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1 EINLEITUNG

1.1 Die Chromatinstruktur als Grundlage der Genexpression

Die Grundlage der Erbinformation der Lebewesen ist die Desoxyribonucleinsdure (DNA). Sie
befindet sich als DNA-Doppelhelix (Watson and Crick, 1953) im Zellkern, wird im Laufe
eines jeden Zellzyklus repliziert und bei Zellteilung in gleicher Weise an beide Tochterzellen
weitergegeben. Als Erbsubstanz kodiert die DNA fiir alle Gene eines Organismus. Diese sind,
nach der Definition von Wilhelm Johannsen im Jahre 1909, Einheiten, die mit einem
vererbten Merkmal assoziiert sind. Um vom Gen zum Merkmal, vom Genotyp zum Phénotyp,
zu gelangen, sind im klassischen Modell des Protein-kodierenden Gens mehrere Stufen
notwendig. Durch die Transkription der DNA entsteht eine RNA-Kopie, welche nach dem
Triplet-Code in ein Protein translatiert wird, um schlieBlich z.B. als Strukturprotein oder
durch enzymatische Aktivitdt zum Phénotyp beizutragen.

Das menschliche Erbgut, dessen Sequenz 2001 im Rahmen des Human Genome Project
entschliisselt wurde, umfasst etwa 3 Milliarden Basenpaare, welche iiber 30.000 protein-
codierende Gene enthalten (Lander et al., 2001; Pruitt et al., 2012). Diese sind in jeder
Korperzelle gleichermallen enthalten, doch trotz derselben zugrundeliegenden genetischen
Information zeigen die verschiedenen Zellen eines Organismus sehr unterschiedliche
Phinotypen. Dies ist die Folge unterschiedlicher Expressionsmuster der Gene: durch
komplexe Regulationsmechanismen werden einige Gene in bestimmten Geweben exprimiert
und in anderen wiederum nicht.

Die Regulation der Genexpression erfolgt bei Eukaryoten auf verschiedenen Ebenen (Babu et
al., 2008; van Driel et al., 2003) (siche Abb. 1). Zum einen enthélt die DNA cis-aktive
Elemente, die mit DNA-bindenden Proteinen, sog. trans-aktiven Faktoren, assoziieren. Cis-
aktive Elemente sind u.a. Promotoren oder Enhancer, welche z.B. Transkriptionsfaktoren
(TFs) binden um die Transkription zu initiieren. Eine neuere Definition des Begriffs ,,Gen*
schlieBt diese regulatorischen Elemente mit ein. Hiernach ist ein Gen eine lokalisierbare
genomische Sequenz, die einer Vererbungseinheit entspricht und regulatorische Elemente,
transkribierte Regionen u.a. funktionelle Sequenzen enthilt (Pearson, 2006).

Ob ein Gen exprimiert wird oder nicht, liegt jedoch nicht alleine an der Prédsenz
entsprechender trans-aktiver Faktoren, sondern auch an der Zugénglichkeit der cis-agierenden
DNA-Elemente. Die DNA in eukaryotischen Zellkernen liegt ndmlich nicht nackt vor,
sondern in einem Komplex mit Histonen und nicht-Histon-Proteinen, dem sogenannten
Chromatin, welches unterschiedliche Verpackungszustinde erlaubt. Dies verleiht der DNA

zum einen Stabilitdt und bietet zum anderen durch unterschiedliche Verpackungszustinde und



Chromatin-Modifikationen viele Mdglichkeiten zur Regulation der Genexpression (Babu et
al., 2008; van Driel et al., 2003). In transkriptionell aktiven Bereichen beispielsweise liegt die
DNA als offenes Euchromatin vor, welches zuginglich ist fiir z.B. Transkriptionsfaktoren; in
inaktiven Bereichen hingegen ist die DNA als Heterochromatin dicht verpackt, was die
Bindung von trans-aktiven Faktoren verhindert. Diese Verpackungszustinde sind dynamisch
und koénnen durch Modifikationen der DNA und der assoziierten Proteine ineinander
iiberfiihrt werden (Razin et al., 2007). Neben DNA Methylierung handelt es sich bei den
Modifikationen vor allem um Methylierungen, Acetylierungen oder auch Phosphorylierungen
der Histonproteine (Bartova et al., 2008). Dabei ist Euchromatin durch einen hohen Grad an
Histonacetylierungen sowie Methylierungen an Lysin 4 und 79 von Histon 3 (H3K4 und
H3K79) charaktierisiert; Heterochromatin hingegen durch Methylierungen an Lysin 9 und 27
von Histon 3 (H3K9 und H3K27) und die Abwesenheit von Histonacetylierungen.

Dariiber hinaus korreliert der Kondensationsgrad des Chromatins mit der Position innerhalb
des Zellkerns: wihrend FEuchromatin vorwiegend =zentral lokalisiert ist, finden
heterochromatische Regionen eher peripher im Nukleus. Dies stellte eine weitere Ebene der
Expressionsregulation dar (Fraser and Bickmore, 2007; Schneider and Grosschedl, 2007)
(siche Abb. 1).
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Abb. 1: Die verschiedenen Ebenen der Genregulation (nach Babu et al., 2008). Zu sehen sind die 3 Ebenen der
Genregulation: regulatorische Elemente auf DNA-Ebene, die Chromatinstruktur und die nukledre Architektur.

Die kleinste Verpackungseinheit des Chromatins ist das Nucleosom, bestehend aus einem
Komplex aus 8 Histonproteinen, um welchen sich die DNA auf einer Lédnge von 146 - 165 bp
1,65-mal windet (Luger et al., 1997) (siche Abb. 1 und Abb. 2A). Histone bestehen jeweils
aus einer strukturgebenden globuldren Doméne (,,histone fold domain®), welche die Bindung
der DNA vermittelt, und den N- und C-Enden (,tail domains®), welche aus dem
Histonoktamer herausragen, mit anderen Molekiilen interagieren und posttranslational
modifiziert werden (sieche Abb. 2A). Das klassische Nucleosom enthdlt jeweils zwei der
Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4, wobei jeweils zwei Molekiile von H3 und H4 ein

zentrales Tetramer bilden, welches von zwei peripheren H2A-H2B Dimeren umgeben wird



(Eickbush and Moudrianakis, 1978; Luger et al., 1997) (sieche Abb. 2A). Ein weiteres Histon,

H1, bindet an die DNA zwischen zwei Nucleosomen und wird als linker-Histon bezeichnet

(Ramakrishnan, 1997).
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Abb. 2: Das Nucleosom und die verschiedenen Stufen der DNA Kondensation. A: Das Nucleosoms besteht aus
den Histonen H2A, H2B, H3 und H4. Im Zentrum befinden sich die globuldren Histondomanen, peripher ragen
die C- und N-terminalen Enden aus dem Histonoktamer (nach Hansen 2002). B: Verschiedene Stufen der DNA-
Kondensation fiihren von der Doppelhelix bis zum Metaphasechromosom. Die Durchmesser sind angegeben
(nach Felsenfeld and Groudine, 2003).

Basierend auf dieser Grundstruktur kann die DNA verschiedene Kondensationsstufen
erreichen: von kurzen, ginzlich Nucleosom-freien Bereichen bis hin zum hochgradig
kondensierten Metaphase-Chromosom. Eine 11 nm dicke Faser, auf der Nucleosomen wie
Perlen auf einer Schnur aufgereiht sind (,,beads on a string®; siche Abb. 2B), stellt dabei die
erste Verpackungsstufe dar. Durch Interaktionen der Histonenden und in Abhdngigkeit von
der Salzkonzentration wird die nédchste Stufe der Verdichtung erreicht, die sog. 30 nm Faser
(Hansen, 2002; Razin et al., 2007) (siche Abb. 2B). Jiingste Untersuchungen stellen allerdings
die tatsdchliche in situ Existenz dieser Konformation wieder in Frage (Fussner et al., 2011).
Die weiteren Schritte der Kondensation zu hoéhergradigen Chromatinstrukturen sind noch
nicht umfassend geklirt; es gibt jedoch Hinweise, dass Chromatin-assoziierte Proteine
beteiligt sind. So entstechen etwa 300 nm breite Chromatinschleifen, die durch weitere
Verdichtung die Chromatiden bilden (sieche Abb. 2B), welche als Metaphase-Chromosomen
auch lichtmikroskopisch sichtbar werden. Auf diese Weise wird die etwa 2 m lange DNA um
das mehr als 20.000- fache komprimiert und findet in dem 10” m groBen Zellkern Platz
(Langst and Becker, 2004; Razin et al., 2007).



1.2 Die Regulation von Genloci durch cis-aktive DNA-Elemente

Im menschlichen Genom konnen Gene mit sehr unterschiedlicher transkriptioneller Aktivitat
und Chromatinstruktur unmittelbar benachbart sein (Burgess-Beusse et al., 2002; Felsenfeld
et al., 2004). Verschiedene regulatorische DNA-Elemente in der Néhe streng regulierter
Genloci gewdhrleisten die Etablierung und Aufrechterhaltung dieser distinkten
Aktivitatszustinde (Felsenfeld et al., 2004; Ghirlando et al., 2012; Giles et al., 2010). Zu
diesen Elementen zéhlen Enhancer, welche Bindungmotive fiir mehrere TFs enthalten, sowie
umfassendere Locus-Control-Regionen (LCRs), welche dazu dienen, die Chromatinéffnung
eines Genlocus gewebs- und entwicklungsspezifisch zu regulieren (Fraser and Grosveld,
1998; Li et al., 2002). LCRs bestehen aus mehreren funktionellen Elementen und sind
definiert durch ihre Fahigkeit, eine stabile, gewebsspezifische Expression eines Transgens,
unabhingig von dessen Chromatinumfeld, zu gewihrleisten (Dean, 2006; Festenstein and
Kioussis, 2000; Li et al., 1999). Dies erfolgt durch die Rekrutierung von trans-aktiven
Faktoren wie z.B. Chromatin-modifizierenden Enzymen, welche zur Chromatin6ffnung
fiihren und Doménen unterschiedlicher Chromatinstruktur errichten kénnen (Dean, 2006;
Festenstein and Kioussis, 2000; Li et al., 1999). Letzteres geht auch mit der Bildung intra-
und interchromosomaler Schleifen und der Positionierung des Locus innerhalb des Nukleus
einher (Babu et al., 2008; Dean, 2006, 2011). Die schrittweise Verdnderung der
Chromatinstruktur erfolgt beispielsweise iiber Rekrutierung von Histonacetyltransferasen
(HATS), welche iiber Histonacetylierungen zur graduellen Chromatinéffnung fiihren (L1 et al.,
2002). Dieser Prozess ist nach Initiierung selbsterhaltend und breitet sich entlang der DNA
aus, was letztlich dazu fiihrt, dass der gesamte Lous mit den zugehorigen regulatorischen
Elementen wie Enhancer oder Promotor, fiir die jeweiligen trans-agierenden Faktoren
zugénglich wird (Ho et al., 2002; Li et al., 2002).

Die zunehmende Offnung der DNA hat auch eine erhdhte Zuginglichkeit fiir Nucleasen wie
die DNase I zur Folge, weswegen sich Regionen offenen Chromatins experimentell durch
eine generell erhohte DNase I Sensitivitdt charakterisieren lassen (Gross and Garrard, 1988).
Euchromatische transkriptionell aktive Bereiche, welche sich iiber ganze Loci erstrecken,
zeigen eine 10-fach hohere DNase I Sensitivitdt als Heterochromatin und gelten als DNase |
sensitiv (Stalder et al., 1980; Weintraub and Groudine, 1976). Kurze regulatorische Elemente
(200-600 bp) wie Promotoren oder Enhancer hingegen, welche quasi Histon-frei sind und
direkt mit non-Histon Proteinen interagieren, zeigen eine um zwei GroBenordnungen erhdhte
DNase I Sensitivitdit im Vergleich zu Heterochromatin, und werden als DNase I

hypersensitive Sites (HSS) bezeichnet (Gross and Garrard, 1988; Stalder et al., 1980).



Umfassendere Elemente wie LCRs konnen mehrere HSS enthalten, welche den
verschiedenen cis-aktiven Elementen innerhalb einer LCR entsprechen (Li et al., 2002).

Neben LCRs gibt es weitere DNase | hypersensitive Elemente, welche essentiell fiir die
Regulation von Genloci sind. Genauso wichtig wie die geregelte Chromatin6ffnung eines
Locus ist ndmlich die Begrenzung dieser Aktivitit auf die jeweilige funktionelle Domine.
Hierzu gibt es an den Grenzen streng regulierter Loci mit sog. Boundaries und Insulatoren
spezifische cis-aktive Elemente, welchen gemeinsam ist, dass sie einen Locus vor
ungewollten duBeren Einfliissen schiitzen (Bell and Felsenfeld, 1999; Burgess-Beusse et al.,
2002; Ghirlando et al., 2012; Udvardy, 1999). Allgemein unterscheidet man nach heutigem
Verstdndnis zwei verschiedene Funktionen (Burgess-Beusse et al., 2002; Recillas-Targa et al.,

2002) (siche Abb. 3).
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Abb. 3: Enhancer-blockierende und Barriere-Effekte von Insulator/Boundary Elementen (nach Burgess-
Beusse et al., 2002). A: Insulatoren mit Enhancer-blockierendem Effekt (EB) verhindern die Interaktion von
Enhancer und Promotor. B: Insulatoren mit Barrierefunktion (B) hemmen die Ausbreitung von
Heterochromatin. E= Enhancer, P=Promotor, hellgraue Kugeln = Nucleosomen.

Zum einen gibt es Enhancer-blockierende Elemente (EB), welche das Ubergreifen eines
Enhancers auf benachbarte Genloci unterbinden, zum anderen Barriere-Elemente (B), welche
die Ausbreitung von Heterochromatin verhindern (Burgess-Beusse et al., 2002; Gaszner and
Felsenfeld, 2006; Ghirlando et al., 2012; Sun and Elgin, 1999) (siche Abb. 3A und B). Ein EB
hat klassischerweise keinen intrinsischen hemmenden Effekte auf die Genexpression, sondern
verhindert lediglich die Interaktion von Enhancer und Promotor; zu diesem Zwecke muss er
zwischen diesen lokalisiert sein (Burgess-Beusse et al., 2002) (siche Abb. 3A). Ein Modell
zur Erkldrung dieser Funktion ist die Verankerung der Chromatinfaser an strukturellen
Elementen, wodurch Chromatin-Schleifen entstehen, welche funktionelle Einheiten
voneinander trennen (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Diese Enhancer-blockierende Funktion
ist eng mit der Bindung des multivalenten Transkriptionsfaktors CTCF (CCCTC-binding
factor) verbunden (Bell et al., 1999; Ghirlando et al., 2012; Phillips and Corces, 2009). CTCF
ist ein hochkonserviertes, ubiquitdr exprimiertes Zinkfinger-Phosphoprotein (Lobanenkov et
al., 1990), dessen Enhancer-blockierende Funktion erstmals im B-Globin Insulator des Huhns
nachgewiesen wurde (das erste in Vertebraten identifizierte Insulator-Element, genannt 5’HS4

= Hypersensitive Site 4 am 5° Ende des B-Globin Locus) (Bell et al., 1999; Chung et al.,



1997). Mit der Zeit wurde eine Vielzahl weiterer Insulatoren identifiziert, deren Enhancer-
blockierende Funktion CTCF-abhingig ist (Farrell et al., 2002; Filippova et al., 2001; Gaszner
and Felsenfeld, 2006; Magdinier et al., 2004). CTCF-Molekiile konnen, durch Interaktion mit
anderen CTCF-Molekiilen oder dem nukleoldren Protein Nucleophosmin, Chromatinschleifen
ausbilden und am Nukleolus verankern, wodurch z.B. Promotoren und nicht zugehorige
Enhancer in unterschiedlichen Schleifen zu liegen kommen (Yusufzai et al., 2004). Essentiell
fiir die Schleifenbildung sind neben CTCF weitere Proteine wie Cohesin, welche mit CTCF
interagieren (Merkenschlager and Odom, 2013; Parelho et al., 2008; Wendt et al., 2008).

Je nach zugrunde liegendem Enhancer-Modell kann die EB Wirkung von Chromatinschleifen
unterschiedlich erkldrt werden. Das ,,direkt-Kontakt Modell geht von direkten Enhancer-
Promotor Interaktionen aus; diese Kontakte wiirden iiber sterische Effekte innerhalb einer
Schleife gewidhrt, wihrend Interaktionen zwischen verschiedenen Schleifen unterbunden
wiirden (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Das alternative Modell der prozessiven Enhancer-
Aktivitdt geht von einem aktivierenden Signal aus, welches z.B. in Form von Histon-
modifizierenden Enzymen, prozessiv von Enhancer zu Promotor wandert. Diesem Modell
zufolge wiirde ein Insulatorkomplex die Ausbreitung dieses Signals am Ende einer Schleife
blockieren (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Fiir dieses Modell spricht die Féahigkeit des f-
Globin Insulators 5’HS4, die Ausbreitung von Histoacetlyierungen und auch das
Voranschreiten der RNA Polymerase II zu verhindern (Zhao and Dean, 2004). Unabhéngig
davon, welches dieser Modelle eher der Realitit entspricht, ist die CTCF-vermittelte
Schleifenbildung ein Grundprinzip der Enhancer-Block Funktion.

Die zweite Form von Insulatoren sind Barriere-Elemente, welche zwischen Doménen
unterschiedlicher ~Chromatinstruktur lokalisiert sind und die Ausbreitung von
Heterochromatin auf transkriptionell aktive Gene verhindern (Bell and Felsenfeld, 1999;
Burgess-Beusse et al., 2002; Felsenfeld et al., 2004; Gaszner and Felsenfeld, 2006; Sun and
Elgin, 1999) (siche Abb. 3B). Initial beschrieben wurden sie als Elemente, welche ein
Transgen vor Inaktivierung durch sich ausbreitendes Heterochromatin schiitzen und damit
eine positions-unabhédngige Expression gewéhrleisten (Pikaart et al., 1998).

Dicht kondensiertes Heterochromatin, welches u.a. durch H3K9 und H3K27 Methylierungen
und Abwesenheit von Histonacetylierungen charakterisiert ist, hat die Eigenschatft,
selbsterhaltend zu sein und sich auszubreiten. Dabei fiihrt H3K9 Methylierung zur
Rekrutierung weiterer Histonmethyltransferasen (HMT), wodurch die inhibitorische
Methylierung fortschreitet (Gaszner and Felsenfeld, 2006). Barriere-Elemente kdnnen diesen
Kreislauf druchbrechen, indem sie HATs oder Nucleosom-Remodelling Komplexe

rekrutieren, welche zu aktivierenden Chromatinmodifikationen fithren und damit ein
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Fortschreiten der heterochromatischen H3K9 Methylierung verhindern (Gaszner and
Felsenfeld, 2006; Oki et al., 2004). Der B-Globin Insulator des Huhns zeigt, neben der
beschriebenen CTCF-abhingigen EB-Wirkung, eine solche CTCF-unabhédngige Barriere-
Aktivitit (Chung et al., 1997; Pikaart et al., 1998; Recillas-Targa et al., 2002). Diese wird
iiber die Proteine USF 1 (upstream transcription factor 1) und USF2 vermittelt, welche HATs
und aktivierende HMTs rekrutieren (West et al., 2004). Diese fithren zur Anhdufung
euchromatischer Histonmodifikationen im Insulatorbereich, was der Ausbreitung von
Heterochromatin Einhalt gebietet (West et al., 2004). Anderweitige Modelle zur Funktion von
Barriere-Elementen basieren, &hnlich den Hypothesen zu EB-Elementen, auf der
Schleifenbildung und der daraus resultierenden Kompartimentalisierung des Chromatins in
unterschiedliche Chromatindomédnen (Capelson and Corces, 2004; Gaszner and Felsenfeld,
2006; Labrador and Corces, 2002). Auch kann die Positionierung eines Locus in einem
transkriptionell aktiven subnukledren Bereich der Ausbreitung von Heterochromatin entgegen
wirken und so die Expression gewihrleisten (Capelson and Corces, 2004; Casolari et al.,
2004). Durch seine Beteiligung an der Bildung von Chromatinschleifen konnte CTCF in
diesem Zusammenhang auch eine Rolle fiir Barriere-Elemente spielen (Filippova et al., 2005;
Gaszner and Felsenfeld, 2006).

Diese Modelle fiir EB- und Barriere-Funktionen zeigen, wie schon angesprochen, einige
Uberschneidungen, und tatsichlich kdnnen reale Insulator/Boundary-Elemente selten
eindeutig einer der beiden Funktionen zugeordnet werden. Dies mag daran liegen, dass
dieselben cis- bzw. trans-aktiven Faktoren an beiden Effekten beteiligt sind, oder aber daran,
dass komplexe Insulator/Boundary Elemente (wie der B-Globin Insulator des Huhns) aus
verschiedenen Einzelkomponenten mit unabhingigen EB- und Barriere-Funktionen bestehen
(Recillas-Targa et al., 2002).

Neben klassischen Boundaries existieren auch weniger definierte, flieBende Uberginge
zwischen Euchromatin und Heterochromatin, welche aus dem Gleichgewicht
entgegengesetzter aktivierender und hemmender enzymatischer Aktivititen resultieren
(Capelson and Corces, 2004; Kimura and Horikoshi, 2004; Kimura et al., 2002). Streng
regulierte, sowie eng benachbarte Loci mit deutlich unterschiedlicher Chromatinstruktur
benodtigen allerdings eine klare Abgrenzung, wie sie nur starke Barriere-Elemente

gewdhrleisten konnen.

1.3 Immunoglobuline werden gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert
Ein klassisches Beispiel fiir Gene, deren Expression sehr streng geregelt ist, sind die

Immunoglobulin-Gene, welche fiir die schweren und leichten Ketten der Antikorper kodieren.
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Diese werden nur in einem einzigen Zelltyp, den B-Lymphozyten, exprimiert, und dies auch
nur ab einem genau definierten Entwicklungsstadium.

Die von B-Zellen gebildeten und sezernierten Immunoglobuline (Ig) gehdren zur spezifischen
humoralen Abwehr des Immunsystems. Sie bestehen aus jeweils zwei identischen schweren
(H= heavy) und zwei leichten (L= light) Ketten, die iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind (Merler and Rosen, 1966). Die schweren Ketten werden vom IgH Locus auf
Chromosom 14 kodiert (Croce et al., 1979). Von den leichten Ketten gibt es zwei Varianten,
die Leichtketten vom x-Typ auf Chromosom 2 (Malcolm et al., 1982; McBride et al., 1982)
und die Leichtketten vom A-Typ auf Chromosom 22 (Erikson et al., 1981; McBride et al.,
1982), wobei jede B-Zelle jeweils nur eine der beiden Leichtketten exprimiert und damit
Antikorper eines einzigen Leichtkettentyps produziert.

Alle drei Immunoglobulin-Ketten bestehen aus einem konstanten und einem variablen Teil.
Der konstante Teil der Schwerketten bestimmt die Klasse der Antikorper: IgA, IgD, IgE, IgG
oder IgM. Uber diesen konstanten Bereich am C-Terminus werden Effektorfunktionen wie
die Aktivierung des Komplementsystems oder die Bindung an zellulire F.-Rezeptoren
vermittelt, wihrend die variable Region, am N-Terminus der leichten und schweren Ketten,
der spezifischen Erkennung und Bindung von Antigenen dient.

Um den iiber 10" verschiedenen Antigenen in der Umwelt zu begegnen, muss das
Immunsystem entsprechend viele spezifische Antikorper aufbieten. Dies kann aufgrund der
Begrenztheit des Genoms jedoch nicht durch eine riesige Zahl verschiedener Ig-Gene erfiillt
werden. Stattdessen hat sich im Laufe der Evolution ein anderer Mechanismus zur
Generierung einer enormen Antikorper-Vielfalt entwickelt, welcher auf dem modularen

Autbau der Ig-Gene basiert.

Va1l YAZ VX JA1V G Jx1 G2 Ja1l Ca

g\ 4 34 - ¥ — - —R - —_—
V1 V2 VX Jx1-5 C«k

Ig K ‘L;—_,_}"L__}‘ ..... C —
Va1l Vin2 VX Dn1-25 Jn1-6 Ch

oH 4 3 i oo HHE - HHHHHE—

Abb. 4: Die Struktur der drei verschiedenen Immunoglobulin-Loci. Im IgA, Igk und IgH Locus sind die J- und C-
Segmente unterschiedlich angeordnet; D-Segmente sind nur im IgH Locus vorhanden. Die gepunktete Linie
steht fiir eine Liicke in der Kontinuitat.

Alle drei Ig-Gene bestehen aus multiplen Gensegmenten, welche im Laufe der B-Zell-
Entwicklung durch den Prozess der somatischen Rekombination zu einer funktionellen
Transkriptionseinheit zusammengefiigt werden (Alt et al., 1992; Hozumi and Tonegawa,

1976; Schatz, 2004; Tonegawa, 1983; Tonegawa et al., 1978). Man unterscheidet bei den
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Leichtketten die V(variable)-, J(joining)-, und die fiir den konstanten Teil kodierenden
C(constant)-Segmente, welche jedoch in beiden Leichtketten unterschiedlich angeordnet sind
(siche Abb. 4). Der Igk Locus enthélt 132 V. Elemente, wovon allerdings nur 29 letztlich fiir
funktionale Proteine kodieren, sowie 5 funktionelle J- und ein C-Segment (Kawasaki et al.,
2001) (sieche Abb. 4). Der Igh Locus ist anders aufgebaut und beinhaltet 70 V, Segmente,
darunter 36 potentiell aktive, sowie 4 funktionelle, gekoppelte J,-Cy.Segmente (Kawasaki et
al., 1997) (siche Abb. 4). Die Schwerketten enthalten zusitzlich D(diversity)-Segmente,
welche sich zwischen den V- und Jy-Genen befinden (Early et al., 1980; Tomlinson et al.,
1995) (siche Abb. 4). Im Rahmen der somatischen Rekombination wird jeweils ein V-
Segment mit einem beliebigen D-Segment, oder, im Falle der Leichtketten, direkt mit einem
der J-Segmente, verkniipft, wodurch eine gro3e kombinatorische Diversitit entsteht (Alt et al.,
1992; Tonegawa, 1983). Hinzu kommt die sog. junktionale Vielfalt, die auf ungenauen
Verkniipfungen mittels Einfligen oder Entfernen einzelner Nukleotide bei der Rekombination
basiert, und zuséatzlich zur Antikorper-Vielfalt beitragt.

Die somatische Rekombination erfolgt im Laufe der B-Zell-Entwicklung nach einer strengen
Reihenfolge (Yancopoulos and Alt, 1986). Am Anfang steht die hdmatopoetische
Stammzelle, in welcher sich alle drei Ig-Gene in Keimbahnkonfiguration befinden (siehe Abb.
5). Unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren wird die B-Zell-Differenzierung
eingeleitet und die Expression von RAG-1 und RAG-2 (recombination activating genes 1 und
2), den Hauptkomponenten der Rekombinatiosmaschinerie, induziert. Im Stadium der friihen
Pro-B-Zelle kommt es zum Rearrangement im IgH Locus: ein beliebiges Dy-Segment wird
mit einem Jy-Segment verkniipft (siche Abb. 5), welches wiederum in der spdten Pro-B-Zelle
mit einem Vy-Gen rekombiniert (Yancopoulos and Alt, 1986). Dabei kommen die den Jy

Segmenten benachbarten Vi Gene initial hdufiger zum Einsatz (Yancopoulos et al., 1984).

i i . . unreife B-
Stammzelle frihe Pro-B spate Pro-B grofe Pra-B  kleine Pra-B Zelle
D, > Jy V, > DJ, vV, >J,

Abb. 5: Die V(D)J-Rekombinationen im Laufe der B-Zell-Entwicklung. Die Stadien der B-Zell-Entwicklung sind
durch Rekombinationen innerhalb der Ig-Gene definiert: mit erfolgter Dy-Jy-Verknipfung ist das Stadium der
spaten Pro-B Zelle erreicht, mit Vy-DJy-Verknipfung die groRe Pra-B Zelle und mit V,-J, die unreifen B-Zelle.

Nach erfolgreicher Rekombination im IgH-Locus wird eine Ig-Schwerkette exprimiert,
welche im Stadium der groffen Pra-B Zelle zusammen mit VpreB und A5, den Surrogat-

Leichtketten (Karasuyama et al., 1990), den Pra-B-Zellrezeptor bildet. Dieser ist essentiell fiir
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das weitere Fortschreiten der B-Zell-Differenzierung. Im Stadium der kleinen Pra-B-Zelle
kommt es zu Rekombinationen in den Leichtketten-Loci (sieche Abb. 5), wobei das Igk-
Rearrangement dem IgA-Rearrangement vorausgeht (Engel et al., 1999; Schatz, 2004). Erst
wird ein V- mit einem J-Element verkniipft; verlduft dies erfolgreich, wird eine funktionelle
k—Leichtkette exprimiert und es kommt zur Bildung des B-Zellrezeptors (BCR), eines
membranstindigen IgM-Molekiils, bestehend aus rekombinierter Schwerkette und «-
Leichtkette. Mit Expression eines funktionellen BCRs im Stadium der unreifen B-Zelle wird
die Rekombinationsmaschinerie inaktiviert, was weitere Rekombinationen in den
Leichtkettenloci verhindert (Kuehl, 1983; Melchers et al., 1999). Verlauft die Rekombination
im «k-Locus erfolglos, bleibt die Rekombinationsmaschinerie aktiv, es kommt zum
Rearrangement im IgA-Locus und letztlich zur Bildung von Immunoglobulinen mit A-
Leichtketten. Ahnlich verhilt es sich mit den beiden Allelen der jeweiligen Ig-Ketten: die
Rekombination wird in beiden Allelen initiiert, sobald aber ein Allel eine funktionelle Kette
exprimiert und es zur Bildung des Pri-B-Zellrezeptors bzw. des B-Zellrezeptors kommt,
werden weitere Umlagerungen im zweiten Allel inhibiert (Alt et al., 1984; Melchers et al.,
1999). Dieses Prinzip wird Allelische Exclusion genannt.

Mit Expression des BCRs verldsst die unreife B-Zelle das Knochenmark. Nach dem ersten
Antigenkontakt folgen somatische Hypermutationen in den Antigen-bindenden Regionen der
leichten und schweren Ketten, welche das Repertoire an Antikdrpern nochmals potenzieren
(Chahwan et al., 2012; French et al., 1989; Teng and Papavasiliou, 2007). Als letzte
Modifikation erfolgt bei Aktivierung der reifen B-Zelle, in Abhéngigkeit von verschiedenen
Zytokinen, eine ,,class-switch“-Rekombination in der konstanten Region der Schwerketten
(Alt et al., 1988; Rothman et al., 1989). Die verschiedenen Cy-Segmente fiir die Ig-Klassen
IgM, IgD, IgG, IgE und IgA liegen in dieser Reihenfolge von 5° nach 3 im IgH Locus, so
dass z.B. iiber eine Deletion von C, und Cs das C,-Segment mit dem bereits rekombinierten
VDJy-Element verkniipft wird, um ein IgG Immunoglobulin zu bilden (Alt et al., 1988).

Die somatische Rekombination (kombinatorische Diversitit), die ungenaue Verkniipfung der
Gensegmente (junktionale Vielfalt) und die somatische Hypermutation der Antigen-
bindenden Bereiche tragen dazu bei, dass B-Zellen, basierend auf nur drei verschiedenen Ig-
Genen, mehr als 10" verschiedene Antikorper generieren konnen, welche eine ebenso grofie

Zahl Antigene spezifisch erkennen kénnen (French et al., 1989; Tonegawa, 1983).

1.4 Die Regulation der V(D)J-Rekombination ist Chromatin-abhiingig
Alle beschriebenen somatischen Rekombinationen werden nach demselben Mechanismus

durch die Rekombinationsenzyme RAG-1 und RAG-2 ausgefiihrt. Dazu sind die
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funktionellen V-, J- und D-Segmente flankiert von Rekombinations-Signalsequenzen (RSS).
Diese bestehen aus zwei hochkonservierten DNA-Elementen, einem Heptamer (7 Nukleotide)
und einem Nonamer (9 Nukleotide), welche von 12 oder 23 nicht-konservierten Nukleotiden
getrennt werden (Gellert, 2002; Hesse et al., 1989; Schatz, 2004). Bei den V-Segmenten
befinden sich die RSS am 3’Ende, bei den J-Segementen hingegen am 5’Ende, wihrend Dy-
Segmente, welche sowohl mit Vy- als auch Jy-Segmenten rekombinieren, beidseits RSS
besitzen. Im Igh Locus haben die RSS der V,-Gene einen Abstand von 23bp zwischen
Heptamer und Nonamer und die J; Elemtente einen von 12bp, wéhrend es sich im Ig k Locus
umgekehrt verhilt (Yancopoulos and Alt, 1986). Entsprechend der 12/23 —Regel wird jeweils
eine RSS mit 12 bp Abstand mit einer RSS mit 23 bp Abstand verkniipft, wodurch
Fehlverkniipfungen, von z.B. V-Segmenten untereinander, verhindert werden (Steen et al.,
1996; Tonegawa, 1983; Yancopoulos and Alt, 1986).

Neben den drei Ig-Loci enthalten auch die T-Zell-Rezeptor-Loci V-, D-, J- und C-Segmente,
welche im Laufe der T-Zell-Entwicklung somatisch rekombinert werden, um eine Vielzahl an
T-Zell-Rezeptoren (TCR) zu generieren (Alt et al., 1992; Chan and Mak, 1989). Diese
Rekombinationen werden ebenfalls durch RSS vermittelt und durch RAG-1 und RAG-2
ausgefiihrt (Feeney et al., 1994; Yancopoulos et al., 1986). Dennoch kommt es nur in B-
Zellen zu Ig-Umlagerungen und nur in T-Zellen zu TCR-Rekombinationen; zudem ist die
Abfolge der einzelnen V(D)J-Umlagerungen im Laufe der Lymphozyten-Differenzierung
streng reguliert: Dy-Jy- erfolgt vor DJy-Vyu-Verkniipfung, IgH Umlagerung vor Umlagerung
der Leichtketten-Loci (siehe auch Kapitel 1.3 und Abb. 5) (Yancopoulos and Alt, 1986). Die
Beschrinkung der RAG-vermittelten Rekombinationsprozesse auf Lymphozyten kann durch
die Lymphozyten-spezifische Expression von RAG-1 und RAG-2 erklart werden (Oettinger,
1992). Der streng geordnete Ablauf der Rekombinationen in B- und T-Zellen muss jedoch
eine andere Erkldrung haben. Bereits Mitte der 80er Jahre wurde von Frederick W. Alt und
Kollegen die ,Accessibility“-Hypothese aufgestellt, nach der nur jene Segmente
rekombinieren, welche zu einem gegebenen Zeitpunkt fiir die Rekombinationsmaschinerie
zugénglich sind (Yancopoulos and Alt, 1985, 1986). Der Nachweis von Keimbahn-
Transkripten bestimmter Abschnitte kurz vor ihrer Rekombination, wie z.B. von Transkripten
nicht-rekombinierter Vi Segmente unmittelbar vor Vy-DJy Umlagerung, zeugt von einer
Offnung der Region kurz vor der Rekombination und stiitzt diese Hypothese (Yancopoulos
and Alt, 1985). Die Keimbahn-Transkripte scheinen nicht nur ein Nebeneffekt der gedffneten
Chromatinstruktur zu sein, sondern, durch die Kopplung von RNA II Polymerasen mit
Histonmethyltransferasen (HMTs), essentiell zur Etablierung euchromatischer Strukturen

beizutragen (Abarrategui and Krangel, 2009). Heute sind die epigenetische Regulation der
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V(D)J-Rekombination und die ,,Accessibility*“-Hypothese unbestritten (Degner-Leisso and
Feeney, 2010; Roth and Roth, 2000; Stanhope-Baker et al., 1996). Euchromatische
Histonmodifikationen wie Acetylierungen oder H3K4 und H3K79 Methylierungen (siche
Kapitel 1.1) finden sich nur in jenen Abschnitten, welche gerade rekombinieren (Degner-
Leisso and Feeney, 2010; Feeney, 2010; Xu and Feeney, 2009). Insbesondere Di- und
Trimethylierungen von H3K4 (H3K4me2 und H3K4me3) sind nur zur Zeit der jeweiligen
Rekombination im Bereich der V-, D-, und J- Segmente nachweisbar; H3K4me3 ist dariiber
hinaus direkt an der Bindung von RAG-2 beteiligt (Ji et al., 2010; Matthews et al., 2007;
Morshead et al., 2003). Wahrend die Regulation dieser Chromatinmodifikationen noch nicht
vollstindig geklart ist, sind zumindest einige beteiligte Faktoren bekannt (Degner-Leisso and
Feeney, 2010). So fiihrt das Signaling des pri-B-Zellrezeptors zur Offnung der Leichtketten-
Loci (Xu and Feeney, 2009), wihrend der Transkriptionsfaktor E2A iiber Rekrutierung von
HATs an der Chromatindffnung eines Abschnitts von Vk-Segmenten beteiligt ist (Goebel et
al., 2001; Massari et al., 1999; Romanow et al., 2000), und der Transkriptionsfaktor EBF
(early B-cell factor) iiber denselben Mechanismus zur Offnung des V;-Bereichs fiihrt
(Romanow et al., 2000). Die Chromatin-6ffnung alleine zieht jedoch nicht automatisch die
Rekombination der zugénglichen V-, D- oder J- Elemente nach sich. Es sind im Gegenteil
noch weitere Faktoren beteiligt, wie der fir die B-Zell-Differenzierung essentielle
Transkriptionsfaktor Pax5, in dessen Abwesenheit die Rekombinationseffizienz, trotz offenen
Chromatins, reduziert ist (Hesslein et al., 2003). Auch in Euchromatin kann nédmlich die
Zugénglichkeit von RSS durch einzelne Nucleosomen verbaut sein (Baumann et al., 2003),
und erst durch spezifische Chromatin-Remodelling-Komplexe, welche die Position von
Nucleosomen verdndern konnen, hergestellt werden.

Dariiber hinaus spielen auch hohergradige Chromatinstrukturen eine Rolle, darunter
Mechanismen wie Schleifenbildung oder die sogenannte Locus-Kontraktion, welche weit
entfernte Gensegmente einander néher bringt und so die Rekombination iiberhaupt ermoglicht
(Jhunjhunwala et al., 2008; Roldan et al., 2005; Sayegh et al., 2005). Der IgH-Locus
kontrahiert sich im Stadium der pro-B-Zelle zu einer Rosetten-artigen Struktur, wihrend die
Leichtketten-Loci erst im Stadium der kleinen pra-B-Zelle kontrahieren (Jhunjhunwala et al.,
2008; Roldan et al., 2005). Trotz dieser Erkenntnisse sind weiterhin viele Faktoren unbekannt.
Insbesondere sind neben einigen Enhancern (Asenbauer et al., 1999; Pinaud et al., 2011) nur
wenige cis-aktive Elemente beschrieben, welche die schrittweise Chromatinéffnung und
Rekombination der Ig-Loci regeln (Jhunjhunwala et al., 2009). Die Erforschung solcher cis-
aktiver regulatorischer FElemente innerhalb des Igh-Locus war das Kernthema der

Arbeitsgruppe von Prof. H.-G. Klobeck.
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1.5 Der humane Igi-Locus und bisher identifizierte regulatorische Elemente

Der Igh-Locus des Menschen erstreckt sich iiber 911 kb auf Chromosom 22 (22ql1.1-
22ql11.2). Am 5° Ende liegt der V,-Bereich mit 36 funktionellen V;-Genen sowie 34
Pseudogenen (Kawasaki et al., 1997). Diese konnen, basierend auf Sequenzhomologien, in
fiinf Gruppen (Clan 1 - Clan 5) eingeteilt werden (Kawasaki et al., 1997; Kirkham et al.,
1992). Die einzelnen V,-Segmente enthalten, wie alle V-, D- oder J-Gene, neben den
kodierenden Abschnitten, cis-aktive Elemente wie zugehorige Promotoren, Splei3stellen oder
RSS (Falkner and Zachau, 1984; Hesse et al., 1989; Kawasaki et al., 1997). Die Pseudogene
haben dieselbe Struktur wie funktionelle V,-Gene, beinhalten aber Mutationen welche z.B.
zur Verschiebung des Leserasters (frameshift) oder einem vorzeitigen Stop-Codon fiihren,
weswegen kein funktionelles Protein entstehen kann (Kawasaki et al., 1997). 14 kb
stromabwirts des letzten V;-Segments befinden sich 7 J;-C, Elemente, darunter jedoch nur 4
funktionelle, welche sich an der Rekombination beteiligen (Combriato and Klobeck, 1991;
Dariavach et al., 1987; Kawasaki et al., 1997; Vasicek and Leder, 1990).

Stromabwarts der letzten J,-C, Gene konnten von Prof. H.-G. Klobeck und seiner
Arbeitsgruppe mehrere regulatorische Elemente identifiziert werden, welche die Aktivierung
und Expression des Locus steuern (Asenbauer et al., 1999; Asenbauer and Klobeck, 1996).
Die von Hildegard Asenbauer im Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrte systematische
Suche nach DNase [ hypersensitiven Sites (HSS) stromabwérts des IgA-Locus ergab
insgesamt 7 verschiedene HSS. Diese wurden entsprechend ihrer Abfolge von 5° nach 3°

nummeriert und mit HSS 0 bis HSS 6 bezeichnet (siche Abb. 6).

