGTEGCAGT
igglambdahs6é + 5 2.51e-06 TTGC CCACCAGGTEGCGGA AATG
myC + 1 4.47e-06 CCGCGAGGGGEGLEGGC

mDMD4 + 1 9.81e-06 CCGCGCGGTGGCAGC

Fl + 1 1.77e-05 CCAGTAGAGGTCTCA

Tabelle 7: CTCF-Konsensussequenz

Dargestellt sind die DNA-Sequenzen verschiedener CTCF-Bindungsstellen. In grauen Kastchen sind die
Basen hinterlegt, an denen sich die Suche mit Hilfe der CTCF-Konsensussequenz im Wesentlichen
orientiert. Die Suche nach einer CTCF-Bindungsstelle durch Sequenzhomologievergleiche fihrt mit
einem p-Wert von 2.51 zu einer mdglichen CTCF-Bindungsstelle im Bereich der HSS-6 (igglambdahs6).

Zum Vergleich wurden einige weitere bereits charakterisierte Bindungssequenzen aufgetragen.
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HSS-6

Diese Suche zeigte, dass sich mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit (P-Value 2.51) im
Bereich der HSS-6 zumindest eine potentielle CTCF-Bindungsstelle befinden kénnte
(siehe Tab. 7). Der p-Wert (p-value) beschreibt in der Uberpriifung einer statistischen
Hypothese die Wahrscheinlichkeit, dass ein erwartetes Ergebnis mindestens so extrem
ausfallt, wie das aktuell Beobachtete, in der Annahme, dass die Nullhypothese wahr ist
(SELLKE Thomas et al., 2001). Vorsichtig formuliert: Je kleiner der p-Wert, umso

eher kann die Nullhypothese verworfen werden.

3.3.7 Fokussierung auf einen 72 bp grof3en Teilbereich der HSS-6

Diese Entdeckung ermdglichte es nun, die Aufmerksamkeit speziell auf einen
Teilbereich der HSS-6 zu fokussieren. Abbildung 22 zeigt die Position der neuen
Oligonukleotide. Entsprechend der getroffenen Auswahl zur Amplifikation dieses
Teilbereiches der HSS-6 wird das 72 bp groBe DNA-Fragment als HSS-6/18er-
Fragment bezeichnet (siehe Abb. 22).

Abb. 22: Das HSS-6/18er-Fragment

Dargestellt ist ein Teilbereich der HSS-6, das HSS-6/18er-Fragment. Als gelber Kasten ist der erste
Teilbereich der HSS-6 hinterlegt. Die roten horizontalen Pfeile markieren die Position und Orientierung
der Oligonukleotide fir die PCR eines Teilbereichs, des 72 bp groRen als HSS-6/18er-Fragment
bezeichneten DNA-Fragments. Rot hinterlegt in der DNA-Sequenz die vermutete CTCF-Bindungsstelle.

HSS-6

91621 ATGAAATACGGTCAAACTACCACAAAACACAGGGCTAAAATATCTCATCACCGGAGGGTG 91680
TACTTTATGCCAGTTTGATGGTGTTTTGTGTCCCGATTTTATAGAGTAGTGGCCTCCCAC

HSS6/5
91681 CCAGZ—\GZ—\CCZ—\CCZ—\AATATAATCCAGATTCAAGGCAGTCCATGTGAAA_ 91740 HSS-6

GGTCTCTGGTGGTTTATATTAGGTCTAAGTTCCGTCAGGTACACTTTTAACGGGTGGTCC

91741 -EAAATGCAGGGAGACGGCCAGCATGTACAGATAATTTGTTTCCCGGGTCCACACA 91800
ACCGCCTTTACGTCCCTCTGCCgSTCGTACATGTCTATTAAACAAAGGGCCCAGGTGTGT

91801 TTATCTGATGAGAGTGAATCTGACCCTAGAAGAGAACTACACAACTACTTGGTTGCATTA 91860

AATAGACTACTCTCACTTAGACTGGGATCTTCTCTTGATGTGTTGATGAACCAACGTAAT
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Mit einer GroRe von 72 bp betrug dessen GrolRe ungefahr 10% der ursprunglichen
GroRe der HSS-6. Als Matrize fur das 6/18er-Fragment diente wie zuvor das Cosmid

cos 2132/39 und das PCR-Profil wurde ebenfalls mit einer Zykluszahl von 35 Zyklen

und einer Anlagerungstemperatur von 55°C durchgefihrt (siehe Abb. 23).

—
Q
-~
—
<
=

6/18er

250 bp

200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

1111

72 bp

Abb. 23: PCR des 72 bp grof3en 6/18er-Fragments
Zu erkennen ist links der aufgetragenen 50 Bp-Marker und rechts daneben das 72 bp groRe 6/18er-

Fragment.

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Verwendung der Kompetitoren SP-1 und Ap-2
mit dem Myc A-Fragment zu einer Reduktion der Bandanzahl auf eine einzige Bande
mit hoher Dichteintensitat fihren. Bei dieser Bande konnte es sich um die Folgen der
CTCF-DNA-Interaktion handeln. Nun wurde versucht dieses Ergebnis auf das HSS-
6/18er-Fragment zu Ubertragen. Dazu erfolgte die Durchfiihrung des EMSA mit dem
HSS-6/18er-Fragment und den SP-1 und AP-2 Kompetitoren in 10- und 100-fachem
molarem Uberschuss. Dies filhrte auch in diesen Versuchen zu einer deutlichen
Reduktion der Dichteintensitat von zwei zuvor beobachteten Banden (I und I1l) und
einer Intensitdtszunahme der Bande Il. Die GroRRe der Bande Il liegt aufgrund ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit in einem Grolenbereich  zwischen den beiden

erstgenannten (siehe Abb. 24).
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AP-2 - - - -
AP-21:10 - - -
SP-1 - - - -
SP-11:10 - -
Poly (dI-dC) - -
Bindungspuffer ZnS(y + +
Zellkernextrakt - +

1
1
+
1
-+
1

+
1
1
1

+I
1
1
+ + + 4+ 0+
1+
1

+ + +

+ + + +

+ o4+ o+

+ + +

+ + +

+ 4+ +
1

6/18er Fragment

Abb. 24: Titration verschiedener Kompetitoren anhand des HSS-6/18er-Fragments

Links in der Abbildung ist die freie DNA-Probe mit einem Pfeil markiert. Danach folgen rechts Banden,
in denen jeweils 2 pl Zellkernextrakt (REH) und eine Auswahl an verschiedenen Kompetitoren zur
Ausbildung von Protein-DNA-Interaktionen fiihren. Dabei wurde in allen Bindungsansatzen der ZnSO,
haltige Bindungspuffer verwendet. Allein in der ganz rechten Bande wurde der Bindungspuffer nach
Felsenfeld verwendet. Die spezifischen Banden wurden am rechten Bildrand mit I-111 bezeichnet.

Interpretation dieser Ergebnisse

Bei der am weitesten gewanderten Proteinbande | kdnnte es sich um die Folgen der
Interaktion von SP-1 bzw. AP-2 mit der DNA-Probe handeln (siehe Bande 1). Dies l&sst
sich vermuten, da Bande | durch Kompetition mit den entsprechenden Oligos beinahe
verschwindet. Dies trifft ebenfalls auf Bande 111 zu, die ebenfalls nach Zugabe der SP-1
und AP-2 Kompetitoren verschwindet. Aufgrund des Wanderungsverhaltens dieser
Banden und damit in Folge ihrer entsprechenden GroRe, scheint allerdings noch ein
weiteres Protein an der Ausbildung der Bande 11 beteiligt zu sein. Dabei kdnnte es sich
um CTCF handeln (siehe Abb. 24).

