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l. Einleitung —

[. Einleitung

1. Grundlagen der Arbeit

Dass verschiedene Zelltypen innerhalb eines Orgarss unterschiedliche Aufgaben
ausfuhren konnen, liegt daran, dass einzelne Gearabhdngig voneinander an- oder
abgeschaltet sein kbnnen oder werden, je nachfiglediese Zelltyp notigen, Erfordernissen.
Die Regulierung des An- oder Abschaltens, der gBgnexpression, ist ein komplexer
Prozess, der auf mehreren verschiedenen Ebenergtedmd ist Gegenstand der
Untersuchungen dieser Arbeit.

Die Genexpression erfolgt im Wesentlichen auf de¥schiedenen Ebenen (van Driel et al.
2003):

(1) Auf der Ebene der Einzelgene
(2) Auf der Ebene des Chromatins
(3) Auf der Ebene des Zellkerns

In der vorliegenden Arbeit geht es speziell um dbiiten Punkt, die Positionierung
verschiedener DNA- Bereiche im Zellkern, und zwardellkern verschiedener Zelltypen aus
Blut, wobei sowohl normale Zelltypen als auch madigBlutkrebszelllinien, die zum Teil
Vorlauferstufen darstellen und sich zu reiferen Itgpén differenzieren lassen, mit
Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH) und Imrfluareszenzfarbung mit anschliel3ender

Konfokalmikroskopie, untersucht werden.

2. Chromatin

Die DNA ist ein Makromolekul, das in Form einer pathelix (Watson und Crick, 1953) in
der Zelle vorliegt. Fur die Verpackung des, insgasea. 2m langen DNA-Fadens in den nur
ca. 10um groRen Zellkern ist allerdings eine Kontipakng notig (Igo-Memenes et al., 1982,
Kornberg 1977), die durch die Windung des DNA-Maiskum Histon-Proteine erreicht
wird. Die Einheit von DNA und Histonen wird als ©hmatin bezeichnet (Lodish, 2001,
Alberts, 2005). Der Begriff Chromatin wurde 1880nvdem Zellbiologen W. Flemming
eingefuhrt und sollte urspriinglich das Farbeveemalles Zellkerns beschreiben (chromos,

griechisch fur Farbe).
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l. Einleitung —

Basierend auf mikroskopischen Betrachtungen von ébew beschrieb Emil Heitz (1892-
1965) bereits 1928 das Phanomen, dass wahrendntpHase nicht alle Chromosomen
vollstandig dekondensieren und nannte diese Strektileterochromatin. Er schloss ferner
daraus, dass zwei Gruppen von Chromatin existiarehgab den Chromatinbereichen die
wahrend der Telophase zu verschwinden scheinenNaemen Euchromatin (Heitz, 1928:
Das Heterochromatin der Moose). Nur wenige Jahiéespbeschrieb Hans Muller das
Phénomen des ,Position effect variegation” in Dpisla, was bedeutet, dass stillgelegte
Gene in der Nahe des Heterochromatins zu findesh (8ftuller et al. 1930). Knapp 40 Jahre
spater wurde von Brown der Begriff ,fakultatives tei®chromatin“ gepragt (Brown et al.
1966), womit gemeint ist, dass alle Chromatinbéeizu fakultativem Heterochromatin
verpackt werden kénnen.

Nach heute geltender Anschauung bezeichnet man @leomatinbereiche als
Heterochromatin, die auch im dekondensiertem Zdstder Chromosomen gut farbbar
bleiben. In Saugetierzellen erscheint das Heteosohtin demnach dunkler und ist oft mit der
Kernhtille assoziiert (Lodish, 2001; Alberts, 2005).

Es konnen zwei Heterochromatinformen unterschiedeerden. Das konstitutive
Heterochromatin ist im Bereich der Zentromere Iskatt. Es besteht aus kurzen
Wiederholungssequenzen die keine Proteine kodiéBemm fakultativen Heterochromatin
handelt es sich u.a. um das inaktivierte X-Chromoso weiblichen Zellen, das sog. Barr-
Korperchen. Das fakultative Heterochromatin declds dWeiteren die Bereiche des
Zellgenoms ab, die nach erfolgter Zelldifferenzreyufir die Funktion der differenzierten
Zelle nicht mehr erforderlich sind. Mehrere Autorgehen davon aus, dass es sich beim
Heterochromatin um transkriptionell inaktive Chrdimbereiche handelt, die repetitive DNA-
Elemente im Genom stabilisieren indem sie die Rdkpation zwischen homologen
Bereichen unterdriicken (Grewal et al., 1997; Guar€000).

Das im Gegensatz zum Heterochromatin genreiche rBotin stellt dank seiner offenen
Konfiguration den Grol3teil der trankskriptionelltizlen Bereiche des Genoms dar (Lodish,
2001; Alberts, 2005).

Einige Eigenschaften der drei Formen des Chromatiasden in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:
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l. Einleitung —

_ Fakultatives Konstitutives
Euchromatin _ _
Heterochromatin Herterochromatin

Kompaktierung Dekondensiert Kondensiert Stark kondensiert
Replikationszeitpunkt | Frih Mittel Spat
Bandenzugehdrigkeit | R-Banden G-Banden Dunkle G-Banden
Basengehalt GC-reich AT-reich AT-reich
Gendichte Genreich Genarm Sehr genarm
Charakteristische Repetitive

SINEs LINEs
Sequenzen Sequenzen

Tabelle 1.1.: Eigenschaften von Chromatin

In den letzten Jahren hat die Erforschung der oineidsionalen Anordnung von Chromatin
innerhalb des Zellkerns enorm an Bedeutung gewqnieezunehmend davon ausgegangen
werden kann, dass die raumliche Positionierungetiez Sequenzen nicht zufallig ist und mit
der epigenetischen Regulierung zusammenhangt (vehdd al. 2003).

3. DNA-Kompaktierung und Zellkernarchitektur

Um die Verpackung der DNA in den Zellkern zu erncéiggn, wird das DNA Molekll um
Histon-Proteine gewunden. 146 bp der DNA sind daimeiein Histon-Ocatmer, bestehend
aus jeweils 2 H2a, H2b, H3 und H4 Proteinen, gelganund werden von Histon H1l
stabilisiert (Simpson et al. 1978). So entsteh¢ Struktur, die als Perlschnur oder ,beads on
a string” bezeichnet wird, und durch elektronenmwskiopische Bilder belegt ist (Olins et al.
1974). Fruheren Vorstellungen zufolge wurde diesdsPhnur-Konformation nochmals in
sich aufgewunden, so dass die 30 nm-Fiber, aucén8iol-Struktur genannt, entsteht. Sie
stellt den nachsten Schritt in Richtung der Komgaikhg des genetischen Material zu
Metaphase-Chromosomen dar (s. Abb. 1.1.), wofimdane 250-fache Kompaktierung im
Vergleich zum Chromatin erreicht werden konnte (Bmit et al., 1999; Earnshaw and
Bernat, 1991).
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Diese Form der Kompaktierung der DNA kann jedoch inuvitro beobachtet werden, ist
jedoch elektronenmikroskopisch nicht bewiesen (@rest al. 2011, Markaki et al. 2011).
Mit Hilfe neuer biochemischer Methoden wie Chroma@ionformation Capture (3C, Dekker
et al. 2002, Liebermann-Aiden et al. 2009) und neédi&roskopietechniken Markaki et al.
2012, Rouquette et al. 2010, Strickfaden et al2p0die eine wesentlich héhere Auflosung
der Strukturen zulassen, muss eine andere Forr@NMArKompaktierung, die auch mit dem
~,Chromosome _Territory — Interchromatin Compartmena®odell (CT-IC) zusammenhangt,

postuliert werden. Darauf soll im Folgenden eingegen werden.
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l. Einleitung —

Das Chromatin ist im Interphase-Zellkern in Chroomsnterritorien organisiert (Cremer
1985, Lichter et al. 1988, Pinkel et al. 1988). d#sr 1909 wurde von T. Boveri vermutet,
dass die einzelnen, in der Mitose kondensierten dadhit als einzelne Einheiten
unterscheidbare Chromosomen auch im dekondensigustiand in der Interphase innerhalb
des Zellkerns bestimmte distinkte Bereiche einnehrimglirekte, aber starke Evidenz fur eine
territoriale Anordnung von Chromosomen lieferteroB&chtungen aus in den 70er Jahren
durchgefuhrten Experimenten, bei denen nach Milswhblung kleiner Kernkompartimente
Reparaturprozesse nur an wenigen Chromosomen defolgenden Metaphase erkennbar
waren (Zorn, Cremer, et al., 1976; Zorn, Cremeralgt1979; Stack, Brown, et al., 1977),
sowie Beobachtungen an Giemsa-gefarbten ZellkerBswiesen wurde die territoriale
Organisation durch Hybridisierungstechniken mitetedas einzige menschliche Chromosom
in einer Hamster-Mensch-Hybridzelle als distinkiesrritorium dargestellt werden konnte
(Schardin et al.,, 1985) und wenig spater mittelsSHl durch den Einsatz
chromosomenspezifischer DNA-Sonden (Lichter, et188). In der weiteren Erforschung
des Chromatins entstand das Chromosomenterritdntenchromatin_Kompartment-(CT-
IC)-Modell (Cremer et al, 2001), welches die versdenen Eigenschaften des Chromatins
beschreibt. Nach diesem Modell (s. Abb. 1.2.) badin sich zwischen den CTs das

Interchromatin Kompartment, das man sich wie eimd{system vorstellen kann. Aul3erdem

besagt das Modell folgendes:

Abb. 1.2.: Schematische
Darstellung des CT-IC-
Modells. Die einzelnen
Punkte sind im
nachfolgenden Text
beschrieben.

Cremer et al. 2001
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(a) Die CTs besitzen komplex gefaltete Oberflacters denen grof3e Chromatin-Schleifen
mit mehreren aktiven Genen (rot) in den IC-Raunenakpnnen.

(b) CTs enthalten separate Domanen fir den kueand fur den langen (q) Arm, sowie fur
das Centromer.

(c) Gene, die aktiv transkribiert werden (weil3)dsirom centromerischen Heterochromatin
entfernt. Rucken sie an das Heterochromatin hesetmaarz), fihrt dies zu deren Stilllegung.
CTs besitzen eine unterschiedliche Chromatindi¢dtenkelboraun = hohe Dichte, gelb =
geringe Dichte), wobei das lockere Chromatin elagucdheigt in den IC-Raum zu ragen.

(d) Genarmes, spat replizierendes Chromatin (refintlet sich eher am Kernrand, nahe der
Kernlamina (gelb), sowie an Einstilpungen derselbéer um den Nucleolus (nu) herum,
wahrend genreiches, friih replizierendes Chromatitin) zwischen den genarmen Bereichen
liegt.

(e) Es besteht eine Hierarchie in der Anordnung @ene: aktive Gene (weil3e Punkte)
befinden sich an der Oberflache der Chromatinfiparohingegen inaktive Gene (schwarze
Punkte) eher im Inneren des Chromatins liegen.

(f) Eine weitere Aussage des CT-IC-Modells ist,sddas Interchromatin-Kompartment (grin)
Komplexe (orange Punkte) und groRere chromatinfizsendnen (Ansammlung oranger
Punkte) enthalt, welche Proteine fur Transkriptiddplicing, DNA-Replikation und -
Reparatur enthalten.

(g) Die topologische Beziehung zwischen dem ICr{ytind aktiven und inaktiven Genen ist
in diesem Modell folgendermal3en geregelt: die femsVerastelungen des IC enden
zwischen Chromatindomanen (rot), die eine Grof3e~d00 kb einnehmen. Hierbei befinden
sich die aktiven Gene (weil3e Punkte) an der Olmhdadieser Domanen, wohingegen
inaktive Gene (schwarze Punkte) im Inneren liegéiese ~100 kb-Chromatindomanen
kénnen auch in einer geschlossenen Konformationliegen, so dass sie vor der
transkriptionellen Aktivierung zunéchst in eineasfé Konformation umgewandelt werden
mussen (Cremer und Cremer, 2001).

Aufgrund neuerer Untersuchungen zur Zellkernarkhite muss dieses Modell korrigiert
werden. Die ,beads-on-a-string“-Struktur wird dermge in Chromatindomanen (CDs)
zusammengefaltet. Die Chromatindomanen haben etevaGb3e von ca. 1Mb, also der
GroRe von Replication Foci. Die Chromatindoméanegeia sich in der Form sog. ,Fractal
Globules® (Liebermann-Aiden et al. 2009, Cremer el. 2010) zu den
Chromosomenterritorien (CTs) zusammen. Die CTs s Interchromatin-Compartment

(IC) umgeben. Im IC, das an den Kernporen begibefinden sich die Proteine fir
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Transkription, Replikation und DNA-Reparatur. Es rahzieht auch die CTs, die
schwammartige Struktur besitzen, wie ein Fluss.séinen den CTs und dem IC befindet sich
der sog. Perichromatin-Raum (PR). Die im PR liegenDNA-Bereiche sind weniger stark
kondensiert als in den Chromatindoméanen innerhimeseCTs, dort finden die Ablaufe des
DNA-Stoffwechsels statt (Cremer et al. 2012, Markek al. 2012). Ein looping out von
Chromatinschleifen, das haufig in der Literatur tpbert wurde kann praktisch
ausgeschlossen werden, da sich im Moment der DNAdKosierung in der Mitose

Schwierigkeiten ergeben kdnnten.

4. Anordnung von unterschiedlich exprimierten und egulierten DNA-Bereichen im
Zellkern

In der Literatur findet man héaufig Hinweise daragifss die Anordnung von Chromatin im
Zellkern nicht zufallig ist. So findet man eine @sghabhéngige Positionierung von
Chromosomen in Fibroblasten-Kernen, wobei kleingo@losomen in der Mitte, grol3e
Chromosomen an der Peripherie des Zellkerns li¢lyhy et al. 2002a & b, Sun, 2000,
Cremer, 2003, Bolzer, 2005). In Lymphozyten undesad Zelltypen mit spharischen bzw.
nicht flach-elipsoiden Zellkernen ist die Anordnujegoch abhangig von der Gendichte der
Chromosomen. Die genreichen Chromosomen, wie z& @&hromosom 19, sind in
Lymphozyten zur Mitte des Zellkerns hin orientietie genarmen Chromosomen liegen eher
an der Zellkernperipherie (Cremer, 2003, Creme#200

Auch der Expressionsstatus von Genen wurde haufig Zusammenhang mit der
Positionierung dieser Gene im Hinblick auf das @mwsomenterritorium und den gesamten
Zellkern untersucht, fiihrte jedoch zu kontroverBegebnissen.

So beschrieben Kurz et al. 1996 und Scheuermanah 2004, dass sich Gene, unabhangig
vom transkriptionellen Status, bevorzugt an deripgPerie eines Territoriums befinden,
wahrend sich nicht exprimierte Sequenzen meist mmerden des Territoriums befinden.
Dietzel et al. untersuchten 1999 das ANT2- und ANGeh und deren Lage auf dem aktiven
und inaktiven X-Chromosom. Sie stellten fest, dA®$T2, welches der X-Inaktivierung
unterworfen ist, auf dem inaktiven X-Chromosom deltweiter im Inneren des Territoriums
liegt als auf dem aktiven X-Chromosom, wohingegedTA, das in der PAR-Region liegt
und damit nicht der X-Inaktivierung unterworfen, iauf beiden X-Cromosomen die gleiche
Entfernung von der Oberflache des Territoriums @igtv ANT2 liegt auf dem inaktiven X-
Chromosom auch weiter im Inneren des TerritoriutesAdNT3. Daraus schlossen Dietzel et

al.,, dass aktive Gene naher an der Peripherie degitofiums liegen, um mit
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Transkriptionsfaktoren aus dem Interchromatin-Kortmpant in Kontakt zu kommen, was
auch mit dem CT-IC-Modell in Einklang zu bringet (€remer T., Cremer C. 2001). Somit
ist die transkriptionelle Aktivitat von Genen miner rdumlichen Organisation des Zellkerns
korreliert, nicht kodierende Sequenzen liegen @hnelnneren des Territoriums oder zufallig
Uber das Territorium verteilt (Francastel, 2000).eid¢thin wurde beobachtet, dass
Chromatinschleifen, die ein Cluster hoch expringerGene enthalten, bzw. eine hohe
Gendichte aufweisen, sogar einige Mikrometer aus derritorium herausragen konnen,
womit diese aktiven Gene direkt im Interchromatimmaplatziert werden und dort mit den
bendtigten Transkriptionsfaktoren in Kontakt komng®tahy, 2002b, Volpi, 2000, Williams,
2002).

Im Gegensatz dazu fanden Mahy et al. 2002a, ddssimsn signifikanten Unterschied in der
Position von ubiquitar exprimierten, gewebsspeatfisxprimierten und intergenischen DNA-
Segmenten innerhalb eines Territoriums gibt. Stensachten hierzu die WAGR-Region auf
Chromosom 11pl13, die einige ubiquitar exprimiert&en& einige gewebsspezifisch
exprimierte Gene und nicht kodierende SequenzehakntEbenso fanden sie keinen
Unterschied in der Anordnung von gewebsspezifiséBenen zwischen dem Gewebe, in der
das entsprechende Gen exprimiert wird und einenerandGewebe, in der das Gen inaktiv
ist. Auch Dundr et al. beschrieben 2001, dass ek®ene innerhalb eines Territoriums
lokalisiert sind, was darauf hinweist, dass deercitromatinraum die Territorien mit einem
Netzwerk aus Kandlen durchzieht und somit Transkmgfaktoren auch in die Territorien
hinein gelangen kénnen. Daher mussten transkrighi@ktive Gene nicht zwangslaufig an
der Peripherie des Territoriums liegen. ClusteivaktGene kdnnen jedoch in bestimmten
Fallen auf Chromatinschleifen sitzen, die aus demirCdas Interchromatin-Kompartment
ragen und auf diese Weise gut mit den Transkriptakioren, die sich in diesem
Kompartiment befinden, in Kontakt treten (Mahy et2002b; Volpi et al, 2000; Williams et
al 2002, Galiova et al, 2004 und Chambeyron €G05).

2007 konnten diese Aussagen von Kupper et al lggstaerden, da auch sie eine sehr
genreiche und stark exprimierte Region (11p15.5) Fibroblasten fanden, die eine
Chromatinschleife bildete, welche aus dem CT ragte.

Auch in Studien, die sich auf die Anordnung werund B-Globingenen in differenzierenden
Zellen beziehen, konnten solche Loops beobachteteme denn die-Globingene, die sich in
genreicher Umgebung befinden, bilden Chromatingeme Dies konnte fir dief-

Globingene, die sich eher in genarmen Regionemdbexfi, nicht bestatigt werden. Insgesamt
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konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation beidgene nicht mit ihrem
Transkriptionsstatus korreliert (Brown et al, 2006)

Bei der Betrachtung auf Kern-Ebene stellt sichFKii#ge, wie die aktiven und inaktiven Gene
im Zellkern verteilt sind. Genreiche Segmente weististisch eine hdhere Expression auf
als genarme Bereiche, wodurch die Unterscheidungchen genreichen und aktiven
Abschnitten nicht ohne Weiteres festzulegen ist.

Daher wird auch dieser Punkt in der Literatur kowers diskutiert. Allerdings herrscht
bezuglich der Anordnung genreicher Segmente Eiitigte diese mehrmals im Kerninneren
gefunden wurden. So wurden zum Beispiel Entdeckumgenacht, die aussagen, dass Gene
eher im Inneren des Kerns liegen, wobei nicht zimasc aktiven und inaktiven Genen
unterschieden wurde. AulRerdem konnte festgestellerden, dass bestimmte
Verteilungsmuster, die den Abstand zwischen Geslaood Kernrand betreffen, sogar in
differenzierenden Zellen und nach erfolgter DNA-Bepur nach Bestrahlung erhalten
bleiben (Skalnikova et al, 2000).

Untersuchungen an humanen Lymphozyten und Fibrigoidsestatigen dies, da sie ergaben,
dass sich gendichte, hoch exprimierte Bereicheeweit Kerninneren befinden als genarme,
wenig bis gar nicht exprimierte Sequenzen. Darassltierte die Aussage, dass die Lage von
Genen eher mit der Gendichte als mit der Expredsioreliert (Kipper et al, 2007). Dass die
Lokalisation bestimmter Gene keinen Einfluss aufreihExpression hat, zeigten
Untersuchungen aa- und B-Globingenen in erythroiden und nicht-erythroidegll@n. Die
Studien ergaben, dass dasslobingen sich in beiden Zelltypen an derselbegll&befand,
obwohl es nur in erythroiden Zellen exprimiert witch Gegensatz dazu, veranderten ftlie
Globingene ihre Position. Im inaktiven Zustand ben sie sich an centromerischem
Heterochromatin, im aktiven Zustand dagegen wakeernan diesem Bereich entfernt (Baxter
et al, 2002).

Weitere Studien, die ebenfalls die Expression derund pB-Globingene jedoch nur in
Erythroblasten betrafen, entsprechen diesen Betlragdn. Die Expression dieser Gene ist
einer starken Regulation unterworfen, um zu gewidgtdn, dass ihre Proteine in
gleichmafiigen Mengen produziert werden und damit iExpression auf bestimmte
Entwicklungsstadien und Gewebe beschrankt bleibtkdhnte gezeigt werden, dass sich die
Gene in Bereichen des Kerns befinden, die von katisem Heterochromatin entfernt sind.
Diese heterochromatischen Bereiche liegen in Eojlasten an der Kernoberflache (Brown
et al, 2001).
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Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse einegm@ubeit, aus der hervorgeht, dass still
gelegte Gene in der Kernperipherie zu finden sind dort vor allem in der Nahe von
heterochromatischen Bereichen. Aktive Gene befingieh dagegen im Kernzentrum, wo
auch die Expression stattfindet. Des Weiteren wugdtunden, dass ko-regulierte Gene,
sowie zelllinien-spezifische Gendoméanen beieinatidgen (Kosak et al, 2007).

Gerade fur die vorliegende Arbeit spielt auch dmsiffonierung von Genen nach einer
Anderung des Expressionsstatus eine wichtige RBitee Anderung der Genexpression kann
durch verschiedene Faktoren ausgeldst werden, waieeZelldifferenzierung haufig mit
Genregulation in Verbindung gebracht wird, oder Alafireten externer Stimuli.

Zunachst soll auf Untersuchungen eingegangen wediersich auf differenzierende Zellen
konzentrieren.

Die Erforschung reifender Granulozyten zeigte, dad® Verédnderung in der
Genpositionierung, welche die Entwicklung der Zeligit sich brachte, keine Auswirkungen
auf die Expression hatte (Bartova et al, 2002).

Ahnliche Ergebnisse lieferten Untersuchungen d&ell-Differenzierung in der Maus. Diese
Differenzierung startet bei den doppelt negatid@N)-Zellen (CD4 und CD8 negativ), die zu
doppelt positiven (DP)-Zellen (CD4 und CD8 positwerden und welche sich dann in
(CD4+CD8-)- und (CD4-CD8+)-Zellen auftrennen. Faide Beobachtungen wurden
gemacht: Bezuglich des CD4-Locus sah man keinenderangen zwischen DN- und DP-
Zellen. In (CD4+)-Zellen lag der Locus weiter inniem Zellkern und in (CD8+)-Zellen eher
in der Kernperipherie. Das bedeutet, dass die lmaéiasition nicht streng mit der Expression
korreliert. Der CD8-Locus zeigt in den Vorlaufeteel DN und DP keine Verdnderung und
auch in den (CD4+)- und den (CD8+)-Zellen war keltesitionsanderung feststellbar. Dies
bestétigt die Annahme, dass Position und Expressiont streng korrelieren und daher
Positionsanderungen nicht vorhersagbar sind (Kiad,&2004).

Ahnliche Erkenntnisse erbrachten Untersuchungere dn der Positionierung des
Lysozymgens in verschiedenen hamatopoetischenrZels Huhns durchgefuhrt wurden.
Dieses Gen, das sich auf Chromosom #1 befinded, wéthrend der Differenzierung hin zum
reifen Makrophagen nach und nach aktiviert wird.sDasozymgen liegt in myeloiden
Vorlauferzellen im Inneren des CTs, wohingegemespiteren Differenzierungsstadien mehr
in der Peripherie des Territoriums gefunden wirédath macht das Centromer des
Chromosoms #1 eine ahnliche Positionsdnderung diiels fihrte zu der Schlussfolgerung,

dass die Repositionierung von Genen wahrend dderiizierung eine Konsequenz der
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Morphologieanderung des Territoriums sein konnted umicht zwangslaufig mit der
Veranderung der Expression zusammen hangt (Steiddr 2004).

Die Erforschung des Proteolipid (PLP)- und des Nhybhsic-Protein- (MBP)-Gens in
Oligodendrozyten aus mannlichen Ratten untermauelitsse Aussage nochmals. Die beiden
Gene werden sowohl in der Differenzierung in viats, auch in vitro hochreguliert. PLP, das
mit zunehmender Hochregulierung mehr Kontakt zu35CSpeckles zeigt, behalt dennoch
seine Position in einem ca. 1,5 um breiten Stregierder Kernperipherie, unabhangig vom
Transkriptionsstatus. Aul3erdem zeigte sich keinéokadisation zwischen PLP und MBP,
obwohl beide Gene in gleichem MalRe hoch regulierten. (Nielsen et al, 2002).

Diese Erkenntnisse widersprechen den Ergebnissehjrdersuchungen der HoxB-Cluster in
Maus-ES-Zellen vor und nach der Behandlung mit rigétire, erbrachten. Anhand von
FISH-Signalen wurde jeweils die Distanz des Gens néchstgelegenen Rand des CTs
untersucht. In unbehandelten und somit undiffeentemn Zellen lagen HoxB1 und HoxB9
innerhalb des CTs (#11). Am vierten Tag nach ddgimB&ure-Behandlung war HoxB1 aktiv
und wurde aul3erhalb des CTs gefunden, HoxB9 dagegemoch inaktiv und befand sich
auch noch innerhalb des Territoriums. Am zehnteg mach der Behandlung war HoxB1
wieder inaktiv und wieder im CT, jedoch weiter anf&s in unbehandelten Zellen. HoxB9
wurde an diesem Tag an der grenze des CTs gefundkgmeigte auch einen Loop, der aber
nicht ganz so stark war wie bei HoxBl. Bezogen dah Zellkern wurden folgende
Beobachtungen gemacht: HoxB1 wird an Tag 4 nacliRdénsaure-Behandlung weiter innen
im Zellkern gefunden und kehrt spater wieder ameséiusgangsposition zuriick und auch
HoxB9 wandert zwischen Tag 4 und Tag 10 etwas ahntdng Kernmitte (Chambeyron et al,
2004).

In den Arbeiten, die im Folgenden beschrieben werdairden Reagenzien eingesetzt, die
die Expression der untersuchten Gene aktivierten.

So zeigten Untersuchungen des MHC-Komplexes, dieerachiedenen menschlichen Zellen
durchgefuhrt wurden, in Fibroblasten eine schwati®e keine Expression der dafir
zustandigen Gene. Die Stimulation der Zellen mN-ijedoch erhdhte die Expression, was
zu einem vermehrten Ausloopen der entsprechendeawon@Giinbereiche fuhrte. In der
untersuchten lymphoblastoiden Zelllinie, in der di#1C-Gene konstitutionell aktiv sind,
wurden noch mehr Loops gefunden als in Fibrobla@teipi et al, 2000).

Davon abweichende Resultate lieferten BeobachturdgmB-Globin &hnlichen Gene in
K562-Zellen vor und nach der Stimulation mit Inéekin-3 (IL-3). Dieses bewirkt die

Aktivierung desB-Globin-Gens. Innerhalb des Zellkerns wiesenfd@lobin ahnlichen Gene
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sowohl vor, als auch nach der Stimulation eine iéhal Positionierung auf. Allerdings wird
das CT#11 und sein Centromer nach der Stimulatidrenan die Peripherie gezogen und es
treten Chromatinschleifen auf, die @igslobin ahnlichen Gene tragen (Galiova et al, 2004)

5. Beschreibung der relevanten Systeme
Im Folgenden sollen die biologischen Systeme, diedfe Arbeit benutzt wurden dargestellt

und erlautert werden.

5.1. Das CALM-AF10 System

In der vorliegenden Arbeit wurde die regulationgaidige Positionierung von Genen in
einem Zellsystem untersucht, in die Expression @ekogens CALM-AF10 angeschaltet
werden kann. Das Vorhandensein des Genprodukty¥amM-AF10 hat Auswirkungen auf
die Expression anderer Gene, von denen drei behidirer Positionierung im Zellkern vor
und nach CALM-AF10-Aktivierung, in der vorliegend@nbeit untersucht werden sollen.
CALM-AF10 ist ein Fusionsgen, das durch Translakatder Chromosomen 10 und 11
(t(10;11)(p13;914)) (Bohlander et al. 2000) entstahd bei Patienten, die an verschiedenen
Formen von Leukamien leiden, z.B. der akuten myekilschen Leukdmie (AML), in akuten
lymphoblastischen Leukdmie (ALL) sowie in malignepmphomen nachgewiesen wurde.
Da es sich hierbei um besonders aggressive Formaermalkdmie handelt, die bereits in
jungen Jahren auftreten und nur geringe Uberlelissgzhten haben, ist es von klinischer
Relevanz, mehr tGber die Wirkungsweise dieses Fsge@rs, das zuerst in der monozytischen
Zelllinie U937 entdeckt wurde (Dreyling et al. 199@uch auf andere Gene und deren
Aktivitat herauszufinden.

Zu den beiden Genen, die das Fusionsprodukt ,CALM-® bilden ist folgendes zu sagen:
Das CALM-Gen (Clathrin assembly lymphoid myeloidkemia gene) liegt auf Chromosom
11 und codiert ein 652 AS grol3es Protein, das utdigexprimiert wird und ein Homolog des
Neuronen-spezifischen Adapterproteins 3 (AP-3) tdirdKrause, 2006). Das Protein des
CALM-Gens befindet sich vor allem im Zytoplasma, @® mit dem Golgi-Apparat und der
Zellmembran assoziiert ist, da es eine wichtigdeRiol der Clathrin-vermittelten Endozytose
spielt. Das AF10-Gen (ALL 1 fused gene from chrooms 10) codiert ein 1027 AS grol3es
Protein, das am N-terminalen Ende eine LAP/PHD-&ifigomane (LAP = Leukemia-
associated-protein, PHD = plant homeodomain) besit# die eine Cystein-reiche Region
(CRR), ein AT-hook, ein NLS (nukleares Lokalisassignal) und ein C-terminales

Oktapeptid/Leucin-zipper-Motiv (OMLZ) folgt. Aufgnd von Immunfarbungen weifld man,
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dass sich das Protein im Zellkern aufhalt, wo esnudich als Transkriptionsfaktor fungiert
(Krause, 2006). Man findet AF10 auch als Fusiortsgardes MLL-Gens und die zuvor
erwahnte OMLZ-Domane ist sowohl bei MLL-AF10, alsch bei CALM-AF10 fur eine
maligne Entwicklung verantwortlich (DiMartino et,a&002). AulRerdem interagiert AF10
Uber die OMLZ-Doméne mit der Histon-MethyltranseednDOT1L, wodurch die Expression
von Genen (z.B. Hoxa9) verstarkt wird, die mit deuk&mie-Entstehung in Zusammenhang
stehen (Okada et al, 2005, 2006).

Uber weitere Eigenschaften des CALM-AF10-Protestsbisher nur wenig bekannt, jedoch
weild man, dass es sich im Cytoplasma befindet ued_odkalisation des Proteins lkaros
verandert, welches mit AF10 interagiert (Greif le2807).

Es gibt zwei Produkte der Fusion von CALM und AFOALM-AF10 und AF10-CALM,
wobei es sich bei AF10-CALM lediglich um ein, amBDde abgeschnittenes, AF10-Protein
handelt. Das Fusionsgen CALM-AF10 hingegen beiehalahezu das gesamte CALM-Gen,
sowie den grol3ten Teil des AF10-Gens (s. Abb..1.3.)

Da man nur diese Form des Fusionsgens in Leukatreapan findet und nur sehr selten
zusatzlich seine reziproke Form, ist es sehr waleistich, dass CALM-AF10 zur

Krebsentstehung beitragt.

%’D' YV
AF10 EIN 1 )
1 1027
v
AF10/CALM =
1 B4
BJ-E."EI
CALMWAF10 ( Il L )
1 1585
BB
v
CALM ( )
1 852

Abb. 1.3.: Darstellung der
Fusionsprodukte von
CALM und AF10.
Das CALM-AF10-Fusionsgen konnte erfolgreich in déektor pRTS-1(Bornkamm et al.
2005) kloniert werden, wodurch die Expression desn<; mit Hilfe eines Tet on-Systems,
induzierbar ist (s. Abb. 1.4.).
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Abb. 1.4.: Schematische
Darstellung des Vectors
pRTS-1.

Bornkamm et al. 20(

Dieser Vektor konnte von der AG Prof. Stefan Bobkm(Helmholtz-Zentrum, Minchen) in
verschiedene Zelllinien transfiziert werden. Urdederem in die Pro-B-Zelllinie DG75, die
aus einem Burkitt-Lymphom stammt (American typetud collection, www.atcc.org). Das
CALM-AF10-Fusionsgen wird dabei, zusammen mit desinBkriptionsaktivierungsdoméne
VP16, anstelle des in Abb. I.5. eingezeichneterifetase-Gens eingebaut.

Weiterhin tragt das Plasmid folgende, fir die Fiorkt unerlassliche, Komponenten
(s.Abb.1.5.):

Um eine Replikation des Plasmids UUberhaupt erst eumoglichen st ein
Replikationsursprung, ein sogyi, notig. Das GelkBNA-1, das eine Komponente des Epstein

Barr Virus darstellt ist daftir verantwortlich, dadas Plasmid in episomaler Form innerhalb
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der Zellen vorliegt. Um Zellen mit Plasmid selekieren zu kdénnen ist ein Puromycin-
ResistenzgerRurR, notig. Einer der wichtigsten Bausteine des Plsnstider bidirektionalen
Promotor Pebi-1, der umrahmt von zwei Genen liegt, deren Expressp gleichzeitig
aktiviert. Dieser Promotor lasst sich Uber einaeiSystem (Tetracyclin-regulatable gene
expression system) durch die Zugabe von Doxycyatimem Derivat des Tetracyclins
induzieren. Die beiden Gene, die den Promotor uheftdn sind das Fusionsg&ALM-
AF10 und eGFP (enhanced green fluorescent protein), wobei das Ge eGFP als
Markergen dient. Dieses ruft ndmlich durch sein@rEssion eine Griunfarbung der Zellen
hervor und zeigt somit an, dass auch das FusiorGg&M-AF10 aktiv ist.

Auf dem Plasmid befindet sich auf3erdem als zus@eliRegulator des tet-on-Systems, eine
bicistronische Expressionskassette, die ohne daghavidensein von Doxycyclin den
Repressot TSR exprimiert. Dieser legt den bidirektionalen Proard®bi-1 still, was zur
Folge hat, dass die Expression von eGFP und CALM®AWeitestgehend unterbunden wird.
Gibt man den Zellen jedoch Doxycyclin zu, so witd &xpression des Repressors gestoppt
und gleichzeitig die des AktivatordTA2-M2 aufgenommen. Dieser heftet sich an den
Promotor und verstérkt die Expression von eGFPQiHOM-AF10.

Zwischen dem bidirektionalen Promotor und CALM-AFl0egt weiterhin die
Transaktivierungsdoman¥P16 die die Expressionsrate der Zielgene von CALM-BF1
erhéht (Mulaw, 2009).
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Abb.1.5.: Schematische Darstellung des modifizieiectors pRTS-1 mit dem
CALM-AF10 Fusionsgen.

Diese Zellen mit dem so modifizierten Vektor bieteine optimale Mdoglichkeit die

Expression anderer Gene mit und ohne den EinflessEckpression des Fusionsgens zu

vergleichen.
Fur diesen Teilbereich der Arbeit ist die Messurey Genexpression absolut unerlasslich,

weshalb im Folgenden darauf eingegangen werden soll
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5.2. Messung der Genexpression

Um Aussagen uber die Regulation von Genen macheémuen, ist es Voraussetzung, die
Expression eines Gens in verschiedenen Zustandefele, z.B. vor bzw. nach Zugabe einer
stimulierenden Substanz, zu kennen. Fir die Messtorg Genexpression gibt es im
Wesentlichen drei verschiedene Methoden: NorthdoitiBg oder SAGE-Analysen (serial
analysis of_gene expression) sind dabei die mit#de Uberholten Methoden, da hierflr
jeweils nur wenige Gene anhand von radioaktiv nestkh Sonden untersucht werden
konnten, und dafir hohe Kosten anfallen. Bei daddsemoderneren Methoden handelt es
sich um die Gene Chip-Technologie und verschiede-basierte Methoden. Beides wurde
im Rahmen der Arbeit angewendet, und die Ergebmssgichen.

Gene Chip Technologie

Die Gene Chip Technologie basiert darauf, dass ¥iekahl kurzer DNA-Fragmente auf
einer Quarz-Oberflache chemisch synthetisiert wivdpei genau bekannt ist, an welcher
Stelle auf dem Quarz-Chip welches Oligonucleoti@sgkn Sequenz genau bekannt ist)
lokalisiert ist. Auf diesen Chip wird dann die fheszenzmarkierte Probe aus dem
gewlnschten Gewebe hybridisiert und detektiert. Dast es moglich tausende Proben
gleichzeitig und mit hoher Genauigkeit zu untergucDie Menge des emittierten Lichts ist
dabei proportional zur Menge der gebundenen Probe.

Die Methode eignet sich sowohl zum SequenzierenDNA als auch zum Quantifizieren
von mMRNA-Mengen, und damit zur Bestimmung der Genession.

Die PCR-basierten Methoden zur Messung der Genssipre gehen von der gen-
kodierenden mRNA aus. Ist ein Gen in einem bestennzelltyp hoch exprimiert, ist viel
MRNA fur dieses Gen vorhanden, in der reversenskrgstion, die zumeist Bestandteil der
Methode ist, wird viel cDNA dieses Gens hergestedth dass fur eine dann folgende
genspezifische PCR viel Ausgangsmaterial zur Venfiggsteht, so dass am Ende auch viel
PCR-Produkt entstehen wird. In der vorliegendenefiriwurden zwei verschiedene Arten
dieser PCR-basierten Messung der Genexpressiorendet (1) die semiquantitative RT-
PCR und (2) TagMan-PCR in Form von Low Density AsiaBeide Methoden haben
gemeinsam, dass zunachst aus dem zu untersuch2elityp die RNA isoliert werden, und
in cDNA umgeschrieben werden muss. Da es drei Haigpt von RNA, rRNA, tRNA und
MRNA gibt, aber nur die mMRNA genkodierend ist, teolh der reversen Transkription nach
Maglichkeit nur die mRNA in cDNA umgewandelt werdeDazu bedient man sich der
Besonderheit der mRNA, dass sie einen Poly-A-Schwaesitzt, den die anderen RNA-

Typen nicht haben. Die cDNA-Synthese, woflir dasylBnzeverse Transkriptase verwendet
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wird, wird also mit Oligo-dT-Primern durchgeflihdie genau an dieses Poly-A-Ende binden,
und von dort aus die cDNA-Synthese beginnt. Nachkadfbder reversen Transkription und
Abverdau der ab diesem Zeitpunkt nicht mehr betgnidRNA durch zwei verschiedenen
RNasen, wird dann je nach angewendeter Methodesehiedlich fortgefahren. Auf beide
Methoden soll im Folgenden kurz eingegangen werden:

(1) Semiquantitative RT-PCR

Die RT-PCR ist genspezifisch, da die verwendetemdétrgenau auf das zu untersuchende
Gen abgestimmt sind. Sie werden mit einer speni@laftware designed (z.B. Fast-PCR). Bei
der Auswahl der Primer sollte darauf geachtet werdass der reverse Primer im 3'UTR-
Bereich des Gens liegt, da dieser Abschnitt einenngen GC-Gehalt aufweist, wenige
repetitive Elemente und auch kaum Duplikationerh&nt Der forward Primer sollte im
vorletzten Exon gesucht werden, so dass die Fratiginge des Produkts zwischen 200 und
500 bp liegt.

In die PCR wird die cDNA unverdinnt sowie als 1:1@d 1:100-Verdinnung eingesetzt,
damit man in der spater folgenden Gelelektrophoresen Abfall in der Menge des
spezifischen PCR-Produkts sehen kann. Das verwend&tl muss einen hoheren
Agaroseanteil (~1,8 %) besitzen als andere Geleitdas engmaschiger ist, da die
entstehenden DNA-Fragmente sehr klein sind undi@ske Weise eine gute Auftrennung der
Fragmente gewahrleistet ist.

Sind bei der héchsten cDNA-Konzentration keine aaar schwache Banden erkennbar, so
spricht dies flr eine sehr niedrige bzw. keine Egpion des Target-Gens. Kann man dagegen
bereits bei der niedrigsten Konzentration eine fisgehe Bande erkennen, die mit steigender
Konzentration starker wird, dann wird das untersei€ben sehr hoch exprimiert.

Diese Methode ist, wie ihr Name schon sagt, nuricpeamtitativ, weshalb zur genaueren
Uberpriifung der Genexpression eher die Real-TimR-Biént.

(2) TagMan-Real-Time PCR (Low density arrays)

Die Real-Time-PCR ermoglicht im Gegensatz zur zuweschriebenen Methode eine sehr
genaue Quantifizierung der Genexpression.