HSS 11 HSS1/2 HSS 4 HSS 5
o % ubiquitéar — - - o
HSS 0 HSS 6
HSS 2/1 HSS 2/2
o I <«—— B-Zell spezifisch
, HSS 1/B HSS 3 ,
5 +i 3
3-C,7 1.1

Abb. 6: Die Lage der HSS stromabwairts des humanen IgA-Locus. 3‘ des letzten J,-C, Elements (grines
Kastchen) befinden sich HSS 0 bis HSS 6, deren Lokalisation eingezeichnet und deren Expression angegeben ist.
HSS 1 und HSS 2 wurden mittels in vivo Footprint Experimenten genauer kartiert — HSS 1/1 und 1/2 sind
ubiquitdr vorhandene Untereinheiten von HSS 1; HSS 1/B sowie HSS 2/1 und HSS 2/2 B-Zell spezifische
Untereinheiten von HSS 1 bzw. HSS 2.

HSS 0, HSS 4, HSS 5 und HSS 6 sind ubiquitdr und HSS 2 und HSS 3 B-Zell-spezifisch,
wihrend HSS 1 in B- und non-B-Zellen eine unterschiedliche Konfiguration zeigt (siche Abb.
6). Diese unterschiedliche Konfiguration konnte, genauso wie die Aufteilung von HSS 2 in
die Untereinheiten HSS 2/1 und HSS 2/2, erst durch in vivo-Footprint Experimente von Birthe
Friess und Priska Kraifler beschrieben werden (Friess, 2001; Kraifler, 2002). HSS 1/B, HSS 2



17

und HSS 3, die jeweils 6 kb, 9.8 kb und 13.3 kb flussabwiérts von C,7 liegen (Asenbauer and
Klobeck, 1996), bilden zusammen den IgA-Enhancer. HSS 3 entspricht dem bereits
beschriebenen gewebsspezifischen Igh-Enhancer HuE lambda (Blomberg et al., 1991). Dieser
wird in seiner Wirkung durch HSS 1 und HSS 2, welche alleine keine Enhancer-Effekte auf
den V,-Promotor besitzen, potenziert (Asenbauer et al., 1999). Reportergenversuche zeigten,
dass die synergistisch wirkenden Enhancer-Elemente HSS 1 bis 3 gemeinsam die
Transkription eines Reportergens um den Faktor 700 steigern konnen, womit der kombinierte
Igh-Enhancer zu den potentesten transkriptionellen Enhancern iiberhaupt gehort (Asenbauer
et al., 1999).

Neben der transkriptionellen Aktivierung spielt zumindest HSS 2 auch eine Rolle bei der
Chromatinéffnung des Igh-Locus (Kraifler, 2002). Wie die IgH- und Igk-Enhancer, deren
Deletion zu einem Ausbleiben der Rekombination im jeweiligen Locus fiihrt (Chen et al.,
1993; Takeda et al., 1993), kontrolliert auch der Igh-Enhancer die Zugénglichkeit des Locus
fiir die Rekombinations- und Transkriptionsmaschinerie und stellt damit auch eine LCR fiir
den IgA-Locus dar. Dabei scheint der Transkriptionsfaktor E47, welcher an HSS 2 bindet, die
Chromatindéffnung zu steuern (Kraifler, 2002; McMurry and Krangel, 2000). Zusammen mit
anderen TFs wie NFkB und Ikaros, die ebenfalls an HSS 2 binden (Combriato and Klobeck,
2002), tragt E47 zudem zur Steigerung der Enhancer-Aktivitdt von HSS 3 bei.
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Abb. 7: Die Funktion der HSS stromabwarts des IgA-Locus. Die HSS1-3 wirken als Enhancer auf den Igh-Locus
(griin dargestellt), HSS 4-6 als Insulator/Boundary, welche einen Ubergriff des Enhancers auf benachbarte Gene
verhindern (dunkelgrauer Balken). Hellgrau: Genloci (JC Region und stromabwarts gelegenes Gen).

Stromabwiérts des Igh-Enhancers liegen ein Pseudogen (Natrium-Glucose-Cotransporter-1-
like) und die funktionellen Gene GNAZ (guanine nucleotide binding protein, ein G-Protein),
und RTDRI1 (rhabdoid tumor deletion gene 1; ein Protein dessen Funktion bisher nicht
hinreichend geklért ist) (Magovcevic et al., 1995; Zhou et al., 2000). GNAZ und RTDR1
werden unabhingig von IgA exprimiert. Angesichts des starken IgA-Enhancers miissten diese

stromabwirts gelegenen Gene vor dessen Einfluss geschiitzt werden. Diese Funktion erfiillen
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drei ubiquitdre DNase I hypersensitive Sites flussabwirts von HSS 3. Die HSS 4, HSS 5 und
HSS 6, welche 32.1 kb, 33.3 kb und 36.7 kb stromabwarts von C,7 lokalisiert sind, zeigen
weder Promotor- noch Enhancer-Funktion (Svoboda, 1999). Stattdessen fiihren sie in
transienten Transfektionsstudien zur Abnahme der Reportergenexpression auf ein Drittel des
Ausgangswertes, was mit Silencer- oder mit Enhancer-blockierenden Funktionen vereinbar
wire (Svoboda, 1999). Damit konnten diese HSS ein Insulator/Boundary Element darstellen,
welches den Igh-Locus funktionell von benachbarten Genen abgrenzt. Im Rahmen seiner
Dissertation in der Arbeitsgruppe von Prof. H.-G. Klobeck konnte Sebastian Nagel in vitro
die Bindung von CTCF an HSS 6 nachweisen (Nagel, 2009), wahrend Antonia Regnier in
ihrer Dissertation Enhancer-blockierende und auch Barriere-Funktionen fiir HSS 5 und HSS 6
zeigte. Diese Befunde bestitigen die Hypothese, dass es sich bei diesen HSS um die 3°
Grenze des Igh-Locus handelt (Regnier, 2011) (siche Abb. 7).

1.6 Aufgabenstellung der Arbeit

Nach der Kartierung und Charakterisierung der regulatorischen Elemente 3¢ des Igh-Locus
durch die Arbeitsgruppe von Prof. H.-G. Klobeck, war es Ziel dieser Dissertation, den 44 kb
langen Bereich 5° von IgA auf potenzielle cis-aktive regulatorische Elemente zu untersuchen.
Neben moglichen Enhancern mit Einfluss auf Igh oder benachbarte Gene, wiren in diesem
Bereich u.a. Insulatoren oder Boundaries zu erwarten, welche den Igh-Locus funktionell nach
5¢ abgrenzen, um benachbarte Gene vor dem Einfluss der Igh-Enhancer oder auch den Locus
selber vor der Ausbreitung angrenzenden Heterochromatins zu schiitzen.

Der Bereich zwischen Vg7, dem am weitesten 5° gelegenen V;-Gen, und dem
stromaufwirts gelegenen TOP3B-Locus sollte zu diesem Zwecke systematisch nach DNase [
hypersensitiven Sites abgesucht werden. Dazu sollten Restriktionsfragmente definiert und
passende DNA-Sonden generiert werden, welche anschlieBend zur Suche nach HSS
eingesetzt werden sollten. Fiir die limitierten in vivo DNase I Spaltungen standen B- und non-
B-Zelllinien zur Verfiigung. Nach Identifikation und Kartierung von HSS sollten diese
funktionell untersucht werden, wobei das Augenmerk v.a. auf potentielle EB-Elemente und
Boundaries gerichtet war. Die Analyse der HSS auf entsprechende EB- oder Barriere-
Funktionen sollte mittels funktioneller Colony-Forming Assays erfolgen, mit dem letztlichen
Ziel, die funktionelle 5° Grenze des humanen IgA-Locus zu definieren und zu

charakterisieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerite

GeneAmp PCR system 2700

Casy-1 Cell Counter und Analyzer System
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Photo Scanner HP ScanJet G4010
Rontgenfilmentwickler Curix 60

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Blotpapier 3MM CHR Paper
Blotpapier GB 004 Gel Blotting Paper
Blotmembran Biodyne B / Plus Membrane
Casy Ton — isotone Salzlosung
Cellstar Rohrchen, Polypropylen, steril
Cellstar Gewebekulturflaschen, steril
Cellstar Gewebekulturschalen, steril
Gewebekulturplatten, 24 well, steril
Pipettenspitzen Biosphere Filter Tips, steril
Pipettenspitzen Multi-Guard, steril
Pipettenspitzen Multi, steril
Quick Spin Columns

for radiolabeled DNA purification
Reaktionsgefafle, 1.5ml
Rohren, Polypropylen(15ml, 50ml)
Medizinischer Rontgenfilm Super RX

2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien
Ampicillin

DMEM High Glucose - Medium

dNTPs (Deoxynucleoside-Triphosphate-Set)
Ethanol

Fetal Bovine Serum (FBS)

G-418 Sulphate

Isopropanol

L-a-Lysolecithin Type V

Methylenblau

Methanol

Nanofectin

Nanofectin Diluent
Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 —Medium

Phenol

Applied Biosystems, Weiterstadt
Schérfe System, Reutlingen
peqLab Biotechnologie, Erlangen
Hewlett-Packard GmbH, Boblingen
Agfa, Belgien

Whatman, Dassel

Whatman, Dassel

Pall Gelman Laboratory, USA
Schérfe System, Reutlingen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Indianapolis, USA

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Fuji Film, Japan

Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
PAA, Pasching, Osterreich
c.c.pro, Heidelberg

Roth, Karlsruhe



20

alle weiteren Chemikalien

2.1.4 Radiochemikalien
[a->*P] dCTP

2.1.5 Enzyme

Acc 651

Accutase

Alkaline Phosphatase, shrimp

DNase I

M-MLYV Reverse Transkriptase

Pfu-DNA-Polymerase

Proteinase K

Restriktionsendonukleasen:
BamH I, Bgl II, Eco RI, Hind III
Pvu II, Sac I, Sal I

RNase

Taq-DNA-Polymerase

T4-Polynukleotid-Kinase

T4-DNA-Ligase

2.1.6 Kits

JETSTAR Plasmid Purification Kit
Prime-It II Random Primer Labeling Kit
PCR DNA and Gel Band Purification kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

RNeasy total RNA Kit

2.1.7 DNA

2.1.7.1 Langenstandards

DNA Molecular Weight Marker X
DNA Molecular Weight Marker XVI
DNA Molecular Weight Marker XVII
2.1.7.2 Vektoren

pBlueskript Sk-
pSV40Pneo und pSV40EPneo

2.1.7.3 Oligonukleotide
PCR-Primer

Merck, Darmstadt

Hartmann Analytic, Braunschweig

Promega GmbH, Mannheim
PAA, Pasching, Osterreich
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm

Promega GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Genomed, Bad Oeynhausen
Stratagene, Cedar Creek, USA
GE Healthcare, USA
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim

Stratagene, Cedar Creek, USA

Klonierung durch Antonia Regnier

(Regnier, 2011)

Eurofins MWG/ Operon (Ebersberg)
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2.1.8 Bakterien
XL1-Blue Competent Cells Agilent Technologies, Waldbronn

2.1.9 Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Referenz

BJAB humanes B-Zell Lymphom (Menezes et al., 1975)
HeLa humanes Zervix-Karzinom (Scherer et al., 1953)
HeLa Kyoto humanes Zervix-Karzinom (Simpson et al., 2007)
HL 60 humane akute myeloische Leukdmie (Dalton et al., 1988)
MOLT-4 humane T-Zell Leukdmie (Minowada et al., 1972)
MN 60 humane B-Zell Leukdmie (Roos et al., 1982)
REH humane pra-B-Zell Leukdmie (Rosenfeld et al., 1977)

Tab. 1: Ubersicht iiber alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien.

2.1.10 Computerprogramme

Accelrys Gene 2.0 Accelrys Software Inc., USA
Adobe Acrobat 9 Pro Adobe Systems Inc., USA
CorelDraw Graphics Suite X4 Corel Corporation Inc., Kanada
EndNote X4 Thompson Reuters, USA
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation Inc., USA
Microsoft PowerPoint 2010 Microsoft Corporation Inc., USA
Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation Inc., USA

2.1.11 Datenbanken
Blast (basic local alignment search tool)-Suche http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
CTCF-binding site database http://insulatordb.uthsc.edu

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 92% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Die in Kapitel 2.1.9 genannten
Zelllinien waren bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden. Die in Suspensionskultur
wachsenden myeloischen bzw. lymphatischen Zelllinien BJAB, HL 60, MN 60 und MOLT-
wurden in RPMI 1640 Medium, 15% FBS und 4mM Glutamin (Wachstumsmedium) in
Zellkulturflaschen kultiviert. Bei Erreichen einer Konzentration von 10° Zellen/ml wurden die
Zellen im Verhéltnis 1:2 bis 1.3 durch Zugabe frischen Wachstumsmediums verdiinnt. HeLa,
eine adhdrent wachsende Zellline, wurde in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
High Glucose (mit L-Glutamin und Natriumpyruvat), 10% FBS und 1%

Penicillin/Streptomycin  (Wachstumsmedium) in Zellkulturschalen kultiviert und bei
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Erreichen einer Konfluenz von 80% gesplittet. Nach Absaugen des Mediums, Spiilen mit PBS
und S-miniitiger Inkubation mit Accutase bei 37°C, wurden die Zellen in DMEM
aufgenommen und zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in DMEM-
Wachstumsmedium resuspendiert. Fiir Zellzdhlungen wurde der CasyCounter verwendet. Zur
Selektion transfizierter HelLa-Zellen wurde dem {iblichen HeLa-Wachstumsmedium 400

pg/ml G418 Sulfat zugesetzt.

PBS
8 g/l NaCl
0,2¢g/1 KCI

2,1 gl NaHPO4x12H,0
0,2g/1 KHyPO,

HelLa-Wachstumsmedium

DMEM High Glucose mit L-Glutamine und Natriumpyruvat
10% FBS

1%  Penicillin/Streptomycin

zur Selektion: 400 pg/ml G418 Sulfat

Medium fiir myeloische/ lymphatische Zelllinien
RPMI 1640

15% FBS

4mM Glutamin

2.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden
Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden in sterilen GefdBen nach Sambrook
(Sambrook, 1989), bei Raumtemperatur (RT) oder auf Eis durchgefiihrt, sofern nicht anders

angegeben.

2.2.3 DNA- Extraktion aus eukaryotischen Zelllinien

Genomische DNA der Zelllinien MN 60 und BJAB wurde nach der Phenol-Chloroform
Methode extrahiert (Chomczynski and Sacchi, 1987). Die Zellsuspension wurde 10 min bei
1100 rpm zentrifugiert, das Medium abgesaugt, die Zellen in PBS gewaschen und abermals
pelletiert, bevor sie in Proteinase K Puffer resuspendiert (1 ml je 10® Zellen) und iiber Nacht
bei 50°C inkubiert wurden; dabei fiihrt das Detergens SDS zur Zelllyse und Proteinase K zum
Proteinabbau. Phenol, was Proteine in seiner Phase 10st, wurde im Verhiltnis 1:1 zugegeben,
die Suspension vermischt und 10 min zentrifugiert. Die obere wissrige Phase (welche die
DNA enthilt) wurde abgezogen, in ein neues Gefdl iiberfiihrt, mit Chloroform im Verhiltnis
1:1 vermischt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und der letzte Schritt ab der

Zugabe von Chloroform wiederholt, bevor 0,1 x Volumen 2.5M Na-Acetat und 2,5 x
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Volumen Ethanol zugegeben wurden, was auf -20°C die DNA prézipitieren ldsst. Nach
abermaligem Zentrifugieren wurde das DNA-Pellet getrocknet und in TE-Puffer geldst.

Proteinase K-Puffer
100 mM NaCl

10 mM Tris HCI, pH 8.0
50 mM EDTA, pH 8.0
0.5% SDS

20pg/ml RNase A
0.1 mg/ml  Proteinase K

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA

2.2.4 RNA- Extraktion aus eukaryotischen Zelllinien und reverse Transkription
Gesamt-RNA aus jeweils 107 Zellen der Zelllinien MN 60, BJAB, REH, MOLT und HL 60
wurde mithilfe des RNeasy total RNA Kits (Qiagen), welches auf der reversiblen Bindung
von RNA an Silicamembranen beruht, entsprechend den Anweisungen des Herstellers isoliert.
Die RNA wurde in 60ul RNase-freiem (DEPC-behandeltem) H,O eluiert; die resultierende
Konzentration wurde spectrophotometrisch gemessen.

Zur Generierung von cDNA wurde die RNA revers transkribiert. Durch Einsatz von Oligo-dT
Primern, welche an den Poly-A Schwanz der mRNAs binden, wurde spezifisch mRNA revers
transkribiert. 1pg RNA und 3pl der Oligo-dT Primer wurden vermischt und 10 min bei 65°C
erhitzt. Nach Kiihlung auf Eis wurden 10 mM dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 20 U
RNasin und 200 U M-MLV Reverse Transkriptase mit zugehorigen Puffer zugegeben und 60
min bei 43°C inkubiert.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der in vitro
Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen (Mullis et al., 1986; Mullis and Faloona, 1987;
Saiki et al., 1988). Ein Reaktionszyklus besteht aus (1) thermischer Denaturierung eines
DNA-Doppelstrangs zu FEinzelstringen, (2) Anlagerung spezifischer Oligonukleotide
(Primer), deren Sequenzen komplementir zu den Enden des zu amplifizierenden Bereichs
sind, und (3) Verldngerung dieser Primer zu einem DNA-Doppelstrang durch eine
thermostabile DNA-abhidngige DNA-Polymerase. Durch die Verdopplung der gewiinschten
DNA-Fragmente pro Zyklus verlduft die Amplifikation exponentiell. Neben der Matrizen-
DNA, den Primern und der DNA-Polymerase werden auch Nukleotide sowie der DNA-

Polymerase-Puffer benotigt; die Zusammensetzung eins Reaktionsansatzes ist aufgefiihrt.
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Standard PCR-Reaktionsansatz (50ul)
25ul 2x PCR-Puffer

I ul Primer 1 (50 uM Losung)

I ul Primer 2 (50 uM Losung)

I ul Matrizen-DNA (~200pg)

0,5 ul  Tag-Polymerase (2,5 U)
21,5 ul dest. H,0

10x PCR Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 9.0
15 mM MgCl,

500 mM KCl

1% Triton X-100

je 100 mM  dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Die PCR wurde zur Herstellung der DNA-Sonden RE 01 - RE 16, zur Generierung der
Konstrukte fiir die Colony Forming Assays, sowie im Sinne einer RT-PCR (Reverse
Transkriptase-PCR) zur Genexpressionsanalyse (TOPO, PRAMEL, GAPDH) eingesetzt. Alle
verwendeten Primer sind Tab. 2 zu entnehmen.

Die Matrizen-DNA zur ersten Generierung der DNA-Sonden RE 01- RE 16 war genomische
DNA der Zelllinie MN 60 oder BJAB. Nach Klonierung dieser Sequenzen in pBlueskript Sk-
dienten die jeweiligen Plasmide als Matrize. Im Rahmen der RT-PCR von TOPO, PRAMEL

und GAPDH wurde Gesamt-cDNA verschiedener Zelllinien als Matrize verwendet.

Primer Sequenz (5¢ nach 3¢)

RE 01-1 CCCCGAATTCCTCACCGTCTTGGTT

RE 01-2 CCCCGGTACCATTCTATTTGCATC

RE 02-1 CCCCGGTACCTGGTTAGTGAGGAAACT
RE 02-2 CCCCGAATTCGTAAGTGAGATTGGT

RE 03-1 CCCCGGTACCCAAGGGCCCAGG

RE 03-2 CCCCGAATTCTGCCCCAGACAGGTGGGT
RE 04-1 GGAGGGAATTCAAAGATAG

RE 04-2 CCCCGGTACCGAGACAAAATGAAGAC
RE 05-1 CCCCGAATTCAACTCCTGATTCCAAACC
RE 05-2 CCCCGGTACCTCTGACCAAGAACACTTC
RE 06-1 CCCCGGTACCTATACAGGAAGGAAAGGC
RE 06-2 CCCCGAATTCCTTTATGACTAGCTC

RE 07-1 CCCCGAATTCTGAAGGTTCCTGTATCAC
RE 07-2 CCCCGGTACCAGCTCAGTTCTTGCTGGA
RE 08-1 CCCCGAATTCCCTGACCTGCTTTGGC

RE 08-2 CCCCGGTACCATCTCCAGTGCCTGCCT
RE 09-1 CCCCGAATTCGATAGTGTGGGAGAGAGGTG
RE 09-2 CCCCGTCGACATGACTCCTTTGGCAAAGC

RE 10-1 CCCCGAATTCGCCCTATCAAAACTCTAAGAGC




25

RE 10-2
RE 11-1
RE 11-2
RE 12-1
RE 12-2
RE 13-1
RE 13-2
RE 13-3
RE 13-4
RE 14-1
RE 14-2
RE 14-3
RE 14-4
RE 14-5
RE 14-6
RE 14-7
RE 15-1
RE 15-2
RE 15-3
RE 15-4
RE 16-1
RE 16-2
13376MM1
13377MM1
3’IgL-3
3’IgL-4
3’IgL-5
3’IgL-6
TOPO-1
TOPO-2
TOPO-3
TOPO-4
TOPO-5
TOPO-6
GAPDH-1
GAPDH-2
GAPDH-3
GAPDH-4
PRAMEL-1
PRAMEL-2
PRAMEL-3
PRAMEL-4

CCCCGTCGACAGCCTGTCTCTGTAGTTCAC
CCCCGAATTCCTCCCCCATTCCCAATTTC
CCCCGTCGACGCACCCTTCATGCAAATCAC
CCCCGAATTCGAAGCACCAAGCCAAGATAG
CCCCGTCGACAAATGGAGAGTCATGGAACC
TCAGAGATCTTCCAAATATATTTTACACAG
AGCTAAGCTTGTTCCCGGGGCGGCTA
GGATCCAGCTCCGGTCCTT
CTTAATTTTAGAATTCATCTTCCA
AGCTAGATCTGCGTGCAGAATGCATACTG
AGCTGGATCCGAGTCCCAATAGGGAGACAC
CCCCAGATCTCTCTGACCAAGAACACTTC
AGCTACGCGTGCGTGCAGAATGCATACTG
AGCTGCGCGCGAGTCCCAATAGGGAGACAC
CCCCGCGCGCCTCTGACCAAGAACACTTC
AGCTGGATCCTCAGGTCCTTCCTAGGGCT
AGCTAAGATCTGAACGTGTATGAGAGACACC
AGATCGGATCCGCTGACAGTTGCAGGTATTTC
AGCTAACGCGTGAACGTGTATGAGAGACACC
AGATCGCGCGCTGACAGTTGCAGGTATTTC
AGCTGAATTCCTATTACTCCTATGCTATGC
AGCTGTCGACAATCAAGGGGACAGATTTTC
TGAGGCCTGGGTTGATGAAGAATTCTGAGTGGTCAGCTC
CCTGGGCCTAGATGAGGAATTCCACTGTTGGTCTGCTGC
AGCTGGTACCCATGAGGGTGTGGAAG
AGCTGAATTCGGGACTGAAGACTTGGGAAC
GAGTGAGTTATTGGTCTCACAG
CAACAGAGGTTCTTGCCTG
GCCATGACTGCAAGTACCTG
AGGACCAGCTCGAAGTCATC
GTGTTCAAGAGGAAGTTCCAC
TGTTGAAGTCCACATCAAGC
AGTGCGTGGAATGTGAGAG
ATAGTTTGAAGTGCCATGAGG
CCCCGGATCCGAGCCACATCGCTCAGACAC
CCCCGGATCCTGGGGCTGGTGGTCCAGGGG
CGTGGAAGGACTCATGACCA
TCCGACGCCTGCTTCACCAC
TGGGGTGAGACCCTTAATG
CGGCCATCTTCTCAATGTG
ACCATCAGCAGTCAAGGCAG
AGATGCAGCAGTCAACTGGG

Tab. 2: Ubersicht iiber die Sequenzen aller im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.
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Ein PCR-Programm besteht klassischerweise aus 3 Phasen: initiale Denaturierungsphase (I),
eigentliche DNA-Amplifikationsphase (II) mit ca. 30 Zyklen aus Denaturierung (1),
Annealing (2) und Primerextension (3), sowie terminale Extensionsphase (III). Die
Denaturierung erfolgte bei 94°C, die Primerextension bei 72°C wihrend die Annealing-
Temperatur den jeweiligen Primarpaaren angepasst wurde. Der Erfolg der PCR wurde stets

durch Gelelektrophoresen der PCR-Produkte verifiziert (siche Kapitel 2.2.6).

Phase Zeit Temperatur (°C)
I 2 min 94
11 20 sec 94
20 sec 50-65
1 min 72
I 7 min 72
© 4

Tab. 3: Ubersicht tiber die drei Abschnitte der PCR. In Phase | erfolgt (iber die initiale Denaturierung, in Phase
Il die Amplifikation mit Denaturierung, Annealing und Primer-Extension, um schlieRlich in Phase Ill die
terminale Extensionsphase.

2.2.6 Gelelektrophorese

In einem Agarosegel konnen DNA-Fragmente durch ein elektrisches Feld entsprechend ihrer
GroBe aufgetrennt werden. Neben der negativen Ladung der DNA, welche die Wanderung zur
Anode bedingt, tragt die Gelstruktur zur Auftrennung nach der GroBe bei, indem sie groflere
Fragmente stirker bremst als kleinere. Durch die Zugabe des DNA-Interkalans
Ethidiumbromid, welches in UV-Licht (Wellenldnge 254 nm) fluoresziert, lassen sich DNA-
Fragmente unter UV-Bestrahlung detektieren. Zur Bestimmung der Fragmentgrofe dienen
Langenstandards mit DNA-Molekiilen bekannter GroBe, sogenannte Marker, die neben den
DNA-Proben auf das Gel aufgetragen werden.

Je nach GroB3e der DNA-Molekiile wurden unterschiedliche Agarosekonzentration verwendet,
die Standardkonzentration war 1%. Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht, in Gelschlitten
gegossen und in Elektrophoresekammern mit TAE-Laufpuffer gesetzt. Die DNA Proben
wurden mit 0,1 x Volumen Auftragspuffer, welcher u.a. Bromphenolblau enthidlt (ein
Farbstoff, der mit der DNA ko-migriert) versetzt, in die Gelkammern pipettiert und an eine
Spannung von 80-100 Volt angeschlossen. Nach Beendigung der elektrophoretischen
Auftrennung wurden die Gele unter UV-Licht fotografisch dokumentiert.

Gelelektrophoresen wurden zur Analyse von PCR-Produkten, zur Auftrennung von DNA-
Molekiilen mit anschlieBendem Blotten auf Membranen fiir Southern Hybridisierungen oder

zur Isolierung von DNA-Fragmenten durchgefiihrt.
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TAE-Puffer (Laufpuffer fiir Agarosegele)
400 mM Tris

200 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
20 ml/1 CH;COOH, pH 7.4

0,5 mg/1 Ethidiumbromid

10x Auftragspuffer fiir Agarosegele

50 mM EDTA
50 % Saccharose
0,1 % Bromphenolblau

2.2.7 Isolierung und Reinigung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten nach gelelektrophoretischer Auftrennung wurden die
Fragmente unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA-
Extraktion erfolgte mithilfe des QIAquick Gel Extraktion Kit, entsprechend dem Protokoll
des Herstellers. Diese Methode beruht auf der reversiblen Bindung von DNA an Silica-
Membranen (Vogelstein and Gillespie, 1979): in einem Hochsalzpuffer geldst, bindet die
DNA an die Silica-Membran der Sdulchen, und wird durch einen Niedrigsalzpuffer (TE-

Puffer) wieder von der Membran eluiert.

2.2.8 Klonierung

Die Klonierung ist eine Methode zur Vervielfiltigung von DNA in Plasmidform mithilfe von
Bakterien. Die gewiinschte DNA-Sequenz muss hierzu in ein Plasmid integriert werden, dies
geschieht bei der sticky-end Methode durch Spaltung der DNA und des Vektors mit
denselben Restriktionsenzymen und anschlieBendes Verkniipfen von DNA und Plasmid durch
eine Ligase. Das resultierende Plasmid wird mittels Transformation von Bakterien

aufgenommen, und von diesen vervielfaltigt.

2.2.8.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen und DNA- Ligation

Zum Restriktionsverdau wurde 1 pg DNA mit 10 U der entsprechenden Restriktions-
endonuklease in der zugehorigen Pufferlosung 1 Std. bei 37 °C inkubiert. Bei Spaltung mit
zwel Enzymen wurden diese zeitgleich eingesetzt, falls derselbe Puffer bendtigt wurde, oder
in zwei aufeinanderfolgenden Schritten bei unterschiedlichen Puffern, wobei zuerst der
Niedrigsalz-Puffer zum Einsatz kam. Plasmide und Inserts wurden nach den gleichen
Bedingungen gespalten. Bei Klonierungen mit nur einem Restriktionsenzym wurde die
Plasmid-DNA nach Restriktionsverdau und Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms (10
min bei 65°C) mit 5U Alkaline Shrimp Phosphatase (in zugehdrigem Puffer)
dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern. Nach 1 Std Inkubation bei
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37°C und erneuter Hitzeinaktivierung wurde die DNA gelelektrophoretisch von den kurzen
endstdndigen Spaltprodukten getrennt. Nach Gelextraktion der DNA-Fragmente wurde deren
Konzentration mithilfe des NanoDrop ND-1000 Spectrophotometers gemessen. Zur Ligation
wurden Insert und Vektor in einem molaren Verhéltnis von 3:1 eingesetzt, wobei die Menge
eingesetzten Vektors etwa 100 ng betragen, die DNA-Gesamtkonzentration jedoch unter 10
ng/ul bleiben sollte. Zusammen mit 0,5 U T4-DNA-Ligase im zugehorigen Ligasepuffer

wurde der Ligationsansatz iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.8.2 Transformation kompetenter Bakterien

Zur Transformation von Plasmiden wurden kompetente Bakterien des E. coli Stammes XL 1
blue verwendet. Von einem Ligationsansatz wurden 10 pl, bei einer Re-Transformation 1 pl
einer 100-fach verdiinnten Plasmid-DNA mit jeweils 60 pl kompetenten Bakterien auf Eis
vermengt. Nach 30 min Inkubation und einem 45 sec langen Hitzeschock bei 42°C folgte eine
erneute 3-miniitige Inkubation auf Eis. Diese Temperatur-bedingte Stresssituation flihrt zu
einer vorriibergehenden Erhohung der Bakterien-Permeabilitdt und so zur Aufnahme von
Plasmiden (Hanahan, 1983). Die Bakterien wurden anschlieBend in 1 ml LB-Medium fiir 60
min bei 37°C inkubiert (Zeit in der sie die Antibiotikaresistenz ausbilden), zentrifugiert, in
100 ul des Uberstandes resuspendiert und auf LB-Ampicillin Agarplatten, welche allein das
Wachstum transformierter Bakterien mit Ampicillin-Resistenz erlauben, ausplattiert. Bei Re-
Transformationen wurden 50 ul der unkonzentrierten Bakteriensuspension ausplattiert. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden am Folgetag einzelne Kolonien mit einer sterilen
Impf6se gepickt, in jeweils 5 ml LB-Ampicillin Medium angeimpft, und 24 Stunden bei 37°C
und 190 rpm inkubiert.

LB-Medium

5¢g/l NacCl

10 g/l Trypton
5¢g/l Hefeextrakt

zur Selektion: 100 mg/l Ampicillin

Agarplatten
NaCl, Trypton, Hefeextrakt wie LB-Medium, zusitzlich:
13 g/l Agar

150 mg/1 Ampicillin

2.2.8.3 Isolierung der Plasmide
Plasmide aus Bakterienkulturen wurden mithilfe des JETSTAR Plasmid Purification Kits
nach einem vereinfachten Protokoll isoliert. Dazu wurden 2 ml der Suspension pelletiert und

mit 3 verschiedenen Pufferlosungen, entsprechend des Herstellerprotokolls, vermischt und
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zentrifugiert. Der wissrige Uberstand mit dem geldsten Plasmid wurde abgezogen und mit 1
Vol Isopropanol gemischt, was zur DNA-Prizipitation fiihrt. Das Prazipitat wurde pelletiert
und in 100 pl TE-Puffer aufgenommen. Zur Erfolgskontrolle der Klonierung wurden
Restriktionsspaltungen mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt; positive Plasmide
wurden zum Sequenzieren zu Eurofins MWG/Operon (Ebersberg) eingesendet.

Zum Erhalt einer groBeren Menge eines Plasmids wurden 100 ml Ampicillin-haltiges
(100pug/ml) LB-Medium mit 0,5 ml Suspension der Vorkultur inokuliert, bei 37°C und 190
rpm iiber Nacht inkubiert und am Folgetag, nach Einfrieren von 3,6 ml der Kultur mit 400 pl
10x HMFM-Einfriermedium bei -85°C, abzentrifugiert (15 min bei 4000 rpm). Die Plasmide
wurden mit dem JETSTAR Plasmid Purification Kit oder dem QIAGEN Plasmid Kit
entsprechend der Herstellerprotokolle isoliert und in 2 ml TE-Puffer resuspendiert. Die DNA-

Konzentration wurde mit dem NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer ermittelt.

10x HMFM-Einfriermedium

63 g/l K>HPO4

4,5 g/l Natriumcitrat
0,9 g/1 MgSO4x7H,O
9 g/ 1 (N H4) 2804

18 g/l KH,PO4

414 ml/l Glyzerin

2.2.9 In vitro Mutagenese

Eine Abwandlung der klassischen PCR diente zur in vitro Mutagenese der CTCF-Konsensus-
sequenz. Die Methode umfasst zwei konsekutive PCR-Reaktionem im selben Reaktionsgefal,
wobei das PCR-Produkt der ersten PCR als Primer (sog. Megaprimer) fiir die zweite PCR
dient (Ekici et al., 1997). Fiir die zu mutierende Stelle wird ein Mutationsprimer gewahlt, der
die mutierte Sequenz in der Mitte und beidseits davon dem Ausgangsfragment entsprechende
Komplementdrseqeunzen enthilt. Im ersten PCR-Zyklus generieren Mutationsprimer und ein
3¢ Primer ein Teilfragment von der Mutationsstelle bis zum 3’Ende. Dieses dient als 3¢ Primer
der zweiten PCR, in welcher mit dem zugegebenen 5° Primer das mutierte Gesamtfragment
entsteht, welches, wie andere PCR-Produkte, isoliert, gespalten und kloniert wurde (siehe
Kapitel 2.2.6 bis 2.2.8). Fiir letzteres enthalten die 5° und 3° Primer an ihren Enden
Restriktionsenzymschnittstellen. Die Puffer, PCR-Ansétze und -Bedingungen sind aufgelistet.

2x Pfu —PCR-Puffer

200 ul 10xPCR Puffer (Promega)

je4ul 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
784 ul dest. H,O
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Primer-Mix (Mutationsprimer und 3’Primer):

2 ul Mutations-Primer (50 uM)
I ul 3’Primer (50 uM)
17 ul dest. H,O

1. PCR (Herstellung des Megaprimers):

12,5ul 2x Pfu-PCR-Puffer

I ul Template-Plasmid (100 ng)

I ul Primer-Mix (5 pMol Mutationsprimer, 2,5 pMol 3‘Primer)
I ul Pfu-Polymerase (2,5 U)

9,5 ul dest. H,O

PCR-Zyklusbedingungen: 2 min a 94°C, 15 x (20s a 94°C — 20s a4 50°C — 1min a 68°C)

2. PCR (Amplifikation mit Megaprimer und 5’Primer):

25ul Gesamtansatz der 1.PCR
12,5 ul 2x Pfu-PCR-Puffer

I ul 5’ Primer (50uM)

I ul Pfu-Polymerase (2,5 U)
10,5 ul dest. H,O

PCR-Zyklusbedingungen: 2 min a 94°C, 15 x (20s a 94°C — 20s 4 60°C — 1min a 68°C)

2.2.10 DNase I - Hypersensitivitits Assays

Bei in situ DNase 1 Spaltungen werden lebende Zellen mit Lysolecithin permeabilisiert
(Miller et al., 1978, 1979) und mit DNase I behandelt, einer Nuclease, welche DNA je nach
Zuginglichkeit relativ unspezifisch schneidet: an besonders zugédnglichen Stellen, den DNase
I hypersensitiven Sites (HSS), wird die DNA héufiger geschnitten als unzugingliche
heterochromatisch verpackte DNA (Pfeifer and Riggs, 1991) (sieche Kap. 1.2 und 3.2.1).
Durch Nachspaltungen mit Restriktionsendonukleasen, gelelektrophoretische Auftrennung
und Blotting der Fragmente auf eine Nylonmembran und anschlieBende Hybridisierung der
Fragmente mit radioaktiv markierten DNA-Sonden (Southern Blot) lassen sich Aussagen iiber
die Lokalisation solcher HSS treffen. Genauere Erkldrungen zur Methode finden sich in

Kapitel 3.2.1.

2.2.10.1 In situ DNase I — Spaltungen

Folgende B- und non-B Zelllinien wurden partiellen DNase I Spaltungen unterzogen: MN 60,
REH, BJAB, MOLT-4 und HL 60. Jeweils 10® Zellen wurden bei 1100 rpm 10 min
abzentrifugiert und in 2 ml Puffer I suspendiert (Endkonzentration 10’ Zellen/ 250 pl). Zur
Permeabilisieurng der Zellmembran wurden 20 pl 5% Lysolecithin zugegeben
(Endkonzentration 0,05%) (Miller et al., 1979). Nach 2 min Inkubation (37°C) wurde die
Zellensuspension mit Puffer I auf 50 ml aufgefiillt, abzentrifugiert und das Pellet in 2 ml
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Puffer II aufgenommen. 20 pl DNase I (10U/ul) wurde mit 180 pl Puffer II auf 1U/pl
verdiinnt und auf Eis gelagert bevor nach u.g. Schema (sieche Tab. 4) eine Verdiinnungsreihe
aufsteigender DNase I Konzentrationen (DNase I — Losung (1U/ul) mit Puffer II) vorbereitet
wurde. 250 pl der Zellsuspension wurden zugegeben und 5 min bei 25 °C inkubiert, Zeit in

der die DNase I in den Zellkern diffundiert und die DNA in vivo spaltet.

# Zellen(nl) DNase I (1U/ul)  Puffer II (ul) Endkonz.DNasel (U)
0 250 - 50 0

1 250 1 49 1

2 250 2 48 2

3 250 5 45 5

4 250 7 43 4

5 250 10 40 10

6 250 20 30 20

Tab. 4: Verdiinnungsschema der DNase | Konzentration fiir die Versuche der limitierten DNase | Spaltung..

5 min nach Zugabe der DNase wurde die Reaktion durch 100 pl 4x STOP-L&sung beendet
und das Gemisch 1 Stunde bei 55°C inkubiert. Es folgte die DNA-Extraktion nach der
Phenol-Chloroform Methode (siehe Kap. 2.2.3), das resultierende Pellet wurde in 200 pl TE —
Puffer resuspendiert. Nach DNA-Konzentrationsmessung wurden 10 pl zur Kontrolle des

DNase [-Verdaus auf ein Testgel aufgetragen, der Rest bei -20°C tiefgefroren.

Puffer I

150 mM Saccharose

80 mM KCl

35 mM HEPES, pH 7.4
5 mM K,HPO,

5 mM MgCl,

0.5 mM CaCl,

Puffer II (50ml Puffer I + 25ul 1M CaCl,)
150 mM Saccharose

80 mM KCl

35 mM HEPES, pH 7.4
5 mM K,HPO,

5 mM MgCl,

1 mM CaCl,

4x STOP-Solution

80 mM EDTA, pH 8.0
4% SDS
2,4mg/ml  Proteinase K
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2.2.10.2 Restriktionsendonuklease - Spaltungen der DNase I - behandelten DNA

Die in situ DNase I verdaute DNA (siehe Kap. 2.2.10.1) wurde vor der gelelektrophoretischen
Auftrennung mit Restriktionsenzymen saturierend nachgespalten, um definierte
Fragmentldngen zu erhalten (siehe Kapitel 3.2.1.). 50 pg DNA wurden mit 10 ul der
jeweiligen Restriktionsendonuclease (ca. 100 U, jew. Eco RI, Acc 651, Hind III, Bam HI oder
Bgl 1), 10 pl des entsprechenden 10x Puffers und dest. H,O ad 100 pl angesetzt und 1 Std.
bei 37°C inkubiert, bevor sie fiir das spitere Southern Blotting gelelektrophoretisch

aufgetrennt wurde.