Zu erkennen ist ebenfalls, dass die Bande Il mit dem bisher verwendeten
Bindungspuffer nach Felsenfeld nicht zur Ausbildung gekommen ist (hierzu Vergleich
der ganz rechten Bahn und der dritten Bahn von links in Abb. 24).
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Die Titration der neuen Kompetitoren SP-1 und AP-2 Oligos fiihrt zu einer
Intensitatsabnahme der Banden | und 111, wohingegen die Intensitat der DNA-Protein-
Bande Il zunimmt.

Bei Bande Il konnte es sich um eine ausschlieflich durch die Bindung von CTCF
verursachte Bande handeln. Dass moglicherweise weitere, bisher unbekannte und nicht
kompetitierte Interaktionspartner an dieser Proteinbande beteiligt sind, kann nicht
ausgeschlossen werden. Eine Bestatigung bzw. Widerlegung der Vermutung, dass es
sich hierbei um eine durch CTCF-Bindung verursachte Bande handelt, sollte in

nachfolgen Supershift Assays untersucht werden.

3.4Supershift Assays — Die Verwendung spezifischer Antikorper flhrt
zu einer reduzierten Wanderungsgeschwindigkeit im EMSA

Durch den Vergleich der DNA-Sequenz von HSS-4, -5 und -6 mit einer CTCF-
Konsensussequenz war es moglich geworden, die Suche nach CTCF-Bindungsstellen
auf einen Teilbereich der HSS-6, das HSS-6/18er-Fragment, zu fokussieren. Durch die
Verénderung der Kompetitoren und Pufferbedingungen war es gelungen, die in den
Gelretardierungsversuchen initial auftretenden zahlreichen Banden, sowohl bei dem
Myc A- als auch dem HSS-6/18er-Fragment auf eine einzelne Bande erhohter
Dichteintensitét zu reduzieren. Nachdem sich in Gelretardierungsversuchen mit diesen
DNA-Fragmenten zeigen liel3, dass hier Protein-DNA-Bindungen stattfinden, stellt die
Modifikation der EMSA im Sinne eines Supershift Assays den néchsten Schritt dar, um
die Beteiligung von CTCF an diesen Interaktionen zu tberprifen (siehe 3.2).

Zur Durchfuhrung der Supershift Assays wurden drei kduflich erworbene polyklonale
CTCF-Ziegenantikorper von Santa Cruz. Biotechnology, Inc. (siehe 2.2.3) verwendet.
Dabei handelte es sich um gegen den N-Terminus (N-17), C-Terminus (C-20) und
gegen Epitope im Bereich der DNA-Bindungsdoméne (E-14) von CTCF gerichtete

Antikorper. Zur Kontrolle war der Einsatz eines NFkB-Antikorpers geplant.
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3.4.1 Die Titration der Konzentration von Antikorper und Zellkernextrakt fuhrt

zur Ausbildung eines Prazipitats

In den ersten durchgefuhrten Supershift Assays, in denen die Myc A- und Myc B-
Fragmente als DNA-Probe verwendet wurden, war es durch den Einsatz der Antikorper
beabsichtigt gewesen, einzelne DNA-Protein-Banden in ihrer Mobilitdt zu
verlangsamen. Dies erfolgte noch vor der Etablierung der SP-1 und AP-2 Oligos und
vor Verwendung des ZnSO,-haltigen Bindungspuffers. Dementsprechend geschah dies
zu einem Zeitpunkt, wo es noch nicht méglich gewesen war, die Bandenanzahl zu
reduzieren. Ziel bei der Durchfuhrung dieser Versuche war es, den Einfluss
unterschiedlicher Konzentrationsverhaltnisse der Zellkernextrakte gegeniber einer
konstanten Antikorperkonzentration zu untersuchen. Dies sollte vor allem in Hinblick
auf Wanderungsgeschwindigkeits-Verzégerungen der zu diesem Zeitpunkt noch
zahlreichen DNA-Protein-Banden erfolgen.
Als DNA-Probe bei den Supershift Assays kam entsprechend den bezeichneten
Abbildungen entweder das Myc A- oder das Myc B-Fragment zum Einsatz.
Bindungspuffer und DNA wurden auf Eis zusammen pipettiert und zusammen mit
verschiedenen Konzentrationen des Zellkernextrakts 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wurden jeweils 2 ul des entsprechenden Antikorpers
hinzugeflgt und der Bindungsansatz weitere 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Anschliel}end
wurde der Reaktionsansatz in die Taschen eines 5% Gels aufgetragen und die
Elektrophorese durchgefihrt.
Das Resultat dieser Versuche ist auf den Abbildungen 25a/b zu erkennen. Sowohl bei
Einsatz des CTCF-(C-20)- als auch des (N-17)-Antikérpers kommt es zur Ausbildung
eines Prazipitats aus DNA, Proteinen und Antikorper, welches anscheinend nicht mehr
in das Gel einwandert (siehe roter Pfeil in Abb. 25a/b). Uberraschenderweise scheint
jedoch der (E-14)-Antikorper keinen Einfluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA-Protein-Komplexe zu haben.
Grunde fur diese Beobachtung kdnnten sein:

e Durch die DNA-Bindung konnten die Epitope von CTCF im Bereich seiner

DNA-Bindungsdomane nicht mehr fir den CTCF (E-14) Antikorper erreichbar
sein.

e entgegen seiner Beschreibung erkennt der E-14 Antikorper sein Epitop nicht.
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Abb. 25a:

Antikorper: E14
N17
C20

Zellkernextrakt

MyC A e

Abb. 25b:

Antikdrper: El4
N17
C20

Zellkernextrakt

=S

Myc B =———

Abb. 25a/b: Titration des Konzentrationsverhaltnisses von Antikérper und Zellkernextrakt
anhand des Myc-A und Myc-B Fragmentes

Um das optimale Antikdrper-Protein-Verhéltnis zu bestimmen, fihrten wir den Versuch wie dargestellt
mit unterschiedlichen Konzentrationen des Zellkernextraktes (REH) durch. Aufgetragen wurde in 1pl-
Schritten jeweils 1-4 pl Zellkernextrakt, wobei die Konzentration in den Bahnen von links nach rechts
abfiel. Die Konzentration des Antikdrpers (2 ul) blieb dabei unveréndert. Das Préazipitat aus Antikorper,

Protein und DNA, welches nicht mehr in das Gel einwandert, wurde durch rote Pfeile kenntlich gemacht.
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An diesem Punkt der Arbeit war es somit moglich, mit Hilfe von Supershift Assays zu
zeigen, dass CTCF im Bereich der Myc A- und Myc B-Fragmente bindet.

Der Einsatz zweier Antikorper in den Gelretardierungsversuchen fiihrte allerdings nicht
zur Verzogerung der Wanderungsgeschwindigkeit einer einzelnen Protein-DNA-Bande,
sondern vielmehr zur Ausbildung eines Prazipitats, welches nicht ins Gel einwanderte.
Eine Reduktion der Bandenanzahl und die dadurch mégliche Mobilitatsverzégerung
einer einzelnen Bande durch den Einsatz von Antikérpern wiirden die Aussagekraft

dieser Versuche hinsichtlich ihrer Spezifitat noch erhéhen.

3.4.2  Supershift Assay: Myc A- und HSS-6/18er-Fragment

Bis zu diesem Zeitpunkt wurde bei der Durchfuhrung der Supershift Assays der
Bindungspuffer ohne ZnSO,4 und als Kompetitor nur Poly (dI-dC) verwendet.

Hiermit war es in Supershift Assays gelungen zu zeigen, dass CTCF an die
Bindungsstelle im Myc A- und Myc B-Promotorbereich bindet (siehe Abb. 25a/b). Die
Optimierung der EMSA-Bedingungen, die spater durchgefuhrt wurde, ermdglichte eine
erfolgreiche Reduktion der bisherigen Bandenanzahl und schaffte somit neue
Ausgangsbedingungen fiir die Durchfuihrung der Supershift Assays (siehe Abb. 26).