Das Prinzip dieser Methode unterscheidet sich ersofon dem der semiquantitativen RT-
PCR, als dass hier mit einem Farbstoff (z.B. Sybe@) gearbeitet wird, der an
doppelstrangiger DNA, also an die Produkte der RRiet. Bei jedem Zyklus wird die
emittierte Fluoreszenz gemessen, die mit den naethefysierten PCR-Produkten, im Laufe
der Reaktion ansteigt. Auf diese Weise entstetd Burve, die den Anstieg der Fluoreszenz

wiedergibt und anhand derer die Quantifizierunglgtf(Vandesompele et al, 2002).
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Eine Verbesserung dieser Methode konnte durch diififung einer zuséatzlichen Sonde,
namens TagMan, erreicht werden, die der Anwenduat) éhren Namen gibt. Diese Sonde
ist mit einem Reportermolekil und einem Quencherkiee und bindet an spezifische
Stellen im zu untersuchenden Gen. Im Verlauf deRPR@rd der Quencher durch eine
Polymerase, die 5'-3'Exonuklease-Aktivitat besitzgbgetrennt. Dadurch steigt die
Fluoreszenz des Reportermoleklls an. Der Vorteseh zusatzlichen Sonde besteht in der
absolut spezifischen Fluoreszenz, die nur vom PGkt ausgeht.

Eine Anwendung dieser TagMan-Assays findet sichhaw-Density Arrays. Diese folgen
zwar dem gleichen Prinzip, allerdings in groRereai3stab. Daher eignen sie sich besonders
gut fur die Untersuchung mehrerer Gene aus verdehen Zelllinien. Durchgefiihrt werden
die LDAs mit Hilfe von Plastikplatten, die in klerKammern unterteilt sind (s. Abb. 1.6). Pro
Platte gibt es mehrere Bahnen, die von einem ,Heifpabzweigen. Da jede Kammer bereits
einen spezifischen Primer und die TagMan-Sondeaéntmuss in die obere Offnung nur
noch die jeweilige cDNA und der Mastermix gegebeerden, die sich von dort auf die
einzelnen Kammern verteilen. Auf diese Weise kontes zu 384 Gene gleichzeitig

untersucht werden.
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Abb. 1.6.: Platten flr Low Density Arrays
Quelle: Applied Biosystems
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5.3. Histonmodifikationen

Histone sind evolutionar hochkonservierte Protein®abei sind sowohl die
Aminosauresequenz als auch die Lange der Sequestmram zwischen sehr verschiedenen
Organismen annahernd gleich (DeLange, 1969a; Ded,dri$9b).

Alle Histonproteine besitzen eine C-terminale Domafiber die Kontakt mit anderen
Histonen oder DNA-Abschnitten moglich ist, und eiNeterminale Domane, an denen
Modifikationen stattfinden, die mit der Regulierudgr Kompaktierung in Verbindung stehen
und damit einen Teil der Epigenetik ausmachen (&renal., 1991). Der Begriff Epigenetik
bedeutet eine Informationsweitergabe (RegulatianGEnexpression) von einer Zelle an die
Tochterzellen, wobei, im Gegensatz zur genetischaformationsweitergabe, die
Informationen nicht Gber die DNA-Sequenz codiertdsisondern dem Chromatin in post-
replikativer Modifikation aufgepragt wurden (Kouirhes, 2007).

Gerade an H3 und H4 findet man solche Modifikatignevobei unterschiedliche
Aminosaure-Reste unterschiedliche Anzahlen und nArtan Modifikationen wie
Methylierung, Acetylierung und Phosphorylierunggea kénnen (Paik and Kim, 1971).
Insgesamt sind acht verschiedene Modifikationerabek wobei die Methylierung bislang
am besten untersucht ist.

Alle diese verschiedenen Modifikationen werden wuntem Begriff ,Histoncode®
zusammengefasst (Jenuwein and Allis, 2001; StnadhlAdlis, 2000; Turner et al. 2000), der

folgendes aussagt:

» Verschiedene Modifikationen an Histonschwéanzen efitiden Interaktionen mit
anderen Chromatin-assoziierten Proteinen

» Verschiedene Modifikationen an ein und demselberer odinterschiedlichen
Histonschwénzen sind voneinander abhéngig und @ereuso verschiedene
Kombinationen von Modifikationen, die zu einem agaztigen biologischen Output
fuhren

> Die verschiedenen Zustande von Chromatinstruktanmeh zum grof3en Teil abhangig

von Histonmodifikationen
Damit hangen viele Prozesse, wie die Bildung von &ler Heterochromatin, das An- und

Abschalten von Genen, Zellteilung und —differenangy etc. mit den Histonmodifikationen

zusammen (Jenuwein and Allis, 2001).
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Im Gegensatz zur Histon-Acetylierung, die ihre Eféehauptsachlich durch die Veranderung
der Ladungen erreicht (Gorisch et al., 2005), widi¢ Histon-Methylierung durch das
rekrutieren von anderen Proteinen, z.B. flr Trapskin, Splicing und Reparatur, an die
DNA (Sims et al., 2003). Einzigartig fur die HistdMethylierung ist, dass sie verschiedene
Wirkungen haben kann, was von der Methylierunglesiehd der Anzahl der angehangten
Methylgruppen abhangt. So ist me3-H3K4 meist miivak Genen assoziiert (Santos-Rosa et
al., 2002) und me3-H3K9 ist haufig an stillgelegteti zu finden (Lachner and Jenuwein,
2002). Gerade die Trimethylierungen sind sehr ktaid werden oft von Zellgeneration zu
Generation weitergegeben (Lachner et al., 2004nldeeg et al., 2004). Daher sollen in der
vorliegenden Arbeit drei verschiedene trimethykeHistonmodifikationen an Histon H3 in
normalen und malignen hamatopoietischen Zellen Hiiife von Immunfluoreszenz-
Experimenten untersucht werden. Bei den untersochtedifikationen handelt es sich um
me3-H3K4, me3-H3K9 und me3-H3K27, auf die im Foldem kurz eingegangen werden
soll.

5.3.1. Me3-H3K4

Die genomweite Untersuchung von me3-H3K4 wurde echsémittels ChIP (Chromatin
Immunoprazipitation)-Techniken in Mensch und Mausctigefiihrt (Bernstein et al., 2005;
Martens et al., 2005; Schneider et al., 2004; Selewbet al., 2004). Es wurde
herausgefunden, dass me3-H3K4 einen epigenetiddiaeker fur aktiv transkribierte Gene
darstellt, sowohl in Tetrahymena, Hefen und hohdtekaryonten (Dehe and Geli, 2006;
Strahl et al., 1999, Ng et al., 2003, Schneideaal.et2004). Mit Bildung heterochromatischer
Bereiche nimmt der trimethylierte Zustand jedochwals aber in einem langsamen, mehrere
Zellzyklen beanspruchenden Zeitraum ablauft (Kataaykovich and Struhl, 2005). Auch
wenn widersprichliche Feststellungen Uber me3-HBKder Literatur kursieren, z.B., dass
me3-H3K4 eine Funktion in der aktiven Repression @enaktivitat hat (Shi et al., 2006),
oder me3-H3K4 auch an inaktiven Globulingenen geééinwurde (Schneider et al., 2004),
kann man jedoch allgemein sagen, dass me3-H3K4Meirker fur aktiv transkribiertes

Chromatin, also Euchromatin darstellt.
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5.3.2. Me3-H3K9

Trimethyliertes H3K9 stellt in allen bislang untechten Organismen, von S.pombe bis hin
zu héheren Saugetieren, einen Marker fir das ¢anhgé Heterochromatin dar (Lehnertz et
al., 2003; Martens et al., 2005; Rea et al., 2606¢ et al., 2003, Lachner et al., 2004) und ist
haufig mit dem centromerischen Heterochromatinzgso (Zinner at al. 2007).

Dabei lasst sich die Funktion von me3-H3K9 Uber HPdaren. So bildet me3-H3K9 eine
Bindestelle fur die Chromodomane von HP1, und redrudie Histon-Methyltransferase
Suv39hl, die wiederum weitere Methylgruppen ubgttnidnd somit fir die Bildung von
weiteren heterochromatischen Bereichen verantwbribt (Aagaard et al., 1999, Bannister
et al., 2001; Lachner et al., 2001). Weiterhin ima3-H3K9 die Aufgabe den Fortgang der
Mitose und die Segregation der Chromosomen voragiben (Melcher et al., 2000).

5.3.3. Me3-H3K27

Trimethyliertes H3K27 erlangte einen Grol3teil seiBeriihmtheit durch die Verbindung mit
fakultativen Heterochromatin, vor allem mit demktizen X-Chromosom (Okamoto et al.,
2004; Plath et al., 2003; Silva et al., 2003). kibMichen Organismen wird eines der beiden
X-Chromosomen wahrend der Entwicklung in Form vakuftativem Heterochromatin
stillgelegt, wodurch Uber 1000 Gene abgeschaltenrdeme (Lyon, 1999). Die
Schlisselposition im Vorgang der X-Inaktivierundg dabei das X-Inaktivierungszentrum
(XIC), das sicherstellt, dass nur eines der bei@@mwomosomen stillgelegt wird. Das
geschieht Uber die Expression der nicht-kodierenXi&T-RNA (Avner and Heard, 2001),
die das zu inaktivierende X-Chromosom einhllt, wase Geninaktivierung nach sich zieht,
die sich schlief3lich Gber das gesamte Chromosotreeks (Okamoto et al., 2004; Panning et
al., 1997; Sheardown et al., 1997). Me3-H3K27 astoch nicht Xi-spezifisch, sondern wird
auch an anderen stillgelegte autosomalen Genemdgiu(Brinkman et al., 2006). Me3-
H3K27 scheint auch bei der Entstehung von Lamirfopateine Rolle zu spielen. In Zellen
von Hutchinson-Gilford-Progerie-Syndrom-Patientdie an tUbermafig schneller Alterung
bereits im Kindesalter leiden, wurde ein Verlushvyoe3-H3K27 am inaktiven X festgestellt
(Shumaker et al., 2006). Im Gegensatz zu den andé&eiden hier beschriebenen
Histonmodifikationen, tritt me3-H3K27 evolutionarse spater auf, denn Hefen haben noch
kein me3-H3K27. es scheint erst im Zuge der Vidgetit und mit Entwicklung des
Polycomb-systems aufzutreten und fur die StabitigitGenexpression eine wichtige Rolle zu
spielen (Lachner et al., 2004).
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5.3.4. Literatur zu Histonmodifikationen

In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchumgau Histonmodifikationen an
Blutzellen durchgefihrt, da man hierzu in der latar verschiedene Angaben Uber
Vorkommen und Verteilung von Histonmodifikationenduihre Positionierung im Zellkern
findet.

Eine Studie (Baxter et al., 2004), beschreibt ekhypomethylierung von Histonen in
ruhenden im Vergleich zu zyklierenden Lymphozytetie einen Indikator fir die
epigenetische Plastizitat fur diesen Zelltyp ddleste soll. In dieser Studie wurden
Methylierungen vonH3K4, H3K9, H3K27 und anderen tbliien untersucht und dabei
ruhende mit cyclierenden Lymphozyten verglichere fanden heraus, dass in ruhenden B-
Lymphozyten deutlich weniger me3-H3K9 auftritt als solchen Zellen, die sich im
Zellzyklus befinden. Dasselbe Ergebnis wurde fur3+Hi8K4 und me3-H3K9 gefunden.
Dabei wurden sowohl Immunfluoreszenzfarbungen athaVestern Blottings eingesetzt. In
cyclierenden B-Lymphozyten wurden die untersuchtiston-Modifikationen in deutlich
groBerem Umfang gefunden. In Zusammenhang mit mi&sgebnissen wird die verstarkte
Reprogrammierungsfahigkeit der ruhenden Zellenadir die auch in der Arbeit untersucht
wurde. Aus diesen Experimenten wurde geschlossesy wahrend der Zelldifferenzierung
Veranderungen in der Chromatinstruktur auftreten.

Im Jahre 2005 wurden zwei Studien mit kontroversémhalt in Bezug auf die
Histonmodifikationen in Granulozyten veroéffentlichiukasova et al. beschreiben dabei, dass
me3-H3K9 , das in CD34+ Vorlauferzellen durchaushzaweisen ist, ebenso wie in
differenzierten Lymphozyten und Monozyten in nepliten und eosinophilen Granulozyten
fast nicht vorhanden sind. In Granulozyten von dtaén mit chronischer myeloischer
Leukamie, in undifferenzierten und RA-differenzesrt HL-60-Zellen ist diese
Histonmodifikation allerdings sehr wohl zu findempraus geschlossen wird, dass die H3-
Methylierung wahrend der normalen Zelldifferenziegu dramatischen Veranderungen
unterliegt. Dass die me3-H3K9-Methylierungen zudén sind, wird damit erklart, dass in
diesen Zelltypen eine unvollstandige DNA-Kompaktrey vorliegt, die mit der leuk&mischen
Zellproliferation einhergeht.

Die andere Studie aus 2005, von Olins et al., satdt Histonmodifikationen in normalen
menschlichen und Mausgranulozyten mit Immunfarbwmgl Immunblotting-Techniken.
Dabei wurde herausgefunden, dass sowohl me3-H3K%aath me3-H3K27 in humanen
neutrophilen Granulozyten in gleichem Mal3e vorliegae in anderen normalen Blutzellen,

beispielsweise Lymphozyten. Die Antikorper gegenmiethylierte H3K9 und H3K27-
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Modifikationen lie3en sich in den Zellkernen alteimsive fleckenartige Signale nachweisen,
die in menschlichen Granulozyten vorzugsweise raith dHeterochromatin kolokalisieren.
Dies steht in starkem Gegensatz zu der vorher enegélStudie.

5.4. Das Prinzip der ,komplexen Sonden*

Einer der wichtigsten Vorgange innerhalb einer &l, dass die genetische Information in
Proteine umgesetzt, also exprimiert wird. Da esg¢bdunterschiedliche Zelltypen gibt, liegt
es nahe, dass demnach auch unterschiedliche Gesehieglen stark exprimiert, also
unterschiedlich viel mMRNA gebildet, werden. Méchtan also visualisieren, wo in der Zelle
Genexpression in besonders starkem Mal3e stattfimdess man die gebildete mRNA
markieren und auf diesen Zelltyp oder auf Metaptlmsenosomen dieses Zelltyps
hybridisieren. Da RNA jedoch wenig stabil und belas anfallig gegeniber tberall
auftretenden RNasen ist, wird die RNA, oder genagesagt die mRNA eines Zelltyps
zunachst Uber reverse Transkription in cDNA umgesbbn und dann mit verschiedenen
Methoden amplifiziert und mit Haptenen oder Flutwaenen markiert. Somit kénnen dann
Hybridisierungsmixe erstellt werde, die genau dasegische Programm eines bestimmten
Zelltyps wiedergeben, wobei natirlich hoch exprit@é€sene, von denen viel mRNA gebildet
wird, starkere Signale ergeben als weniger starkpriexerte Gene. Diese
Hybridisierungsmixe kénnen dann auf den gleichetityfe gegeben werden, aus dem sie
stammen und das entstehende Muster kann mit deneMdissselben Hybridisierungsmixes
auf einem anderen Zelltyp verglichen werden. Dis der mRNA entstandenen Sonden
werden als ,komplex* bezeichnet, da Menge und £&rt8Sonden nicht bekannt sind.

Fur diesen Teilbereich der Arbeit wurden verschied&lethoden zur Amplifizierung und

Markierung der cDNA verwendet, die nun beschrielverden.

5.4.1. Genomiphi

Die Genomiphi ist eine aulerst effiziente Methodar ZDNA-Amplifikation, die
ausgesprochen einfach in der Handhabung, daflcledht ganz billig ist. Sie beruht auf
der Phi29 DNA-Polymerase, die hochprozessiv arbeitand eine starke
Strangverdrangungsaktivitat hat. AuRerdem werddallme Hexamer-Primer verwendet, so
dass eine Amplifikation von sehr heterogenem Auggaraterial, wie z.B. genomischer
DNA, gewabhrleistet wird. So kann in der bei gleibleibender Temperatur tGber Nacht
ablaufenden Reaktion aus 1 ng DNA mehrer pg heslifesterden. Dabei wird zunéachst das
Ausgangsmaterial bei 95°C denaturiert. Nach deridhing der Proben auf 30°C wird erst
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das Enzym zugegeben. Die Primer lagern sich arkaieplementaren Sequenzen in der
Ausgangs-DNA an, die Polymerase kommt hinzu, digrRerisation neuer DNA-Fragmente
beginnt. Die bereits synthetisierten Fragmente amidlirch sich neu an die DNA anlagernde
Polymerasen abgehoben, so dass sehr schnell imateder weg DNA-Synthese stattfindet.
Auch an den neu synthetisierten Strangen bindesrtsefeder Primer, auch dort beginnt die
Polymerisation neuer Fragmente. Der Arbeitsaufwamt Ansetzen der Genomiphi betragt
ca. 20 min, die Reaktion lauft Uber Nacht, danndwiie Polymerase, die sehr
temperaturempfindlich ist, 10 min. bei 65°C Inaldit, die DNA-Produkte konnen fur

weitere Reaktionen verwendet werden.

5.4.2. DOP-PCR

Die DOP-PCR (Telenius et al. 1992, Fiegler et @03 hingegen beruht auf der Verwendung
degenerierter Primer. Diese Primer ermdéglichen Ateplifikation jeder beliebigen DNA-
Sequenz. ,degeneriert* heil3t dabei, dass der Primemittleren Abschnitt aus beliebig
eingesetzten Nucleotiden besteht. Insgesamt bestetdolcher Primer aus drei Bereichen:
Am 3’Ende ist ein bereich mit sechs spezifischercldotiden zu finden, dann folgen die
sechs unspezifischen Nucleotide, die in einem DMNMplate mehrere mdgliche
Bindungsstellen findet. Der 5’ bereich des Primstswvieder mit spezifischen Nucleotiden
ausgestattet, die erst spater im Ablauf der PCRditeaeine Rolle spielen. Die PCR lauft
folgendermal3en ab:

Zunachst wird, wie in jeder PCR-Reaktion Ubliche diusgangs-DNA denaturiert. Dann
folgen 8 Zyklen mit niedriger Stringenz, die es déegenerierten Primer ermoéglichen, auch
an nicht ganz passende Stellen zu binden, so dasdort aus die ersten Produkte mittels der
Tag-Polymerase entstehen. Diese Produkte tragesiljean den Enden die Sequenz der
Primer. Dann folgen 35 sehr stringente PCR-Zykieienen nur noch eine korrekte Bindung
der Primer moglich ist, d.h. die Primer lagern sichdie endstandigen Primersequenzen der
bereits entstandenen Fragmente an. Diese Fragmamtken damit exponentiell vermehrt.
Die so entstehenden Fragmente haben eine Lang20@ea000 bp.

Nach der Amplifikation des DNA-Materials muss est rHiaptenen oder Fluorochromen
markiert werden, um spater auf Metaphse-Chromosooudar in Interphase-Zellkernen
nachgewiesen werden zu kénnen. Auch fur die Maukigrder DNA gibt es zwei mdgliche
Methoden:
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(1) Label-PCR

Die Label-PCR, die auf der DOP-PCR basiert, jedolche niedrig stringente Zyklen, daftr
aber mit markierten Nucleotiden gefahren wird.

(2) Nicktranslation

In der Nicktranslation wird die DNA lediglich magkt, es findet keine weitere Amplifikation
mehr statt. Durch die DNase wird in einem StrangAlesgangs-DNA ein Einzelstrangbruch
erzeugt, an dem dann eine freie OH-Gruppe vorlikgsgehend davon wird von der DNA-
Polymerase ein euer Strang aufgebaut, durch diadekease-Aktivitdt der Polymerase wird
ein Teil des alten Stranges abgebaut und erneBertder Erneuerung des Strangs werden
markierte Nucleotide wie normale Nucleotide in 8eguenz mit eingebaut. Die entstehenden
Fragmente sind 200-500 bp lang.

6. Zielsetzungen der einzelnen Teilbereiche
Im Nachfolgenden soll kurz dargestellt werden, wder Hintergrund der einzelnen

Experimente ist

6.1. Positionierung regulierter DNA-Abschnitte mittels CALM-AF10-System

Die Anderung der radialen Positionierung einzel@ene in Bezug auf Zellkern und
Chromosomenterritorium nach Anderung der Expresgigeser Gene sollte untersucht
werden.

Da diese Untersuchungen wie in 5.1. dargestelikinem nattrlichen System kaum madglich
sind, wurden diese Untersuchungen an einem aeliitri System durchgefthrt. Daftr wurde
die Burkitt-Lymphom-Zelllinie DG75 verwendet, inediein Plasmid, das das CALM-AF10
Fusionsgen tragt, stabil einkloniert hat. Die Exgren dieses Onkogens kann mittels Zugabe
des Tetrazyklin-Derivats Doxycyclin angeschaltetdes, und hat dann einen regulatorischen
Einfluss auf andere Gene im Genom der Zelle. Diasétretende Anderung in der
Genexpression wurde mit Affymetrix Arrays genomweintersucht, besonders stark
regulierte Gene werden dann fur die weiteren Expemnte ausgewahlt. Die Genexpression
wurde zusatzlich mittels semiquantitativer RT-PORI iow Density Arrays Uberprift. Im
Weiteren sollte die Genpositionierung der ausgedemchGene in fixierten Interphase-
Zellkernen mit der FISH-Technik untersucht, mit felilder konfokalen Mikroskopie und
verschiedenen Auswertungsprogrammen ausgewerigtlaii®end gedeutet werden.

Ein Teil dieser Arbeit wurde von Daniela Weigl inatitmen ihrer Diplomarbeit (2007-2008)

unter meiner Anleitung durchgefuhrt. Sie kimmerté slabei hauptsachlich um die Auswabhl
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der BAC-Klone, die semiquantitative RT-PCR und d#SH-Experimente und deren
Auswertung mit Hilfe von EDMT.

6.2. Histonmodifikationen

In diesem Teil der Arbeit ging es um den Verglewdm Verteilungsmustern verschiedener
Histonmodifikationen zwischen gesunden Blutzellemd u Krebszelllinien, die aus
verschiedenen Leukamien gewonnen wurden und in  raamtiedlichen
Differenzierungsstadien vorliegen.

Hier wurde nun die radiale Verteilung der Histonifigdtionen me3-H3K4, me3-H3K9 und
me3-H3K27 untersucht. Dabei sollte zunachst festjfesverden, ob die Modifikationen
nachgewiesen werden konnen und weiterhin ob esrééhiiede in der radialen Verteilung
zwischen den verschiedenen Histonmodifikationert. ghiRerdem sollten Unterschiede in
den Signalverteilungen zwischen normalen und matgellen beobachtet und dokumentiert
werden. Einige der untersuchten Krebszelllinieninokfn sich weiterhin in sehr unreifen
Differenzierungsstadien und kénnen durch Zugabschedener Chemikalien einen weiteren
Schritt in der Differenzierung machen, wobei sichd&rungen in den Verteilungen der
Histonsignale ergeben konnten. Diese sollten eliserdargestellt werden. Als Referenz fur
die Signalverteilung wurde in allen ExperimenteneeFarbung der Zentromere mit einem
Crest-Antiserum durchgefihrt. Alle Untersuchungelften mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Experimenten, deren Auswertung am konfokalen Mikops erfolgen sollte, ausgefihrt
werden.

Dieser Teil der vorliegenden Arbeit wurde teilweise Rahmen einer von mir mitgeplanten
und im Labor angeleiteten Diplomarbeit von Juliar’€007-2008) durchgefihrt, wobei sie
sich hauptsachlich um Farbung und Auswertung demalen Zelltypen und der HL-60

Zellen kimmerte.

6.3. ,Komplexe Sonden*

In diesem Teil der Arbeit soll versucht werden,diuKombination verschiedener Methoden
zur Amplifizierung und Markierung von ( ¢ ) DNA kagiexe Sonden aus verschiedenen
Zelltypen von Mensch und Maus zu erstellen, aufdgbase Chromosomen-Praparate zu
hybridisieren und anschlieRend eine 3D-FISH auérptiase-Zellkernen des gleichen oder
eines anderen Zelltyps zu machen. Es sollten damrMdster die komplexe Sonden aus
verschiedenen Zelltypen auf Metaphase-Chromosonrgeben, miteinander verglichen

werden, wobei auch Hybridisierungen zwischen deazigs Mensch und Maus betrachtet
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werden sollten. Nach gelungenen 2D-Hybridisierungeliten die gleichen Versuche und
Vergleiche in 3D durchgefuhrt werden.

Alle drei Teilbereiche der Arbeit sollen letzterutili Aufschluss Uber die Anordnung von

DNA-Segmenten mit unterschiedlicher Expressionrinakk des Zellkerns geben.
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Il. Material und Methoden

1. Zellkultur

Bei den, in der vorliegenden Arbeit verwendetenetelhandelt es sich, mit Ausnahme von
C2C12 und humanen Fibroblasten, um in Suspensiamseade Zelllinien oder direkt aus

Blut isolierten Zellen.

1.1.Subkultivierung von Suspensionszellen

Material:
» Suspensionszellen
» RPMI + 10 % FCS + 1 % Penicillin / Streptomycin

Methode:
Aus 10 ml einer dichten Kultur (3 x i@ellen) werden ca. 9 ml entnommen und durch

frisches Medium ersetzt.

1.2.Subkultivierung von C2C12 und Fibroblasten

Material:
» Wachsende Zellkultur
» PBS
» Trypsin/ EDTA
» DME-Medium mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptonyci

Methode:

Von einer subkonfluenten Zellkultur wird das Mediwtbgegossen, die Zellen mit PBS
gespult und anschlieRend mit einigen Milliliter psyn/EDTA ca. 5 min. im Brutschrank

inkubiert. Wenn sich die Zellen vom Boden der Krflasche gelést haben, werden sie mit
Medium nochmals abgespdult, ein Teil verworfen uret dRest mit frischem Medium

aufgefullt.
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1.3.Isolierung von Zellen aus Vollblut
Die Isolierung von Zellen aus Vollblut erfolgt (betentrifugation des Blutes in
verschiedenen Dichtegradienten.

1.3.1.1solierung von Lymphozyten aus Vollblut
Lymphozyten kénnen aus dem heparinisierten Bluumg@sr Testpersonen mittels Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. Sikbnnen unter Einfluss von

Phytohamagglutinin einige Tage in Kultur gehalted aur Teilung angeregt werden.

Material:
» 12-20 ml frisch entnommenes Blut gesunder Probanden
Heparin
Ficoll-Paque
Leukosep-Rohrchen
Zentrifuge
1x PBS
Phytohemagglutinin (PHA).
RPMI 1640-Medium + 10 % BSA + 1 % Penicillin/Streptycin

YV V V V V V V

Methode:

Das frisch entnommene Blut wird in vorbereitetecBal ROhrchen gegeben, in denen sich
jeweils bereits ein Tropfen Heparin befindet, urnmbriKopf gemischt. 15 ml Ficoll Pague
werden in ein Leukosep-Rohrchen gegeben und 30 mein2000 rpm zentrifugiert, so dass
sich unter dem Filter keine Luftblase mehr befind&nn kénnen bis zu 30 ml Blut auf den
Filter pipettiert und 10 min. bei 4000 rpm zentgiert werden. Eryhtrozyten, Monozyten und
Granulozyten gelangen dabei durch den Filter natbru Die Lymphozyten bilden einen gut
sichtbaren Ring, den sog. Buffy Coat, knapp obeérlgds Filters. Dieser kann mit einer
Pasteur-Pipette abgesaugt werden und wird in euresxd-alcon-Roéhrchen Uberfihrt. Die
Lymphozyten werden dreimal mit 1x PBS durch 10 rigei Zentrifugation bei 1000 rpm
gewaschen. AnschlieBend kénnen die Zellen fixieestden, oder in eine mit Medium und
PHA vorbereitete Kulturflasche gegeben und ca. @R i Brutschrank bei 38°C / 5 % GO
inkubiert werden. Danach befindet sich ein Groliteidl Zellen in der S-Phase. Das Vorliegen
der Zellen in der S-Phase kann spater mittels Brdtbung nachgewiesen werden (nicht

gezeigt)

40



[l. Material und Methoden —

1.3.2. Isolierung von Granulozyten / Monozyten au¥ollblut
Auch die Granulozyten / Monozyten-Fraktion kann rib&htegradientenzentrifugation mit
Histopaque aus Vollblut isoliert werden. Allerdinggben diese Zelltypen eine geringe

Lebensspanne und kdnnen nicht in Kultur genommedere

Material:
» Frisch enthommenes Blut gesunder Probanden
Heparin
Histopaque 1077
Histopaque 1191
Polystyrol-R6hrchen
Zentrifuge
1x PBS

YV V. V V V V

Methode:

Das frisch entnommene Blut wird in Falcon-Rohrclgggeben in denen sich bereits ein
Tropfen Heparin befindet und Uber Kopf gemischt.Falystyrol-Réhrchen werden 3 mi
Histopaque 1191 vorgelegt und vorsichtig mit 3 mistbpaque 1077 uUberschichtet.
AnschlieRend kénnen bis zu 6 ml Blut vorsichtig addir gegeben werden. Nach einer
einstindigen Zentrifugation bei 2100 rpm (= 700 kgidet sich auch hier ein deutlich
sichtbarer Buffy Coat, der vorsichtig mit einer feas-Pipette abgenommen wird und in ein
frisches Falcon-Rohrchen tberfuhrt werden kann.hNdrei Waschschritten mit 1x PBS bei

1000 rpm fur 10 min. kénnen die Zellen fixiert wend

1.3.3. Isolierung von Stammzellen aus Nabelschnundl Erythrozytenlyse

Zunachst wird das heparinisierte Nabelschnurblus dreundlicherweise von Claudia
Nussbaum (Walter-Brendel-Zentrum Minchen) isoliantd zur Verfigung gestellt wurde,

Uber eine Dichtegradienten-Zentrifugation aufgettenwie fir humane Lymphozyten

beschrieben (V.2.1.2).

Anschliel3end wird eine Erythrozytenlyse durchgefila sich kindliche Erythrozyten im

Sinkverhalten im Gradienten anders verhalten al&a@nsene Erythrozyten, und somit nach

der Gradientenzentrifugation noch eine leichte ldomhation vorhanden ist.
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Material:
» Erythrozytenlysepuffer (0,01 M Natriumphosphat ihti45 M Natriumchlorid, pH =
7,2)
> Zentrifuge

» Hanks Balanced Salt Solution

Methode:

Der Buffy Coat wird nach der Dichtegradientenzdéatyation vorsichtig mit einer
Transferpipette abgenommen und in ein frisches dRaRohrchen Uberfuhrt. Pro ml
gewonnener Zellsuspension werden 6 ml Erythrozysepuffer zugegeben und gemischt.
Nach einer Inkubation von 7 min. bei Raumtemperatud die Suspension zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wird noch 1a2 imHanks gewaschen, dann kdnnen die

Zellen wie Lymphozyten o.4. fur 3D fixiert, odertrtD % DMSO eingefroren werden.

1.4.Differenzierung von Zelllinien
Die Induktion der Differenzierung erfolgt tilber Zbgafolgender Chemikalien zum Medium
» DG75: Doxycyclin, Endkonz.: 500 ng/ml
» HL-60: Retinsdure: Stocklésung 1 mM, Endkonz.: 1,|6Mage
» HL-60: Vitamin D3: Stocklésung 1 uM, Endkonz.: 1 n®1Tage
» U937: TPA: Stocklésung 80 mM, Endkonz. 100 uM, gda
» K-562: TPA: Stocklosung 80 mM, Endkonz. 100 uM,&)&
Die Retrodifferenzierung der U937-.Zellen erfolgtrch Kultivierung tber 3-4 Wochen mit
normalem Medium, unter dem Mikroskop wird kontretti wann die Zellen wieder beginnen

sich abzusetzen.

1.5.Herstellung von Metaphase-Praparaten nach der Denjjlethode

Die Zellen einer logarithmisch wachsenden Kulturdea durch Zugabe von Colcemid in der
Metaphase arretiert, mit 0,56 M KCI aufgeblaht ulmek Strukturen mit Methanol-Eisessig
fixiert. Dann wird die Zellsuspension auf Objektfes getropft. Dabei platzen die Zellwénde

auf und es werden die kondensierten Chromosomesmiehrieilenden Zellen sichtbar.

Material:
» Wachsende Zellkultur
» Colcemid 10 pg/ml
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0,56 % KCI
Zentrifuge

Fixativ: Methanol — Eisessig (3:1)
Objekttrager
Wasserbad 55°C
Pasteur-Pipette
Durchlichtmikroskop
Ethanol 70 %, 100 %
Trockenschrank
0,01 N HCI

Pepsin

1x PBS

YV V.V V V V V V V V VYV V

Methode:

Zu 50 ml einer wachsenden Zellkultur werden 0,%0wmlcemid (Endkonzentration:

100 ng/ml) zugegeben und 40 min. im Brutschrankilimért, dann in ein Falcon-Rdhrchen
uberfuhrt und 10 min. bei 1000 rpm abzentrifugider Uberstand wird bis auf 5 ml

abgenommen und das Pellet vorsichtig resuspendartn werden vorsichtig 10 ml warme
KCI-L6sung zugegeben und bis auf 30 ml aufgeftlfich einer 1 5 mindtigen Inkubation im

Brutschrank werden die Zellen erneut 10 min. b&Q0l6m abzentrifugiert, der Uberstand
wieder bis auf 5 ml abgenommen, das Pellet im Resispendiert und 10 ml kaltes Fixativ
zugegeben und wieder auf 30 ml aufgefullt. Die Ziedpension wird wieder 10 min. bei

1000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen aiag resuspendierte Pellet in ein15 ml
Falcon-Rohrchen Uberfuhrt. Mit Fixativ wird auf bdl aufgefullt und die Waschschritte bis
zu funfmal wiederholt. Nach dem letzten Waschsthvitd soviel Fixativ zugegeben, dass
die Losung milchig-triib ist und kann dann bis zueiteren Verwendung bei -20°C

eingefroren werden.

Zum Auftropfen wird das Wasserbad auf 55°C vorgghend die Objekttrager in 100 %

technischem. Ethanol geputzt abgetrocknet und nerekKivette sortiert. Die vorbereitete

Zellsuspension wird auf Eis gestellt, drei Objelger werden in einer Metallbox ohne Deckel
ins Wasserbad gestellt und zwei Tropfen Zellsusparsuf jeden Objekttrager gegeben. Die
Objekttrager werden 1 min. im Wasserbad getrockrdie Metaphasen mit dem

Durchlichtmikroskop kontrolliert und 1 Std in 70 ®thanol gegeben. Dann werden die
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Objekttrager fur 5 min. in 100 % igen Ethanol Gkbrt, bei Raumtemperatur getrocknet und
anschlieBend 2 Std. in den Trockenschrank gestellt.

Gelegentlich ist es nétig, die Metaphase-Prapadateh Pepsinierung von Zellresten zu
befreien, die eine Hybridisierung behindern wirdeafir werden zunéchst die Objekttrager
in eine leere Kuvette gestellt und im Wasserbadewadgnt. Die Pepsinlésung wird
vorbereitet. Dazu werden 100 ml 0,01 N HCI-LosumgWasserbad vorgewéarmt und 50 pl
Pepsin zugegeben. Diese Losung wird zu den Objgitn gegeben und 10 min. im
Wasserbad inkubiert. Dann wird das Pepsin abgekipdtdie Objekttrager dreimal schnell
mit 1x PBS gewaschen. Danach folgen 3 Waschschmitelx PBS flir 5 min. unter
Schitteln. Anschliel3end werden die Praparate wiad&d % igen (10 min.) und 100 %

(5 min.) Ethanol dberfuihrt und bei Raumtemperagiragknet.

1.6.Fixierung fur 3D-FISH
Ziel der Fixierung von Zellen mit Paraformaldehyst einerseits, die Zellmembran und
Kernmembran so durchlassig zu machen, dass didertark Sonden eindringen kénnen, aber

gleichzeitig die 3D-Struktur soweit wie maglich ethalten.

1.6.1. Fixierung von Suspensionszellen
Material:
» Zellkultur
> Polylysin-beschichtete Deckglaser
» 1x PBS
> 0,3x PBS
> 4% PFAin 0,3x PBS
» 0,05 % Triton X-100 in PBS
» 0,5 % Triton X-100 in PBS
» 20 % Glycerol
> Flussiger Stickstoff
> 0,1 NHCI
» 2x SSC
» 50 % Formamid / 2x SSC
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Methode:

Zellen, die in Suspension wachsen werden auf Pahdlgeschichtete Deckglaser gegeben
und ca. 1 Std. im Brutschrank inkubiert um die &ellauf den Deckglasern anzuhaften.
Anschliel3end werden die Deckglaser dreimal kurzIxiPBS gespult und fir 1 min. in 0,3x

PBS gegeben um ein Schrumpfen der Zellen zu veeneidann werden die Zellen 10 min.

in 4 % Paraformaldehyd inkubiert und damit fixiektle weiteren Schritte dienen dazu, die

Zellmembranen fur die Sonden durchlassig zu madbanu werden die Zellen dreimal

5 min. in 0,05 % Triton X-100 inkubiert und anseifdend fur eine halbe Std. in 0,5 % Triton
X-100 gegeben. Die Zellen werden dann fir eineeh&ta. oder besser tber Nacht in 20 %
Glycerol gegeben und dann 4-6 mal in flissigen kStaff getaucht bis die Deckglaser

gefroren sind und auf einer Kiichenrolle wieder atdgt. Dann werden die Zellen 7,5 min. in
0,1 N HCI gegeben und in 2x SSC gewaschen. In Foftmamid kénnen die Zellen bis zur

Verwendung in der 3D-FISH aufbewahrt werden.

1.6.2. Fixierung adharenter Zellen
Die adharenten Zellen missen zunachst durch Belmagahit Trypsin/EDTA vom Boden
des ZellkulturgefalRes geldst werden und auf diekBléser tberfuhrt werden, auf denen sie

Uber Nacht im Brutschrank von selbst wieder anwaxchs

Material:
» Zellkultur
» Trypsin/ EDTA
» DME-Medium mit 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptonyci
> Deckglaser
» Brutschrank
» 1x PBS
» 4% PFAin 1x PBS
» 0,05 % Triton X-100 in PBS
» 0,5 % Triton X-100 in PBS
> 20 % Glycerol
» Flussiger Stickstoff
» 0,1 N HCI
» 2x SSC
» 50 % Formamid / 2x SSC
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Methode:

Aus der Zellkulturflasche wird das Medium abgenommed verworfen, die Zellen werden
mit 1x PBS gewaschen. Es werden einige Millilitaablfangig von der Groéfie der
Kulturflasche und der Dichte der Kultur) Trypsingageben und die Zellen fur einige
Minuten zuriick in den Brutschrank gestellt. Danrrdea die Zellen durch Klopfen vom
Zellkulturgefal® gelést und in Medium aufgenommeomit auch die Wirkung des Trypsins
neutralisiert wird. Die abgelosten Zellen konneztjgn neue Kulturgefall3e tberfiihrt werden,
in denen sich bereits sterile Deckglaser befindterinigen Stunden, oder Gber Nacht setzen
sich die Zellen dann auf den Deckglasern ab undchédrdann wie flr Suspensionszellen

beschrieben fixiert werden, jedoch ohne die Notugikeit einer Behandlung mit 0,3x PBS.

1.7.Fixierung fur Immunfluoreszenzfarbungen
Die Fixierung soll die dreidimensionale Struktur dellen / Zellkerne erhalten, die Zellen

jedoch zugéanglich fir Antikbrper machen.

Material:
> Polylysin-beschichtete Deckglaser
» 1x PBS
> 0,3x PBS

> 4% PFAin 0,3x PBS

» 0,5 % Triton X-100 in PBS

» 0,01 % PBS-Tween 20

Methode:

Alle verwendeten Zelltypen befinden sich in Suspamssie missen daher vor der Fixierung
auf den Deckgldsern anwachsen. Daher ist es ndiey,Deckglaser mit Polylysin zu
beschichten, um den Zellen das Anheften zu ermagticCa. 2 ml Zellkultur werden auf ein
beschichtetes Deckglas gegeben und 1 Std. im Bmatsk inkubiert. Dann werden die nicht
angehefteten Zellen 3 mal kurz mit 1x PBS abgespidtdie Deckglaser 1 min. in 0,3x PBS
inkubiert um ein Schrumpfen der Zellen zu verhinmdémschlieRend erfolg die Fixierung der
Zellen fur 10 min. in 4 % PFA in 0,3x PBS, wobeihs&nd der letzten 2 min. 0,5 % Triton
X-100 zugegeben wird um ein Austrocknen der Zellanvermeiden. Danach kénnen die
Zellen bis zur Verwendung in 0,1 % PBS-T im Kuhisstk aufbewahrt werden.
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1.8.Verwendete Zellen

Die immortalisierte Burkitt-Lymphom-KrebszelllinieG75 kann tber langere Zeit in Kultur
gehalten werden. Dabei werden die Zellen jedeni.3bTag gesplittet, damit die Kultur
nicht zu dicht wird. Um Zellen zu selektieren, den CALM-AF10 Vektor tragen wird dem
Medium Puromycin zugesetzt, denn der Vektor tragihaein Puromycin-Resistenzgen und
nur Zellen mit diesem Vektor kdnnen unter Selektiberleben. Die Aktivierung von CALM-
AF10 erfolgt Gber die Zugabe von Doxycyclin zum Neu.