2.2.10.3 Southern Blot

Der Southern Blot ist ein Verfahren zum Nachweis einer bestimmten DNA-Sequenz mithilfe
spezifischer DNA-Sonden (Southern, 1975). Genomische DNA wird mit Restriktions-
enzymen verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran iibertragen (Blotting)
und, nach Denaturierung und Fixierung, mit einer z.B. radioaktiv markierten DNA-Sonde
hybridisiert (Denhardt, 1966). Deren Lokalisation, und somit die Lokalisation und Grof3e des

gesuchten DNA-Fragments, lassen sich mithilfe eines Rontgenfilms ermitteln.

2.2.10.4 Auftrennung der DNA-Fragmente und Southern-Transfer

Zur Auftrennung der DNA-Fragmente fiir Southern Blots wurden 1%-ige vertikale
Agarosegele der Grofle 15 x 25 x 0,5 cm gegossen, deren Ausmalle eine Auftrennung auch
groflerer DNA-Fragmente bis zu max. 20 000 bp ermdglichen. Pro Geltasche wurde der
gesamte Restriktionsenzym-Spaltansatz (100 pl), mit 10 pl Auftragspuffer, sowie im mittleren
Slot 10 pl des 1:100 verdiinnten DNA Molecular Weight Marker X (70-12200 bp),
aufgetragen; im Anschluss wurde die DNA wurde in TAE Laufpuffer (mit 50pg/ml
Ethidiumbromid) fiir 3-4 Std bei 70-80 Volt gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Mithilfe des Kapillar-Blotting Verfahrens wurde die DNA, nach photographischer
Dokumentation des Agarosegels unter UV-Licht, vom Gel auf eine Nylonmembran
iibertragen. Dazu wurde ein in Natronlauge (0,4 M NaOH) getranktes Whatman 3 MM Papier
so auf ein Tischchen in einer Plastikwanne gelegt, dass die liberstehenden Rénder seitlich in
die mit 11 Natronlauge gefiillte Plastikwanne ragen. Das Agarosegel wurde auf das feuchte 3
MM Papier gelegt und seitlich mit Saran-Folie versiegelt, um sicherzustellen dass der
Flissigkeitsstrom durch das Gel lauft, bevor eine befeuchtete Nyleonmembran (Biodyne B
Membrane) auf dem Gel positioniert wurde. Auf die Membran kamen ein benetztes 3 MM
Papier sowie viele Lagen gefalteten Zellstoffs, der zum Schluss mit einer Glasplatte und
einem Gewicht beschwert wurde, zu liegen. Durch diese Anordnung entsteht ein Sog, der die

Natronlauge aus der Wanne {iber das Gel und die Membran in den saugfdhigen Zellstoff zieht.
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Auch die DNA, durch die alkalische Losung zu Einzelstringen denaturiert, wird aus dem Gel
gelost und mitgetragen, bis sie an der positiv geladenen Nylonmembran gebunden wird.

Der Southern-Transfer lief iiber Nacht, bis die Natronlauge vollstdndig aufgesogen war. Zur
Neutralisierung wurde die Membran in 0.5 M Tris-Puffer (pH 7.0) geschwenkt und dann zur
kovalenten Bindung der DNA 3 Std. im Trockenofen bei 80°C gebacken.

2.2.10.5 Herstellung, radioaktive Markierung und Aufreinigung der DNA-Sonden

Die DNA-Sonden wurden mit der ,,Random-Primer Labeling* Methode radioaktiv markiert.
Diese basiert auf einer in vitro Primer-Extension mit Zufallsoligonukleotiden als Primern,
radioaktiv markierten Nukleotiden und der DNA-Sonde als Matrize (Feinberg and Vogelstein,
1983). Zunidchst wurden die DNA-Sonden per PCR, mit spezifischen Primern und dem
jeweiligen Plasmid als Matrize, amplifiziert und mit dem PCR Purification Kit isoliert. Nach
DNA-Konzentrationsmessung erfolgte die radioaktive Markierung mit dem Random Primer
Labeling Kit entsprechend dem Protokoll des Herstellers. Es wurden 25 ng der DNA-Sonde
eingesetzt; als radioaktives Nukleotid diente [a-*?P]-dCTP, ein mit dem B-Strahler Phosphor
32p markiertes Desoxyribonukleotid. Resultat dieser Art von Markierung sind verschieden
lange, radioaktiv markierte DNA-Fragmente, die den gesamten Bereich der urspriinglichen
DNA-Sonde abdecken. Diese Fragmente wurden mit ,,Quick Spin Columns for radiolabeled
DNA purification®, entsprechend den Instruktionen des Herstellers, von Uberresten radioaktiv
markierter Nukleotide gereinigt. Die radioaktive Gesamtaktivitit wurde als Zerfille pro
Minute (cpm = counts per minute) mit einem Szintillationszdhler gemessen, die spezifische

Aktivitit bezogen auf die eingesetzte DNA-Menge sollte bei etwa 10% cpm/ pg DNA liegen.

2.2.10.6 Hybridisierung der Membranen

Vor der Hybridisierung der Membranen erfolgen Vorwaschen und Préhybridisierung, um
unspezifische Bindungen der Nylonmembran abzusittigen. Danach folgen die eigentliche
Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Sonde und ein abschlieBender Waschschritt um
unspezifische Bindungen zu 16sen.

Zum Vorwaschen wurden die Membranen 2 x 30 min in Waschpuffer (4 x SSC, 1% SDS) bei
68°C geschwenkt; nach 30 min wurde die Waschlosung gewechselt. Die Prahybridisierung
erfolgte in Prahybridisierungspuffer (s.u.), wobei die darin enthaltene Lachs-DNA (zur
Absittigung unspezifischer DNA-Bindungen) 5 min zur Denaturierung aufgekocht wurde. Je
nach GroBe der Hybridisierungsrohren (100 oder 250 ml) wurden 100 bzw. 200 ml
Prahybridisierungspuffer vorbereitet und vorgewédrmt (68°C), wovon 5 bzw. 10 ml fiir die
spitere Hybridisierung abgenommen wurden. Pro Hybridisierungsrohre wurden max. 3

Membranen so eingerollt, dass die DNA-Seite nach innen zeigte und die Rollrichtung ein
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Eindringen des Puffers zwischen die Membranen ermoglichte. Nach Zugabe der
Prahybridisierungslosung wurden die Rohren 1 Std. bei 68°C im Hybridisierungsdrehofen
gerollt, Zeit in der die Sonden radioaktiv markiert wurden (siehe Kap.2.2.10.5).

Nach Messung der Radioaktivitit wurden die Sonden zu Einzelstringen denaturiert (5 min
kochen) und den 5 bzw. 10 ml der iibrigen Hybridisierungslosung zugegeben. Die
Endkonzentration an Aktivitit sollte bei 10° cpm/ml Hybridisierungslosung liegen. Nach
Verwerfen der Prihybridisierungslosung wurde die Hybridisierungslosung in die Rohren
gefiillt und iiber Nacht bei 68°C im Hybridisierungsrollofen inkubiert. Am Folgetag wurden
die Membranen zweifach bei RT mit 2 x SSC gespiilt, bevor sie bei 68°C in Spiillosung (2 x
SSC, 0.5% SDS) 4 x 30 min nachgewaschen wurden. Zum Schutz vor Austrocknung wurden

die Membranen in Saran-Folie verpackt und anschlieBend mit Rontgenfilmen exponiert.

20x SSC Losung
3iM NaCl
03 M NaCitrat

10x Denhardt Losung (Denhardt, 1966)

0.2% BSA (bovine serum albumine)
0.2% Ficoll

0.2% Poyvinylpyrrolidon

10 mM EDTA

Prahybridisierungspuffer

4x SSC Losung

Ix Denhardt Losung
1% SDS

0.1% Na-Diphosphat

50 pg/ml denaturierte Lachs-DNA

2.2.10.7 Exposition und Auswertung der Southern Blots

Zwei verschiedene Methoden dienten zur Dektektion der radioaktiven Sonden. Zur ersten
Abschitzung diente die Storage Phosphor Methode (Johnston et al., 1990), wobei Schirme mit
Kristallbeschichtung liber Nacht exponiert und am Folgetag die strahlenbedingte Veridnderung
der Kristalle mithilfe des Phosphorlmagers ausgelesen wurde. Diese Kristallschirme sind
wesentlich sensitiver als Rontgenfilme, haben jedoch eine geringere Auflosung, weswegen
alle Membranen, welche interpretierbare Ergebnisse lieferten, auch einer normalen
Autoradiographie unterzogen wurden. Dazu wurde die Membran mit einem Rontgenfilm und
Signal-intensivierenden Verstarkerfolien (Laskey and Mills, 1977) in einer Rontgenkassette

bei -70°C im Gefrierschrank 3-5 Wochen lichtgeschiitzt exponiert, bevor die Filme entwickelt
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wurden. Die Auswertung basierte auf Korrelationskurven zwischen der GroBe (in bp) der
DNA Fragmente und deren Position im Gel, welche mithilfe von Markerhybridisierungen
(siche Abb. 15C und Kap. 3.2.2.4) erstellt wurden. Zeigten die Filme mit zunehmender DNase
I Konzentration neu aufgetretene Banden, wurde der Abstand dieser Fragmente von der
Auftragestelle ausgemessen; anhand der Korrelationskurve wurde mit einer Genauigkeit von
ca. +/- 50 bp auf die Lange des Fragments und somit die Lokalisation der HSS geschlossen.
Die identifzierten HSS wurden in der Ubersicht des Ig A-Locus (Gene 2.0 Software, Accelrys)

eingetragen. Zu weiteren Auswertungsdetails siehe Kapitel 3.2.6.

2.2.10.8 Stripping der Southern Blot Membranen

Eine Membran kann in Verlauf mit unterschiedlichen DNA Sonden hybridisiert werden, wenn
die jeweils vorhergehende Sonde in einem Prozess namens ,,Stripping* abgelost wird. Hierzu
wurden die Membranen 30 min bei 45°C in Stripping Puffer (0,4 M NaOH, 0,1% SDS)
gewaschen und anschlie8end in 0,5 M Tris-Puffer (pH 7.0) neutralisiert.

2.2.11 Colony-Forming-Assay

Zur Untersuchung von Insulator/Boundary Funktionen der idenfizierten HSS wurde der von
Antonia Regnier etablierte Colony-Forming-Assay (CFA) eingesetzt (Regnier, 2011).

Dabei werden Zellen mit linearisierten Konstrukten, die in genomische DNA integrieren und
Chromatin-abhédngig exprimiert werden, transfiziert, und in Selektionsmedium kultiviert.
AnschlieBend wird die Anzahl der resultierenden Kolonien erfasst und quantitativ

ausgewertet. Eine eingehendere Beschreibung der Methode findet sich in Kap. 3.4.1.

Zeit Einzelne Schritte des Colony Forming Assays

Tag 1 Aussaat der Zellen in 24 well Platten

Tag 2 Transfektion

Tag 3 Ausplattierung und Beginn der Selektion

Tag 8 1. Mediumwechsel

Tag 13 2. Mediumwechsel

Tag 17 Ende des Colony Forming Assays, Anfarbung der Zellen
Tag 18 Auszidhlung und Auswertung

Tab. 5: Ubersicht iiber die einzelnen Schritte im Rahmen des Colony-Forming-Assays.

2.2.11.1 Herstellung und Linearisierung der Plasmide

Zur funktionellen Analyse der HSS auf Insulator/Boundary Funktion wurden verschiedene
Konstrukte basierend auf den Referenzvektoren pSV40Pneo und pSV40EPneo generiert
(Regnier, 2011) (siehe auch Kap. 3.4.2). Zur Uberpriifung einer Boundary Funktion wurden
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die HSS beidseits des Resistenzgens eingefiigt, zur Testung einer Insulator-Funktion zwischen

Enhancer und Promotor. Die resultierenden Konstrukte sind Kapitel 3.4.2 zu entnehmen.

2.2.11.2 Transfektion von Zellen

Die CFAs wurden mit HeLa Zellen durchgefiihrt; die verwendeten Plasmide wurden mit der
Restriktionsendonuklease Nde I linearisiert; als Transfectionsreagenz diente Nanofectin. Pro
well wurden 5 x 10* HeLa-Zellen in 1 ml Medium (in 24-well Platten) ausplattiert und am
Folgetag transfiziert, wobei jew. 0,5 pg linearisierte Plasmid-DNA mit 25 pl Nanofectin
Diluent und 1,6 pl Nanofectin Transfection Reagent mit 23,4 ul Diluent verdiinnt wurden.
Die beiden Suspensionen wurden vermischt und 15 min bei RT inkubiert, bevor sie auf die
Zellen getropft und iiber Nacht inkubiert wurden. Als Kontrolle wurde jew. ein well mit

Transfektionslosung ohne Plasmid-DNA transfiziert.

2.2.11.3 Ausplattierung und Selektion der transfizierten Zellen

Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit Accutase gelost und gezdhlt. Jeweils
1x10* Zellen wurden in 30 ml Selektionsmedium (HeLa Wachstumsmedium mit 400 pg/ ul
(G418 Sulfat, siche Kap. 2.2.1) in groBen Gewebekulturschalen (145 mm x 20 mm) ausgeséht
und im Brutschrank inkubiert. Alle 5 Tage (Tag 8 und 13; siche Tab. 5), wurde das Medium

gewechselt um eine konstante Konzentration von G418 sicherzustellen.

2.2.114 Anfirbung und Auswertung der Kolonien

Nach 14 Tagen wurden die CFAs beendet und die Zellen, nach Waschen mit PBS, 15 min bei
RT mit 10 ml Methylenblau-Férbelosung (50% Methanol, 50% H,0, 0,5 % Methylenblau)
inkubiert, mit destilliertem H>O gespiilt und an der Luft getrocknet. Die Schalen wurden zu
Dokumentationszwecken mit dem HP ScanJet G4010 Photo Scanner eingescannt.
AnschlieBend erfolgte die manuelle Auszdhlung der intensiv blau gefarbten Zellkolonien
mithilfe eines unter die Zellkulturschale gelegten Auszdhlrasters. Jede mit dem Auge
sichtbare Kolonie wurde als eine solche gezdhlt. Die weitere Auswertung der Daten erfolgte

mithilfe des Computerprogrammes Microsoft Excel 2010 (siehe auch Kap. 3.4.3.3).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Darstellung des 5° Ende des humanen Igi-Locus

Etwa 44 kb stromauffwirts des humanen Igh-Locus liegt das Gen TOP3B, welches anldsslich
der Analyse des humanen Igh-Locus entdeckt wurde (Kawasaki et al., 1997) und fiir die DNA
Topoisomerase III kodiert (Hanai et al., 1996). Diese spielt u.a. bei der Transkription sowie
bei der Reparatur von DNA-Strangbriichen eine Rolle. Thre Fehlregulation bzw. Deletion
kann schwerwiegende Folgen haben wie z.B. Infertilitit, Autoimmunitit oder
Tumorentstehung (Kwan et al., 2007; Kwan et al., 2003; Oliveira-Costa et al., 2010).
Angesichts dieser unterschiedlichen Funktionen von TOP3B und Ig\ ist anzunehmen, dass sie

unabhéngig von einander exprimiert werden.

Na'-Glucose Cotransporter
TOP3B

V)yGene JC}L Gene GNAZ
1_ r : | |
5 1 —Ht&%H—H%HH—HFHHHH—HHﬁ—HHHHH—H#HHM—ﬁ-ﬁ— )
/ s 100 kb
/ S
/ B HSS4-6
/ e HSS1-3
/ B
/ S,
/ S
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; 10F0E Viags ™~
_ V"A(I)I-70 IV)IN(l)-es Vk1l-67
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S_DH[H T it ] 10/kb |> LL l> 3

Abb. 8: Ubersicht tiber Ig A und den 5‘ gelegenen Bereich. Der Ig A Locus besteht aus der JCy und der V)-Region;
die einzelnen Striche stehen fiir jew. ein Gen/Exon. Die stromabwarts liegenden Gene sind dargestellt; in der
Region dazwischen befinden sich sechs HSS, HSS 1-3 und HSS 4-6. Die Region stromaufwarts ist vergréRert
dargestellt: 44 kb 5 von Ig A liegt das Gen TOP3B. Die einzelnen TOB3B Exons sowie die am weitesten 5°
liegenden V,-Gene sind dargestellt. Die Pfeile bzw. Pfeilspitzen zeigen die Leserichtung der Gene (5 nach 3) an.

Folglich sind im 43512 bp umfassenden Bereich zwischen TOP3B und Vj)7, dem am
weitesten 5° liegenden V;-Gen, regulatorische Elemente wie Insulatoren/Boundaries zu
erwarten, welche z.B. die Funktion des Igh Enhancers oder auch die Chromatin6ffnung des
Igh-Locus im Laufe der B-Zellentwicklung regulieren. Bei Vj(1y70 handelt es sich um ein
Pseudogen; weitere 4621 bp stromabwiérts davon liegt mit V460 das am weitesten 5° gelegene
funktionelle und an V(D)J-Umlagerungen beteiligte V; Gen. Uber den Bereich zwischen
TOP3B und Igh war zu Beginn dieser Arbeit wenig bekannt, insbesondere gab es keine
Erkenntnisse zu regulatorischen Elemente in dieser Region. Vor diesem Hintergrund war es
Aufgabe dieser Arbeit, diesen Bereich systematisch zu untersuchen um mdglicherweise

Insulatoren/Boundaries zu identifizieren, welche das 5° Ende des IgA-Locus markieren.
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3.2 Suche nach DNase I hypersensitiven Regionen 5¢ des Igi Locus
Die Methode der Wahl zum systematischen Screening grofler Regionen auf potentielle
regulatorische Elemente ist die limitierte in vivo DNase I Spaltung, mit welcher die AG

Klobeck bereits 3° des Locus mehrere regulatorische Elemente identifizieren konnte

(Asenbauer et al., 1999; Asenbauer and Klobeck, 1996; Nagel, 2009; Regnier, 2011).

3.2.1 Prinzip der limitierten DNase I Spaltung zur Kartierung von HSS

Die Methode der limitierten DNase I Spaltung beruht auf dem ,,Accessibility*“-Modell (Gross
and Garrard, 1988). Dies besagt, dass die jeweils zelltypspezifischen cis-aktiven Elemente,
die sich durch eine offene Chromatinstruktur (bis hin zur fast volligen Abwesenheit von
Nucleosomen) auszeichnen, eine erhohte Zuginglichkeit nicht nur fiir frans-aktive Faktoren
sondern auch z.B. fiir DNA-spaltende Enzyme haben (Wu et al., 1979) (siehe auch Kapitel
1.2). DNase I, ein pankreatisches Enzym, spaltet DNA am ,,minor groove* der Doppelhelix
an ApN, TpN, NpA oder NpT Dinukleotidsequenzen (Gross and Garrard, 1988). Angesichts
dieser geringen Spezifitidt wird die DNA bei hohen DNase I Konzentrationen vollstindig zu
kurzen Fragmenten abgebaut; bei niedrigen Konzentrationen und kurzer Wirkdauer spaltet
diese Nuclease jedoch v.a. an exponierten Stellen, den sog. DNase I- hypersensitiven Sites
(HSS). Durch die Permeabilisieurng der Zellen mit Lysolecithin kann DNase I in vivo in den
Zellkern diffundieren und DNA in situ spalten (Miller et al., 1979) (siche Abb. 9), was
Riickschliisse auf die Chromatinstruktur in der lebenden Zelle erlaubt.

DNase |

intakte Zellen
3

DNase |

, Acc65l —
Q’OUO HSS =]

DNase | hypersensitive Site (HSS)

Zelllyse und Isolierung der DNA

Acc65| Acc65l
\l/\/\ /\l/
DNase |
Acc65l , A01065| DNA-Sonde
\l/\/\ /\/ Acc65l =+
——
DNA-Sonde W

Nachspaltung mit Restriktionsenzymen

Gelelektrophorese, Southern Blotting und Hybridisierung

Abb. 9: Limitierte DNase | Spaltung und indirect end-labeling zur Kartierung von HSS. Dargestellt sind die
einzelnen Schritte der in vivo DNase | Spaltung und des ,indirect end-labeling” (DNase | Behandlung,
Nachspaltung, Gelelektrophorese, Blotting und Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten Sonde).
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Die Methode des ,,indirect end-labeling* dient zur Kartierung der HSS (Nedospasov and
Georgiev, 1980; Wu, 1980). Im Anschluss an die limitierte DNase I Spaltung wird die DNA
isoliert, mit einer Restriktionsendonuklease saturierend nachgespalten, gelelektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Membran geblottet und mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde
hybridisiert (siche Abb. 9). Diese sollte komplementidr zur DNA-Sequenz am Ende des
Restriktionsfragmentes sein (siche Abb. 9). Enthélt das untersuchte Fragment eine HSS,
entspricht die Lange des von der Sonde markierten Fragmentes dem Abstand zwischen der
Restriktionsenzymspaltstelle und der DNase I Schnittstelle (sieche Abb. 9). Mehrere HSS

innerhalb eines Restriktionsfragmentes wiirden in mehreren neuen Banden resultieren.

3.2.2 Herstellung von DNA-Sonden zur Suche nach HSS
Zur Suche und Kartierung von HSS muss man zunéchst geeignete Restriktionsendonukleasen-

Spaltfragmente sowie passende DNA-Sonden zur Markierung dieser Fragmente definieren.

3.2.2.1 Suche geeigneter Restriktionsendonukleasen-Fragmente

Geeignete Restriktionsendonukleasen-Spaltprodukte im Rahmen von DNase I Assays miissen
einige Kriterien erfiillen. So soll die Fragmentldnge aufgrund der begrenzten Aufldsungs-
kapazitit der Gelelektrophorese max. 20 kb betragen; jenseits davon wird die
Langenbestimmung und folglich die Kartierung einer moglichen HSS zu ungenau. Bei
kiirzeren Fragmenten betrdgt die Unschirfe ca. 50 bp; bei lingeren nimmt diese zu (Gross
and Garrard, 1988). Mithilfe des Softwareprogramms Gene 2.0 (Accelrys) wurde der
Abschnitt 5¢ des Igh Locus systematisch nach Restriktionsspaltstellen durchsucht.

44 Kb VA(1)68
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Bglll —t+ % i ¥ H +—H —— = !
__10kb

Abb. 10: Restriktionsendonukleasen-Spaltfragmente 5’ von IgA. Dargestellt sind Restriktions-Spaltstellen
(senkrechte Striche) der 5 angegebenen Restriktionsenzyme sowie die resultierenden relevanten
Restriktionsfragmente 5‘ von IgA mit Nummerierung.

Wie Abb. 10 zeigt, ergeben Spaltungen mit den Restriktionsendonukleasen Acc 651, Eco RI,
Hind III, Bam HI und Bgl II jeweils Fragmente geeigneter Grofen, welche teilweise
iiberlappen. Die Restriktionsfragmente wurden, innerhalb der Gesamtiibersicht der Sequenz 5°

von IgA, von 5° nach 3’ nummeriert.
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3.2.2.2 Suche geeigneter DNA-Sonden

Nach der Identifikation geeigneter Restriktionsfragemente wurden fiir das ,,indirect end-
labeling* (Nedospasov and Georgiev, 1980; Wu, 1980) (sieche auch Kapitel 3.2.1), fiir jedes
Fragment passende DNA-Sonden gesucht. Diese sollten die Fragmente so endstindig wie
moglich markieren, um direkte Riickschliisse von der Fragmentldnge auf die Lokalisation der
HSS zu ermdglichen. Bei mittig gelegenen Sonden wére bei verkiirzten Fragmenten ndmlich
unklar, auf welcher Seite der Sonde die HSS lokalisiert ist.

Neben der Endstindigkeit ist die Spezifitit ein weiteres Kriterium fiir eine geeignete DNA-
Sonde. Wire eine Sonde komplementir zu einer repetitiven Sequenz im Humangenom, wiirde
sie multiple DNA-Fragmente markieren und wire nicht sinnvoll einsetzbar. Mindestens 50 %
des Humangenoms bestehen aus repetitiven Sequenzen, welche in 5 Gruppen unterteilt
werden konnen: Transposon-basierte Elemente, inaktive Kopien =zellulirer Gene
(Pseudogene), einfache Sequenzwiederholungen einer oder mehrerer Basen sowie Segment-
duplikationen von 10 — 300 kb und Blécke von Tandem-Wiederholungssequenzen wie bei
Zentromeren oder Telomeren (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Die darunter
hiufigsten -und im Rahmen dieser Arbeit relevantesten- sind die Transposon-basierten
Elemente, welche LINEs und SINEs (long bzw. short interspersed elements) umfassen. LINE-
Sequenzen sind ca. 6000 bp lang, 850 000-fach im Genom enthalten und machen ca. 20% der
Genomsequenz aus; unter den SINEs ist der hdufigste Vertreter Alu mit einer Léange von 300

bp und 1x10° Kopien, was ca. 10% des Humangenoms entspricht (Lander et al., 2001).
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Abb. 11: Vorkommen von repetitiven Elementen 5‘ von Ig A. Der Bereich 5‘ von Igh wurde mittels Dot Plot
gegen die Sequenzen der Alu- bzw LINE-Elemente aufgetragen. Homologien sind, je nach Ausmall der
Ubereinstimmung, farblich blau oder rot markiert. Der gepunktete Quader markiert einen Alu-freien Bereich.
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Zunichst wurde der gesamte Bereichs 5° von IgA mittels Dot Plots (mit der Gene 2.0
Software, Accelrys) auf das Vorkommen von LINE und Alu-Sequenzen untersucht. Dabei
werden jew. 30 bp lange Fragmente der repetitiven Elemente gegen die genomische Sequenz
aufgetragen und homologe Sequenzen durch einen Punkt bzw. Strich markiert. Je nach
AusmaB der Homologie werden die Treffer in unterschiedlichen Farben markiert. Die Dot
Plots zeigten eine Vielzahl an Alu-Kopien sowie wenige rudimentére LINE-Elemente 5¢ von
Igh sowie auch Regionen, welche frei von diesen Elementen sind (sieche Abb. 11). Auf der
Suche nach passenden DNA-Sonden wurde im Anschluss das Vorhandensein dieser
repetitiven Elemente in jedem einzelnen Restriktionsfragment iiberpriift (siche Abb. 12).
Bereiche, welche keine repetitiven Elemente enthalten und am Ende eines Fragments
lokalisiert sind, sind potentiell fiir die Markierung durch DNA-Sonden geeignet, wie z.B. der
Bereich am 3’Ende des Fragments A10 (siche Abb. 12).
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Abb. 12: Screening eines einzelnen Restriktionsfragments auf repetitive Sequenzen. Die Sequenz des Acc 65I
Spaltproduktes A10 wurde gegen Alu aufgetragen; der markierte Bereich am 3‘ Ende zeigt eine ca. 5 kb lange
Alu-freie Sequenz, welche fiir die Markierung mit einer DNA-Sonde geeignet ist.

Solch geeignete Regionen wurden einem Feinabgleich mithilfe der Blast-Suche der humanen
Sequenzdatenbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) unterzogen, um mogliche weitere
Konsensussequenzen im Humangenom zu identfizieren. Bei nur einer Konsensussequenz ist
davon auszugehen, dass es sich um eine spezifische (single-copy) Sonde handelt; bei
mehreren Konsensussequenzen hingegen wiirde die potentielle Sonde mehrere Fragmente
markieren, und folglich ungeeignet sein.

Basierend auf der systematischen Suche wurden schlieBlich 13 verschiedene DNA-Sonden
definiert: zundchst RE 01 - RE 08, welche nach den ersten Ergebnissen zur Verfeierung der
Kartierung erst um die Sonden RE 09 - RE 12 und schlieBlich RE 16 ergédnzt wurden. Diese
Sonden erfiillen alle o.g. Kriterien weitestgehend und konnten z.T. zur Markierung mehrerer

Fragmente dienen; aufgrund multipler repetitiver Elemente war eine streng endstindige
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Markierung allerdings nicht immer umsetzbar. Fiir einige Fragmente konnten jedoch relativ
endstindige Sonden sowohl fiir das 5° als auch das 3° Ende gefunden werden. Abb. 13 gibt
einen Uberblick iiber die Restriktionsfragmente und jeweils zugehdrigen DNA-Sonden.
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Abb. 13: Restriktionsfragmente und Lage der DNA-Sonden 5‘ des IgA Locus. Dargestellt sind die 5‘ von Igh
gelegenen Restriktionsfragmente von Acc 651, Eco RI, Hind Ill, Bam HI und Bgl Il sowie die Lage der

verwendeten DNA Sonden (RE 01 - RE 12; RE 16). Durch die grauen Balken lasst sich erschlieRen welche
Fragmente von welchen Sonden markiert werden.

3.2.2.3 Herstellung und Klonierung der DNA-Sonden

Nachdem passende DNA-Sonden ermittelt wurden, wurden diese mittels PCR hergestellt.
Dazu wurden zunichst Primer-Paare definiert, welche als Forward- bzw. Reverse-Primer
komplementir an die Enden der DNA-Sonde binden und folgende Kriterien erfiillen: eine
Linge von ca. 18-35 bp, ein CG-Gehalt von 40-60% und G-oder C-Basen am 5° Ende des
Oligonukleotids. Zudem sollten die Primer eines Paares keine zueinander komplementiren
Bereiche besitzen um z.B. Dimer- oder Schleifenbildung zu verhindern und &hnliche
Anlagerungstemperaturen haben, um wéhrend der Amplifikationszyklen mit gleicher
Effizienz und Spezifitit zu binden. Die Anlagerungstemperatur T, bzw. Schmelztemperatur
Tm eines Primers wird durch die Zahl der Nukleotide und deren Basenzusammensetzung bzw.
CG-Gehalt bestimmt (Wu et al., 1991). Nach der Formel T,,= 4x [Summe (G+C)] + 2x
[Summe (T+A)] ldsst sich die ungefidhre Schmelztemperatur in °C abschitzen; nach der
Formel T, = T\, — 5°C die ungefdhre Anlagerungstemperatur. Um das Auffinden passender
Primer-Paare zu erleichtern wurde von der Gene 2.0 Software (Accelrys) Gebrauch gemacht;
aus der Vorauswahl wurden jene Paare, die die laingsten PCR-Produkte ergeben, gewihlt.
DNA-Sonden, welche auf der Basis von genomischer DNA generiert werden, kénnen durch
unspezifische Amplifikate verunreinigt sein, was die Spezifitit der Southern Blots
beeintrdchigen wiirde. Daher sollten die DNA-Sonden in Plasmide kloniert werden, welche
spater als PCR-Matrize dienen sollten. Zur Klonierung wurden die Primer um
Restriktionsendonukleasen-Schnittstellen ergidnzt: eine Eco RI- Spaltstelle fiir die 5¢ Primer,

eine Acc 651 bzw. eine Sal I Spaltstelle fiir die 3 Primer. Die sich ergebenden Sequenzen



43

sind in Kap. 2.2.5 aufgefiihrt. Basierend auf genomischer DNA der Zelllinien MN60 oder

BJAB als Matrize wurden die DNA-Sonden mithilfe der jeweiligen Primer-Paare generiert.

2000 bp

1000 bp

500 bp
250 bp

Abb. 14: Darstellung der verwendeten DNA-Sonden. Dargestellt sind die PCR-Produkte der DNA- Sonden RE
01- RE 12 und RE 16, mit genomischer DNA als Matrize. Bei RE 03 und RE 08 finden sich nicht vermeidbare
unspezifische Banden.

Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch von unspezifischen Banden, Primer-
Riickstinden oder {iibrigen Nukleotiden getrennt, unter UV-Licht aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kits aus dem Gel extrahiert und unter
Einsatz der Restriktionsenzyme EcoRI und Acc651 bzw. Sall in pBlueskript Sk- Vektoren
(Stratagene) kloniert. Zur Durchfiihrung siehe Kapitel 2.2.8. Nach Aufreinigung der
klonierten Plasmide erfolgten Testspaltungen mit o.g. Restriktionsendonukleasen zur
Erfolgskontrolle; positive Klone wurden abschlielend sequenziert.

Ein Gesamtiiberblick iiber die DNA-Sonden, ihre Lénge, ihre zugehdrigen Primer und die
durch sie markierten Fragmente ist Tab. 6 zu entnehmen; die Sequenzen der Sonden sind im

Anhang vermerkt (sieche Kap. 10.1).

Sonde Grofle Primer Markierung

RE 01 1067 bp RE 01-1, RE 01-2 A10,E17,H19,Ba 12

RE 02 467 bp RE 02-1, RE 02-2 A9,E12,H 14,Ba10,Bg 13
RE 03 648 bp RE 03-1, RE 03-2 A9,E11,H12,Ba8

RE 04 640 bp RE 04-1, RE 04-2 A6,E8 H11,Ba4,Bg6

RE 05 685 bp RE 05-1, RE 05-2 A6,E11,HI1,Ba7,Bg8
RE 06 568 bp RE 06-1, RE 06-2 A9,E11,HI12,Ba9,Bg12
RE 07 619 bp RE 07-1, RE 07-2 A9,E12,H12,Bg 12

RE 08 866 bp RE 08-1, RE 08-2 A8 EI11,H11,Ba8,Bg9
RE 09 606 bp RE 09-1, RE 09-2 A10,E12,H17,Ba1l,Bg 16
RE 10 418 bp RE 10-1, RE 10-2 A10,E 16,H 19,Ba 12, Bg 19
RE 11 852 bp RE 11-1,RE 11-2 A11,E17,H19,Ba 12, Bg21
RE 12 512 bp RE 12-1, RE 12-2 A10,E 14,Ba 12,Bg 12, Bg 16
RE 16 529 bp RE 16-1, RE 16-2 A12,E 18,Ba 13, Bg 22

Tab. 6: Uberblick iiber die verwendeten DNA-Sonden. Aufgelistet sind die Linge der Sonden, die Primer die zu
ihrer Herstellung dienen und die Restriktionsfragmente, welche durch sie markiert werden (siehe Abb. 13).
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3.2.2.4 Uberpriifung der Spezifitit der DNA-Sonden

Trotz des computerbasierten Abgleichs mit hochrepetitiven DNA-Sequenzen und des
Feinabgleichs mittels der Blast-Suche iiber die Humangenom-Datenbank, konnten DNA-
Sonden dennoch unspezifisch an andere evtl. repetitive Sequenzen binden. Dies wiirde im
Southern Blot, statt in einer spezifischen Bande, in mehreren distinkten Banden oder einer
diffusen Markierung des gesamten Blots resultieren. Vor dem FEinsatz in DNase I Assays
wurden aus diesem Grunde die DNA-Sonden mittels Testhybridisierungen experimentell auf
ihre Spezifitit hin gepriift. Hierzu wurde genomische DNA der Zelllinie MN 60 extrahiert,
mit den Restriktionsendonukleasen Eco RI, Acc 651, Hind III, Bam HI bzw. Bgl II gespalten,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen geblottet (Membranen bRE 01-1 bis
bRE 04-2; siehe Tab. 10 im Anhang) und mit jeweils einer der radioaktiv markierten Sonden
hybridisiert (zur Durchfithrung siehe Kap. 2.2.10.6).

Diese Testhybridisierungen zeigten durchweg spezifische Signale mit distinkten Banden fiir
die Sonden RE 01 — RE 05 sowie RE 07 — RE 12 (sieche Abb. 15). Die doppelte Bande,
welche mit der Sonde RE 01 in der Bgl II Spaltung zur Darstellung kommt (siehe Abb. 15A),
erklért sich durch die Lage der Sonde tiber der Bgl II Spaltstelle, was zur Markierung beider
Fragmente fiihrt (siche Abb. 13 und 15A). Ebenso ldsst sich die doppelte Bande der Sonde RE
07 in der Bam HI Spaltung sowie der Sonde RE 03 in der Bgl II Spaltung erkldren (siche Abb.
13 und 15A). Die Sonde RE 06 hingegen fiihrte, auch bei stringenteren
Hybridisierungsbedingungen, zu unspezifischen Signalen ohne Markierung einer distinkten
Bande (siche Abb. 15A), so dass diese Sonde verworfen wurde. Alle anderen Sonden
erwiesen sich als spezifisch und fiir die weiteren Versuche geeignet (bis auf die wenigen
Konstellationen, die in Doppelbanden resultierten) (siche Abb. 15).

Zur Uberpriifung der GroBe der Restriktionsfragmente lief auf jedem Gel ein DNA-
Langenstandard mit, und jede Membran wurde (vor Hybridisierung mit den eigentlichen
DNA-Sonden) mit radioaktiv markierter Langenstandard-DNA hybridisiert. Abb. 15C zeigt
ein Beispiel einer solchen Markerhybridisierung. Anhand dieser Signale wurde eine
Korrelationskurve zwischen der Grofe (in kb) der DNA Fragmente und der Entfernung des
Fragments von der Auftragstasche erstellt, so dass bei jeder Membran von der Position eines

Fragments auf dessen Linge in kb riickgeschlossen werden konnte.
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Abb. 15: Spezifitatstest der DNA-Sonden. A: Dargestellt sind Southern Blots mit genomischer DNA, welche mit
den angegebenen Restriktionsendonukleasen gespalten und den Sonden RE 01- RE 08 hybridisiert wurden.
Gezeigt sind Bilder der belichteten Rontgenfilme. B: Testhybridisierungen der Sonden RE 09- RE 12; gezeigt sind
Phosphorimager-generierte Bilder. C: Beispiel einer Markerhybridisierung. Der DNA Langenstandard wurde mit
radioaktiv markierter Langenstandard-DNA hybridisiert; eine solche Markerhybridisierung wurde fir jede
Membran durchgefihrt; die Abbildung zeigt beispielhaft die Blotmembran bRE 05. Die Langen der Banden sind
angegeben.
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3.2.3 Auswahl der Zelllinien: B- und non-B-Zelllinien

Regulatorische Elemente und damit auch DNase 1 hypersensitive Elemente konnen
konstitutiv, induzierbar, ubiquitdr oder auch entwicklungs- oder zelltypspezifisch sein (Gross
and Garrard, 1988). 5¢ des Igh-Locus sind sowohl B-Zell spezifische HSS, welche nur in B-
Zellen eine Funktion haben, als auch ubiquitdre HSS, die {iber den B-Zell Kontext hinaus von
Bedeutung sind, denkbar. Da sich aus dem Expressionsmuster auch Riickschliisse auf die
mogliche Funktion ziehen lassen, sollten die DNase I Assays in B- sowie non-B Zelllinien
durchgefiihrt werden. Als Vertreter der B-Zellreihe wurden die humanen Zelllinien BJAB
(humanes B-Zell Lymphom), MN 60 (humane B-Zell Leukdmie) und REH (humane pra-B-
Zell Leukdmie) gewéhlt, womit verschiedene Differenzierungs-stufen der B-Zell-Reihe - von
der pra-B-Zelle bis hin zur reifen B-Zelle - vertreten sind (siehe Kapitel 2.1.9). Als non-B-
Zellen wurden die Zelllinien HL 60 (humane akute myeloische Leukdmie), MOLT-4 (humane
T-Zell Leukémie), sowie HeLa (humanes Zervixkarzinom) gewihlt (siche Kap. 2.1.9). Diese
Zelllinien waren alle bereits zuvor in der AG Klobeck vorhanden und wurden unter den in

Kapitel 2.2.1 genannten Bedingungen kultiviert.

3.2.4 Limitierte DNase I Spaltungen

Zur Identifikation von B-Zell-spezifischen oder ubiquitiren HSS stromaufwirts von IgA
wurden die o.g. B- und non-B-Zelllinien in vivo DNase I Spaltungen unterzogen. Dabei
mussten aufgrund unterschiedlicher DNase I Sensitivititen die optimalen Bedingungen (siehe
Abb. 16A) fiir jede Zelllinie ermittelt werden. Ein zu geringer DNase I Verdau (siche Abb.
16B unten) hitte zur Folge, dass hypersensitive Elemente nicht oder kaum erkennbar sind,
wihrend ein zu starker DNase I Verdau (siche Abb. 16B oben) in stark degradierter DNA

resultieren wiirde, was die Erkennung von HSS ebenfalls unmdglich macht.
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Abb. 16: Limitierte DNase | Spaltungen. Dargestellt sind Gelektrophoresen von in vivo DNase | verdauter DNA.
A: Ideale Verdiinnungsreihe der DNase | Konzentration. B. Darstellung einer flir den Zelltyp zu hohen (oben)
bzw. zu niedrigen (unten) DNase | Konzentration. Die Pfeile markieren jeweils Banden ribosomaler RNA.
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Um einen optimalen aufsteigenden DNase [ Verdau, wie in Abb. 16A gezeigt, zu erzielen,
wurde neben der DNase 1 Konzentration auch die Lysolecithin Konzentration
zelllinienspezifisch optimiert; zudem musste auf unterschiedliche DNase I Aktivititen in
verschiedenen Produktionschargen Riicksicht genommen werden. Die resultierenden
Konditionen sind in Kapitel 2.2.10.1 zu finden; die fiir jeden Blot eingesetzten DNase I
Konzentrationen sind in Tab. 10 im Anhang wiedergegeben.

Alle verwendeten Zelllinien wurden DNase I Spaltungen in aufsteigender Konzentrationsreihe
unterzogen (zu den einzelnen Konzentrationen sieche Tab. 10). Nach Extraktion der DNA
wurde auf einem kleinen Testgel, wie in Abb. 16 zu sehen, der Erfolg des DNase I Verdaus
iberpriift. Bei gutem Ergebnis wurde die DNA mit jeweils einer der
Restriktionsendonukleasen Eco RI, Acc 651, Hind III, Bam H1 oder Bgl II saturierend
nachgespalten (siehe Kap. 2.2.10.2 sowie 3.2.2.1).