Die Verwendung der Myc B-Bindungsstelle wirde keine weiteren Informationen
liefern, weshalb dieses Fragment nicht mehr in weiteren Gelretardierungsversuchen
verwendet wurde. Da die spezifischen Kompetitoren, die SP-1 und AP-2
Oligonukleotide, eingefiihrt worden waren, war es beabsichtigt den Supershift Assay
mit jedem dieser beiden Kompetitoren separat durchzufuhren, um eventuelle
Unterschiede hinsichtlich der Antikorper-Kompetitor-Interaktion besser beurteilen zu
kdnnen. Hierzu wurde den Bindungsansédtzen aus Bindungspuffer, Zellkernextrakten
und Kompetitor, SP-1 beziehungsweise AP-2, 2 ul Antikorper hinzugefugt.

Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde das radioaktiv markierte DNA-Fragment
hinzupipettiert und der Ansatz 2 h bei 4°C inkubiert (siehe Abb. 26). Wir veranderten
auch die Versuchsbedingungen, indem in den folgenden Versuchen zuerst
Zellkernextrakt und das radioaktiv markierte DNA-Fragment zusammenpipettiert und
2h bei 4°C inkubiert wurden, um dann fir weitere 30 min Antikérper bei
Raumtemperatur hinzuzufiigen (siehe Abb. 27). Die weitere Auswertung der Versuche

erfolgte wie in 2.4.1 beschrieben. Wie aus der Abbildung 26 zu entnehmen, fiihrte
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sowohl der (C-20) als auch der (N-17) Antikorper im Vergleich zu den
Ausgangsbedingungen ohne Antikérper zu einer deutlichen Abnahme der
Bandenintensitat. Dahingehend veranderten die (E-14) Antikorper die Bandenintensitét
nur unwesentlich. Dies korreliert mit den Beobachtungen, die bei den Versuchen mit
den Myc A- und Myc B-Fragment und der Titration des Antikorper-Fragment
Verhaltnisses gemacht worden waren (siehe Abb. 25a/b). Auch hier schien der (E-14)
Antikorper keine Auswirkungen auf die Intensitdt oder Lokalisation der Banden zu
haben. Allerdings kam es unter diesen Versuchsbedingungen bei keinem Antikorper zu
einem tatsachlichen Supershift einer Proteinbande.
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Abb. 26: Vergleich der Kompetitoren SP-1 und AP-2 beim Supershift Assay

Getrennte Darstellung des HSS-6/18er-Fragments und der Myc A-Bindungsstelle. Mit beiden Fragmenten
wurden mit Zellkernextrakt und Antikérpern und den SP-1 und AP-2 Oligos Gelretardierungsversuche
durchgefiihrt. Zu erkennen ist eine deutliche Intensitatsabnahme der markierten Bande bei (C-20) und
(N-17) Antikorpern im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen ohne Antikdrper. Zuerst wurden
Zellkernextrakt und Antikdrper zusammenpipettiert und 2h bei 4°C inkubieren gelassen. Dann wurde
zum Schluss fur weitere 30 min das radioaktiv markierte DNA-Fragment bei Raumtemperatur
hinzugefigt.
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3.4.3 Supershift Assay: Nachweis der CTCF-Bindung im Bereich eines 72 bp
grol3en Teilbereiches der HSS-6

In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl das HSS-6/18er-
Fragment als auch das Myc A-Fragment unter geeigneten Bindungsbedingungen und
geeigneter Kompetitorauswahl in den Gelretardierungsversuchen eine deutliche
singuldre Proteinbande zeigen. Deren Intensitat konnte durch den Einsatz eines CTCF-
Antikorpers spezifisch abgeschwacht werden (siehe Abb. 26). Dass mit dieser Bande
jedoch kein Supershift maglich war, kénnte an zu geringen Antikdrperkonzentrationen
liegen. Mdglicherweise verhinderte aber auch die Vorinkubation der Zellkernextrakte
mit den Antikorpern die Protein-DNA Interaktion. AuRerdem war bisher keine
Antikorper-Negativkontrolle durchgefiihrt worden. Daher wurde der nachfolgende
Gelretardierungsversuch unter kombinatorischem Einsatz aller bisher verwendeten
Kompetitoren durchgefiihrt und die Konzentration der verwendeten Antikorper titriert.
Aullerdem wurde die Reihenfolge, in der die Bindungspartner zusammen pipettiert
wurden, gedndert.

Zur Negativkontrolle wurde ein NFxB-Antikdrper in den Versuchen mitgefiihrt.
Aufgrund seines ganz anderen Zielproteins und des Fehlens einer NFxB- Bindungsstelle
innerhalb  der HSS-4 bis -6 Bereiches, sollte sein Einsatz in den
Gelretardierungsversuchen weder zu einer Abschwéachung der Bandenintensitit noch zu
einem verdnderten Wanderungsverhalten der Ausgangsbande flhren.

Wie aus der Abbildung 27 zu entnehmen, flhrte die Titration mit a-CTCF (C-20) und
a-CTCF (N-17) Antikorpern zu einer verringerten Wanderungsgeschwindigkeit der
Proteinbande im Sinne eines Supershifts. Als NFkB-Antikorper wurde ein kauflich
erworbener a-NFxB-p50 (N-19) Antikorper verwendet. Hierbei handelte es sich um
einen polyklonalen Ziegenantikorper. Der Einsatz dieses NFxB-Antikorpers und von o-
CTCF (E-14) Antikorpern hatten keine Auswirkungen auf die Intensitat oder Mobilitat
der Ausgangsbande. Somit konnte Uber Interaktion spezifischer Antikdérper der in vitro
Nachweis erbracht werden, dass CTCF in einem Teilbereich der HSS-6, dem 72 bp
groRen HSS-6/18er-Fragment, bindet.



84

6/18+NE+4ul C20
6/18+NE+6ul C20
6/18+NE+2ul NFKB
6/18+NE+4ul NFKB
6/18+NE+6u1 NFKB
6/18+NE+2ul N17
6/18+NE+4ul N17
6/18+NE+6ul N17
6/18+NE+2ul E14
6/18+NE+4ul E14
6/18+NE+6ul E14

6/18+NE+2ul C20
6/18+NE

6/18+2ulN17

6/18+2ul C20

6/18

Abb. 27: Supershift der CTCF Bande

Dargestellt ist ein Gelretardierungsversuch mit dem HSS-6/18er-Fragment (blauer Pfeil) und
Zellkernextrakt aus BJAB-Zellen. Der Einsatz des CTCF (N-17) Antikorper flihrte zu einem deutlichen
Supershift (roter Pfeil) der Ausgangbande (schwarzer Pfeil). Ebenso in schwacherer Form verhélt sich der
CTCF (C-20) Antikorper. Dahingegen fiihren der CTCF (E-14) als auch der NFxB-Antikdrper zu keiner
Verénderung der Wanderungsgeschwindigkeit der Ausgangsbande. Zuerst wurden Zellkernextrakt und
radioaktiv markiertes DNA-Fragments zusammenpipettiert, 2h bei 4°C inkubiert und dann fir weitere 30
min der Antikdrper bei Raumtemperatur hinzugefiigt.
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3.5 Bindungssequenzhomologien liefern Hinweise auf eine weitere
CTCF-Bindungsstelle im Bereich der HSS-5

Die Suche nach CTCF-Bindungsstellen im Bereich der HSS-6 konnte durch den
Vergleich der DNA-Sequenz mit einer ursprunglich in Drosophila entdeckt CTCF-
Konsensussequenz, auf einen Abschnitt von wenigen Basenpaaren fokussiert werden.
Dies machte es moglich mit diesem Bereich, dem HSS-6/18er-Fragment, gezielt
Gelretardierungsversuche durchzufihren. Durch eine weitere Modifikation des EMSA,
die Verwendung von Antikorpern im Sinne eines Supershift Assay (siehe 3.4.3), gelang
es zu beweisen, dass CTCF an einen 72 bp groRen Teilbereich der HSS-6 in vitro bindet
(siehe Abb. 27). Die Kenntnis der Bindungssequenz von CTCF im Bereich der HSS-6
ermoglichte es, nach Sequenzhomologien im Bereich der HSS-4, -5 und -6 zu suchen.
Dabei gelang es, eine weitere putative CTCF-Bindungssequenz im Bereich der HSS-5
zu entdecken (siehe Abb. 28).

