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1 Einleitung

1.1 Das molekulare Arsenal des Immunsystems

In der uns umgebenden Welt befindet sich eine Vielzahl potentiell infektidser Systeme,
angefangen von Wiirmern {iber Pilze bis hin zu Viren. Sie alle miissen durch ein raf-
finiertes Verteidigungssystem, das uns in Form unseres Immunsystems zur Verfiigung
steht, bekdmpft, an ihrer Ausbreitung im Korper gehindert und schlieBlich vernichtet
werden.

Um diese Aufgaben zu erfiillen, hat das Immunsystem die Fahigkeiten Fremdmolekiile
zu erkennen, diese zu zerstoren und ein Gedéachtnis zu entwickeln, das erlaubt, auf eine
erneute Infektion mit dem gleichen Erreger sofort zu reagieren.

Haut und Korpersekrete bilden den ersten Schutz gegen Eindringlinge. Wenn sie doch
in  den  Korper gelangen, werden zwei  verschiedene  spezifische
Verteidigungsmechanismen aktiv: die zellulire und die humorale Immunantwort
(Zusammenfassung in: Silbernagl und Despopoulos, 1991; Janeway und Travers, 1997;
Burmester und Pezzutto, 1998).

Die zelluldre Immunabwehr beginnt mit der Phagozytose durch Makrophagen. Diese
prisentieren den T-Zellen an ihrer Oberfliche Teile der Erreger, die sogenannten Anti-
gene. Dadurch entstehen Gedichtniszellen und fiir diese spezifische Abwehrreaktion
zustindige T-Lymphozyten, die durch ihre Lymphokine wieder Makrophagen
aktivieren oder direkt als zytotoxische T-Lymphozyten die Zellen mit den Erregern
abtoten.

Bei der humoralen Immunabwehr startet die Eliminierung von Eindringlingen mit der
Bindung eines Antigens an membrangebundene Antikorper (Immunglobuline, Ig) auf
der B-Lymphozytenoberfliche sowie der Prasentation des Antigens durch Makrophagen
oder durch die B-Zellen selbst. Daraufhin werden mit Hilfe von T-Helferzellen B-
Zellen aktiviert, aus denen Gedédchtnis- und Plasmazellen entstehen. Letztere bilden
dann Antikorper und sezernieren diese ins Plasma. Dort markieren die fiir die
jeweiligen Antigene spezifischen Antikérper die Erreger, um von anderen

Abwehrsystemen (Phagozyten, Komplementsystem) erkannt und vernichtet zu werden.
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Da langlebige Gedéchtniszellen die Information bei der Erstantwort gespeichert haben,
setzt eine Immunglobulinproduktion bei erneutem Kontakt mit dem Erreger rascher und

starker ein.

Die Immunglobuline sind Y-féormige Glykoproteine, die beim Menschen, wie bei den
meisten Sdugetieren, aus zwei identischen leichten (L = light) und zwei identischen
schweren (H = heavy) Ketten bestehen. Nur bei Kamelen, Lamas und Dromedaren sind
die Antikorper aus zwei identischen schweren Ketten aufgebaut (Ubersicht in
Muyldermans et al., 2001).

Im Falle der leichten Ketten unterscheidet man zwischen A- und K-Ketten, wobei eine
bestimmte B-Zelle immer nur einen Typ exprimiert. Nach heutigem Wissensstand be-
sitzen die verschiedenen Typen keine funktionellen Unterschiede und treten beim Men-
schen zu 40% beziehungsweise 60% auf.

Die schweren Ketten bestimmen die fiinf Antikorperklassen (IgG, IgM, IgA, IgD und
IgE), welche sich in Molekulargewicht und Funktionalitét unterscheiden (Tab. 1).

Molekular- | schwere | leichte
gewicht Kette Kette
IgG 150000 Y K/A
IgA 160000 a K/A
bzw.
320000
IgM 900000 vl K/A
IgD 185000 o K/A
IgE 200000 £ K/A

Tab. 1: Antikorpertypen

Bemerkenswert ist, da3 die Gene fiir diese Ketten auf verschiedenen Chromosomen
verteilt sind. Die H-Kette (Sequenz und Ubersicht des H-Locus in Matsuda et al., 1998)
wird auf Chromosom 14, die K-Kette (Kawasaki et al., 2001) auf Chromosom 2 und die
A-Kette (Kawasaki et al., 1997) auf Chromosom 22 kodiert.

Die leichten Ketten setzen sich aus einer konstanten (Cp) und einer variablen (Vi) Do-
mane zusammen, wihrend sich die schweren Ketten in eine variable (Vi) Doméne und
drei (bei IgM und IgE vier) konstante (Cy) Dominen einteilen lassen (Abb. 1).