3.2.5 Southern Blots und Hybridisierungen

Die in vivo DNase 1 verdaute sowie in vitro mit Restriktionsenzymen nachgespaltene DNA
wurde in aufsteigender DNase I Konzentration mit einem DNA-Léingenstandard auf grofie
Agarosegele aufgetragen, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen
geblottet (Southern Blot; zur Durchfiihrung siehe Kap. 2.2.10.3). Insgesamt wurden im
Verlauf 36 Membranen mit DNA unterschiedlicher Zelllinien und Restriktionsspaltungen
generiert; eine Ubersicht gibt Tab. 10 im Anhang.

Die Membranen wurden im Folgenden mit radioaktiv markierten DNA-Sonden hybrisiert (zur
Durchfiihrung siehe Kap. 2.2.10.6). Nach der Hybridisierung wurden Kristall-beschichtete
Imaging-Platten iiber Nacht mit den jeweiligen Membranen exponiert (Storage Phosphor
Methode, sieche Kap. 2.2.10.7) und mithilfe des Phosphorlmagers ausgelesen, um die
Hybridisierung schnell beurteilen zu konnen. Eine gute und verwertbare Hybridisierung ist
dadurch gekennzeichnet, dass das urspriingliche Restriktionsfragment gut erkennbar ist und
mit steigender DNase I Konzentration an Intensitidt abnimmt. Desweiteren sollten moglichst
wenig Artefakte die Bildqualitit beeintrdchtigen. Eine zu geringe Signalintensitit kann
verschiedene Griinde haben: zu geringe DNA-Mengen auf der Membran, eine zu niedrige
radioaktive Aktivitit der a-*’P markierten Sonde, oder aber zu stringente Bedingungen
wihrend der Waschschritte. Zu starke bzw. zu unspezifische Signale kdonnen im Gegenzug
durch zu wenig stringente Waschbedingungen, zu starke Aktivitit der Sonde, oder
unzureichende Préhybridisierung, welche zu vermehrt unspezifischen Bindungen fiihrt,

bedingt sein. Letztlich wurden nur Hybridisierungen ausreichender Qualitét einer normalen
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Autoradiographie mit Rontgenfilmen, welche 3-5 Wochen exponiert wurden, unterzogen
(siehe Kap. 2.2.10.7).

Bei den Hybridisierungen wurde systematisch vorgegangen, um den gesamten Bereich
zwischen TOP3B und IgA auf HSS zu untersuchen. Zunichst wurde mit den Sonden RE 01 —
RE 08 gearbeitet, wobei anfangs vorzugsweise ldngere Restriktionsfragmente mit moglichst
endstindigen DNA-Sonden hybridisiert wurden, um schnell einen Uberblick iiber mdgliche
HSS zu erhalten. Des Weiteren wurde jede spezifische Hybridisierung sowohl mit DNA von
B-Zelllinien als auch non-B-Zelllinien durchgefiihrt. Mit den ersten Hinweisen auf HSS
wurde die Suche verfeinert und um die Sonden RE 09 - RE 12 sowie RE 16 erweitert, um

gefundene HSS zu bestétigen, von Artefakten abzugrenzen, und genauer zu kartieren.

3.2.6 Auswertung der Hybridisierungen

Zur Auswertung wurde zunichst jeder Film einzeln hinsichtlich neu aufgetretener Banden
unter DNase I Einwirkung untersucht. Dabei war es wichtig, potentielle HSS von Artefakten
abzugrenzen: wihrend eine echte HSS schon mit geringen DNase I Konzentrationen zu einem
neuen Fragment fiihrt, welches mit steigenden Konzentrationen verschwindet, sind repetitive
Banden bei hohen DNase I Konzentrationen durch zunehmend unspezifischen nucleosomalen
Abbau bedingt. Dieser entsteht durch Schneiden der DNase I nicht nur an HSS sondern auch
an Linker-DNA zwischen Nucleosomen, was in einer Vielzahl von Banden resultiert, die sich
um ca. 146 - 165 bp, der Lénge der nucleosomalen DNA, unterscheiden. Nach Beurteilung
einzelner Filme wurden jeweils mehrere Hybridisierungen verglichen, welche auf denselben
DNA-Sonden und Restriktionsspaltungen basierten. Ist die gleiche neu aufgetretene Bande in
meheren Zelllinien nachweisbar, ist diese wahrscheinlich durch eine HSS bedingt. Ist eine
Bande nur bei einer Zelllinie zu sehen, konnte es sich entweder um eine Zelltyp-spezifische
HSS, einen Polymorphismus oder lediglich ein Artefakt handeln. Durch den Vergleich
mehrerer Zelllinien konnten auch B-Zell spezifische (z.B. gleichermallen in REH, MN 60 und
BJAB nachweisbare) von ubiquitdren HSS unterschieden werden.

Als néchstes wurde die Lokalisation der identifizieren HSS {iber die Lage der verwendeten
DNA-Sonde und die Linge des durch sie markierten Fragmentes ermittelt (siche Kap.
2.2.10.7 und 3.2.1). Zur Langenbestimmung der HSS-bedingten Fragmente dienten die (fiir
jede Membran erstellten) Korrelationskurven zwischen FragmentgroBe (in bp) und Position
im Gel, welche auf Markerhybridisierungen beruhen (siche

Abb. 15C und Kapitel 3.2.2.4). Wie in Kap. 3.2.2 beschrieben, lief auf jedem Gel ein DNA-
Langenstandard mit, der nach Hybridisierung mit radioaktiv markierter Ldngenstandard-DNA

auf jeder Membran die Lokalisation der unterschiedlichen Markerfragmente zeigte. Die
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genauen Wanderungslidngen aller Marker-Banden wurden auf jeder Membran ausgemessen,
mit ihrer GroBe korreliert und auf feines Kartierpapier libertragen.

Um die Linge der HSS-bedingten Fragmente zu ermitteln wurde ihr jeweiliger Abstand von
der Auftragstasche per Lineal ausgemessen. Uber die Korrelationskurve konnte dann, mit
einer Ungenauigkeit von mind. +/- 50 bp bei Fragmenten von > 1kb (Gross and Garrard,
1988), auf die Fragmentlénge riickgeschlossen werden.

Zur Bestimmung der HSS-Lokalisation musste neben der Fragmentlinge noch die Lage der
verwendeten DNA-Sonde beriicksichtigt werden. Liegt eine Sonde endstindig am 5° Ende
eines Restriktionsfragmentes der Linge 10 kb und erscheint mit steigenden DNase I
Konzentrationen eine zusétzliche Bande der Linge 6 kb, so liegt die HSS 6 kb stromabwirts
der 5° Restriktionsschnittstelle. Markiert eine DNA-Sonde ein ebenfalls 10 kb langes
Restriktionsfragment eher mittig, ist ein direkter Riickschluss auf die Lokalisation schwierig:
eine neu aufgetretene 6 kb lange Bande konnte auf eine 6 kb vom 5° Ende oder 6 kb vom 3’
Ende entfernte HSS (4 kb vom 5 Ende) hinweisen; zudem koénnten innerhalb des Fragmentes
zwel HSS im Abstand von 6 kb lokalisiert sein, was auch in einem 6 kb langen Mittelstiick
resultieren wiirde. Bei zwei HSS sollten allerdings auch Fragmente mittlerer Lénge
nachweisbar sein, welche durch Spaltung an nur einer der beiden HSS resultieren. Des
Weiteren musste die Mdglichkeit beriicksichtigt werden, dass eine HSS genau im Bereich der
DNA- Sonde liegt und zur Markierung beider Fragmente fiihrt. In diesem Fall wiirden zwei
Banden nicht auf zwei, sondern eine HSS zuriickzufiihren sein.

Diese Uberlegungen zeigen, wie wenig Riickschliisse einzelne Southern Blots auf die
Lokalisation von HSS zulassen, gerade bei nicht endstéindig liegenden Sonden. Aus diesem
Grunde wurden alle Blots stets mit Hybridisierungen iiberlappender Restriktionsfragmente,
innerhalb des Fragmentes gelegener kleinerer Fragmente oder mit Hybridisierungen desselben
Fragmentes mit anderen DNA-Sonden abgeglichen. Nachdem initial, basierend auf
Fragmentlidnge und Sonden-Position einer Hybridisierung, die moglichen HSS-Lokalisationen
festgehalten wurden (z.B. 6 kb vom 5° oder vom 3° Ende), konnten diese Hypothesen durch
den Vergleich mit anderen Blots gepriift werden. Daher ermdglichte oft erst die
Zusammenschau verschiedener Southern Blots die genaue Kartierung einer HSS.
Identifizierte HSS wurden abschlieBend in der Ubersicht des Igh-Locus (Gene 2.0 Software;
Accelrys) eingetragen und nummeriert. Nachdem die stromabwirts von Igh gelegenen HSS
von 5° nach 3° mit HSS 1 bis HSS 6 benannt wurden, wurden die im Rahmen dieser Arbeit
identifizierten - und nicht anderen Genloci zugehorigen - HSS mit dem Zusatz 5° von

stromaufwiérts nach stromabwérts nummeriert (HSS 5°1 bis HSS 5°6).
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3.2.7 Ergebnisse der DNase I Hypersensitivitits-Assays
Die Ergebnisse der mulitplen Southern Blots zur Kartierung von DNase I hypersensitiven

Sites 5° von Igh werden im Folgenden, von 5° nach 3¢ geordnet, préisentiert.

3.2.7.1 HSS am 5° Ende des untersuchten Bereichs zwischen TOP3B und Igi

Der am weitesten stromaufwirts gelegene Bereich ist durch die beiden relativ langen
Restriktionsfragmente A6 (12907 bp) und E11 (14496 bp) abgedeckt (siche Abb. 17). Dabei
lasst sich A6, welches in den TOP3B Locus hineinreicht, durch die Sonde RE 04 5’endstdndig
markieren, wihrend E11 5’endsténdig durch die Sonde RE 05, welche eher 3‘auch mit A6
hybridisiert, gebunden wird. Zudem bindet RE 03 mittig an das Fragment E11.
Hybridisierungen der Sonde RE 04 mit DNase I-verdauter und Acc 651-nachgespaltener DNA
der B-Zelllinien BJAB, MN 60 und REH sowie der non-B-Zelllinie MOLT-4 (Blot bRE 05 A
und B, bRE 06 A und B), zeigten die 12907 bp lange Bande des Fragments A6 (siche Abb.
17A). Mit zunehmender DNase I Konzentration erschien in allen 4 Zelllinien eine zusétzliche
Bande, welche auf eine ubiquitidre HSS hinweist. Die Lidnge des Fragments betrigt
entsprechend der Korrelationskurve ca. 7400-7900 bp, was aufgrund der endstidndigen
Markierung auf eine HSS 7400-7900 bp stromabwiérts der Acc 651 Spaltstelle schlie3en 1asst.
Diese HSS befindet sich innerhalb des TOP3B Locus und kolokalisiert mit dem TOP3B
Promotor (Cho et al., 2004), weswegen sie HSS T (T fiir Topoisomerase) genannt wurde
(siche Abb. 22). Neben der HSS T-bedingten Bande zeigten sich bei den Hybridisierungen
mit RE 04, insbesondere bei der Zelllinie MN 60, schwache Signale im unteren
Membranbereich (siche Abb. 17B), welche schlecht abgrenzbar und nicht zwischen den
Zelllinien konserviert schienen und deswegen als Artefakte gewertet wurden.

Etwas weiter stromabwirts liegt das Eco RI Fragment E11, welches, im Gegensatz zu A6,
nicht in den TOP3B Locus hinein ragt, sich aber 3648 bp mit A6 {iiberschneidet. Bei
Hybridisierung mit der Sonde RE 05, welche E11 5° endstdndig markiert, zeigte sich, neben
dem erwarteten 14496 bp langen Gesamtfragment, bei zunehmender DNase I Konzentration
in allen drei betrachteten B-Zelllinien eine zusitzliche Bande von ca. 600-700 bp, welche sich
bei MOLT-4 nicht nachweisen lieB. Damit kann von einer, mdglicherweise B-Zell
spezifischen, HSS ausgegangen werden, welche sich 600-700 bp vom 5° Ende des El11
Fragments, und damit noch innerhalb des Hybridsierungsbereichs der Sonde RE 05, befindet.
Diese HSS ist, von 5° betrachtet, die erste im Bereich zwischen TOP3B und Igh und wurde
daher HSS 5°1 genannt. Sie erschien, im Vergleich zu HSS T, erst bei hoheren DNase I
Konzentrationen, weswegen von einer etwas geringeren DNase [ Hypersensitivitat

ausgegangen werden kann (vgl. Abb. 17B und C).
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Abb. 17: HSS am 5 Ende des untersuchten Bereichs zwischen TOP3B und IgA. A: Schematische Ubersicht der
untersuchten Region mit relevanten Restriktionsfragmenten (Acc 651 und Eco RI) und Lage der DNA-Sonden (RE
04, RE 05 und RE 03). B-D: Southern Blots von DNA der angegebenen Zelllinien, welche in vivo mit DNase | und
in vitro mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespalten wurden. B: Hybridisierung von Acc 65I
Framgenten mit der Sonde RE 04. C-D: Hybridisierungen von Eco RI Fragmenten mit der Sonde RE 05 (C) bzw.
RE 03 (D). Mit steigenden DNase | Konzentrationen neu aufgetretene Fragmente sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

Die multiplen weiteren Banden der Zelllinie MN 60 wurden als Artefakte gewertet, da sie bei
keiner anderen Zelllinie nachweisbar waren (sieche Abb. 17C) und Hybridisierungen desselben
Fragmentes (E11) mit der Sonde RE 03 kein solches Muster zeigten (siche Abb. 17D).
Hingegen konnte die Markierung des Fragments E11 mit der mittig gelegenen Sonde RE 03,
die Existenz und Lage der HSS 5°1 bestitigen: mit steigenden DNase I Konzentrationen
zeigte sich in allen Zelllinien eine unscharfe, breitere Bande dicht unterhalb des 14469 bp
langen Ursprungsfragments (siche Abb. 17D). Allein basierend auf dieser Hybridisierung
konnte - aufgrund der mittigen Lage von RE 03 - sowohl eine 5°, als auch eine 3¢ gelegene
HSS vermutet werden. Zusammen mit den FErgebnissen der RE 05-Hybridisierungen
bestitigte sich aber die HSS 5°1 (siche auch Abb. 22). Die vermeintliche B-Zell Spezifitit
dieser HSS (sieche Abb. 17C) hingegen liel sich durch die RE 03-Hybridisierungen nicht
bestitigen (siche Abb. 17D): mit Nachweis der HSS in MOLT-4 Zellen handelt es sich bei der
HSS 5°1 eher um eine ubiquitdre HSS. Weitere relevante HSS im abgedeckten Bereich sind

basierend auf den durchgefiihrten Hybridisierungen unwahrscheinlich.

3.2.7.2 HSS im mittleren Bereich zwischen TOP3B und Ig\

Die Region weiter stromabwirts entspricht der Mitte des gesamten untersuchten Bereichs 5°
von Igh und ldsst sich durch die beiden relativ langen Acc 651 bzw. Eco RI Fragmente A9
(12498 bp) und E13 (12840 bp) (siche Abb. 18A) gut abdecken. Dabei ldsst sich A9, welches
7181 bp mit dem bereits untersuchten Fragment E11 {iberlappt, durch die Sonden RE 03 und
RE 02 beidseits endstindig markieren, wahrend E13, welches seinerseits 4996 bp mit A9
iiberlappt, von RE 02 mittig hybridisiert wird. Fiir die Hybridisierungen wurden die gleichen
Membranen wie in Kapitel 3.2.7.1 verwendet (bRE 05, bRE 06, bRE 08 und bRE 09, jeweils
A und B), mit DNA der Zelllinien BJAB, MN 60, REH sowie MOLT-4, welche in vivo mit
DNase I behandelt und in vitro mit Acc 651 bzw. Eco RI nachgespalten wurde.

Die Hybridisierungen der Acc 651 Spaltungen mit der Sonde RE 03 ergaben innerhalb des
12498 bp langen Gesamtfragments keinen Hinweis auf eine HSS (siche Abb. 18B). Nur bei
MN 60 zeigten sich zwei schwache, zusitzliche Banden, wobei sich die obere auch bei

MOLT-4 andeutete, bei REH oder BJAB allerdings nicht (siche Abb. 18B).
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Abb. 18: HSS im mittleren Bereich zwischen TOP3B und IgA. A Schematische Ubersicht der untersuchten
Region mit relevanten Restriktionsfragmenten (Acc 651 und Eco RI) und Lage der verwendeten DNA Sonden RE
03 und RE 02. B-D: Southern Blots von DNA der angegebenen Zelllinien, welche in vivo mit DNase | und in vitro
mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen gespalten wurden. B: Hybridisierungen von Acc 65l
Fragmenten mit der Sonde RE 03. C: Southern Blots mit Acc 65 | Nachspaltung und Hybridisierung mit der
Sonde RE 02. D: Hybridisierungen von Eco RI-Fragmenten mit der Sonde RE 02.

Bei Hybridisierung desselben Fragments A9 mit der 3¢ endstindigen DNA-Sonde RE 02
lieBen sich ebenfalls keine spezifischen zusitzlichen Banden erkennen (siehe Abb. 18C), so
dass eine HSS innerhalb von A9 in Zusammenschau unwahrscheinlich erscheint und die o.g.
schwachen Banden bei MN 60 und MOLT-4 (bRE 05-B, bRE 06-A) als Artefakte gewertet
wurden. Nicht zuletzt hatten diesselben Membranen im Fall von HSS T oder HSS 5°1 (siehe
Abb. 17B und D) wesentlich eindeutigere HSS-bedingte Banden gezeigt, so dass ein zu
geringer DNase [ Verdau als Erklarung zu schwacher Banden aussscheidet.

Das weiter stromabwirts liegende Eco RI Fragment E13, das mit A9 iiberlappt (siche Abb.
18A), wurde anschlieBend mit der an E13 mittig bindenden Sonde RE 02 hybridisiert. Die
ensprechenden Blots zeigten das 12840 lange Gesamtfragment sowie mit zunehmenden
DNase I Konzentrationen eine unscharfe Verbreiterung der Ursprungsbande (siche Abb.
18D). Dies stellte sich dhnlich wie in Abb. 17D dar, allerdings weniger deutlich, und nicht in
allen untersuchten Zellinien gleichermallen, weswegen eine HSS zwar moglich aber nicht
sehr wahrscheinlich erscheint. Mit héheren DNase I Konzentrationen liel sich zudem bei MN
60, nicht jedoch bei REH oder MOLT-4, eine schwache, relativ unscharfe ca. 5100-5400 bp
lange Bande abgrenzen (siche Abb. 18D), welche aufgrund ihrer Erscheinung nicht als primér
HSS-bedingt interpretiert wurde. Damit ergibt sich zusammenfassend im mittleren (von A9
und E13 abgedeckten) Bereich zwischen TOP3B und IgA, bis auf eine mogliche HSS im 3°
Bereich von E13, kein eindeutiger Anhalt fiir eine HSS. Zur Priifung dieser moglichen HSS
wurde der distale Bereich von E13 im Folgenden mittels iiberlappender Fragmenten

analysiert.

3.2.7.3 HSS im 3¢ Bereich des Bereichs zwischen TOP3B und Ig\

Der Bereich stromabwiérts der soeben betrachteten Fragmente (A9 und E13) wird von dem
Acc 651 Fragment A10 (20643 bp) komplett abgedeckt (sieche Abb. 19A). Innerhalb dieses
langen Fragments liegen kiirzere Restriktionsfragmente wie das Bam HI Fragment Bal2
(11978 bp) und das Bgl II Fragment Bgl6 (10836 bp), welche sich auch fiir DNase I Assays
eignen (siche Abb. 19A). Das Fragment A10, welches 7838 bp mit E13 iiberlappt, wird am 3°
Ende von der Sonde RE 01 sowie mittig von den Sonden RE 09, RE 10 sowie RE 12 markiert
(siche Abb. 19A; RE 10 kam in den gezeigten Hybridisierungen nicht zum Einsatz und ist
daher nicht abgebildet).
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Abb. 19: HSS im 3 Bereich des untersuchten Bereichs zwischen TOP3B und IgA. A: Schematische Ubersicht der
untersuchten Region mit relevanten Restriktionsfragmenten (Acc 651, Bam HI und Bgl Il) und Lage der
verwendeten DNA Sonden RE 09, RE 12 und RE 01. B-D: Southern Blots von DNA der angegebenen Zelllinien,
welche in vivo mit DNase | und in vitro mit den angegebenen Restriktions-endonukleasen gespalten wurden. B:
Hybridisierungen von Acc 65| Fragmenten mit der Sonde RE 01. C: Southern Blots mit Bam HI Nachspaltung und
Hybridisierung mit der Sonde RE 12. D: Hybridisierungen von Bgl Il Nachspaltungen mit der Sonde RE 09.

Das Fragment Bal2 iiberschneidet sich groftenteils mit A10, reicht jedoch nach 3¢ 1708 bp
dariiber hinaus und wird von RE 12 und weiter 3¢ von RE 01 markiert (am 3’Ende wird Bal2
auch durch RE 11 markiert, hierzu siehe Kap. 3.2.7.4). Das Fragment Bg16 liegt weiter 5’ als
Bal2 und vollstandig innerhalb von A10. Es wird von der Sonde RE 09 eher 5° und von RE
12 fast 3’endstidndig markiert (siche Abb. 19A).

Zum Uberblick iiber diese Region diente zuniichst die Hybridisierung des langen Fragments
A10 mit der endstindigen Sonde RE 01, wozu dieselben Blotmembranen wie in Kapitel
3.2.7.1 und 3.2.7.2 verwendet wurden (Acc 651 Spaltungen der Zelllinien BJAB, MN 60
REH und MOLT-4; Blots bRE 05 A und B, sowie bRE 06 A und B). Diese Hybridisierungen
zeigten eine verbreiterte unscharfe Bande der erwarteten Linge von 20643 bp (siche Abb.
19B). Im Gegensatz zu den mit steigenden DNase I Konzentrationen breiter und unschirfer
werdenen Banden in Abb. 17D und Abb. 18D, welche auf HSS hinweisen, ist bei A10 die
Bande bereits ohne DNase 1 - Einwirkung verbreitert. Dies zeigte sich bereits in den
Testhybridisierungen mit allen A10 markierenden Sonden (RE 01, RE 09, RE 10 und RE 12;
siche Abb. 15) und ist am ehesten durch die GroBe des Fragments bedingt, welche an die
Grenze der Auflosungskapazitit der Gelelektrophorese stofft. Mit steigenden DNase [
Konzentrationen zeigten sich in den RE 01-Hybridisierungen, insbesondere bei BJAB, drei
zusitzliche Banden der Grof3e 2100-2300 bp, 2800-2900 bp und 3100-3200 bp (siche Abb.
19B). In MN 60 war die kiirzeste Bande ebenfalls zu sehen, die mittlere nicht und die lingste
nur schwach abgrenzbar, wéhrend sich bei REH nur die kiirzeste Bande nachweisen liel3. Bei
MOLT-4 zeigte sich eine Bande von ca. 3100-3200 bp, welche jedoch unabhingig der DNase
I Konzentration auftrat, und somit am ehesten ein Artefakt darstellt (siche Abb. 19B). Die in
allen drei B-Zelllinien nachweisbare Bande der Lange 2100-2300 bp wurde als B-Zell
spezifische HSS gewertet, welche entsprechend der 3¢ endstidndigen Lage der Sonde RE 01,
2100-2300 bp stromaufwirts vom 3 Ende des Fragments lokalisiert wére. Bei den beiden
langeren Banden, welche sich nur bei BJAB und MN 60 zeigten, konnte es sich um Artefakte
oder Zelltyp-spezifische HSS handeln. Die lingste Bande konnte auch schwer nachweisbar
sein, da bei steigenden DNase I Konzentrationen zunehmend die zur Sonde nidher gelegenen
HSS geschnitten werden und damit nur die kiirzesten Fragmente von RE 01 markiert werden.
Zur Validierung dieser HSS wurden die iiberlappenden Fragmente Bal2 und Bgl6

Hybridisierungen unterzogen. Bei Markierungen von Bam HI Nachspaltungen der Zelllinien
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REH, MN 60, HL 60 und MOLT-4 (Membranen bRE 18 A und B und bRE 19 A und B) mit
der Sonde RE 12 zeigte sich neben dem 11978 bp langen Bal2-Gesamtfragment mit
steigendem DNase I Verdau eine schwache, aber in beiden B-Zelllinien nachweisbare, Bande
von ca. 8100-8400 bp (siche Abb. 19C). In den non-B-Zelllinien HL 60 und MOLT-4 war
diese nicht sichtbar (sieche Abb. 19C). Theoretisch konnte diese 8100-8400 bp lange Bande
aufgrund der mittigen Lage der Sonde sowohl durch eine HSS 8100-8400 bp vom 5’als auch
vom 3‘ Ende bedingt sein, was allein basierend auf dieser Hybridisierung nicht unterscheidbar
ist. Vergleicht man diese Hybridisierung allerdings mit der RE 0l1-Hybridisierung des
Fragments A 10, entspricht die Lokalisation 8100-8400 bp vom 5° Ende von Ba 12 auf 100 bp
genau der B-Zellspezifischen HSS 2100-2200 bp vom 3’ Ende von A10, welche damit
bestétigt wurde (siehe auch Abb. 22).

Als néchstes wurde das 10836 bp lange Bgl II Spaltprodukt Bgl6 betrachtet, welches
vollstindig in A10 enthalten ist und 3921 bp mit Bal2 und 4386 bp mit E13 iiberlappt. Mit
Bgl II nachgespaltene, DNase I-behandelte DNA der Zelllinien BJAB, MN 60, HL 60 und
MOLT-4 (Blots bRE 15 A und B sowie bRE 16 A und B) wurde mit der relativ endsténdig
bindenden Sonde RE 09 hybridisiert. Es resultierte das 10836 bp lange Gesamtfragment Bgl6
sowie, in Anwesenheit von DNase I, eine zuséitzliche schwache, etwas breitere Bande von ca.
2800 — 3100 bp (siehe Abb. 19D), welche in beiden B-Zelllinien sichtbar ist (siche Abb.
19D). In HL 60 ist sie nicht nachweisbar; in MOLT-4 Zellen allerdings, gerade bei hoheren
DNase I Konzentrationen, ansatzweise erkennbar (sieche Abb. 19D), so dass eine HSS moglich
ist, ein Artefakt aber nicht ausgeschlossen werden kann. Das 2800-3100 bp lange Fragment
wiirde einer HSS 2800-3100 bp vom 5° Ende des Bgl6-Fragments entsprechen. Dies liegt
innerhalb des Bereichs von Bgl6, der mit E13 {iberlappt. Die HSS wire ca. 1200-1500 bp
vom 3° Ende von E13 entfernt, was die beobachteten verbreiterten Banden in den
Hybridisierungen von E13 mit der Sonde RE 02 (sieche Abb. 18D) bedingen konnte und so die
Existenz der HSS bestétigt. Damit liegt diese HSS auch innerhalb von A10, jedoch mehr als
14000 bp von dessen 3° Ende entfernt, weswegen sie durch die verschmierte Bande des
Gesamtfragments in den Hybridisierungen mit der Sonde RE 01 (siche Abb. 19B) nicht
erkennbar ist. Zusammenfassend ergibt sich folgendes Szenario: im iiberlappenden Bereich
von E13 und Bgl6 zeigt sich eine schwache HSS (1200-1500 bp vom 3’Ende von E13 bzw.
2800-3100 bp vom 5° Ende von Bgl6) welche HSS 5‘2 genannt wurde und deren
Zellspezifitit aufgrund der geringen Signalintensitit nicht eindeutig bestimmt werden konnte
(siche Abb. 18D und 19D). Weiter stromabwirts findet sich eine weitere, B-Zell spezifische,
HSS (8100-8400 bp vom 5° Ende von Ba 12 bzw. 2100-2200 bp vom 3’ Ende von A10),
welche als HSS 53 bezeichnet wurde (siche Abb. 22).
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3.2.7.4 HSS unmittelbar 5° des Pseudogens V;)7

Unmittelbar stromabwirts der bisher analysierten Bereiche 5° von IgA liegt mit dem
Pseudogen Vg0 bereits das erste Vj;-Gen, in dessen Nachbarschaft sich weitere
regulatorische Elemente des Igh-Locus befinden kdnnten. Der Bereich um Vy)7 ldsst sich,
neben dem bereits betrachteten Fragment Bal2 (siehe Kap. 3.2.7.3) durch drei weitere kurze
Fragmente abdecken. Es handelt sich dabei um das 3697 bp lange Eco RI Fragment E18, das
5837 bp lange Hind III Spaltprodukt H19 und das 4594 bp lange Bgl II Fragment Bg21. Alle
vier genannten Fragmente umfassen V0, iiberlappen jeweils zu einem gewissen Grad und
werden von der Sonde RE 11 markiert (siche Abb. 20A). Dabei wird Bal2 3 endstdndig, E18
mittig, H19 eher 3° endsténdig und Bg21 eher 5’ endstindig hybridisiert (siche Abb. 20A).
Zur Analyse des kurzen Fragments E18 wurde DNA der Zelllinien REH und MOLT-4,
welche in vivo mit DNase I und in vitro mit Eco RI verdaut wurde (Blots bRE 23 A und B),
mit der Sonde RE 11 hybridisiert. Es zeigte sich das erwartete 3697 bp lange Gesamtfragment
E18 (siche Abb. 20B). Unter DNase I Einwirkung trat zudem bei REH, nicht jedoch bei
MOLT-4, eine weitere schwache, aber relativ scharfe Bande von 800-900 bp in Erscheinung
(siche Abb. 20B), welche auf eine B-Zell spezifische HSS hinweist. Dieses Fragment konnte,
angesichts der mittigen Lage der Sonde, durch eine HSS 800-900 bp von 5° oder von 3¢, oder
aber durch zwei HSS im Abstand von 800-900 bp bedingt sein. Darauf folgend wurde das
Fragment Bal2, welches bereits mit RE 12 hybridisiert wurde (sieche Abb. 19C, Kap. 3.2.7.3),
mit RE 11 markiert. Dazu wurden die Membranen bRE 19A und B, mit DNA der Zelllinien
REH und MOLT-4, verwendet. Nachdem die eher 5° liegende Sonde RE 12 eine, durch HSS
5‘3 bedingte, Bande der Lange 8100-8400 bp gezeigt hatte, ergaben auch diese
Hybridisierungen, neben der 11967 bp langen paternalen Bande, HSS-bedingte Fragmente.
Zum einen zeigt sich sehr deutlich, bei der B-Zelllinie REH, nicht aber der T-Zelllinie
MOLT-4, eine Bande von 3600-3800 bp (sieche Abb. 20C). Mit noch hoheren DNase I
Konzentrationen war zudem in REH, nicht aber in MOLT-4, eine kurze Bande von 700-800
bp erkennbar (sieche Abb. 20C). Aufgrund der 3¢ endstdndigen Lage der Sonde RE 11, lésst
sich auf zwei HSS schlielen: eine HSS 3700-3900 bp vom 3° Ende von Bal2, welche genau
der Lokalisation der HSS 5°3 entspricht, sowie eine weitere HSS 700-800 bp vom 3¢ Ende
von Bal2 entfernt (entsprechend ca. 500-600 bp 5° von V), was einer neuen HSS
entspricht, welche HSS 5°4 genannt wurde (siche Abb. 22).
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Abb. 20: HSS unmittelbar 5‘ des Pseudogens VA(1)70. A: Schematische Ubersicht der untersuchten Region mit
relevanten Restriktionsfragmenten (Eco RI, Hind Ill, Bam HI und Bgl Il) und Lage der verwendeten DNA-Sonde
RE 11. B-E: Southern Blots von DNA der angegebenen Zelllinien, welche in vivo mit steigenden DNase |
Konzentrationen behandelt und in vitro mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen nachgespalten
wurden. B: Southern Blots mit Eco RI Nachspaltung und Hybridisierung mit der Sonde RE 11. C:
Hybridisierungen von Bam HI Nachspaltungen mit der Sonde RE 11. D: Southern Blots mit Hind Il
Nachspaltungen und Hybridisierungen mit RE 11. E: Southern Blots mit Bgl Il Nachspaltungen und
Hybridisierung mit der Sonde RE 11.

Zur Bestitigung dieser Ergebnisse und zur weiteren Analyse wurde das 5837 bp lange Hind
III Fragment H19 betrachtet, welches der 3 Hélfte von Bal2 entspricht und 640 bp dariiber
hinausgeht (siche Abb. 20A). Dazu wurde DNA der B-Zelllinien BJAB, MN 60 und REH und
der non-B-Zelllinien MOLT-4, HL 60 und HeLA in vivo mit DNase I und in vitro mit Hind
[T behandelt, der GréBe nach aufgetrennt, geblottet (Blots bRE 20 A und B, bRE 21 A und B,
bRE 22 A und B) und mit der Sonde RE 11 hybridisiert. Dabei zeigte sich neben dem
Ursprungsfragment mit zunehmendem DNase I Verdau eine deutliche Bande der Lénge 4300-
4500 bp in allen drei untersuchten B-Zelllinien, nicht aber in den den drei non-B-Zelllinien
(sieche Abb. 20D). Dies deutet entweder auf eine B-Zell spezifische HSS in 4300-4500 bp
Entfernung von einer der beiden Fragmentenden hin, oder auf zwei HSS im genannten
Abstand. Dabei entspricht die Lokalisation 4300-4500 bp stromaufwirts vom 3 Ende von
H19 genau der HSS 5°3, womit dies die plausibleste Deutung der H19 Hybridisieurngen
darstellt und die B-Zell spezifische HSS 5°3 bestitigt. Fraglich ist allerdings, wieso die HSS
54, die innerhalb von H19 liegt (ca. 1500 bp vom 3° Ende), nicht nachweisbar ist (siche Abb.
20D). Betrachtet man die Hybridisierungen von Bal2 mit RE 11, in denen sich beide HSS
darstellen, fallen sehr unterschiedliche Intensititen auf (sieche Abb. 20C), so dass HSS 5°4
moglicherweise aufgrund der insgesamt geringeren Signalstirke in H19 nicht erkennbar ist.

Als letztes Restriktionsfragment in diesem Bereich wurde das 4594 bp lange Bgl II Fragment
Bg21, welches am weitesten nach 3 in den Igh-Locus hineinreicht, mit RE 11 hybridisiert.
Dazu wurden die bereits anderweitig eingesetzten Membranen bRE 15 A und B sowie bRE 16
A und B (vgl. Abb. 19D) verwendet. Die Hybridisierung zeigte das 4594 bp lange
Gesamtfragment, sowie in beiden B-Zelllinien (BJAB und MN 60) mit steigenden DNase [
Konzentrationen drei deutliche Banden (sieche Abb. 20E). Diese Fragmente der Lénge 1500-
1600 bp, 2700-2900 bp und 3200-3400 bp, waren bei HL 60 und MOLT-4 nicht nachweisbar
und sind damit B-Zell spezifisch. Bei niedrigen DNase I Konzentrationen waren dabei alle
drei Banden, bei hoheren Konzentrationen jedoch v.a. die kiirzeste Bande nachweisbar (siehe
Abb. 20E). Hinsichtlich der Lokalisation der entsprechenden HSS ergeben sich verschiedene
Moglichkeiten bei alleiniger Betrachtung der Bg21 Hybridisierungen. Es konnte sich um drei

verschiedene HSS 3° der Sonde handeln; mit steigenden DNase I Konzentrationen wére nur
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noch das kiirzteste Fragment nachweisbar. Denkbar wéren auch HSS beidseits der Sonde,
wobei es sich in diesem Fall auch nur um zwei HSS handeln koénnte: eine 5 und eine 3 der
Sonde. Bei niedrigen DNase I Konzentrationen wiirde die Sonde, neben dem beidseits von
DNase I geschnittenen, auch jene beiden Fragmente markieren, die jeweils nur an einer der
beiden HSS geschnitten wurden. Bei hoheren DNase I Konzentrationen wére nur noch das
beidseits geschnitte Fragment nachweisbar. Zieht man die bisherigen Ergebnisse in Betracht,
ergibt sich folgendes Szenario: die HSS 5°4 liegt innerhalb von Bg21, etwa 1300 bp von
dessen 5 Ende und 3300 bp vom 3’Ende entfernt, was die 3200-3400 bp lange Bande erklért.
Neben dieser HSS 5¢ der Sonde muss eine weitere 3° davon liegen, in einem Abstand von
1500-1600 bp von HSS 5°4, was die kiirzeste Bande erkldren wiirde. Diese zweite HSS,
entsprechend der Nomenklatur HSS 5°5, wére 2800-2900 bp vom 5° Ende von Bg21 entfernt
und entspriche der mittleren Bande. Damit wurde die HSS 5°4 bestitigt, und eine neue B-
Zell spezifische HSS 3¢ der Sonde RE 11 und 3° des ersten Pseudogens Vya)7o identifiziert
(siche Abb. 22).

3.2.7.5 HSS zwischen dem Pseudogen V,(y7 und dem ersten funktionellen V;-Gen V;4.69

Bisher wurde der gesamte Bereich vom TOP3B-Locus stromabwirts bis hin zum ersten zu
Igh gehorigen Gensegment, und damit der 5 Grenze des Igh-Locus, untersucht. Nachdem das
am weitesten 5° gelegene Pseudogen V)70 nicht rekombiniert, konnte die vermeintliche
Locusgrenze jenseits dieses Pseudogens, vor dem am weitesten 5¢ gelegenen funktionellen
Gen Vs, lokalisiert sein. Ein potentielles Insulator/Boundary Element, welches Igh vor
hemmenden Einfliissen der Umgebung bzw. benachbarte Gene vor dem aktivierenden Einfluf}
von Igh schiitzt, sollte die funktionellen V,-Elemente, aber nicht zwingend auch funktionslose
Pseudogene mit einschlieen. Aus diesem Grunde wurde abschlieBend die Region zwischen
dem Pseudogen V170 und dem ersten funktionellen Gen Vj4.¢9 untersucht. Dieser 4621 bp
lange Bereich wird abgedeckt durch die zwei relativ kurzen Restriktionsfragmente: das 6603
bp lange Acc 651 Fragment A12 und das 4442 bp lange Eco RI Spaltprodukt E19, welches
komplett innerhalb von A12 liegt (siche Abb. 21A). Beide Fragmente werden relativ mittig
von der Sonde RE 16 markiert. Fiir die Hybridisierungen wurden bereits verwendete
Membranen mit Eco RI bzw. Acc 651 Spaltungen eingesetzt (Blots bRE 08 A und B, bRE 09
A und B sowie bRE 05 A und B; vgl. Abb. 17 und Abb. 18). Die Hybridisierung der Sonde
RE 16 mit Eco RI nachverdauter DNA zeigte neben dem Ursprungsfragment von 4442 bp mit
steigenden DNase I Konzentrationen eine eindeutige weitere Bande der Lange 3300-3500 bp
(siche Abb. 21B). Diese war in der Intensitit vergleichbar mit der durch die HSS T bedingten
Bande (vgl. Abb. 17B). Im Gegensatz zu jener war sie jedoch nur in den B-Zelllinien BJAB,
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MN 60 und REH Zellen nachweisbar (siche Abb. 21B). Bei der Zelllinie REH zeigte sich
zudem eine Besonderheit: mit der Sonde RE 16 traten zwei zusitzliche Banden auf: eine
DNase 1 unabhidngige von 12100-12300 bp und eine erst mit steigenden DNase I

Konzentrationen auftretende (sieche Abb. 21B).
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Abb. 21: HSS 3‘ des Pseudogens VA(1)70 und 5‘ des ersten funktionellen V) Gens VA4-69. A: Schematische
Ubersicht der untersuchten Region mit relevanten Restriktionsfragmenten (Acc 651 und Eco RI). B-C: Southern
Blots von DNA der angegebenen Zelllinien, welche in vivo mit steigenden DNase | Konzentrationen behandelt
und in vitro mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen nachgespalten wurden. B: Southern Blots mit Eco
Rl Nachspaltung und Hybridiserung mit der Sonde RE 16. C: Hybridisierungen von Acc 65| Fragmenten mit der
Sonde RE 16.

Diese beiden Banden verhalten sich genau gleich den anderen beiden, sind jedoch jeweils um
7700-7900 bp grofer. Dieses Phidnomen ist vermutlich durch einen heterozygoten

Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP) bedingt, welcher zwei unterschiedlich
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lange Restriktionsfragmente zur Folge hat, die dieselbe HSS enthalten. Folglich handelt es
sich weder um einen Artefakt, noch um eine HSS. Damit enthélt das Fragment E19 bzw. die
Region zwischen Vyi70 und Vis.eo eine starke, B-Zell-spezifische HSS. Nachdem sich die
HSS 5°5 nicht innerhalb von E19 befindet, handelt es sich um eine weitere HSS, die HSS 5°6,
welche 3300-3500 bp vom 5°¢ oder 3’Ende von E19 lokalisiert ist.