CCATGTGAAAATTGCCCACCAGGTGGCGGAAATGCAGGGA HSS-6
ATTTGCTTGACQTTTGCCACCAGATGTCGCTETCTACTTGT HSS-5

Abb. 28: Sequenz der CTCF-Bindungsstellen im Bereich von HSS-5 und -6

Es konnten zwei Bindungsstellen fir CTCF im Bereich HSS-4, -5 und -6 ermittelt werden. Die
Bindungsstelle im Bereich der HSS-6 konnte durch Supershift Assay experimentell bestatigt werden. Das
Auffinden der Bindungsstelle im Bereich der HSS-5 gelang durch Sequenzhomologievergleiche. Fir

diese zweite potentielle Bindungsstelle wurde bisher kein in vitro Nachweis erbracht.

Zwischen beiden Bindungsstellen besteht eine Sequenzhomologie von 65% (13/20
Basen). Dies l&sst es als sehr wahrscheinlich erscheinen, dass sich auch im Bereich der
HSS-5 eine weitere CTCF-Bindungsstelle befindet. Unterstutzt wird diese Vermutung
durch die Daten von Ren und Kollegen, die ungefahr zum Zeitpunkt des Abschlusses
des experimentellen Teiles dieser Arbeit einen in vivo Hinweis auf die zwei hier

beschriebenen CTCF-Bindungsstellen erbringen konnten (Kim et al., 2007).
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4. DISKUSSION

Das Zinkfingerprotein CTCF ist ein von der Fruchtfliege bis zum Menschen hoch
konservierter multivalenter Transkriptionsfaktor, der in eine ganze Reihe von Gen-
Regulationsvorgangen involviert ist (Ohlsson et al., 2001; Moon et al., 2005; Dunn and
Davie, 2003). Unter anderem ist dieses multivalente Protein bei der Etablierung von
Boundaries bei Vertebraten ein unverzichtbarer Bestandteil (Bell et al., 1999; Felsenfeld
et al., 2004). Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen Uber die
Fahigkeit dieses Proteins, an bestimmte Bereiche innerhalb der HSS-4, -5 und -6 zu
binden. Dadurch wére es auch an diesem Ort mdglich, Uber die Etablierung von
Insulator/Boundary Elementen die Wirkung des Igh-Enhancers auf flussabwérts
gelegene unabhéngig regulierte Gene zu blockieren und die 3¢ Grenze des IgA-Locus zu
definieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse zur genaueren Charakterisierung von
zwei neuen CTS (CTCF target sites), die im Rahmen dieser Arbeit entdeckt wurden,
diskutiert.

4.1 Darstellung methodischer Ansatze zur Validierung von CTS

Zu Beginn dieser Arbeit war es allein anhand einer bekannten DNA-Sequenz nicht
moglich verlassliche Voraussagen Uber CTS und damit die Mdoglichkeit des
Vorhandenseins eines Insulator/Boundary Elementes zu treffen. Grund hierflr ist die
Tatsache, dass es diesem Transkriptionsfaktor mdglich ist, durch unterschiedliche
Kombinationen seiner Zinkfinger an in ihrer Sequenz unterschiedliche DNA-Bereiche
zu binden (Filippova et al., 1996). Die schrittweise VVorgehensweise bei der Suche nach
einem Insulator-Element musste sich daher an der Tatsache orientieren, dass an allen
bisher bei Vertebraten beschriebenen Insulator-Elementen das Zinkfingerprotein CTCF
uber seine DNA-Bindung beteiligt ist (Bell et al., 1999). Bisher wurde nur eine einzige
Ausnahme von dieser Regel bei einem Insulator im Bereich des Peg 3-Gens der Maus
beschrieben. Hier ist es dem evolutiondr ebenfalls hochkonservierten
Transkriptionsfaktor YY1 in Abhédngigkeit von dem Methylierungszustand seiner
Bindungsstelle nur moglich an das paternale, unmethylierte Allel zu binden. Die
maternale, methylierte Bindungsstelle verhindert jedoch die Bindung von YY1 (Kim et
al., 2003). Eine computergestitzte Suche nach dem Vorliegen einer YY1-
Konsensussequenz (5 GGCGCCATCTT 3°) (Kim et al., 2003) innerhalb von HSS-4,
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-5 und -6 ergab hier jedoch keinerlei Sequenzhomologien. Als Werkzeuge fur die Suche
nach solch einem Insulator standen somit nur experimentelle Nachweismethoden zur
Verfligung. So konnte man in vivo die bekannten Eigenschaften von CTCF als
,enhancer blocker oder Vermittler einer Insulator-Funktion ausnutzen und
untersuchen, ob HSS-4, -5 oder -6 in der Lage sind solche Eigenschaften zu vermitteln.
Dies allein lieRe aber nur einen indirekten Rickschluss zu, da selbst ein Nachweis
solcher Eigenschaften der HSS nicht beweisen koénnte, dass tatsdchlich CTCF
urséchlich daran beteiligt ist. Zudem verhindert die fur menschliche B-Zellen
charakteristische extrem niedrige Transfektions-Effizienz eine experimentelle
Untersuchung in B-Zellen. In vitro kann mit Gelretardierungsassays (EMSA) eine
CTCF-DNA-Bindung nachgewiesen werden (Pugacheva et al., 2005; Hellman and
Fried, 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Herangehensweise zur Suche nach
CTS gewdhlt, da der genomische Bereich in dem gesucht werden sollte, bereits klar
definiert war: aufgrund der Chromatinstruktur war der Arbeitsgruppe bereits bekannt,
welche Regionen wahrscheinlich regulatorische Funktionen haben (HSS-4 bis -6).
Dabei handelt es sich um drei genomische Abschnitte, die sich mit einer GréRe von 339
bp, 472 bp und 610 bp bereits am unteren Auflosungsvermdgen der Chromatin-
Immunprazipitations Methode befinden. Chromatin-Immunoprézipitation (Chlp) oder
die Kombination dieser Methode mit DNA-Microarrays (Chlp-on-chip) stellen
Maoglichkeiten dar, allerdings in vivo, DNA-Protein Bindungen nachzuweisen (Pillai
and Chellappan, 2009; Kim and Ren, 2006). Das Prinzip dieser Methoden besteht darin,
an die DNA gebundene Proteine an dem Ort ihrer Bindung zuerst mit Hilfe von
Formaldehyd zu fixieren. Im Anschluss kann das Chromatin in Bruchstiicke von einigen
hundert Basenpaaren zerlegt und die Bruchsticke mit Hilfe eines geeigneten
Antikorpers immunprézipitiert werden. In der Regel belduft sich das maximal
erreichbare ,,Auflosungsvermdgen® dieses experimentellen Ansatzes auf circa 200 bp.
Diese Methode eignet sich somit vor allem zum Absuchen groRer DNA-Bereiche oder
gar des gesamten Genoms einer Spezies. Abschnitte auf denen sich eine oder mehrere
CTS befinden, lassen sich dann nachfolgend amplifizieren und sequenzieren. Eine
Weiterentwicklung der Chlp-Versuche stellen Chlp-on-Chip-Versuche dar (siehe Abb.
29). Dabei werden die immunprazipitierten DNA-Fragmente zuerst von

formaldehydfixierten Proteinen befreit. AnschlieBend erfolgt eine Ligierung der DNA-
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Enden mit Linker-DNA, was es ermdoglicht, diese immunprézipitierten DNA-Fragmente
unter Verwendung eines universellen Oligonukleotidprimers zu amplifizieren. Nun ist
es moglich diese PCR-Fragmente mit einer Fluoreszenz, beispielsweise Cy-3 oder Cy-5,
zu markieren. Die aufgereinigte und in Einzelstrange denaturierte, markierte DNA wird
nun zu DNA-Mikroarrays gegeben. Dabei handelt es sich um eine Plattform, einen
,Chip®“, auf dem sich DNA-Abschnitte oder das gesamte Genom einer Spezies in
einzelstrangiger, fragmentierter Form fixiert befinden. Dies erlaubt es der markierten
einzelstrangigen DNA zu einem Doppelstrang an einem bestimmten Ort auf dem Chip
komplementéar zu hybridisieren. Die Identifikation des Ortes der komplementéren
Anlagerung ist danach durch die zuvor erfolgte Fluoreszenzmarkierung moglich. Den
letzten Schritt stellt letztendlich die statistische Auswertung der potentiellen