Humane Lymphozytenachen ca. 25-40 % der Leukozyten aus, was eiglé&ahl von 1500
bis 4000 Zellen/ml Blut entspricht. Sie erkenneerfdkorper wie Bakterien und Viren und
entfernen diese. Sie gehtren zum adaptiven Immtersysd.h. sie durchlaufen nach der
Bildung im Knochenmark eine ,Pragung” im Thymusndg/mphknoten und der Milz. Man
unterscheidet T-, B- und natirliche Killerzellenplvei es bei den T-Zellen wiederum T-
Killer- und T-Helferzellen, bei den B-Zellen Plasmand Gedachtniszellen gibt. Ihre
Lebensdauer betragt mehrere Stunden bis einige.Jahr

Humane Granulozytesind der Hauptbestandteil der Leukozyten, sie mactwischen 45
und 75 % aus. Sie werden im Knochenmark gebiladdlreren im Blut, konnen jedoch auch
ins Gewebe einwandern. Sie gehodren zum innaten fmaypstem und haben eine Lebensdauer
von 2-3 Tagen. Besonders auffallig ist die Zellkerm, die aus 2-5 zusammenhangenden

Lobuli besteht. Man unterscheidet neutrophile, mmshile und basophile Granulozyten.

Humane Monozytenirkulieren als Vorlaufer von Makrophagen und dérsthen Zellen im
Blut und zerstoren koérperfremde Stoffe durch Phgipse und aktivieren das erworbene
Immunsystem durch Antigenprasentation. Der Haujptbpeort ist die Milz. Monozyten
haben eine Lebensdauer von lediglich 1-3 Tagen,rofddagen im Gewebe kdnnen mehrere
Wochen oder Monate tberleben. Der Anteil der Motezyan den Leukozyten betragt 3-8 %.

Bei HL-60 Zellenhandelt es sich um eine Promyeloblasten-Zelll{@ellins et al. 1977 &

1978, Gallagher et al. 1979), die aus dem Blut reiBéjahrigen Frau mit akuter
promyeloischer Leukdmie gewonnen wurde. Der Kanyatgr Zelllinie ist variabel, wobei
bestimmte Chromosomenverluste / -translokationeme w.B. der Verlust eines X-
Chromosoms, haufiger beschrieben werden (Volpl. 996, Liang et al. 1999, Cottier et al.

2004). Die Zelllinie kann mittels Zugabe verschiegle Chemikalien zur Differenzierung
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gebracht werden, wobei sowohl die Differenzierumgrichtung der Granulozyten als auch in
Richtung der Monozyten moglich ist (Ostrem et é@87). AuRerdem zeigt die Zelllinie
phagozytische Aktivitdt und Reaktion auf chemotadtie Stimuli und exprimiert das
Onkogen myc. Die Subkultivierung der HL-60 Zellefolgt mit RPMI + 10 % FCS alle zwei
bis drei Tage.

Die histiocytische Lymphom-ZelllinieU937 (Sundstrom et al. 1976) wurde 1996 von
Dreyling et al. beschrieben. Sie tragt eine t(1P;1413;q14) Translokation, die zur
Entstehung des Onkogens CALM-AF10 fihrt. Sie wuadss dem Blut eines 37jahrigen
Mannes kaukasicher Herkunft gewonnen. Auch diedéride ist durch Zugabe verschiedener
Chemikalien differenzierbar, geht dann jedoch immen die monozytische
Differenzierungsrichtung. Die Subkultivierung egblebenso wie bei HL-60 Zellen mit
RPMI + 10 % FCS alle zwei bis drei Tage.

Klein et al. beschrieben 1976 die Zelllinie K-58Roéffler et al. 1980, Lozzio et al. 1979,
Andersson et al. 1979, Lozzio et al, 1981), die @&is Blut einer 53jahrigen Patientin mit
chronischer myeloischer Leukamie hergestellt wuie.Zelllinie besitzt einen Karyotyp mit
bis zu 15 Marker-Chromosomen und ist ausgesprouahdiiferenziert. Die Differenzierung,
die zumeist den granulozytischen Differenzierungp@immschlagt, erfolgt spontan oder kann
durch Zugabe von Chemikalien ausgeltst werden Shiekultivierung erfolgt wie bei HL-60
oder U937-Zellen.

Bei RPMI-Zellenhandelt es sich um Plasmazytom-Zellen (Moore.et38), die von einem

61-jahrigen Patienten gewonnen wurden. Sie entgpden B-Lymphozyten und kann nicht
weiter differenziert werden. Der Karyotyp der Zelk ist aul3erst instabil, mit 68-70
Chromosomen und zwei Marker-Chromosomen. Die Stiblerdung erfolgt wiederum wie

fur HL-60 und U937-Zellen beschrieben.

In der Nabelschnur eines Neugeborenen findet mae e€ieutlich gréRere Anzahl an
Stammzellen als im normalen peripheren Blut, wdshaich die Nabelschnur zur
Stammzellgewinnung anbietet.

MEL ist eine B-Lymphozytenzelllinie der Maus. Sie wseh in Kultur in RPMI1640

Medium mit 10 % FCS und werden alle 2 Tage subkidni
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Bei C2C12Zellen handelt es sich um Muskelzellen (Yaffeletl77), bzw. Myoblasten der
Maus. Die Zelllinie differenziert schnell zu koriktden Myotuben, vor allem wenn die
Kulturen konfluent werden. Um das zu verhindern seiasdie Zellen alle zwei Tage mit
DMEM mit 10 % FCS subkultiviert werden

Fibroblastensind Zellen im Bindegewebe, die an der SyntheseEdérazellularen Matrix
beteiligt sind. Sie produzieren Kollagen, sind stéadig und haben viele irreguléare Fortsatze,

einen hellen, ovalen Zellkern mit deutlich sichtvarNucleolus.

2. Messung der Genexpression

Fur die Messung der Genexpression muss zunachsgeaugu untersuchenden Gewebe RNA
isoliert, vermessen und auf ihre Qualitat hin Ub@tpyverden, dann in cDNA umgeschrieben
werden und auch die cDNA einer Kontrolle unterzogerden. Die cDNA kann dann in

verschiedene Verfahren zur Analyse der Genexpressigesetzt werden.

2.1. RNA-Isolation

2.1.1. RNA-Isolation aus Suspensionszellen
Die RNA wird mittels PeqLab Gold RNA Pure Reagens aen Zellen isoliert (Phenol-

Chloroform-Isolation).

Material:
> 3x10 Zellen in Suspension, induziert und nicht-induzier
PegGold RNA Pure Reagenz
Chloroform
Zentrifuge
Isopropanol
70 % Ethanol
DEPDC-Wasser

YV V. V V V V

Methode:
Die Zellsuspension wird ein 50 ml Falcon-Réhrchesgapen und abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 5 ml PelgGeReagenz resuspendiert.

Anschliel3end wird das 0,2-fache Volumen Chlorofaungegeben, mit Hilfe des Vortex gut
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gemischt und die Suspension schnellstmdglich aoil Zppendorf-Réhrchen verteilt. Die

Rohrchen werden 10 min. bei 13000 rpm zentrifugianschlieend wird die klare Phase
vorsichtig abgenommen (ohne die Proteinphase zihbam), in 1 ml-Aliquots in 2 ml-

Eppendorf-Réhrchen abgefillt und jeweils 1 ml lsganol zugegeben. Die Lésung wird
nochmals gut gemischt und Uber Nacht (mind. 1 $tei.}20°C inkubiert und dann 10 min.
bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wigdworfen und das Pellet wird zweimal
mit 70 % Ethanol gewaschen. Danach wird der Ethar@glichst restlos enthommen und das
Pellet an der Luft getrocknet. Je nach GroRRe dést®Pavird es in 10-20 ul DEPDC-Wasser

gelost.

2.1.2. RNA-Isolierung aus adharenten Zellen

Material:
» 3 dichte T75-Kulturflaschen mit adhérenten Zellen
1x PBS
PegGold RNA Pure Reagenz
Zellschaber
Chloroform
Zentrifuge
Isopropanol
70 % Ethanol
DEPDC-Wasser

vV V V V V V V V

Methode:

Das Medium aus den Zellkulturflaschen wird abgen@mmnd verworfen, die Zellen mit 1x
PBS gewaschen. Das PBS wird mdglichst restlos rettend pro Flasche 5 ml PeqGold -
Reagenz zu den Zellen gegeben. Die Zellen werdeshdreiben mit dem Zellschaber vom
KulturgefalR gelost und durch das PeqGold-Reagerz Zdilstrukturen aufgelost. Diese

Suspension wird in Falcon-Rdhrchen Uberfihrt undesgehandelt wie Suspensionszellen.
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2.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Aus der bei 260 nm gemessenen Absorption kann Mig-Ronzentration berechnet werden.

Material:
> Isolierte RNA 1:500 in TE
» Photometer
» Quarzkivette

Methode:

Die RNA wird 1:500 in TE-Puffer verdinnt (2 pl RNAR98 pl TE-Puffer) und in eine
Quarzkivette gegeben. Mit Hilfe des Photometersl die Absorption der RNA-LGsung bei
260 nm und 280 nm gemessen. Daraus lasst sich aheddtration mit folgender Formel

berechnen:

OD2601F(;10E(40[500: Konz. RNA [ug/ul]

40 ist hierbei ein RNA-spezifischer Faktor, 500ibbtzsich auf die Verdinnung.

2.3. Qualitatskontrolle mittels denaturierendem Gel

Die Qualitat der RNA kann mittels denaturierendeornkaldehyd-Gel bestimmt werden.
Durch die denaturierenden Bedingungen werden Sekstrdkturen in der RNA aufgeldst
und somit kann die RNA im Gel dargestellt werdeab& werden zwei Banden sichtbar: Die
Bande der 28S-rRNA und die der 18S-rRNA. Ist dieARN einem guten Zustand, d.h. nicht
zu sehr von RNasen angegriffen, ist die obere, lBBFA-Bande ca. doppelt so dick wie die
weiter unten laufende 18S-rRNA Bande, es solltelilist kein Schmier zu sehen sein.

Material:

» RNase freie Agarose
DEPDC-Wasser
10x MOPS-Puffer
Formaldehyd
Gelkammer

Gelschlitten und —kamm

YV V. V V V V

Isolierte RNA ca. 1 ug
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Formamid
Ethidiumbromid-Bad
Auftragspuffer

Spannungsgeber

YV V. V VYV V

Geldokumentationssystem

Methode:

0,6 g Agarose werden in 43,5 ml DEPDC-Wasser WRigmren und Aufkochen gelést und bis
auf Handtemperatur abkihlen lassen, dann werdeh1®xiMOPS und 1,5 ml Formaldehyd
zugegeben und das Gel in den Schlitten gegossen.

Ca 1 pg der isolierten RNA in einem Volumen von ng® pl wird mit 5 pl Formamid,

1,7 pl Formaldehyd und 1 pl 10x MOPS-Puffer vertsetrd 1 pl Ethidiumbromid zugegeben.
Dann werden die Proben 15 min. bei 65°C auf denzitbeck inkubiert kurz abkihlen lassen
und 1 pl Auftragspuffer zugegeben. Die Proben kand@nn auf das erstarrte Gel geladen
werden. Das Gel lauft bei 45 V, 100 mA ca. 1 Sibpei ca. 2 mal wahrend des Laufs
unterbrochen werden muss um den 1x MOPS-Laufpufiedem sich mit der Zeit ein pH-
Gradient bildet, zwischen den beiden Kammern wiedsizutauschen. Nach dem Lauf wird
das mehrmals Gel kurz fur einige Sekunden in dé&sser gewaschen und kann dann

anschliel3end in der Photoanlage fotografiert werden

2.4. DNase-Verdau
Um DNA-Rest aus der isolierten RNA zu entfernenrk&amn DNase-Verdau durchgefihrt
werden. Die verbleibende RNA wird anschlieRend gee Quiaquick Saule gereinigt und

die Konzentration neu bestimmt.

Material:
» lIsolierte RNA ca.12 ug
2x DNase-Puffer
DNase |
RNA-easy-kit (Quiagen Nr. 127128054)
B-Mercaptoethanol
100 % Ethanol

vV V V V V
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Methode:

Ca. 12 pg isolierte RNA werden mit DEPDC-Wasser 2ful Volumen eingestellt, dann
werden 30 pl 2x DNase-Puffer und 1 pl DNase zugegeNach 30 minutiger Inkubation bei
37°C wird die RNA mit dem RNeasy-Kit der Firma Quea folgendermal3en aufgereinigt:
Das Volumen wird mir 39 pul RNase freiem Wasserld{f | eingestellt, dann werden

350 pl RLT-Puffer (frisch angesetzt: 1 ml RLT + L0 B-Mercaptotehanol) und 350 ul
Ethanol zugegeben, durch pipettieren gemischt unfl die Saule gegeben. Nach
Zentrifugation fur 15 sec. bei 10000 rpm wird derffangbehélter ausgetauscht, nochmals
15 sec bei 10000 rpm zentrifugiert, der Durchfiuassvorfen und nochmals 2 min. bei

10000 rpm zentrifugiert. Der Auffangbehalter wirtheut ausgetauscht, 1 min. bei 13000 rpm
zentrifugiert und anschlie3end zweimal 30 pl RNfeees Wasser auf die Saule pipettiert

und jedes mal 1 min. bei 10000 rpm zentrifugiert.

2.5. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird RNA in DNA, dgog. cDNA umgeschrieben. Um
hauptséachlich die mMRNA umzuschreiben benutzt madi&ireverse Transkription Oligo-dT-
Primer, die selektiv an den Poly-T-Schwanz der mRi#den. Von dort aus findet dann die
Synthese der cDNA statt. Nach der eigentlichen Raakvird die verbleibende RNA mittels
RNasen (RNase A und H) verdaut, so dass nur etrémeisge cDNA Ubrig bleibt, die dann in

weiteren Reaktionen eingesetzt werden kann.

Material:
> 5pug RNA
» Oligo-dT-Primer (500 pg/ml)
» dNTPs (jeweils 10 mM)
» 5x Erststrangpuffer
» 0,2MDTT
» Superscript Il Reverse Transkriptase (200 U/ul)
> RNA Guard (21 U/ul)
» Heizblock
> RNase A
» RNase H
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Methode:

5 ug RNA werden mit 1 pl dNTPs und 1 ul Oligo-diaker versetzt und das Volumen mit
DEPDC-Wasser auf 12 pl eingestellt. Die RNA-Sekustlédkturen werden 5 min. bei 65°C
gelést. Dann wird der Erststrangpuffer, das DTT diad RNA-Guard Reagenz zugegeben
und fur 2 min. bei 42°C inkubiert um die Primerdi@m zu lassen. Dann wird erst die Reverse
Transkriptase zugegeben und die Reaktion 50 min.4B&C laufen gelassen, bevor die
Reverse Transkriptase 15 min. bei 70°C denatwiedltdie RNA mit RNase A und H verdaut
wird, wobei RNase A einzel- und doppelstrangige RN#agmente, RNase H DNA-RNA-

Hybride zerschneidet. Die cDNA kann dann in weitReaktionen eingesetzt werden.

2.6. Kontrolle der cDNA mittels GAPDH-PCR
GAPDH ist ein Enzym der Glycolyse, das ubiquitéaallen Zelltypen hoch exprimiert wird.

Es eignet sich daher als Positiv-Kontrolle fir BREA und die Reverse Transkription.

Material:
> CcDNA
» GAPDH-Primer (10 uM)
o Forward Human 5'-tcaagggcatcctgggctacac
0 Reverse Human 5'-tcttcaaggggtctacatggca
o Forward Maus 5°gcctggagaaacctgcca
o0 Reverse Maus 5 catgtaggccatgaggtc

PCR Puffer mit MgGl

dNTPs (jeweils 2,5 mM)

Tag-Polymerase

PCR-Maschine

1,8 % iges Agarosegel

Auftragspuffer

100 bp GroRenmarker

Gelkammer und —schlitten

Spannungsgeber

Ethidiumbromid-Bad

Geldokumentationssystem

V V V V V V V V V V V
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Methode:

Ein Mastermix (fur 40 Reaktionen) aus 200 pl PCRd?u80 pl dNTPs und 1340 pl Wasser
wird hergestellt und 1 pl der cDNA (in verschiedenerdiinnungen: 1:1, 1:10, 1:100) mit

42 ul Mastermix, je 2,5 pl Forward- und Reversevieriund 0,5 pl Tag-Polymerase gemischt
und in der PCR Maschine bei folgendem Programmbitti

Humane Proben:

Temperatur /Zeit Anzahl Zyklen
94°C, 2 min. 1
94°C, 30 sec.
61°C, 30 sec. 25
72°C, 45 sec
94°C, 30 sec.
61°C, 30 sec. 1
72°C, 5 min.

Maus-Proben:

Temperatur /Zeit Anzahl Zyklen
94°C, 2 min. 1
94°C, 30 sec.
53°C, 30 sec. 25
72°C, 45 sec
94°C, 30 sec.
53°C, 30 sec. 1
72°C, 5 min.

Nach Ende des Programms werden 5 ul der PCR-Pmdoikt3 pl Auftragspuffer gemischt
und in Reihenfolge der Verdinnungen auf das Aga@meaufgetragen und ca. 75 min. bei
80 V, 100 mA laufen gelassen. Die erste und le@Géspur wird durch den Gréenmarker
belegt. Dann wird das Gel einige Minuten im EthidiBromid-Bad gefarbt und kurz in
klarem Wasser entfarbt, bevor es fotografiert witsl sollte sich eine deutliche Bande bei
337 bp (human) bzw. 276 bp (murin) zeigen, die steigender Konzentration der

eingesetzten RNA dicker wird.
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2.7. Semiguantitative RT-PCR

Fur die semiquantitative RT-PCR werden fir jedesiziersuchende Gen spezifische Primer
ausgesucht, mit denen dann, ausgehend von der cBINA&R,CR-Reaktion durchgefihrt wird.
Die cDNA wird dabei in verschiedenen Verdinnungemlie Reaktion eingesetzt, um einen
Anstieg des PCR-Produktes im Gel mit der Konzeioinatler cDNA sehen zu kénnen und
daraus Riuckschlisse auf die Expression des Gemsnze konnen. Ebenfalls wird die PCR-
Reaktion mit der —RT Negativkontrolle und einer \8&sProbe durchgefihrt.

2.7.1. Primerdesign

Die Primer fur die RT-PCR wurden mit Hilfe der Dalbank ,ensembl” und des Programms
~FastPCR" ausgesucht.

Zunachst sucht man in der Datenbank ,ensembl” digu€nz des Gens, das mit der PCR
guantifiziert werden soll. Der ,reverse“- Primeilsoim 3'UTR-Bereich des Gens liegen, da
dieser nicht sehr GC-reich ist, kaum repetitiventdate enthalt und wenige Duplikationen
vorkommen. Der forward“- Primer wird so gewéahlgss$ er im vorletzten Exon liegt. Die
komplette Gensequenz wird in das FastPCR-Prograropiek. Zusatzlich werden die
Bereiche angegeben, aus denen die Primer stamriem. so

Aus den vorgeschlagenen Primerkombinationen, wahl die, deren Produkte eine Grol3e
von 200-500 bp besitzen und deren Qualitat Gbed’, liégt.

Folgende Primer wurden verwendet:

Tabelle 11.2.7: Verwendete Primer

G Primersequenzen Annealing- | Fragment-
en
forward reverse Temperatur | gréRe (bp)
5 TCAAGG GCATCC | 5 TCT TCA AGG GGT
GAPDH 61°C 337 bp
TGG GCTACACZ CTACATGGCAZ
CALM-
AF10 5 TTT GGC CCT GTA | 5 CAT GGA AAG CCT
59,2°C 286 bp
(AG TCAGGAGCACAG 3| GTCGACATCCAZ
Cremer)
CALM-
AF10 5 GCAATCTTG GCA | 5 GCC TGT CGA CAT
54,7°C 552 bp
(AG TCG GAAAT 3 CCATGTTT 3
Bohlander)
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GFP

5" CAG CTC GTC CAT
GCCGAGAGT G Z

5" ACA CCC TGG TGA
ACCGCATCGAZ

60,3°C

359 bp

IF144

5 TGC TCACTC ATG
TGG ATAGCATGG &

5" GCC CAT AGC ATT
CGT CTC AGAGCAG
31

58,5°C

217 bp

BIRC4BP

5" AGC TGC TGA AAA
TCAAACTTC CAC G
3!

5" GCC CAA CGA ATA
AAA CCC ATC ACC 3’

59,4°C

428 bp

5" CAC CGT GAT CAA | 5"CCAGCATTG CAC
IFITM1 60,0°C 360 bp
CATCCACAGCGAZ3 | AGTGGAGTGCAZ

5' CTC CAAAGT CTC | 5 GCT GCA CTA CAA
CENPE | CTAAAG TGACTG G | CATCATTACCAGG | 589°C 388 bp
3 3
5 CCT CGG TTG CTT
5 CTT GCC GGT GTT
LOC440338| CCT CAC CGA GCT G 60,7°C 376 bp
. GAG CCA GAG C 3'
5" AAC ACG CAG CTA
5' AAT TGG GCC ACC
SLC10A2 | TGT TCC ACC ATC G 60,0°C 419 bp
! AGT CACTTG G 3

2.7.2. Semigquantitative PCR

Mit den selbst entworfenen und von der Firma MWa@Gtkgtisierten Primern wird eine PCR
Reaktion mit 25 Zyklen und der, fir ein Primerpspezifischen, Temperatur gefahren. Dann
werden die PCR-Produkte im Agarosegel aufgetrennt.

In der ersten RT-PCR verwendet man zumeist Pritivedds Haushaltsgen GAPDH, welches
das Enzym Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase Glasose-Stoffwechsels, codiert.
Dieses dient als Positivkontrolle fir die Reaktiord die Qualitat der cDNA, da es erstens in
jedem Zelltyp exprimiert wird und zweitens weils=hr stark exprimiert wird (GAPDH hat in
DG75-VP16 laut Affymetrix einen Expressionswert (800).
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Die amplifizierten PCR-Produkte tragt man nun auf &8 % iges Agarosegel auf (s.
[11.3.5.2). Da man aufgrund der Primerwahl relatieine DNA-Fragmente (zwischen 200-
500 bp) erhalt, benétigt man ein recht engmaschigss

Wird das untersuchte Gen von dem eingesetztenygedikprimiert, so erhalt man Banden
spezifischer Grol3e in den Spuren, in denen die ARJatze (1:1, 1:10, 1:100) aufgetragen

wurden.

2.7.3 Ablauf der semiquantitativen PCR

Material:

» Pharmacia PCR-Puffer (mit MggJl
dNTPs (2,5 mM each)
H,O bidest.
Forward-Primer (10 pM)
Reverse-Primer (10 uM)
cDNA (1:1/1:10/ 1:100)
Tag-Polymerase
PCR-Maschine

YV V V V V V V

Methode:

Zunachst wird folgender Mastermix angesetzt:

Reagenz Menge

Pharmacia PCR-Puffer (mit MggJl 200 pl
dNTPs (2,5 mM each) 160 pl
H,O bidest. 1340 pl

Fur die PCR-Reaktion wird folgender Ansatz erstellt

42,5 pl Mastermix
2,5 ul Forward-Primer {1B1)
2,5 ul Reverse-Primer (10 uM)
1 pl cDNA (2:1/1:10/1:100)
0,5 ul Tag-Polymerase

58




[l. Material und Methoden —

In der PCR-Maschine wird das Programm eingestellt:

Temperatur /Zeit Anzahl Zyklen
94°C, 3 min 1
94°C, 30 sec.

XX°C, 30 sec. 25
72°C, 45 sec.

94°C, 30 sec.

XX°C, 30 sec. 1
72°C, 5 min.

Die Annealing-Temperatur (XX) ist je nach Primenpearschieden.

2.7.4 Auftrennung der PCR-Fragmente mittels Agarosgelelektrophorese

Material:

» Agarose
TAE-Puffer
Auftragspuffer
PCR-Reaktionen
100 bp-Marker
Gelkammer
Spannungsgeber

Ethidiumbromid-Farbelésung

vV V V V V V V V

Geldokumentationssystem

Methode:

1,8 % ige Agaroselosung (1,8 g Agarose auf 100 AE-Puffer) aufkochen und in eine
vorbereitete Gelkammer giel3en, mit nur einem Kamadas Gel eine lange Laufzeit hat.
Diese gewabhrleistet eine gute Auftrennung der Feagenr 5 pl des PCR-Produktes werden
mit 3 ul Auftragspuffer gemischt und in Reihenfolder Konzentration der eingesetzten
cDNA mit dem 100 bp Marker auf das Gel geladen. Gaklauft ca. 75 min. bei 80 V,

120 mA und wird dann geféarbt, gewaschen und fofegta
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Das Prinzip der Tag-Man-PCR ist, dass fir jedes B®ward- und Reverse-Primer als auch

eine spezifische Tag-Man Sonde mit Reporter-

undem@oier- Molekul in dem

ReaktionsgefalR (in diesem Fall in den einzelnenti&engen der Platte) vorliegen. Primer

und Tag-Man Sonde binden an das zugegebene DNA{awmmpie PCR-Reaktion beginnt,

dabei wird der Quencher von der Tag-Man Sonde atg®t der Reporter beginnt zu

fluoreszieren. In der PCR-Maschine wird dann destfag an Fluoreszenz lber die Zyklen

der PCR gemessen und mit der Expression ins Varbdesetzt. Dabei wird 18S-rRNA als

interne Kontrolle mitgeflhrt.

Mit Hilfe von Low-Density Aarrays (LDAs) konnen bimu 384 Gene gleichzeitig auf ihre

Expression in einem bestimmten Zelltyp hin untelnsweerden. Fir die hier durchgefuhrten

Experimente wurde eine Platte mit 96 gleichzeitiguntersuchenden Genen gewahlt, wobei

jedes Gen 4mal pro Platte untersucht werden kann.

Die Platte wurde folgendermal3en belegt:

RPL13A IS PITPNM3
LOC653486
SCGB1C1 ODF3

DEAF1

CENPE prleR¥

PITPNM3

IF144
MUPCDHE 93]

BET1L

9]=]=ViDk]Y CISD2
RPL13A A%t

LOC653486
SCGB1C1 ODF3

DEAF1

CENPE pleR¥

PITPNM3
LOC653486
SCGB1C1 ODF3

DEAF1

IF144
MUPCDHE 93]

BET1L

UBE2D3 [¢]flS]pX

RPL13A JAUMS

IF144
MUPCDH 83}

UBE2D3 [¢fiS|) CENPE JEeiRE

RPL13A IS PITPNM3

LOC653486
SCGB1C1 ODF3

DEAF1

BET1L

IF144
MUPCDHE93)

BET1L

TXNDC17

RIC8A
TMEM77

TXNDC17

TMEM77

TXNDC17

RIC8A
TMEM77

TXNDC17

RIC8A
TMEM77

SLC13A5 FBXO39

SIRT3 PSMD13
DENND2D

NLRP6 [y)glm!

IFITM2

RPEG65 TPP2

SIRT3 PSMD13 NLRP6 [y)gi!

CHIA

IFITM2

RPEG65
SLC13A5

TPP2

SIRT3 PSMD13 NLRP6 [yl
DENND2D CHIA
F

IFITM2

RPEGS TPP2

SLC13A5

NS EIATHLL
CHIA

SIRT3 PSMD13
DENND2D

IFITM2
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C13orf SLC10A GAPD
27 KDELC1 BIVM ERCC5 2 H RPLPO M4 TBP HMBS
C170rf49:M SLC16A
GC71993 [=leiN:=N 11 1 ASGR2 DVL2 GIPC2
TMEM1 PTDSS -
B4GALNT4 PKP3 SIGIRR 6J 2 =7 RNH1 (ki<W RASSF7
NI =l Clorf16 Clorf18 GADD45
1 A 3 A GNG12
SLC10A GAPD
KDELC1 BIVM ERCC5 2 H RPLPO M4 TBP HMBS
C170rf49;:M SLC16A
GC71993 [leN:=N 11 1 ASGR2 DVL2 GIPC2
TMEM1 PTDSS -
B4GALNT4 PKP3 SIGIRR 6J 2 SN RNH1 (ki<W RASSF7
N Clorfl6 Clorf18 GADD45
1 A 3 A GNG12
g SLC10A GAPD

KDELC1 BIVM ERCC5 2 H RPLPO 4 TBP HMBS

C170rf49;M SLC16A ASGR
GC71993 BCL6B [kl 1 ASGR2 DVL2 GIPC2

TMEM1 PTDSS
B4AGALNT4 PKP3 SIGIRR 6J 2V AN RNH1 Clilorf35 JRGEEIG

2

NIl Clorf16 Clorf18 GADD45

A 3 A GNG12

SLC10A GAPD YWHA

KDELC1 ERCC5 2 H RPLPO M4 TBP HMBS

C170rf49;M SLC16A ASGR
GC71993 11 1 ASGR2 DVL2 GIPC2

TMEM1 PTDSS
B4GALNT4 SIGIRR 6J 2 aI2VANSNN RNH1 C11orf35

Clorfl6 RAP1 geiKejguksi GADDA45
WDR77 2 KCND3 A GNG12 UBC

Tabelle 1V.2.8.1.Belegung der LDA-Platten; obemkér Teil der Platte, unten: rechter Teil
der Platte (aus: LDA_CD, 729351 cardmap.xIs)

18S-rRNA ist hierbei die interne Kontrolle, RPLROCTB, B2M, GAPDH, TBP, POLR2A,
UBC, YWHAZ und HMBS wurden als weitere Kontrollerrwendet.

Material:

» CDNA (aus 50 bzw. 100 ng Gesamt-RNA)
TagMan Array Plates, Format 96a
TagMan Gene Expression Mastermix
Applied Biosystems 7900HT Fast System
Platten-Versiegler
Sorvall- Heraeus Multifuge 3L
SDS 2.1 Software

YV V V VYV V V
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Methode:

Pro Kanal der Platte werden 100 pl Mastermix/cDNAdung ein das Reservoir pipettiert,

die Platte 2 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert uia Ellssigkeit auf alle Reaktionskammern

zu verteilen, dann wird die Platte versiegelt, ainel geleerten Reservoir abgeschnitten. Die
Platte wird in das Applied Biosystems 7900HT Fastdb eingefiihrt und tber die Software

das Programm eingegeben und folgende PCR-Realdgiartet:

Temperatur / Zeit Anzahl Zyklen
50°C, 2 min. 1
95°C, 10 min. 1
95°C, 15 sec.

40
60°C, 1 min.

Nach Ende des Laufs werden fur jedes Gen die gemessCt-Werte angegeben, die
DeltaCt-Werte (Ct-Wert des Gens — Ct-Wert 18S rRkifpen berechnet werden, ebenso
wie die DeltaDeltaCt-Werte (Vergleich Delta Ct Gen uninduzierten und induzierten

Zellen). Daraus kann anschlieend die ExpressiorGaae berechnet werden (Livak et al.
2001).

3. Fluoreszenz in situ-Hybridisierung

Um zu testen, ob die ausgewahlten BAC-Sonden amiclgigen Stelle auf Chromosom 1
hybridisieren wird zundchst eine 2D-FISH auf Metg#Praparaten durchgefihrt.
Anschlie3end kdnnen die markierten BAC-Sonden BHFR3SH (Referenzen) auf Interphase-

Zellkernen verwendet werden.

3.1. 2D-FISH

Die fluorochrom- bzw. hapten-markierten Sonden (BA@d Chromosomen-Paints) werden
auf Metaphase-Praparate gegeben, die Sonden- uedDKMA denaturiert und zum
hybridisieren ins Wasserbad gegeben. Danach weridbh gebundene Sonden abgewaschen

und die gebundenen Sonden mit fluorochrom-markiefigtikbrpern nachgewiesen.
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Material:
» Markierte Sonden als Hybridisierungsmix
Metaphasepraparate
Deckglaser
Fixogum
Heizblock
Wasserbad 38°C
2x SSC
0,1x SSC
4 % BSA in 2x SSC
2% BSA in 2x SSC
Primar- und sekundar-Antikérper (fluorochrom-markie
4x SSC-Tween 20
DAPI

Vectashield

YV V.V V V V V V V V V V V V

Nagellack

Methode:

Zunachst wird aus den zu untersuchenden und meki&onden ein Hybridisierungsmix
hergestellt. Dazu werden die Sonden mit humanerDBB& (2,5 facher Uberschuss)
vermischt und mit 2,5 x Vol. Ethanol tber Nacht b2D°C geféllt. Dann werden die
Hybridisierungsmixe 20 min. bei 13000 rpm abzeugiért, der Uberstand verworfen das
Pellet getrocknet und in 3,5 pul Formamid aufgenommued ca. 2 Std bei 39°C geschdttelt.
Wenn sich das Pellet vollstandig gelost hat konB@nul Mastermix (Dextransulfat in SSC)
zugegeben werden.

Der Mastermix wird dann bei 85°C im Wasserbad detet und auf die Metaphasepraparate
gegeben, mit einem Deckglas mdglichst luftblasemfiobgedeckt und mit Fixogum versiegelt.
Das Préaparat wird nochmals 2 min. bei 76°C auf dtizblock denaturiert bevor es Uber
Nacht im 38°C Wasserbad inkubiert wird. Am nachstey wird das Fixogum und das
Deckglas entfernt, das Praparat 2x 5 min. in 2x $8C38°C anschliel3end 3x 5 min. bei
60°C mit 0,1x SSC stringent gewaschen und unsgeh#i Bindungsstellen durch 20minutige
Inkubation in 2 % BSA in SSC abgesattigt. Dann kasher erste Antikorper-Layer
aufgebracht werden und 45 min. in einer dunklen K@mbei 38°C einwirken gelassen.
Nicht gebundener Antikdrper wird dann bei 3 Washhisien mit 4xSSC-T entfernt, bevor
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der 2. Antikorper aufgebracht wird. Dann wird disl® mit DAPI gegen gefarbt das Praparat
luftgetrocknet und mit Vectashield und einem Deakgkingedeckelt und mit Nagellack

versiegelt.

Die hier verwendeten Sonden wurden folgendermal&ehkient und nachgewiesen:

BAC-Klon Gen Makierung 1.Antikorper 2.Antikorper
o Avidin- Goata Avidin
RP11-358F02 DEPDC1 Biotin
Alexa488 FITC
) Goata rabbit
RP11-348L16 IF144 DNP RabhbitDNP
Texas Red
o ) Goato Mouse
RP11-705K13 RAP1A Digoxigenin MouseDig -
y
#CT1 Cy3

3.2. 3D-FISH

Die 3D-FISH dient dazu, festzustellen an welchesittm in einem Interphase-Zellkern ein
bestimmtes Gen, nachgewiesen durch eine BAC-Sdietg, Der Ablauf der 3D-FISH
unterscheidet sich nur unwesentlich von dem defFEEH, so dass hier nur auf Unterschiede

eingegangen wird.

Material:
» Markierte Sonden als Hybridisierungsmix
3D-fixierte Zellen
Deckglaser
Fixogum
Heizblock, 76°C
Wasserbad 38°C
2x SSC
0,1x SSC
4 % BSA in 2x SSC
2 % BSA in 2x SSC
Primar- und sekundar-Antikérper (fluorochrom-markie
4x SSC-Tween 20
DAPI

V V V V V V V V V V V VY
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» Vectashield
> Nagellack

Methode:

Genauso wie fur die 2D-FISH wird auch fir die 305HI zunachst ein Hybrdisierungsmix
hergestellt, und auf die aus dem Formamid genomme&edpraparate gegeben, ohne dass
diese austrocknen. Nach der Denaturierung von S$enaed Ziel DNA auf dem Heizblock
erfolgt die Inkubation im Wasserbad fir 48 Stdvdyeder Nachweis der Sonden wie in der
2D-FISH erfolgt. Nach der Gegenfarbung werden dip&rate jedoch nicht luftgetrocknet
sondern sofort eingedeckelt.

3.3. Affymetrix-Arrays und BAC-Sonden

Zunachst wurde die Expression aller Gene im nistitizierten und induzierten Zustand der
Zellen mittels Affymetrix-Arrays gemessen (AG Bahtler; Expressionstabellen s. Anhang).
Ausgehend von diesen Messdaten wurden Gene zurduokeing mittels FISH ausgewahlt,
die einen mindestens dreifachen Unterschied inEdg@ression vor und nach der Induktion
mit Doxycyclin aufwiesen. Fur diese Gene wurden der Datenbank ,Ensembl”
(www.ensembl.org) BAC-Klone ausgewahlt, die die éene der ausgewahlten Gene
maoglichst gut abdecken und auf denen maoglichstgvandere Gene liegen.

Folgende BAC-Klone wurden ausgewahlt (die spatedié Experimente verwendeten BAC-

Klone sind bereits farbig unterlegt):

BAC Position Gen Regulation [t
Affymetrix

RP11-348L16 1p31.1 IF144, IFI44L Hoch
RP11-609D21 17pl13.1 BIRC4BP Hoch
RP11-705K13 1p13.3 RAP1A Hoch
RP11-437P23 11p15.5 IFITM1 Hoch
RP11-358F02 1p31.2 DEPDC1 Runter
RP11-291N5 4924 CENPE Runter
RP11-650A22 16p13.12 LOC440338 Runter
RP11-11L08 13g33.1 SLC10A2 Runter

Tabelle IV.3.3.1. bestellte BAC-Klone
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Die BAC-Klone wurden bei BACPAC Ressources Centettp(/Avww.bacpac.chororg)
bestellt. Die BAC-Klone werden in E.coli-Zellen #gar geliefert und folgendermaf3en

weiterbehandelt:

3.3.1. Vorkultur
Um zunachst ein gutes Anwachsen der E.coli Zellangewéhrleisten wird eine sog.
Vorkultur angesetzt.

Material:
» LB-Medium
» Chloramphenicol 20 mg/mi
» Schttler

Methode:

5 ml LB und 3,1 ul Chloramphenicol (Endkonz. = 1R&'ml) werden in ein 15 ml Falcon
Rohrchen vorgelegt, mit einer abgeflammten Impidsd etwas Agar aus dem Rohrchen mit
dem jeweiligen BAC entnommen und in das Medium fegeDie Kultur wird ca. 5 Std. bei
37°C geschuittelt.

3.3.2. Ubernacht-Kultur
Um die E.coli-Zellen mit den BAC-Klonen in ausregcider Menge flr die Minipraparation

zur Verfiigung zu haben wird aus der Vorkultur dilernachtkultur angesetzt.

Material:
» Vorkultur
» LB-Medium
» Chloramphenicol 20mg/ml.
» Schdttler

Methode:

35 ml LB-Medium werden mit 21,8 pl Chlorampheni¢ehdkonz.= 12,5 pug/ml ) versetzt
und die Vorkultur wird zugegeben. Die Kultur wirddr Nacht bei 37°C geschilittelt.
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3.3.3. Minipraparation

Mit Hilfe der Minipraparation werden die E.coli-Zeh lysiert und deren DNA und
Zellbestandteile ausgefallt, im Detail werden zunséiadie Zellen im ersten Lysepuffer, der
EDTA zur Bindung divalenter Kationen enthélt, aufgenmen. Durch die Bindung der
Kationen durch EDTA stehen sie nicht mehr als Cwfiaiir die DNasen zur Verfligung, was
gewadbhrleistet, dass die DNA nicht durch DNasen gnffjen wird. Mit Zugabe des néchsten
Puffers werden die Zellen lysiert und die DNA dudds NaOH denaturiert. SDS bindet an
die, im Zelllysat vorhandenen, Proteine. Der dritysepuffer bewirkt mit seinem sauren pH
eine Neutralisierung des pH-Wertes der Lésung usmthideine Renaturierung der kleinen
Plasmid-DNA, jedoch nicht der grofien genomischemADBNurch die enthaltenen Kalium-
lonen werden die Proteine, auf Grund der Wechskling der Kalium-lonen mit SDS und
der anschlie3enden Zentrifugation endgultig ausigefsie BAC-DNA befindet sich nun im
Uberstand und kann durch Zugabe von Isopropandillyafnd mit Ethanol gewaschen
werden.

Vor der Minipraparation wird aus jedem Rohrchenastvivaterial fur einen Glycerinstock

enthommen.

Material:
> 40 ml Ubernachtkultur

> 50 % Glycerin
» Cryoréhrchen
» Zentrifuge Hettich, Eppendorf
» Lysepuffer 1 (50 mM Glucose, 2 mM Tris-HCI, 10 mNDEA)
> Lysepuffer 2 (0,2 M NaOH, 1 % SDS)
> Lysepuffer 3 (1 M KAc, pH=5,2)
» 70 % und 100 % Ethanol
> Bidest. Wasser
Methode:

300 pl 50 % Glycerin werden in ein Cryoréhrchengedegt und 300 pl E.coli-Kultur
zugegeben. Die Rohrchen werden 1 Std. auf Eis iekiildann auf -80°C dberfihrt und
aufbewabhrt.