Abschlieend wurden Membranen mit Acc 651 nachgespaltener DNA ebenfalls mit RE 16
hybridisiert. Da das gerade untersuchte Fragment E19 vollstindig in A12 enthalten ist, waren
HSS zu erwarten. Tatséchlich stellte sich mit RE 16 nicht nur das 6603 bp lange Al12
Fragment, sondern auch ein DNase I abhidngiges Fragment der Lange 4300-4500 bp dar (sieche
Abb. 21C). Dieses zeigte sich in den B-Zelllinien BJAB und MN 60, nicht jedoch in MOLT-4
(aufgrund schlechter Qualitit ist die MOLT-4 Hybridisierung nicht gezeigt). Die HSS-
bedingte Bande ist ca. 1000 bp lidnger als jene in E19. Zusammen mit dem 917 bp
betragenden Unterschied zwischen dem 5° Ende von E19 und A12, kann von einer
Lokalisation 3300-3500 bp stromabwirts vom 5° Ende von E19 ausgegangen werden (bzw.
4300-4500 vom 5° Ende von A12), was unmittelbar 5° des ersten funktionellen V;-Gens V4.
¢o gelegen ist (siche Abb. 22). Damit konnte durch die A12 Hybridisierungen die B-Zell
spezifische HSS 5°6 nicht nur bestitigt sondern auch kartiert werden (siche Abb. 21B). Die
HSS 55 hingegen, welche innerhalb von A12 gelegen ist (ca. 600-700 bp entfernt von dessen
5¢ Ende), wird in den durchgefiihrten Hybridisierungen erneut nicht sichtbar, was abermals an
der relativen Schwéche jener HSS im Vergleich zu HSS 5°6 liegen konnte. Insgesamt konnten

diese Hybridisierungen die HSS 5°6 als eine starke B-Zell spezifische HSS identifizieren.

3.2.7.6 Zusammenfassung und Uberblick iiber die gefundenen HSS

Nachdem der 44 kb umfassende Bereich zwischen TOP3B und IgA untersucht und in 5
untergeordneten Abschnitten dargestellt wurde, werden hier die kartierten HSS nochmals in
der Ubersicht dargestellt und zusammengefasst.

Am Ende des TOP3B Gens wurde die in allen Zelllinien deutlich nachweisbare HSST
identifiziert, welche dem TOP3B Promotor entspricht (siche Abb. 17). Etwas weiter
stromabwirts findet sich mit HSS 5°1 eine ubiquitdr nachweisbare schwéchere HSS (siehe
Abb. 17). Nach HSS 5°1 folgt ein ca. 25 kb langer Bereich ohne erkennbare HSS, bevor sich
mit HSS 52 eine schwache, fraglich ubiquitir nachweisbare HSS ca. 15 kb 5° des ersten Igh-
Gens darstellt (siche Abb. 19). Weiter stromabwairts und bereits in unmittelbarer Ndhe von
Ig), finden sich drei vermutlich B-Zell spezifische HSS: die HSS 53, 5°4 und 5°5. Dabei ist
HSS 53 ca. 4 kb 5° des ersten V,-Pseudogens V)70 gelegen, wihrend die schwécheren HSS
5‘4 und 5°5 das Pseudogen unmittelbar beidseits flankieren (siche Abb. 20 und 22).
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Abb. 22: Lage der kartierten HSS 5‘ des IgA-Locus. Dargestellt sind die 5 von Igh gelegenen Restriktions-
fragmente von Acc 651, Eco RI, Hind Ill, Bam HI und Bgl Il sowie die Lage der kartierten HSS (HSST und HSS 5‘1
bis HSS 5‘6). Durch die grauen Balken lasst sich erschlieBen, welche Fragmente welche HSS enthalten.

Im Bereich zwischen diesem Pseudogen und dem ersten funktionellen V; Gen V4.9 befindet
sich schlieBlich, direkt an dessen 5° Ende, mit HSS 5°6 eine starke, B-Zell spezifische HSS
(siebe Abb. 21 und 22). Diese konnte aufgrund ihres direkten Bezuges zum ersten

funktionellen V;-Gen eine Art funktionelle 5¢ Grenze des Igh-Locus darstellen.

3.3 Vergleich der gefundenen HSS mit nachgewiesenen CTCF-Bindungsstellen

Nach der Kartierung der HSS stromauffwirts von Igh (siehe Kap. 3.2), sollte deren Funktion
analysiert werden, wobei die Suche nach einem Insulator/Boundary-Element (als 5’
Dominengrenze des Igh Locus) im Vordergrund stand. Ahnlich der Situation am 3 Ende des
Igh-Locus (Nagel, 2009; Regnier, 2011), konnte am 5° Ende ein Insulator/Boundary Element
benachbarte Gene vor dem Einfluss des Igh Enhancers schiitzen und den Locus begrenzen.
Zur Untersuchung einer moglichen Insulator/Boundary Funktion wiéhlten wir Colony-
Forming-Assays (CFAs), die von Antonia Regnier in der AG Klobeck etabliert wurden
(Regnier, 2011). Bei den CFAs handelt es sich um funktionelle Reportergenassays, welche die
Wirkung der HSS auf die Reportergenexpression chromatinabhiingig untersuchen. Um den
Umfang dieser Experimente zu limitieren, wollten wir eine gewisse Vorauswahl an HSS
treffen, welche als Insulatoren/Boundardies fungieren konnten.

Ein Weg zur Vorhersage bestimmter Funktionen ist die Untersuchung einer DNA-Sequenz
auf Bindungsmotive entsprechender Proteine. Das fiir Insulatoren und Boundaries essentielle
Protein CTCF (Bell et al., 1999) hat aufgrund seiner 11 Zinkfinger jedoch sehr
unterschiedliche DNA Bindungsmotive, weswegen komplexere Algorithmen wie die
CTCFBSDB (CTCF-binding site database; http://insulatordb.uthsc.edu) (Bao et al., 2008)

notwendig sind, um Bindungselemente vorherzusagen. Diese Datenbank basiert auf
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experimentell  identifizierten = CTCF-Bindungsstellen, DNA-Sequenzen, genetischen
Polymorphismen und Genexpressionsprofilen, und bietet eine online Plattform zur in silico
Vorhersage von CTCF-Bindungsstellen. Die Wahrscheinlichkeit einer tatsdchlichen in vivo
Bindung wird durch den PWM (position weight matrix) Score angegeben, wobei ein Score
von > 3,0 eine wahrscheinliche CTCF-Bindungssequenz darstellt (Bao et al., 2008).
Untersuchungen aller identifizieren HSS mit dieser online Plattform ergaben potentielle
CTCF-Bindungssequenzen mit sehr hoher Bindungswahrscheinlichkeit innerhalb der HSS 5°1
(PWM von 17,19) und HSS 56 (PWM von 16,23). Fiir alle anderen HSS ergab die Suche
keine nennenswerten Treffer (Scores von < 2,0), womit unter den gefundenen HSS zwei
potentielle Insulator/Boundaries ausgemacht werden konnten.

Eine publizierte Arbeit zur genomweiten Kartierung von in vivo CTCF-Bindungsstellen im
Humangenon bestétigte diese Ergebnisse. Mithilfe eines genomweiten CTCF-ChIP-on-chip
Screens (Chromatin-Immunprézipitation von CTCF mit daran bindender DNA, gefolgt von
einer Array-basierten Analyse der gebundenen DNA-Sequenzen) hatte die Gruppe von Bing
Ren in humanen Fibroblasten 13 804 in vivo CTCF-Bindungsstellen (CBS) identifiziert und
auf 100 bp genau kartiert (Kim et al., 2007). Zwei dieser CBS, 13376 und 13377, fallen mit
den von uns identifizierten HSS 51 bzw. HSS 5‘6 zusammen und enthalten die von der
CTCFBSDB vorhergesagten CTCF-Kernbindungssequenzen. Die Sequenzen der CBS 13376
und 13377 sowie deren putative CTCF-Kernbindungssequenz sind in Abb. 23 dargestellt.
13376
CCOTGCCTOCCTaOCACCACCCTGATCCGAGCTCCTCCTOTCCCTCCAGGTCTCCACCTTGCCCCCTGOAGTOTGTICTCCACATACCA
CAGTTCATTGTATGGAGCCCTAGEAAGGACCTGAGGC IBGCCAGCACC RGOS A GTGGTCAGCTCTGAAGACCAGEGCGTCGAGA

AGTGTTCTTGGTCAGAGCAGAGAAACTGCAGTTGCCTTGTGCTTTCTTCCCGGAGAGCCCTGCAGCTGACCCTCTGCCAGAGCTTTGGGT
CAGGCTTTCTGACTGACCCTTAGGTTGACAAATGACCCAGATTCAGAGGAACCCTTCAACTTGGAGGTGTCTCCCTATTGGGACTCCC

13377

GGAGACATTCTGTTCCAGTCAATGTAAATTATCCCATTACACCTACCAAATAGAACGTGTATGAGAGACACCTTTCTCCTGAGGACTTTT
GCAAAGTGGGGTGGATCATGTGTCCCGCTCCCACTGAAAAGGGCTAAATGGAAAACTAAAGTCTGAAATAAAATAGGAGGCTGCCCTGAC
GAGGGGTCCCACTTTGCCCTTGGACAGAGAACAGGCCGTGGTCAAGGCCCTGGTCCGGGCAGAAGCCTCTGTCAGGACCCACTGGCATCT
GGTCACAGACACGATGGACCTGGGCETAGGCAGAAGGGGGTGCTET TGGTCTGCTGCTGAGGGCTCTGTGGGTTTCTCAGCTGGGAAACC
AAACACTTGAACTTGGTCTCCACGCAGGGTTCACTGGGGCCAGCAGCTGGGCTCTCTCTGCACCCTTGGAGAGCCTCAGGCCAGGCCCAG
CCCAGGTAACCCCTCCCAGAAATGTCACCCCACCACTGGGACTGACACTCAGGCACACGGAGTGATTTGGTTGGGCAGAGGAAGAGGAGC
ACATTTGCATGAAGGGCCCCTCTCTCTCCTCTGGGACTACAGGGTGGGTAAGAAATACCTGCAACTGTCAGCCTCAGCAGAGCTCTGGGG
AGTCTGCACCATGGCTTGGA

Abb. 23: Sequenzen der CBS 13376 und 13377 mit putativer CTCF-Kernbindungssequenz. Fir 13376 ist die
CTCF-Kernbindungssequenz (PMW-Score von 17,19) griin markiert, fir 13377 (PMW-Score von 16,23) grau.

Die Kolokalisation der in vivo nachgewiesenen CBS mit den von uns identifzierten HSS legt
eine funktionelle Relevanz dieser Elemente nahe. Daher beschrinkten wir die geplanten CFAs
zur Testung einer Insulator/Boundary Funktion auf HSS 5°‘1 und HSS 5°6, wihrend die

restlichen HSS, ohne potentielle CBS, nicht weiter funktionell analysiert wurden.
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Abb. 24 gibt eine Ubersicht iiber bekannte Insulator/Boundary Elemente mit CBS, die CBS
von HSS 5°1 und 5°6 und der 3 gelegenen HSS 5 und HSS 6, fiir welche die AG Klobeck

eine Insulator-Funktion zeigen konnte (Regnier, 2011).

it C
i Q?.- CCC(T: T\ C ! (,:Tc

IgA 3' HSS 6

IgA 3'HSS 5

IgA HSS 5'1 (CBS 13376)
IgA HSS 5'6 (CBS 13377)
Apo B

R-Globin 5'HS5
R-Globin 3'HS1

Igf 2

c-myc 5' Boundary

Konsensus Bell & Felsenfeld (2000)

Abb. 24: CTCF-Konsensussequenzen der HSS 5‘ und 3‘ von IgA und bekannter Insulatoren. Die einzelnen Basen
sind farblich markiert. Ganz unten ist die von Bell und Felsenfeld definierte Konsensussequenz gezeigt.

3.4 Funktionelle Analyse der HSS 5°1 und 5°6 mittels Colony-Forming-Assay

Um eine mdgliche Insulator/Boundary Funktion der HSS 5°1 und 5°6 in vivo zu untersuchen,
sollten, wie bereits angedeutet, Colony-Forming-Assays (CFAs) zum Einsatz kommen, die in
der AG Klobeck von Antonia Regnier etabliert wurden (Regnier, 2011). CFAs sind
Reportergen-Assays, welche die Auswirkung eines regulatorischen Elementes auf die

Expression eines Reportergens untersuchen.

3.4.1 Prinzip des Colony-Forming-Assays

Die in der AG Klobeck etablierten CFAs basieren auf Reportergenkonstrukten mit neo®,
einem Resistenzgen gegen Geneticin (G418), und wurden bereits 1993 in vergleichbarer Form
von Chung und Felsenfeld zur Analyse von Insulatorfunktionen genutzt (Chung et al., 1997;
Chung et al., 1993). Neo® kodiert fiir eine Phosphotransferase, welche das fiir eukaryontische
Zellen toxische Geneticin phosphoryliert und inaktiviert. Somit {iberleben nur jene Zellen eine
G418-Behandlung, die das neo® Gen exprimieren. Die Reportergenkonstrukte werden vor der
Transfektion linearisiert und integrieren nach dem Zufallsprinzip in die chromosomale DNA,
wobei das Umfeld, in welches sie integrieren, mafigeblich ihre Expression beeinflusst. Diese
Abhéngigkeit der Genexpression vom jeweiligen Aktivititszustand des umgebenden
Chromatins (Euchromatin vs. Heterochromatin) wurde als erstes in Drosophila beschrieben
und als ,,position effect variegation bezeichnet (Henikoff, 1992). Integriert also das

Reportergen in eine heterochromatische Umgebung, wird es ebenfalls heterochromatisch



67

verpackt und nicht exprimiert (siche Abb. 25); integriert es hingegen in eine euchromatische,
transkriptionell aktive Region, ist neo® zuggnglich fiir Transkriptionsfaktoren, wird exprimiert

und verleiht der Zelle Resistenz gegeniiber G418.
E P neo

Transfektion in
eukaryontische Zellen

chromosomale
Integration

G 418 Selektion

Abb. 25: Prinzip des Colony-Forming-Assays. Darstellung der CFA-Reportergenversuche mit oder ohne
flankierende HSS mit Barriere-Funktion. neo = G418 Resistenzgen, P = Promotor, E = Enhancer. Bei Integration
des Konstruktes in Heterochromatin wird die Genexpression verhindert, bei Integration in Euchromatin wird
neo exprimiert, bei Flankierung durch Barriere-Elemente wird neo unabhdngig vom Chromatinumfeld
exprimiert, was insgesamt die Anzahl G418-resistenter Zellen bzw. Kolonien erhéht.

Die Anzahl der Zellen pro Transfektionsansatz, welche neo® exprimieren und G418-resistent
sind, ist bei Transfektion des gleichen Konstruktes aufgrund der Vielzahl an Integrations-
ereignissen relativ konstant, und kann durch Auszdhlung der gewachsenen Kolonien
quantitativ erfasst werden. Bei beidseitiger Flankierung des Reportergens durch Boundary
Elemente, welche die Ausbreitung von Heterochromatin verhindern und eine vom Umfeld
unabhingige Expression gewéhrleisten, ist eine erhohte Zahl G418-resistenter Zellen bzw.
Kolonien zu erwarten (sieche Abb. 25). Zur Testung einer Enhancer-blockierenden Wirkung
hingegen miissen die regulatorischen Elmente zwischen Enhancer und Promotor des
Reportergens platziert werden, wo sie deren Interaktion verhindern und die Genexpression

reduzieren, was zu einer Abnahme der G418-resistenten Kolonien fiihrt.

3.4.2 Herstellung der Vektoren

Um sowohl HSS 5°1 und HSS 5°6 auf Barriere und Enhancer-Blocker (EB) Funktion zu
testen, wurden eine Reihe verschiedener Konstrukte generiert. Als Grundlage dafiir dienten
die von Antonia Regnier klonierten Expressionsplasmide mit neo® Resistenzgen, welche auf
dem pCl Plasmid (Promega) basieren. Das Enhancer-freie, rein Promotor-getriecbene
Expressionsplasmid enthélt den 202 bp langen SV40 Promotor, welcher auf den SV40-Virus

(Simian vacuolating virus 40) zuriickgeht, und wird im Folgenden pSV40Pneo genannt (p fiir
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Plasmid, SV40P fiir SV40-Promotor, neo fiir das Resistenzgen) (siche Abb. 26). Das
Enhancer-getriebene Plasmid enthilt zusétzlich, 5¢ des Promotors, den 236 bp langen SV40
Enhancer, und wird pSV40EPneo genannt (siche Abb. 26). Beide Plasmide enthalten
weiterhin das SV40 poly(A) Polyadenylierungssignal fiir neo® sowie Amp~, ein Ampicillin-
Resistenzgen (flir B-Lactamase kodierend) zur Selektion transformierter Bakterien, welches

aufgrund seines prokaryontischen Promotors nur in Bakterien exprimiert wird.

neo” Amp®
pSv4oPneo 5 — RN —————— 3
SV40P SV40 poly(A)
neo” Amp"®
= R p— T — — 3
SVA40E SV40P SV40 poly(A)

Abb. 26: Darstellung der Referenzplasmide pSVPneo und pSV40EPneo. Beide Plasmide enthalten das neo"
Resistenzgen, dessen Expression vom SV40 Promotor (oben) bzw. SV40 Promotor und SV40 Enhancer (unten)
getrieben wird. SV40 poly(A) steht fiir das SV40 Polyadenylierungssignal. AmpR kodiert fiir das
Ampicillinresistenzgen und dient zur Selektion transformierter Bakterien.

Die beiden Plasmide pSV40Pneo und pSV40EPneo (siche Abb. 26), stellten die Grundlage

fiir alle weiteren Klonierungen dar, und dienten im Rahmen der CFAs als Referenzplasmide.

3.4.2.1 Anordnung der HSS in den Reportergenkonstrukten

Wie bereits skizziert, sind fiir die Testung einer HSS auf Barriere- bzw. EB-Funktion
unterschiedliche Anordnungen der HSS in den Reportergenkonstrukten notig.

Zur Priifung einer Boundary-Funktion im Sinne einer Barriere gegen die Ausbreitung
inaktiven Heterochromatins (Gaszner and Felsenfeld, 2006; Pikaart et al., 1998) sind
Konstrukte ndétig deren Resistenzgen (inklusive Promotor/Enhancer) beidseits von der
potentiellen Boundary flankiert wird. Damit wird das Reportergen vor inaktivierenden
Einfliissen sowohl von stromauf- als auch stromabwirts geschiitzt. Entsprechend sollten die
zu untersuchenden HSS jeweils beidseits der Reportergenkasette in pSV40Pneo bzw.
pSV40EPneo inseriert werden (siche Abb. 27A). Zur Priifung einer Enhancer-blockierenden
Funktion, welche abhédngig von der Positionierung zwischen Enhancer und Promotor ist,
(Burgess-Beusse et al., 2002; Kellum and Schedl, 1992; West et al., 2002), sollte die jeweilige
HSS entsprechend zwischen Enhancer und Promotor kloniert werden (sieche Abb. 27B).

Zu diesem Zwecke wiren zusitzliche HSS in Barriere-Position theoretisch nicht notwendig;
allerdings konnte dann ein Barriere-Effekt einer HSS mit einem mdglichen EB-Effekt
derselben HSS interferieren. Aus diesem Grunde wurden zur Analyse von EB-Funktionen die
jeweiligen HSS nur zwischen Enhancer und Promotor von Plasmiden mit denselben HSS in
Barriere-Position kloniert. Abb. 27 gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Anordnungen

der HSS.
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Abb. 27: Die Anordnung der HSS in den Reportergenkonstrukten. A: Anordnung der HSS zur Testung einer
Barrierefunktion: beidseitige Flankierung des Reportergens neo" durch die HSS. B: Positionierung der HSS zur
Priifung einer Enhancer-blockierenden Funktion: zusdtzliche Insertion der HSS zwischen Enhancer und
Promotor. Zu den verwendeten Abkirzungen siehe Abb. 26 und Kap. 3.4.2.

3.4.2.2 Eingrenzung der zu untersuchenden Bereiche aus HSS 51 und HSS 56

Die HSS-Sequenzen, welche mithilfe der CFAs funktionell untersucht werden sollten, sollen
moglichst alle funktionellen Elemente der HSS wumfassen, aber dennoch den zu
untersuchenden Bereich auf das Notigste beschranken. Zur Priifung einer Insulator/Boundary
Funktion wire angesichts der CTCF-Abhéngigkeit dieser Funktion (Bell et al., 1999) die 20
bp lange CTCF-Kernbindungssequenz die Minimalvariante. Die experimentell von uns
identifizierten HSS-Sequenzen sowie die durch CTCF-Chromatin-IP gefundenen CBS (Kim
et al., 2007) sind allerdings ldnger und konnten weitere, potentiell relevante, regulatorische
Elemente enthalten, so dass wir die HSS-Gesamtsequenzen fiir die funktionelle Analyse
wihlten. Aufgrund der Unschirfe der HSS-Kartierung mittels DNase I Verdau und ,,indirect
end-labeling® von mindestens +/- 50 bp (Gross and Garrard, 1988) wurden die Sequenzen der
mittels ChIP-on-chip identifizierten CBS 13376 und 13377 (561 bp bzw. 582 bp) gewihlt
(Kim et al., 2007). Anhand der CBS 13376 wollten wir zudem priifen, ob eine kiirzere
Sequenz, welche dennoch die CTCF-Kernbindungssequenz enthélt, sich in ihrer Funktion von
der Gesamt-CBS-Sequenz unterscheidet.

Fiir die zu amplifizierenden Bereiche, d.h. die CBS 13376, deren kiirzere Teilsequenz CBS
13376s (402 bp), und die CBS 13377, wurden Primerpaare gewéhlt, welche mit fiir die
Klonierungen in pSV40Pneo bzw. pSV40EPneo passenden Restriktionsenzymspaltstellen
versehen wurden. Abb. 28 gibt einen Uberblick iiber die CBS mit Position der
Oligonukleotide und der CTCF-Kernbindungssequenzen. Die Oligonukleotidsequenzen sind
Tab. 2 (siehe Kap. 2.1.7.3) zu entnehmen.
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13376 und 13376s

CTCF Bindungsstelle

RE14-1
— 13376s
’ ) 13376
100 200 300 400 500
RE14-3 RE14-2
<d@= =

13377
RE15-1 CTCF Bindungsstelle
— w—— 13377

100 200 300 400 50

RE15-2
100 bp T—

Abb. 28: Amplifizierte Bereiche der CBS 13376 und 13377. Dargestellt sind die Sequenzen der CBS 13376 und
13377, die verwendeten Primer (griine Pfeile) und die Lokalisation der CTCF-Kernbindungssequenz.

3.4.2.3 Klonierung der Konstrukte

Zunichst wurden die HSS bzw. CBS in Barriereposition in pSV40Pneo kloniert. Basierend
auf humaner Plazenta-DNA als Matrize wurden diese Elemente mittels PCR generiert. Fiir
CBS 13376 wurden die Primer RE14-1 und RE14-2 eingesetzt, fiir 13376s RE14-1 und RE
14-3 und fiir 13377 die Primer RE 15-1 und RE15-2 (sieche Abb. 28). Die Forward-Primer
enthielten eine Bgl I1-, die Reverse-Primer eine Bam HI-Spaltstelle. Das Plasmid pSV40Pneo
enthdlt 5¢ des Promotors eine Bgl II- und 3¢ des Poly(A)-Signals eine Bam HI-Schnittstelle.
Aufgrund der Kompatibilitdt von Bam HI- und Bgl II-Spaltstellen konnten die mit Bgl II und
Bam HI geschnittenen Inserts zunichst in den mit Bgl II gespaltenen Vektor und anschlieBend

in den mit Bam HI verdauten Vektor kloniert werden.
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Abb. 29: Ubersicht iiber die Promotor-getriebenen Reportergenkonstrukte. Ausgehend von pSV40Pneo
wurden die CBS 13376, 13376s und 13377 in Barriere-Position kloniert. Die Restriktionsschnittstellen sind
markiert. Zu den verwendeten Abkiirzungen siehe Abb. 26 und Kap. 3.4.2.
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Hieraus ergaben sich drei Promotor-getriebene Vektoren mit HSS bzw. CBS beidseits in
Barriere-Position, welche gemdll der CBS pl13376Pneol3376, p13376sPneol13376s und
p13377Pneol13377 genannt wurden (siche Abb. 29).

Fiir die Klonierung der HSS bzw. CBS in Barriereposition in das Enhancer-haltige Plasmid
pSV40EPneo wurde die Klonierungsstrategie etwas abgewandelt. In der 3¢ Position konnte,
wie bei pSV40Pneo, die CBS nach Bam HI und Bgl II Spaltung in den Bam HI verdauten
Vektor inseriert werden. Auf der 5° Seite befindet sich in pSV40EPneo die Bgl II Spaltstelle
allerdings zwischen Enhancer und Promotor, so dass zur Klonierung einer CBS in Barriere-

Position stattdessen die 5¢ des Enhancers gelegene Mlu I Spaltstelle verwendet wurde.
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Abb. 30: Ubersicht iiber die Enhancer-getriebenen Reportergenkonstrukte. Ausgehend von pSV40EPneo
wurden die CBS 13376, 13376s und 13377 jeweils in Barriere-Position stromauf- und stromabwarts sowie in
Enhancer-blockierender Position zwischen Enhancer und Promotor kloniert. Die Restriktionsschnittstellen sind
markiert. Zu den verwendeten Abkiirzungen siehe Abb. 26 und Kap. 3.4.2.
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Die stromabwirts des Resistenzgens gelegene CBS wurde wie bei pSV40Pneo in die Bam HI
Spaltstelle kloniert (s.0.). Fiir die 5 gelegene CBS wurden mit den Primern RE14-4 und
RE14-5 fiir 13376, RE14-4 und RE 14-6 fiir 13376s und RE15-3 und RE15-4 fiir 13377 PCR-
Produkte mit Mlu I-(5°) bzw. Bss HII (3°) Spaltstellen generiert. Aufgrund der Kompatibilitét
von Mlu I- und Bss HII-Schnittstellen konnten diese CBS nach entsprechendem
Restriktionsverdau in die Mlu I-Spaltstelle von pSV40EPneo kloniert werden. Hieraus
resultierten die Enhancer-getriebenen Reportergenkonstrukte mit HSS beidseits in Barriere-
Position, welche entsprechend pl13376EPneol3376, pl3376sEPneol3376s und
p13377EPneo13377 genannt wurden (siche Abb. 30).

Fiir die Reportergenkonstrukte mit CBS in EB-Position wurden CBS mit Bgl II- und Bam HI-
Schnittstellen in die Bgl II-Spaltstelle zwischen Enhancer und Promotor der gerade genannten
Plasmide eingefiigt. So entstanden Reportergenkonstrukte mit CBS in EB-Position, welche
entsprechend der CBS Anordnung p13376E13376Pneo13376, p13376sE13376sPneo13376s
und p13377E13377Pneo13377 genannt wurden (siche Abb. 30). Alle Konstrukte wurden
nach ihrer Klonierung mittels Testspaltungen auf ihre Richtigkeit iiberpriift und anschlieBend
von Eurofins MWG/Operon sequenziert. Tab. 7 gibt eine Ubersicht iiber die klonierten und

nun zu testenden Reportergenkonstrukte.

Plasmid Grofle (bp) Herkunft Oligonukleotide
pSV40Pneo 3982 Referenzplasmid
p13376Pneo13376 5076 pSV40Pneo RE14-1& RE14-2
p13376sPneo13376s 4758 pSV40Pneo RE14-1& RE14-3
p13377Pneo13377 5114 pSV40Pneo RE15-1& RE15-2
pSV40EPneo 4223 Referenzplasmid
p13376EPneo13376 5317 pSV40EPneo RE14-4& RE14-5;
RE14-1& RE14-2
p13376sEPneo13376s 4999 pSV40EPneo RE14-4& RE14-6;
RE14-1& RE14-3
p13377EPneo13377 5353 pSV40EPneo RE15-3& RE15-4;
RE15-1& RE15-2
p13376E13376Pneo13376 5864 p13376EPneol13376  RE14-1& RE14-2
p13376sE13376sPneo13376s 5387 p13376sEPneo13376s RE14-1& RE14-3
p13377E13377Pneo13377 5919 p13377EPneol13377  RE15-1& RE15-2

Tab. 7 Ubersicht iiber die Reportergenkonstrukte mit HSS 5‘1 und 5‘6 in Barriere und EB-Position.

3.4.3 Durchfiihrung der Colony-Forming-Assays
Die CFAs mit den klonierten Reportergenkonstrukten wurden entsprechend des von Antonia

Regnier in der AG Klobeck etablierten Protokolls durchgefiihrt (Regnier, 2011).
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3.4.3.1 Wahl der Zelllinie

Als Zelllinie wurden HeLa Kyoto Zellen, ein Subklon von HeLa Zellen, eingesetzt (Simpson
et al., 2007). Von der Verwendung von B-Zelllinien, in welchen die Immunglobulinloci aktiv
sind, wurde aufgrund technischer Schwierigkeiten abgesehen. Zum einen ist die
Transfektionseffizienz in B-Zelllinien generell sehr gering (Asenbauer and Klobeck, 1996),
zum anderen handelt es sich um Suspensionszellen, welche nur Soft-Agar-basierte CFAs
erlauben. Diese wiirden wiederum Probleme hinsichtlich des Wechsels von Medium und
Selektionsagens G418 aufwerfen und wiren technisch schwieriger als klassische CFAs. HeLa
Zellen hingegen sind leicht transfizierbar, konnen durch ihre starke Adhdrenz mehrere
Medienwechsel gut iiberdauern und wachsen auch in einer niedrigen Zelldichte, wie sie fiir
CFAs benotigt wird. Hela Kyoto Zellen im Speziellen zeigen eine hohere Wachstumsrate als
normale HeLa Zellen, bilden besser abgrenzbare Kolonien und sind leichter einzufarben,
weswegen sie sich besonders eignen (Regnier, 2011). Aufgrund der Nachweisbarkeit der CBS
13376 und 13377 in Fibroblasten (Kim et al., 2007) und unserer DNase I Assays kann zudem
von einer nicht-B-Zell spezifischen Funktion dieser CBS ausgegangen werden, so dass der

Einsatz von HeLa Zellen gerechtfertigt ist.

3.4.3.2 Transfektion

Alle Reportergenkonstrukte wurden vor ihrer Transfektion linearisiert, damit sie auf dieselbe
Weise in die genomische DNA integrieren. Dazu wurde die Restriktionsendonuklease Nde I
eingesetzt, welche stromabwirts aller fiir den CFA relevanten Strukturen schneidet (siehe
Abb. 29 und 30). Die Plasmid-DNA wurde mittels Gelelektrophorese auf Linearitét gepriift.
Fir die Transfektion wurde mit Nanofectin als Transfektionsreagenz eine chemische
Transfektionsmethode gewéhlt, die auf kationischen Polymeren basiert. Diese sind in pordse
Nanopartikeln eingebettet und bilden mit der negativ geladenen DNA einen stabilen Polymer-
DNA-Komplex, der mittels Endozytose von Zellen aufgenommen wird und im Zellinneren
schlieBlich die DNA freisetzt.

In den Transfektionsansédtzen wurde fiir alle Konstrukte die gleiche Menge DNA eingesetzt
(sieche Kap. 2.2.11.2). Um Unterschiede hinsichtlich der Transfektionseffizienz o.a.
auszugleichen, wurde in jeder Versuchsrunde das Referenzplasmid (pSV40Pneo) transfiziert,
auf welches alle Werte bezogen wurden. Jedes Reportergenkonstrukt wurde insgesamt in
mindestens 3 voneinander unabhingigen Experimenten transfiziert, und die transfizierten
Zellen jeweils auf 3 verschiedene Zellkulturschalen ausplattiert. Als Negativkontrolle diente
ein Ansatz ohne jegliche Plasmid-DNA. Die Transfektionen wurden im Folgenden, wie in

Kap. 2.2.11.2 beschrieben, durchgefiihrt.
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3.4.3.3 Selektion, Firbung und Auswertung

Zur Selektion der transfizierten und damit das Resistenzgen neo® exprimierenden Zellen
wurden diese mit G418 Sulfat behandelt, wobei dieses iiber 14 Tage regelmiBig erneuert
wurde um die Konzentration konstant zu halten (siehe hierzu Kap.2.2.11.3). Nach Ende des
Selektionszeitraumes wurden die Zellen mit Methylenblau, einem intensiv blauen und
dauerhaften Farbstoff, geféarbt (siche Kap. 2.2.11.4). Die makroskopisch sichtbaren Kolonien
wurden im Anschluss vor einem 1 cm x 1 cm Raster auf weilem Hintergrund per Hand
ausgezdhlt. Die weitere Auswertung erfolgte computerbasiert mithilfe von Microsoft Excel
2010. Fiir jedes Reportergenkonstrukt wurden die Einzelwerte aller damit transfizierten
Platten eingegeben und die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Der Mittelwert
des Referenzplasmids pSV40Pneo wurde gleich eins gesetzt und die Mittelwerte der anderen
Konstrukte auf diese Referenz bezogen (sieche auch Kapitel 3.4.3.2), so dass unabhéngige
Experimente verglichen werden konnten. Des Weiteren musste die Grofe der jeweiligen
Plasmide beriicksichtigt werden: bei unterschiedlicher Plasmidgroe und Transfektion
derselben DNA-Mengen wurden ndmlich unterschiedliche Kopienzahlen transfiziert. Um dies
in der Auswertung einzukalkulieren, wurde die Linge des jeweiligen Reportergenkonstruktes
in Relation zur Linge des Referenzplasmids pSVPneo (3982 bp) gesetzt. Der sich ergebende
Faktor (Faktor f) wurde mit dem jeweiligen Mittelwert und der entsprechenden
Standardabweichung multipliziert. Die daraus resultierenden Werte wurden schlieBlich dem t-
Test unterzogen um zu prifen, ob die Unterschiede zwischen einzelnen Konstrukten

signifikant waren (Signifikanzniveau a = 0,05).

3.4.4 Ergebnisse der Colony-Forming-Assays

In drei unabhingigen Experimenten wurden die oben genannten 11 Plasmide (siehe Kap.
3.4.2.3) inklusive Referenzplasmid pSV40Pneo und Negativkontrolle in HeLa Kyoto Zellen
transfiziert. Transfektion, Selektion und Auswertung erfolgten wie oben beschrieben (siche

Kap. 3.4.3.2 und 3.4.3.3).

3.4.4.1 Untersuchungen zur Funktion von 13376 und 13376s

Die CBS 13376, welche der HSS 5°1 entspricht und 2 kb stromabwiérts des TOP3B Gens liegt
(siche Abb. 17) sowie deren Kurzform 13376s wurden unter Einsatz der in Kap. 3.4.2.3
beschriebenen Plasmide auf ihre mogliche Boundary- und Enhancer-Block Funktion getestet.
Zur Priifung der Barriere-Funktion dienten die Plasmide pSV40Pneo, p13376Pneol13376,
p13376sPneo13376s, pSV40EPneo, p13376EPneo13376 und p13376sEPneo13376s, welche
die CBS jeweils stromauf- und stromabwiérts des Reportergenkomplexes enthalten. Bei den

rein Promotor-getriebenen Konstrukten, die auf dem Plasmid pSV40Pneo basieren, bewirkte
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die Anwesenheit von 13376 in Barriere-Position eine leichte, jedoch signifikante Reduktion
der Kolonien im Vergleich zum Referenzvektor (p-Wert im t-Test von 0,04), das verkiirzte
Fragment 13376s hingegen fiihrte in Barriere-Position zu keiner signifikanten Anderung der
Kolonienzahl (p-Wert im t-Test von 0,32) (siche Abb. 31). Das Enhancer- und Promotor-
getriebene Reportergenkonstrukt pSV40EPneo fiihrte erwartungsgemiB3 zu einer deutlichen
Zunahme der Kolonienzahlen im Vergleich zu pSV40Pneo (siehe Abb. 31). Die Platzierung
der CBS 13376 und 13376s stromauf- und abwérts von Enhancer, Promotor und Resistenzgen
fiihrten zu dhlichen Ergebnissen wie in den rein Promotor-basierten Konstrukten: in Barriere-
Position fiihrte 13376 zu einer deutlichen und signifikanten Abnahme der Kolonien-Zahlen
auf fast die Hilfte (p-Wert im t-Test von 2,3 x 10°) (siche Abb. 31), wihrend 13376s
wiederum keine signifikate Verdnderung der Kolonienzahlen zur Folge hatte (p-Wert im t-

Test von 0,42) (siche Abb. 31).
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Abb. 31: Ergebnisse der CFAs mit den CBS 13376 und 13376s in Barriere-Position. Dargestellt sind die
Ergebnisse der CFAs mit Promotor und Enhancer-getriebenen Reportergenkonstrukten mit CBS 13376 bzw.
dessen Kurzform 13376s in Barriere-Position. Die Ergebisse zeigen die Mittelwerte jeweils 9 verschiedener
Auszahlungen und beziehen sich auf das Referenzplasmid pSV40Pneo, welches gleich 1 gesetzt wurde. Die
Mittelwerte sind angegeben; die Standardabweichungen dargestellt.

Hitten die CBS 13376 bzw. 13376s eine Boundary-Aktivitit, welche das Reportergen vor
Heterochromatin-assoziierter Inaktivierung schiitzt, wire eine Zunahme der Kolonien zu
erwarten. Stattdessen filihrte die beidseitige Flankierung des Reportergens mit der HSS 5°1
bzw. CBS 13376 zu einer deutlich geringeren Koloniezahl, was eine Silencer-Funktion
vermuten ldsst, wie sie fiir CTCF-bindende Elemente bereits beschrieben wurde (Burcin et al.,
1997; Klochkov et al., 2006). Die Silencer-Funktion scheint zudem durch jenen DNA
Abschnitt vermittelt, welcher in der Kurzform 13376s nicht enthalten ist, da letztere zu

keinerlei Verminderung der Kolonienzahl fiihrt (siche Abb. 31).
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Als néchstes wurden die CBS 13376 und 13376s auf EB-Funktionen getestet. Dazu wurden
die oben genannten Konstrukte mit CBS in Barriere-Position um CBS zwischen Enhancer und
Promotor erweitert (siche Kap. 3.4.2.1). Der Vergleich dieser Plasmide mit den CBS-
flankierten Konstrukten sollte Positions-unabhingige Effekte wie Silencer-Funktionen
minimieren und eine Evaluation der reinen EB-Funktion ermdglichen. Zur Priifung der EB-
Aktivitit wurden die Plasmide pSV40Pneo, pSV40EPneo, pl13376EPneol3376,
pl13376E13376Pneo13376, pl13376sEPneol13376s und pl13376sE13376sPneol13376s

eingesetzt.
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Abb. 32: Ergebnisse der CFAs mit den CBS 13376 und 13376s in Enhancer-Block Position. Dargestellt sind die
Ergebnisse der CFAs mit der CBS 13376 und deren Kurzform 13376s in Enhancer-blockierender Position. Die
Ergebisse zeigen die Mittelwerte jeweils 9 verschiedener Auszdhlungen und beziehen sich auf das
Referenzplasmid pSV40Pneo, welches gleich 1 gesetzt wurde. Die Mittelwerte sind angegeben; die
Standardabweichungen dargestellt.

Die CBS 13376, welche in Barriere-Position bereits zu einer Abnahme der Kolonienzahl
fiihrte und damit Silencer-Aktivitit zeigte, hatte bei zusitzlicher Positionierung zwischen
Enhancer und Promotor keine weitere Verminderung der Kolonienzahl zur Folge (p-Wert im
t-Test von 0,17) (siche Abb. 32). Dies stiitzt die Hypothese einer Positions- und Kopienzahl-
unabhéngigen transkriptionellen Silencer-Funktion der CBS 13376. Die Kurzform 13376s
hingegen, welche in Barriere-Position keine Auswirkung auf die Kolonienzahl hatte, fiihrte,
bei Anwesenheit zwischen Enhancer und Promotor, zu einer deutlichen Abnahme der
Kolonienzahl auf weniger als die Hilfte (p-Wert im t-Test von 3,7 x 107) (sieche Abb. 32).
Dementsprechend wiirde 13376s eine klassische Positions-abhdngige EB-Funktion erfiillen.

Die unterschiedlichen Effekte von 13376 und 13376s konnten durch verschiedene
funktionelle Untereinheiten innerhalb der Gesamtsequenz der CBS 13376 bzw. HSS 5°1

bedingt sein. Die Gesamtsequenz 13376 zeigt eine Silencer-Funktion, welche die Teilsequenz
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13376s nicht ausiibt, wodurch deren EB-Funktion zutage treten konnte. Entsprechend miisste
das Enhancer-blockierende Element in der Gesamtsequenz 13376 enthalten sein, nur scheint
dieses innerhalb der CBS von einem stdrkeren Silencer-Element dominiert zu werden (siehe

Abb. 32).