Konstante und variable Doménen sind aus je etwa 110 Aminosduren aufgebaut
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(Branden und Tooze, 1991). Der variable Teil zeichnet sich durch eine extreme
Variabilitit der Polypeptidketten aus.
Disulfidbriicken verbinden die beiden H-Ketten und jede schwere mit einer leichten

Kette und ermdglichen somit eine flexible Struktur.

hypervariable
Regionen
@
Qo
O
O
) 1>
leichte Fab
Kette e S
D
SIS
T
CH2 O
k7%
C
= [ |Fc Qo
o

Abb. 1: Antikdrperstruktur am Beispiel des [gG

Enzymatisch, das hei3t durch Einwirkung von Papain, lassen sich Immunglobuline in
zwei Fragmente spalten. Das antigenbindende Fragment Fab besteht aus der variablen
und ersten konstanten Doméne der schweren Kette und der vollstandigen leichten Kette.
Das kristallisierbare Fragment Fc setzt sich aus der zweiten und dritten konstanten Do-
méine der schweren Kette zusammen und ist fiir die Bindung an Rezeptoren auf korper-
eigenen Zellen und die Signaliibermittlung verantwortlich. Fiir die Vernetzung der Anti-
korper mit Antigenen spielt die Flexibilitdt zwischen Fab und Fc eine wichtige Rolle.

Die variablen Regionen je einer leichten und schweren Kette bilden zusammen die zwei
Antigenbindungsstellen. Hier gibt es Bereiche, die eine hohe Variabilitit der
Aminosduresequenz  aufweisen, die sogenannten hypervariablen Regionen
(complementarity de-termining regions = CDRs). Sie bestimmen durch Substitution
einzelner Aminosiuren die Spezifitdt der Antigenbindung.

Da sich ein Individuum gegen sehr viele Antigene schiitzen mufl und daher eine enorme
Zahl verschiedener spezifischer Antikorper benotigt wird, kann es keine vollstdndigen

Gene fiir die variablen Domédnen geben. Das menschliche Genom ist dafiir zu klein. Um
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dennoch die Vielfalt der Antikdrper, deren Zahl auf etwa 10° geschitzt wird, zu er-
reichen, ist ein Zusammenspiel verschiedener Mechanismen nétig.

Fiir die variablen Regionen gibt es im Genom zahlreiche DNA-Abschnitte, deren
V(variable)-, D(diversity)- und J(joining)-Segmente zufdllig und im Laufe der B-Zell-
entwicklung schrittweise rekombiniert werden (Ubersicht in Schatz et al., 1992). Die
variable Doméne der schweren Kette, welche als erstes umgelagert wird, setzt sich aus V-
, D- und J-Segmenten, die der leichten Kette nur aus V- und J-Segmenten zusammen. Das
C(constant)-Segment baut den konstanten Teil jeder Kette auf.

Fiir die leichten Ketten vom A-Typ enthélt das Chromosom 22 einen Cluster von Vj-
Gensegmenten, auf den Paare von J,- und Cy-Genen folgen. Bei K-Ketten schlieen sich
auf Chromosom 2 der Vi-Einheit Jc-Abschnitte und ein einzelnes C«-Gen an. Dieses
Schema ist auch in Chromosom 14 fiir die schweren Ketten zu finden, mit Ausnahme von
einem Dy-Cluster, der zwischen V- und Jy-Elementen eingeschoben ist. Eine Rekombi-

nation erfolgt nur zwischen Gensegmenten, die sich auf demselben Chromosom befinden.

Die Umlagerungsreaktionen sind das Ergebnis einer Aktivierung durch einen Multi-
enzymkomplex, der V(D)J-Rekombinase. Diese besteht aus Enzymen fiir das Schneiden
und die Reparatur von DNA und ist an Genumstrukturierungen sowohl in B- als auch in
T-Zellen beteiligt. Sie erkennt in allen Loci an jedem V-, D- und J-Segment die gleiche
Rekombinationssignalsequenz (RSS), welche sich aus einer Heptamer-Spacer-Nonamer-
Struktur zusammensetzt, und wird durch die Produkte von rekombinationsaktivierenden
Genen (RAG-1 und -2) initiiert (Ubersicht in Fugmann et al., 2000). Im Verlauf der Re-
kombinationen lagern sich immer RSS mit 12mer- und 23mer-Spacern durch die
Wechselwirkungen mit RAG-1- und -2-Produkten, die spezialisierte Endonukleasen
darstellen, zusammen. Die Aktivitit von RAG-1 und -2, die in sich entwickelnden
Lymphozyten nur gemeinsam exprimiert werden, ist entwicklungsabhidngig und beginnt
noch bevor sich die Linien der B- und T-Zellen trennen. Wihrend der B-Zellentwicklung
wird sie immer wieder unterdriickt und gesteigert, bis sie schlieBlich bei reifen Zellen
nicht mehr feststellbar ist.