Der Rest der Ubernachtkultur wird 10 min. bei 40@@n abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 1,2 ml Lysepufferl sgmndiert und auf 2 2 ml Eppendorf-
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Rohrchen verteilt. Dann werden pro Eppendorf-RéémcB00 ml Lysepuffer 2 zugegeben,
vorsichtig gemischt und 5 min. bei Raumtemperateinen gelassen, bevor 600 pl Lysepuffer
3 hinzugefiigt werden. Die Suspensionen werden nalshkurz gemischt und 5 min. auf Eis
inkubiert. Dann wird 10 min. bei 13000 rpm zentgiert und die R6éhrchen danach auf Eis
gestellt. Der Uberstand wird moglichst sauber emimen und auf zwei Eppendorf-Rréhrchen
verteilt. Diesen Schritt wiederholen, wenn die L@guwicht klar ist. Dann werden 0,8 mi
Isopropanol zugegeben, gemischt und die R6hrchemb5auf Eis gestellt. Dann werden die
Lésungen 30 min. bei 13000 rpm zentrifugiert, dbetstand verworfen und die Pellets in

0,5 ml kaltem 70 % igen Ethanol gewaschen. Nachreneiteren Zentrifugation fir 5 min.
bei 13000 rpm wird der Uberstand verworfen und Blellet getrocknet und anschlieBend in

50 pl bidest. Wasser aufgenommen.

3.3.4. Agarose-Testgel
Um die Qualitat der isolierten DNA zu kontrollierauird ein 1 % iges Agarosegel gefahren.

Material:

» Agarose 1 g /100 mi
TAE-Puffer
Schilitten
Kamm

Gelkammer

>

>

>

>

» Auftragspuffer
» A-Grossenmarker

» Spannungsgeber

» Ethidiumbromid-Bad

» Geldokumentationssystem

Methode:

1 g Agarose wird in 100 ml TAE-Puffer unter Aufk@rhgeldst, leicht abkihlen lassen und in
den Gelschlitten mit Kamm gegossen. Wenn das Gl geworden ist, kann der Kamm
entnommen werden und das Gel in der Kammer mit PAEer Ubergossen werden.
Anschlielend wird das Gel mit dem Gro3enmarker ded Proben beladen an den
Spannungsgeber angeschlossen und ca. 20 min ba/,1BB0 mA laufen gelassen. Danach

wird das Gel fur einige Minuten in das EthidiumbidiBad gegeben und kurz in klarem
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Wasser entfarbt.  AnschlieRend werden die Signale terun UV-Licht im

Geldokumentationssystem aufgenommen.

3.3.5. Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentradn

Die Menge der isolierten DNA kann mittels Photoméiestimmt werden. Dazu wird die OD
bei 260 nm gemessen und daraus die DNA-Konzentratimittelt. Ebenso wird die OD bei
280 nm gemessen. Die OD bei 280 nm gibt die Meng®ratein an, die sich mit in der
Losung befindet, somit ist die Ratio OD260/280 Mial? fiir die Reinheit der isolierten DNA.

Material:
» Photometer
» TE-Puffer
> DNA

» Quarzkivette

Methode:

Um das Photometer zu eichen wird zunachst TE-Puiferder Kilvette gemessen.
Anschlie3end werden 1:100 und 1:500-Verdinnunge®8iA in TE-Puffer gemessen. Nach
jeder Messung wird die Klvette mit Wasser gespult.

3.3.6. DOP-PCR

Um die isolierte BAC-DNA zu amplifizieren wird dislethode der DOP-PCR angewandt
(Fiegler et al. 2003, Telenius et al. 1992). Dakerden Primer verwendet, die partiell, und
zwar im mittleren Bereich, degeneriert sind, alsat ébei der Synthese des Primers zuféllige
Nucleotide eingebaut werden. Damit ist gewahrleistass der Primer in einem gegebenen
DNA-Abschnitt mehrere Bindungsstellen finden kammgs durch die 10 Zyklen niederer
Stringenz begtinstigt wird. Die hier verwendetemrm@r unterscheiden sich von den, von
Telenius et al. 1992 publizierten 6 MW-Primern,dadass die 6 Nucleotide am 3' der Primer
so gewahlt sind, dass sie menschliche DNA 6maldoesmsplifizieren als E.coli-DNA. Jeder
der verwendeten Primer amplifiziert dabei andergu8ezen des Targets. Mit einer Mischung
der Fragmente, die von den beiden Primern amm@iizvorden sind, erhalt man eine recht
vollstandige Représentation des Targets (Fieglat. €2003).

Durch die geringe Annealing Temperatur konnen dim& auch trotz einiger Fehlpaarungen

an die DNA binden. Durch die vergleichsweise lalgagensionszeit wird die Entstehung
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langer Fragmente begunstigt. In den anschlieReB8enyklen hoher Stringenz ist nur eine
spezifische Primerbindung mdglich und es kommt inereexponentiellen Vermehrung der

Fragmente.

Um BAC-DNA zu amplifizieren werden zwei verschiedeirimer, DOP2 und DOP3
verwendet, fur Chromosomen-Paints wird meist deM6Mrimer verwendet. Die Primer
haben folgende Sequenzen:

DOP2: 5'ccgactcgagnnnnnntaggag

DOP3: 5'ccgactcgagnnnnnnttctag

6MW: 5 ccgactcgagnnnnnnatgtgg

Zunachst wird die BAC-DNA mit primarer DOP-PCR arfipiert, anschlie3end erfolgt die
Label-PCR um die amplifizierten BAC-Sonden mit Fluchromen oder Haptenen zu

markieren.

3.3.6.1. Priméare DOP-PCR

Material:
> Isolierte BAC-DNA

» DOP2-Primer 20 uM
» DOP3-Primer 2 0 mM
> Puffer D
» Detergenz W1,1 %
» dNTPs (jeweils 2,5 mM)
» Taqg-Polymerase
» PCR-Maschine
Methode:
Fur die PCR wird zunéchst folgender Mastermix dtste
Reagenz Menge
Puffer D 200 pl
Detergenz W1 100 pl
dNTPs 80 ul
DOP2/DOP3-Primer 100 pl
Wasser 140 pl
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Fur die PCR werden dann jeweils 48 pul Mastermixl1BAC-DNA und 0,5 pl Tag-
Polymerase verwendet.

In der PCR-Maschine wird folgendes Programm eiradjést

Temperatur/Zeit Anzahl Zyklen

96°C, 3 min. 1

94°C, 1 min. 30 s
30°C, 2 min. 30 s 10
72°C, 3 min.

94°C, 1 min.
62°C, 1 min. 30 s 30
72°C, 2 min.

94°C, 1 min.
62°C, 1 min. 30 s 1
72°C, 8 min.

Anschliel3end wird der Erfolg der PCR mittels Agar&&el Gberpruft.

3.3.6.2. Label-DOP-PCR

Material:
» Priméar DOP-amplifizierte BAC-DNA
DOP2-Primer 20 pM
DOP3-Primer 20 uM
MgCl,
Cetus-II-Puffer
ACG-Mix, je 2 mM
dTTP, 1 mM
fluorochrom- / hapten-markierte dUTPs, 1 mM
Tag-Polymerase
PCR-Maschine

vV V V V V V V V V
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Methode:
Auch fur die Label-DOP-PCR wird ein Mastermix eliste
Reagenz Menge
Cetus-II-Puffer 100l
MgClI2 80 pl
DOP2/3-Primer 100l
ACG-Mix 50ul
dTTP 80l
Bidest. H20 900 pl

Fur die PCR werden 46 pl Mastermix, 2 pul markiedgd P, 1 pl primar-amplifizierte DNA

und 0,5 ul Tag-Polymerase verwendet.

Temperatur/Zeit Anzahl Zyklen
94°C, 3 min. 1
94°C, 1 min.
56°C, 1 min. 25

72°C, 30 s
72°C, 5 min. 1

Anschlie3end wird der Erfolg der PCR und die Lamge entstandenen Sonden mittels
Agarose-Gel Uberprift. Sollten die Sonden zu laem £>500-1000 bp), wird die DNA
mittels DNase-Verdau verkdrzt.

3.3.6.3. Amplifikation und Markierung der DNA fur k omplexe Sonden

Um die mittels reverser Transkription hergestelitel Gberprifte cDNA fur 2D- bzw. 3D-
FISH einzusetzen muss sie zunachst amplifiziert omi Haptenen oder Fluorochromen
markiert werden. Fur die Amplifikation kommen aletiiloden die Genomiphi und die DOP-
PCR in Frage, markiert werden konnen die SondetelsilNicktranslation oder mit einem
weiteren PCR-Schritt, der Label-PCR.
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3.3.6.3.1. Genomiphi

Die Genomiphi ist eine unspezifische, aber sehrieffte Methode der DNA-Amplifikation.
Dabei werden Random-Hexamer-Primer eingesetzt, Rb&merase arbeitet nach dem
»Rolling-Circle"-Prinzip, wobei sehr viel Amplifikbgebildet wird. Diese Methode ist jedoch

auch relativ kostspielig.

Material:

> CDNA
Genomiphi-Kit
PCR-Maschine
Auftragspuffer
1% iges Agarosegel
Grol3enstandard 1kb
Ethidium-Bromid-Bad
Geldokumentationssystem

V V V V V VYV V

Methode:

1 pl cDNA wird mit 9 pl Sample-Buffer gemischt uddmin. bei 95°C denaturiert. Ein
Mastermix aus 9 pl Reaction-Buffer und 1 pl Enzyra Beaktion wird hergestellt und nach
dem Abkuhlen der Probe zugegeben. Anschliel3end derdjesamte Reaktionsansatz 16 Std
bei 32°C in der PCR.Maschine inkubiert und das BnanschlielBend 10 min. bei 65°C
denaturiert, so dass die Reaktion gestoppt wirgl Benomiphi-Produkt werden mit 3 pl
Auftragspuffer gemischt und auf ein 1% iges Agaget@ufgetragen. Das Gel, auf dem sich
auch mindestens eine Spur mitMarker befindet, lauft ca. 30 min. bei 120 V, 5@, wird
dann im Ethidiumbromid-Bad gefarbt kurz entfarbtuntografiert. Auf dem Gel sollte ein

Schmier an DNA-Fragmenten zu sehen sein.

3.3.6.3.2. DOP-PCR

Mit Hilfe der primaren DOP-PCR ist eine Amplifikati, mit der Label-DOP-PCR eine
Amplifikation mit gleichzeitiger Markierung des gi@setzten Materials mdglich.

Es kann allerdings auch nach der primaren PCR Nicdidranslation angeschlossen werden,

ebenso kann eine Label-PCR direkt vom Ausgangsiabgers erfolgen.
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3.3.6.3.3. Nicktranslation

Bei der Nicktranslation wird ein DNA-Fragment lelilthp markiert, es erfolgt jedoch keine
weitere Amplifikation. Die DNase fligt der eingesetz DNA Doppelstrangbriche zu, die
DNA-Polymerase ,repariert” diese Briiche wieder, @iobin Teil des noch intakten DNA-

Stranges abgebaut und anschliel3end neu aufgebaltividem Neuaufbau werden sowohl
normale als auch hapten- oder fluorochrom-markiétigkleotide in den DNA-Strang

eingebaut.

Material:

» DNA-Fragmente
Nicktranslations-Puffer
B-Mecaptoethanol
Unmarkierte dNTPs
Markierte dUTPs
Dest. Wasser
DNase | (1:250 mit dest. Wasser)
DNA-Polymerase
15°C Wasserbad
1 % iges Agarosegel
A-GrolRenmarker
Ethidiumbromid-Bad

Geldokumentationssystem

vV V V V V V V V V V V V VY

Stoppmix

Methode:

Je nach Konzentration der DNA-Fragmente (aus Ggésdhatzt) werden einige pl in die
Reaktion eingesetzt. Zugegeben werden 5 pl dNTP$il 5 p-Mercaptoethanol, 5 ul
Nicktranslationspuffer und 2 pl markierte dUTPs.sDdolumen der Reaktion wird mit
Wasser so eingestellt, dass nach Zugabe von 1 @as®Nund 1 pul DNA-Polymerase 50 pl
Reaktionsvolumen vorliegen. Der Ansatz wird 1,5 I8d15°C im Wasserbad inkubiert, dann
werden 2 pl Nicktranslationsprodukt mit 3 pl Au@spuffer versetzt und mit einefx
Marker auf ein 1 % iges Agarosegel aufgetragenhNaellauf (20 min. 120 V, 150 mA),
Farben und fotografieren wird die Lange der entitaen Produkte aus dem Gel abgeschatzt.
Sind die so entstandenen Sonden zu lang fur FISbéfiixente (ideal: 200-500 bp), kann
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nochmals 1 pl 1:250 verdinnte DNase zugegeben wardd 7 min. bei Raumtemperatur

inkubiert werden. Danach kann die Ladnge der Soretaaut mittels Gel tUberprift werden.

Wenn die ideale Lange erreicht ist wird die Reaktilarch Zugabe des gleichen Volumens an
Stoppmix angehalten werden und die Produkte konMmé@n die Herstellung von

Hybridisierungsmixen verwendet werden.

Reagenz Nach Label-PCR Nach Nicktranslation
Markierte DNA 20 ul DOP2/3-Produkt 48 ul der NT
Kontrollsequenz (Paint oder 15 ul Paint, 20 ul DOP2/3- 15 pl Paint, 20 pl DOP2/3-

BAC) Produkt BAC Produkt BAC
Cot-1-DNA 100 pl 100 pl
Ethanol 400 pl 400 pl

Tabelle 11.2.1.: Label-PCR vs. Nicktranslation

Dabei waren die komplexen Sonden meist mit Digoxigdie Paints bzw. der BAC mit

Biotin markiert und wie folgt nachgewiesen:

Digoxigenin: Mausa-Dig-Cy3
Biotin: Streptavidin Cy5, bzw. Avidin-Alexa488 n@oate-Avidin FITC

4. Immunfluoreszenzexprimente
Fur Immunfluoreszenzfarbungen werden Antikérperegegpezielle zellulare oder nukleére
Strukturen verwendet, die dann wiederum durch $ipebe, fluorochrom-gekoppelte

Antikdrper nachgewiesen werden.

4.1. Durchfihrung der Farbungen
Es wurden fur alle verwendeten Zelltypen mit Ausnalder Nabelschnurblutzellen dieselben

Antikdrperkombinationen verwendet.

Material:
» Deckglaser mit fixierten Zellen
» 0,5 % Triton X-100 in PBS
» 4% BSA in PBS-T
» 2% BSA in PBS-T
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> 0,01 % PBS-T

> 1. Antikorper: Rabbit:- me3-H3K4 (1:500) oder
Rabbite- me3-H3K9 (1:500) oder
Rabbite- me3-H3K27 (1:500) und
Crest-Antiserum (1:150)

> 2. Antikorper: Goatr-Rabbit-FITC (1:100)
Donkeyeo-Human Cy3 (1:100)

> DAPI5 pg/ml

» Vectashield

> Nagellack

Methode:

Die Deckglaser mit den fixierten Zellen werden 0 min. bei Raumtemperatur unter
leichtem Schitteln in 0,5 % TritonX-100 inkubiertndu anschlieRend unspezifische
Bindungsstellen durch 20 minitige Inkubation in 8%A in PBS-T abgesattigt. Dann wird
die erste Antikorper-Losung auf die Zellen gegehew in einer feuchten Kammer im
Wasserbad bei 38°C 1 Std. einwirken lassen. Naat ¥YWaschschritten mit 0,01 % PBS-T
wird die zweite Antikorperlosung auf die Zellen eipert und wieder in der feuchten
Kammer 45 min. inkubiert. Der nicht gebundene Adrder wird wiederum in zwei Schritten
abgewaschen und die DNA 10 min. mit DAPI gegen ripefédas Deckglas wird dann mit
einem Tropfen Vectashield auf einen Objekttraggretpen und mit Nagellack versiegelt.

4.2. Besonderheiten bei Stammzellen aus Nabelschbiut

Um die Stammzellen aus den isolierten Blutzellerabe zu kennen und selektiv nur diese
mit dem Konfokalmikroskop aufzunehmen ist es ndtiig, Stammzellen durch eine weitere
Antikdrperfarbung von den anderen Zellen zu untesgten. Dafur wird ein sog. Lineage-
Cocktail verwendet, der mehrere FITC-markierte Ranper beinhaltet, die verschiedene

Zelltypen charakterisieren.

Dieser Cocktail beinhaltet Antikdrper gegen folgeritpitope:
» CD2 (gegen T- und NK-Zellen)
» CD3 (gegen T- Zellen)
» CD14 (gegen Monozyten)
» CD16 (gegen Phagozyten)
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» CD19 (gegen B-Zellen)
» CD56 (gegen NK-Zellen)
» CD235a (gegen erythroide Zellen)

Alle Zellen, die mit diesem Lineage-Cocktail nictangefarbt werden, kodnnen als
Stammzellen betrachtet werden. Durch die VerwendiegyLineage-Cocktails ist allerdings
der FITC-Kanal belegt, so dass fur die Anfarbung Hestonmodifikationen auf andere

Farbkombinationen ausgewichen werden muss.

Material:

> S.4.1.

> 1. Antikorper: Rabbit-- me3-H3K4 (1:500) oder
Rabbite- me3-H3K9 (1:500) oder
Rabbite- me3-H3K27 (1:500) und
Crest-Antiserum (1:150)
Lineage-Cocktail-FITC (1:10)

> 2. Antikorper: Goatr-Rabbit-Texas Red (1:100)
Donkeyeo-Human Cy5 (1:200)

Methode:
s. 4.1.

5. Mikroskopie

Die Mikroskopie ist sowohl fir die Kontrolle demeelnen Schritte der FISH-Prozedur aus
auch am Ende zur Auswertung der Praparate von NBtwurden drei verschiedenen Arten
von Mikrokopen verwendet: das Duchlichtmikroskops Epifluoreszenzmikroskop und das
Konfokalmikroskop.

5.1. Durchlichtmikroskopie

Das Durchlichtmikroskop wird in der Zellkultur veewdet, um den Zustand und die Dichte
einer Zellkultur zu bestimmen, aul3erdem wird dagheét Qualitdt von Metaphasepraparaten
und fixierten Zellen Uberprift und geeignete Areéile die 2D- und 3D-Hybridisierung

ausgewahlt. Hierfir wurde das 20er Objektiv vervetnd
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5.2. Epifluoreszenzmikroskopie

Das Prinzip der Epifluoreszenzmikroskopie berultadfs dass ein bestimmtes Fluorochrom
mit Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt deer und so auf ein hdoheres
Energieniveau gelangen kann. Beim Ruckfall auf despringliche Energieniveau wird
Energie in Form von Licht emittiert. Die Anregungdignlange ist dabei immer kirzer, also
energiereicher, als die emittierte Wellenlange ndeeim Rickfall des Fluorochroms auf das
ursprungliche Energieniveau wird nicht die gesangendern nur ein Teil der vorher
aufgenommenen Energie wieder frei, der Gbrige Wed in Warme umgewandelt.

Um so verschiedene Fluoreszenzsignale betrachtérauswerten zu konnen bendtigt man
mehrere Filter. Zunéachst ist ein Anregungsfiltetignoder das von einer Quecksilberlampe
emittierte, weil3e Licht so filtert, dass nur dewgaschte Anregungswellenlangenbereich auf
das Objekt trifft. Durch einen dichromatischen Bleateiler (Teilerspiegel) werden die
Anregungswellenlangen effizient auf das Prapardiekigert und gleichzeitig nur die
emittierten Wellenlangen durchgelassen. Durch elmissionsfilter werden die emittierten
Wellenlangen nochmals gefiltert, so dass nur dagdtierte Wellenlangenspektrum zum
Detektor gelangt.
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Folgende Filtersatze wurden verwendet:

Anregungsfilter

. (BP)
Anregungs- Emissions- _
Fluorochrom Strahlenteiler (FT)
wellenléange wellenlange - :
Emissionsfilter

(LP)

BP365
DAPI 350 nm 450 nm FT395
LP450-490

BP450-490
FITC 495 nm 520 nm FT510
LP515-565

BP546
Cy3 550 nm 570 nm FT580
LP590

BP575-625
Cy5 649 nm 670 nm FT645
LP660-710

Tabelle 11.5.1: Filtersatze des Epifluoreszenznmskaps

Mit Hilfe des Epifluoreszenzmikroskops werden 2C5HI Praparate ausgewertet und 3D-

FISH-Praparate auf ihre Qualitat Uberpruft.

5.3. Konfokalmikroskopie

Die Konfokalmikroskopie dient zur Auswertung von -BIIBH Praparaten. Damit kénnen
einzelne lichtoptische Schnitte in der Z-Ebebe kuangefarbte Zellkerne aufgenommen
werden.

Die  konfokale Laser Scanning Mikroskopie  &hnelt vonPrinzip  der
Epifluoreszenzmikroskopie. Allerdings besitzt dasmfokale Mikroskop spezielle Laser, die
wahrend des Scanvorgangs das anregende Licht bastinwWellenldnge erzeugen. Dieses
wird durch eine Lochblende, die sich im Brennpudkis Lichtstrahls befindet, auf die
Fokusebene gelenkt. Von dort fallt das vom Fluorosh emittierte Licht auf einen
Strahlteiler, der es auf den Detektor, in dieserth, Emen Photomultiplier, lenkt. Auch in
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diesem Strahlengang befindet sich im Brennpunld eochblende, die verhindert, dass Licht
aul3erhalb der Fokalebene auf den Detektor falltdubeh werden Hintergrundsignale
vermieden.

Der Photomultiplier wandelt die ankommenden Lidgmsie in elektronische Information um,
welche mittels der Software LAS-AF (Leica Applicati Suite-Advanced Fluorescence) in
Bildmaterial umgerechnet wird.

Die verschiedenen Fokusebenen des zu scannendedimeamsionalen Objekts, (Zellkern),
welche Punkt fur Punkt aufgenommen wurden, werderd diese Weise digital
weiterverarbeitet. Man erhélt also pro Kern mehmteidimensionale Bilder verschiedener
Farbkanéle, die mittels ImageJ zu Stapeln der BiameKanale zusammengeflgt werden

koénnen.

Folgende Parameter wurden in den Scan-Sessiong/@nget:

Objektiv HCX PL APO 63x
1.4 oil
Zoom 12,00
Lochblende 0.99
Voxel-Size 40x40x200 nm
BildgroRRe 512x512
Z-Abstand 200 nm
Frame Average 4
Bildmodus 8-Bit

Tabelle 11.5.2: Parameter des Konfoklamikroskops

6. Bildbearbeitung

Die mit dem Epifluoreszenzmikroskop aufgenommeneldeB verschiedener Farbkanale
wurden mittels Adobe® Photoshop® CS2, Version 90 Helligkeit und Kontrast angepasst
und zu RGB-Bildern zusammengefugt.

Die Einzelbilder eines Farbkanals aus 3D-FISH- BRwdigen werden mit Image J zu
Bildstapeln zusammengefiigt und im Z-Shift korrigi€ie Bildstapel eines Kerns kénnen zu

RGB-Bildstapeln zusammengesetzt.
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7. Auswertung der Bilddaten

Material:
» Image J
» EDMT (Tobias Thormeyer)
» MS Excel
» Mathworks Matlab

Methode:

Zunachst werden die mit dem Konfokalmikroskop ao@gemenen Einzelbilder eines
Farbkanals mittels Image J zu Bildstapeln zusamesatgt und gleichzeitig der Z-Shift
korrigiert. AnschlieRend werden Helligkeit und Kaadt eingestellt und fur jeden Kanal
Schwellwerte bestimmt. Aus Z-Projektionen der eliinge Bildstapel eines Kerns kann mit
dem ,Image 5D"-Plugin ein Mehrfaben-Bild hergegtalerden.

Die einzelnen Bildstapel und die dazugehérigen Stimerte werden dann in das
Auswertungsprogramm EDMT eingegeben. Das Programogs unter einer
Laufzeitumgebung von Matlab programmiert wurdemisst dann die Abstande aller Voxel
eines Signals zum Rand der Referenzstruktur, alsm Rand des Zellkerns oder des
Chromosomenterritoriums. Signale mit &hnlichen Abden werden in Gruppen
zusammengefasst. So ergeben sich fur bestimmtedidist zu einer Referenzstruktur
prozentuale Signalverteilungen, die vom Programegegeben werden und mittels Excel als
Graph dargestellt werden kénnen.

Die Statistische Auswertung der Ergebnisse erfelginfalls mit Hilfe von Matlab. Es wird
der Mann-Withney-Test angewendet, um signifikantetelschiede in der Verteilung der

BAC-Signale in Bezug auf den Zellkernrand, heratieden
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[ll. Ergebnisse

1. CALM-AF-10-Analysen

Der Ergebnisteil zu den Versuchen beziglich der r&@pration nach CALM-AF10-
Aktivierung lasst sich in verschiedene Teilbereialrgerteilen, die hier in der zeitlichen
Abfolge der durchgefihrten Experimente dargeste#trden. Die zeitliche Abfolge der
Experimente wird hier verwendet, um die im Laufer déxperimente aufgetretene
Problematik zu verdeutlichen.

Die Teilbereiche sind:

Arbeit mit dem Zelltyp DG-75

Darstellung der Affymetrix-Daten

Auswahl der BAC-Klone

Semiquantitative RT-PCR

2D- und 3D-FISH

Low Density Arrays

o gk w DN RE

1.1. Arbeit mit dem Zelltyp DG75

Fur die Experimente zur Untersuchung des EinflussesCALM-AF10 auf die genomweite
Expression und die dadurch bedingte Anderung irG#erpositionierung wurde eine Burkitt-
Lymphom-Zelllinie (DG-75) verwendet, die ein staleinkloniertes Plasmid mit dem
Onkogen CALM-AF10 tragt. Die Expression von CALM-AF wird durch die Zugabe von
Doxycyclin angeschaltet, ebenso wie die Express@nGFP, denn beide Gene stehen unter
der Kontrolle eines bidirektionalen Promotors.

Die Aktivierung von der CALM-AF10 Expression wurdieeundlicherweise von Medhanie
Mulaw im Labor der Arbeitsgruppe Bohlander (Helntbhelentrum Minchen) durchgefihrt.
Dort wurde Induktionsraten von 98-99 % erzielt &bb.lll.1.1.), so dass die Zellen
problemlos fir die 3D-FISH und die vorhergehendexpefimente verwendet werden

konnten.
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Abb. lll.1.1.: DG75-Zellen

24 Std. nach Gabe von
Doxycyclin im Labor der AG
Bohlander.

a: DAPI

b: GFP

c: Uberlagerung von a und b.

1.2. Darstellung der Affymetrix-Daten

Untersuchungen zur genomweiten Genexpression wurdgttels Affymetrix-Arrays
durchgefuhrt. Es wurde Zellmaterial ohne Induktmit Doxycyclin, und 24 bzw. 72 Std.
nach Induktion untersucht. Listen fir alle bekanr®&ene liegen im Anhang der Arbeit vor.
In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsteated der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Gene und deren Nachbargene dargeBiei bedeutet der ,Baseline Mean*
einen Mittelwert aus den Kontrollproben und der @Prbbe, der ,Experiment Mean®
berechnet sich aus der Expression nach 24 Std72rstd. Inkubation mit Doxycyclin und

der ,Fold Change* gibt die Anderung der ExpressianDabei bedeuten negative Werte eine
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Herunterregulierung der Genexpression, positivet®jedoch eine Erh6hung der Expression

nach der Gabe von Doxycyclin.
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Tabelle 1l1.1. 1.: Tabelle der untersuchten Geng deren Nachbarschaften. Die untersuchten

[ll. Ergebnisse

Gene sind farbig unterlegt. Ein positiver Fold Giagibt eine Steigerung der Expression
nach CALM-AF-10 Induktion an, ein negativer ein Alken der Genexpression.

Affymetrix Expression
Gene Baseline Mean nach 24h Fold Change
Nummer :
Doxycyclin
GADD45A 203725 _at 807,89 515,48 -1,57
212294 at 10,07 10,53 1,05
GNG12 222834 s at 9,75 10,59 1,09
1555240_s_at 9,44 7,5 -1,26
DIRAS3 215506_s_at 11,37 15,64 1,38
RPE65 207107 _at 8,77 2,08 -4,22
220295 x_at 364,89 87,56 -4,17
DEPDC1 222958 s _at 519,51 134,53 -3,86
232278_s_at 587,52 756,18 -3,76
.
GIPC2 219970 _at 4,69 2,73 -1,72
207177 _at 7,5 2,83 -2,65
PTGFR
1555097_a_at 11,18 9,45 -1,18
IF144L 204439 _at 137,45 3027,13 22,02
214059 at 70,76 245,58 3,47
IF144 214453 s at 247,91 2036,76 8,22
1561050 _a_at 5,02 10,97 2,18
ELTD1 219134 at 6,26 4,49 -1,39
.
Clorf103 220235_s_at 618,11 736,98 1,19
225228 at 484,86 334,41 -1,45
225230_at 1985,62 2408,17 1,21
TMEM77
236883 _at 118,88 210,04 1,77
240442 _at 28,26 38,03 1,35
219375 at 1204,93 1653,86 1,37
CEPT1 236327 _at 25,89 35,6 1,37
239797 _at 81,31 71,08 -1,14
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1561884 _at 28,86 32 1,12
221081_s_at 320,72 354,26 1,1
DENND2D
235986 _at 16,05 11,43 1,4
CHI3L2 213060 _s_at 2824,94 2208,94 -1,28
CHIA 220630_s_at 23,4 23,23 -1,01
Clorfss 228100 _at 22,54 15,28 -1,47
OVGP1 205432_at 113,23 219,17 1,94
201420 _s_at 820,81 460,88 -1,78
WDR77
201421 s _a 469,57 222,16 2,11
211755 _s_at 4831,56 4800,71 -1,01
ATP5F1
242398 x_at 23,98 22,64 -1,06
C10rf162 228532_at 36,44 48,1 1,32
206171_at 6,41 6,07 -1,06
ADORA3 223660_at 7.4 3,96 -1,87
237904_at 1,9 4,94 2,6

220476_s_at 45,99 47,67 1,04
229382_at 2,73 1 2,73
C1orf183 229608_at 33,36 22,71 -1,47
241809 _at 23,08 15,98 1,44
1557479 _at 9,79 7,37 -1,33
223331_s_at 632,48 756,16 1,2

DDX20
224315 _at 437,05 523,77 1,2
211301 _at 4,16 1,63 -2,54

KCND3
211827 s_at 3,56 5,66 1,59

86



lll. Ergebnisse

1.3. Auswabhl der zu untersuchenden Gene und BAC-Kie

Ausgehend von den Affymetrix-Listen wurden Gene digz Untersuchung der rdumlichen
Positionierung im Zellkern folgendermaf3en ausgetvdbie Bedingung fir die Auswahl
eines Gens war, dass es eine mindestens dreifadderdng in der Expression vom
uninduzierten im Vergleich zum induzierten Zustaagte. Dabei heil3t ein positiver ,fold
change®, dass die Expression eines Gens ansteighegativer Wert wirde bedeuten, dass
die Expression des Gens schwacher wird. Mit Hikke Bnsembl- und NCBI- Datenbanken
wurden zu den ausgewdéhlten Genen BAC-Klone ausbgsaaf denen méglichst wenig
andere Gene zusatzlich liegen sollten. Es wurdigemole 8 BAC-Klone ausgewahlt und bei
BACPAC bestellt:

BAC Position Gen .Fold Change*
RP11-348L16 1p31.1 IF144, IFI44L 6,14 bzw. 17,09
RP11-609D21 17p13.1 BIRC4BP 4,41
RP11-705K13 1p13.3 RAP1A 3,4
RP11-437P23 11p15.5 IFITM1 3,15
RP11-358F02 1p31.2 DEPDC1 -3,35
RP11-291N5 4924 CENPE -3,54
RP11-650A22 16p13.12 LOC440338 -6,24
RP11-11L08 13¢g33.1 SLC10A2 -9,62

Tabelle 111.1.2: Tabelle der untersuchten Gene dexa zugehdrigen BAC-Sonden. Farbig
markiert sind die spéater in den FISH-Experimenterwendeten BAC-Klone.

1.4. Semiquantitative RT-PCR

Um die Affymetrix — Daten Uber Expression der avwggfdten Gene nochmals zu Uberprifen
wurde zunachst eine semiquantitative RT-PCR duf¢inge Dazu wurde die RNA aus
induzierten und nicht induzierten Zellen isoliery Gel auf mogliche Denaturierung hin
Uberprift (s. Abb. 111.1.2.), die Konzentration uReinheit der isolierten RNA photometrisch
bestimmt (s. Tabelle 111.1.3.) und in cDNA umgewatid
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VPle Hela
- RHNA

Abb. Il1.1.2.: RNA isoliert aus drei
verschiedenen Zelltypen (DG-75 empty,
DG75-Flag und DG75-VP16, mit der
gearbeitet wurde). 1 pg einer HeLa-RNA
lauft als Kontrolle und zur Abschatzung der
DNA-Menge mit, wobei die Kontroll-RNA

in diesem Fall bereits stark degradiert ist. Die
anderen drei RNAs zeigen sehr schéne 28S
(obere Bande) und 18S (untere Bande)
rRNAs und weisen keine Anzeichen einer
Degradierung auf.

VP16 uninduziert (1:500) VP16 induziert (1:500)
OD 260 nm 0,006 0,008
Ratio (Reinheit der 1722 1.851
RNA von Protein)
Konzentration 0,12 pg/pul 0,16 pg/ul

Tabelle 111.1.3.: Konzentration und Reinheit daslisrten RNAS.

Aus der OD kann die Konzentration mittels Formelelbbnet werden, die Ratio wird vom

Gerat angegeben. Die Ratio sollte zwischen 1,7l@diegen, um die RNA weiterverwenden

zu kdénnen.

Aus der RNA wird mittels SuperScript II-Reverse fskriptase-Reaktion cDNA hergestellt,

die dann in die semiquantitative RT-PCR eingesettden kann. Dafur wurden weiterhin

mittels ,Fast-PCR*" Primer fUr jedes zu untersuclee@e&n ausgesucht.
Die Primer werden mit verschiedenen cDNA-Konzerdregn (1:1, 1:10, 1:100) in die PCR-
Reaktion eingesetzt und nach dem PCR-Lauf mit 28efyauf ein 1,8 % iges Agarosegel

aufgetragen. Ebenso werden die —RT-Negativkontrolbiehandelt und mitgefuhrt. Die

aufgrund der verwendeten Primer erwarteten Fragemsitten mit zunehmender eingesetzter

cDNA-Konzentration im Gel starkere Banden ergelmachst wird jedoch eine PCR mit

dem Haushaltsgen GAPDH durchgefiihrt. Dieses Kdggol ist in allen Zelltypen hoch
exprimiert und gibt deutliche Banden bei 337 bpAsh.111.1.3.).
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1000 bp

300 bp
800 bp
700 bp

600 bp i i
500 bp .
400 bp

300 bp

1000 bp
S00 bp
800 bp
700 bp
6500 bp

S00 bp
400 bp ‘ ‘
300 bp S

200 bp LT T Oy T R P e T b

200 bp el e SRR R I 1,100 H20
g 100 bp

A
100 bp -RT
+RT -RT

Abb. 111.1.3: Semiquantitative PCR-Reaktion fir GAIR mit cDNA aus uninduzierten (a)
und induzierten (b) Zellen. Der Anstieg in der Banstérke ist zu erkennen, die -RT-
Negativkontrolle und die Wasserkontrolle ergebein gnal.

Nachdem die Kontrolle mit GAPDH anzeigt, dass digs der isolierten RNA gewonnene,
cDNA in Ordnung sind, kbnnen weitere PCR-Reakticaegesetzt und durchgefihrt werden.
Nach GAPDH wurde die Expression von CALM-AF10 ubéfp Allerdings zeigten sich hier
in der Positiv-Probe uninduzierter Zellen und inr d&RT-Negativkontrolle sowohl in
uninduzierten als auch in induzierten Zellen BandsenAbb. I11.1.4.), die Wasserkontrolle ist

dennoch erwartungsgemal negativ, d.h. es zeighgclkeine Bande.

AL EER H e L=l Al H A TS CER R ST S e Lo o] - - 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100

1000 bp

500 I

400 bp . .
300 b
L 300 bp -

200 Ly
& 200 bp

100 bp

100 bp

Abb. 111.1.4.: Semiquantitative PCR-Reaktion fur (M-AF10 mit cDNA aus
uninduzierten (a) und induzierten (b) Zellen. Im dBT-Negativkontrolle sind Banden zu
sehen.
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Bei den Banden, die sich fir CALM-AF10 in der Negeabntrolle bzw. auch in den Positiv-

Proben zeigen kann nicht ausgeschlossen werdes,edasich um DNA-Verunreinigungen
der RNA handelt, die auch wahrend der cDNA-Synthesgels reverser Transkription

unbeschadet blieben, da die Primer fiur CALM-AF1€hhiwie alle anderen Primer Uber ein
Intron hinweg designed werden konnten.

Daher wurde vor der reversen Transkription eine §NBehandlung der isolierten RNA
durchgefuhrt, um noch vorhandene DNA zu entferiNath der DNase-Behandlung wird die
RNA Uber eine RNeasy-Saule aufgereinigt und ans@bhd fur die reverse Transkription
verwendet.

Nach der reversen Transkription wurde so verfahvan, oben beschrieben und die PCR-
Produkte wurden wiederum auf ein Agarosegel aufgem (s. Abb. [ll.1.5.). Nach dem

DNase Verdau ist deutlich zu sehen, dass die Bamddar Positiv-Probe der uninduzierten
Zellen und in beiden Negativkontrollen deutlich wélesher wurden, jedoch nicht vollstandig

verschwunden waren.

1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100

1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:100 H2ZO

1000
200 by
800 Ly
700 Ly
500 Ly

1 500

J 400 Ly e ® ‘
300 I — .I."l"
200 bp
100 bp

Abb. 111.1.5.: Semiquantitative PCR-Reaktion fur OM-AF10 mit cDNA aus
uninduzierten (a) und induzierten (b) Zellen nadieBe Verdau. In der Positiv-Probe der
uninduzierten Zellen und der Negativ-Kontrolle eidelltypen sind noch zu deutliche
Banden zu erkennen.

Um diese Tatsache zu Uberprifen wurde in der Asbrippe von Prof. Stefan Bohlander

ebenfalls eine semiquantitative RT-PCR gegen CALMI® durchgefuhrt, allerdings mir
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etwas anderen Primern (s. Tabelle II1.1.7.). Im &alten sich hier keine Banden in den

uninduzierten Zellen und in den Negativ-Kontrol{snAbb. 111.1.6.).

Abb. 111.1.6.: Semiquantitative PCR-
Reaktion fur CALM-AF10
durchgefuhrt von Medhanie Mulaw,
AG Bohlander, Helmholtz-Zemntrum

- Munchen. Hier zeigen sich nur in der
Positiv-Probe der induzierten Zellen die
1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 1:1 1:10 1:100 1:1 1:10 H20 erwarteten Banden von 552 bp

e, . - .
-~ N e

e

uninduziert induziert

Es kann also nach der semiquantitativen RT-PCRGALM-AF-10 davon ausgegangen
werden, dass die Induktion der Zellen erfolgreiar,yund CALM-AF-10 nach der Gabe von
Doxycyclin exprimiert wird.

AnschlieBend wurden die Gene, die laut Affymetriat€h einer herauf- bzw. herab-
Regulation durch CALM-AF10 unterliegen, untersucht.

Fur die hochregulierten Gene wurden dabei folgdfrdebnisse erzielt:

IF144 ist ein Gen, das eine deutlich schwéachereré&sgioon zeigt als z.B. GAPDH, eine

schwache Hochregulation ist jedoch im Gel zu erkanis.Abb.111.1.7.)

Abb. 111.1.7.: Semiquantitative
/| PCR-Reaktion fur IFI44 mit
cDNA aus uninduzierten und
+RT -RI R X induzierten Zellen. Der Anstieg in
Vi der Bandenstarke ist zu erkennen,

uninduziert induziert

-,

e

:[-:1 1:10 1:1.|:|-1|:| ya1 s 11 1:10 1:1‘;"'1 1 w0 die —RT-Negativkontrolle und die
Wasserkontrolle ergeben kein
Signal.
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Als zweites, durch CALM-AF10 hochreguliertes Genre BIRC4BP untersucht. Auch
dieses Gen zeigt eine deutlich schwachere ExpresgsoGAPDH, jedoch ist auch hier eine

schwache Hochregulation erkennbar.

S ks Abb. 11I.1.8.: Semiquantitative
A PCR-Reaktion fur BIRC4BP mit
i cDNA aus uninduzierten und

e T induzierten Zellen. Der Anstieg in
151 110 1,100 1:1 1:10 H2D

-RT

der Bandenstarke zwischen

5 uninduzierten und induzierten
10 . .

200 Zellen ist zu erkennen, die —-RT-
700 Negativkontrolle und die

600 .
Eoo Wasserkontrolle ergeben kein

200 Signal.
300

200

100

Auch RAP1A zeigt eine ahnliche Expression wie IFlddd BIRC4BP, eine schwache
Hochregulation ist auch hier erkennbar (s. Abilg.).

Abb. 111.1.9: Semiquantitative
PCR-Reaktion fur RAP1A mit
cDNA aus uninduzierten und
induzierten Zellen. Der
Anstieg in der Bandenstarke
ist zu erkennen, die —RT-
Negativkontrolle und die
< Wasserkontrolle ergeben kein

tn Ta1 Tl Tl T el Ll Signal.
"
&
1

Die Untersuchung der Expression bzw. deren Regulatittels semiquantitativer PCR zeigt

bei IFITM1 eine starkere Expression als bei demdyeher untersuchten Genen, allerdings
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scheint die Expression zwischen uninduzierten mddzierten Zellen stabil zu bleiben, bzw.

geht evtl. sogar leicht zurtck (s. Abb. 111.1.10.).

uninduziert induziert

Abb. 111.1.10: Semiquantitative
PCR-Reaktion fur IFITM1 mit
cDNA aus uninduzierten und
induzierten Zellen. Die
Bandenstéarke zwischen
uninduzierten und induzierten
Zellen bleibt relativ ahnlich, geht
evtl. sogar leicht zurick.
Negativkontrolle und
Wasserkontrolle sind negativ.