3.4.4.2 Untersuchungen zur Funktion von 13377

Als nichstes wurde die HSS 5°6, welche der CBS 13377 entspricht und unmittelbar 5° des
ersten funktionellen V;—Gens gelegen ist (siche Abb. 21), hinsichtlich einer mdglichen
Barriere- und EB-Funktion untersucht. Die Barriere-Funktion wurde mithilfe der Plasmide

pSV40Pneo, p13377Pneo13377, pSV40EPneo und p13377EPneo13377 getestet.
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Abb. 33: Ergebnisse der CFAs mit der CBS 13377 in Barriere-Position. Dargestellt sind die Ergebnisse der CFAs
mit der CBS 13377 in Barriere-Position. Die Ergebisse zeigen die Mittelwerte jeweils 9 verschiedener
Auszihlungen (3 unabhéingige Versuchsreihen) und beziehen sich auf das Referenzplasmid pSV40Pneo, Die
Mittelwerte angegeben; die Standardabweichungen sind eingetragen.

Sowohl die beidseitige Flankierung des rein Promotor-getriebenen Konstruktes pSV40Pneo,
als auch des Enhancer-getriecbenen pSV40EPneo mit der CBS 13377 fiihrten zu einem
statistisch signifikanten Anstieg der Kolonienzahl (p-Wert im t-Test von 0,003 bzw. 0,002)
(siehe Abb. 33). Damit kann der HSS 56 bzw. CBS 13377 eine klassische Barriere-Funktion
zugeschrieben werden.

Ob die CBS 13377 auch Enhancer-Block Aktivitdt ausiibt, wurde mithilfe des Plasmids
p13377E13377Pneo13377 gepriift. Tatsdchlich fiihrte die Anwesenheit der CBS 13377
zwischen Enhancer und Promotor zu einer deutlichen Abnahme der Kolonienzahl sowohl im
Vergleich zum Reportergenkonstrukt mit 13377 in Barriere-Position als auch im Vergleich zu
pSV40EPneo (p-Werte im t-Test von 5,9 x 10 bezogen auf p13377EPneo13377 bzw. 6,5 x
10° bezogen auf pSV40EPneo) (siche Abb. 34). Damit zeigt die CBS 13377 bzw. HSS 5°6

sowohl eine Barriere- als auch eine EB-Funktion im klassischen Sinne.
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Abb. 34: Ergebnisse der CFAs mit der CBS 13377 in Enhancer-Block Position. Dargestellt sind Ergebnisse der
CFAs mit der CBS 13377 in Enhancer-blockierender Position. Die Ergebisse zeigen die Mittelwerte jeweils 9
verschiedener Auszdhlungen, bezogen auf das Referenzplasmid pSV40Pneo. Mittelwerte und
Standardabweichungen sind angegeben.

3.5 Priifung der Abhiangigkeit der Insulator/Boundary-Funktion von CTCF

Die bisher durchgefiihrten CFAs konnten Insulator/Boundary Funktionen fiir die CBS 13376
und 13377 zeigen. Als nichstes sollte gepriift werden, ob diese Funktionen CTCF-abhingig
sind oder ob anderweitige Elemente, welche ebenfalls innerhalb der untersuchten Regionen
liegen konnten, verantwortlich sind. Dazu sollten die CTCF-Kernbindungssequenzen der CBS

mutiert und diese CTCF-bindungsdefizienten Mutanten in CFAs untersucht werden.

3.5.1 Gezielte Mutation der CTCF-Bindungsstellen und Klonierung der Konstrukte
Aufgrund seiner 11 Zinkfinger, welche in unterschiedlicher Weise an der DNA-Bindung
beteiligt sein konnen, kann CTCF eine Vielzahl verschiedener DNA-Motive binden (siche
Abb. 24). Aus diesem Grunde ist eine Punktmutation innerhalb der CTCF-Konsensussequenz
nicht ausreichend, um die Bindung von CTCF sicher zu verhindern; es muss stattdessen ein
Grofteil der CTCF-Konsensussequenz mutiert werden.

Fir die Mutagenese wurde die Megaprimer-Methode gewihlt. Dabei wird ein Primer so
designt, dass er die gesamte mutierte Sequenz enthélt. Zusammen mit einem zweiten Primer,
der am 3’Ende des gesamten zu amplifizierenden Bereichs liegt, wird die Sequenz zwischen
Mutationsort und 3’Ende im Rahmen einer ersten PCR amplifiziert (Ekici et al., 1997). Dieser
amplifizierte Bereich dient in einer zweiten PCR als Megaprimer, der, zusammen mit einem
Primer am 5° Ende der Gesamtsequenz, zum gewiinschten mutierten Gesamtamplifikat flihrt
(Ekici et al., 1997) (vgl. Kap. 2.2.9). Entsprechend wurden zwei Mutagenese-Primer
entworfen, 13376MM1 zur Mutagenese der CTCF-Bindungssequenz von 13376 und
13377MM1 zur Mutagenese von 13377. Durch entsprechende Mutation der inneren 13 bp der
Konsensussequenz der CBS 13376 konnte deren PMW-Score von 17,19 (sehr hohe
Bindungswahrscheinlichkeit) auf unter -17 reduziert werden (CTCF-Bindung quasi
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ausgeschlossen) und durch Mutation der inneren Konsensussequenz der CBS 13377 eine
Reduktion des PMW-Scores von 16,23 auf unter -8 (siche Abb. 35). Die Sequenzen der
Mutagenese Primer sind Tab. 2 zu entnehmen; Abb. 35 zeigt eine Ubersicht der

urspriinglichen und mutierten CTCF-Konsensussequenzen.

CTCF Konsensussequenz PMW-Score zur CTCF-Bindung
13376 TGAGGCCEGEGCCAGCAGGAGGCGETGAGTGGTCAGCTC 17,19
13376m TGAGGCCEGEET TGATGAAGAATTEEGAGTGGTCAGCTC <-17
13377 CCTGGGCETAGGCAGAAGGGGGTGCTGTTGGTCTGCT 16,23
13377m CCTGGGCETABGATGAGGAATTCCABEGTTGGTCTGCT <-8

Abb. 35: Die CTCF-Kernbindungssequenz der CBS 13376 und 13377 und deren Mutanten. Dargestellt sind die
CTCF-Konsensussequenzen der CBS 13376 (griin) und 13377 (grau), deren mutierte Formen und die jeweiligen
PMW-Scores (nach der CTCFBSDB, Bao et al., 2008) zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit einer CTCF-Bindung.

Neben der Mutation kann auch eine Deletion der Konsensussequenz die Bindung von CTCF
verhindern. Diese Strategie wurde beim kurzem 13376s Fragment angewendet, welches die
CTCF-Bindungsstelle relativ randstindig trdgt (siche Abb. 36). Ohne groBere
Beeintrachtigung anderer potentiell vorhandener regulatorischer Elemente ldsst sich diese
Bindungsstelle durch eine weitere Verkiirzung der 13376s Sequenz elimineren. Im Falle von
13376s wurden also beide Methoden, Mutagenese und Deletion, getestet.

13376 und 13376s )
CTCF Bindungsstelle

RE14-1 13376 MM1
— 13376s —
13376
100 200 300 400 500
RE14-7 RE14-3 RE14-2
== <= =
13377
CTCF Bindungsstelle
RE15-1 13377MM1
13377
100 200 300 400 500
RE15-2
100 bp <=

Abb. 36: Lage der Primer zur Generierung der CTCF-bindungsdefizienten Mutanten. Dargestellt sind die
Sequenzen der CBS 13376 und 13377, die Lokalisation der CTCF-Konsensussequenz sowie die zur Generierung
der bindungsdefizienten Mutanten verwendeten Primer (grine Pfeile).

CTCEF ist fiir die EB-Aktivitdt von Insulatoren essentiell (Bell et al., 1999), wihrend es fiir die
Barriere-Wirkung — zumindest in einigen Fillen- abkommlich scheint (Recillas-Targa et al.,
2002; Yao et al., 2003). Wir beschriankten uns deshalb darauf, die CTCF-bindungsdefizienten
CBS-Mutanten lediglich in EB-Position zu testen. Zu diesem Zwecke wurden die mutierten

bzw. verkiirzten CBS-Segmente mit Bgl II und Bam HI zwischen Enhancer und Promotor der
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beidseits von  unmutierten CBS  flankierten  Plasmide (p13376EPneol13376,
p13376sEPneo13376s und p1377EP13377) kloniert (vergleiche Kap. 3.4.2.3).

Die CTCF-bindungsdefiziente Mutante CBS 13376mut wurde mit dem Mutageneseprimer
13376MM1, dem 3’ Primer RE14-2 und dem 5’ Primer RE14-1 nach dem Megaprimer-
Verfahren generiert (siehe Kap. 2.2.9 und Abb. 36).
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Abb. 37: Ubersicht liber die Reportergenkonstrukte mit mutierter CTCF-Bindungsstelle. Ausgehend von den
Reportergenkonstrukten mit den jeweiligen unmutierten CBS in Barriere-Position wurden die CTCF-bindungs-
defizienten CBS 13376mut, 13376ss, 13376smut und 13377mut in Enhancer-Block Position kloniert. Die
Restriktionsschnittstellen sind markiert. Zu den verwendeten Abkiirzungen siehe Abb. 26 und Kap. 3.4.2.

Die CBS 13376s wurde zum einen mit dem Mutageneseprimer 13376MM1 und den 3° bzw.
5¢ Primern RE14-3 und RE14-1 an der CTCF-Konsensussequenz mutiert, um das Element
13376smut zu erhalten. Zum anderen wurde sie mit den Primern RE14-7 und RE14-1 um die
CTCF-Bindungssequenz verkiirzt um die Deletions-Mutante 13376ss zu erhalten (siehe
Abb.36). Die bindungsdefiziente Mutante 13377mut wurde entsprechend mit dem
Mutageneseprimer 13377MM1 und den 3¢ bzw. 5° Primern RE15-2 und RE15-1 hergestellt.
Die mutierten bzw. deletierten CBS enthielten jeweils 5° Bgl II- und 3 Bam HI-Spaltstellen
(vergleiche Kap. 3.4.2.3) und wurden in die Bgl II Spaltstelle zwischen Enhancer und
Promotor kloniert — jeweils in das Plasmid mit der entsprechenden unmutierten CBS in
Barriere-Position. Hieraus resultierten die Plasmide pl13376E13376mutPneol3376,
p13376sE13376smutPneol13376s, pl13376sE13376ssPneol13376s und pl13377E13377mut-
Pneo13377 (siehe Abb. 37).
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3.5.2 Ergebnisse der Colony-Forming-Assays mit mutierten CTCF Bindungsstellen

Wire die EB-Funktion der CBS 13376s und 13377 (siehe Kapitel 3.4.4.1 und 3.4.4.2) CTCF-
abhingig, wire nach Mutation der CTCF-Konsensussequenz keine EB-Aktivitit mehr zu
erwarten. Um dies zu priifen, wurden CFAs mit den mutierten Reportergenkonstrukten (sieche
Abb. 37) durchgefiihrt. Neben diesen wurden pSV40Pneo als Referenzplasmid, pSV40EPneo
und alle pSV40EPneo basierten Konstrukte mit den CBS 13376, 13376s oder 13377 in
Barriere- als auch in Barriere- und Enhancer-Block Position in drei unabhidngigen
Versuchsreihen in HeLa Kyoto Zellen transfiziert. Transfektion, Selektion und Auswertung

erfolgten wie in Kap. 3.4.3.2 und 3.4.3.3 beschrieben.

3.5.2.1 Funktionelle Untersuchung der CTCF-bindungsdefizienten Mutanten der CBS
13376 und 13376s

Die CBS 13376 hatte in Barriereposition zu einer Verminderung der Kolonienzahl, in
zusitzlich Enhancer-blockierender Position aber keiner weiteren Anderung der
Reportergenexpression gefiihrt (sieche Kapitel 3.4.4.1), so dass von einer Mutation der CBS in
Enhancer-Block Position, ohne Modifikation der flankierenden Barriere-Elemente, keine
Auswirkung auf die Kolonienzahl im CFA zu erwarten war. In den CFAs mit den Plasmiden
pSV40Pneo, pSV40EPneo, pl13376EPneol13376, pl3376E13376Pneol3376 und dem
mutierten Konstrukt p13376E13376mutPneo13376 bestitigte sich die signifikante Abnahme
der Kolonienzahl bei 13376 in Barriere-Position (p-Wert im t-Test von 8,0 x 10™ siche Abb.
38) sowie auch der ausbleibende Effekt einer zusidtzlichen CBS 13376 in Enhancer-Block
Position (p-Wert im t-Test von 0,22) (siche Abb. 38).
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Abb. 38: Ergebnisse der CFAs mit der CBS 13376mut in Enhancer-Block Position. Dargestellt sind die
Ergebnisse der CFAs mit der CTCF-bindungsdefizienten Mutante 13376mut in Enhancer-Block Position im
Vergleich zu den angegebenen Konstrukten. Die Ergebisse zeigen die Mittelwerte jeweils 9 verschiedener
Auszahlungen und beziehen sich auf das Referenzplasmid pSV40Pneo. Die Mittelwerte sind angegeben; die
Standardabweichungen eingetragen.
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Bei Mutation der CTCF-Konsensussequenz in EB-Position zeigte sich liberraschenderweise
eine signifikant verringerte Kolonienzahl (p-Wert im t-Test von 0,0073) im Vergleich zur
nicht mutierten CBS 13376 in EB-Position (sieche Abb. 38). Im Vergleich zu
p13376EPneo13376, dem Konstrukt ohne CBS zwischen Enhancer und Promotor, ist der
Unterschied allerdings nicht signifikant (p-Wert im t-Test von 0,055, siehe Abb. 38). Neben
der bestétigten Silencer-Funktion der CBS 13376 zeigten die CFAs also eine gewisse EB-
Funktion der mutierten CBS 13376mut, welche die unmutierte CBS 13376 nicht auffwies.
Dabei war dieser Effekt nur im Vergleich zur CBS 13376 signifikant, nicht aber im Vergleich
zur Abwesenheit jeglicher CBS zwischen Enhancer und Promotor. Dieses Ergebnis ist
schwierig zu interpretieren. Es ist denkbar, dass der hemmende Effekt von 13376 CTCF-
unabhingig ist und mit Wegfall der CTCF-Bindung weiter zunimmt. Um Aussagen iiber die
CTCF-Abhéngigkeit der Silencer-Funktion treffen zu kénnen, miisste man auch die CTCF-
Konsensussequenzen der CBS in Barriere-Position mutieren. Auch wire es zum besseren
Verstindnis der Funktion der CBS 13376 sinnvoll, Untereinheiten dieser CBS zu
untersuchen. Diese konnten unterschiedliche Funktionen haben, welche mit CTCF
interferieren, kooperieren oder unabhingig sein konnten.

Dass die CBS 13376 verschiedene Komponenten enthélt, ist schon dadurch ersichtlich, dass
das Teilfragment 13376s, im Gegensatz zur Gesamtsequenz 13376, in Barriere-Position keine
Auswirkung auf die Reportergen-Expression hatte, in EB-Position aber zu einer signifikanten
Abnahme der Kolonienzahl fiihrte. Damit zeigt es eher Enhancer-Block- als Barriere- oder
Silencer-Aktivitit (sieche Kap. 3.4.4.1). Wire diese Aktivitit CTCF-abhéngig, sollte nach
Mutation der CTCF-Konsensussequenz zu einem Wegfall der EB-Wirkung kommen. Zur
Priifung dieser Hypothese wurde, die CTCF-Konsensussequenz der CBS 13376s sowohl
mutiert (13376smut) als auch deletiert (13376ss), so dass in den CFAs folgende Plasmide zum
Einsatz kamen: pSV40Pneo, pSV40EPneo, p13376sEPneo13376s,
p13376sE13376sPneo13376s sowie p13376sE13376smutPneol13376s und
p13376sE13376ssPneol13376s.

Wie in den vorigen CFA-Versuchen zeigte die CBS 13376s in Barriere-Position keinen Effekt
auf die Reportergenexpression im Vergleich zu pSV40EPneo (p-Wert im t-Test von 0,08,
siche Abb. 39), wihrend sie in Enhancer-Block Position zu einer deutlichen Abnahme der
Kolonienzahl fiihrte (p-Wert im t-Test von 5,4 x 107, siche Abb. 39). Nach Deletion der
CTCF-Konsensussequenz (13376ss) ergab sich iiberraschenderweise keine Umkehrung des
Effekts: die Kolonienzahl mit 13376ss in Enhancer-Block Position war vergleichbar mit
13376s in selbiger Lokalisation (p-Wert im t-Test von 0,25, siche Abb. 39) und ca. 50%
niedriger im Vergleich zu p13376sEPneo13376s (p-Wert im t-Test von 6,0 x 107).
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Abb. 39: Ergebnisse der CFAs mit den CBS 13376smut und 13376ss in Enhancer-Block Position. Dargestellt
sind die Ergebnisse der CFAs mit den CTCF-bindungsdefizienten Mutanten 13376smut (mutiert) und 13376ss
(deletiert) in Enhancer-Block Position im Vergleich zu den angegebenen Konstrukten. Die Ergebisse zeigen die
Mittelwerte und Standardabweichungen 9 verschiedener Experimente in Bezug auf das Referenzplasmid
pSV40Pneo.

Die Ergebnisse mit der CTCF-bindungsdefizienten Mutante 13376smut entsprachen jenen mit
13376ss: auch hier ergaben sich keine Unterschiede in der Kolonienzahl im Vergleich zum
unmutierten Konstrukt p13376sE13376sPneo13376s (p-Wert im t-Test von 0,72), sowie eine
vergleichbare deutliche Abnahme der Kolonien im Verlgeich mit p13376sEPneo13376s (p-
Wert im t-Test von 9,6 x 10, siche Abb. 39). Damit iibten die CTCF-bindungsdefinizienten
CBS 13376ss und 13376smut den gleichen, scheinbar CTCF-unabhingigen, Enhancer-
blockierenden Effekt wie 13376s aus.

3.5.2.2 Untersuchungen zur Funktion der CTCF-bindungsdefizienten CBS 13377

Die CBS 13377 zeigte in den bisherigen CFAs sowohl eine Barriere- als auch eine EB-
Funktion (siehe Kapitel 3.4.4.2). Um zu priifen ob insbesondere die EB-Funktion abhingig
von CTCF ist, wurden CFAs mit der CTCF-bindungsdefizienten Mutante 13377mut in
Enhancer-Block Position durchgefiihrt, wobei die Plasmide pSV40Pneo, pSV40EPneo,
p13377EPneol13377, p13377E13377Pneo13377 und das CTCF-bindungsdefiziente Plasmid
p13377E13377mutPneo13377 eingesetzt wurden.

Uberraschenderweise fiihrte die beidseitige Flankierung des Reportergens mit der CBS 13377
in dieser Versuchsreihe zu keiner signifikanten Veranderung der Kolonienzahl (p-Wert im t-
Test von 0,15, sieche Abb. 40), wihrend die EB-Funktion von 13377 bestétigt werden konnte
(p-Wert im t-Test von 2,5 x 10™, siche Abb. 40).



84

3,5 2,8
30 3 2:,I6
2,5 2:'|0 1,8
3
2,0
1,5 10
1,0 3
0,5
0,0
o o A A\ A\
< N 0?3\ %“9 %“9
© & & & &
‘_’A O & & &
N S Q Q <
Q & A\ L
/\/\ A 6\\3
> N S
N O o
> &
N A
N \?;b
)

Abb. 40: Ergebnisse der CFAs mit der CBS 13377mut in Enhancer-Block Position. Dargestellt sind die
Ergebnisse der CFAs mit der CTCF-bindungsdefizienten Mutante 13377mut in Enhancer-blockierender Position
im Vergleich zu den angegebenen Konstrukten. Die Ergebisse zeigen die Mittelwerte 9 verschiedener
Experimente bezogen auf das Referenzplasmid pSV40Pneo. Die Mittelwerte sind angegeben; die
Standardabweichungen eingezeichnet.

Die Mutation der CTCF-Konsensussequenz von 13377 konnte diese Funktion nicht
unterbinden: das Reportergenkonstrukt p13377E13377mutPneol13377 resultierte in einer
vergleichbaren Kolonienzahl wie p13377E13377Pneo13377 (p-Wert im t-Test von 0,29, sieche
Abb. 40), bzw. in einer deutlich verminderten Kolonienzahl im Vergleich zu
p13377EPneo13377 (p-Wert im t-Test von 1,1 x 10™, siche Abb. 40). Entsprechend scheint
die Enhancer-blockierende Funktion der CBS 13377 unabhéngig von CTCF zu sein.

Die Ergebnisse der CFAs mit den CTCF-bindungsdefizienten CBS sind durchaus
iiberraschend, da die CBS einerseits iliber die in vivo Bindung von CTCF identifiziert wurden
(Kim et al., 2007) und andererseits in den durchgefiihrten CFAs CTCF-typische Silencer,
Boundary oder Enhancer-Block Funktionen zeigten.

Es ist denkbar, dass die Funktionen der CBS 13376 und 13377 bzw. HSS 5°1 und 56
tatsdchlich CTCF-unabhingig sind. Eine andere Erkldrung wére, dass die Mutanten iiber
sekunddre CTCF-Bindungsstellen innerhalb der HSS dennoch CTCF binden kénnen und
daher ihre Funktion beibehalten. Moglicherweise sind diese unerwarteten Ergebnisse auch
durch die Komplexitdt von mulitfunktionalen regulatorischen Elementen wie der HSS 5°1
bzw. 56 bedingt. CTCF konnte zwar wichtig, aber nicht allein zustindig fiir die Funktion von
Insulatoren/Boundaries sein, so dass die regulatorischen Elemente auch ohne CTCF ihre
Funktion groBtenteils aufrechterhalten kdnnten. Zur weiteren Diskussion siehe Kap. 4.1.2 und

4.5.
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3.6 Expression der 5¢ von Igk gelegenen Gene
Insulator/Boundary-Elemente zwischen benachbarten Genen stellen hdufig deren unabhéngige
Expression sicher. Um zu priifen, ob die Gene stromaufwirts von Ig\ tatsdchlich unabhéngig

von IgA exprimiert werden, wurde ergdnzend deren Expression auf mRNA Ebene untersucht.

3.6.1 Untersuchung der Expression von TOP3B und PRAMEL auf mRNA Ebene

Etwa 44 kb stromaufwirts von Igh liegt das 25,82 kb lange Gen TOP3B, welches fiir die
DNA Topoisomerase III kodiert (Hanai et al., 1996), aus 18 verschiedenen Exonen besteht
und im Vergleich zu Igh durch den gegenldufigen DNA Strang kodiert wird
(www.ensembl.org). Im Laufe dieser Arbeit stellte sich zudem heraus, dass mit PRAMEL
(preferentially expressed antigen in melanoma-like) ein weiteres Gen auf Chromosom
22q11.22 unmittelbar 5 von IgA lokalisiert ist, welches sich mit 7 Exons iiber 52,84 kb
erstreckt und damit in den Igh-Locus hineinragt. Es gibt mehrere prozessierte Transkripte von
PRAMEL, allerdings sind diese nicht Protein-kodierend (www.ensembl.org), weswegen
PRAMEL ein Pseudogen darstellt. Zur genaueren Beschreibung von TOP3B und PRAMEL
siche auch Kapitel 4.4.1.
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Abb. 41: Lage der Primer fiir die RT-PCR der Gene GAPDH, TOP3B und PRAMEL. Dargestellt sind die fir
GAPDH, TOP3B und PRAMEL kodierenden mRNAs mit ihren Exons, welche von 5‘ nach 3‘ nummeriert sind. Die
grinen Pfeile zeigen die Lage und Richtung (5‘ nach 3‘) der verschiedenen Primer.

Die Transkription von TOP3B und PRAMEL und deren Abhingigkeit vom
Aktivierungszustand des Igh Locus wurde auf mRNA-Ebene mithilfe der Reverse-
Transkription-PCR (RT-PCR) untersucht. Dabei wird durch das Enzym Reverse
Transkriptase, basierend auf einer RNA-Matrize, der sog. cDNA-Strang synthetisiert, wobei
durch den Einsatz von Oligo(dT) Primern selektiv mRNA-Molekiile vom PolyA-Schwanz aus
revers transkribiert werden. Die synthetisierte cDNA dient anschlieBend als Matrize einer
klassischen Polymerasekettenreaktion. Um sicherzustellen, dass nur ¢cDNA und nicht

genomische DNA quantifiziert wird, miissen die Primer fiir die RT-PCR so gestaltet sein, dass
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sie entweder nur cDNA-Sequenzen amplifizieren, oder mit genomischer DNA als Matrize ein
unterschiedlich langes Produkt ergeben. Entsprechend sollten die Primer auf
unterschiedlichen Exons liegen, oder aber Exon-Exon Grenzen iiberspannen. Fiir TOP3B und
PRAMEL wihlten wir mehrere Primer, welche die genannten Kriterien erfiillen: fiir TOP3B
drei Forward (TOP1, -3 und -5) sowie drei Reverse Primer (TOP-2, -4 und -6) sowie fiir
PRAMEL zwei Forward (PRAMEL-1 und -3) und zwei Reverse Primer (PRAMEL-2 und -4)
(siche Abb. 41). Da die reverse Transkription mit Oligo(dT) Primern am 3° Ende der mRNA
(Poly-A Schwanz) beginnt, enthalten alle reversen Transkripte das 3° Ende aber nicht
unbedingt das vollstindige Gen. Aus diesem Grunde wurden fiir die lingeren Gene TOP3B
und PRAMEL Primer im 3° Bereich des Gens gewihlt (siche Abb. 41). Um die
Genexpression zweier Zelllinien zu vergleichen, benétigt man des Weiteren Kontrollgene,
deren Expression unabhdngig von der Zelllinie und deren Aktivitdtszustand ist, z.B.
Strukturproteine oder sogenannte ,housekeeping genes“ wie das fiir den Stoffwechsel
essentielle Enzym GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase). Fiir dieses Gen
waren in der AG Klobeck bereits die Forward Primer GAPDH-1 und -3 und die Reverse
Primer GAPDH-2 und -4 vorhanden (siche Abb. 41).

Zur Untersuchung der Transkriptionslevel von TOP3B und PRAMEL in B- und non-B-Zellen
wurde mRNA der B-Zelllinien MN 60, BJAB, REH und der non-B-Zelllinien MOLT-4 und
HL 60 exrahiert und revers transkribiert (zur Durchfiihrung siche Kap. 2.2.4). Basierend auf
der resultierenden cDNA wurden verschiedene Primer-Kombinationen in unterschiedlichen
Bedingungen in RT-PCR Reaktionen getestet, fiir TOP3B z.B. die Kombinationen TOP-1/-2,
TOP-3/-4, TOP-5/-6, TOP-1/-4, TOP-1/-6, TOP-3/-2, TOP-3/-4 und TOP-5/-4.
Kombinationen innerhalb eines Exons (z.B. TOP-5/-6 und TOP-5/-4), wurden auBler Acht
gelassen, aus den restlichen wurde das Primerpaar mit der deutlichsten Bande gewéhlt. Fiir
TOP3B erwies sich die Kombination TOP-3/-2, welche ein 262 bp langes PCR-Produkt
ergibt, als ideal, fir PRAMEL die Kombination PRAMEL-3/-4, welche in einem 922 bp
langen Amplifikat resultiert, und fir GAPDH das Primerpaar GAPDH-1/-2 sowie GAPDH-
1/-4, welche ein 1053 bp bzw. 822 bp langes Produkt ergeben (siche Abb. 41 und Abb. 42).

3.6.2 Ergebnisse der RT-PCR zu TOP3B und PRAMEL in B-Zelllinien

RT-PCR-Reaktionen wurden mit cDNA der Zelllinien MN 60, BJAB, REH, MOLT-4 und
HL 60 und den genannten Primerpaaren (TOP-3/-2, PRAMEL-3/-4 und GAPDH-1/-4)
durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils die gleiche Menge an cDNA eingesetzt. Nach
abgeschlossener RT-PCR wurde die gleiche Menge des Ansatzes auf ein Agarosegel

aufgetragen und einer Gelelektrophorese unterzogen.
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Abb. 42: Expression von PRAMEL, TOP3B und GAPDH in verschiedenen Zelllinien. Basierend auf RNA der
Zelllinien MN 60, BJAB, REH, MOLT-4 und HL 60 wurde mittels RT-PCR die Expression von PRAMEL (P), TOP3B
(T) sowie GAPDH (G) als Kontrolle getestet. Fiur PRAMEL wurden die Primer PRAMEL-3 und -4, fir TOP3B TOP-
3/-2 und fir GAPDH GAPDH-1 und -4 verwendet. M XVI ist der DNA-Ladngenmarker.

Es zeigten sich eerwartungsgemil3 vergleichbare GAPDH-Banden und damit eine
vergleichbare GAPDH-Expression in allen Zelllinien. Die teils vorhandenen zusdtzlichen
Banden von ca. 300 bzw. 1700 bp Linge sind vermutlich durch alternatives Spleiflen bedingt.
Hinsichtlich TOP3B war bei HL 60 eine geringfiigig reduzierte TOP3B Expression zu
erkennen (siche Abb. 42). Ein deutlicher Unterschied hingegen zeigte sich hinsichtlich der
Transkription von PRAMEL. Wihrend in den non-B-Zelllinien MOLT-4 und HL 60 sowie
auch in der pra-B-Zelllinie REH keinerlei PRAMEL-Transkription nachweisbar war, war
diese bei MN 60 und BJAB deutlich erkennbar (siche Abb. 42), was eine Korrelation der
Transkription von PRAMEL mit dem Aktivierungszustand des Igh-Locus vermuten ldsst: in
B-Zelllinien mit offenem, transkriptionell aktivem IgA-Locus, sind PRAMEL Transkripte
nachweisbar (MN 60, BJAB), in non-B-Zelllinien mit inaktivem Igh-Locus hingegen nicht
(MOLT-4, HL 60); nur die Abwesenheit von PRAMEL Transkripten in der B-Zelllinie REH
scheint dieser Hypothese zu widersprechen. Allerdings handelt es sich bei REH um eine B-
Zelllinie im pri-B-Zell Stadium, in welchem noch keine V-Umlagerung erfolgt ist und der V;
Locus heterochromatisch verpackt vorliegt. Dies legt die Vermutung nahe, die Transkription
von PRAMEL korreliere eher mit dem Aktivierungszustand des Vj-Bereichs als mit jenem
des gesamten Igh-Locus, was aufgrund der Uberlappung von PRAMEL mit V; plausibel
scheint. Damit wiirde es erst im Stadium der reifen B-Zelle, nach vollstindig erfolgter Igh-
Umlagerung, zur PRAMEL-Transkription kommen. Welche Funktion diese Transkripte
haben bzw. ob diese in B-Zellen eine Rolle spielen, ist bisher allerdings noch nicht geklért.

Was die TOP3B Expression betrifft, so zeigen sich (bis auf die etwas reduzierte Expression in
HL 60) keine nennenswerten Unterschiede. Dies bestétigt eine vom Aktivierungszustand des
Igh-Locus unabhingige Expression, welche durch die Insulator/Boundary Funktion der HSS

5°1 und 56 gewéhrleistet werden konnte.
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4 DISKUSSION

Die genaue Regulation der gewebs- und entwicklungsspezifischen Expression der
Immunoglobulin-Gene ist bis heute nicht vollstindig geklédrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
der Bereich stromauffwérts des humanen Igh-Locus auf neue regulatorische Elemente,
insbesondere im Sinne einer 5° Doménengrenze, untersucht. Mittels limitierter in vivo DNase
I Spaltungen wurden im 44kb umfassenden Bereich sieben HSS identifiziert, darunter zwei,
welche in vivo CTCF-Bindungsstellen beinhalten (Kim et al., 2007) und fiir welche wir in

Reportergenassays Barriere- bzw. Enhancer-blockierende Effekte nachweisen konnten.

4.1 Kritische Auseinandersetzung mit den verwendeten Methoden

Diese durch Experimente gewonnenen Erkenntnisse miissen im Kontext der verwendeten
Methoden betrachtet werden, denn jede experimentelle Vorangehensweise ist ein artifizelles
Konstrukt, welches nicht die tatsdchliche in vivo Situation wiedergeben und zu Artefakten
fihren kann. Aus diesem Grunde sollen die verwendeten Methoden, vor allem die DNase I

Hypersensitivititsassays und die CFAs, diskutiert werden.

4.1.1 Die DNase I Hypersensitivititsassays und Alternativen zur Suche nach
regulatorischen Elementen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die limitierte in vivo DNase I Spaltung fiir die Suche nach
regulatorischen Elementen 5° des Igh-Locus gewihlt. Diese Methode, welche auf der
»Accessibility“-Hypothese beruht (sieche Kap. 2.2.10 und 3.2.1) (Gross and Garrard, 1988), ist
gut geeignet zum systematischen Screening groferer Regionen (Asenbauer and Klobeck,
1996). Alternative Ansitze, wie die direkte funktionelle Testung von DNA-Fragmenten in
Reportergenassays, welche bereits u.a. zur Identifikation von transkriptionellen Enhancer-
Elementen im Bereich der Immunglobulin-Loci fiihrten (Banerji et al., 1983; Gillies et al.,
1983), sind angesichts der Linge der zu untersuchenden Region sehr aufwendig und nicht
sinnvoll, insbesondere nachdem Fragmente in unterschiedlichen Positionen in Bezug auf die
Reportergene gepriift werden miissten (wie Enhancer-Block oder Barriere-Position, siehe
Kap. 3.4.2.1), was den Aufwand nochmals potenzieren wiirde. Ein weiterer Nachteil dieser
Methode wire, dass Elemente, welche z.B. synergistisch mit anderen zusammen wirken, nicht
erkannt werden konnten.

Ein weiterer denkbarer Ansatz wire, basierend auf vorhandenen Datenbanken zu DNA-
bindenden Proteinen und deren Konsensussequenzen, in silico DNA-Abschnitte auf
potentielle Bindungssequenzen zu screenen und diese in einem nichsten Schritt experimentell

zu validieren (Ding et al., 2010). DNA-bindende Proteine wie z.B. CTCF konnen allerdings
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sehr variable Konsensussequenzen haben (siche Abb. 24). Zudem koénnen dhnliche DNA-
Sequenzen je nach zellulirem Kontext verschiedene frans-aktive Faktoren binden, so dass
letztlich eine initiale in silico Analyse ldngerer DNA-Abschnitte zu einer sehr
uniibersichtlichen Datenmenge fiihren wiirde. Des Weiteren wiirde eine primére in silico
Analyse die DNA unabhéngig von ihrer Zugéinglichkeit fiir trans-aktive Faktoren betrachten
und konnte damit potentiell relevante regulatorische Elemente nicht von irrelevanten
unterscheiden. Damit ist eine primére in silico Analyse lingerer DNA-Abschnitte ohne
Kenntnisse der Chromatinstruktur nicht direkt zielfiihrend.

Eine andere Methode zur Identifikation von Proteinbindungsstellen ist die Chromatin-
Immunoprazipitation (ChIP) (Kuo and Allis, 1999; Orlando, 2000), die z.B. zur genomweiten
Kartierung von in vivo CTCF-Bindungsstellen verwendet wurde (Kim et al., 2007). Diese
Methode basiert auf der Formaldehyd-vermittelten Fixierung von DNA-Protein-Interaktionen
in vivo und der anschlieBenden Ultraschall-vermittelten Spaltung des Chromatins in kleine
Fragmente (Kuo and Allis, 1999; Orlando, 2000). Im Anschluss wird das Protein der Wahl,
mit der daran bindenden DNA, durch spezifische Antikdrper immunoprazipitiert und die
DNA Sequenz analysiert: bei bekannten Bindungssequenzen mithilfe von spezifischen
Primern (Das et al., 2004), bei unbekannten Bindungssequenzen bzw. genomweiten
Untersuchungen mithilfe von DNA-Microarrays als ,,ChIP-on-chip®“ Untersuchung (Buck and
Lieb, 2004). Allerdings wird durch diese Methode nur die in vivo Bindung eines bestimmten
Proteins betrachtet. Zur funktions-unabhingigen Identifizierung von regulatorischen
Elementen kann jedoch neben spezifischen non-Histonproteinen auch die Verteilung
spezifischer Histonformen als Indikator fiir offenes Chromatin untersucht werden. So konnte
mit Antikorpern gegen die acetylierten Histonproteine AcH3 (H3K9acK14ac) und AcH4
(H4K3acbaclOacl4ac) im Rahmen von ChIP-Analysen gezeigt werden, dass
Insulatoren/Boundaries stromabwérts des IgH Locus erst ab dem pro-B-Zell Stadium aktive
Chromatinmodifikationen tragen (Garrett et al., 2005). Diese regulatorischen Elemente
wurden allerdings initial im Rahmen von DNase I Hypersensitivitdts-Assays identifiziert und
erst im Anschluss ChIP-Untersuchungen unterzogen (Garrett et al., 2005).

Allgemein wire jedoch denkbar, zur Identifizierung von regulatorischen Elementen 5° des
Igh-Locus initial ChIPs mit Antikdrpern gegen aktive Chromatinmarker durchzufiihren und
die gebundenen DNA Fragmente zu analysieren. Dafiir wéren jedoch DNA-Microarrays oder
neue durchsatzstarke Sequenziermethoden wie ,,next generation sequencing® im Sinne einer
ChIP-Seq Untersuchung nétig. Zudem wire diese experimentelle Herangehensweise nicht
spezifischer oder genauer als die klassische Kartierung von DNase [ hypersensitiven

Elementen, die wir fiir diese Arbeit wéhlten. Diese Methode ist schon lange etabliert, hat sich
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iiber die Zeit bewihrt und erlaubt, in jedem zelluldren Kontext, cis-aktive Elemente aufgrund
ihrer offenen Chromatinstruktur in vivo und Funktions-unabhingig zu identifizieren (Gross
and Garrard, 1988). Damit ist sie meistens immer noch das Mittel der Wahl auf der Suche
nach unbekannten regulatorischen Elementen. Hinzu kommt die umfassende Erfahrung der
AG Klobeck mit dieser Methode (Asenbauer and Klobeck, 1996) und die relativ preisgiinstige
Durchfiihrbarkeit. Im Bereich der Immunoglobulin-Loci konnten mit dieser Methode bereits
diverse regulatorische Elemente identifiziert werden, u.a. die von Hildegard Asenbauer
identifizierten HSS 3° des humanen IgA-Locus (Asenbauer et al., 1999; Asenbauer and
Klobeck, 1996) sowie viele andere Enhancer, Promotoren, Insulatoren, Silencer oder LCRs in
Immunoglobulin-Loci (Garrett et al., 2005; Madisen and Groudine, 1994; Michaelson et al.,
1995) - und nicht zuletzt auch die im Rahmen dieser Arbeit kartierten HSS 5¢ von IgA.

Einige Einschriankungen sind jedoch nennenswert. Zum einen erlaubt der Nachweis einer
HSS keinerlei Riickschliisse auf deren Funktion, so dass stets funktionelle Reportergen- oder
DNA-Bindungs-Versuche nétig sind, um Aufschluss iiber die Funktion oder die bindenden
trans-aktiven Faktoren zu erhalten. Zudem sind DNase I hypersensitive Bereiche in offenem
Chromatin schwer von lediglich DNase I sensitiven Regionen zu unterscheiden. Des Weiteren
konnen gerade sehr schwache HSS leicht fiir Artefakte gehalten werden und umgekehrt.
Dariiber hinaus kommt es auch unter optimalen Voraussetzungen bei der Kartierung zu
Ungenauigkeiten von mindestens +/- 50 bp (Gross and Garrard, 1988). Selbst unter
Verwendung von {iiberlappenden Restriktionsfragmenten und mehreren DNA-Sonden pro
Fragment konnen Ungenauigkeiten zwar minimiert werden, eine genaue Kartierung auf das
Basenpaar kann jedoch nicht erfolgen. Durch Markierung und anschlieBende Sequenzierung
von DNase I- gespaltenen Fragmenten konnte die Genauigkeit erhoht werden (Thurman et al.,
2012), ebenso wie mithilfe von in vivo—Footprinting Experimenten, wie sie in der AG
Klobeck zur Feinkartierung von Proteinbindungsstellen innerhalb von HSS angewandt
wurden (Combriato and Klobeck, 2002; Kraifler, 2002). Solche Analysen wéren sicherlich
auch fiir die HSS 5°1 bis 5°6 sinnvoll, um die Lage der cis-aktiven Elemente und der daran

bindenden trans-aktiven Faktoren genauer zu bestimmen.