Bindungsstellen dar.

matrix

<=, genomic DNA . m antibody
0 _—= N —
cross-link # ‘ 1P
and shear

ChlP-on-chip wet-lab portion of the workflow

&
] purify,
amplify,

Q’ and label

fluorescence tag

hybridization
. Jdo

%

Abb. 29: Chlp-on-chip

In einem ersten Schritt werden alle Proteine an ihren DNA-Bindungsstellen mit Hilfe von Formaldehyd
fixiert. In einem zweiten Schritt wird die DNA mechanisch in doppelstrangige DNA-Bruchstiicke
gespalten. Mit Hilfe von an eine Matrix fixierten Antikdrpern lassen sich nun die DNA-Fragmente
anreichern, an die das zu untersuchende Protein (POl = protein-of-interest) gebunden hat. An
Aufreinigungs-, Denaturierungs- und Amplifizierungsschritte schlief3t sich die Fluoreszenzmarkierung der
einzelstrangigen DNA-Fragmente an. Diese Fragmente lagern sich nun mit einzelstrangiger DNA, welche
den gesamten genomisch interessanten Bereich widerspiegelen sollte und auf einem DNA-Microarray
fixiert wurde, wieder zu einem Doppelstrang zusammen. Wo die Hybridisierungen stattfinden, lasst sich
durch die Fluoreszenzmarkierung sichtbar machen. Darstellung dankbar tbernommen von Thomas
Hentrich.
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4.1.1 Kritische Auseinandersetzung mit alternativen methodischen Ansétzen zur
Validierung von CTCF-Bindungsstellen

Mit Chlp und Chip-on-Chip Experimenten lassen sich relativ schnell groRe
Datenmengen Uber die Bindungsstellen eines bestimmten Protein in vivo durch das
Absuchen von relativ groRen DNA-Abschnitten oder auch des gesamten Genoms einer
Spezies rekrutieren. Fir das Auflosungsvermdégen der Chromatin-Immunprézipitation
stellt die in den meisten Laboratorien verwendete Sonifikation den limitierenden Faktor
dar, da die DNA aktuell in minimal 200 bp groRe DNA-Fragmente aufzutrennen und
dementsprechend zu prézipitieren ist.

Eine Aussage uber die Sequenz einer Bindungsstelle ist nicht moglich. Aufgrund des
geringen Auflosungsvermoégens von einigen Hundert Basenpaaren bei den Chlp und
Chlp-on-chip Experimenten, missen sich flir jede genauere Charakterisierung einer
CTS in vitro weitere Versuche anschlieBen: beispielsweise DNA-Protein Assays oder
Supershift Assays.

Einen kritischen Punkt stellen sicherlich die enormen Kosten dar, die durch
Durchfiihrung und vor allem die Wiederholung der DNA-Mikroarray-Versuche
verursacht werden. Eine deutlich kostenginstigere und schnellere Methode stellt die
Software unterstiitzte Suche nach CTS dar. Seit Charakterisierung der ersten entdeckten
CTS bei Drosophila und Vertebraten wurde versucht ein gemeinsames Sequenzmotiv in
den CTCF-Bindungsstellen zu finden. Dies wirde es ermdglichen, eine
Konsensussequenz zu definieren, welche die Suche nach CTS deutlich erleichtern
konnte. Bereits 2000 konnten Bell and Felsenfeld zeigen, dass gewisse
Sequenzhomologien bei CTS evolutionédr konserviert werden (Bell and Felsenfeld,
2000). Allerdings unterscheidet sich die von lhnen daraufhin vorgeschlagene
Konsensussequenz tatsachlich deutlich von derjenigen, die Ren und Kollegen sieben
Jahre spéter postulierten (Kim et al., 2007). Ihnen war es méglich mit Hilfe von Chlp-
on-chip Versuchen und den damit gewonnenen Datenmengen iber CTCF-
Bindungsstellen eine 20-mer Konsensussequenz zu formulieren, die sich in 6 von 20
Nukleotidpositionen von der von Bell formulierten Bindungssequenz unterscheidet
(siehe Seite 74, Abb. 21). Allerdings werden auch mit Hilfe dieser Konsensussequenz
~20% der in vivo CTCF Bindungsstellen tbersehen. Insgesamt konnten durch diesen
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Versuchsansatz 13.804 CTS in vivo in humanen Fibroblastenzellen identifiziert werden
(Kim et al., 2007).

Davon befinden sich finf in einem 150 kb umfassende Bereich flussabwérts des
Gensegments C,7. Zwei von diesen funf CTS stimmen mit den beiden von uns
beschriebenen CTS im Bereich von HSS-5 und HSS-6 (berein. Ren und Kollegen
konnten im Bereich zwischen HSS-3 und HSS-4 eine weitere CTS beschreiben.

Alle genannten experimentellen Ansatze helfen lediglich bei der Suche nach CTS. Sie
sagen nichts uber die Funktion der CTS in dem jeweiligen physiologischen Kontext aus,
da die Funktionsweise einer CTS je nach Lokalisation ganz unterschiedlich sein kann.
Letztendlich entscheidend fur die Charakterisierung der Funktion eines potentiellen
Insulator-Kandidaten ist die Durchfiihrung von Versuchen, mit denen die Enhancer-
blockierende Funktion oder der Schutz eines Gens vor Positionseffekten nachgewiesen
werden kann. Dies kann zum Beispiel durch Reporter-Gen Assays oder Colony-forming
assays erfolgen. Erst dadurch lassen sich Aussagen dartber treffen, welche Funktion
einer solchen CTCF-Bindungsstelle tatsachlich zukommt.

Tatsachlich ist die Anzahl der aktuell durch in vitro Versuche verifizierten CTS an der
Gesamtheit der mit Hilfe von Chlp-on-chip Versuchen gesammelten Daten sehr gering
(http://insulatordb.utmem.edu/).