Fur DEPDC1, das laut Affymetrix-Daten herunterrégl werden sollte, zeigt in

uninduzierten und induzierten Zellen anndherndiéhalBandenstarken, es scheint als wéren

die Banden aus den induzierten Zellen etwas stagkesgepragt, was nicht fur eine

Herunterregulation spricht (s. Abb. 111.1.11.)

b4

1:1 110 1:100 11 21:1 110 1:100 1.1 H20
— T ool -

+RT -RT +RT -RT

ey -~ .

uninduziert induziert

Abb. 111.1.11.: Semiquantitative
PCR-Reaktion fur DEPDC1 mit
cDNA aus uninduzierten und
induzierten Zellen. Die Banden in
den induzierten Zellen scheinen
etwas starker zu sein als die in
den uninduzierten Zellen, was
gegen eine Herunterregulation zu
sprechen scheint.
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Denselben Trend, der bereits bei DEPDC1 erkennbdt meigt sich auch fur CENPE. Auch
hier ist die PCR-Bande in den induzierten Zellgirkstr ausgepréagt als in den uninduzierten
Zellen (s. Abb. 111.1.12.)

Abb. 111.1.12.: Semiquantitative
i S PCR-Reaktion fiir CENPE mit

- ., e -

= ~~ - S cDNA aus uninduzierten und
+RT -RT +RT -RT

induzierten Zellen. Die Banden
in den induzierten Zellen
scheinen etwas starker zu sein
als die in den uninduzierten
Zellen, was gegen eine
Herunterregulation zu sprechen
scheint.

— - - e ——
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Fur die beiden anderen herunterregulierten Gen&;440338 und SLC10A2 konnte trotz
mehrmaliger Durchfihrung der PCR-Reaktion kein Brge gewonnen werden, da sich im
Gel keine Banden zeigten. Mdglicherweise liegt Higression der beiden Gene unter der

Sensitivitatsgrenze der PCR.

Nachdem die Affymetrix-Daten und die semiquant@tRT-PCR zum Teil widerspruchliche
Ergebnisse erbrachten, wurde beschlossen, die &ipre mittels Real-Time PCR zu
Uberprifen. Da auch die Expression von Nachbargeimem Einfluss auf die Positionierung
eines Gens haben kann, wurde eine TagMan-PCR inv@tiLow Density Arrays geplant.
Fur eine LDA-Karte mit 96 gleichzeitig zu untersaoden Genen, wurden jeweils die
Nachbargene in einem Radius von 600 kb, ausgehemdzu untersuchenden Gen, gewahlt.
Weiterhin wurde die Platte mit 10 Haushaltsgenen kantrolle belegt. Da jedoch die
Lieferzeit fir diese Platte ausgesprochen langwstden die weiteren Experimente (FISH)
ausgehend von den Affymetrix-Daten bereits vor Derchfihrung der LD-Arrays fertig
gestellt. Im Rahmen dieser Arbeit, in der die Exkpente in ihrer zeitlichen Reihenfolge
dargestellt werden sollen, werden nun auch die FESpkerimente und deren Auswertung

vorangestellt, auf die Ergebnisse der LDAs wirdrdamn folgenden eingegangen.
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1.5. FISH-Experimente

Alle BAC-Sonden wurden zunéachst mittels 2D-FISH #&ukt korrekte Hybridisierung hin
untersucht. Dann wurden drei Gene, die alle auf Bermen Arm von Chromosom 1 liegen,
und deren BAC-Klone alle korrekte Hybridisierunggten, fur die 3D-FISH ausgewahlt.
Von diesen drei Genen ist laut Affymetrix-Daten &en, DEPDC1, herunterreguliert, die
anderen beiden, IFI44 und RAP1A, sind hochregu(geAbb. 111.1.13.).

pPod
P32.3

pal.sd

Abb. 111.1.13.: ldeogramm
von Chromosom 1 mit
pIlal VergroRerung des Abschnitts,
auf dem die ausgewahlten
BAC-Klone hybridisieren.

p21.5

p2l.1
p13.5
p13.2

944

Die Tabellen zeigen die ausgewahlten Gene, dergmeEsion laut Affymetrix-Arrays zum
Zeitpunkt der Induktion (= Baseline Mean), nachuedl 72 Std. und den daraus berechneten
»Fold Change®”.
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DIRAS3 14,45 15,64 11,58 -1,05
4,01/19,72/ 8,62/9,68/ 2,04/9,731 1,31/-2,03/
GPR177
6,42 2,43 1,77 -3,05
RPEG5 8,9 2,08 6,98 -2,02

Tabelle 111.1.4.: Gene im Umkreis von 600 kb um @DEFL. Das hellgriin unterlegte Feld
zeigt ein Gen an, das mit DEPDC1 auf dem zugeh@rig&C-Klon zu finden ist. Das
negative Vorzeichen beim ,Fold Change” gibt an sddss Gen herunterreguliert wird.

GIPC2 6,55 2,73 1,93 -2,83
PTGFR 5,67/9,53 2,83/9,45 5,02/11,78 -1,45/1,09
IF144L 165,58 3027,13 2626,49 17,06
2036,76 /245,58 /| 1728,84 /502,43 /f 6,14/4,51/
IF144 307,01 /82,99 /6,55
10,97 10,72 1,66
ELTD1 4,78 4,49 3,69 -1,19

Tabelle 111.1. 5.: Gene im Umkreis von 600 kb unidir. Das hellgelb unterlegte Feld zeigt
ein Gen an, das mit IFI44 auf dem zugehdrigen BA@akzu finden ist.
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Gene VP1_6 0 Std. VP16 24 Std. VP16 72 Std Fold Change
(baseline mean)
C1orf103 627,31 736,98 691,98 1,14
MEMT7 483,46 /1889,03/ | 334,41/2408,17/| 518,48/1696,77 /| -1,13/1,09/
122,07 /27,6 210,04 / 38,03 147,69/ 24,88 1,46 /1,13
1209,76 /26,21 / | 1653,86/35,6/ 71,08 1329,69/2567/ | 1,23/1,18/ -
CEPTL 77,59 / 28,67 /32 56,97 / 28,99 1,2/1,06
DENND2D 284,82 /12,17 354,26 / 11,43 333,78/13,35 121/
CHI3L2 2344,01 2208,53 1985,71 -1,12
CHIA 20,38 23,23 15,13 -1,07
Clorfg8 20,1 15,28 10,95 -1,53
OVGP1 116,26 219,17 138,39 1,54
WDR77 822,73/ 465,58 460,88/ 222,16 841,75/452,95 26-1:1,38
ATP5F1 4919,78 / 19,44 4800,71 / 22,64 5581,67 / 6,78 1052
Clorf162 40,87 48,1 54,31 1,24

47,6711/ -1,04/-1,59/
42,7312,41 1/ 35,15/1,96/
Clorf183 22,71 /15,98 / 1,16 /1,13 /
31,54/23,99/ 11,55 50,74 / 38,47 / 10,571
7,37 -1,25
DDX20 658,48 / 484,46 756,16 / 523,77 691,63 /636,33 /1,2
KCND3 3,72/ 3,44 1,63/5,66 7,411,77 1,21/1,0

4

Tabelle 111.1.6.: Gene im Umkreis von 600 kb um RAP Das hellrot unterlegte Feld zeigt

ein Gen an, das mit RAP1A auf dem zugehdrigen BA@rku finden ist.
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1.5.1. Vorbereitungen fur die FISH-Experimente

Zunachst wurden die BAC-Sonden mittels Minipréap alen E.coli-Zellen isoliert, die
Konzentration und Ratio photometrisch (s. Tabdll&.l7.) bestimmt und die BAC-DNAs auf
einem Agarosegel (s. Abb. I11.1.14.) Uberprift.

1:100 1:500
Gen (BAC) Ratio Konz. [ug/ml] Ratio Konz. [ug/ml]
IF144 (,H1") 1,793 7505,0 1,719 8855,7
BIRC4BP (,H2") 1,786 1882,3 1,791 2318,5
[ERARTAGHSYT | [T ees | Tesana T [Feeos T [eenes |
IFITM1 (,H4") 2,026 1549,6 1,816 2062,0
DEPDC1 (,R1%) 1,959 2057,7 1,814 2914,3
CENPE (,R2") 1,867 5473,7 1,806 6205,9
LOC440338
(R3" 1,950 2051,4 1,810 2515,8
SLC10A2 (,R4") 1,850 3992,5 1,775 4720,0

Tabelle 111.1.7.: Konzentration und Ratio der igsolen BAC-DNAs. Die fiur die FISH-
Experimente ausgewahlten BACs sind bereits farhlicterlegt, die Arbeitsnamen der BAC-

Sonden sind in Anfihrungszeichen mit angegeben.

Abb. 111.1.14.: Kontrolle
der isolierten BAC-
DNAs auf einem
Agarosegel. Deutliche
Unterschiede in der
Isolierungseffizienz sind
sichtbar und zeigen sich
auch in der
photometrisch
gemessenen Expression.
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Nach der Isolierung und Kontrolle der BAC-DNAs wardie DNA mittels primarer DOP-
PCR amplifiziert (s. Abb. 111.1.15.) und mittels hel-PCR markiert (s. Abb. 111.1.16.). Dann
wurden alle BAC-Sonden einzeln, mit dem zugehdérigaromosomenpaint, hybridisiert und

die Korrektheit der Hybridisierung mittels Epifleszenzmikroskopie Uberpruft (s. 111.1.17.)

Abb. 111.1.15.: Amplifikation der BAC-
DNAs mittels primarer DOP-PCR. Auf
dem oberen Kamm sind die DOP2-
Proben, auf dem unteren Kamm die
DOP3-Proben aufgetragen.

Abb. 111.1.16.: Markierung der BAC-
DNAs mittels Label- DOP-PCR. Auf
dem oberen Kamm sind die DOP2-
Proben, auf dem unteren Kamm die
DOP3-Proben aufgetragen.

Alle BAC-Sonden wurden mit
Digoxigenin, die Paints mit Tamra direkt
markiert (nicht auf der Abbildung zu
sehen).

Die Markierung von R1 hat nicht
funktioniert und wurde gesondert
nachageholt und auf dem Gel tberpi
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Mit den markierten BAC-DNAs und den Paint-Sondenrdem Hybridisierungsmixe
hergestellt, und auf menschlichen Metaphaseprépamgetestet. Dabei wurde Digoxigenin
mit einem FITC-markierten Sheepbig-Antikorper nachgewiesen. Die Abbildung 111.8.1
zeigt eine korrekte Hybridisierung, die Abbildungdhl1.19. und 111.1.20. zeigen nicht
korrekte Hybridisierungen, d.h. die BAC-Sonde hgllsiert nicht an der erwarteten Stelle.

1.5.2. 2D-FISH

Abb. 111.1.17.: korrekte Hybridisierung
(Pfeil) des BACs fur das SLC10A2-Gens
auf dem Chromosom 13.

Blau: DAPI, Grin: Chromosomenpaint,
Rot: BAC-Sonde

Abb. 111.1.18.: BAC-Sonde fir IFITM1
und Paint fir Chromosom 11. BAC
hybridisiert auf einem anderen
Chromosom als erwartet (Pfeil).

Blau: DAPI, Grin: Chromosomenpaint,
Rot: BAC-Sonde
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Abb. 111.1.19.: BAC-Sonde fur BIRC4BP
und Paint fir Chromosom 17. Starke
Kreuzhybridisierung der BAC-Sonde mit
anderen Chromosomen (korrekte
Hybridisierung: gelbe Pfeile,
Kreuzhybridisierungen: orange Pfeile).
Blau: DAPI, Grin: Chromosomenpaint,
Rot: BAC-Sonde

Die ausgewahilten BAC-Sonden fur Chromosom 1 zeigtieneine korrekte Hybridisierung
und wurden Biotin mit (DEPDC1), DNP (IFI44) und Diggenin (RAP1A) markiert und mit
entsprechenden Sekundarantikérpern nachgewiesen.PBiet fir Chromosom 1 wurde
wiederum mit Tamra direkt markiert.

Die Hybridisierung auf Metaphasechromosomen zdajteendes Ergebnis (Abb. 111.1.20.)

Abb. 111.1.20.: 2D-FISH der ausgewahlten BAC-Sondi@Chromosom 1. Blau: DAPI, Grin:
DEPDC1, Gelb: IFI44, Rot: RAP1A.
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1.5.3. 3D-FISH

Nach erfolgreicher 2D-Hybridisierung wurde der Hyknmit den drei BAC-Sonden fur
Chromosom 1 fir 3D-FISH auf uninduzierten und indden Interphase-Zellkernen
verwendet (s. Abb. 11.1.21.).

Abb. 111.1.21.: 3D-FISH der ausgewahlten BAC-Sondi@Chromosom 1 auf Interphase-
Zellkernen uninduzierter und induzierter Zellena®I DAPI, Griin: DEPDC1, Gelb: IFI44, Rot:
RAP1A, Orange: CT#1. Es handelt sich um Z-Projeidroder Einzelbilder, die Zellkerne der
induzierten Zellen sind etwas kleiner als die denduzierten Zellen.

1.5.4. Radiale Verteilung der BAC-Signale im Interppase-Zellkern

Nach erfolgter 3D-FISH wurden am konfokalen Laseat#ing Mikroskop Bildstapel
einzelner Zellkerne (n = 26) in verschiedenen Zsgmeund den verschiedenen Farbkanalen
aufgenommen. Die Einzelbilder eines Farbkanals ererdchit Image J zu Bildstapeln
zusammengefligt, Schwellwerte bestimmt und in dasweuungsprogramm EDMT
eingelesen. Das Programm wertet den Abstand afigrayoxel zum Referenzkanal hin aus.
Die Ergebnisse kdonnen in Excel folgendermal3en deeliewerden (s. Abb. 111.1.22. und
111.1.23.)
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Relativer Signalgehalt [%6]

Relativer Signalgehalt [%]
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Abb. 111.1.22.: Radiale Signalverteilung in Integse-Zellkernen uninduzierter Zellen.
DEPDC1 und RAP1A sind deutlich weiter am Zellkentrgelegen als RAP1A.

Abstand zum Kernrand [um]

Abb. 111.1.23.: Radiale Signalverteilung in Integse-Zellkernen induzierter Zellen. DEPDC1
und RAP1A sind deutlich weiter am Zellkernrand gele als RAP1A, jedoch ist die
Signalverteilung deutlich schmaler und damit diezelnen Spitzen deutlich héher, was mit
der geringeren Grof3e der Zellkerne zusammenharigerte
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Bereits beim Betrachten der 3D-FISH-Bilder falltf,adass der BAC fir RAP1A in allen
Zellkernen, unabhangig vom Induktionsstatus, delutiveiter zur Zellkernmitte hin orientiert
liegt, als die anderen beiden BAC-Signale. Daherdem per Hand die Signale aller drei
BAC-Sonden in uninduzierten und induzierten Zelli@ar in Bezug auf ihre Nahe zum
Zellkernrand hin ausgezéhlt. Dabei ergab sicheiotles (s. Abb. 111.1.24. und I11.1.25.)

Abb. Il1.1.24.: Per
Hand ausgezahlte
Signalverteilung der
BAC-Sonden im
Bezug zum
Zellkernrand in
uninduzierten Zellen.
RAP1A ist nie an der
Kernperipherie zu
finden.

DEPDC1

IFi44

RAP1A

0 10 n an 41 50 60

Anzahl Signale

Abb. I11.1.25.: Per
Hand ausgezahlte
Signalverteilung der
BAC-Sonden im
Bezug zum
Zellkernrand in
induzierten Zellen.
RAP1A ist nie an der
Kernperipherie zu
finden.

DEPDC1

IFI44

RAP1A

Anzahl Signale
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Weiterhin wurde mittels Matlab statistisch Uberprigfo die Signalverteilungen innerhalb
einer Zellkernpopulation, d.h. uninduzierten undumnierten Zellen, und zwischen den beiden

betrachteten Populationen unterschiedlich odeclglsind. Dafiir wurden der Kolmogorow-
Smirnov-Test und der Wilcoxon Rank-SumTest angewe(sl Tabellen 111.1.8.- 111.1.12.).

Nicht sig.
p=0,2903

Tabelle 111.1.8.: Kolmogorow-Smirnow-Test der Aheiikeit der Signalverteilungen in

uninduzierten Zellen

Nicht sig.
p=0,2885

Tabelle 111.1.9.: Wilcoxon-Rank-Sum Test (MediansTieder Ahnlichkeit der
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Signalverteilungen in uninduzierten Zelle

Tabelle 111.1.10.: Kolmogorow-Smirnow-Test der Aluhikeit der Signalverteilungen in

induzierten Zellen

Tabelle 111.1.11.: Wilcoxon-Rank-Sum Test (Mediaest) der Ahnlichkeit der
Signalverteilungen in uninduzierten Zellen.
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Tabelle 111.1.12.: Vergleich zwischen uninduziertamd induzierten Zellen

Verglichenes : :
Kolmogorow-Smirnow-Test | Wilcoxon Rank Sum Test

Signal

Verteilung P-Wert Verteilung P-Wert
DAPI Gleichverteilt p=0,068 | Gleichverteilt p=0,20
Chromosom 1 Gleichverteilt p=0,6738 Gleichverteilt p=0,7627

BAC-Sonde fur

Fl44 Gleichverteilt p=0,6738 Gleichverteilt p=0,7978

BAC- Sonde firn

Gleichverteilt p=0,258 | Gleichverteilt p=0,528
RAP1A

BAC-Sonde fur

Gleichverteilt p=0,138 | Gleichverteilt p=0,6341
DEPDC1

1.5.5. Radiale Verteilung der BAC-Signale in den Glomosomenterritorien

Um die Verteilung der BAC-Signale innerhalb der @hosomenterritorien zu untersuchen
wurden mittels Image J einzelne Territorien mit eeirBildgroRe von 256x256 Pixel

ausgeschnitten und mit EDMT die Abstande der BA@n8le zur Territoriumsgrenze

bestimmt (s. Abb. 111.1.26. und 111.1.27.)
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Relativer Signalgehalt [%0]

o3 15 o 05 0 05 1 15
Abstand zur Oberflache des Territoriums [uml

Abb. 111.1.26.: Verteilung der BAC-Signale innerbaler Territorien in Zellkernen uninduzierter
Zellen

—n-—RAFfm
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Relativer Signalgehalt [9%]
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Abb. 111.1.27.: Verteilung der BAC-Signale innerhaler Territorien in Zellkernen
induzierter Zellen
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Auch fur die BACs in Bezug auf das Chromosomentaitim wurden mittels Matlab
statistische Unterschiede in den Signalverteilungealysiert. Sowohl in den uninduzierten
als auch in den Induzierten Zellen ist kein Unteisd in den Signalverteilungen der BAC-

Sonden innerhalb einer Zellpopulation ausfindigrachen (s. Tabelle 111.1.13. und 111.1.14.)

DEPDC1 IFl44 RAP1A
DEPDC1
IF144 Kein Unterschied

p=0,161
RAP1A Kein Unterschied Kein Unterschied

p=0,638 p=0,225

Tabelle 111.1.13.: Unterschiede in BAC-Signalveldegen in uninduzierten Zellen

DEPDC1 IFI44 RAP1A
DEPDC1
IF144 Kein Unterschied

p=0,204
RAP1A Kein Unterschied Kein Unterschied

p=0,225 p=0,959

Tabelle 111.1.14.: Unterschiede in BAC-Signalveldegen in induzierten Zellen

Die Signalverteilungen der einzelnen BAC-Sonden sehen den Dbetrachteten
Zellpopulationen sind allerdings voneinander veiestén (s. Tabelle 111.1.15.)
Verteilung in uninduzierten
BAC-Sonde _ P-Wert
vs. Induzierten Zellen
DEPDC1 Unterschiedlich 0,001
IFl44 Unterschiedlich 0,002
RAP1A Unterschiedlich 0,007

Tabelle [11.1.15: Unterschiede in BAC-Signalverteigen zwischen den untersuchten

Zellpopulationen
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1.6. Low Density Arrays

Ausgehend von den Daten der Affymetrix-Arrays wuréeht Gene mit ,Fold Changes"3,
von denen letztendlich nur 3 Gene, die auf Chrommosb lokalisieren, fur die FISH-
Experimente gewahlt wurden. Fir diese drei Gellersaun die Ergebnisse der Real-Time

PCR dargestellt werden.

1.6.1. Auswahl der Gene

Mit Hilfe der Ensembl- Datenbank wurden um die messuchenden Gene Fenster von 600
kb Radius angelegt (also wurden insgesamt die Geneinem Bereich von 1,2 Mb
untersucht).

Weiterhin wurden 10 Haushaltsgene als Kontrolledigr angewandte Methode ausgewabhit.
Dafur wurden mehrere Publikationen herangezogesga® et al. 2003; Szabo et al. 2004; de
Kok et al. 2005) und darauf geachtet, dass die itigene bereits in den Affymetrix-Arrays

konstante Expressionswerte zeigten.

Kontrollgen Chromosomale position | Fold Change It. Affymetrix
RPLPO 12924.23 1,06
Actb 7p22.1 -1,02
B2M 15921.1 1,16
TBP 6q27 -1,21
18S
GAPDH 12p13.31 1;1,05; 1,04
POLR2A 17p13.1 -1,03
UBC 12924.31 -1,37-1,17
YWHAZ 8g22.3 1,04; 1,09
HMBS 11g23.3 -1,06

Tabelle 111.1.16.: Ausgewahlte Kontrollgene undeatef,Fold Changes* It. Affymetrix-Arrays

1.6.2. Ergebnisse der Arrays

Nach erfolgtem PCR-Lauf wird von der SDS-Softwaerelits dieA-CT-Werte fur jedes
einzelne Gen berechnet, d.h. die Differenz zwisaem CT-Wert eines Gens und dem CT-
Wert der jeweiligen 18S-rRNA, die als Bezugsgroe de geringer also des-CT-Wert

eines Gens ausfallt, umso hoher kann die Expresdes Gens eingeschatzt werden.
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unterschiedlichen Populationen berechnen lassendaten letztendlich angibt, ob das Gen

herauf oder herunterreguliert wird (Livak et al02{.

Tabelle 111.1.17.: Auszug aus den Daten der Low $dgmArrays. Die ausfihrliche Tabelle ist
im Anhang auf CD zu finden. Es ist hier nur eine/Rdd jeweils nur eine 50 ng und 100 ng
Probe dargestellt. Zunachst wird der CT-Wert angegedann deaCT Wert gegen 18S
berechnet. DeAACT-Wert bezieht sich auf die Expressionswerte eéieferenz-RNA. RQ
bedeutet relative Quantifizierung. Ist dieser Wdrtbedeutet dies eine Hochregulierung, ist
der Wert <1 wird das Gen herabreguliert. Farbliadrkert sind die untersuchten Gene in den
jeweiligen Farben und die Kontroll-Gene in blau.

Gene A A Ad RQ RNA1 A
CT RNA1 ACT RNA1 CT RNA1 RQ
1-50 | 2-100 1- 2-100 1- 2-100 1- 2-100
ng ng 50 ng ng 50 ng ng 50 ng ng
DIRAS3 | Undet.| 29.35] 21.04 11.4D 0.44 -3.[16 0.74 689 3.06
RPE65 | Undet{ Undet. 21.04 22.05 2.48 0/]18 57
DEPDC1| 29.79 | 28.93 | 10.83 | 1098 | -1.42 | -1.13| 2.67 219 | 2.00
18S 18.96| 17.95
GAPDH | 22.99 | 21.98 | 4.03 4.02 -249 | -0.48| 5.61 140 | 2.50
RPLPO | 21.94 | 20.85 | 2.98 2.90 -2.25 | -0.23| 4.75 1.17 | 2.04
YWHAZ | 26.72 | 26.86 | 7.76 | 890 | -2.80 | -0.64| 6.98 | 156 | 2.88
POLR2A | 26.69 | 25.95| 7.73 8.00 -285 | -1.33| 7.20 252 | 3.15
TBP 30.19 | 29.60 | 11.23 | 11.65| 0.63 | -1.12| 0.65 218 | 1.29
HMBS | 27.76 | 26.80| 880 | 885 | -141 | -052| 266 | 144 | 1.56
B2M 23.19 | 22.37 | 4.23 4.42 -1.36 | -1.17 | 2.56 225 | 214
ACTB 2156 | 21.12 | 2.60 3.17 -0.67 | -0.44 | 1.59 135 | 1.16
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GIPC2 35.57| 3496 16.61 17.01 -2.36 -3/36 5.14 40.25.32
PTGFR | Undet; Undet. 21.04 22.05

IF144L 29.53 | 29.53| 10.57 11.5¢ -0.02  -0.82 1.02 51121.17

IF144 28.35| 28.04| 940 | 10.09| -1.39 | -091| 2.62 1.88 | 1.76
ELTD1 | Undet.| Undet] 21.04 22.0p 3.44 0.09
Clorf103| 30.07| 29.27 11.11 11.32 0.51 -1187 0.70 66 3. 2.49
TMEM77 | Undet.| 27.59| 21.04 9.64 10.79  -0.95 0.00 193 1
CEPT1 | Undet| 28.34 21.04 10.39 1190 -0{87 0.00 31.80.93
DEI\[l)NDZ 28.55 | 3452, 9.59 16.57 -5.89 -0.49 5941 1141 185
CHI3L2 | 32.82| 33.45] 13.86 15.50 -2.34  -0.83 5.06 71i7 2.25

CHIA 27.00 | Undet| 8.04, 2205 -10.44 437 1391.2 50[0348.4
Clorf88 | 34.54| 36.11 1558 18.16 -8.0/ -2/]16 267.90.46 | 86.01
OVGP1 | 30.41) 3157 114% 1361 9.89 -0/83 0.00 14.78.18
WDR77 | Undet.| 27.77) 21.04 9.82 1346 -0/10 0.00 1.0D.76
ATP5F1 | 27.83| 26.89 8.87 8.94 -11.09 -1.23 2173.8353. 544.9
Clorfl62| Undet| 32.11 21.04 14.16 5.44 -1}44 0.02 .722 2.00
ADORA

3 Undet.| 36.92| 21.04 18.97 -0.15 1.11

RAP1A | Undet.| 29.94 | 21.04 | 11.99 | 14.28 | -0.99| 0.00 1.98 | 1.18
Clorf183| 33.59| 3195 14.683 14.00 -9.01 -1136 5152857 | 130.3
DDX20 | 28.89 | 28.28, 9.93 10.38 -1.64  -0.54 3.11 1/46l.76
KCND3 | 36.00| Undet] 17.04 22.0p 2.55 0.1y
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Fur die drei untersuchten Gene und deren Umgeburdgesen sich dieA-CT-Werte
folgendermal3en darstellen:
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Abb. 111.1.28.: Darstellung den-CT-Werte fiir die drei untersuchten Genregionen.
a) DEPDC], b) IF144, c) RAP1A
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Abb. 111.1.29.: Darstellung den-CT-Werte der untersuchten Haushaltsgene.
Turkis: Werte aus uninduzierten Zellen, Rosa: Wattg induzierten Zellen
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1.6.3. Vergleich von Low Density Arrays vs. Affymeix- Arrays

Vergleicht man die Ergebnis der Affymetrix- Arrayst denen der Low-Density Arrays stellt

man gravierende Unterschiede fest. So unterschesadn einige Gene nicht nur in der
festgestellten Expression, sondern auch in der Reguo. Nur fir wenige Gene zeigen beide
Methoden denselben Trend an.

Ware man also bei der Auswahl der Gene und BAC-8&oridr die FISH-Experimente von

den Resultaten der Low-Density-Arrays ausgegangéren andere Gene gewahlt worden.

1.6.4. Berechnung der TES

Um eine Aussage Uber die Genpositionierung innbrtias Zellkerns machen zu kénnen, die
die Expression, die Genlange und Gendichte eingimmten Region zusammenfasst, wurde
die ,Total Expression Strength® (TES) berechnet.

Dafur wurde zunachst laut Ensembl-Datenbank diege&hes ungesplicten Gens bestimmt,

dann die Expressionsstarke folgendermal3en bestimmt:

_ Mil+ Mi2+..Min
n

S . wobei M =n 1/2*¢T

TES = (L*Sbenl'l' (L+Sben2+ ..... (L*S) Genn

Nicht induziert Induziert
Av. L*S Av. L*S

Genname ACT S L [bp] TES ACT S L [bp] TES
Kontrollen
GAPDH 5.24 | 28.25x1& | 5079 14350 | 4.68| 42.95x¥0 | 5079 218.15
RPLPO 3.91 | 76.42x18 | 5704 435.90 | 3.31 105.85 x10| 5704 603.80
YWHAZ 10.05 | 1.05x10° | 35965 37.83 9.20 | 2.04x%0 35965 | 73.56
POLR2A 10.16 | 0.96 x1& | 31431 30.32 9.67 | 1.68x%0 31431 | 30.32
TBP 13.27 | 0.14x1& | 19685 2.77 13.071 0.15x¥0 19685 | 3.05
HMBS 9.96 | 1.06 x1§ | 9872 10.49 9.52 | 1.44x%0 9872 14.27
B2M 5.99 16.41 x1&° | 23834 391.27 | 5.03| 33.34x10 | 23834 | 794.77
ACTB 4.24 58.77 x1§° | 4645 273.02 | 3.80| 90.86x¥0 | 4645 422.08
UBC 7.81 | 04.81x1&F | 10144 48.81 6.99| 8.99x¥0 10144 | 91.26
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DEPDC1-locus

DIRAS3 17.45 | 7.72x1& 6869 0.05 16.59] 3.58xTH 6869 0.25
RPE65 20.10 | 2.69x18 | 22327 0.0060 | 17.0§ 3.92xT0 22327 | 0.08
DEPDC1 12.97 | 0.14 x10™ | 23026 3.31 12.28 0.26 x168° | 23026 | 6.08
TES 3,36 6,41
IF144-locus

GIPC2 18.71 | 2.00x1% | 92720 0.18 17.76 3.90x?H 92720 | 0.36
IFI44L 13.20 | 0.18 x1&° | 23596 4.33 13.97, 0.16 x10 23596 | 3.87
IF144 11.88 | 0.33x10™ [ 15441 5.10 11.56 | 0.49 x10* 15441 | 7.58
ELTD1 19.55 | 4.46x18" | 120408 0.05 18.01] 3.15x%0 120408 | 0.03
TES 9.68 11.85
RAP1A-locus

Clorf103 13.05 | 0.15x10 | 17954 2.80 12.05 0.24 xfo 17954 | 4.46
TMEM77 10.93 | 0.48 x1& | 23960 11.72 10.13 0.92 x10 23960 | 22.23
CEPT1 12.18 | 0.35x18 | 46675 16.42 11.57 0.41 x10 46675 | 19.25
DENND2D 17.40 | 6.57x1& | 18428 0.12 16.70 0.11 x¥o 18428 | 2.09
CHI3L2 16.64 | 1.10x1& 16979 0.18 16.25 1.81xT0 16979 | 0.30
CHIA 18.64 | 2.30x10° 30900 0.07 15.19 0.31x{0 [ 30900 | 9.78
Clorf88 19.24 | 6.41x1§ | 7585 0.0048 | 17.26 8.02x%D 7585 0.06
OVGP1 15.04 | 3.23x18 | 14661 0.47 14.28 7.36xT0 14661 | 1.07
WDR77 10.34 | 0.98x1% | 10517 10.40 10.63 0.62 x10 10517 | 6.58
ATP5F1 11.09 | 0.76 xI§ | 13978 10.68 9.57 | 1.47x¥0 13978 | 20.59
Clorf162 1553 | 2.29x1% | 5840 0.13 15.00, 3.04xTH 5840 0.17
ADORA3 19.39 | 3.78x1®" | 81825 0.03 18.47, 7.10xP0 81825 | 0.05
RAP1A 12.25 | 0.89 x10™ | 172461 | 153.72 | 12.15 | 0.22 x10* 172461 | 39.10
Clorf183 15.81 | 1.72x16 | 10883 0.18 15.19 2.64xPd 10883 | 0.28
DDX20 11.75 | 0.31x1& | 13145 4.09 11.37, 0.45 x10 13145 | 6.02
KCND3 14.48 | 3.62x1& | 219693 0.79 17.04 6.17x20 219693 | 0.13
TES 211.86 132.2"

Tabelle 111.1.18.: Berechnung der TES fur die ustiehten Gene bzw. Genregionen
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2. Histonmodifikationen

Die Ergebnisse aus den Immunfluoreszenz-Experimediatesen sich in drei Teilen, die den
untersuchten Histonmodifikationen entsprechen, teldes. Begonnen wird mit der

Auswertung der Signalverteilung von me3-H3K4, damerden die Ergebnisse der me3-
H3K9 Immunfluoreszenz und die dazugehoérige Clustdyse dargestellt und zum Schluss
wird auf die Signalverteilung von me3-H3K27 eingegen. Nach der Darstellung der
Signale und der Signalverteilungen wird noch etaéistische Analyse der Signalverteilungen

angefihrt.

2.1.me3-H3K4

2.1.1. Radiale Verteilung von me3-H3K4-Signalen iNuklei normaler Zellen

Die Signale der Immunfluoreszenz gegen me3-H3Kd4p @egen transkriptionell aktives
Chromatin oder Euchromatin, finden sich in Zelllrmormaler Blutzellen Gber den ganzen
Zellkern verteilt, lediglich der Zellkernrand wegsine geringere Signaldichte auf. Me3-H3K4
weist keine besondere Signaldichte an bestimmtelleStauf, die Nukleoli sind meist jedoch
frei von Signalen.

Die radiale Auswertung der Signale zeigt den selbeand an: im Vergleich zu den meist
randstandigen Zentromeren, dargestellt durch desst@mtikorper, findet sich das me3-
H3K4-Signal deutlich weiter innen im Zellkern (sb® I1l.2.1.). Dabei weisen ruhende
Lymphozyten und Granulozyten eine sehr &ahnlichen&igrteilung auf, mit einem
Maximum an Signaldichte bei ca. 1 um. Lymphozytemer S-Phase und Stammzellen aus
Nabelschnurblut zeigen ebenfalls recht &hnlicheéédengen der me3-H3K4-Signale, jedoch
sind die Signalkurven nochmals deutlich flachehn, das Signal ist Gber eine gro3ere Flache
bzw. Uber ein grolReres Volumen verteilt. Geradedeei zyklierenden Lymphozyten ist aber
auch die grof3te ZellkerngrofRe im Vergleich zu deteaen untersuchten Zelltypen zu finden.
Granulozyten und Monozyten weisen deutlich kleinge#lkerne auf und die Kerne von
Nabelschnurblutzellen und ruhenden Lymphozytentbesimittlere Gré3e. Die Monozyten
weisen in Bezug auf das me3-H3K4 Signal eine Aridgeostellung auf: Zwar hat das me3-
H3K4-Signal einen relativ hohen Peak bei 1,5 um Wand entfernt, jedoch weisen sie auch

eine relativ breite Signalverteilung auf.
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Lymphozyt G0-Phase Lymphozyt S-Phase

Granulozyt
Monozyt

Lin- Nabelschnurblutzellen

Abb.111.2.1.: Konfokalbilder von me3-H3K4 Immunfiueszenzexperimenten mit
normalen weiblichen humanen Zellkernen. Es harsiigitum Einzelbilder aus
mittleren Schnittebenen. Das Vorliegen der S-Pbaséymphozyten wurde mittels

BrdU-Farbung bestéatigt (nicht gezeigt). Blau: DAMRrin: me3-H3K4, Rot: Crest-
Signal. Skalierungsbalken: 5 pm.
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Lymphozyten GO-Phase Lymphozyten S-Phase
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Abb. 111.2.2.: EDMT-Auswertung der Signalverteilugrgvon me3-H3K4 in normalen

Zellkernen.

Blau: DAPI, Grin: me3-H3K4, Rot: Crest-Signal.

N = 25.
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2.1.2. Radiale Verteilung von me3-H3K4-Signalen in undifferenzierten und
differenzierten Krebszellnuclei

Wie schon in den Zellkernen der normalen Zellenddt man auch in den Zellen der
Krebszelllinien, meist sogar unabhangig vom Diffesierungsstatus, das me3-H3K4-Signal
Uber den gesamten Zellkern verteilt. Die Verandgrder Zellkernform hat also in den
meisten Fallen keinen Einfluss auf die Positiomegrudes aktiven Chromatins. Eine
Ausnahme bilden die TPA-differenzierten K562-Zellém denen das Signal néher an der
Kernperipherie zu finden ist.

Die EDMT-Auswertung der Signalverteilung zeigt veeftin, dass die Signalverteilung in
undifferenzierten und differenzierten HL-60-Zellsghr ahnlich ist, jedoch ein Unterschied zu
den mit VD3-differenzierten HL-60-Zellen besteht,denen die Signalkurve deutlich weiter
zur Zellkernmitte hin ausgerichtet ist. Diese Slgneve &hnelt mehr der Kurve der U937-
Zellen, die in allen untersuchten Differenzierungganden relativ gleich bleiben. Der
Unterschied, der in den K-562-Zellen nach der D#feierung mit TPA bereits in den
Konfokalbildern aufféllt, ist auch in der Auswertunvieder zuerkennen. Auch hier nahert
sich die Kurve des me3-H3K4-Signals stark an dievKuwler Zentromer-Signale an, gelangt
also naher an die Kernperipherie.

Das Signal, das me3-H3K4 in RPMI8226-Zellen zeigft,am ehesten mit dem Signal aus
zyklierenden Lymphozyten bzw. Stammzellen vergleash Ebenso &hneln die Signale von
undifferenzierten und RA-differenzierten HL-60-Z=ll stark den Signalen der normalen
Granulozyten und die Signalverteilungen in normamozyten weisen Ahnlichkeiten mit
den U937-Zellen aller Differenzierungsstufen und &®3-differenzierten HL-60-Zellen auf.
Die Signale, die me3-H3K4 in undifferenzierten K28Bellen zeigt lassen einen Vergleich
mit zyklierenden Lymphozyten bzw. Stammzellen zuAdifferenzierte K562-Zellen
scheinen sich eher wie normale Granulozyten zu alenn, was Hinweise auf die

Differenzierungsstufen geben konnte.

120



lll. Ergebnisse

Undifferenzierte HL-60-Zellen RA-differenzierte HL-60-Zellen VD3-differenzierte HL.-60-Zellen

Undifferenzierte U937-Zellen TPA-differenzierte U937-Zellen Retrodifferenzierte U937-Zellen

Undifferenzierte K562-Zellen TPA-differenzierte K562-Zellen

RPMI 8226 Zellen

Abb. 111.2.3.: Konfokalbilder von me3-H3K4 Immunibreszenzexperimenten mit
undifferenzierten und differenzierten Zellkernem\rebszelllinien. Es handelt sich um

Einzelbilder aus mittleren Schnittebenen. Blau: DABrin: me3-H3K4, Rot: Crest-
Signal. Skalierungsbalken: 5 pm.
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Rel. Signal Gehalt [%]
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Abb. 111.2.4.: EDMT-Auswertung der Signalverteiluergvon me3-H3K4 in Zellkernen undifferenzierter whiiferenzierter

Krebszellen.
Blau: DAPI, Grin: me3-H3K4, Rot: Crest-Signal. N25.

122



lll. Ergebnisse

2.2. me3-H3K9

2.2.1. Radiale Verteilung von me3-H3K9-Signalen iNuklei normaler Zellen

Im Vergleich zum me3-H3K4-Signal, das Uber den ganZellkern verstreut erscheint, ist
das me3-H3K9-Signal an einigen wenigen Stellen ietlkérn geballt zu finden. Dabei
befinden sich diese Stellen haufig an der Kernperie und meist unmittelbar benachbart zu
einem Crest-Signal (s. Abb. 11.2.5.).

Die Nahe der Signal-Cluster zu den Crest-Signatagt zsich auch deutlich in den EDMT-
Auswertungen der radialen Signalverteilungen. M&istl die Kurven fir Crest und fir me3-
H3K9 sehr &hnlich, und auch die Zelltypen untemed® &hneln sich stark in der
Signalverteilung. Die einzige Ausnahme bilden, wereits bei me3-H3K4, die stimulierten
Lymphozyten, die auch hier einen deutlich flachekemvenverlauf zeigen, allerdings auch
insgesamt die grofiten Kerne besitzen. Die Sign@ilmeng in den Stammzellen ist in diesem
Fall deutlich unterschiedlich von der in den zyidieden Lymphozyten (s. Abb. 111.2.6.).
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Lymphozyt G0-Phase Lymphozyt S-Phase

Granulozyt Monozyt

Lin- Nabelschnurblutzellen

Abb. 111.2.5.: Konfokalbilder von me3-H3K9 Immunfiueszenzexperimenten mit
normalen weiblichen Zellkernen. Es handelt sichiinzelbilder aus mittleren

Schnittebenen. Blau: DAPI, Grin: me3-H3K9, Rote€ifSignal. Skalierungsbalken:
Sum.
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Lymphozyten G0-Phase

Lymphozyten S-Phase

Granulozyten Monozyten

Rel. Signal Gehalt [%]

Lin- Nabelschnurblutzellen

Abstand zur Kernperipherie [pm]

Abb. 111.2.6.: EDMT-Auswertung der Signalverteilugrgvon me3-H3K9 in normalen
Zellkernen.