4.1.2 Kritische Auseinandersetzung mit den Colony-Forming-Assays

Die Priifung der HSS 5°1 und 5°6 auf Enhancer-Block-, Silencer- oder Barriere-Funktionen
erfolgte mittels CFAs in HeLa Zellen, und damit einer Zelllinie, in welcher der IgA-Locus
nicht aktiv ist. Nachdem diese HSS allerdings in vivo CTCF-Bindungstellen entsprechen,
welche in humanen Fibroblasten nachgewiesen wurden (Kim et al., 2007), kann von einer

funktionellen Relevanz iiber den B-Zell Kontext hinaus ausgegangen werden.
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Nichtsdestotrotz konnten dieselben cis-aktiven Elemente, gerade bei mehreren funktionellen
Untereinheiten, in B- und non-B-Zellen unterschiedliche Funktionen haben, welche z.B.
durch spezifische Transkriptionsfaktoren bedingt sind. Eine Priifung der regulatorischen
Elemente im physiologischen B-Zell Kontext war wu.a. aufgrund der geringen
Transfektionseffizienz von B-Zelllinien im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchfiihrbar
(vergleiche Kapitel 3.4.3.1). Eine weitere Einschrinkung des gewéhlten Modells ist die
Abhéngigkeit der Wirkung regulatorsicher Elemente von der Art des interagierenden
Enhancers oder Promotors. Derselbe Enhancer kann in Kombination mit verschiedenen
Promotoren zu sehr unterschiedlichen Transkriptionsraten fiihren (Asenbauer et al., 1999), so
dass auch Enhancer-Blocker oder Silencer je nach Enhancer/Promotor varierende Funktion
zeigen konnten. Aufgrund ihrer Gewebsspezifitit konnten IgA-Enhancer und -Promotor
allerdings nicht in HeLa-basierten CFAs eingesetzt werden, so dass die viralen SV40-
Elemente, welche zu einer guten Expression in HeLa fithren (Regnier, 2011), eingesetzt
wurden. Allerdings sind unterschiedliche Wirkungen der HSS auf den SV40- und den Igh-
Enhancer nicht auszuschlieen. Die ideale Konstellation wére die Priifung einer HSS im
Zusammenspiel mit den in vivo relevanten regulatorischen Elementen im jeweiligen
zelluldaren Kontext, wie sie u.a. hinsichtlich des Insulators HS4 im [-Globin Locus
durchgefiihrt wurde (Chung et al., 1997; Chung et al., 1993). Diese HSS zeigte bei Insertion
zwischen Erythroid-spezifischem Enhancer und Promotor in K562, einer Erythroleukdmie-
Zelllinie, Enhancer-blockierende Eigenschaften in CFAs (Burgess-Beusse et al., 2002; Chung
et al., 1997; Chung et al.,, 1993), wobei jedoch nicht klar ist, ob die HS4 sich in vivo
funktionell tatsichlich auf den gewidhlten Enhancer bzw. Promotor bezieht.

Neben dem zelluldren Kontext und den interagierenden Elementen muss auch die Anordnung
der HSS innerhalb der Reportergenkonstrukte betrachtet werden. In den durchgefiihrten
CFA’s wurden zur Priifung der Barriere-Funktion jeweils beidseits von HSS flankierte
Konstrukte eingesetzt (siche Kap. 3.4.2.1 sowie Abb. 29 und 30), was zwar sinnvoll ist, da
sich heterochromatische Inaktivierung von beiden Seiten auf das Reportergen ausbreiten
kann; was aber nicht die in vivo Situation im IgA-Locus wiederspiegelt. Dieser ist mit 911 kb
unvergleichbar linger und komplexer und enthélt verschiedene regulatorische Elemente 5°
und 3¢ des Locus, so dass nicht direkt vom CFA auf die Rolle der HSS in vivo geschlossen
werden kann. Falls die Funktion der untersuchten CBS aullerdem von der Bildung von CTCF-
vermittelten Chromatinschleifen abhidngt, kann diese iiber Reportergenkonstrukte, welche
nicht im Umfeld des IgA-Locus integriert sind, moglicherweise auch nicht nachvollzogen

werden.
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Ein weiterer Punkt, der bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden sollte, ist
die mogliche intrinsische Boundary-Aktivitit eines Enhancers. Mit Einsatz des SV40
Enhancers kam es in den CFAs zu einer Steigerung der Kolonienzahl um das 5-fache (siche
Abb. 31 bis 34), welche bei Flankierung mit der HSS 56 bzw. der CBS 13377 nur noch
gering zunahm (siehe Abb. 33). Die initiale Enhancer-bedingte Zunahme der Kolonienzahl
konnte dabei sowohl durch die rein transkrptionelle Enhancer-Aktivitét als auch durch eine
gewisse Boundary-Funktion bedingt sein. Eine solche Funktion wére im Kontext des SV40
Virus beispielsweise sinnvoll, um die virale DNA vor Silencing zu schiitzen. Ahnliche
intrinsische Boundary-Aktivititen sind bereits fiir einige primdr die Transkription
regulierende Elemente wie den B-Globin Promotor oder Hox Promotoren beschrieben (Bulger
and Groudine, 1999; Chopra et al., 2009). Eine durch den SV40 Enhancer ausgelibte Barriere-
Aktivitat konnte daher den Boundary-Effekt von HSS 5°6 artifiziell niedrig erscheinen lassen.
Nichtsdestotrotz zeigen die durchgefiihrten CFAs eine Barriere- und Enhancer-Block-
Funktion der CBS 13377, eine Silencer-Funktion von 13376 und eine Enhancer-Block-
Funktion von 13376s (sieche Kapitel 3.4.4.1 und 3.4.4.2). Basierend auf dem ubiquitidren
Vorkommen der HSS und der in vivo Bindung des ubiquitiren CTCF-Proteins in
Fibroblasten, ist daher anzunehmen, dass CTCF in B-Zellen in gleicher Weise an die HSS
bindet und dhnliche Wirkungen ausiibt, auch wenn Zellkontext-abhéngige Modifikationen

denkbar oder gar wahrscheinlich sind.

4.2 Korrelation der kartierten HSS mit genomweiten CBS und HSS-Screenings

4.2.1 Korrelation mit dem genomweiten Screening von in vivo CTCF-Bindungsstellen
Im Verlauf dieser Arbeit wurde eine genomweite Kartierung von in vivo CTCF-
Bindungsstellen veroffentlicht (siehe Kap. 3.3), welche mithilfe der ChIP-on-chip Methode in
humanen Fibroblasten 13.804 CBS nachweisen konnte (Kim et al., 2007). Diese Ergebnisse
fanden Eingang in die Gestaltung der Experimente, da die beiden CBS 13376 und 13377 mit
den von uns identifizierten HSS 5°1 bzw. 5°6 kolokalisieren. Auch wenn eine CBS in
Fibroblasten nicht zwingend auf eine tatsdchliche in vivo CTCF-Bindung in Lymphozyten
oder HeLa-Zellen riickschlieBen lédsst, ist bei nachgewiesener DNase I Hypersensitivitit
zumindest von einer Zuginglichkeit fiir CTCF auszugehen, weswegen diese Ergebnisse bei
der Auswahl jener HSS, welche funktionell auf Insulator/Boundary Effekte gepriift werden
sollten, hilfreich waren (siche Kap. 3.3).
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4.2.2 Korrelation mit der genomweiten Kartierung von DNase I - HSS

Nach Abschluss des experimentellen Teils dieser Arbeit erschien eine Publikation zur
genomweiten Kartierung von DNase [ hypersensitiven Bereichen (Thurman et al., 2012).
Verschiedene Arbeitsgruppen, v.a. aus den USA, hatten 125 unterschiedliche Zelltypen
(darunter Primérzellen, immortalisierte Primérzellen, etablierte Zelllinien sowie pluripotente
Vorlduferzellen) genomweit auf HSS untersucht und so 2,9 x 10° humane HSS identifiziert.
Dabei kam eine Abwandlung der klassischen HSS Kartierung zum Einsatz, welche einen
groflen Durchsatz erlaubt: nach in vivo DNase I Behandlung wurde die gespaltene DNA aus
den Zellen isoliert, mit einem Linker verkniipft und mittels ,,massive parallel sequencing*
(eine neue Sequenziermethode, die einen hohen DNA-Durchsatz erlaubt) sequenziert und
schlieBlich nach verschiedenen Algorithmen computerbasiert ausgewertet (Boyle et al., 2008;
Thurman et al., 2012). Unter den identifizierten 2.890.742 HSS konnten 970.100 in nur einem
Zelltyp nachgewiesen werden, 1.920.642 HSS waren in mindestens 2 Zelltypen vorhanden
und lediglich 3.692 waren in allen untersuchten Zellarten nachweisbar (Thurman et al., 2012).
Zur Validierung dieses Ansatzes wurden iiber 7000 der identifizierten HSS durch klassische,
Southern Blot-basierte, DNase I Experimente bestétigt. Die gefundenen HSS umfassen quasi
alle bisher bekannten und experimentell validierten cis-regulatorischen Elemente — sowie eine
noch groflere Menge unbekannter Sequenzen (Thurman et al., 2012).

Bei Abgleich der von uns gefundenen HSS mit den HSS-Sequenzen einiger Zelllinien (B-
lymphoide und myeloische Zelllinien, HelLa sowie Melanozyten) stellten wir
erfreulicherweise groBe Ubereinstimmungen fest. Jede von uns identifizierte HSS war in
mehreren anderen Zelllinien nachweisbar (siehe Abb. 43) und umgekehrt wurden keine HSS
in mehreren Zelllinien nachgewiesen, welche nicht auch im Rahmen dieser Arbeit identifiziert
wurden (sieche Abb. 43), was unsere Ergebnisse und die ausreichende Sensitivitit und
Spezifitdt unserer methodischen Herangehensweise bestdtigt. Vergleicht man die, durch das
genomweite Screening, identifizierten HSS mit der genom-weiten Kartierung von CBS,
ergeben sich ebenfalls Uberschneidungen: wie zu erwarten, entspricht nicht jede HSS einer
CBS, aber jede CBS einer HSS (siehe Abb. 43).

Im Folgenden werden die HSS einzeln betrachtet. Die in unseren Versuchen ubiquitér
vorhandene HSS T, der Topoisomerase-Promotor, ist auch in allen fiinf betrachteten Zelllinen
nachweisbar: sie entspricht der DIHSS 529 (DNase I HSS Nummer 529) in der B-
lymphoblastoiden Zelllinie GM12878, DIHSS 1073 in der ebenfalls B-lymphoblastoiden
Zelllinie GM 12891, DIHSS 977 in der myleoischen Zelllinie K562, DIHSS 759 in HeLa und
DIHSS 1039 in Melanozyten (Melano) (siche Abb. 43 und Tab. 8). Die HSS 5°1, welche der
CBS 13376 entspricht, kolokalisiert mit den HSS DIHSS 530 in GM 12878, DIHSS 978 in
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K562 und DIHSS 760 in HelLa, wéhrend diese HSS in der anderen B-lymphoblastoiden
Zelllinie GM12891 und in Melanozyten nicht nachweisbar war (sieche Abb. 43 und Tab. 8).
Die genannten HSS sind, je nach Zelllinie, unterschiedlich lang, liegen aber alle innerhalb der
CBS 13376 und enthalten jeweils die CTCF-Konsensussequenz (siche Abb. 43).

HSS 52, in unseren Versuchen nur schwach erkennbar, entspricht der DIHSS 1069 in der B-
Zelllinie GM12891. Allerdings zeigen sich in enger Nachbarschaft zu HSS 5°2 HSS in allen
Zelllinien. In GM12891 befinden sich neben der DIHSS 1069 weiterhin die DIHSS 1070 bis
1072 im Bereich der HSS 52, in GM12878 die DIHSS 528, DIHSS 974 bis 976 in K562,
DIHSS 756 und 757 in HeLa, und DIHSS 1037 bis 1038 in Melanozyten (siche Abb. 43 und
Tab. 8). Moglicherweise sind auch in einigen der von uns untersuchten Zelllinien mehrere
HSS in diesem Bereich vorhanden; aufgrund der geringen Signalintensitit konnten diese aber

im Rahmen unserer DNase I Assays nicht identifiziert werden (vgl. Abb. 18 und 19).
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Abb. 43: Korrelation der identifizierten HSS mit den HSS des genomweiten Screens. Dargestellt ist die
Lokalisation der von uns kartierten HSS (rot), sowie die im Rahmen des genomweiten Screens in Melanozyten
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(blau), Hela (rot), K562 (gelb), GM 12891 (blau) und GM 12878 Zellen (dunkelblau) nachgewiesenen HSS (nach
Thurman et al., 2012). Zudem ist die Lokalisation der beiden CBS 13376 und 13377 dargestellt. Die Gene TOP3B
und PRAMEL mit ihren in diesem Bereich liegenden Exons sind zu sehen, ebenso wie die ersten drei VA-Gene.

Die HSS 5°3, weniger als 5 kb stromaufwiérts des ersten V;, Pseudogens, entspricht DIHSS
531 in GM12878, DIHSS 1074 in GM12891 sowie DIHSS 761 in HelLa, wihrend sie in K562
und Melanozyten nicht vorhanden ist (siche Abb. 43 und Tab. 8). Die in unseren Versuchen
B-Zell spezifische HSS 5°4, welche sich unmittelbar vor dem ersten V, Pseudogen Ighy-70
befindet, ist im genomweiten Screening tatsidchlich auch nur in B-Zelllinien nachweisbar und
entspricht den beiden sehr dicht beeinander liegenden DIHSS 533 bzw. DIHSS 534 in
GM12878, sowie der DIHSS 1075 in GMI12891, wihrend sie in K562, Hela oder
Melanozyten kein Korrelat findet (sieche Abb. 43 und Tab. 8). HSS 5°S, umittelbar
stromabwirts von Ighva.7o gelegen und in unseren Versuchen auch B-Zell spezifisch, ist
wiederrum auch in den B-Zellinien nachweisbar: (DIHSS 535 in GM 12878 und DIHSS 1076
in GM12891), daneben aber auch in Melanozyten (DIHSS 1042 in Melano), nicht jedoch in
HeLa oder K562 (siche Abb. 43 und Tab. 8).

5¢Igh GM12878 GM12891 K562 HeLa Melano

HSST DIHSS 529 DIHSS 1073 DIHSS 977  DIHSS 759 DIHSS 1039

HSS 5’1  DIHSS 530 DIHSS 978  DIHSS 760

HSS 5°2 DIHSS 1069

HSS 53 DIHSS 531 DIHSS 1074 DIHSS 761

HSS 54 DIHSS 533/4  DIHSS 1075

HSS 55 DIHSS 535 DIHSS 1076 DIHSS 1042

HSS 56  DIHSS 536 DIHSS 1077 DIHSS 979  DIHSS 762

Tab. 8: Die identifizierten HSS 5‘ von IgA und ihre Korrelate in anderen Zelllinien nach (Thurman et al., 2012).

Die HSS 5°6, unmittelbar stromaufwirts des ersten funktionellen V; Gens Ighva.co gelegen,
entspricht der CBS 13377 sowie den HSS DIHSS 536 in GM12878, DIHSS 1077 in
GM12891, DIHSS 979 in K562 und DIHSS 762 in HeLa, wihrend sie in Melanozyten nicht
nachweisbar ist (siche Abb. 43 und Tab. 8). Diese genannten HSS sind in etwa gleich lang
und liegen alle beinahe vollstindig innerhalb der Sequenz der CBS 13377 (siehe Abb. 43).

Hinsichtlich der Funktionen konnten wir fiir HSS 51 und 5°6 (CBS 13376 und 13377) eine
Silencer bzw. Barriere-Funktion zeigen (siche Kap. 3.4.4 und 4.5). Die HSS 52, 53, 5°4 und
55 hingegen, welche keiner CBS entsprechen, haben vermutlich anderweitige Funktionen,
entweder in Zusammenhang mit Igh oder mit den dazwischen oder stromaufwirts
lokalisierten, anderweitigen Genen (siche auch Kap. 4.4 und 4.5). Da die genomweite CBS-

Kartierung, im Gegensatz zur genomweiten HSS-Analyse, in nur einer Zellart durchgefiihrt
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wurde, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die anderen HSS dennoch
(zelltypspezifische) CBS enthalten. Gerade im unmittelbaren Umfeld des Igh-Locus kdnnten
sich B-Zell-spezifische CBS befinden, welche erst wihrend der Offnung des Locus oder im
Laufe der V(D)J-Rekombination fiir CTCF zuginglich werden. Nachdem jedoch auch die in
silico Analyse der HSS-Sequenzen mithilfe der CTCFBSDB (Bao et al., 2008) keinen
Hinweis auf CTCF-Konsensussequenzen innerhalb dieser HSS lieferte, ist eine CTCF-

unabhéngige Funktion fiir diese HSS wesentlich wahrscheinlicher.

4.3 Die Regulation der Immunoglobulinexpression und V(D)J-Rekombination
durch CBS und andere regulatorische Elemente

Um die mogliche Rolle der gefundenen HSS und CBS hinsichtlich der Regulation des Igh-
Locus besser diskutieren zu koénnen, werden zunidchst bekannte Funktionen von CTCEF,
entsprechenden CBS und anderweitigen regulatorischen Elementen in der Regulation der
Immunoglobuline dargestellt.

Was CTCEF betrifft, so sind die Funktionen dieses Proteins hinsichtlich der Regulation der
Immunoglobulin-Loci vielféltig. Zum einen sind CBS als klassische Enhancer-Block oder
Barriere-Elemente an einigen Enden der Loci beschrieben, wie z.B. innerhalb der HSS 5 und
HSS 6 stromabwirts des humanen Igh-Locus (Nagel, 2009; Regnier, 2011). Dariiber hinaus
ist CTCF {iber die Bildung von Chromatinschleifen und die Vermittlung der Locuskontraktion
auch an der Regulation der V(D)J-Rekombination beteiligt (Chaumeil and Skok, 2012) (siehe
auch Kap. 1.4).

Der 2,7 Mb umfassende murine IgH-Locus, welcher als der am besten charakterisierte Ig-
Locus im Folgenden exemplarisch beschrieben wird, beinhaltet den Ep Enhancer, welcher in
einem Intron zwischen den Jy Elementen und Cp gelegen ist, die Zuginglichkeit des Ju
Bereichs reguliert, und so auf die Vy-DJy Verkniipfung Einfluss nimmt (Afshar et al., 2006;
Chakraborty et al., 2009; Perlot et al., 2005; Serwe and Sablitzky, 1993). Unmittelbar
stromabwirts des letzten Cpy-Elements, befindet sich mit der 3° regulatorischen Region
(3_RR) ein weiterer Enhancer-Komplex, der aus den HSS hs3A, hs1,2, hs 3B und hs4 besteht
(Khamlichi et al., 2000; Michaelson et al., 1995; Pinaud et al., 2011) und neben der
Expression auch die Klassenswitch-Rekombinationen der IgH-Gene reguliert (Pinaud et al.,
2001; Pinaud et al., 2011). Im Laufe der B-Zellentwicklung zeigen sich, beginnend mit hs4,
aktive Chromatinmodifikationen im Bereich der 3_RR (H3 und H4 Acetylierungen und H3K4
Dimethylierungen), welche in reifen B-Zellen bestehen bleiben (Garrett et al., 2005; Giannini
et al., 1993). Weiter distal davon liegen mit hs5, hs6 und hs7 weitere HSS (Garrett et al.,

2005), welche zusammen mit hs4, unter dem Einfluss des B-Zell Transkriptionsfaktors Pax5,
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bereits ab dem pro-B Zellstadium (zeitlich vor den proximalen hsl-hs3) eine offene
Chromainstruktur aufweisen (Giambra et al., 2008). Mehrere dieser Elemente (hs4, hs5 und
hs6) enthalten in vivo bestétigte CBS (Garrett et al., 2005) und fiihrten bei Deletion (hs5-7) im
Mausmodell zu einer geringeren Locus-Kontraktion, einer vermehrten Beteiligung der
proximalen Vi Segmente an der Vy-DJy Rekombination, und einer erhdhten Expression der
3¢ gelegenen Gene Hole und Rikl (Volpi et al., 2012). Diese Konstellation dhnelt der
Situation 3° des humanen IgA-Locus: neben HSS 1-3, welche Enhancer-Funktion haben,
folgen stromabwiérts weitere HSS mit CBS und Enhancer-Block bzw. Barriere-Funktion
(Asenbauer et al., 1999; Asenbauer and Klobeck, 1996; Nagel, 2009; Regnier, 2011).

Der murine IgH-Locus enhidlt neben den hs4-6 weitere CBS: in der 96 kb langen
»intergenischen“ Region zwischen Vi und Dy befinden sich 6 HSS, darunter zwei mit
nachgewiesener in vivo CTCF-Bindung und Enhancer-Block Funktion (Featherstone et al.,
2010). Dieses HSS-Cluster wird Intergenic Control Region-1 (IGCR1) genannt, und ist,
zusammen mit dem intronischen Ep-Enhancer, wichtig fiir eine regulire V(D)J-
Rekombination (Guo et al., 2011b). Funktionell fithrt die IGCR1, iiber Bindung von trans-
aktiven Insulatorproteinen wie CTCF, innerhalb des IgH-Locus zur Bildung von
Chromatinschleifen. Diese umfassen distal gelegene Enhancer, fithren zugehorige
regulatorische Elemente zusammen und tragen dazu bei, dass auch distal gelegene Vg
Segmente im Rahmen der Rekombination zum FEinsatz kommen (Guo et al., 2011b). Die
IGCR1 verhindert zudem die Chromatindffnung der Vi Region wihrend der Dy-Ju
Rekombination und damit eine vorzeitige Vy-Duy Verkniipfung. Somit ist die IGCR1 mit
CTCF-vermittelter Schleifenbildung wichtig fiir die geordnete V(D)J-Rekombination, die
Aufrechterhaltung der Antikorper-Diversitdt, und, via Feedback-Regulation, auch fiir die
allelische Exklusion (Guo et al., 2011b). Mittels CTCF ChIP-on-chip wurden, neben den CBS
in der IGCR1 und der 3 RR, 53 weitere CBS innerhalb der Vi Region des murinen IgH-
Locus identifiziert, welche wahrscheinlich iiber Locus-Kontraktion und Schleifenbildung auf
die Rekombination Einfluss nehmen (Degner et al., 2009).

Andere Immunoglobulinloci sind weniger gut untersucht, CBS scheinen jedoch allgemein
nach demselben Prinzip die V(D)J-Rekombination zu regeln. Im murinen Igk-Locus konnten
mittels ChIP-on-chip, je nach Entwicklungsstadium der B-Zelle, bis zu 11 CBS (in pre-B
Zellen) in der Vk Region identifiziert werden, daneben eine CBS im intronischen Silencer sis
(zwischen Vk und Jk) sowie eine CBS am 3‘ Ende des Locus, welche an Schleifenbildung
und der Errichtung héherer Chromatinstrukturen beteiligt sind (Degner et al., 2009).
Betrachtet man zusammenfassend CBS im Immunoglobulin-Loci, finden sich darunter CBS

mit Enhancer-Block Funktion (Featherstone et al., 2010; Garrett et al., 2005; Volpi et al.,
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2012), sowie CBS die iiber CTCF und Cohesin eine Rolle bei der Locus-Kontraktion spielen
und zur hohergradigen Chromatinstruktur beitragen (Degner et al., 2011; Degner et al., 2009;
Guo et al., 2011a; Guo et al., 2011b; Merkenschlager and Odom, 2013). Dabei scheint CTCF
zwar nicht unabdingbar fiir die V(D)J-Rekombination an sich, aber doch wichtig fiir die

Beschrinkung von Enhancer-Aktivititen und den geordneten Ablauf der Rekombination zu

sein (Chaumeil and Skok, 2012; Ribeiro de Almeida et al., 2011).

4.4 Uberblick iiber den Igh-Locus und angrenzende Gene

Regulatorische Elemente innerhalb und vor allem angrenzend an den Igh-Locus kdnnen sich
funktionell auf Igh oder auf angrenzende bzw. mit Igh liberlappende Gene beziehen. Eine
genaue Betrachtung des Igh-Locus und seiner benachbarten Gene ist daher sinnvoll, um die

Funktion der identifizierten HSS 5° von Igh im Kontext interpretieren zu konnen.

4.4.1 Stromauffwirts von Igh gelegene Gene

Das Gen TOP3B, welches 44 kb stromaufwirts des letzten V, Pseudogens lokalisiert ist,
kodiert fiir eine Topoisomerase (vgl. Kap. 3.1 und 3.6) (Hanai et al., 1996). Diese hat die
Aufgabe, durch Setzen und Wiederverkniipfen von DNA-Einzelstrangbriichen im Rahmen der
Transkription DNA-Supercoils zu lockern, wobei sie mit der DNA Helikase SGS1 interagiert
(Ng et al., 1999). Zudem ist sie fiir die DNA Rekombination und die Aufrechterhaltung der
Genomintegritdt von Bedeutung (Ng et al., 1999). Es gibt 3 verschiedene Isoformen der
TOP3B mit unterschiedlichen Gewebsspezifititen und intrazelluldren Lokalisationen: Isoform
1 ist im Nukleus nachweisbar und spielt eine Rolle bei der Chromosomensegregation,
wihrend Isoform 2 im Zytoplasma lokalisiert ist (Kobayashi and Hanai, 2001; Ng et al.,
1999). Ein Ausschalten des Gens im Mausmodell fiihrte zu Infertilitdt und Autoimmunitit
wihrend einige Tumore eine Uberexpression zeigen, welche mit einer gesteigerten Invasivitit
korreliert (Kwan et al., 2007; Kwan et al., 2003; Oliveira-Costa et al., 2010). Als
regulatorisches Element, welches die Expression von TOP3B regelt, ist bisher nur der
Promotor bekannt (Cho et al., 2004), welcher der von uns identifizierten HSS T entspricht.
Zwischen TOP3B und der V, Region, bzw. {iberlappend mit den ersten V;-Genen, liegt
PRAMEL (preferentially expressed antigen in melanoma-like) mit 7 Exons. Wie bereits
erwiahnt, gibt es mehrere prozessierte, aber nicht Protein-kodierende Transkripte von
PRAMEL (www.ensembl.org), weswegen PRAMEL ein Pseudogen darstellt. Es gehort zur
Gruppe der PRAME-like Proteine, die im Laufe der Evolution durch Genduplikation
entstanden ist. Im Rahmen eines Screens wurden allein auf Chromosom 1 mehr als 22
PRAME-like Gene sowie 10 Pseudogene gefunden (Birtle et al., 2005). Bisher gibt es keine
genaueren Erkenntnisse zur Funktion der PRAME-like Proteine. PRAMEL und PRAME-like
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Proteine sind mit PRAME (preferentially expressed antigen in melanoma) verwandt, welches
interessanterweise ebenfalls auf Chromosom 22ql11.22, innerhalb des IgA-Locus, liegt

(Kawasaki et al., 1997) (siche Abb. 44 und Kap. 4.4.2)

4.4.2 Innerhalb des Igih-Locus gelegene Gene

Die Struktur des Igh-Locus ist bereits durch die vielen funktionellen V-, J;- und C;-Gene, die
V-, - und C)-Pseudogene und die jeweils zugehdrigen cis-aktiven Elemente wie z.B.
Rekombinationssignalsequenzen, sehr komplex. Hinzu kommen 3 Cluster repetitiver Alu-
Elemente (siche Abb. 44), andere repetitive Elemente und non-Immunoglobulin-Gene, die
mitten im IgA-Locus lokalisiert sind (Kawasaki et al., 1997). Darunter finden sich viele
Pseudogene, aber auch prozessierte Transkripte, protein-codierende Gene und auch
mircroRNA-Gene wie die microRNA-650 (Das, 2009) (siche Abb. 44). Unter den
Pseudogenen ist besonders BCR4 (breakpoint cluster region 4) hervorzuheben, welches bei
Translokationen und Rearrangements in Chromosom 22qll, welche bei Leukdmien
manchmal nachweisbar sind, involviert sein kann (Croce et al., 1987) (siche Abb. 44) .

Zu den protein-kodierenden non-IgA-Genen gehort das VpreB-Gen (Bauer et al.,, 1988;
Kawasaki et al., 1995) (sieche Abb. 44), welches fiir die Surrogat-Leichtkette kodiert, die B-
Zell spezifisch exprimiert wird und zusammen mit der umgelagerten Immunoglobulin-
Schwerkette in pra-B Zellen den pra-B-Zellrezeptor bildet (Kudo and Melchers, 1987).

Es befinden sich jedoch auch Gene innerhalb des IgA-Locus, die ein B-Zell unabhéngiges
Expressionsmuster zeigen. Darunter sind ZNF280A und ZNF280B, beides Zinkfingerproteine
(Kawasaki et al., 1997), POM121L1, ein putatives Membranglykoprotein, GGTLC2, eine y-
Glutamyl Transferase sowie PRAME (preferentially expressed antigen in melanoma) (siche
Abb. 44). Letzteres gehort zu den Tumor-Hoden (Cancer-Testis) Antigenen und wurde
urspriinglich in einem Melanompatienten identifiziert (Ikeda et al., 1997). Es ist in
verschiedenen Tumoren iiberexprimiert, neben Melanomen auch in nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, Nierenzellkarzinomen, Sarkomen und akuten Leukdmien, wihrend
PRAME physiologischerweise nur in Hoden, Ovar, Nebennieren und Endometrium
nachweisbar ist (van Baren et al., 1998; Wadelin et al., 2010). Funktionell ist PRAME ein
Repressor des Retinsdurerezeptor Signalweges, hemmt Differenzierung und Apoptose und
fiihrt so zu Wachstumsvorteilen (Epping et al., 2005; Wadelin et al., 2010). Dieses Gen, das
trotz seiner Lage inmitten des Igh-Locus weder in hdmatopoetischen Vorlduferzellen noch im
Laufe der B-Zellentwicklung exprimiert wird (Oehler et al., 2009), zeigt, wie wenig im
Einzelfall das Umfeld von Genloci mit deren Expressionsmuster korreliert und wie genau

letztlich die Expression einzelner Gene reguliert wird. Dabei ist die Regulation von PRAME
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bisher kaum verstanden (Wadelin et al., 2010). Da das unmittelbare Umfeld von PRAME
keine zu Igh gehorigen Gensegmente enthilt, wdre denkbar, dass Insulator/Boundary

Elemente iiber die Bildung eines Chromatinloops PRAME von Ig\ abgrenzen (siehe Abb.
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Abb. 42. Uberblick iiber den Igh-Locus und die darin enthaltenen Gene. Dargestellt sind die einzelnen Ig\-
Gensegmente (VA, JA und C\ im oberen Abschnitt in braun/orange, Pseudgene in grau), sowie innerhalb und
stromaufwarts/stromabwarts gelegene Gene, darunter RNA-Gene (violett, unten), prozessierte Transkripte
(blau) und protein-kodierende Gene (rot, Mitte) (aus www.ensembl.org).

Im Gegensatz dazu gibt es auch non-Igh-Gene, wie z.B. das Gen fiir die microRNA-650,
welche sich mit protein-kodierenden V,-Exons iiberschneiden, was die Situation noch
komplexer gestaltet. Diese microRNA ist im Igh-Locus in 9-facher Kopie vorhanden und
iiberschneidet sich jeweils mit dem Leading Exon einer Untergruppe von V,-Genen, wobei
die microRNA und die V; Gene interessanterweise unter dem Einfluss der gleichen
Promotoren stehen, aber dennoch unabhingig voneinander exprimiert werden (Das, 2009).

Neben der komplexen Expressionsregulation dieser Gene inmitten des IgA-Locus, gibt es
noch eine weitere Besonderheit: sie diirfen in B-Zellen, zumindest ab dem Stadium der reifen
B-Zelle, keine Rolle mehr spielen, da sie im Laufe der V(D)J-Rekombination deletiert werden

konnen, wenn z.B. ein V,-Gen stromaufwirts mit einem stromabwirts gelegenen J,.Gen
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rekombiniert (siche auch Kapitel 1.3). Fiir das VpreB-Gen trifft dies zu: es wird nur im
Stadium der pra-B Zelle exprimiert und fiir die Bildung des pra-B-Zellrezeptors benotigt.

Angesichts der Gene innerhalb des Igh-Locus wird es zum Gesamtverstindnis von dessen
Regulierung und Aktivierung nétig sein, neben den Bereichen 5¢ und 3°, auch die Strukturen
im Inneren des Locus zu erforschen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Focus jedoch auf

dem Bereich 5° von IgA bleiben.

4.5 Die HSS 5° von Igh und ihre moglichen Rollen in der Regulation des Locus
Nach Betrachtung aller derzeit verfiigbaren Daten inkl. der genomweiten Kartierung von HSS
und CBS und der bisherigen Untersuchungen zu regulatorischen Elementen innerhalb der
Immunoglobulin-Loci, werden die von uns kartierten und teils funktionell analysierten HSS
abschlielend einzeln betrachtet und ihre mogliche Funktion diskutiert.

Die am weitesten distal gelegene, von uns kartierte HSS, ist die HSS T, welche in B- als auch
non-B-Zelllinien bei Hybridisierung von Acc 651 Spaltungen mit der Sonde RE 04 deutlich
als HSS sichtbar war (vgl. Abb. 17). Im genomweiten Screen war sie in beiden B-
lymphoblastoiden Zelllinien (GM12878 und GM12891), in der myleoischen Zelllinie K562,
in HelLa und auch in Melanozyten nachweisbar (sieche Abb. 43 und Tab. 8). Sie lokalisiert
genau in den Beginn des ersten Exons von TOP3B und entspricht aller Wahrscheinlichkeit
nach dem bereits charakterisierten Promotor von TOP3B (Cho et al., 2004).

Etwas stromabwirts davon liegt die HSS 5°1, welche mit der CBS 13376 kolokalisiert. In den
DNase I Assays war die HSS 5°1 in allen B-Zelllinien vorhanden. In der T-Zelllinie MOLT-4
waren die Ergebnisse nicht eindeutig: bei Hybridisierung des Eco RI-Spaltfragments E11 mit
der Sonde RE 05 war keine HSS nachweisbar, bei Hybridisierung desselben Fragmentes mit
der Sonde RE 03 allerdings schon, so dass eher von einer ubiquitiren HSS ausgegangen
werden kann (siehe Abb. 17). Im genomweiten HSS-Screening zeigt sich ein dhnliches Bild:
das Korrelat zu HSS 5°1 ist in mehreren, jedoch nicht allen, B- und non-B-Zelllinien
nachweisbar (vgl. Kap. 4.2.2 und Abb. 43) (Kim et al., 2007). Zur funktionellen Analyse der
HSS 5°1 mittels CFA wurde die publizierte Sequenz der CBS 13376 eingesetzt, sowie die um
159 bp verkiirzte Form 13376s. Die vollstindige Sequenz 13376 zeigte in Barriere-Position
eine deutliche Abnahme der Kolonienzahl; die zusétzlichliche Platzierung zwischen Enhancer
und Promotor hatte keine weiteren Auswirkungen (siche Abb. 31 und 32). Die verkiirzte Form
13376s hingegen, welche die CTCF-Kernbindungssequenz noch enthilt, fiihrte in Barriere-
Position zu keiner signifikanten Anderung der Reportergenexpression, in Enhancer-Block
Position jedoch zu einer deutlichen Abnahme der Kolonienzahl (sieche Abb. 31 und 32). Damit
scheint die Gesamtsequenz Silencer-, und die verkiirzte Form Enhancer-blockierende

Aktivitdt zu haben, was widerspriichlich scheint aber durch das Vorhandensein mehrerer cis-
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aktiver Elemente innerhalb der HSS erklart werden konnte (siehe Kap. 3.4.4.1). Die 159 bp
umfassende Sequenz, welche in 13376, nicht aber in 13376s enthalten ist, konnte einen trans-
aktiven inhibitorischen Faktor binden. Denkbar wire Kaiso, ein Zinkfingerprotein und
repressiver Transkriptionsfaktor, der mit CTCF interagiert und dessen Aktivitit beeinflussen
kann (Defossez et al., 2005). Kaiso bindet an methylierte CpG Dinukleotide oder eine
unmethylierte Konsensussequenz (TNGCAGGA und Abwandlungen), wie sie im humanen 5°
B-Globin Insulator in unmittelbarer Nidhe zur CTCF-Bindungsstelle gefunden wurde, wo
Kaiso die die Enhancer-blockierende Aktivitdt von CTCF reduzierte (Defossez et al., 2005).
In einem anderen Kontext zeigte Kaiso, iiber die Rekrutierung von Chromatin Remodelling
Komplexen, einen direkten repressiven Effekt auf die Transkription (Buck-Koehntop et al.,
2012). Die o.g. Konsensussequenz konnte zwar nicht innerhalb der CBS 13376 identifiziert
werden, nachdem aber die Kaiso-Konsensussequenz, wie die von CTCF (siehe Kap. 3.3),
erheblich variieren kann, schliet dies eine Bindung von Kaiso nicht aus. Denkbar wére
sicherlich auch die Bindung anderer inhibitorischer trans-aktiver Faktoren; genauere
Aussagen hierzu bediirften allerdings einer genaueren Kartierung der Protein-Bindungsstellen
innerhalb der HSS, z.B. mittels in vivo—Footprinting Experimenten. Die beobachtete Silencer-
Funktion der CBS 13376 konnte potentiell auch durch CTCF selbst vermittelt werden, denn
fir CTCF sind, neben Insulator-Funktionen, auch Silencer-Aktivititen beschrieben
(Baniahmad et al., 1990; Burcin et al., 1997; Hancock et al., 2007; Klochkov et al., 2006).
Geht man von CTCF als hauptsidchlichem Silencer aus, ist allerdings unklar, weswegen diese
Funktion durch die CBS 13376s nicht mehr ausgeiibt wird, enthédlt sie doch ebenfalls die
CTCF-Kernbindungssequenz. Es ist daher davon auszugehen, dass jene 159 bp, um welche
die CBS 13376 langer ist, einen trans-aktiven Faktor binden, welcher zur Silencer-Funktion
beitrdgt. Ob in vivo allerdings der Silencing-Effekt der CBS 13376 bzw. HSS 5°1 oder doch
ein EB-Effekt im Vordergrund steht, ist unklar. Fraglich ist auch, auf welchen Locus sich
diese Effekte in vivo hauptsichlich beziehen, d.h. ob die EB- bzw. Silencer-Funktion eher den
TOP3B Locus vor Einfliissen des Igh-Enhancers schiitzt oder eher der Einddmmung der
TOP3B zugehorigen cis-aktiven Elemente dient. Eine Barriere-Funktion im klassischen Sinne
konnte fiir die CBS 13376 im Rahmen der CFAs jedenfalls nicht gezeigt werden, da keines
der beiden Konstrukte vermochte, bei beidseitiger Flankierung des Reportergens dessen
Expression zu steigern (sieche Abb. 31 und 32). Bei Mutation der CTCF-Konsensussequenz
der CBS 13376 in EB-Position kam es {iberraschenderweise zu verminderten Kolonienzahlen
in den CFAs, welche zwar nur im Vergleich zur unmutierten CBS, nicht aber zum Plasmid
ohne CBS in EB-Position, signifikant waren (sieche Abb. 38). Die Mutation oder Deletion der
CTCF-Konsensussequenz innerhalb der CBS 13376s hatte keine Auswirkung auf die
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Funktion der CBS: wie mit dem unmutierten Konstrukt kam es zu einem Enhancer-
blockierenden Effekt (sieche Abb. 39). Diese unerwarteten Ergebnisse konnten dadurch erklért
werden, dass CTCF trotz Mutation an die Konsensussequenz bindet, was durch EMSA-shift
Assays oder ChIPs gepriift werden miisste. Andererseits konnte die beobachtete Silencer-
bzw. EB-Funktion der CBS 13376 bzw. 13376s tatsdchlich unabhingig von CTCF sein. Die
Bindung von CTCF an die CBS konnte primér der Ausbildung von Chromatinschleifen, z.B.
innerhalb des IgA-Locus, dienen, wofiir die Interaktion mit angrenzenden CBS und die
korrekte intragenomische Lokalisation nétig ist. Durch das artifizielle Reportergenkonstrukt
im Rahmen der CFAs ist dies nicht gegeben, so dass ohne Ausbildung der entsprechenden
Chromatinschleifen die Effekte anderer, innerhalb der HSS gelegener cis-aktiver Elemente
wie z.B. einer mdglichen Kaiso-Bindungsstelle, im Vordergrund stehen.

Die weiter 3¢ gelegene, in unseren CFAs schwach darstellbare HSS 5‘2 findet auch im
genomweiten Screen ein Korrelat in allen betrachteten Zellinien. In der direkten Lokalisation
der HSS 52 findet sich zwar nur eine HSS in der B-Zelllinie GM12891, allerdings weisen
alle betrachteten Zellllinien sich in der unmittelbaren Nachbarschaft zum Teil mehrere HSS
auf: GM12878 eine korrelierende HSS, in GM12891 liegen in dieser Region vier HSS nahe
beieinander, in K562 drei, in HeLa zwei und in Melanozyten ebenfalls zwei (siche Abb. 43).
Diese HSS liegen im Intronbereich zwischen den PRAMEL Exons 4 und 5, ohne
offensichtlichen Bezug zu diesen. Sie enthalten keine potentielle CTCF-Konsensussequenz
und auch im genomweiten CBS Screen wurde hier keine CTCF-Bindungsstelle identifiziert.
Funktionell konnte sich die HSS 52 entweder auf IgA, auf TOP3B oder auch auf PRAMEL
beziehen. Da regulatorische Elemente auch viele tausend Basenpaare entfernt liegen kénnen
von dem Gen, welches sie regulieren (Bartkuhn and Renkawitz, 2008; Dean, 2006, 2011),
konnte sich diese HSS z.B. als Enhancer oder LCR auch auf ein unbekanntes, weit entfernt
liegendes Gen beziehen. Erste Hinweise auf die Rolle dieser HSS konnten funktionelle
Reportergenassays geben, welche jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden
konnten.