4.2  CTCF — Darstellung der heterogenen Funktionsweise

Die Funktion einer CTS kann sehr heterogen sein. Enhancer-blockierende-Funktion und
Barriere-Funktion scheinen klar zu differenzierende und dynamische Funktionen zu
sein. Klar zu differenzierende Funktion bedeutet, dass einige Insulatoren allein tber
eine Enhancer-blockierende-Funktion verfligen, andere wiederum nur tiber die Barriere-
Funktion (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Nur ein Teil der Insulatoren verfligt tber
beide Funktionen. Fir die Bestimmung dieser beiden unterschiedlichen
Funktionsweisen stehen verschiedene experimentelle Ansatze zur Verfligung (siehe
4.1). Dynamisch in diesem Zusammenhang bedeutet, dass die Enhancer blockierende
Insulator-Funktion keine starre Funktion darstellen muss, sondern durch dulere
Einflisse modulierbar sein kann. Einen solch modulatorischen Einfluss stellt
beispielsweise die Methylierung von CTCF-Bindungsstellen dar (Kanduri et al., 2002;
Holmgren et al., 2001; Hark et al., 2000; Kanduri et al., 2000; Kim et al., 2003).
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Ein  klassisches Beispiel fur die vom Methylierungszustand abhangige
Bindungsfahigkeit an eine bestimmte Region stellt die ICR (imprinting control region)
des Igf2/H19-Locus dar (Hark et al., 2000). In diesem Bereich zwischen den beiden
Genen befinden sich einige CTCF-Bindungsstellen. Im maternal vererbten Allel liegen
die CpG-Inseln unmethyliert vor, was CTCF eine Bindung ermdglicht und damit die
Etablierung der Insulator-Funktion erlaubt. Im paternal vererbten Allel kann CTCF an
die methylierten CpG-Inseln jedoch nicht binden. Dies ermdglicht die Expression allein
des paternalen Allels von 1gf2 (Bell and Felsenfeld, 2000). Zum einen handelt es sich
bei diesem Vorgang um ein Beispiel fur genomisches Imprinting, was bedeutet dass die
Expression eines Gens davon abhédngt, ob das Allel maternal oder paternal vererbt
wurde. Zum anderen handelt es sich um das erste beschriebene Beispiel der
regulatorischen Beeinflussung eines Insulator/Boundary Elementes im Genom von
Vertebraten.

Die regulatorische Beeinflussung von Insulatoren kann Uber spezifische
Interaktionspartner erfolgen. Einen davon stellt das Protein Kaiso dar. Hierbei handelt
es sich um einen Transkriptionsfaktor, der Uber seine POZ-Doméne mit dem C-
Terminus von CTCF interagiert. Gilson und Kollegen konnten in unmittelbarer
Nachbarschaft zu der CTCF-Bindungsstelle im Bereich des 5’HS4 B-Globin Insulator
eine Bindungsstelle fur dieses Protein entdecken und zeigen, dass Kaiso die Enhancer-
blockierende-Funktion des Insulator-Elementes negativ beeinflusst (Defossez et al.,
2005). Eine weitere Mdoglichkeit der Beeinflussung der Enhancer-blockierenden-
Funktion besteht Uber die héufig angetroffene unmittelbare Nachbarschaft von
Schilddriisenhormonrezeptor (TR) und CTS (Lutz et al., 2003; Lutz et al., 2000; Burke
et al., 2002). Man spricht in diesem Zusammenhang auch von einer hormonsensitiven
Enhancer-Blockade. Der Schilddrisenhormonrezeptor bindet als Transkriptionsfaktor
entweder als Monomer oder Dimer im Promotorbereich einiger Gene an sogenannte
Thyroid hormone response elements (TRE). Diese Bindung erfolgt hdufig zusammen
mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR), einem weiteren Mitglied dieser Kern-Hormon
Rezeptorfamilie. Die TRE’s wiederum lassen sich in negative und positive Elemente
einteilen. Die Abwesenheit des Rezeptor-Bindungspartners, also beispielsweise des
Schilddrisenhormons T3, fuhrt zu einer verminderten Expression eines Gens, dessen

Promotor eine solche positive TRE enthélt. Zugabe von Schilddrisenhormon fiihrt
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jedoch zur Wirkungsumkehr und Expressionszunahme des Gens (Baniahmad et al.,
1990). Eine unmittelbare Nachbarschaft von CTCF-Bindungsstelle und TRE finden sich
auch im Bereich der humanen c-myc Gene und des Lysozymgens beim Huhn
(Lobanenkov et al., 1990; Baniahmad et al., 1990). Die Arbeitsgruppe Renkawitz
konnte in beiden Fallen zeigen, dass die Enhancer-blockierende-Funktion der dort
vorhandenen Insulatoren durch An- und Abwesenheit der TRE-Liganden modulierbar
ist. So fiihrt in beiden Fallen die Zugabe von T3 zu einer synergistischen Aktivierung,
die Abwesenheit jedoch zu einer Repression des Zielgens. Zusétzlich wird der Verlust
der Enhancer-blockierenden-Funktion durch die Schilddriisenhormongabe von einem
Anstieg des Acetylierungslevel des Histon H4 im Bereich von CTS, Promotor und
Enhancer begleitet (Lutz et al., 2003).

Klassisches Beispiel fiir eine konstitutive Insulator/Boundary Region, die zugleich tber
Enhancer-blockierende Funktion wie auch ber Barriere-Funktion verfugt, stellt die 5°
HS4-Grenze des B-Globin-Locus des Huhns dar (siehe Abb. 30). Dabei handelt es sich
um den ersten bei Vertebraten beschriebenen Insulator (Chung et al., 1993; Chung et al.,
1997).

HSA

FR

Condensed
chromatin

Abb. 30: Schematische Darstellung des p-Globin-Locus des Huhns

B-Globin-Gencluster (schwarze Késten) und LCR (drei kleine blaue Ovale) werden durch zwei Insulator-
Elemente flankiert (5’HS4und 3’HSI1, vertikale graue Pfeile). Das B-Globin-Enhancer-Element (grof3es
blaues Oval) befindet sich innerhalb des B-Globin-Genclusters. Flussaufwarts befinden sich kondensierte
Chromatinbereiche. Flussabwaérts die OR. Darstellung Gbernommen aus (Valenzuela and Kamakaka,
2006).

Bei dem B-Globin-Locus des Huhns werden das B-Globin-Gencluster und die Locus
control region (LCR) nach 5° und nach 3¢ jeweils von einem Insulator-Element

flankiert. AuRerhalb dieser Insulator-Elemente befindet sich flussaufwarts kondensiertes
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Chromatin und flussabwaérts die chicken olfactory receptor genes (OR). Dabei schitzt
die bereits angesprochene 5’HS4 zum einen auBlerhalb gelegene Gene vor den
Einflissen des B-Globin-Enhancer-Elementes, zum anderen die B-Globin-Gene vor
einer unkontrollierten Ausdehnung kondensierter Chromatinbereiche. Das 3° gelegene
Insulator-Element schutzt die flussabwarts gelegenen unabhéngig regulierten ORs vor
den Einflissen des B-Globin-Enhancers, verfugt jedoch tber keine Barriere-Funktion
(Gaszner and Felsenfeld, 2006). Dass der Funktionsweise von CTCF im menschlichen
Genom eine viel ubergreifendere Rolle zukommen konnte als bisher angenommen,
zeigten nun Corces und Philips in einem Ubersichtsartikel (Phillips and Corces, 2009).
Ihre Datenanalyse unterstiitzt die Vermutung, dass CTCF bei der Organisation der
gesamten chromosomalen Architektur einer Zelle tber inter- und intrachromosomale
Kontakte als Hauptakteur beteiligt sein kénnte. CTCF wirde ihrer Ansicht nach eine
vererbbare Schlusselfunktion in einem epigenetischen System darstellen und hier die
verschiedenen komplexen Interaktionen die (ber DNA-Methylierungsmuster,
Chromatinstruktur und entwicklungsphasenabhangige Genexpression beeinflusst

werden, steuern (Phillips and Corces, 2009).