Blau: DAPI, Grin: me3-H3K9, Rot: Crest-Signal. N5.
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2.2.2. Radiale Verteilung von me3-H3K9-Signalen in undifferenzierten und
differenzierten Krebszellnuklei

In den untersuchten Krebszelllinien ist zwar noale eBallung des me3-H3K9-Signals zu
sehen, meist ist die Ballung jedoch nicht ganzusgepragt wie in den normalen Zellkernen.
Am deutlichsten ist dieser Unterschied in den Rffedenzierten HL-60-Zellen zu sehen.
Hier ist anndahrend keine Ballung mehr zu sehen, Gmgensatz zu den mit VD3
differenzierten HL-60 Zellen. Bei den U937-Zellest im Laufe der Differenzierung und
Retrodifferenzierung keine nennenswerte Verandenurgr Signalstruktur auszumachen. In

den K562-Zellen dagegen scheint im Laufe der Deffieierung das Signal mehr an die

Kernperipherie zu gelangen, was am starksten irRRE18226-Zellen zu sehen ist, in denen
sich die heterochromatischen Bereiche, markiertldume3-H3K9, weit an die Peripherie
zuruckziehen (s. Abb. 111.2.7.)

In der radialen Auswertung der Signalverteilungdtiais des EDMT-Programms wird auch
bei den Krebszelllinien die Randstandigkeit desskitutiven Heterochromatins deutlich. Die
Signalverteilungen der undifferenzierten und RAadiénzierten HL-60-Zellen &hneln sich
auch hier wieder sehr stark und bilden einen Gegensu allen anderen untersuchten
Zelltypen, in denen eine weitaus flachere Signadieing zu finden ist, wobei diese

Zelltypen auch etwas grof3ere Zellkerne haben, ialdHd-60-Zellen. Die undifferenzierten

und RA-differenzierten HL-60-Zellen gleichen in énrSignalverteilung am meisten den
normalen Granulozyten-Nuklei, alle anderen untdrmrc Krebszellnuklei &hneln dagegen
eher den zyklierenden Lymphozyten. (s. .Abb. 18.p.
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Undifferenzierte HIL.-60-Zellen RA-differenzierte HL.-60-Zellen VD3-differenzierte HL-60-Zellen

Undifferenzierte U937-Zellen

TPA-differenzierted U937-Zellen Retrodifferenzierte U937-Zellen

Undifferenzierte K562-Zellen

TPA-differenzierte K562-Zellen

. - (e

Abb. 111.2.7.: Konfokalbilder von me3-H3K9 Immunfiueszenzexperimenten mit
undifferenzierten und differenzierten Zellkernem\Krebszelllinien. Es handelt sich um

Einzelbilder aus mittleren Schnittebenen. Blau: DABriin: me3-H3K9, Rot: Crest-
Signal. Skalierungsbalken: 5 pum.
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Abb. 111.2.8.: EDMT-Auswertung der Signalverteilugrgvon me3-H3K9 in Zellkernen undifferenzierter whiflerenzierter Krebszellen.
Blau: DAPI, Grun: me3-H3K9, Rot: Crest-Signal. N25. 128
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2.2.3. Clusteranalyse von me3-H3K9-Signalen in noraten Zellen und Krebszelllinien

Mit Hilfe eines eigens flur diese Anwendung prograsrten Software-Tools (T. Thormeyer,

2007) wurde untersucht, wie stark die me3-H3K9-8igrzusammenballen. Dazu wurde die
Anzahl der Signalcluster, also Regionen mit deldicHaufung der Signale im Vergleich

zum restlichen Zellkern, und deren Grof3e gemessdrgageneinander in einer Excel Datei
in ein Diagramm aufgetragen (s. Abb. 111.2.9.).

In den untersuchten normalen Zelltypen lasst sioe &hnlichkeit zwischen den ruhenden
Lymphozyten und den Granulozyten, jeweils mit weniggroRen Clustern, und zwischen
zyklierenden Lymphozyten und Monozyten, mit vieldaineren Objekten, feststellen. Die

Stammzellen sind zwischen den beiden Gruppen ziefinsie haben eine mittlere Anzahl
mittelgrofRer Ballungen.

In den Krebszelllinien ist im Vergleich zu den nalen Zelltypen bereits ein fast zehnfacher
Unterschied in der Grol3e der Cluster zu finden.s®al in den normalen Zelltypen die

grof3ten Cluster ca. 400 Voxel grof3, in den Kreligzieln sind Cluster einer Gro3e von 4000
Voxel durchaus vorhanden (einige extremere Werteden Grof3e der Signale in den

Krebszellen wurde aus Griinden der Ubersichtlichkieiit im Diagramm dargestellt, da sich
der Trend in Grol3e / Anzahl der Objekte auch seiteeabschétzen lasst.)

In den U937-Zellen ist auch mit Differenzierung uRtrodifferenzierung kein grol3er

Unterschied in Anzahl / Gré3e der Signal-Ballungarerkennen. In den HL-60-Zellen ist ein
leichter Trend zu sehen: bei der Differenzierung RA werden die Cluster mehr, daftr

jedoch etwas kleiner, und nach der Differenzieramg VD3 sind nur noch wenige, eher

kleine Objekte zu sehen. Den starksten Unterschémth der Differenzierung zeigen die K-

562-Zellen, die zunachst viele kleine Cluster hahem nach der Differenzierung nur noch
wenig groRe Objekte zeigen. Die RPMI 8226-Zellehdminsgesamt relativ wenige, jedoch
grol3e Signale.
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Abb.111.2.9.: Clusteranalyse von me3-H3K9-Siganiemormalen (oben) und
Krebszellen (unten) vor und nach der Differenzigrun
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2.3.me3-H3K27

2.3.1. Radiale Verteilung von me3-H3K27-Signalen iNuklei normaler Zellen

Me3-H3K27, der Marker fur das fakultative Heterawhatin, farbt in normalen weiblichen
Zellen das inaktive X-Chromosom an, was auch in.Abl2.10. jeweils deutlich zu sehen ist.
Im Vergleich zu den weiblichen Zellen wurden flraBGulozyten und Monozyten auch
mannliche Zellen untersucht um festzustellen, ob lasterschiede in der radialen
Signalverteilung gibt. Die Signale, abgesehen voaktiven X, sind meist verstreut tber den
gesamten Zellkern, ohne besondere Praferenzenegimbmte Bereiche (s. Abb. 111.2.10.).
Bei den Stammzellen ist kein inaktives X-Chromosansehen, es misste sich daher um ein
mannliches Individuum gehandelt haben, aus desséelschnur das Blut zur Isolierung der
Stammzellen gewonnen wurde.

In der radialen Signalverteilung ist auch fur dreddarker die flachste Signalverteilung fur
die zyklierenden Lymphozyten, mit den insgesam3ggd Zellkernen zu finden. Auch die
mannlichen Monozyten weisen eine relativ flachen8ikurve auf, bei ebenfalls recht grol3en
Zellkernen.  Alle  anderen  untersuchten  Zelltypen seei sehr  ahnliche
Signalverteilungskurven auf, die weder so weit én dellkernmitte liegen wie die von me3-
H3K4, noch so weit am Kernrand zu finden sind dreevon me3-H3K4. Es ist auch keine so

starke Nahe zu den Crest-Signalen zu erkenneniwiad3-H3K9.

131



lll. Ergebnisse

Lymphozyt G0-Phase Lymphozyte S-Phase

Weiblicher Granulozyt Minnlicher Granulozyt

Weiblicher Monozyt Minnlicher Monozyt

Lin- Nabelschnurblutzellen

Abb. 111.2.10.: Konfokalbilder von me3-H3K27 Immilmoreszenzexperimenten mit normalen
Zellkernen (Lymphozyten wurden aus weiblichen lidiien gewonnen). Es handelt sich um
Einzelbilder aus mittleren Schnittebenen. Blau: DABriun: me3-H3K279, Rot: Crest-Signal.
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Lymphozyten G0-Phase
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Abb. 111.2.11.: EDMT-Auswertung der Signalverteilggn von me3-H3K27 in normalen
Zellkernen.

Blau: DAPI, Grin: me3-H3K27, Rot: Crest-Signal=N\e5. 133
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2.3.2. Radiale Verteilung von me3-H3K27-Signalen inundifferenzierten und
differenzierten Krebszellnuclei

In den Krebszelllinien ist nach der ImmunfluoresAé@rbung mit me3-H3K27 kein inaktives
X-Chromosom zu sehen, was daran liegt, dass diblialeén Zelllinien, HL-60 und K562,
starken chromosomalen Veranderungen unterliegebewaft ein X-Chromosom verloren
geht (Volpi et al. 1996, Liang et al. 1999, Cotwral. 2004, Koeffler et al. 1980, Lozzio et
al. 1979, Andersson et al. 1979, Lozzio et al, }9Biksgesamt ist das me3-H3K37-Signal in
den Krebszellen deutlich mehr am Kernrand zu finglsnin den normalen Zelltypen. Dieser
Trend ist in den undifferenzierten und RA-differesmizn HL-60-Zellen etwas deutlicher als
in den VD3-differenzierten HL-60 Zellen und den U9ellen. In den RPMI 8226- und
K562-Zellen ist sogar noch mehr Signal in der Katterzu finden (s. Abb. 111.2.12.)

Dieser Trend ist auch in der Untersuchung der ladi&erteilung zu erkennen. Auch zeigt
sich hier wieder, dass in den gréReren Zellkernd®37, K562, RPMI8226) eine flachere
Signalverteilungskurve zu Stande kommt als in dautleEh kleineren HL-60-Zellen.

134



lll. Ergebnisse

Undifferenzierte HL.-60-Zellen RA-differenzierte HL-60-Zellen VD3-differenzierte HL-60-Zellen

Undifferenzierte U937-Zellen
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Abb. 111.2.12.: Konfokalbilder von me3-H3K27 Immuabreszenzexperimenten mit
undifferenzierten und differenzierten Zellkernem\rebszelllinien. Es handelt sich um

Einzelbilder aus mittleren Schnittebenen. Blau: DARUN: me3-H3K27, Rot: Crest-
Signal. Skalierungsbalken: 5 pm.
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Abb. 111.2.13.: EDMT-Auswertung der Signalverteilyggn von me3-H3K27 in Zellkernen undifferenziertad wlifferenzierter

Krebszellen.
Blau: DAPI, Grin: me3-H3K27, Rot: Crest-Signal. 5.
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2.4. Statistik

2.4.1. Statistische Auswertung der Signalverteiluren innerhalb eines Zelltyps

Zunachst wurde mittels untersucht, wie sich diealadverteilung der Signale innerhalb eines
Zelltyps unterscheiden (s. Tabelle 111.2.1.). AlifGiist hierbei, dass es zwischen me3-H3K9
und DAPI und zwischen me3-H3K9 und Crest haufigh&sisignifikanten Unterschied gibt,
was wieder zeigt, dass me3-H3K9 meist ein eher standiges Signal ist. In einigen
Zelltypen, aber deutlich seltener als fir me3-H3k&den statistische Ahnlichkeiten in den
Signalverteilungen von me3-H3K4 bzw. me3-H3K27 u@cest gefunden, selten treten
Ahnlichkeiten zwischen DAPI und me3-H3K4 und me3ki23 auf. Weiterhin ist auffallig,
dass die Signale zwischen den undifferenzierten devd RA-differenzierten HL-60-Zellen,
und in etwas geringerem Mal3e, auch bei den RPM6-Z22en, am wenigsten statistisch

signifikant verschieden sind.
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DAPI- Crest- DAPI- H3K27-
DAPI-H3K9 H3K9-Crest
H3K4 H3K4 H3K27 Crest
Quiesc. Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; p Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
Lymph. p=0,001 p=0,001 =0,225 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,001
Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff,;
Cycl. Lymph.
p=0,001 p=0,001 p=0,001 p = 0,002 p = 0,001 p =0,166
Granulo. Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff. ;
Female p=0,001 p=0,001 p=0,025 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,001
Granulo. Sig. Diff.; Sig. Diff.;
Male p = 0,001 p = 0,001
Mono. Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; p Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
Female p=0,001 p=0,001 =0,243 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,001
Sig. Diff.; Sig. Diff.;
Mono. Male
p = 0,001 p = 0,001
) No Diff. ; No Diff; No Diff; p No Diff.; p Sig. Diff.; No Diff,;
HL-60 undiff
p=0,628 p=0,187 =0,720 =0,786 p = 0,003 p=0,877
HL-60 RA- | Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; p No Diff.; p No Diff.; p No Diff;
diff. p=0,001 p=0,014 =0,416 =0,174 =0,077 p=0,118
HL-60 VD3- Sig. Diff.,; Sig. Diff.; No sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
diff. p=0,001 p=0,001 p=0,093 p = 0,001 p = 0,005 p =0,001
Sig. Diff.;; Sig. Diff.; No Diff,; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
U937 undiff. ° ° d ° J
p=0,001 p=0,002 =0,117 p =0,031 p = 0,001 p = 0,001
U937 TPA- Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; p Sig. Diff.; Sig. Diff.;
diff. p=0,001 p=0,001 p=0,040 =0,751 p = 0,001 p = 0,001
U937 Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; p Sig. Diff.; Sig. Diff.;
Retrodiff. p=0,001 p=0,002 p=0,001 =0,976 p = 0,001 p = 0,001
Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
K562 undiff. J J g d g
p=0,001 p=0,001 p=0,008 = 0,900 p = 0,001 p = 0,001
K562 TPA- Sig. Diff.; No Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
diff. p=0,001 p=0,715 p=0,001 p = 0,008 p=0,017 p = 0,001
Sig. Diff.,; Sig. Diff.; Sig. Diff.; No Diff.; No Diff.; No Diff,;
RPMI 8226 ° ° J P P
p=0001 p=0,001 p=0,001 = 0,608 =0,099 p = 0,496
Lin- UCB Sig. Diff.; No Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.; Sig. Diff.;
in-
p=0,001 p=0,429 p=0,001 p = 0,003 p = 0,001 p = 0,001

Tabelle 111.2.1.: Unterschiede in den Signalvetteden innerhalb der einzelnen untersuchten

Zelltypen. N = 25.
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2.4.2. Statistische Auswertung der Signalverteiluren der Zelltypen untereinander
Weiterhin wurde mittels Sigma Stat analysiert, sllJaterschiede bzw. Ahnlichkeiten in den
Signalverteilungen zwischen verschiedenen Zelltygibh

Fur me3-H3K4 (s. Tabelle I11.2.2.: Signalverteil@mginnerhalb der einzelnen untersuchten
Zelltypen) gibt es keine statistisch signifikantddnterschiede zwischen ruhenden
Lymphozyten, Granulozyten und RA-differenzierten -BlQ-Zellen. Zyklierende
Lymphozyten zeigen dagegen Ahnlichkeiten zu undéfigierten K562-Zellen und
RPMI8226-Zellen, Granulozyten zeigen eine Ahnlidghkeu RA-differenzierten HL-60-
Zellen. Monozyten hingegen weisen keine signifikant/nterschiede in der Signalverteilung
im Vergleich zu undifferenzierten und differenzeartU937-Zellen auf, ebenso ahneln sich
RA- und VD3-differenzierte HL-60-Zellen. Weitere Alichkeiten finden sich zwischen
undifferenzierten HL-60-Zellen und TPA-differenzem K562-Zellen, zwischen
undifferenzierten und TPA-differenzierten U937-2ellund zwischen Retrodifferenzierten
U937-zellen und undifferenzierten K562-Zellen.

Me3-H3K9 zeigt Ahnlichkeiten in der Signalverteituawischen ruhenden Lymphozyten und
Monozyten und TPA-differenzierten K562-Zellen, ze¥isn cyclierenden Lymphozyten und
retrodifferenzierten U937-Zellen, sowie zwischera@rdozyten und undifferenzierten und
RA-differenzierten HL-60 Zellen und Stammzellen. Mdayten hingegen &hneln VD3-
differenzierten HL-60-Zellen und TPA-differenziant&-562-Zellen,

undifferenzierte HL-60-Zellen zeigen Ahnlichkeitenit RA-differenzierten HL-60-zellen
und Stammzellen, und folglich zeigen auch RA-défezierte HL-60-Zellen Ahnlichkeiten
zu Stammzellen. VD3-differenzierte HL-60 Zellen sen keine signifikanten Unterschiede
zu  TPA-differenzierten U937-Zellen, zu TPA-diffemerten K562-Zellen und zu
RPMI8226-Zellen auf. Interessant ist, dass undsfiererte U937-zellen ihrem
retrodifferenzierten Gegenstiicken ahnlich sind, andh den undifferenzierten K562-zellen
ahneln. TPA-differenzierte U937-Zellen wiederum élnnTPA-differenzierten K562-Zellen
und RPMI 8226-Zellen

Fur me3-H3K27 schlielich fallt auf, dass weibliddenozyten ruhenden und cyclierenden
Lymphozyten und weiblichen Granulozyten ahneln, miédhen Granulozyten jedoch nicht.
Weiterhin &hneln cyclierende Lymphozyten weiblicherd méannlichen Granulozyten. Auch
fur TPA-differenzierte K562-Zellen werden Ahnlichiten mit ruhenden und zyklierenden
Lymphozyten, ménnlichen und weiblichen Granulozytexd weiblichen Monozyten, jedoch
auch wieder nicht mit mannlichen Monozyten gefund&fbenso verhalten sich die

RPMI8226-Zellen, mit dem unterschied, dass sie eeihnlichkeit zu ruhenden
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Lymphozyten zeigen. RA-differenzierte HL-60-Zelléhneln in der Signalverteilung den
VD3-differenzierten HL-60-Zellen als auch allen ferenzierungsformen der U937-Zellen
und auch den Stammzellen. Die mit VD3 differeneiertiL60-Zellen &hneln dagegen nur
den undifferenzierten und retrodifferenzierten UZ&fen. Die undifferenzierten U937-
Zellen zeigen Ahnlichkeiten mit den beiden andeifferenzierungszustanden und den
Stammzellen, wohingegen die TPA-differenzierten TJ2@llen lediglich den Stammzellen
gleichen. Eine weitere Ahnlichkeit besteht zwiscliem TPA-differenzierten K562-Zellen
und den RPMI8226-Zellen.
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H3K4 Quiesc. Cycl. Granu- Mono- HL-60 HL-60 \l_/|||5360 U937 %?,27 gg?rz K562 .'ngz RPMI Lin-
Lymph. Lymph. locytes cytes undiff. RA-diff. diff undiff diff diff undiff. diff 8226 ucCB

Quiesc. Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff. ; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Lymph. P=0,001 P=0,514 P=0,001 P=0,001 P=0,163 P=0,003 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
Cycl. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.;
Lymph. P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 diff.;P=0,070 P=0,001 P=0,072 P=0,001
Granu- Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
locytes P=0,001 P=0,001 P=0,067 P=0,004 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
Mono- Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
cytes P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,739 P=0,371 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
HL-60 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff. P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,249 P=0,001 P=0,031
HL-60 No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
RA-diff. P=0,704 P=0,001 P=0,002 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
HL-60 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
VD3-diff P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
U937 No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff P=0,261 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
U937 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
TPA-diff P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
ggf’rz)_ No  diff.. Sig.Diff.. Sig.Diff.. Sig.Diff.
diff P=0,121 P=0,001 P=0,001 P=0,001
K562 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff. P=0,001 P=0,004 P=0,001
K562 Sig.Diff.; Sig.Diff.;
TPA-diff. P=0,001 P=0,002
RPMI Sig.Diff.;
8226 P=0,001
Lin-

ucB

Tabelle 111.2.2.: Vergleich von me3-H3K4 in den erguchten Zelltypen, N = 25.
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Quiesc. Cycl. Granu- Mono- HL-60 HL-60 HL-60 U937 U937 U937 K562 K562 RPMI Lin-
H3K9 Lymph. Lymph. locytes cytes undiff. RA-diff. VD3- undiff.  TPA- Retro-  undiff TPA- 8226 UCB
diff diff diff diff

Quiesc. Sig.Diff.; Sig.Diff.; No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Lymph P=0,001 P=0,001 P=0,824 P=0,001 P=0,012 P=0,046 P=0,001 P=0,007 P=0,001 P=0,001 P=0,501 P=0,001 P=0,002
Cycl. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Lymph. P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,010 P=0,001 P=0,181 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
Granu - Sig.Diff.; No Diff.; No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff,;
locytes P=0,001 P=0,058 P=0,944 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,919
Mono - Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
cytes P=0,001 P=0,005 P=0,,65 P=0,001 P=0,004 P=0,001 P=0,001 P=0,469 P=0,002 P=0,001
HL-60 No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.;
undiff P=0,647 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,051
HL-60 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff,;
RA-diff P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,002 P=0,001 P=0,743
HL-60 Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
VD3- P=0,001 P=0,888 P=0,001 P=0,014 P=0,204 P=0,471 P=0,001
diff

U937 Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff P=0,001 P=0,198 P=0,340 P=0,001 P=0,003 P=0,001
U937 Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
TPA- P=0,001 P=0,001 P=0,071 P=0,170 P=0,001
diff

U937 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Retro- P=0,038 P=0,001 P=0,001 P=0,001
diff

K562 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff P=0,001 P=0,033 P=0,001
K562 Sig.Diff.; Sig.Diff.;
TPA- P=0,008 P=0,001
diff

RPMI Sig.Diff.;
8226 P=0,001
Lin -

ucCB

Tabelle 111.2.3.: Vergleich von me3-H3K9 in den erguchten Zelltypen. N = 25.
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Quiesc. Cycl. Granu. Granu. Mono. Mono. HL-60 HL-60 HL-60 U937 U937 U937 K562 K562 RPMI Lin-
H3K27 Lymph Lymph. female male female male undiff. RA-diff. VD3- undiff TPA- Retro- undiff TPA- 8226 uUCB
diff diff diff diff

Quiesc. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Lymph. P=0,027 P=0,001 P=0,001 P=0,191 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,464 P=0,032 P=0,001
Cycl. No Diff.; No Diff.; No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
Lymph. P=0,190 P=0,069 P=0,144 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,660 P=0,804 P=0,001
Granu. Sig.Diff.; No Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
female P=0,001 P=0,913 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,767 P=0,163 P=0,001
Granu. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
male P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,005 P=0,112 P=0,160 P=0,001
Mono. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.;
female P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,941 P=0,162 P=0,001
Mono. Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
male P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,014 P=0,001 P=0,001 P=0,001
HL-60 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff P=0,002 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001
HL-60 No diff.; No diff.; No diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.;
RA-diff P=0,679 P=0,648 P=0,375 P=0,488 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,583
HL-60 No diff.; Sig.Diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
VD3-diff P=0,802 P=0,022 P=0,673 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,060
U937 No diff.; No diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.;
undiff P=0,183 P=0,515 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,284
U937 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; No diff.;
TPA-diff P=0,012 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,673
U937 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
Retrodiff P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,031
K562 Sig.Diff.; Sig.Diff.; Sig.Diff.;
undiff P=0,002 P=0,001 P=0,001
K562 No diff.; Sig.Diff.;
TPA-diff P=0,615 P=0,001
RPMI Sig.Diff.;
8226 P=0,001
Lin -

ucB

Tabelle 111.2.4.: Vergleich von me3-H3K27 in dentersuchten Zelltypen. N = 25.
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3. ,komplexe Sonden*

Als letzter Teilbereich werden nun die Ergebnisses a@en Versuchen zur Erstellung
.komplexer Sonden* dargestellt.

Die ,komplexen Sonden* wurden aus verschiedenen soidichen Zellen und Maus-
Zelllinien hergestellt, auf Metaphase-Praparaterididert und dann zum Teil far 3D-
Analysen verwendet. Dabei wurden fur die Herstgllumwei verschiedene DNA-
Amplifikationsmethoden mit gewissen Abwandlungenl@r Weiterbearbeitung des Materials

verwendet. Somit gliedert sich der Ergebnistefbigende drei Teile:

1. Verwendete Zellen und deren Differenzierung
2. DNA-Amplifikation mittels Genomiphi
3. DNA-Amplifikation mittels DOP-PCR

3.1. Verwendete Zellen und deren Differenzierung

Fur die durchgefihrten Experimente wurden zwei raenhumane Zelltypen, Fibroblasten
und Lymphozyten und die promyeloische Leukamielibedl HL-60. Diese Zelllinie, die im
undifferenzierten Zustand lymphoblastische Morpb@adbesitzt, kann durch Zugabe von 1
UM Retinsdure Uber einen Zeitraum von sieben Tagereine granulozyten-ahnliche
Morphologie mit lobulierten Zellkernen tUberfuhrtnden. Diese Differenzierung ist innerhalb
einer Zellpopulation nahezu vollstandig, d.h. c@®8ler Zellen weisen nach der Behandlung
mit Retinsaure Zellkerne mit 2-5 Lobuli auf. In Ablhl.3.1. ist eine Differenzierungsserie

gezeigt.
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Tagl Tagl Tag2 Tag3
a) -- % .
[} i s
Tag5 Tagb Tag?
b)

.

Abb. 111.3.1.: Differenzierung von HL-60-Zellen miRetinsaure. a) Tag 0-3 der Differenzierung,

b) Tag 4-7 der Differenzierung. die obere Bildredesgt jeweils mittlere Bildausschnitte aus
konfokalen Bildstapeln eines Zellkerns im DAPI-Kharzie untere Reihe zeigt mit dem

Epifluoreszenzmikroskop aufgenommene Bilder von D&Rl Ki-67 als Uberlagerung (DAPI =
blau, Ki-67 = rot)
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Weiterhin wurden zwei Mauszelllinien fir die Untechungen verwendet. Bei C2C12
handelt es sich um eine Myoblasten-Zellline, die umdifferenzierten Zustand in der
Morphologie humaner Fibroblasten ahneln und entwellgch zu grof3e Zelldichte oder

Zugabe von Pferdeserum zum N&ahrmedium anstelle fébmem Kalberserum in die

Differenzierung zu Myotuben tbergeht (Abb. 111.3).2

Abb. 111.3.2.: Differenzierung von C2C12-Zellen. a)differenzierte Myoblasten, b) 7 Tage
differenzierte Myotuben. Skalierungsbalken = 10 [Lrahtmikroskopische Aufnahme.

Bei MEL-Zellen handelt es sich um eine ErythroleuigtZelllinie der Maus, in der durch
Zugabe von HMBA die Expression v@aGlobin angeschaltet werden kann, was jedoch an
der lymphoiden Morphologie der Zellen nichts andert

Abb. 111.3.3.: MEL-Zellen mit
lymphoider Morphologie.
Skalierungsbalken = 10 pm.
Lichtmikroskopische Aufnahme.
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photometrisch bestimmt und die Qualitat der RNA deurauf einem denaturierenden

Formaldehyd-Agarosegel Uberpriift.

RNA Konzentration [ug/ul] Ratio
Humane Lymphozyten 3,13 1,7998
Humane Fibroblasten 5,49 1,850
HL-60 undifferenziert 2,85 1,832

HL-60 differenziert mit RA 1,24 1,795
MEL undifferenziert 8,56 1,880
MEL differenziert mit
11,2 1,888
HMBA
C2C12 undifferenziert 7,22 1,869
C2C12 differenziert mit
4,82 1,841
Pferdeserum

Tabelle 111.3.1.;: Konzentration und Ratio der isolen RNAs

Es wurde hauptsachlich mit der RNA aus den diffeeten MEL-Zellen weitergearbeitet, da
hier die gré3te RNA-Menge vorlag. Fiur die Herstedjthumaner komplexer Sonden wurde

meist Fibroblasten-RNA verwendet, da sie aus aditémeZellen am leichtesten zu gewinnen
ist

Abb. 111.3.4.: Denaturierendes RNA-
Formaldehyd-Gel zur RNA-Isolation. Die Gele
der Gbrigen RNA-Isolationen zeigen ahnliche
Muster, werden also hier nicht gezeigt. HeLa
RNA in 1,5 pg/ul wird als Kontrolle mitgefihrt.
Die RNAs zeigen deutliche 28S- und 18S-
Banden und weisen keine Denaturierung durch
RNasen auf.

Hib MEL C2€C12 Hela

undiff,andiff./
diff  diff.
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Aus den RNAs wurden mittels reverser Transkrip®iINA hergestellt.

Mit einer RT-PCR gegen MausHamoglobin wurde tberprift, ob die Induktion miMBA
funktioniert hat.

Abb. 111.3.5.: RT-PCR gegen Mmu Hbb-1. a) undifiezeerte Zellen, cONA aus +RT und —RT in
1:100, 1:10 und 1:1, b) differenzierte Zelle, cDiHAs +RT in 1:100, 1:10. 1:1, aus —RT in 1:1.
Erwartete 286 bp-Bande tritt auf, Induktion warnoggfeich.

Weiterhin wurden die entstandenen cDNAs mittels GAFPCR Uberprift, wie folgendes
Beispiel-Gel zeigt:

Abb. 111.3.6.: Kontroll-GAPDH-PCR

fur die cDNA aus humanen
Fibroblasten. Die cDNAs aus + und —
RT werden jeweils in den
Verdunnungen 1:1, 1:10 und 1:100 in
die PCR-Reaktion eingesetzt und in
dieser Reihenfolge auf das Gel
aufgetragen. In diesem Gel ist bei +RT
1:10 ein Pipettierfehler passiert.

100bp +RT
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3.2. DNA-Amplifikation mittels Genomiphi

Um die cDNA mit FISH auf Metaphasechromosomen datierphase-Zellkernen nachweisen
zu kénnen, muss zunéachst eine Amplifikation, daime &larkierung der cDNA stattfinden.
Fur die Amplifikation wurde die Methode der Genohijp fir die Markierung die
Nicktranslation verwendet und die Ergebnisse ing€ontlen dargestellt.

Abb. 111.3.7.: Beispiel Gel fur eine gegliuckte
Genomiphi-Reaktion. Als Grof3enstandard wird ein

1 kb-Marker verwendet. Es zeigt sich ein DNA-Schmie
in einem Bereich von 2 kb-200 bp, der keinen
nennenswerten Unterschied zwischen + und —RT zeigt,
weiterhin zeigt sich kein Unterschied zwischen cDNA
und BAC-DNA.

Von der, mit Genomiphi amplifizierten, cDNA werd2rul in die Nicktranslation eingesetzt.
Nach Ablauf der Nicktranslation wird die Grof3e damtstandenen Produkte auf einem
Agarosegel Uberprift, und, falls nétig, nochmalsa €&Nase-Verdau angesetzt um die
Produkte in die fur FISH glnstigere Grol3e (500 Bp-Bp) zu bringen.

Abb. 111.3.8.: Beispiel-Gel fur eine
Nicktranslation aus + und —RT-Ansétzen aus
Fibroblasten cDNA (jeweils 2 Spuren). Als
GroRRenstandard wird eiaMarker verwendet.
Die hier gezeigten Produkte sind fur die
Verwendung in der FISH noch etwas zu lang.
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Aus den Produkten der Nicktranslation werden zusammit einer Kontroll-Sequenz (z.B.
BAC-DNA oder Chomosomen-Paint, die bereits getested und in der Hybridisierung gut
funktionieren) Hybmixe hergestellt und zunachst Mdtahphase-Praparaten hybridisiert.
Nach der Detektion der Signale werden die Praparater dem Epifluoreszenzmikroskop

betrachtet und Bilder der einzelnen Farbkanaleemdmmen.

Abb. 111.3.9.: +RT
Sonde aus
differenzierten
MEL-Zellen auf
Maus-Metaphase-
Chromosomen. Es
sind deutliche
Signale im Bereich
der
Chromosomenarme
Zu erkennen.

Blau: DAPI, Rot:
komplexe Sonde,
Grun: BAC als
Hybridisierungskon
trolle.
Uberlagerung der
einzelnen
Farbkanale
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Abb. 111.3.10.:

a) +RT-Sonde aus
differenzierten MEL-
Zellen auf Maus-
Metaphase-
Chromosomen. Es
sind deutliche Signale
im Bereich der
Chromosomenarme zu
erkennen.

b) —RT Kontrolle aus
differenzierten MEL-
Zellen auf Maus-
Metaphase-
Chromosomen. Es
sind nur einzelne
Signale erkennbar, bei
denen es sich, auch
aufgrund der
Signalpositionen, um
rRNA Gene handeln
konnte.

Blau: DAPI, Rot:
komplexe Sonde,
Grun: BAC als
Hybridisierungskon-
trolle.

Uberlagerung der
einzelnen Farbkanéale
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Dieselbe Vorgehensweise wurde dann auch an cDNAn@aschlichen Fibroblasten getestet.
Auch hier zeigte sich ein ahnliches Ergebnis:

Abb. 111.3.11.:
komplexe Sonden aus
humanen Fibroblasten
(rot) auf Metaphase-
Chromosomen (blau).
BAC als
Hybridisierungskon-
trolle (grun).

Im Anschluss an diese ersten Vorversuche, die devariingen entsprechend verlaufen
waren, wurde getestet, ob sich menschliche Chromesamit Hilfe der komplexen Sonden
.pbandern® lassen, wie es z.B. auch fur Alu-Sonden Feall ist. Fir die komplexen Sonden

mussten sich Banderungen entsprechend der Gendiohde der Genexpression der
Chromosomen ergeben.
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Abb. 111.3.12.: Banderungsmuster einiger menst¢i@icChromosomen mit cDNA aus

Fibroblasten. a) Chromosom 1, b) Chromosom 2, ep@bsom 5, d) Chromosom 12, e)
Chromosom 15, f) Chromosom 20.

Blau: DAPI-Farbung der Chromosomen, griin: Chromase#aints, rot: komplexe Sonde

b)
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Eine weitere Uberlegung war, dass sich die kompiekenden aus zwei sehr verschiedenen
Zelllinien im entstehenden B&nderungsmuster zunsindeim Teil unterschiedlich sein
missten, dass jedoch auch Bereiche auftreten rsolite von den komplexen Sonden

gleichmalig angefarbt werden sollten, namlich dexeihe, in denen die Haushaltsgene

lokalisieren.

Abb. 111.3.13.: Gleichzeitige
Hybridisierung von cDNA aus
humanen Fibroblasten und
Lymphozyten auf Metaphase-
Chromosomen.

Die meisten Bereiche sind von
beiden komplexen Sonden
gleichmalig angefarbt,
zelltyp-spezifisch angefarbte
Bereiche sind mit dieser
Auflésung nicht zu erkennen.
Blau: Metaphase-
Chromosomen, Griin: cDNA
aus humanen Fibroblasten,
Rot: cDNA aus humanen
Lymphozyten.
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Ebenfalls wurde eine Hybridisierung der komplexemnden auf 3D-fixierten Interphase
Zellkernen menschlicher Fibroblasten und Lymphazyturchgefihrt. Die Signale der

komplexen Sonden liegen dabei zum groRten TeiemZebllkernmitte.

Abb. 111.3.14.: 3D-Hybridisierung komplexer Sondauf a) menschliche Fibroblasten-Zellkerne und b)
menschliche Lymphozyten-Zellkerne. a) Blau: DAPIgéefarbung, Grin: #12-paint, Rot: Komplexe
Sonde; b) Blau: DAPI-Gegenfarbung, Grin: Komplepad®, Rot: #12-paint
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Im Anschluss an diese Versuche sollten komplexed&wonaus undifferenzierten und
differenzierten HL-60-Zellen gewonnen und durchiayieeitige Hybridisierung miteinander

verglichen werden, um festzustellen, ob sich Untgesle im Expressionsmuster vor und

nach der Differenzierung ergeben. Dabei ergab gdbch das Problem, dass, sowohl fir
Sonden aus undifferenzierten als auch aus diffeggen Zellen, in der Negativkontrolle (-
RT) annahernd genauso viel Signal zu sehen war,iwmi@ormalen +RT-Ansatz (s. Abb.
11.3.15.)

Abb. 111.3.15.: Komplexe Sonden aus HL-60-Zellehuadifferenziert +RT, b) undifferenziert —RT, c)
differenziert +RT, d) differenziert —RT. Blau: Metsase Chromosomen, Rot: Komplexe Sonde, Grin: #12-
Paint
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Um sicherzugehen, dass es sich bei den SignalerirNdgativkontrolle nicht um DNA-
Verunreinigungen der RNA handelt, wurde nach derARs$blation ein DNase | verdau

durchgefuhrt, und die RNA mittels des RNeasy-Kits Quiagen von den DNA-Fragmenten
und Nukleotiden befreit.

Abb. 111.3.16.: +RT Ansatz aus
undifferenzierten HL-60-Zellen.
RNA wurde vor der reversen
Transkription mit DNase |
behandelt und mit RNeasy Kit
aufgereinigt.

Blau: Metaphase Chromosomen,
Rot: Komplexe Sonde, Grin:
#12-Paint.

Abb. 111.3.17.: -RT Ansatz aus
undifferenzierten HL-60-Zellen.
RNA wurde vor der reversen
Transkription mit DNase |
behandelt und mit RNeasy Kit
aufgereinigt.

Blau: Metaphase Chromosomen,
Rot: Komplexe Sonde, Grin:
#12-Paint.
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Die Wiederholung der Versuche, mit frischer cDNAs &dlL-60 und humanen Fibroblasten,
wie auch aus differenzierten MEL-Zellen, auch viddenate nach den ersten Versuchen,

brachte keine Verbesserung. Die Negativkontrolieigten weiterhin ein fast genauso starkes

Signal wie die +RT-Sonden, wie die Abbildung 11L8. zeigt:
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[ll. Ergebnisse —

Abb. 111.3.18.: Wiederholung der Herstellung vomkglexen Sonden aus Mensch und Maus mit
Genomiphi und Nicktranslation. a) Humane Fibroldast#RT, b) Humane Fibroblasten —RT, c)
MEL +RT, d) MEL —RT. Zur Verdeutlichung der Signidike von +RT und —RT-Sonden ist in
der jeweils unteren Reihe der Farbkanal der kongpleSonde als Graubild mit angeftigt. Blau:
Metaphase-Chromosomen, Rot: Komplexe Sonde, Grirarlosomen Paint (#12 Mensch, siehe
auch vergrofRerte Darstellung in a), #11 Maus).

3.3. DNA-Amplifikation mittels DOP-PCR

Die starken Signale in den Negativkontrollen fuhrteu der Uberlegung, ob durch die

Genomiphi evtl. Reste von RNA so sehr amplifizieerden, dass es zu den Signalen in den
Negativkontrollen kommt. Daher wurde, wie im Folden beschrieben, verschiedene
Ansatze der DNA-Amplifikation mit DOP-PCR und vengadenen Markierungsansatzen

getestet. Hierfir wurde cDNA aus menschlichen Hilasten verwendet.

Zunachst wurde versucht die cDNA mittels primarédMPCR zu amplifizieren und dann
mit einer Label-DOP-PCR zu markieren.
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+RT -RT

Abb. 111.3.19.: cDNA-Amplifikation mit primarer DOFPCR und Label DOP-PCR. Die ersten
beiden Bilder zeigen +RT-Ansatze, das dritte Béthzeinen —RT-Ansatz. Blau: Metaphase-
Chromosomen, Rot: Komplexe Sonde, Grun: #12-PBietuntere Reihe zeigt jeweils das
Graubild des Farbkanals der komplexen Sonde.

Wie die Bilder in Abb. 111.3.19. zeigen, ist die ¥F5onde wenig konstant in der Signalstarke
und gerade im Graubild der Negativkontrolle zeighsdass auch hier Signal vorhanden ist,
was lediglich in der Uberlagerung der Farbkanalaig/gum tragen kommt.

Als néchstes wurde versucht, das primare DOP-P@EtRt Uber eine Quiagen-Saule

aufzureinigen, bevor die Label-PCR durchgeftuhrtywum tbrige Primer und Nucleotide aus
dem Ansatz herauszubekommen. In einem weiterenitSelurde auch das Produkt der

Label-PCR Uber eine Quiagen-Saule aufgereinigtpbeer Hybridisierungsmix angesetzt

wird.
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Abb. 111.3.20.: Aufreinigung der Produkte aus Prier@DOP-PCR (a) und Label-DOP-PCR (b)
Uber Quiagen-Saule. Blau: Metaphase Chromosomdnk&uaoplexe Sonde, Grin: #12-Paint. Die
untere Bildreihe zeigt jeweils das Graubild desokanals der komplexen Sonde.
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Als weiteres Vorgehen wurde dann die cDNA, ohnéngogehende Primare DOP-PCR, einer
Label-PCR unterzogen, um wieder einer zu starkeplAikation von RNA oder Primern aus

dem Wege zu gehen.

Abb. 111.3.21.: Amplifikation der cDNA nur durch lbeel-PCR. Blau: Metaphase Chromosomen,
Rot: komplexe Sonde, Grun: #12-Paint. Die untetdrBihe zeigt jeweils das Graubild des
Farbkanals der komplexen Sonde.

Bei Durchfihrung der Label-PCR ohne vorhergehentegre Amplifikation scheint jedoch

das Signal auch im +RT-Ansatz zu schwach zu wermien\egativ-Kontrolle ist jedoch auch

nicht vollig ohne Signal. Daher wurde die Uberleguangestellt, nach der primaren DOP-
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PCR eine Nicktranslation durchzufiihren, um die Afikation wahrend der Label-PCR zu

+RT -RT
| . .

Abb. 111.3.22. Durchfuihrung von Nicktranslation tegrimarer DOP-PCR. Blau: Metaphase
Chromosomen, Rot: komplexe Sonde, Griin: #12-PRietuntere Bildreihe zeigt jeweils das
Graubild des Farbkanals der komplexen Sonde.

umgehen.