Weiter stromabwirts, bereits in der Nédhe des Igh-Locus, liegt HSS 5°3, welche sich bei
Hybridisierungen des Fragments A10 mit der Sonde RE 01 oder Hybridisierungen von Bal2
mit RE 12 zeigte (sieche Abb. 19). Im genomweiten Screen ist sie nur in einigen Zelllinien
nachweisbar, darunter in beiden betrachteten B-Zelllinien und in HeLa, jedoch nicht in der
myeloischen Zelllinie K562 oder in Melanozyten (sieche Abb. 43). Passend dazu konnten wir
die HSS 5°3 auch nur in B-Zellen und nicht in non-B-Zelllinien identifizieren. Diese HSS
enthdlt keine CBS und steht in engem rdumlichem Bezug zum 4. Exon von PRAMEL,

weswegen sie sich auf PRAMEL beziehen und z.B. eine Rolle beim SpleiBvorgang spielen
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konnte. Aufgrund der B-Zell-Spezifitdt und der Lage, weniger als 4 kb 5° des ersten V-
Pseudogens, konnte sie allerdings auch in Bezug zu Igh stehen. Allerdings zeigten RT-PCR
Versuche auch fiir PRAMEL eine B-Zell spezifische Transkription (siche Abb. 42). In
Melanozyten ist diese HSS nicht vorhanden; es wurde jedoch nicht untersucht, ob PRAMEL,
und nicht nur PRAME, in Melanozyten transkribiert wird, so dass sich daraus keine
Schlussfolgerungen ziehen lassen.

Die ndchsten beiden HSS, HSS 5‘4 und 5°5, welche u.a. durch Hybridisierungen des
Fragments Bg21 mit der Sonde RE 11 identifiziert wurden (siche Abb. 20), flankieren
beidseits Vyay, das erste V)-Pseudogen. Beide HSS waren in unseren Versuchen B-Zell
spezifisch. Im genomweiten Screen sind sie ebenfalls in beiden betrachteten B-Zelllinien,
nicht aber in myeloischen Zellen oder HeLa nachweisbar, wahrend in Melanozyten nur HSS
55 ein Korrelat findet (siche Abb. 43 und Tab. 8). Keine der beiden HSS enthélt eine CBS.
Sie stehen neben der engen ortlichen Beziehung zum ersten Vj-Pseudogen auch in Bezug zu
Exon 3 und Exon 2 von PRAMEL. Damit ergibt sich erneut die Moglichkeit, dass diese
Elemente funktionell zu PRAMEL gehoren. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass sie sich auf das
V,-Gen beziehen und z.B. Rekombinationssignalsequenzen oder Splei3signale darstellen
(Falkner and Zachau, 1984; Hesse et al., 1989; Kawasaki et al., 1997). Zwar wird das V7o
Pseudgen im Rahmen der V(D)J-Umlagerung nicht rekombiniert, entsprechende
Signalsequenzen konnen aber dennoch vorhanden, nur nicht vollstindig funktionell sein
(Kawasaki et al., 1997).

Die benachbarte HSS 5°6 konnte ein weiterer Grund sein, weswegen Vygo nicht
rekombiniert. Diese HSS liegt etwa 5 kb stromabwirs von Vy )70, unmittelbar 5¢ von Vi4.e9,
dem ersten funktionellen V;-Segment, und entspricht der CBS 13377. In unseren
Untersuchungen zeigte sich diese HSS mit der Sonde RE 16 in Acc 651 und Eco RI
Spaltungen in den untersuchten B-Zelllinien, nicht aber in der T-Zelllinie MOLT-4 (siche
Abb. 21). In der genomweiten Kartierung finden sich in dieser Lokalisation HSS sowohl in
beiden B-Zelllinien als auch in K562 und HeLa (siche Abb. 43). Trotz unserer Ergebnisse
kann deshalb wohl nicht von einer reinen B-Zell Spezifitit ausgegangen werden. Wie auch
HSS 5°1, priiften wir HSS 5°6 mithilfe von CFAs auf Insulator/Boundary Aktivitdten, wobei
fiir die funktionellen Analysen die publizierte Sequenz der CBS 13377 verwendet wurde
(Kim et al., 2007). Die beidseitige Flankierung des Reportergens durch die HSS 5°6 fiihrte zu
einer signifikanten Zunahme der Kolonienzahl (im Gegensatz zur Flankierung durch HSS 51,
welche eine Abnahme der Kolonienzahl zur Folge hatte; vgl. Abb. 31 und 33). Bei
zusitzlicher Platzierung der HSS 56 bzw. CBS 13377 zwischen Enhancer und Promotor kam
es zu einer deutlichen Abnahme der Kolonienzahl (sieche Abb. 34), womit HSS 5°6 sowohl



105

Barriere- als auch EB-Funktionen erfiillt (siche Abb. 33 und 34). Wéhrend die Zunahme der
Kolonienzahl durch HSS 5°6 in Barriereposition auch durch eine Enhancer-Aktivitdt von HSS
5°6 erklarbar wire, wird diese Hypothese durch die hemmenden Effekte von HSS 5°6 in EB-
Position widerlegt. Aufgrund desssen und angesichts der nachgewiesen in vivo CTCF-
Bindung (Kim et al., 2007), ist es wesentlich plausibler, die Zunahme der Kolonienzahl durch
eine Barriere-Funktion zu erkldren. Damit stellt HSS 5°6 ein klassisches Insulator/Boundary
Element dar, welches, wie auch der bekannte 5’HS4 Insulator des B-Globin-Locus des Huhns,
sowohl Barriere- als auch EB-Effekte vermittelt (Recillas-Targa et al., 2002). Ob allerdings
die Barriere- und EB-Funktion wie bei 5’HS4 durch unabhéingige Elemente bedingt werden,
ist basierend auf unseren CFAs nicht feststellbar. Fiir CTCF wurden beide Funktionen
mehrfach beschrieben (Bell and Felsenfeld, 1999; Bell et al., 1999; Klochkov et al., 2006),
allerdings ist bei 5’HS4 nur die Enhancer-Block Funktion CTCF-abhédngig (Recillas-Targa et
al., 2002). Zur Priifung einer entsprechenden CTCF-Abhingigkeit der EB-Funktion von HSS
56 bzw. CBS 13377 wurde die CTCF-Kernbindungssequenz wie bei CBS 13376 und 13376s
mutiert. Wie auch mit den CBS 13376 und 13376s zeigte jedoch die Mutante bei Insertion
zwischen Promotor und Enhancer den gleichen Effekt wie die unmutierte CBS (siche Abb.
40). Wie bereits fiir die HSS 5°1 bzw. CBS 13376 diskutiert, konnte dies daran liegen, dass
CTCF trotz Mutation an die Kernbindungssequenz bindet, was allerdings sehr
unwahrscheinlich ist. Viel eher konnte auch hier CTCF nur einer von mehreren trans-aktiven
Faktoren sein, der innerhalb der HSS bindet und zu deren Gesamteffekt beitrdgt. CTCF
konnte vorrangig der Bildung von Chromatinschleifen dienen, welche im artifiziellen Rahmen
der CFAs nicht der in vivo Situation innerhalb des IgAh-Locus entsprichen, so dass die Effekte
der anderen tramns-aktiven Faktoren dominieren. Zum besseren Verstindnis wéren in dieser
Hinsicht genauere Kartierungen der HSS mittels in vivo—Footprinting Experimenten hilfreich,
welche weitere Proteinbindungssequenzen aufdecken koénnten, oder aber funktionelle
Untersuchungen mit Untereinheiten der HSS. Zusammenfassend kann jedoch fiir die HSS 5°6
bzw. die CBS 13377 sowohl eine gewisse Barriere- wie auch eine deutliche EB-Aktivitdt
festgestellt werden. Die HSS 5°6 ist direkt 5¢ des ersten funktionellen, rekombinierenden und
exprimierenden V;-Gens Vj4.¢9 lokalisiert, hat keinen Bezug zu Exons anderer Gene (siche
Abb. 43), und steht damit sehr wahrscheinlich in funktionellem Zusammenhang mit den Ig\-
Locus. Damit kénnte HSS 5°6 die 5’ Begrenzung des Igh-Locus darstellen, welche den
Einflus der Igh-Enhancer auf 5° gelegene Gene einddmmt und IgA vor der Ausbreitung
benachbarten Heterochromatins schiitzt. Zudem konnte HSS 56 an der Bildung von
Chromatinschleifen wéhrend der V(D)J-Rekombinationen beteiligt sein und zur

Locuskontraktion beitragen.
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Fasst man diese Ergebnisse zusammen, findet sich mit HSS 5°6 ein direkt an Igh grenzendes
Enhancer-Block und Barriere-Element und mit HSS 5°1 ein stromaufwérts in der Ndhe des
TOP3B Gens gelegenes Silencer-Element mit Enhancer-Block Eigenschaften. Dazwischen
liegen vier weitere HSS, deren Funktion bisher nicht weiter untersucht werden konnte.
Welche dieser Elemente sich auf IgA beziehen, und in welcher Form sie an der Regulation des
Locus oder der V(D)J-Rekombination beteiligt sind, ldsst sich auf den bisherigen Daten
basierend nicht sagen. Die HSS 5°6 konnte die 5° Begrenzung des Igh Locus darstellen,
wihrend der Beginn der Locus-spezifischen Chromatindffnung im Laufe der B-Zell
Entwicklung eher von den 3° gelegenen Enhancer-Elementen auszugehen scheint (Asenbauer
et al., 1999). Des Weiteren konnten, wie im murinen IgH oder Igk-Locus, innerhalb des Locus
gelegene Elemente an der Regulation der V(D)J-Rekombination beteiligt sein (Degner et al.,
2009; Featherstone et al., 2010). Tatsachlich wurden im Rahmen der genomweiten CBS-
Kartierung auch innerhalb des humanen IgA-Locus CTCF-Bindungsstellen identifziert (Kim
et al., 2007), welche zur geregelten V(D)J-Rekombination beitragen konnten. Denkbar wére
allerdings auch die Existenz mehrerer Barriere-Elemente im V,-Bereich, so dass, je nach
stattgefundener Umlagerung, die néchstliegende CBS die Locusgrenze darstellt.

Fiir ein umfassenderes Verstidndnis der verschiedenen Regulationsvorgédnge sind jedoch viele
weiterfiihrende Analysen notwendig, sowohl hinsichtlich der identifizierten HSS beidseits des
Igh-Locus als auch der inmitten von IgA gelegenen Elemente. Hinsichtlich der HSS 5°¢ von IgA
miissten zum einen die bisher nicht ndher untersuchten HSS 52 bis HSS 5°5 funktionell
charakterisiert werden. Zum anderen miissten die bereits mittels CFAs untersuchten HSS 5°1
und HSS 5°6 eingehender analysiert werden. Die nédchsten Schritte wéren beispielsweise in
vivo—Footprinting Experimente zur Kartierung der genauen Proteinbindungsstellen, die
Analyse kiirzerer Sequenzen in CFAs oder auch das in silico Screening auf potentielle
Bindungsstellen bekannter Insulator/Boundary-assoziierter Proteine gefolgt von ChIP

Experimenten zur Bestitigung ihrer Bindung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der humane Igh-Locus auf Chromosom 22q11.2 umfasst etwa 911 kb und besteht aus 70 V-
Genen sowie 7 J,-C, Komplexen. Die Vorraussetzung fiir die B-Zell spezifische V(D)J-
Rekombination und anschlieBende Expression ist dabei die geregelte Offnung des Chromatins
in bestimmten Stadien der B-Zell Entwicklung, welche iiber cis-regulierende DNA Elemente
und daran bindende trans-aktive Faktoren koordiniert wird. Diese miissen zum einen z.B. als
Locus-Control-Region den Locus aktivieren und zum anderen durch Insulator/Boundary
Funktionen sicherstellen, dass die Aktivierung auf den Locus beschrankt bleibt und nicht auf
benachbarte Gene iibergreift. Flussabwirts, 3¢ des Igh-Locus, wurden in Vorarbeiten der AG
Klobeck mithilfe von limitierten in vivo DNase I- Spaltungen sieben DNase | hypersensitive
Bereiche, die HSS 0-6 (Asenbauer and Klobeck, 1996) kartiert. Wahrend fiir HSS 1 bis HSS 3
eine Enhancer-Funktion nachgewiesen werden konnte (Asenbauer et al., 1999), zeigten HSS 5
und 6 eine Enhancer-Block und Barriere-Funktion (Nagel, 2009; Regnier, 2011), welche den
Igh-Locus von benachbarten Genen funktionell isolieren und demzufolge die 3¢ Grenze des
Locus darstellen kdnnten.

Uber mogliche regulatorische Elemente flussaufwirts, am 5° Ende des humanen Igh-Locus,
war zu Beginn dieser Arbeit nichts bekannt. Diese Region zwischen dem ersten V;-Pseudogen
Vim0 und dem flussaufwirts gelegenen Gen TOP3B betrdgt 44kb und beinhaltet zudem das
Pseudogen PRAMEL, welches in den IgA-Locus hineinreicht. Dieser Bereich wurde im
Rahmen dieser Arbeit mithilfe von limitierten DNase I Spaltungen auf HSS untersucht. Dabei
gelang es, insgesamt sieben HSS zu identifizieren. Die am weitesten 5° von Igh gelegene
HSS ist im ersten TOP3B-Exon lokalisiert, entspricht dem TOP3B Promotor und wurde HSS
T genannt. Die stromabwirts folgenden wurden von 5° nach 3¢ aufsteigend nummeriert (HSS
51 bis HSS 5°6). Regulatorische Elemente in diesem Bereich konnen zum einen Promotoren,
Enhancer oder Silencer mit Bezug auf IgAh oder benachbarte Gene darstellen, zum anderen
auch Insulator/Boundary Elemente, welche die unabhingige Expression benachbarter Gene
gewdhrleisten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die identifizierten HSS insbesondere
hinsichtlich einer moglichen Insulator/Boundary Funktion gepriift. Nachdem diese Funktion
meist mit der Bindung des Proteins CTCF einhergeht, wurden sidmliche HSS mithilfe einer
Pradiktionssoftware (CTCFBSDB = CTCF-binding site database) in silico auf CTCF-
Bindungsstellen (CBS) untersucht. Dabei ergaben sich potentielle CBS fiir die HSS 5°1 und
56, welche durch eine genomweite in vivo Untersuchung von CTCF-Bindungstellen bestitigt
wurden (Kim et al., 2007). Die beiden HSS 5°1 und 56 wurden Colony-Forming-Assays zur

Priifung ihrer mdglichen Enhancer-Block bzw. Barriere-Funktion unterzogen. Wihrend die
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Gesamtsequenz von HSS 5°1 Silencer-Aktivitit und eine Teilsequenz von HSS 5°1
hauptsdchlich Enhancer-blockierende Funktionen zeigte, iibte HSS 5°6, welche sich direkt
neben dem ersten funktionellen Vy-Gen V)70 befindet, sowohl Barriere- als auch Enhancer-
Block Funktionen aus. Zur Priifung der CTCF-Abhingigkeit dieser Aktivititen wurden die
CTCF Konsensussequenzen mutiert; liberraschenderweise hatten die Mutationen allerdings
keine Beeintrichtigung der Enhancer-Block oder Barriere-Funktion zur Folge. Bevor
allerdings von einer CTCF-unabhédngigen Insulator/Boundary Funktion fiir diese HSS
ausgegangen werden kann, miissten zur Validierung dieser Ergebnisse weitere Analysen
erfolgen. Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit sieben HSS stromaufwiérts von
Ig) identifiziert werden, darunter HSS 5‘1 und HSS 56 mit Insulator/Boundary Funktion,
wobei HSS 5°6 alleine oder in Kombination mit anderen HSS die funktionelle 5° Grenze des

humanen IgA-Locus darstellen konnte.
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Abb. 43: Korrelation der identifizierten HSS mit den HSS des genomweiten Screens.
Abb. 44: Uberblick iiber den Igh-Locus und die darin enthaltenen Gene.
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10 ANHANG

10.1 Sequenzen der verwendeten DNA-Sonden

Sonde RE 01:

GGTCACTTTCCTCACCGTCTTGGTTTCAGTAGGTTTTGGCCGGCTTCTTTAGCGTATCCTGTCTTATC
AGCAGGGTCTTTATGACCTGTATCTTGTGATCCCAGTCTGGTTGACTTCCTAGCTCATCCTGTGACTA
AGAATGCCTAACCTCCTGGAAATGCAGGCCAGCATGCCTAAGCCTCATTTAATCAAGCCCCTATTCAA
CATGGAGTCACTCTGGTTCTAACACCTCTGACTTAGGGTGGCTGCAGAGCTGGAGGTGCAGATTGGGG
CAGATCAGCCTCCTGAGAAAAGCACACAGAGCCACTGCGGGGCTGTGAGGTGGGAGAGATGAACTCAC
ATTGGCATTTGATCAGTGACTCTCCAGCTGTAATGAGAATAGAATGGAGAGGCCTGGGACAGGAAGAC
AGGATGTGGTTGCTCATGCCATCCTGGTGGGAAGATCTAGGTGAGTTACTGTGGGGTAAAGAGGAGAG
AGCAGATTCCTTGTCACTTTATGCTGTAGAATACATTGGACATGGAGAGGGCTTGGAGCTTGTGTGTG
AGAAAAGCAGATCTATCTCGGCTGACTCCCAACAAACTGGCTGAGAATTTAGATGGAGGATTATTATT
AAATAAAAGAGGAAGACTGAAATGAATATTGTCATCGTATTTTTTTACCCAGGGTTGGGATAGGTGGA
AATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTAAATATTCACTAATTTTTCAATTCAAAAATA
TTTACTGCGTGACTACTAAGTAATAATATTATACAGGTTTTAGCGTTACCATGGAGAATCAAATTGTC
AAGGTCACAGGCATCTTTTTGTTTTGTGTGGATCACTGTGAAAGATACTATGCTAAATTTTTTCTGAA
TCATGCAGATGAAAGCATTAAACACATACACAAACATTTACGTTTGTGTGTGTGTTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTATGTGTAATCTATCTCAGCATACAATGCCACTGAAACTACACTTGCGGATTAGGTCCTCGGA
AAAATAATCGTGTTAACATTCACGATGCAAATAGAATGGTACCTGAC

Sonde RE 02:

GTTATTTAACTGGTTAGTGAGGAAACTGAGAAGGTGTTAAAATCAGTTCTAGGGAGAATCCAAAATAA
GATCCAGAATATTGAAATGAATATGCAAATGGAGGTAAAATTGGCTTCCAGTAGGGAGAGAAGCCAAT
TGAATAGGACAAAATGTACATGTCTAGAGACGAGAATTATGTTGCAGTGCTATCACCAGTCTTCTAAA
GTAGCTCAAAACAATGAAAGACGAGAGACAACCTGGAAGGGTTGTGATCCACTTCAGTGGAAAACTAT
CCTATCCACCTAGGATAGGATAGAATCCATCATTCAGCCAGCTTATTCATCCCAAGTCATACTAGATT
CAAGTTTGAGTTCTACGAGACAGACTAAAATTTACAGGGCTATTTCATTACCAAATTCGAAAACATAA
ATTGAAAATGATGTCTCTAAAAATTAAACTACTGACCAATCTCACTTACGAATATCAAT

Sonde RE 03:

GCAGGGTACCCAAGGGCCCAGGGATCATGTAGGACAAGTCGTTGACGCTCAGATCCAGCTTCTTCAGG
CAGGTGGTATGATGGCTCCGGGACAAGTAGGTGATGTCAGTGTCCAGAAGCTTGCAGTTGCAGATCTC
CAGGGAATGTAGTGGGACCCACAGACAGCTGAGGAGAGAAGGGTGGCTCTGTGAGGGGAGGGCCCAGG
CACCCCACCCGGAACACCTATTTGTCCATGGAGGAGGCTAGTCCTATGGCCACCCCCTCATCAGGGAA
GCCATTTACCAGCAGGGTCAGGAGCATGTCCTTTGGTGTCCCAAGGCCTGGCTCTCTCTCAACAGACC
TACCAGGTCCTCCACGAACCCTTCTAACTCTAAGTTTCTCTTCGGTGAAAGGGAGATGCACATTATCC
ATACCTAATAAGACTGCTGAGAGGAGCCATTTGAAAGCGCTTATCTGATGAGAAGTAACCATAGGCTG
AGGCCATTATTCCTCAGGTTTGGGTTTGGGGAAGCTGCTGCTCAGGCTTCCATTTAAGCCAGGGCTGG
GGGTCCTGAATGCCCTATCTTGAAATTTCTAGGAGACGTGCACAGAGTGGATACTGATTGTCCTTCAG
GGCTCTGTACCCACCTGTCTGGGGCAGTATGAGCTC

Sonde RE 04:

GGAGGGAATTCAAAGATAGGGGGAAACAGCACCCTACCAACCACCCCAGTGGCCAGAGTTGGGGGTGA
GTGGCAGACATTCCCTCTCGAGCTCCCTGGTGTCTCAGTAGTGCCTGTGGCCATAGCTCAGTCCATTG
GCTACTCTGGAGTGACGTGAGGTCCACAGGACAGTGGGAGTATCCAGGGGTGACAATGCCTGGGGCAT
AGCCTCATCAGACCTTGACTGGGGTGTAGTCCTGGCTGCGTCTCCTTCCTTCCAGGGCTGGTTTCTAC
TACCTGTACCTAATAGCCCCACCAGGCCCAGCATATGGATAATGACTGTCCTTCAATTTCATTGTAAA
TTGTGCCTTGTGCCTTATGGGAACCCCAGCTTTGGCACATTGCCAGGAGTGGAAGCAAATGCACCCCA
CTGTGACATACTGAGATGCTTCATTACCACCTGCCGACCCGAACCAAATCTACCCCAGCCAGGGTGGA
ATCACATTAGGAAAAAATGTCCTGTAACACATAAACGACCGTGCTTACAGACCAAAGCAGGGCTGGTC
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TCTCCTACCTCTAGAGAGGATTTTGGCAATTGACTGTGCCAAGGACGGCTTTTCAGCAACCATGAGCA
CAGTCTTCATTTTGTCTCGGTCCTTCAC

Sonde RE 05:

TTCAAAGCAGAACTCCTGATTCCAAACCCACACCTTGGTAGGTTCTTCGTCTCCAAAATGGCAACTCC
ATCTTCCTGGTTGCTCAGGGACAGAGCCTGGGAGCATCCTGGACCACCCACAAATCCTGCCATTACTG
TCTTTACAATACAGATGCTCCTCAACTTCAGATGGAACTACATCCACATAAACCCATCTTAAGTTGAA
AATATTGTGACTCGAAAGTACGTTTTTGACTTATGGTATTTTCAACTTACTATGGGCTTACCCAGATG
TAGCCCCATCATGAGTCAAGAAGCGTGCAGAATGCATACTGGTTTTGTAGTTGAAAAATCCTGTAGGT
GGAAATTGTCCTAAATCGAAGACTGTATATCGGAGATCCCCTCAAGTCTCCCTGCCTCCCTGCCACCA
CCCTGATCCGAGCTCCTCCTCTCCCTCCAGGTCTCCACCTTGCCGCCCTGCAGTGTGTTCTCCACATA
CCAGCCAGGGCTAAGATTGGCTCTGTTGGGTGCTACCAGTTGGCTGAAAGAGAAACCCAGAGGCCCTC
AGCTCATTCCATCAATCCAGTTCCAGAGTTCATTGTATGGAGCCCTAGGAAGGACCTGAGGCCTGGGC
CAGCAGGAGGCGCTGAGTGGTCAGCTCTGAAGGCCAGGGCGTCGGGAAGTGTTCTTGGTCAGAGCAGA
GAAAC

Sonde RE 06:

GTACTCCCCCTATACAGGAAGGAAAGGCATATCCTTATTTCCAAAGATGAACGCTTGCCAAGAGGGAT
CTGAACACACAGGCCCGCTGTTCCGCCATTTTATTACACTTGGCTCATACTCTCATACTTCTTTTGTC
TTATCATTATTTCTCCATGACTAATCAAAATTTTTTTCTCTCTCTATATATAAACATATATATATAAT
ATATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGACAGAGAGACAGAGAGAGACAGA
GAAAGAAAGAGAGAGGGAAAGAGAGGAGCTGTATCATGGGTATTTTTGTTGATGTCTGAATTAGAAAC
AAGCATGCACACTATCAACATTGTTTGGGAAAGTTGTAGCCGGTGCAGTAAGACACATAACAATAGGG
TTGTCTAGGGCAATAAAAAGAGGCAAACGATTATGTACATAGTGTAGGAAAAAATGGTGTTGCGGCTC
AGAATGTCACCCCGAAATACGGAACTTTGAAGGTGTCTCTCTGACTTTTCCCTGCCTTTCTGTGTGAG
AGCTAGTCATAAAGGAATTCTTTG

Sonde RE 07:

TCTTCATTTCTGAAGGTTCCTGTATCACGCAAAACTTTGATACATTTGTTATGGTGTCCTCTTGTTAA
TCTGCCTTTTTAAAATAGGGGTATCAGCAAAGACCCTTGAGATGGGTGAGGAAAAGCTATGATTTTTT
CTCCTCTACAGTGGAAAGCAATGGATCCTCTGTAATGTACCCTTCTGGGTTATCAGATTTGAGTCCTG
TTCATTATCTTTGAGCTATTTTTTAACTTTATAAGTTGTAGGTAACTGATAGACATATAAATTCTGTC
TGGTCTGGTAATGATTTTCTCCTAACTTCTACCTGTGGAAAATTTTGTCTCCATCTGAAATTCATCTC
AACATCCCTTCATGTCATATAAATATGTGCTGTCTTAACTCTTCTTTAACATCTGCCTGGTACTTCAT
ATTATATGAGTAAAATAAATTCTTTAATACATGTTCATTTCTATATCTGTATAAAGTCACAATTCTAC
TTTTCTGAAAATTATCTTTTAACAATTGGAAGCTAAAAAGGATAAAATAGGAAACAGTTAATATAATT
AATAGGAGTATTTCTGCTGATGTGACTGCACAAGAGTGCCCAGTATTTCCAGCAAGAACTGAGCTGTA
AATGTAT

Sonde RE 08:

AGGTGCCTTCCCTGACCTGCTTTGGCAGCCACTCCTGATTCTTCTGACTTTGCCCTGTTGTAGGGACT
TCCTAAACGGTTGTGACCCATGCTCTCCATGTATGCCCGGTCTGAGGACAGCAGCGCCTGGCCCAAGC
ACACGCTCGATGGTGATCAGCTGACTGATGGCCGCGTGCTCTGGGTTTGGTGCCAGGCATGTGCCTCC
TTCCAGTCTCCCAACAGCCCCCAGAGCTGTTCAGACCTCCAGTGCACAGCTCATGTCCAAAGGTGGGG
AAGTCAGCTAAGGACCCACTTCATTCTACCCAGAAGCATAAGACAAAGAGAAACTGAGTGAGTGGCCA
GAAGAGGGAGTGTTCGCCAGGGAGGGCTGGACCTCTGGGGTCTCTGGTGATCTGGCGGTAGAGCCACC
TGGATAACGTGTGCCGATTGAATGAACAGGTGAAACAGGCCAGGCTTTCGACTGGGGAAGGGGAGCGA
GAGGAATGAAGAAAGCGCCAGATAGTTCCCATGGAAGTTTATTTTATGTTCCTTGCAAACAACATGTG
GCCTCAGCTGTGATTCCAGCTGCCCTCTCTGACTTCTGTTCCCTGAGCCTGGCTCCTGTTCTTCATTC
AAACTGCACCAGCTGCATAAGCAAAGACAGTGGAGGGGCTCCACTGCATGTCAGCCTGCTGCATGGCT
TGCAGCTGCTTCTGTATCTCGGCCTGCAACTGGCACAGCTTGTCCTCGTTCACAGGACCCCGGCAGAC
GCCATGCAGGTAGATGCAGCAGTCAACTGGGATGGGATAGAGTACCTGCTTCAGCTCCATCAGCCCCA
TGGTGTGCTCCAGCAGGCTCAGGAGGCAGGCACTGGAGATGGGGTTGTCG
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Sonde RE 09:

GATAGTGTGGGAGAGAGGTGTTACATTTATTTTTAATGATGATTGTTCTTTTCTAAGCCGAAGGGATT
TATTCAAAGTGATAGGCATAGCAAGTCTTATGATGAGATTTTTTTTCAATGATACCAATCAAAATTCT
AGCCTCCAAAATCAACTCTGACAGGATTAGAAAAGGAAAATGGAGACAAACATGTCTGTGGGGTGAGG
GGGGCTGTTTGGAACTAGGATGTGTGGCATGGAGGTTTTGGCTTGGAGCAGGAAGTAGACTAGTGTGA
AAGACACAATACATTAGACAATTAAGGAGAAGATATTATTCAGCTTATTGCAGTAGAGAGAGCACCCC
AGATCCAATGGCTAAAGTGTCTCAGCACAGTGGTTCTACCTTAGACTTTTATAGCCAGGGGTAAACAA
GTTGCAGAAGGTGTTGTTTTGCAAGTAGGGGACGTCTTGGTTATCTGAACGTCAAATGTTTTCTCTGT
GGTCAGTTTCAGTGGGATAGACTCTTCTAATCTGCTAATCAATCAAAGAATAGGAGGTTGGAGCATCT
GGGTCTAACCTTGTGAGCAGGCTCAGGCAAAAGGGACTGTTTGGCTTTGCCAAAGGAGTCAT

Sonde RE 10:

GCCCTATCAAAACTCTAAGAGCATTGTGTGCTGTTAGAGGTAAAGCATTGTGTGAAATGTTTGCTGAG
AATTGCCATCTTTTAAGAAGGCCACCAACCTTATCTCCTGGGAATTTTCCATTCAATGCCATTCCCTG
AACAGCCCCTACACATGTTTGAAACCATCAACTGTAACAGTGTCTGTGATGCTGACCAGATGGCACAC
GTGGGTCATTCAACTTTTTCCAGAATATACTCTGGGGGTACAAACACCTTAAAAAGTTACATTCACAG
CAGTTTGTACCACATAGAAACCAAGACTCCTTTTGGGAGTGAGAAACTACAATAATAAAGTACAACAT
ATCAGGATCACAGAAGGTAGGATTCGGATGATGGATGTGTGAACAGAGATGATGGATGGTGAACTACA
GAGACAGGCT

Sonde RE 11:

CCTCCCCCATTCCCAATTTCACCCTGATGTGCACATCCTACCTGGTGCCTAGTCATCCCGGTGGCCCC
TCTCTGGGCTGTATCTAGGGAGAGTGGTGACCTTGGTCATCTTCCTCAGGTCCAAGTATCCATAAGAG
AAGCAGACTTTTCTCTICTTTCATAATGATGGTCTCTTCTTGAATAATTTCCCTGTGCATTTTCATTAA
GGGTCTCACCCCATCAAGGGTGTGATGAGGACAGTGATGAGGGTCACGGAGCCCGGCCTCCCACGGGEG
GGATGTGGGGTATGATGAGAGAGAGAAGCAGGTGCCCTCAGGCCCATATGGAGGCTGGGGAGGGTTGT
TAACCCTCCTGCCCTCCTGGCCACTGGGTGCAGGACATGTTCTCTCTGAGGCTCACTCACCTATGGCC
CCAACCACACAAAAATCTAAATGGGGAAGAAGCAGAGGATGACTTCATGCTGAGGAGGCCCATCTTGC
AGCGAGAAATGTGCTGTGGTGAGCACCTGCAGCACAAAGAGCCTGGGGTGGGGGTGGAGGTGCGTGAG
CGCTGCCTCTGTGTGGGGATGGTGTGCGCAAGGCAGTGCTGAGGACCTTCAAGCCAGTCAGGAATGAA
CCTGGGCTCTGAGACAGTGGAGGGAAGTGTGGCCTGTCCCTGAGGGTCTGTGGGGGTTTCAACTGGGA
AACCAGGCCCTGGACCCCTACCCTGGGCCCTCTGCTCTGTGCTTTCTGGGGCCCAGCAGCTGGGACCT
CCCAGGAGCAGAAGAGGCTCCTCTAGCCCCACCCCACACTCAACTTTCCCCAAGTTCAGGCCCAGGGA
TAGCAGGGGGAGGGGTGTGATTTGCATGAAGGGTGC

Sonde RE 12:

GAAGCACCAAGCCAAGATAGTTTTATAGGGGAATGCTACTAAACTTTATCCTGAACAGGGACATCTCA
TTCTAAATGAGATGTGTCGGAGGCATATCTCACAATGTCAGGGAAGGGACAAGGACACCCACGTTCAT
GTATTCTAATTAATACCATACTGGAGAGCCTAGTCAGGGTGCTAAGGAATGAAAATTATATTAAAGAC
ACAGGATTAGAAATGAATAAATACAATTGCTGTTATTGCAGATGACACGGAAAACACAAAAGTATCCA
TAAATTATTTAAGAATTAGAAGGAAGAATAGCAATAGAAGTTCTCAAGGAGTGCAGGATGGGTGAGGG
GCGGCATGGGAATGAGACATGCATTTAGTATCAGTAACGTATGCAACAAAAATATTAAAACAATTCCA
CTTAATTAGCCTGTTTCCACCTTAATCACCTGTGTTCCATCCCAGTTGCTTCTTCTCCAGGTGACTTC
ACATGAAGGGCCAAGGGTTCCATGACTCTCCATTTG

Sonde RE 16:

AGCTGAATTCCTATTACTCCTATGCTATGCTGATGGAAGAGAAGTCTTCTCTAACTTAGTCCCAGTGA
GATTGCCTCCTCTGGGCCAACAATGCTCATCTAGAACTTGGAATTTCGATAAATCCATTCTGAGGTGA
TGAGCAGCAGCAGCACCAGAAAAGTTGATCCAGGCCATCTAGGACCCTCCAGGGAAGGGCTCAGGCCT
GTCAAAGAGGCCTGATAGAAACTGGGGCCTGCAGTCAGTCAGGGACATTGAAGCTCTCCTGACACGGT
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CCCACCAGCTGGGAAAACACTCGGGGTCTCCCTCGGGTTTGATCAGATGGCAAGTTCCCCATTCCCTG
ATTGGCCCAAAGCTTTGACCTGTTGGACCCGGGGCCTATCAAAGGCCAGGTGTCCTCTCCCCATTGGA
AACCTCCCTAGGCTCAACTCTTCTCTTCTCATTCTCCTGCTGGCCTGGGAGCATCCAGGCCAAGGGGT
GAGGTGGGGACAGCCCTACATTAAGTTTTTATTTCAAGGTAGAAAATCTGTCCCCTTGATTGTCGACA
GCT

10.2 Sequenzen der CTCF-bindenden Elemente 13376 und 13377

13376:

CAGAATGCATACTGGTTTTGTAGTTGAAAAATCCTGTAGGTGGAAATTGTCCTAAATCGAAGACTGTA
TATCGGAGATCCCCTCAAGTCTCCCTGCCTCCCTGCCACCACCCTGATCCGAGCTCCTCCTCTCCCTC
CAGGTCTCCACCTTGCCGCCCTGCAGTGTGTTCTCCACATACCAGCCAGGGCTAAGATTGGCTCTGTT
GGGTGCTACCAGTTGGCTGAAAGAGAAACCCAGAGGCCCTCAGCTCATTCCATCAATCCAGTTCCAGA
GTTCATTGTATGGAGCCCTAGGAAGGACCTGAGGCCTGGGCCAGCAGGAGGCGCTGAGTGGTCAGCTC
TGAAGGCCAGGGCGTCGGGAAGTGTTCTTGGTCAGAGCAGAGAAACTGCAGTTGCCTTGTGCTTTCTT
CCCGGAGAGCCCTGCAGCTGACCCTCTGCCAGAGCTTTGGGTCAGGCTTTCTGACTGACCCTTAGGTT
GACAAATGACCCAGATTCAGAGGAACCCTTCAACTTGGAGGTGTCTCCCTATTGGGACTCCC

13377:

GGAGACATTCTGTTCCAGTCAATGTAAATTATCCCATTACACCTACCAAATAGAACGTGTATGAGAGA
CACCTTTCTCCTGAGGACTTTTGCAAAGTGGGGTGGATCATGTGTCCCGCTCCCACTGAAAAGGGCTA
AATGGAAAACTAAAGTCTGAAATAAAATAGGAGGCTGCCCTGACGAGGGGTCCCACTTTGCCCTTGGA
CAGAGAACAGGCCGTGGTCAAGGCCCTGGTCCGGGCAGAAGCCTCTGTCAGGACCCACTGGCATCTGG
TCACAGACACGATGGACCTGGGCCTAGGCAGAAGGGGGTGCTGTTGGTCTGCTGCTGAGGGCTCTGTG
GGTTTCTCAGCTGGGAAACCAAACACTTGAACTTGGTCTCCACGCAGGGTTCACTGGGGCCAGCAGCT
GGGCTCTCTCTGCACCCTTGGAGAGCCTCAGGCCAGGCCCAGCCCAGGTAACCCCTCCCAGAAATGTC
ACCCCACCACTGGGACTGACACTCAGGCACACGGAGTGATTTGGTTGGGCAGAGGAAGAGGAGCACAT
TTGCATGAAGGGCCCCTCTCTCTCCTCTGGGACTACAGGGTGGGTAAGAAATACCTGCAACTGTCAGC
CTCAGCAGAGCTCTGGGGAGTCTGCACCATGGCTTGGA

10.3 Tabellen der verwendeten Membranen

Membran Zelllinie DNase I Konz. Spaltungen

bRE 01-1 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651, Bgl II
bRE 01-2 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651, Bgl II
bRE 02-1 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651, Bgl II
bRE 02-2 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651, Bgl II
bRE 03-1 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651
bRE 03-2 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651
bRE 04-1 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651
bRE 04-2 MN 60 - Bam HI, Eco RI, Hind III, Acc 651

Tab. 9: Ubersicht der Blotmembranen fiir die Testhybridisierungen. Die Ursprungs-DNA und die verwendeten
Restriktionsendonukleasen sind andgegeben.

Membran Zelllinien DNase I Spaltungen
bRE 05 A BJAB 0-20U Acc 651
bRE 05 B MN 60 0-20U Acc 651

bRE 06 A MOLT-4 0-20U Acc 651
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bRE 06 B
bRE 07 A
bRE 07 B
bRE 08 A
bRE 08 B
bRE 09 A
bRE 09 B
bRE 10 A
bRE 10 B
bRE 11 A
bRE 11 B
bRE 12 A
bRE 12 B
bRE 13 A
bRE 13 B
bRE 14

bRE 15 A
bRE 15 B
bRE 16 A
bRE 16 B
bRE 17

bRE 18 A
bRE 18 B
bRE 19 A
bRE 19 B
bRE 20 A
bRE 20 B
bRE 21 A
bRE 21 B
bRE 22 A
bRE 22 B
bRE 23 A
bRE 23 B
bRE 24

bRE 25

bRE 26 A
bRE 26 B
bRE 27 A
bRE 27 B
bRE 28 A
bRE 28 B
bRE 29 A
bRE 29 B
bRE 30 A
bRE 30 B

REH
HeLa
HelLa
BJAB
MN 60
MOLT-4
REH
BJAB
MN 60
BJAB
MN 60
BJAB
MN 60
HeLa
HelLa
HelLa
MN 60
HL 60
BJAB
MOLT-4
HelLa
MN 60
HL 60
MOLT-4
REH
MN 60
HL 60
BJAB
MOLT-4
HelLa
REH
MOLT-4
REH
HelLa
REH
MN 60
HL 60
BJAB
HelLa
MN 60
HL 60
BJAB
MOLT-4
HelLa
REH

0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-20U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-40U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-40U
0-3U
0-3U
0-3U
0-40U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U
0-20U
0-1U
0-1U
0-3U
0-3U
0-1U
0-1U

Acc 651
Acc 651
Eco RI
Eco RI
Eco RI
Eco RI
Eco RI
Acc 651
Acc 651
Eco RI
Eco RI
Hind III
Hind III
Acc 651
Eco RI
Hind III
Bgl II
Bgl II
Bgl II
Bgl II
Bgl II
Bam HI
Bam HI
Bam HI
Bam HI
Hind III
Hind III
Hind III
Hind III
Hind III
Hind III
Eco RI
Eco RI
Bam HI
Bgl II
Eco RI
Eco RI
Eco RI
Eco RI
Acc 651
Acc 651
Acc 651
Acc 651
Acc 651
Acc 651
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bRE 31 A
bRE 31 B
bRE 32

bRE 33 A
bRE 33 B
bRE 34 A
bRE 34 B
bRE 35 A
bRE 35 B
bRE 36 A
bRE 36 B

HL 60
REH
HelLa
MOLT-4
MN 60
MOLT-4
MN 60
HL 60
REH
BJAB
HelLa

0-3U
0-3U
0-3U
0-1U
0-1U
0-1U
0-1U
0-3U
0-3U
0-3U
0-3U

Bam HI
Bam HI
Bam HI
Bam HI
Bam HI
Hind III
Hind III
Bgl II
Bgl II
Bgl II
Bgl II

Tab. 10 Ubersicht der Blotmembranen fiir die DNase | Hypersensitivititstests. Die verwendeten Zelllinien
sowie die verwendeten Restriktionsendonukleasen sind andgegeben.
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