4.3  Flussabwarts von HSS-4, -5 und -6 identifizierte Gene

Im Verlauf der Arbeit an dem Genomprojekt des Menschen wurde auch die genomische
Sequenz des humanen Chromosom 22 entschliisselt (Dunham et al., 1999; Venter et al.,
2001; Lander et al., 2001). Mit der Kenntnis der gesamten genomischen DNA Sequenz
war es nun moglich, bis dato unbekannte Gene zu identifizieren. Mit Programmen wie
GRAIL (Uberbacher and Mural, 1991) und GENSCAN (http://CCR-
081.mit.edu/GENSCAN.html) lassen sich potentielle Exons in der nun bekannten DNA-
Sequenz aufspiren. So lieRen sich auch in unmittelbarer Nachbarschaft des IgA-Locus
flussabwérts in einem Bereich von ca. 150 kb drei Gene identifizieren: GNAZ, RTDR1

und ein putatives Gen fiir einen Na*-Glucose Cotransporter (siehe Abb.31).
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Abb. 31: Die Gene flussabwérts von HSS-4,-5 und -6

Dargestellt ist ein circa 150 kb umfassende Bereich flussabwarts des Gensegment C,7. Zu erkennen sind
als rote Késtchen tber der Basislinie die HSS 1-6. Bei den nachfolgenden vertikalen Késtchen handelt es
sich um die Exons der bezeichneten Gene. Gelb eingezeichnet sind die Exons des Na*-Glucose
Cotransporters, blau die Exons des RTDR1-Gens und als rot die drei Exons des GNAZ-Gens. Die
schwarzen Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung der zugehorigen Gene. Die fiinf gelben
Kaéstchen beschreiben die Lokalisation der in diesem DNA-Bereich von Ren und Kollegen mit Hilfe von
Chlp-on-chip Experimenten identifizierten CTCF-Binding sites (CTS) (Kim et al., 2007).

Bei dem ersten flussabwarts gelegenen Gen, bestehend aus 6 Exons, handelt es sich
DNA-Sequenzvergleichen zufolge wahrscheinlich um ein Gen fiir einen Na*-Glucose
Cotransporter. Die Expression dieses Gens konnte bisher jedoch in keinem Zelltyp
nachgewiesen werden, weshalb man von einem putativen Gen sprechen sollte. Die
Startposition des codierenden Bereichs dieses putativen Gens befindet sich 61.8 kb
flussabwarts von C,7. In Relation zu den DNase | hypersensitiven Bereichen befindet es
sich somit 24.6 kb flussabwarts von HSS-6 und 48.4 kb entfernt von HSS-3, dem IgA-
Enhancer. Weiter flussabwarts auf dem Gegenstrang und dort einen Bereich von 81.5 kb
genomischer Sequenz umfassend, finden sich sieben weitere Exons (Zhou et al., 2000).
Sie gehdren zu einem Gen, welches die Bezeichnung RTDR1 tragt. Aufgrund der
Entdeckung, dass in Rhabdomyosarkomzellen Deletionen in diesem Bereich gehduft
auftreten (Biegel et al., 1996), erfolgte die Bezeichnung dieses Genes als rhabdoid
tumor deletion region 1. Mutationen der Aminoséuresequenz dieses Gens liel3en sich

bei rhabdoiden Tumoren nicht nachweisen, allerdings scheinen Polymorphismen zu
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existieren, die ein familiar gehduftes Auftreten bestimmter Tumorentitaten erkldren
kdnnten (Zhou et al., 2000).

Durch Analyse der cDNA konnte gezeigt werden, dass die Exons fir ein 348
Aminosduren grof3es Protein codieren (Zhou et al., 2000). Es hatte demnach eine
abschatzbare ungeféahre Grolie von ~38 kDa. Sequenzhomologievergleiche zeigen, dass
eingeschrankte (27%) Homologien nur zu einem bekannten Gen, dem VAC8 Gen der
Hefe, bestehen (Wang et al., 1998). Bei der Hefe ist dieses Protein fiir den Transport
einer Aminopeptidase vom Zytoplasma in bestimmte Vakuolen verantwortlich. Die
Bedeutung dieses Proteins fiir den Menschen liegt jedoch im Unklaren. Exon 7 befindet
sich 136.8 kb 3° von C,7 und somit 123.4 kb vom Ig\-Enhancer entfernt.

Bei dem dritten flussabwarts des Igih-Locus entdeckten Gen handelt es sich um GNAZ
(quanine nucleotide binding protein (G Protein), alpha z polypeptide). Dieses Gen
codiert fur die o Untereinheit (Gxa) einer Subfamilie der G-Proteine, die gegentber
Pertussis Toxinen unempfindlich ist (Matsuoka et al., 1990). G-Proteine stellen eine
Gruppe unterschiedlicher GTP-bindender Proteine dar, die aus jeweils drei
Untereinheiten bestehen: der o, p und y Untereinheit. Die a Untereinheit enthalt dabei
die Guanin-Nukleotid-Bindungsstelle und ist spezifisch fir die jeweilige G-Protein
Subfamilie. Dahingehend sind B und y Untereinheit innerhalb der G-Protein
Subfamilien relativ austauschbar. G-Proteine sind beispielsweise an zahlreichen
Prozessen der transmembrandsen Signaltransduktion beteiligt. Die G-Protein
Subfamilie, von der GNAZ die a Untereinheit darstellt, wird in Gehirn und Retina
exprimiert und spielt eine kritische Rolle bei der lonenverteilung von Perilymphe und
Endolymphe im Innenohr (Magovcevic et al., 1995). Das Gen besteht aus drei Exons
und zwei Introns und umfal3t einen Bereich von circa 60 kb. Wie aus der Abbildung zu
entnehmen, befindet sich das Gen auf dem gegenléufigen Strang und in gegenlaufiger
Orientierung wie RTDRI1, allerdings in etwa gleicher Entfernung zu dem Igi-Locus.
Der Beginn von Exon 1 befindet sich 147.2 kb flussabwarts von C,7 und 133.9 kb
entfernt von der HSS-3. Die Darstellung der flussabwarts von HSS-4 bis -6 gelegenen
Gene und der ihnen nach aktuellem Wissenstand zuzuweisenden Funktionen zeigt, dass

hier sicherlich keinerlei Co-Expression mit den IgA-Genen moglich ist.
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4.4  Bekannte Funktionen von HSS -4 bis -6

Frau S. Svoboda versuchte im Rahmen ihrer Diplomarbeit (Svoboda, 1999) am Adolf-
Butenandt-Institut die Funktion dieser drei DNase | hypersensitiven Bereiche HSS-4,

-5, -6 naher zu charakterisieren. Dazu fiihrte sie Klonierungen und transiente
Transfektionsversuche  durch, bei denen die  Aktivitat  verschiedener
Reportergenkonstrukte gemessen wurde. Als Reportergen diente das Luciferase-Gen
von Photinus pyralis. Mit diesen Versuchen konnte weder fir HSS-4, -5 oder -6 eine
Promotortatigkeit nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung der Enhancer/Silencer
Funktion wurden die HSS-4, -5 und -6 einzeln und in verschiedenen Kombinationen in
Vektoren kloniert, die entweder tber einen B-zellspezifischen Enhancer bzw. (ber den
ubiquitaren SV40-Promotor verfugten. Es konnte gezeigt werden, dass keine dieser
HSS’s in diesem Fall einen Einfluss auf die Expression des Reportergens hat (Svoboda,
1999). Die HSS wurden wie folgt kloniert: in beiden Orientierungen und in allen
moglichen Kombinationen gemal ihrer natirlichen Orientierung und Reihenfolge. Alle
diese Konstrukte zeigten eine Expressionserniedrigung des Reportergens. Noch
eindrucksvoller war die Expressionserniedrigung, wenn in die Konstrukte mit B-
Zellspezifischem Promotor bzw. SV40 Promotor und jeweils HSS-4,-5 und -6 in
Originalorientierung zusétzlich die als Enhancer bekannte HSS-3 kloniert wurde. Diese
Konstrukte mit allen vier HSS zeigten eine Expressionserniedrigung der Luciferase auf
ein Drittel des Ausgangswertes, der mit Plasmiden erreicht wurden, die nur das
Enhancer Element HSS-3 enthielten. Entsprechend dieser Versuchsergebnisse kénnte
man annehmen, dass es sich bei HSS-4, -5 und -6 um ein Silencer Element handelt.
Deren Vorhandensein in der B-Zelle in einer solchen Lokalisation als negativer
Regulator der stattfindenden massiven Expression von Antikdrpern ware durchaus zu
erwarten. Zumal beim Huhn Silencer Elemente beschrieben wurden, die an der
negativen Kontrolle des Igh-Locus beteiligt sind (Lauster et al., 1993).