Zuletzt wurde versucht die primare DOP-PCR nur%nit0, 15, 20 oder 25 hochstringenten
Zyklen laufen zu lassen und danach die Label-PCaRsahlie3en.
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2000bp ¥

2000bp

Abb. 111.3.23.: Gele der priméren (links) und Lati@DP-PCR (rechts). Es sind jeweils +RT und
—RT in den Spuren nebeneinander aufgetragen. DikeZ@ben bzw. unten geben die Anzahl der

gefahrenen primaren DOP-PCR-Zyklen an. Die —RT Megantrolle tritt in der primaren PCR
erst ab Zyklus 15-20 auf.

Abb. 111.3.24.: 2D-Hybridisierung der mit 5 stringten DOP-PCR-Zyklen hergestellten Sonden.
Blau: Metaphase Chromosomen, Rot: komplexe Sonde:&12-Paint. Die untere Bildreihe zeigt
jeweils das Graubild des Farbkanals der komplexasmds.
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In der Hybridisierung zeigen sich bereits im Angaiz5 Zyklen primarer DOP-PCR starke
Signale in der Negativkontrolle, die eigentlich hticcinmal bei steigender Zyklenzahl zu
erwarten sind.

Fur die Maus wurden die Versuche nicht in dem Malgchgefihrt wie mit den

menschlichen Sonden, jedoch sind auch keine abesmdsn Ergebnisse zu erwarten, wie

beispielhaft an einer Bildzusammenstellung einenfgdexen Sonde der Maus, amplifiziert
mit DOP-PCR und markiert mit Label-PCR, gezeigtdesr soll (s. Abb. 1111.3.25.)

Abb. 111.3.25.: Durchfiihrung von primarer und lall¥DP-PCR mit cDNA aus differenzierten
MEL-Zellen. Blau: Metaphase Chromosomen, Rot: kaxelSonde, Grun: #11-Paint. Die untere
Bildreihe zeigt jeweils das Graubild des Farbkakaiskomplexen Sonde.
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Nachdem das Problem der Negativkontrollen mit stariSignal bereits in den 2D-Ansatzen,
trotz aller Bemuhungen und Versuche, nicht in deiif @u bekommen war wurden keine

weiteren 3D-Analysen durchgefuhrt.
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V. Diskussion

Wie auch im Ergebnisteil werden nun die drei groaibereiche der Arbeit getrennt

voneinander behandelt und spéater in der abschliReBetrachtung zusammengefinhrt.

1. Genpositionierung nach CALM-AF10-Aktivierung
Wie schon der Ergebnisteil zu den CALM-AF10-Analydésst sich auch die Diskussion in

mehrere thematisch zusammengehdrende Punkte glieder

1. Induktion der Zellen

2. Vergleich verschiedener Methoden zur Messung dee@aession

3. FISH-Experimente und deren Deutung im Zusammenhmitgden Eigenschaften der
Region

4. Zusammenfassung und Ausblick

1.1. Induktion der Zellen

Die Induktion des, auf einem stabil transfizierf@lasmid vorliegenden CALM-AF10 Gens,
kann Uber die gleichzeitige Induktion von GFP koliigrt werden, da beide Gene unter der
Kontrolle eines bidirektionalen Promotors stehehe Xellen, in denen CALM-AF10 durch
die Gabe von Doxycyclin angeschaltet wurde, solfgime Fluoreszenz zeigen. In unserem
Labor konnte jedoch lediglich eine Induktionse#izz von 40-50 % erreicht werden, was fur
spatere FISH-Experimente, bei denen dann lediglcluzierte Zellen betrachtet werden
sollen, ungenligend ist, da die grine Fluoreszerhzend der FISH-Prozedur verloren geht.
Da im Labor der AG Prof. Stefan Bohlander (Helmhaentrum Mianchen), in der die
Zelllinie generiert wurde, eine Induktionseffizieman 98-99 % erreicht wird, wurden uns
freundlicherweise diese Zellen im induzierten Zondtaur Verfigung gestellt, was andere
zeitaufwendigere Mal3nahmen unndtig machte. DieBeidifz ist ausreichend um nachher in
der FISH davon ausgehen zu kdnnen, dass jede iddileziert war und somit einfach jede

beliebige Zelle mit dem Konfokalmikroskop aufgenoemwerden kann.
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1.2. Vergleich verschiedener Methoden zur Messunged Genexpression

1.2.1. Affymetrix-Daten vs. Semiquantitative RT-PCR

Die Untersuchung der Genexpression mittels AffyimetChips war bereits im Labor der AG
Bohlander in mehreren Replikaten durchgefuihrt worded die Daten wurden uns zur
Verfigung gestellt. Anhand dieser Expressionslisteurden Gene zur weiteren
Untersuchung ausgewahlt, die eine mindestens dreifAnderung in der Expression vor und
nach Induktion von CALM-AF10 mittels Doxycyclin amiesen. Die Expression der so
ausgewahlten Gene wurde dann noch mit der im LdborAG Cremer bereits etablierten
Methode der semiquantitativen RT-PCR Uberpruft.

Vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen wurde Best der Methode mit GAPDH
durchgefuhrt. Dieses ubiquitar hoch exprimierte lrdisgen zeigt eine deutliche Bande bei
337 bp, was genau der spezifisch erwarteten Bantiprécht, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass die Methode als solches funktibni

Als néchstes sollte mit dieser Methode die Expogsson CALM-AF10 gemessen werden.
Erwartet héatten wir Banden lediglich in der PosRirobe der induzierten Zellen, jedoch
zeigten beim ersten Versuch uninduzierte und iredteiZellen deutliche, wenn auch mit
286bp spezifische Banden, zusatzlich traten diedBarauch in der Negativ-Kontrolle auf.
Das wies auf eine starke Verunreinigung der RNA @DNA hin, vor allem, da das
untersuchte Gen auf dem, stabil in die Zelle tiaresten, Plasmid liegt und somit ein
kinstliches Gen ohne Introns ist. Weiterhin bestetttirlich gerade bei Plasmid-DNAs die
Gefahr, dass sie mit der RNA ausgefallt werde®¢sjLab-Handbuch). Im néachsten Versuch
wurde daher vor der reversen Transkription eine $8N\éerdau durchgefihrt und die RNA
mittels Quiagen-System aufgereinigt. Mit dieser &@w®tlung wurden die Banden in
uninduzierten Zellen und in den Negativkontrollesutich schwécher, verschwanden jedoch
nicht ganz. Eine mit anderen Primern im Labor Bod& durchgefiihrte RT-PCR brachte
lediglich in der Positiv-Probe der induzierten 2alldie erwartete 552 bp-Bande, es kann also
von einer gelungenen Induktion ausgegangen werBl@nunsere weiteren Experimente lasst
sich daher schlie3en, dass ein DNase-Verdau vdpaehfiihrung weiterer PCRs unbedingt
notwendig ist.

Im Folgenden wurden die von uns ausgewahlten Gemeraucht. Dabei ist fur IFl44,
BIRC4BP und RAP1A eine schwache HochregulationEdgaression erkennbar, auffallig ist
jedoch der Unterschied in den Bandenstarken zwis@®PDH (Expression It. Affymetrix
um 8000) und RAP1A (Expression It. Affymetrix 8070 zeigt GAPDH in allen drei
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cDNA- Verdinnungen deutliche Banden, fur RAP1A sindr in der Spur, fur die
unverdinnte cDNA verwendet wurde, schwache Bandesehen. Fur IFITM1 ist keine
besondere Anderung der Expression zwischen uniaderiund induzierten Zellen zu sehen,
maoglicherweise kann man eher einen leichten Ruakgien Expression beobachten. Fir die
beiden herunterregulierten Gene, DEPDC1 und CENPRUf den Agarosegelen eher ein
minimaler Anstieg in der Expression zu beobachtdiiy die beiden anderen
herunterregulierten Gene konnte mittels semiquatiiér RT-PCR keine Aussage gemacht
werden, da trotz wiederholter Versuche keine Bandeh den Gelen zu sehen waren.
Moglicherweise ist die Expression dieser beidenengering, dass die RNA- bzw. cDNA-
Menge nicht fir die PCR als Template ausreicht.

Die auftretenden Unterschiede zwischen den Affydéaten und den Ergebnissen der RT-
PCR fordern naturlich eine Erklarung. Dabei komrhanptsachlich zwei Grinde in Frage:
Zum einen basiert die Methode der Affymetrix-Chigag der Hybridisierung von cDNA an
Oligonukleotide, die auf der Chip-Oberflache befgstind, wobei es fir ein Gen durchaus
mehrere Oligonukleotide geben kann, die dann alclspezielle Spleiss-Varianten dieses
Gens charakteristisch sind, und man findet in depr&ssionsliste oft fur ein Gen mehrere
.Probe Sets" und damit auch sich zum Teil starkerstheidende Genexpressionswerte,
wodurch nicht immer mit Gewissheit gesagt werdennkaelche Expression das Gen in
einen bestimmten Zelltyp zum Zeitpunkt der Untehsung aufgewiesen hat. Daher ist
eigentlich die Untersuchung der Genexpression emtiguantitativer RT-PCR eine genauere
Methode zum Nachweis der Genexpression, aber aigde dMethode ist nicht frei von
Nachteilen. Hier kdnnen sich bereits kleine Pipefighler bemerkbar machen, DNA-
Verunreinigungen der RNA kdnnen das Ergebnis bemsén (s.0.). Weiterhin gibt es keine
Maoglichkeit, die Spezifitdt der bestellten Primertesten, so dass auch dieser Methode nicht
vollig vertraut werden kann.

Um nun die Genexpression bzw. die Anderungen inEd@ression genauer zu untersuchen

muss eine Real-Time PCR durchgefuhrt werden.

1.2.2. Semiquantitqative RT-PCR vs. Low Density Aays

Nachdem in unserem Fall die Expression einiger Gemel die Gene in deren
Nachbarschaften untersucht werden sollen, botcbsasi, sog. Low Density Arrays der Firma
Applied Biosystems durchzufuihren. Hierbei handslsieh um eine TagMan PCR, die durch
die verwendete TagMan Sonde zusatzlich zu den geriiggchen Primern, eine sehr hohe

Spezifitat fir das zu untersuchende Gen bietet N2ehteil der Methode besteht sicherlich in
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der langen Lieferzeit, die daher stammt, dass dieetnen bestellten Primer auf ihre
Spezifitat hin geprift und die Platten den Kundensalnen entsprechend belegt werden, und
im sehr hohen Kostenfaktor.

Die, mit Hilfe der Low Density Arrays, untersuchtelaushaltsgene zeigen, wie nicht anders
zu erwarten, eine relativ konstante Expression @dws den untersuchten Zellpopulationen,
was die Zuverlassigkeit der Methode widerspiedele beiden, spater auch in den FISH-
Experimenten, untersuchten Gene, die hochregsient sollten, IFI44 und RAP1A, haben in
den Low Density Arrays RQ- Werte um 1, d.h. zeigeme besonders starke Regulation, ein
Trend, der auch mit Hilfe der semiquantitativen RCR gefunden wurde.

Fur das Gen IFITM1 ist mittels RT-PCR keine stafkelerung der Genexpression zu finden,
eher wird die Expression etwas schwacher und di€samd lasst sich wiederum mit den
LDAs bestatigen, denn auch hier treten einige RQt®Venter 1 auf, die eine geringfiigige
Herabregulation anzeigen. Fur BIRC4BP, das bei ikdpBiosystems unter dem Namen
XAF1 gefuhrt wird, zeigt in den Gelbanden der samigitativen RT-PCR einen minimalen
Anstieg in der Expression, und zwei der drei Aver&§)-Werte der LDAs deuten ebenfalls
auf eine Hochregulierung hin. Lediglich ein Wersd& auf eine geringe Herabregulierung
schlie3en.

Das laut Affymetrix-Daten herunterregulierte GenHIEC1 wird, wie im Gel und in den
Daten aus den LDAs eher geringfligig hochreguliert genau das gleiche zeigt sich auch fur
CENPE. Die anderen beiden untersuchten Gene, LCE384@nd SLC10A2 kann im
Vergleich von semiquantitativer PCR und LDAs kefessage gemacht werden, da fir beide
Gene die RT-PCR kein Ergebnis erbrachte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die semigiaefRT-PCR und die Daten aus den
Low Density Arrays meist den gleichen Trend in @Gamregulation angeben, und somit ein
relativ verlassliches System zur Messung der Gearsgpn darstellen. Fur die
Expressionsdaten an sich bedeutet dieses Ergefass, die mit Hilfe von PCR-basierten
Techniken gewonnenen Daten relativ zuverlassig, siladsie mit zwei Methoden bestatigt

werden konnen.

1.2.3. Affymetrix-Daten vs. Low Density Arrays

Nachdem im Vergleich zwischen Affymetrix-Daten umgkmiquantitativer RT-PCR
Unterschiede in der Regulation einiger Gene a@ftredie semiquantitative RT-PCR und die
LDAs jedoch haufiger &hnliche Trends in der Geneggpion angeben, sollen nun auch noch

die Affymetrix- und LDA-Daten verglichen werden.
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Vergleicht man zunachst die drei Gene, die spatech afir die FISH-Experimente
herangezogen wurden so féallt auf, dass in den AdtyixDaten fiur DEPDC1 immer eine
Herabregulierung zu finden ist, die LDAs geben gdammer eine Hochregulierung der
Genexpression fir dieses Gen an. Eine Ubereinstigrder beiden Datensatze ist fur IFI44
zu finden. Dieses Gen wird von beiden Datenquedlenhochreguliert* angegeben. RAP1A
ist den LDA-Daten zu Folge mehr oder weniger stex&hreguliert, die Affymetrix-

Daten geben fir dieses Gen jedoch gewaltige Untiede von starker Hochregulation bis
schwacher Herabregulierung der Genexpression an.

Fur die mit beiden Methoden untersuchten Nachbargemgeben sich folgende
Feststellungen: Im Bereich von DEPDC1 konnte eim G&NG12) aufgrund zu schwacher
Expression nicht mit der Methode der Low Densityafs untersucht werden. Fur DIRAS3
geben beide Methoden eine Steigerung der Genexpmesach der Gabe von Doxycyclin an,
fur die beiden anderen Gene, GADD45A und RPEG65 diadExpressionstrends jedoch vollig
gegenlaufig. Laut Affymetrix-Daten werden beide &drerabreguliert, in den LDAs weisen
beide Gene RQ-Werte >1 auf, sind also als hochietjudu betrachten. Fur ELTD1, das
einzige Gen das im untersuchten Bereich downstream IFI44 liegt, konnte wiederum
aufgrund zu schwacher Expression mittels LDAs k&legulation festgestellt werden. GIPC2
zeigt unterschiedliche Regulierungstrends, je nbetrachteter Methode, laut Affymetrix
Daten ist das Gen herabreguliert, die LDAs erggbdach lediglich RQ-Werte >1, was auf
Hochregulierung hinweist. Fir PTGFR ergeben widoede Methoden den gleichen Trend,
das Gen scheint trotz schwacher Expression henalieggzu werden. Eine Unstimmigkeit in
den beiden Methoden findet man wieder fir IFl44as dn den Affymetrix-Daten eine der
starksten Hochregulierungen Uberhaupt zeigt, in Daten der LDAs jedoch lediglich sehr
schwach hochreguliert (ein RQ-Wert wenig >1), eftark herabreguliert (zwei RQ-Werte
deutlich <1) scheint. In der genreichen Region uAPRA findet man bei 15 untersuchten
Genen zwei, die mit beiden Methoden denselben Ragoktrend aufweisen (Clorf103 und
DDX20, beide hochreguliert). Fur zwei Gene kanrngawid zu schwacher Expression keine
Aussage gemacht werden (ADORA3, KCND3), fur dren&ergeben die Methoden vdllig
gegensatzliche Trends (CHI3L2, C1orf188, ATP5Fig,@ene sind jeweils laut Affymetrix-
Daten herabreguliert, laut Low Density Arrays heguliert. Bei den anderen acht Genen
ergibt mindestens eine Methode unterschiedliche ulkgngstrends, so dass uber die
wirkliche Regulierung keine Aussage gemacht weidam.

Diese beiden Datensatze unterscheiden sich aldoistBezug auf die gemachten Aussagen,

was es schwierig macht verlassliche Aussagen zlnemad-tr den Fortgang der Experimente

174



IV. Diskussion -

und deren Auswertung muss man sich also fur eimeébeelen Methoden entscheiden, der

man mehr Vertrauen entgegenbringt und die weitAtessagen darauf beziehen.

Aus den Vergleichen der Methoden zur Messung dere@@@ession kann man also den
Schluss ziehen, dass die PCR-basierten Techniken Mmssung der Genexpression
verlasslichere Ergebnisse bieten, wenn auch dielatles Quantifizierung der Expression
einzelner Gene nicht immer maoglich ist (semiquatitie RT-PCR). Jedoch ist es mit den
PCR-basierten Techniken nicht mdglich, eine genotewénalyse der Genexpression
durchzufiihren, also ist es grundsatzlich am sinstes, sich erst mittels Gene-Chip-
Analysen einen Uberblick tiber die Genexpression detn Anderung aufgrund externer
Stimuli zu verschaffen, diese Daten aber dann moeh sorgfaltig mit PCR-Methoden zu
Uberprufen. Hierfur bietet sich natirlich die Matfleoder TagMan Real-Time PCR an, da so
mit relativ geringem Arbeitsaufwand viele Gene gjteieitig untersucht werden kdnnen. Die
Nachteile dieser Methode sind aber die immensentefosdie fur die Messung der
Genexpression anfallen und die langen Lieferzeftendie LDA-Platten. Letzteres wurde
dieser Arbeit zum Verhéngnis: Da Teile der Arbdig Biplomarbeit von Daniela Weigl
(2008) durchgefiihrt wurden, musste mit den FISHeExpenten begonnen werden, bevor
die Ergebnisse der LDAs vorlagen. Daher wurde férAlswahl der BAC-Klone von den
Affymetrix-Daten ausgegangen und somit nicht diealdn Gene fur die FISH-Analyse

gewabhilt.

175



IV. Diskussion -

1.3. FISH-Experimente und deren Deutung im Zusammedmang mit den Eigenschaften

der Region

1.3.1. FISH-Experimente

Zunachst wurde mittels 2D-FISH Uberprift, ob distbkten BAC-Klone die richtigen sind,
bzw. an der richtigen Stelle im Genom hybridisierdbenn bei der Bestellung und
Auslieferung der BAC-Klone kann es zu Roboter- @Wamputerfehlern kommen und so
passiert es in 5-10 % der Falle, dass falsche Kéusgeliefert werden, die dann an anderen
Stellen im Genom binden, kreuzhybridisieren oderrgeht fir FISH funktionieren. Bei den
von uns bestellten BAC-Klone traf das fur zwei deint Klone zu.

Drei der BAC-Klone, die in der 2D-FISH positives Ibfidisierungsverhalten zeigten, wurden,
ausgehend von den Affymetrix-Daten, fur die 3D-FI&ksgewahlt. Nach der Fluoreszenz-In
Situ-Hybridisierung und der Detektion der Signalerden mit dem Konfokalmikroskop aus
jeder Population willkirlich Bilder von ca. 30 Zedrnen aufgenommen. Es wurden aus
jedem Farbkanal Einzelbilder im Abstand von 200 imnder Z-Ebene aufgenommen und
anschlieBend zu Bildstapeln zusammengefiigt, dehiZ-Rorrigiert und die Helligkeit
angepasst. Diese Bildstapel werden mit den jeveiligSchwellwerten in das
Auswertungsprogramm eingelesen und die ErgebnisselsnExcel dargestellt. Da das
Setzen der Schwellwerte manuell passieren mushkjastinnerhalb der Experimente immer
eine gewisse Angreifbarkeit vorhanden. Um das zgelan, sollten die Schwellwerte also
maoglichst von einer Person bei moglichst gleichidgdeden Lichtverhaltnissen und ohne
langere Pausen gesetzt werden und wenn mdoglickewman anderen, unabhangigen Person
Uberprift werden. Dies wurde im vorliegenden Falictigefiihrt. Die radiale Position der drei
BAC-Sonden wird dann in Bezug auf den Zellkernranthd den Rand des
Chromosomenterritoriums hin untersucht und statibti auf Unterschiede in der
Signalverteilung hin Uberprift.

In Bezug auf den Zellkern sind zwischen unindueierZellen und induzierten Zellen keine
grof3en Unterschiede in der Verteilung der Signasgziustellen. So ist RAP1A das Gen, das
am weitesten in der Zellkernmitte liegt und DEPDI&ht am weitesten am Zellkernrand.
IF144 liegt ndher bei DEPDC1, also auch eher arnPagipherie des Zellkerns. Auch eine per
Hand bzw. per Auge durchgefihrte Auszéhlung den@egin z-Projektionen konfokaler
Bilder ergibt, dass das BAC-Signal von RAP1A nienkakt zum Kernrand hat, IFI44 und
DEPDCL1 dagegen schon, wobei DEPDC1 haufiger arkdemperipherie zu finden ist als

IF144. dieser Trend ist in uninduzierten und indwten Zellen feststellbar. Sowohl der
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Kolmogorow-Smirnow Test als auch der Wilcoxon RaBkim Test beweisen eine
Gleichverteilung aller Signale zwischen uninduaertund induzierten Zellen. Der einzig
feststellbare Unterschied ist, dass die Signalleng in den induzierten Zellen etwas
weniger flach, dafir aber mit héheren Werten auf déAchse verlauft, was aber an den
etwas kleineren Zellkernen liegen koénnte, was ghao den Konfokal-Bildern der 3D-FISH
und an den Signalverteilungen von DAPI festzustels. Denn bei der Betrachtung der
Konfokalbildern fallt auf, dass die Zellkerne derinduzierten Zellen etwas grofRer sind als
die der induzierten Zellen. Anscheinend fuhrt diduktion von CALM-AF10 in den DG-75
Zellen zu einer Verkleinerung des gesamten Zelkkevfergleicht man die Signale innerhalb
einer Zellkernpopulation untereinander, findet marden uninduzierten Zellen mit beiden
statistischen Tests keinen signifikanten Unterstimeder Verteilung von CT und DAPI, in
den induzierten Zellen ist so ein Unterschied jedeststellbar, was auch fir eine Anderung
der Zellkernform spricht. Die BAC-Signale untersdem sich alle, mit einer einzigen
Ausnahme (uninduzierte Zellen, Wilcoxon Rank SunstTé&144 und RAP1A), statistisch
signifikant voneinander und von CT und DAPI, wasidget, dass alle BAC-Sonden, und
damit auch die darauf liegenden Gene, gleichmaBigstdnde zueinander und zu den
Kernstrukturen haben.

Innerhalb des Territoriums zeigen alle BAC-Sondem ihrer Zellpopulation eine
Gleichverteilung der Signale an der Peripherie Tesitoriums, die auch statistisch belegt
werden kann, jedoch zeigen sich Unterschiede inSigmalverteilungen zwischen den beiden
Zellpopulationen. Auch hier fallen wieder die wesidglachen Kurven, mit hdheren Werten
auf der Y-Achse in der Population der induzierteglleh auf, d.h. die Veranderung der
Zellkernform zieht auch eine Anderung der Form desritoriums nach sich. Die
Unterschiede der Verteilungen der einzelnen BAQGi&8lig zwischen uninduzierten und

induzierten Zellen werden nochmals durch die Sthtielegt.

1.3.2. Deutung der FISH-Ergebnisse im Zusammenhangit den Eigenschaften der
Region

Um eine Aussage dariber machen zu kénnen, wie dichuntersuchten Gene nach der
Induktion von CALM-AF10 mittels Doxycyclin verhalte missen die Uber die radiale
Genpositionierung und die Genexpression gewonnBag¢en nun miteinander in Verbindung
gebracht werden, wobei auch andere Parameter, i@i&ehdichte einer Region und deren
GC-Gehalt nicht auR3en vor bleiben dirfen (Kuppexd.e2007).
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RAP1A, das in beiden untersuchten Zellpopulatiomenweitesten in der Mitte des Zellkerns
zu finden ist, weist den hdchsten GC-Gehalt undhdiehste Gendichte im 2 Mb und 5 Mb-
Window auf, DEPDC1 weist dagegen die niedrigste dBdne und den niedrigsten GC-
Gehalt auf und ist am weitesten an der Kernperiphau finden. Die Werte in Bezug auf
Gendichte und GC-Gehalt von IFI44 ahneln eher deoenDEPDCL1 als denen von RAP1A,
und IF144 ist deutlich naher am Kernrand, alsoen Mahe von DEPDCL1 zu finden als in der
Kernmitte bei RAP1A. Die Genexpression eines Gaals, auch die Anderung in der
Genexpression an sich scheint in diesem Fall menesehr geringen Einfluss auf die radiale
Positionierung der Gene zu haben, was mit den Bigetn von Kiupper et al. 2007 im
Einklang steht. Weiterhin korrelieren diese Ergebaimit denen von Nielsen et al. 2002, die
die Lokalisation des PLP-Gens wéhrend der Zellcgffieierung untersuchten und trotz
Anderung im transkriptionellen Status des Gens &eiAinderung in der radialen
Positionierung fanden. Kim et al. 2004 bestétigtdiese Behauptungen mit ihren
Untersuchungen. Mit unseren Experimenten konnt@emem die Resultate von Baxter et al.
(2002) in Bezug auf die Verteilung aktiver und ine#r Gene innerhalb des Zellkerns
bestétigt werden. Nach unseren Experimenten kdendaigs den Daten von Kosak et al.
2007 in sofern nicht zugestimmt werden, da sicluiriserem Fall an der Zellkernperipherie
nicht nur stillgelegte Gene befinden, da sowohl DER als auch IFl44 eine messbare
Expression aufweisen. Ebenso wenig kbnnen mit ens®aten die Behauptungen von
Chambeyron et al. 2004 bestatigt werden, die eg@Merung der Positionierung induzierter
Gene innerhalb des Zellkerns finden.

Um die Gendichte und Expression einer bestimmtegidRebesser einschéatzen und damit die
Positionierung einer Region innerhalb des Zellkdvasser erklaren zu kdénnen, wurde die
sog. ,Transcription Expression Strength“(TES) eokeit. Die TES hat den héchsten Wert
fur RAP1A, das Gen, das sich am weitesten in denitdéte befindet und den niedrigsten
Wert fur DEPDC1, das mit grof3er Haufigkeit am Zetlirand lokalisiert, fiir die Region um
IF144 ergibt sich eine TES, die ahnlich, jedochawgrol3er ist als die fur DEPDC1, was sich
auch in der Positionierung des Gens widerspiegelt.

Die BAC-Signale befinden sich in Bezug auf das @iwsomenterritorium, unabhéngig von
Gendichte, GC-Gehalt oder Expressionsstarke wgéhsnd an dessen Rand, was mit den
Befunden von Cremer et al. 2001 und 2010 korrelidemzufolge sich zwischen den
einzelnen Chromosomenterritorien das sog. Interohtmkompartment befindet, in dem sich
viele Transkriptionsfaktoren befinden. Aktive Gemséend nach dieser Theorie an der

Peripherie des Territoriums bzw. im Perichromatimma zu finden, da dort die
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Transkriptionsfaktoren einen guten Zugang habenWaeiteren sind unsere Ergebnisse auch
mit den Befunden von Verschure et al. 1999 im Engl die aktive Loci meist an der
Oberflache der Territorien fanden. Im Gegensatz gdeht die Arbeit von Chambeyron et al.
2004, die eine Bewegung aktivierter Loci an dieiptarie des Territoriums, ja sogar ein
Looping out von Chromatinschleifen in das Interchabin-Kompartment, finden konnten.
Bei Nachlassender Aktivitat wurde von der Arbeitggpe ein Rickzug der Loci in das Innere
des Territoriums festgestellt. Ein, wie in der Athen Chambeyron beschriebenes, Looping
out wird auch in einigen weiteren Publikationenausticht (Volpi et al. 2000, Mahy et al.
2002b, Williams et al. 2002, Galiova et al. 2004)lerdings handelt es sich bei den
ausloopenden Bereichen jeweils um besonders Gaadigreiche mit hoher Expression, was
ein Grund dafir sein konnte, dass in unserem Faf kooping out Ereignis auftrat. Aber
auch neueren Vorstellungen im Hinblick auf das CIModell, tritt ein ,looping out” nicht
zwangslaufig auf. Denn das Auftreten gro3er Loaps,sogar CTs durchziehen, wirde bei

der DNA-Kondensierung in der Mitose zu Schwieriggeifihren (Cremer et al. 2011).

1.4. Zusammenfassung und Ausblick

Betrachtet man die Ergebnisse und deren Auswertgog.findet man eine, von der

Genexpression und -regulation unabhangige Postimg verschiedener Genorte. Die
Positionen der Loci scheinen vielmehr von diveraaderen Faktoren wie dem GC-Gehalt
und der Gendichte abhangig zu sein, was bereitnier friheren Arbeit herausgefunden
wurde (Kupper et al. 2007), und diese in weiteriefebestétigt.

Eine zuverlassige haltbare Messung der Genexpressibeint aber mit Schwierigkeiten

behaftet zu sein, wie sich in dieser Arbeit hertallés. Die zuverlassigsten und sensitivsten
Daten zur Genexpression, oder vielmehr zur Genagigul erhalt man tber die Real-Time

PCR, also in diesem Fall Uber die Low Density Astala es sich hier um eine Form der
TagMan PCR handelt kann man von einer hohen Gekeaitider Ergebnisse ausgehen, was
sich auch an der, Uber mehrere Proben gleichmdBigeession der Haushaltsgene zeigt.
Weiterhin spricht fir die Real-time PCR als zuvssige Methode zur Quantifizierung der
Genexpression, dass die auch die Ergebnisse dequsattitativen RT-PCR in den meisten

Fallen denselben Trend aufweisen. Grol3e Untersehiedtehen jedoch im Vergleich der
beiden PCR-basierten Methoden zu den Affymetrixagsr Diese basieren lediglich auf der
Bindung von markierter cONA an mehr oder wenigeszsiische Oligonucleotide, die auf der

Array-Matrix befestigt sind. Dabei gibt es fur eBen oft mehrere ,passende” Oligos, die

aber zum Teil Spleiss-Varianten des Gens darstabheihmaoglicherweise in dem untersuchten
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Zelltyp Uberhaupt nicht oder nur in sehr geringeenge gebildet werden, was zu
irrefihrenden Ergebnissen fuhrt. Jedoch bietenAdigmetrix Arrays den Vorteil, dass mit
einem Durchlauf die gesamte Expression der im Gehekannten Loci dargestellt werden
kann, und somit Uberhaupt erst einen Anhaltspuiiktweitere Untersuchungen darstellt.
Ware flr die vorliegende Arbeit von den Daten dewlDensity Arrays ausgegangen worden,
waren fur die FISH mit Sicherheit andere Gene géwaébrden, als die, die aufgrund der
Affymetrix Daten ausgesucht wurden. Hier kommt atbear Nachteil der Low Density Arrays
zum Tragen, namlich die sehr lange Lieferzeit. éh@rDurchfiihrung der FISH-Experimente
konnte nicht langer gewartet werden, da eine Dipldrait im Rahmen dieses Projekts fertig
gestellt werden sollte (Weigl, 2008). Auch wurde slemiquantitativen RT-PCR nicht genug
Vertrauen geschenkt.

Wirde man nun wieder versuchen die Expression iextedl Gene in einem solchen System
wie dem hier vorliegenden zu untersuchen, kénntae s&non von den Affymetrix Daten
ausgehen, sollte aber nicht willkirlich Gene wahéemdern nach bestimmten hoch- oder
herunterregulierten Funktionen und den daran hgtei Genen, z. B. fur Apoptose, suchen
und lieber aus solchen Bereichen besonders stagjiliege Gene auswahlen, und die
Expression bzw. Regulation der Gene ausreichentpiilfen, bevor die FISH-Experimente

durchgefuhrt werden.
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2. Histonmodifikationen

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasshsmit der radialen nuklearen Verteilung
von bestimmten Histon-Modifikationen, die einen fiR auf die Genregulation haben,
indem sie den Kondensierungsgrad des Chromatinsfhessen. So ist Acetylierung zum
Beispiel ein Transkriptionsaktivator, da durch HrstAcetylierung die Kondensierung des
Chromatins gelockert wird, es entstehen sog. offéberomatindomanen, Histon-
Phosphorylierung hat einen Einfluss auf die Mit@sgchner et al. 2003). Die Methylierung
von Histonschwénzen, die meist an Lysin-Resten M8nund H4 auftritt, dagegen kann
verschiedene Auswirkungen auf die Chromatinkonfdimnahaben, je nachdem an welcher
Stelle die Methylierung auftritt und wie viele Mgtgruppen angehéngt werden (Lachner et
al. 2003).

Es wurden drei verschiedene Varianten der Methyfigrvon Histon 3 untersucht, und zwar
me3-H3K4, ein Marker fur transkriptionell aktiveshi©matin, also Euchromatin (Santos-
Rosa et al. 2002), me3-H3K9, ein Marker fur konstres Heterochromatin (Lachner and
Jenuwein, 2002), in dem keine oder fast keine krutsonsaktivitat vorhanden ist und me3-
H3K27, welches im fakultativen Heterochromatin atif{fOkamoto et al., 2004; Plath et al.,
2003; Silva et al., 2003), und das je nach ZeNtgpschiedene Transkriptionsaktivitaten zeigt.
Die Signalverteilungen dieser drei Histon-H3-Mok#fiionen und zusatzlich einem Crest-
Signal, mit dem zentromerisches Heterochromatirhgewiesen wird, wurden in normalen
Leukozyten, also ruhenden und zyklierenden LymptegyGranulozyten und Monozyten,
die direkt aus dem peripheren Blut gesunder Praampgwonnen wurden, und in einigen
Blutkrebszelllinien in Bezug auf die Signalverteitpy im Zellkern untersucht. Die
Krebszelllinien sind alle so immortalisiert, dass Kingere Zeit in Kultur gehalten werden
kénnen, bei einigen der untersuchten Zelllinien &4, U937, K-562) handelt es sich um
relativ unreife Stadien von Blutzellen, sie kdnreimch Zugabe verschiedener Chemikalien
zur Differenzierung gebracht werden. Lediglich digersuchte RPMI 8226-Zelllinie kann
nicht weiter differenziert werden. Weiterhin wurdems dem Nabelschnurblut eines gesunden
Kindes Stammzellen isoliert und auch in ihnen didiale Verteilung von Signalen von
Histonmodifikationen untersucht. Diese Zellen wurdeusatzlich zur Immunfluoreszenz fur
den Nachweis der Histonmodifikationen, durch einmtikorper-Cocktail von anderen
Zelltypen unterschieden.
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Im Gegensatz zu den von Baxter et al. 2004 und dmka et al. 2005 gemachten
Beobachtungen finden wir anndhernd gleiche Sign@iengen in allen untersuchten

Zelllinien.

Aufgrund der gemachten Untersuchungen bietet sicte enatirliche Dreiteilung der

Diskussion an, wobei in jedem der Punkte eine déersuchten Modifikationen abgehandelt
wird, am Ende ist es jedoch auch noétig eine gewdsegammenschau der Ergebnisse zu

machen, also wird die Diskussion folgendermal3eihieygt:

1) me3-H3K4
2) me3-H3K9
3) me3-H3K27

4) Zusammenschau der Ergebnisse

2.1. me3-H3K4

Bei der bloRen Betrachtung der Konfokal-Bilder uBittistapel fallt auf, dass das dreifach-
methylierte H3K4, das ja die Verteilung von tramgkonell aktivem Chromatin anzeigt, Gber
den gesamten Zellkern verteilt ist, lediglich dier&che ganz am Rand des Zellkerns
scheinen ausgespart zu werden, es werden keineumtarf von Signalen an einer
bestimmten Stelle beobachtet. Dies ist mit einazigen Ausnahme in allen beobachteten
Zelltypen, normal oder aberrant, undifferenziererdifferenziert der Fall. Die Ausnahme
stellen die TPA-differenzierten K562-Zellen dar, menen sich mehr randstéandiges
gebundeltes Signal zeigt. Hier ist auch die Sigerdiungskurve deutlich von den Kurven
der anderen Zelltypen verschieden: Fur die meidnbeobachteten Zelltypen zeigt me3-
H3K4 eine Positionierung deutlich weiter in der IKefnmitte als das Crest-Signal, das als
Marker fur zentromerisches Heterochromatin meistiséandig ist, und auch im Vergleich
zur DAPI-Kurve, die zum Kernrand hin stark anstemgigt sich ein deutlicher Unterschied.
Dieser Unterschied ist jedoch in den besagten T#Ardnzierten K562-Zellen nicht zu
beobachten und ist in undifferenzierten und RAetdhzierten HL-60 Zellen weitaus weniger
deutlich als in allen anderen Zelltypen. Die Ahhkeit von DAPI und Crest zu me3-H3K4
wird fur die undifferenzierten HL-60-Zellen auchsader Statistik deutlich, fir die TPA-
differenzierten  K-562-Zellen ist statistisch  kein ntegrschied zwischen der
Histonmodifikationsverteilung und Crest zu sehen,ie wauch in den Lin-

Nabelschnurblutzellen.
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Die Unterschiede in den Verteilungen von DAPI uncest zur me3-H3K4-Modifikation
lassen sich damit erklaren, dass me3-H3K4 an a&kte/iPromotoren bindet (Santos-Rosa et
al. 2002), und sich diese haufig in der Kernmitdéiriden (Skalnikova et al. 2000, Brown et
al. 2001, Kupper et al. 2007). Ist dies nicht dall,Fwie in den HL-60, K-562- oder den
Nabelschnurblutzellen, liegt meist eine bestimmtsadhe vor. Diese kénnte beispielsweise
sein, dass es sich bei den HL-60-Zellen und auah K&62-Zellen um so ,unreife”
Zellstadien handelt (Collins et al. 1977 & 1978 llegher et al. 1979, Koeffler et al. 1980,
Lozzio et al. 1979, Andersson et al. 1979, Lozzib a, 1981) wie bei den
Nabelschurblutzellen, und in diesen noch eine an@romatinkonformation, zumindest im
Bezug auf Euchromatin, vorliegt.

Vergleicht man normale Zelltypen mit den undifferienten und differenzierten
Krebszelllinien so fallt auf, dass es anscheinendZuge der Differenzierung zu solchen
Umlagerungen in der Chromatinstruktur kommt, dassebkzelllinien nach der
Differenzierung ihren gesunden ,Counterparts® stérkéahneln als noch vor der
Differenzierung. Dies wird fur die HL-60-Zellen andeutlichsten. So fuhrt die
Differenzierung von HL-60-Zellen mit Retinsdaure =miner Entwicklung der Zellen in
Richtung Granulozyten, durch Zugabe von VitaminvidBl jedoch der Differenzierungsweg
in Richtung der Monozyten eingeschlagen (Collingletl987; Ostrem et al. 1987). Und so
findet man im hier verwendeten System zum Teil &estatistisch signifikanten Unterschiede
zwischen RA-differenzierten HL-60- Zellen und Grbloayten, zwischen Monozyten und
VD3-differenzierten HL-60-Zellen und Monozyten uhBA-differenzierten U937-Zellen, die
auch der monozytischen Entwicklungslinie folgenl(i@s et al. 1987; Dreyling et al. 1996),
und schlie3lich zwischen VD3-differenzierten HL-B8Hen und TPA-differenzierten U937-
Zellen. Weiterhin gibt es keine statistisch naclslvaren Unterschiede in Signalverteilungen

auf, die jedoch von untergeordneter Bedeutung irussfeinen.

2.2. me3-H3K9

Im Gegensatz zu me3-H3K4 sind die me3-H3K9-Sigredjohl bei Betrachtung der Bilder
und Bildstapel als auch in den Signalverteilunge&nr meist deutlich naher an der
Kernperipherie zu finden, und dort liegen sie malstgréf3ere Signalblndel vor. An bzw. in
diesen Signalansammlungen findet man meist auchCdest-Signale, was leicht erklart
werden kann, da es sich bei me3-H3K9 um den Mdilkekonstitutives Heterochromatin
handelt, und solche transkriptionell inaktiven Regn meist an der Kernperipherie zu finden

sind (Skalnikova et al. 2000, Brown et al. 2001 Bhnlichen Signalverteilungen zwischen
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DAPI bzw. Crest und me3-H3K9 finden sich auch in Satistik wieder: So dhneln sich die
DAPI- und Histonmodifikationskurven in ruhenden Lyhozyten, Monozyten allen Formen
der HL-60-Zellen und den undifferenzierten U937i&®| Crest und me3-H3K9 ahneln sich
in undifferenzierten und differenzierten HL-60-£g1| TPA- und retrodifferenzierten U937-
Zellen, undifferenzierten K562 und RPMI 8226-Zell&do viele Ahnlichkeiten treten bei
keiner der anderen untersuchten Modifikationen Ba.es bei der reinen Betrachtung der
konfokalen Bildstapel schien, als gabe es Unteesighin Anzahl und Grol3e der me3-H3K9-
Cluster wurde ein spezielles Tool entwickelt, metrdVoxel-Gré3e und Anzahl der Cluster
gemessen werden kénnen. Dabei ergaben sich steskhiedene Ergebnisse fir normale
Zelltypen und Krebszelllinien: In den Krebszellenifinden sich deutlich mehr Signale als in
den normalen Zelltypen bei gleicher Signalgréf3a. Betrachtung der Signalcluster in den
normalen Zellen findet man &hnliche Cluster in nden Lymphozyten und Granulozyten
(wenige grol3e Cluster) und Monozyten und zyklieesndymphozyten (viele kleine Cluster),
die Nabelschnurblutzellen liegen genau zwischesetiebeiden grof3en Gruppen, was ihrem
Vorlaufer-Status gerecht wird. In den Krebszeldmi findet man eher wenig grol3e
Signalcluster, ein starker Differenzierungseffedt fiir die K562-Zellen zu erkennen. Hier
werden aus zunachst vielen kleinen Signalen nacifierenzierung mit TPA wenig grol3e
Signale. Ein solch dramatischer Unterschied isk&ine der anderen untersuchten Zelllinien
feststellbar, was bedeutet, dass die Differenzgmon K562-Zellen mit groRen Anderungen
in der Chromatinstruktur einhergeht.

Bei Betrachtung der Signalverteilungen zwischenmaden Zelltypen und Krebszelllinien
gibt es auch fir me3-H3K9 auffallige Besonderheit&wich hier &hneln die normalen
Granulozyten den undifferenzierten und RA-diffeierien HL-60-Zellen, was wieder auf die
Differenzierung in Richtung Granulozyten bei refinse-behandelten HL-60-Zellen hinweist.
Monozyten dagegen zeigen statistische Ahnlichkeitevitamin D3-differenzierten HL-60-
Zellen, was die Ergebnisse der me3-H3K4-Methyligrinelegt. Retrodifferenzierte U937-
Zellen zeigen Ahnlichkeit zu ihren undifferenziertgCounterparts” was dafir spricht, dass
wahrend der Differenzierung mit TPA Anderungen &r €hromatinstruktur auftreten, die
dann zum Teil, jedenfalls fur me3-H3K9, im Zuge dRetrodifferenzierung wieder
rickgangig gemacht werden. Weiterhin ahneln sichlifferenzierte U937-Zellen und
undifferenzierte K562-Zellen, genauso, wie sichedefPA-differenzierte Formen &hneln, die
wiederum den Monozyten ahneln, woraus geschlossden kann, dass es sich hier um

zwei Differenzierungen in Richtung der Monozytemdialt (Dreyling et al. 1996).
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2.3. me3-H3K27

Die Signalverteilungen zeigen sowohl im Bildmatersds auch in den Kurven grol3e
Unterschiede zwischen den untersuchten Zelltypeas, aber relativ einfach mit der Tatsache
erklart werden kann, dass es sich bei me3-H3K27 den Marker fiur fakultatives
Heterochromatin handelt, und in jedem Zelltyp ard8ene ,an“- bzw. ,abgeschaltet” sind.
Allerdings kann bei Betrachtung der Signalverteggiskurven festgestellt werden, dass die
me3-H3K27-Signale zwischen denen von me3-H3K4 ureB-mM3K9 liegen, was jedem
Zelltyp die Mdglichkeit gibt, schnell auf externdirBuli zu reagieren, und fakultativ
inaktivierte Gene und Genbereiche nach aul3en adeniverlagern kann (Trojer et al. 2007).
Statistische Ahnlichkeiten zu DAPI- und Crest- Kemwsind nur fir RA-differenzierte HL-60-
Zellen und RPMI 8226-Zellen bzw. zusatzlich noch fiyklierende Lymphozyten und
undifferenzierte HL-60-Zellen zu finden.

Bei me3-H3K27 handelt es sich um den Marker flukakives Heterochromatin, d.h. dass es
Unterschiede in der Signalverteilung zwischen m&heh und weiblichen Zellen geben
sollte, da nur weibliche Zellen ein inaktives X-ohmosom besitzen. Um dies zu Uberprifen
wurden von einigen Zelltypen méannliche und weildicBellen untersucht, der erwartete
Unterschied zeigte sich jedoch nicht besonderdideutur in den mannlichen Monozyten im
Vergleich zu den weiblichen, nicht jedoch flir diacla untersuchten ménnlichen und
weiblichen Granulozyten.

Im Vergleich der verschiedenen Zelltypen unteredean findet man zwar einige
Ahnlichkeiten in den Signalverteilungen, wie z.Bvigchen RA- und VD3-differenzierten
HL-60-Zellen und undifferenzierten und TPA-differggrten U937-Zellen, die beobachteten
Unterschiede und Ahnlichkeiten sind jedoch nichtrisbtungsweisend wie fiir die anderen
untersuchten Histonmodifikationen. Diese Tatsaeld®g¢h passt auch zu der Erklarung, dass
fakultatives Heterochromatin in gewisser Weise migiexiblen“ Charakter hat und sich
zwischen den verschiedenen Zelltypen am meisteersctteidet, je nach dem welche Gene
gerade transkribiert oder nicht transkribiert werdsollen (Trojer et al. 2007). Diese
genetische Flexibilitat gibt der Zelle die Moglighkauf externe Stimuli zu reagieren, was
gerade fur Zellen im Blutsystem, die an der Immuvetlr beteiligt sind, wie die hier

untersuchten Leukozyten, extrem wichtig ist.
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2.4. Zusammenschau der Ergebnisse

Vergleicht man die verschiedenen Signalverteilungstn miteinander fallt als erstes auf,
dass die Histonmodifikationen in den PHA-stimukertl ymphozyten die flachsten Kurven
zeigen, diese Zellen jedoch auch die groften Zelékebesitzen. Behandlung von
Lymphozyten mit PHA fihrt zu einem Anstieg der MerngyoRRer unreifer Zellen (Lozzio et
al. 1971), was hiermit auch durch die BetrachtuagHistonmodifikationen deutlich wird.

Fir me3-H3K4 und me3-H3K9 zeigen sich immer wiederthaltspunkte fir gewisse
Entwicklungslinien in denen sich die Zellen befinde weiterhin sind oft
Differenzierungseffekte erkennbar. Me3-H3K27 zeiglemgegeniber eine starkere
Variabilitat, die jedoch gerade im Immunsystem eatscheidender Bedeutung ist.

Eine Hypomethylierung bestimmter Zellen / Entwiakdgstadien, wie bei Baxter et al. 2004
bzw. Lukasova et al. 2005 beschrieben, konntejadrch nicht festgestellt werden.

Aus den Experimenten kann insgesamt geschlossedeweidass die hier untersuchten
differenzierbaren Krebszelllinien gute Modellsyseerfur die zuklnftige Krebsforschung
darstellen. Die Erforschung von Differenzierungseregtann weiterhin in der Diabetes- und

Krebsforschung und —diagnose weitere Anwendungefindliao et al. 2006).
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3. Herstellung ,komplexer Sonden*

Die Uberlegung hinter dem Prinzip der komplexendgmnist, direkt aus den Zellen, aus der
Transkription der fur diesen Zelltyp bendtigten &eisonden fir 2D- und 3D-FISH zu
gewinnen und mit diesen Sonden auf den Ausganggzeduriickzugehen und die so
entstandenen Hybridisierungsmuster mit denen, die der gleichen Sonde in anderen
Zelltypen entstehen, zu vergleichen und damit Autsss Uber die Anordnung von aktiv
transkribierten Sequenzen zu erhalten.

Nach wie vor bleibt unklar, warum die Versuche s so funktionierten, wie man es nach
der Theorie erwartet hatte, also mit eindeutigegn&en in den +RT-Anséatzen und deutlich
signalschwécheren, wenn nicht sogar fast signafireRT-Negativkontrollen und ab einem
bestimmten Moment, ohne dass eine Anderung andegeer Stelle innerhalb des Protokolls
vorgenommen wurde, nicht mehr funktionierten unddien Negativkontrollen deutliche
Signale auftraten, die auch mit Anwendung versamnster Methoden zu Amplifikation und
Markierung der cDNA nicht zu beseitigen waren. BRieproduzierbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse war also nicht mehr gegeben und dagsreeiterfolgen dieser Versuchsansatze
hatte den Rahmen der Arbeit, sowohl hinsichtlice deitfaktors als auch hinsichtlich des
Kostenfaktors weitaus gesprengt, weshalb davon sabhgs wurde, diese Versuchsreihen
weiter durchzufthren.

Diese Entscheidung fallt, gerade nach den anfamglizielten Ergebnissen in der Maus, und
den immer wieder reproduzierbaren Badenmustern vérschiedenste menschliche
Chromosomen, nicht leicht. Denn die, sich auf destddhase Chromosomen ergebenden,
Muster stimmen mit auch mit den RIDGEs (Caron eR@0b1, Verschure et al 1999, s. Abb.
IV.1.), den ,Regions of increased gene expressioiberein. Weiterhin ware die
Untersuchung der Signalverteilung in den 3D-Hymsigliungen, in denen sich die Signale
Uber das Zellkerninnere verteilen, die Randbereigdoch weitestgehend signalfrei sind
(@hnlich dem me3-H3K4-Signal), und in denen sichdig Fibroblasten sogar zeigt, dass
RNAs in das Cytoplasma transportiert werden (wakyimphozyten weniger deutlich wird,

da Lymphozyten nur sehr wenig Zytoplasma besitzecht vielversprechend gewesen.
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In der Nachbetrachtung der Versuche bleibt ledigliweitere Uberlegungen anzustellen,
warum die Negativkontrollen nicht wenigstens anmétiesignalfrei® zu bekommen waren
und ausgehend davon Uber weitere Versuche nachzemamn zu diesem Ziel zu gelangen.
Da fur die —RT Negativkontrollen keine reverse Biaiptase zugegeben wird, also keine
Transkription stattfindet, und dennoch ein Signatiseeht, muss auch in den —RT Anséatzen
etwas vorliegen, was dann in der Genomiphi oder @@®P-PCR mit amplifiziert wird.
Maoglicherweise ist der RNase Verdau, der im AnsBhin die reverse Transkription
durchgefuhrt wird, nicht vollstandig genug, so dassh RNA-Fragmente vorliegen, die dann
mit amplifiziert werden. Dass es sich bei den wgd#inden Fragmenten nicht um DNA-Reste
handelt, wurde mit der Durchfiihrung des DNase Irddas ausgeschlossen. Auch noch, in
den Reaktionen vorliegende Primer, sowohl Oligo;ddls auch Random-Hexamere oder
DOP-Primer kdnnten so stark mit amplifiziert undrajiert werden, dass sie fir einen Tell
des Signals verantwortlich sind. Deutlich wird aen Versuchen, dass die Genomiphi eine
noch effektivere und sensiblere Methode zur Amigdifion von DNA ist als die DOP-PCR,
denn in der DOP-PCR ist die Negativkontrolle mesivas signalschwacher als in den
Genomiphi-Ansatzen. Man musste also im weitererr gbee noch feinere Abstimmung der
DNA-Amplifikation nachdenken, um genau das richtigal3® an DNA-Vervielfaltigung zu
bekommen, dass die Positivprobe ein deutlichesabigeigt, die Negativkontrolle jedoch
weitestgehend frei von Signalen bleibt. Dies dujéidoch aul3erst schwierig sein, da die
.perfekte” Amplifikation fir jeden neue cDNA, wenmcht sogar fur jeden einzelnen Ansatz
neu festgestellt werden musste.

Abschlie3end sei gesagt, dass die ,komplexen Sdneieninteressanter Ansatz sind, um
mehr Uber die Anordnung exprimierter Sequenzenusetdinden, dass jedoch noch viel

Arbeit und Zeit in die reproduzierbare Verwirklichgidieses Systems flie3en muss.
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V. Zusammenfassung

In der abschlieRenden Zusammenfassung sollen ey den drei Einzelteilen gezogenen

Schlusse, in Zusammenhang gestellt werden.

Im Zellkern einer jeden Zelle besteht eine gew@s@nung der darin vorhandenen DNA und
Proteine. Diese Ordnung wird unter dem Begriff |Ketnarchitektur®* zusammengefasst. In
der vorliegenden Arbeit ging es um die nahere Bhtumng einiger Aspekte der
Zellkernarchitektur. Diese Aspekte betrafen 1. Ardnung von Genen, 2. die Anordnung
von Chromatin mit Hilfe unterschiedlicher Histonnifdditionen und 3. die Anordnungen von
Chromosomenabschnitten, die mit komplexen messdRigérSonden hybridisiert werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde mg#te8D FISH die dreidimensionale
Positionierung von drei auf dem Chromosom 1 lokatien Genen in Zellkernen der Burkitt-
Lymphom Zelllinie DG75 bestimmt. Diese Zelllinie vde von Stefan Bohlander zur
Verfligung gestellt und enthielt einen induzierbagpisomalen Vektor fur das CALM-AF 10
Gen. Messungen der Genexpression, die in der Baétadruppe mit Hilfe eines Affymetrix-
Chips durchgefiihrt wurden, zeigten das die Indwktdes Transgens zu genomweiten
Veranderungen der Expressionsmuster hunderter Batieser Zelllinie fuhrten. Die flr die
3D FISH Experimente ausgewahlten Markergene zeigéeh der Induktion eine signifikant
veranderte Expression. Dennoch anderte sich dieleadositionierung dieser Gene, darunter
versteht man die mehr innere oder mehr peripheséi®o der Gene, nicht. Dieses Ergebnis
schien zuerst darauf hinzuweisen, dass die Trgtgknsstarke keine bedeutsamer Faktor im
Hinblick auf die radiale Positionierung ist. Die fBede der Affymetrix-Chip Analyse flr
diese Gene konnten jedoch in einer anschlielenderddichungen der Genexpression mit
Real-Time-PCR nicht bestatigt werden, obwohl demgiéech von Affymetrix-Chip und Real-
Time-PCR Daten insgesamt eine klare Korrelationselen den Datensatzen zeigte. Bei
Diskrepanzen gehen wir davon aus, dass Real-TinkR-Bi& zuverlassigeren Ergebnisse
liefert. Bei der hier durchgefiihrten Real-Time-PQBhtersuchung wurden auch die
Expressionsstarken aller in einer Nachbarschaft eoma 1 Mbp um die Markergene
annotierten Gene ermittelt. Dieses Fenster wurdsapk, weil Untersuchungen in der
Arbeitsgruppe von Thomas Cremer und anderen Grumgmeigt haben, dass ~1 Mbp
Chromatindomanen die Basisstruktur der Chromatemasgtion darstellen. Als Mal3 fur die
gesamte Genexpression einer Chromatindomane wunde ,€otal Expression Strength®
(TES) berechnet. Dieser Wert basiert auf den ReakIPCR Werten der annotierten Gene

und berticksichtigt auch die Lange der ungespleiskteA, die von einem Gen transkribiert
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wird. Dabei zeigte sich, dass das Markergen inDi@néne mit dem héchsten TES Wert am
weitesten innen im Zellkern lokalisiert ist. DiesBefund unterstitzt Befunde aus der
wissenschaftlichen Literatur, dass die radiale twserung von individuellen Genen von
Eigenschaften der lokalen Umgebung abhangt. Da diefNachbarschaft der untersuchten
Markergene nicht nur im Hinblick auf die TES Wesdendern auch im Hinblick auf die
Dichte der dort annotierten Gene und den GC-Galnatitrscheidet, bleibt offen, welcher
dieser Parameter als Pradiktor fur die zu erwadeadiale Position individueller Gene eine
entscheidende Rolle spielt. Mdglich ist auch, ddesParameter zusammenwirken oder dass
je nach den speziellen Umsténden einer Untersuckiengchiedene Parameter die radiale
Positionierung eines Gens bevorzugt beeinflussesm.SMabilitdt der radialen Positionierung
der Markergene trotz einer genomweiten Verdnderdag Genexpressionsmusters nach
CALM-AF 10 Induktion stimmt mit Befunden verschiets Arbeitsgruppe Uberein, die fur
einen hohen Grad an raumlicher Stabilitdt der Clatoranordnung wahrend der Interphase
sprechen; ~1 Mbp Chromatindomé&nen zeigen demeptsgmd meist nur sehr begrenzte
lokale Bewergungen (<0.5 pm).Im zweiten Teil derbéit wurden drei verschiedene
Modifikationen des Histons H3 untersucht, wobeidtiei Modifikationen einen Nachweis fur
die verschiedenen Chromatintypen, Euchromatin (h&R4), konstitutives (me3-H3K27)
und fakultatives Heterochromatin(me3-H3K27) dalstel Fir die Untersuchungen wurden
verschiedene menschliche Leukozyten, Stammzellendam Nabelschnurblut und einige
Blutkrebszelllinien, die durch Zugabe verschieder@&nemikalien zur Differenzierung
gebracht werden kénnen, herangezogen. Festgesteilte dabei, dass das transkriptionell
aktive Euchromatin deutlich weiter im Inneren desdlik®rns zu finden ist als die beiden
Typen des weniger aktiv transkribierten Heterochatns, wobei das konstitutive
Heterochromatin am weitesten auf3en, am Rand d#se#e, liegt. Bei der Differenzierung
der Krebszelllinien, z.B. die promyeloische Leukézeilllinie HL-60, die mit Retinséaure in
Richtung der Granulozyten, mit Vitamin D3 in Rich¢uder Monozyten differenziert werden
kann, in reifere Stadien zeigten sich auch Veramgen in der Signalverteilung der
Histonmodifikationen. Die ,gereiften” Krebszellenaegen oft eine Signalverteilung auf, die
der in normalen Zellen &hnlicher war, als ihrer garsgszelllinie.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit sollten sgigomplexe Sonden* aus der RNA, genau
genommen der mRNA einer Zellpopulation hergesteltrden, um damit in FISH-
Experimenten transkriptionell aktive Bereiche zurkrexen. Dazu wurde aus den in Frage
kommenden Zellen RNA isoliert, die mRNA mit revars&ranskription in cDNA

umgeschrieben, diese amplifiziert, mit Fluorochranweler Haptenen markiert und daraus
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Hybridisierungsmixe hergestellt, die fur 2D und Zalysen verwendet werden sollten.
Nach anféanglich funktionierenden Versuchen tratogdd das Problem auf, dass die
Negativkontrolle (Reaktionsansatz ohne Zugabe veveRser Transkriptase) stets ein Signal
ahnlich dem der Positivprobe zeigte, und nicht eseltigen war, unabhangig davon welche
Amplifikationsmethode und welche Mdéglichkeiten d@A-Markierung gewahlt wurden. Es

wurde daher beschlossen die Versuchsserie abzefdehlida ein weiteres verfolgen der Ziele

zu zeit- und kostenintensiv gewesen ware.

Aus allen drei Teilen kann also geschlossen werdass GC-Gehalt und Gendichte fur die
Positionierung von DNA-Sequenzen im Zellkern wighsind, was frihere Ergebnisse der
Arbeitsgruppe bestatigt, GUber die Rolle der Genesgion kann jedoch letztendlich keine
zuverlassige Aussage gemacht werden. Zwar schéiaeskriptionell aktive Bereich weiter
innen im Zellkern zu liegen, wie aus den Histon-Kean deutlich wird, jedoch liefern die

anderen beiden Teile der Arbeit hierzu keine Ergesan die eine haltbare Aussage zulassen.
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LB Luria Bertani

LDA Low Density Array

mA Milliampere

Mb Megabase

MHC Major histocompatibility complex
Min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

nm Nanometer

NT Nicktranslation
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PBS Phosphate buffered saline
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RA Retinsaure

RGB Rot-Grun-Blau

Rpm Umdrehungen pro min.

RPMI Roswell Park Memorial Insitute

RQ Relative Quantifizerung

RT Real Time bzw. reverse Transkription
sec. Sekunde

SSC Sodium Saline Citrate

Std. Stunde

TAE Tris-acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus DNA-Polymerase
TPA Phorbol — 12- myristate 13-acetate
TE Tris-EDTA

Triton X-100 Octylphenoldecaethylenglycolether
Tween 80 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
UTR Untranslated region

\% Volt

VD3 1-25-Dihydroxyvitamin D3
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X. Chemikalien- und Laborbedarfsliste

Chemikalien Firma
Agar, select Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Agarose Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Agarose SeaKem ME

FMC Rockland, Maine, USA

B-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

BSA (fur SSC-LAsungen)

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA

BSA (fur PBS-L6sungen)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Chloramphenicol (Stock: 20 mg/ml)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Chloroform

Merck, Darmstadt

DAPI, 5 pg/mi

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dextransulfat

Amersham-Pharmacia Biotech,

Braunschweig

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

DMSO Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Doxycyclin 50 mg/ml Sigma-Aldrich, Deisenhofen
EDTA Merck, Darmstadt
Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethanol absolut p.a.

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fetales Kalberserum

Seromed Biochrom, Berlin

Histopaque 1191, 1077

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Formaldehyd 37%

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Formamid

Merck, Darmstadt

Gel-loading-Puffer

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Glucose

Fluka AG, St. Gallen, Schweiz

Glycerin

Merck, Darmstadt

Hefe-Extrakt

Braun, Melsungen

Heparin

Braun, Melsungen

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Kaliumacetat (KAc)

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt
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Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NacCl)

Merck, Darmstadt

Natronlauge, 1N

Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

Penicillin / Streptomycin

Seromed Biochrom, Berlin

Pepton

Gerbu, Gaiberg

PeglLab Gold

PegLab, Erlangen

Phytohemagglutinin

Braun, Melsungen

Polylysin-Hydrobromid, 10 mg/ml

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Puromycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Quiaquick Kit Qiagen
Retinsaure (1 mM) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
RNeasy Kit Qiagen

RPMI 1640 Medium

Calbiochem, Darmstadt

Salzsaure 1N

Merck, Darmstadt

Stickstoff (fliissig) Messer Griesheim, Krefeld
TPA Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Tris-HCI, pH = 8,0 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Triton X-100 Merck, Darmstadt

Tween 20 Calbiochem, Darmstadt

1,25-Dihydroxy-Vitamin D3

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Enzyme

Firma

DNase |

Roche, Mannheim

DNA-Polymerase

Roche, Mannheim

Gene Expression Mastermix

Applied Biosystems, Foster City, CA

Genomiphi-Kit Amersham-Pharmacia Biotech,
Braunschweig

Pepsin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

RNaseA, 1% Roche, Mannheim

RNaseH USB Corporation, Cleveland Ohio

RNA Guard (RNase Inhibitor)

Amersham-Pharmacia Biotech,

Braunschweig
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Superscript Il Reverse Transkriptase
(RNaseH-)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Tag-Polymerase

Amersham-Pharmacia Biotech,

Braunschweig

Nukleotide, Primer, DNA

Firma

6 MW-Primer

MWG Biotech AG, Ebersberg

Biotin-16-dUTP

Home labeled

Human Cot-1 DNA

Gibco-BRL, Karlsruhe

Digoxigenin-16-dUTP

Home labeled

DNP-16-dUTP Home labeled

dNTPs (2,5 mM each) Invitrogen, Groningen, Niederlande
DOP2-Primer MWG Biotech AG, Ebersberg
DOP3-Primer MWG Biotech AG, Ebersberg
dTTP (1 mM) Invitrogen, Groningen, Niederlande

dATP (100 mM)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

dCTP (100 mM)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

dGTP (100 mM)

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Gene Ruler 100 bp-Leiter

Fermentas, St. Leon-Rot

Lambda/HindllI-Marker

Fermentas, St. Leon-Rot

Low Density Array-Platten

Applied Biosystems, Foster City, CA

Oligo-dTs

MWG Biotech AG, Ebersberg

PCR-Primer (genspezifisch)

MWG Biotech AG, Ebersberg

Tamra-16-dUTP

Home labeled

Antikérper und Fluorochrome

Firma

Antifade Medium Vectashield

Vector, Burlingame CA, USA

Donkey a Human-Cy3

Dianova, Hamburg

Avidin-Alexa-488

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Goat a Avidin-FITC

Vector, Burlingame CA, USA

Goat a Mouse-Cy5

Dianova, Hamburg
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Goat a Rabbit-Texas Red

Dianova, Hamburg

Human a Centromer

Euroimmun, Libeck

Lineage Cocktail

eBioscience, San Diego

Mouse a Dig-Cy5

Dianova, Hamburg

Rabbit a DNP

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Rabbit a H3K4-me3

Abcam, Camebridge

Rabbit a H3K9-me3

Upstate, Lake Placid

Rabbit a H3K27-me3

Abcam, Camebridge

Sheep a Dig-FITC

Dianova, Hamburg

Streptavidin-Cy5

FMC Rockland, Maine, USA

Reagenzien fur PCR

Firma

5x Erststrangpuffer

Invitrogen, Groningen, Niederlande

5x Puffer D

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Cetus lI-Puffer

Roche, Mannheim

Detergenz W1

Gibco BRL, Karlsruhe

MgC|2

Roche, Mannheim

PCR-Puffer 10x

Amersham-Pharmacia Biotech,

Braunschweig

Puffer / Losungen Bestandteile Anmerkungen
dATP (100 mM) 20 pl dATP
. dCTP (100 mM) 20 pl dCTP
ACG-Mix (2 mM each)
dGTP (100 mM) 20 pl dGTP
H,O bidest. 940 pl H,O

Agarose Gel (1 %)

1 % Agarose in TAE
Puffer

2 g in 200 ml TAE Puffer,
in der Mikrowelle
aufkochen bis die
LAsung Klar ist, heil3

giel3en
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Agarose Gel (1,8 %)

1,8 % Agarose in TAE
Puffer

3,6 gin 200 ml TAE
Puffer, in der Mikrowelle
aufkochen bis die

Losung Klar ist, heil3

giel3en
50 mM Glucose 50 ml Ansatz:
2 mM Tris-HCI-L6ésung, | 2,5 ml 1M Glucose
Alkalischer Lysispuffer 1 pH=8,0 100 pl Tris-HCI

10 mM EDTA-LGsung,
pH=8,0

1 ml0,5M EDTA
ad 50 ml mit H,O dest.

100 ml Ansatz:

0,2 M NaOH
. . 20 ml 1M NaOH
Alkalischer Lysispuffer 2 1 % SDS
10 ml 10% SDS
H,O dest.
70 ml H,O dest.
100 ml Ansatz:
3M KAc 29,44 g KAc
Alkalischer Lysispuffer 3 Essigsaure 100 ml H,O
pH=5,2 pH mit Essigsaure auf

5,2 einstellen

Antikérperverdiinnungslésung

2 % BSA in PBS-T

50 ml Ansatz:

(in PBS-T) 1 g BSA
50 ml PBS-T
50 ml Ansatz:
Antikorperverdiinnungslésung _
: 2 % BSA in 4xSSC-T 1 gBSA
(in SSC-T)
50 ml 4xSSC-T

Blockierungslésung
(in PBS/T)

4 % BSA in PBS/T

100 ml Ansatz:
49 BSA
100 ml PBS/T

Blockierungslésung
(in SSC/T)

4 % BSA in 4xSSC/T

100 ml Ansatz:
4 g BSA
100 ml 4xSSC/T
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DAPI-Farbeldésung

DAPI-Stammldsung

10 pl DAPI-Stammldsung

(0,05 pg/ml) (500 pg/ml) in 100 ml 4x SSC/T
1 | Ansatz:
1000 ml H,O dest.
DEPC 1 ml DEPC
DEPC-Wasser
H,O dest. unter der Abzugshaube

I6sen, 30-45 min rihren,

autoklavieren

4TTP (1 mM) dTTP (100 mM) 10 ul dTTP
m
H.O bidest. 990 ul H.O
1 ml Ansatz:

2xDNase-Puffer | fur DNA-

Verdau

Tris-HCI, pH 7,5

1 M MgCl,
DEPC-behandeltes
Wasser

80 ul Tris-HCI, pH 7,5
12 pl MgCl, (1M)
908 pl DEPC-

behandeltes Wasser

Doxycyclin

Doxycyclin
H,O dest.

Stock-Solution(50mg/ml):

46 mg Doxycyclin
920 pl H,O dest.
1:100-Verdinnung
(0,5 mag/ml):

10 pl Stock-Solution
990 pl H,O dest.

Ethanol (70 %)

Ethanol (100 %)
H,O dest.

100 ml Ansatz:
70 ml 100 % Ethanol
30 ml H,O dest.

Ethanol (80 %)

Ethanol (100 %)

100 ml Ansatz:
80 ml 100 % Ethanol

H,O dest.
20 ml H20O dest.
_ ) ) 1| Ansatz:
Formamid-L6sung (50 %) in Formamid _
500 ml Formamid
2xSSC 2x SSC

500 ml 2xSSC
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200 ml Ansatz:

_ Glycerin
Glycerin-L6sung (20 %) 160 ml 1xPBS
1xP BS _
40 ml Glycerin
200 ml Ansatz:
1IN HCI
HCI-LAsung (0,1 N) 20 ml 1N HCI
H,O dest.

180 ml H,O dest.

Hybridisierungs-Mastermix

20 % Dextransulfat in
2xSSC

8 g Dextransulfat in 40
ml 2xSSC losen,
vortexen, mit 0,45 um

Filter filtrieren

Label-ACG-Mix (2 mM each)

je 100 mM dATP,

500 ul Ansatz:
je 10 ul ATP, CTP, GTP

Luria-Bertani-Nahrmedium

dCTP, dGTP
470 pl PCR-H,O
10 g NaCl
5 g Hefe-Extrakt
NaCl

Hefe-Extrakt

Peptone

10 g Peptone
ad 1 | H,0O bidest.
pH auf 7,0 einstellen,

Medium autoklavieren

Methanoleisessig

Methanol : Eisessig
31

750 ml Methanol und
250 ml Eisessig

50 mM MgCl ,-L6ésung

1XPBS
1M MgCl,

200 ml Ansatz:
190 ml 1xPBS
10 ml MgCl;

MOPS-Puffer (10x)

3-Morpholino-Propan-
sulfonsaure
Na-Acetat

EDTA

200 mM 3-Morpholino-
Propan-sulfonsaure
50 mM Na-Acetat

10 mM EDTA

mit 10 M NaOH auf pH
7,0 einstellen,

lichtgeschutzt
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NT-Puffer

1 M Tris-HCI (pH7,5)

1 M MgCl,
BSA

100 ml Ansatz:

50 ml 1M Tris-HCI
50 mg BSA

45 ml H,0O

Paraformaldehyd-L&ésung
(1 %)

Paraformaldehyd
0,3xPBS

1 g PFA-Pulver unter
aufkochen in 100ml PBS
l6sen, bis Losung klar
wird. Anschlie3end
abkuhlen.

Paraformaldehyd-L&ésung

Paraformaldehyd

4 g PFA-Pulver unter
aufkochen in 100 ml PBS

l6sen, bis Losung klar

(4 %) 0,3x PBS _ _
wird. Anschlie3end
abkuhlen.
20x PBS:
320 g NaCl
8 g KClI
140 mM NacCl 57,6 g Na;HPO,
2,7 mM KCI 9,6 g KH,PO,
PBS-Puffer ) )
6,5 mM Na,HPO, ad 2 | H,O bidest. mit
1,5 mM KH,PO, HCl auf pH 7,4
einstellen,
1x PBS Aliquots
autoklavieren
500 ml Ansatz:
1x PBS
0,3 x PBS 350 ml H,O dest.
H>O dest.
150 ml 1xPBS
1| Ansatz:
1x PBS
PBS/T-Puffer (0,01 % Tween) 1000 ml 1xPBS
Tween 20

100 pl Tween 20
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100 ml Ansatz:

H,O dest. 99 ml H,O dest.
Pepsin-Losung 1 M HCI 1 ml 1M HCI
Pepsin 20 ul Pepsin
vorwarmen auf 37C
Polylysin 4 ml H,0O bidest.
Polylysin-Losung . .
H,O bidest. 500 pl Polylysin
450 ml RPMI
50 ml FCS
RPMI 1640 Medium 5ml
FCS Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Komplettmedium o .
Penicillin/Streptomycin | 250 bzw. 500 pl

Puromycin Puromycin

350,6 g NaCl

176,4 g Na-Citrat

ad 2 | H,0 bidest.

150 mM NacCl mit NaOH pH 7,0
15 mM Na-Citrat einstellen,

4x, 2x, 0,1x SSC-

Aliquots verdiinnen und

SSC-Puffer (pH 7,0)

autoklavieren

1| Ansatz:
4x SSC
SSC/T-Puffer (0,2 % Tween) 1000 ml 4xSSC
Tween 20
2 ml Tween 20
50x TAE:
) 242 g Tris
40 mM Tris-Acetat
TAE-Puffer (pH 8,0) 18,6 g EDTA

1 mM EDTA . .
57,1 ml Eisessig

ad 1|1 H,O bidest.
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50 ml Ansatz:
Tris, pH 7,8 .
500 pl Tris, pH 7,8
TE-Puffer 1 mM EDTA
100 pl EDTA
49,4 ml bidest H,O
1 | Ansatz:
. 1x PBS
TritonX-100-L6sung (0,05 %) _ 1000 ml 1xPBS
TritonX-100
500 pl TritonX-100
200 ml Ansatz:
. 1x PBS
TritonX-100-LAsung (0,5 %) _ 199 ml 1xPBS
TritonX-100 )
1 ml TritonX-100
Geréate Typ Hersteller
Brutschrank Memmert, Schwabach
COz-Inkubator Typ B5060 Heraeus, Hanau
- _ H+P Labortechnik
Dampfsterilisator Varioklav
GmbH
MWG Biotech,
Fotoanlage
Ebersberg
Gelkammern Easy Cast #D1A Owl, Portsmouth, USA

Thermoblock TDB-120

G.Kister;

Heizblocks Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg;
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
B.Braun Biotech,
Certomat® HK Gottingen;
Inkubatoren Certomat® R B.Braun Biotech,
TH25 Gottingen;
Bachhofer

Microfluidic Card Sealer

Applied Biosystems,
Foster City, CA

PCR-Maschine

Techne Progene

Thermo-DUX, Wertheim

Photoanlage

MWG Biotech,
Ebersberg
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Photometer

Gene Quant Il

Amersham-Pharmacia

Biotech, Braunschweig

Real-Time PCR Gerét

ABI Prism 7900HT

Applied Biosystems,
Foster City, CA

Spannungsgeber E835 Consort

Sterilbank Airflow Biohit

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Biocel Millipore, Schwalbach
Biofuge pico Heraeus, Hanau;
Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg;

Zentrifugen Rotanta/S Hettich, Tuttlingen;
Mikro 120 Hettich, Tuttlingen;
Vacuumconcentrator Bachhofer, Reutlingen;
Multifuge 3L Hettich, Tuttlingen;

Sonstige Gerate

Abzugshaube

Kleine Tischzentrifuge

Bunsenbrenner fir Sterilbank

Kihlschrank +4<C

Eismaschine Magnetriihrer (beheizbar)
Gefrierschrank -20C Mikrowelle
Gefrierschrank -80C pH-Meter

Hotblock Pipettierhilfe (elektrisch)
Prazisionswaage UV-Lampe fur Sterilbank
Schattler Vortexer
Stickstofftank Wasserbader, 25C, 37C, 60C, 80C
Hilfsmittel Anmerkung Hersteller
Greiner Bio One,
Cryotubes 1,8 mi _
Frickenhausen
Superior
8x8 mm, 12x12 mm,
Menzel-Glaser
Deckgléaser 22x22 mm, 24x60 mm, _
Schubert & Weiss,
76X26 mm
Munchen
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2ml;1,5ml; 1,5 ml

Eppendorf- _ Schubert & Weiss, Minchen
) ambra; 1,5 ml mit
Reaktionsgefalie Eppendorf, Hamburg
Schraubdeckel;

Falcon 250 ml, 75 cm? Greiner Bio One,
Gewebekulturflaschen 50 ml, 25 cm? Frickenhausen

Greiner Bio One,
Falconrohrchen 15 ml, 50 ml

Frickenhausen

Fixogum
Marabuwerke, Tamm
Montagekleber
50 ml, 100 ml, 250 ml,
Glasflaschen Schott
500 ml, 1000 ml
Glaskolben 250 ml, 300 ml, 500 ml Schott

Glaspipetten

1 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml

Costar®, Fernwald

Kuvetten

Fur 10 Objekttrager

Schubert & Weiss, Minchen

Greiner Bio One,

LeucoSep Tubes 50 ml _
Frickenhausen
Objekttrager 7626 mm R. Langenbrink
) Molecular Bio ProductsTM,
PCR-Reaktionsgefalie 0,5ml _
San Diego, USA
_ Greiner Bio One,
Petrischalen 94/16 mm .
Frickenhausen
_ Molecular Bio Products, San
Weil3, _
Diego, USA;
Blau, Gelb

Pipettenspitzen

Mit Filter (1000 pl, 200 pl,

20 pul, 10 i)

Greiner Labortechnik
Greiner Bio One,

Frickenhausen

Quadri PERM® plus

fur 4 Deckglaser76x26

mm

Heraeus, Hanau

Quarzklvette

108B-QS-1000

Hellma, Millheim

Transferpipetten

3ml

Greiner Bio One,

Frickenhausen
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Software

Hersteller

EDMT

Tobias Thormeyer

FastPCR 3.3.127
FastPCR Professional 5.1.82 beta 2

Finnland

Institute of Biotechnology, Helsinki,

MetaVue 6.2r2

Universal Imaging Corp.

LAS-AF

Leica

SDS Version 2.1

Applied Biosystems, Foster City, CA

Mikroskop/Zubehor

Typ

Hersteller

Durchlicht-
/Phasenkontrastmikroskop

Axiovert 25C

Zeiss, Jena

Objektive

CP Achromat x5 /0,12

CP Achromat x10/ 0,25 Phl
LD Achrostigmat x20 / 0,3 Phl
Achrostigmat x40 / 0,55 Ph2

Zeiss, Jena

Epifluoreszenzmikropskop

Axiophot2

Zeiss, Jena

Objektive

Plan-Neofluar 16x / 0,5
Plan-Neofluar 40x oil / 1,3
Plan-Neofluar 63x oil / 1,4
Plan-Neofluar 100x oil / 1,3

Zeiss, Jena

FluoreszenZzfilter

DAPI (BP 365, FT 395, LP 450-
490 nm)

FITC (BP 450-490, FT 510, LP
515-565 nm)

Cy3 (BP 546, FT 580, LP 590
nm)

Cy5 (BP 575-625, FT 645, LP
660-710 nm)

Triple-Filter (TBP 400/495/570,
FT 410/505/585, TBP
460/530/610)

Zeiss, Jena
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Photometrics
CCD-Kamera Camera, Rope
Scientific
Epifluoreszenzmikropskop Axiovert200M Zeiss, Jena
A-Plan 10x /0,5
Objektive Plan-Neofluar 40x oil / 1,3
Plan-Neofluar 63x oil / 1,4
Plan-Neofluar 100x oil / 1,3
DAPI (BP 365, FT 395, LP 450-
490 nm)
FITC (BP 450-490 nm, FT 510,
LP 515-565 nm)
Cy3 (BP 546, FT 580, LP 590
Fluoreszenzfilter nm)
Cy5 (BP 575-625, FT 645, LP
660-710 nm)
Triple-Filter (TBP 400/495/570,
FT 410/505/585, TBP
460/530/610)
SPOT v4.0
CCD-Kamera CCD Camera
System
Confocales Laser Scanning _ )
Mikroskop Leica SP5 Leica, Wetzlar
Objektive HCX PL APO 63x 1,4 Qil Leica, Wetzlar

Fluoreszenzfilter

Argon-Laser: 100 mW

458, 476, 488, 496, 514 nm
HeNe-Laser: 2 mW 594 nm
(orange)

HeNe-Laser: 10 mW 633 nm
(rot)

DPSS-Laser: 10 mW 561 nm
(grin)

Diode: 50 mW 405 nm

Leica, Wetzlar
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Bildverarbeitende Software

Hersteller

Adope Photoshop 7.0

Adobe Systems, Inc.

Matlab 2007b (Lizenz: Tobias Thormeyer)

Mathworks, USA

EDMT

Tobias Thormeyer, LMU Minchen

ImageJd 1.4.1

National Institutes of Health, USA

WCIF ImageJ

National Institutes of Health, USA
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Kalbl, A.C., Merz, J., Thormeyer, T., lliner, INussbaum, C., Gloning, A., Cremer
M., Cremer, T., Dietzel, S.

227



XIll. Lebenslauf —

XIlI. Lebenslauf

Name: Alexandra C. Kolbl
Geburtsdatum: 20.11.1980
Adresse: LaubanerstralRe 11

82205 Gilching

Schule: 1987-1991 Arnoldus-Grundschule Gilching

1991-2000 Christoph-Probst Gymnasium Gilching
Abiturnote: 1,4

2000-2005 Studium der Biologie an der LMU Munche

Diplomnote: 1,0

Thema der DiplomarbeitRaumliche Anordnung von exprimierten vs.
nicht-exprimierten DNA-Abschnitten in Bezug auf das
Chromosomenterritorium*

2006-2009 Doktorarbeit in der AG Prof. Dr. T.Crepigepartment
Biologie I, Anthroplogie und Humangenetik, LMU M¢inen

Thema der DissertationtUntersuchungen zur Zellkernarchitektur in
normalen und malignen hamatopoietischen Zellen®

Arbeit: Seit 01.01.2010 Kilinik und Poliklinik furrkuenheilkunde und
Geburtshilfe der LMU Minchen

Sprachen: Deutsch, Englisch, Spanisch

Interessen: Reiten; Ausbildung zum Trainer C und B

228



XIV. Ehrenwortliche Versicherung —

Ehrenwdrtliche Versicherung

Hiermit bestatige ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbstandig und nur mit
den angegebenen Materialien und Quellen durchgeftihrt habe.

Minchen, den 15.03.2011

Alexandra Kolbl

Erklarung tber frihere Promotionsversuche

Hiermit bestatige ich, dass ich vor dieser Arbeit keine anderen Promotionsversuche
unternommen habe. Dies ist meine erste und einzige Dissertation.

Miinchen, den 15.03.2011

Alexandra Kolbl

229