Einen anderen Erkl&rungsversuch fiir diese Expressionserniedrigung wirde auch die
Tatsache liefern, dass sich im Bereich der HSS-4 bis -6 Insulator/Boundary Elemente

befinden.
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4.5 Die Funktion eines Insulator-Elementes im Kontext von HSS-4, -5 und -6

Im Aufbau des B-Globin-Locus des Huhns und des Igh-Locus sind einige Parallelen zu
erkennen. Bei beiden Loci befinden sich an der Grenze eines Genclusters CTCF-
Bindungsstellen. Im Falle des p-Globin-Locus schiitzt ein sich dort befindendes
Insulator/Boundary- Element im Bereich der HS4 benachbarte Gene vor dem B-Globin
Enhancer und bewahrt zugleich das B-Globin-Gencluster vor einer Ausdehnung des
kondensierten Verpackungszustandes seiner Umgebung (siehe Abb. 30). Im 3° Bereich
befindet(n) sich die CTCF Bindungsstelle(n) zwischen dem B-Globin-Enhancer und den
CORs, beziehungsweise zwischen IgAh-Enhancer und drei weiteren Genen. Bei den
COR’s des B-Globin-Locus handelt es sich um Gene fir einen Geruchsrezeptor, im
Falle des Igh-Locus um die Gene: GNAZ, RTDR1 und einem putativen Gen fir einen
Na'-Glucose Cotransporter. In beiden Fallen werden diese Gene sicherlich unabhingig
reguliert und vor den Einflissen eines jeweils 5° gelegenen Enhancers geschiitzt.

Bei dem gesamten flussabwaérts der C,7-Gene des IgAh-Locus gelegenen Bereich findet
sich eine Uber Speziesgrenzen hinaus weitestgehend konservierte DNA-Sequenz. So
fand eine nahezu exakte Konservierung der Konstellation von IgA-Gensegmenten,
DNase | hypersensitiven Bereichen und weiter flussabwaérts gelegenen Genen RTDR1
und GNAZ bei Mensch, Alt- und Neuweltaffen bis hin zum Haushund statt (H.-G.
Klobeck, persdnliche Mitteilung). Diese Konservierung spricht zusétzlich daftr, dass es
sich hierbei sicherlich nicht um eine zuféllige Anordnung regulatorischer DNA-
Elemente und Gene handelt.

Wie dieser Schutz beim B-Globin Locus erfolgt, konnte in Reportergen Assays gezeigt
werden. Bei dem IgA-Locus war dies bisher unklar. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
zwei  CTCF-Bindungsstellen  entdeckt ~ werden.  Eine  mit  Hilfe  von
Gelretardierungsassays im Bereich der HSS-6 und eine uber
Sequenzhomologievergleiche im Bereich der HSS-5. So l&sst sich auch in diesem
Bereich zwischen Igh-Enhancer und anderen Genen ein Insulator/Boundary-Element
postulieren (siehe Abb. 32). Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die Ergebnisse von
Ren und Kollegen. Sie konnten mit Hilfe von Chlp-on-chip und computergestitzten
Analysen zeigen, dass sich in vivo im Bereich von HSS-5 und-6 zwei CTCF-
Bindungsstellen befinden (Kim et al., 2007) (siehe Abb. 31). Naturlich ist der Nachweis

einer CTCF-Bindungsstelle nicht unmittelbar mit einer bestimmten Funktion verkniipft.
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Similar to Na+Glucose Cotransporter G protein alpha z polypeptide

50 kb

HSS-1/B| HSS-3 HSS-4| HSS-6
HSS-2 HS5.5

|

Insulator/Boundary

Abb. 32: Darstellung der mdglichen Funktionsweise eines Insulator/Boundary-Elementes im 3’
Bereich des Igh-Locus

Dargestellt sind die regulatorischen Elemente und Gene in dem Bereich flussabwarts zwischen der J-C,
Region (horizontaler roter Pfeil) und zwei weiteren Genen (ebenfalls zwei horizontale rote Pfeile).

Die regulatorischen Einfliisse des Igh-Enhancers auf seine Umgebung sind ebenfalls durch Pfeile
dargestellt. Der Abschirmung flussabwirts gelegenen Gene (roter Balken) vor den Einfliissen des Igh-

Enhancers (blaue Pfeile) wurde ebenfalls stilisiert dargestellt.

Um zu zeigen, dass CTCF in diesem Bereich die weiter flussabwaérts gelegenen Gene
vor den Einfliissen des Igh-Enhancers schiitzt, wéare es mdglich, die als CTCF-
Bindungsstellen identifizierten Teilbereiche der HSS-5 und -6 in Reportergen Assays
auf ihre Funktion hin zu (berprifen. In einem geeigneten experimentellen Ansatz
konnte beispielsweise der Einfluss dieser CTS auf ein Reportergen und dessen
Abschirmung gegen die Einflusse eines Enhancer tberprift werden. Die Durchfihrung
dieser Versuche ist bereits fir nachfolgende Arbeiten in der Arbeitsgruppe H.-G.
Klobeck geplant.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Arbeitsgruppe H.G. Klobeck beschéftigt sich seit Jahren mit dem Igh-Locus des
Menschen und dessen regulatorischer Kontrolle. Dieser Locus befindet sich beim
Menschen auf dem langen Arm des Chromosoms 22. Flussabwaérts der J-C,-Elemente
finden sich mehrere DNase | hypersensitive Bereiche (HSS's). Diese wurden in der
Reihenfolge ihres Auftretens nummerisch von 5° nach 3° fortlaufend als HSS 1 bis 6
benannt (Asenbauer and Klobeck, 1996). Dabei stellt die in diesem Bereich gelegene
DNase | HSS-3 einen mit HSS-2 und HSS-1 auf die Immunglobulingene synergistisch
wirkenden Enhancer dar (Asenbauer et al., 1999), der eine Einschrankung seiner
Wirkung auf die unabhéngig exprimierten flussabwarts gelegenen Gene erfahren muss.
Eine solche ,,Enhancer blockierende Funktion“ wirde(n) ein Insulator/Boundary
Element(e) Ubernehmen (Burgess-Beusse et al., 2002; Felsenfeld et al., 2004) (siehe
Abb. 32). Nach aktuellem Wissensstand miussten dann innerhalb der regulatorischen
Elemente auch CTCF-Bindungsstellen (CTS) nachweisbar sein (Bell et al., 1999;
Phillips and Corces, 2009). Die Suche nach solchen CTCF-Bindungsstellen war
Ausgangspunkt dieser Arbeit.

In vorherigen Arbeiten war es zwar bereits gelungen, eine Eingrenzung der
Funktionsweise von HSS-4, -5 und -6 vorzunehmen, im Detail blieb die genaue
Funktion jedoch im Unklaren (Svoboda, 1999; Krailler, 2002). Erst im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gelang es mit Hilfe von EMSA und Supershift Assays in vitro
tatsdchlich innerhalb eines 72 bp groRBen Teilbereichs der HSS-6 eine CTCF-
Bindungsstellen zu identifizieren. Sequenzhomologievergleiche dieser CTS mit der
bekannten DNA-Sequenz von HSS-4 und -5 lieferten Hinweise auf eine weitere CTCF-
Bindungsstelle im Bereich der HSS-5. Diese Ergebnisse stimmten mit denen von einer
anderen Arbeitsgruppe mit Hilfe von Chlp-on-chip gesammelten Daten weitestgehend
uberein (Kim et al., 2007). Eine Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit lasst die
Aussage zu, das Insulator/Boundary Elemente im Bereich der HSS-5 und HSS-6 die
weiter flussabwaérts gelegenen Genen vor den inadéquaten Einfliissen des IgA-Enhancer
schutzen und dass es sich bei diesen beiden CTS um die neu zu definierende

tatsachliche 3* Grenze des Igh-Locus handelt.
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