Die Inaktivierung der Rekombinationsmaschinerie in reifen Zellen ist nétig, um eine Pro-
duktion von unselektierten Antigenrezeptoren und eine aberrante Umordnung zu ver-

hindern (rekombinatorische Diversitit). Die Genumlagerungen spielen eine wichtige
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Rolle in der Ig-Transkriptionskontrolle, da dadurch die Promotoren unter den Einflu3 der
sehr starken Ig-Enhancer (Transkriptionsverstirker) kommen. Erst dann kann die
Plasmazelle die enormen Antikérpermengen produzieren.

AuBerdem besteht zur Erhohung der Diversitit die Moglichkeit, beim Zusammenbau der
verschiedenen Gensegmente an den Verkniipfungsstellen bis zu 20 Nukleotide zufillig
ein- bzw. abzubauen (junktionale Vielfalt).

Weiters lagern sich verschiedene schwere mit leichten Ketten vom A- oder K-Typ und
verschiedene variable Regionen der L- und H-Ketten aneinander (kombinatorische Di-
versitét).

Dariiber hinaus konnen zur Steigerung der Antikorpervielfalt nach der Exprimierung
eines AntikOorpers Punktmutationen in den variablen Regionen bereits umgeordneter
Gene auftreten. Diese sogenannten somatischen Hypermutationen erfolgen erst nach der
B-Zellstimulierung durch Antigenkontakt in den Keimzentren (Ubersicht in: Wabl et al.,
1999; Jacobs und Bross, 2001). Jene B-Zellen, deren Antikdrper eine hohere Antigen-
affinitdt als die anderen besitzen, werden selektiert und reifen zu antikOrpersezer-
nierenden Zellen aus.

Eine Kombination aller hier geschilderten Vorginge ermoglicht trotz einer begrenzten
Anzahl von Genen ein enormes spezifisches Antikorperrepertoire.

Die schrittweisen V(D)J-Umordnungen und die Expression der Immunglobulingene der
H- und L-Ketten charakterisieren die Stufen der B-Zellentwicklung (Abb. 2).

Als Reaktion auf bestimmte Signale, wie Zytokine oder Zell-Zell-Kontakt, entstehen B-
Lymphozyten im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen (Ubersicht in: Clark und
Lane, 1991; Henderson und Calame, 1998; Busslinger et al., 2000). Diese entwickeln
sich zu Progenitor-B-Zellen (Pro-B-Zelle) und dann zu Prid-B-Zellen, welche bereits,
ohne mit einem Fremdantigen in Kontakt gekommen zu sein, auf ihrer Oberfléche intakte
n-Ketten exprimieren. Aus den Prd-B-Zellen werden schlieBlich unreife B-Zellen, die
durch Apoptose sterben, falls ihre auf der Oberfldche bereits exprimierten Immunglobu-
line (IgM) an Autoantigene binden, was bedeutet, daf3 jeder weitere Reifungsprozel3 anti-

genabhiingig ist (Ubersicht in Melchers et al., 1994).
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Abb. 2: Zusammenfassung der B-Zellentwicklung und Gensegmentumordnung

(Ubersicht in Melchers und Rolink, 1998)
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In diesem Reifungsstadium verlassen die liberlebenden Zellen das Knochenmark und
wandern in lymphatische Organe, wo sie nun zu reifen B-Zellen differenzieren und als
solche auf ihrer Oberfliche IgM und gleichzeitig IgD, das durch differenziertes
Spleilen aus dem selben Transkript entsteht, exprimieren. Einige Zellen vollziehen
nach einer bereits erfolgten Antigenstimulierung einen Klassenwechsel (class switch),
bei dem die genetische Information fiir den konstanten Teil der H-Kette ausgetauscht
wird, und exprimieren dann IgG, IgE oder IgA (Ubersicht in: Tonegawa, 1983; Chen
und Alt, 1993). In dieser Form zirkulieren die Lymphozyten, bis sie auf passende
Antigene treffen, und reifen dann zu antikorperproduzierenden Plasmazellen heran

(Ubersicht in Arpin et al., 1995).

1.2 Transkriptionsregulation wund ihre Beeinflussung durch

Chromatin und Nukleosomen

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) stellt in ihrer doppelstrangigen Helixform den
Trager des Erbmaterials, das heiit der gesamten genetischen Information, dar. Die
GroBe dieser Gesamtheit an genetischer Information, die als Genom bezeichnet wird,
betrdgt beim Menschen zirka drei Milliarden Basenpaare. Nach heutigen Schidtzungen
belduft sich die Zahl der Gene auf etwa 25 000 bis 40 000 (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter, 2001; Wirth, 2001).

Um die sich daraus ergebende lineare Lange von mehreren Metern so zu kiirzen, daf3
das Genom im Zellkern Platz findet, mufl die DNA einem komplexen, mehrstufigen
Packungsschema unterworfen werden (Zusammenfassung in Ross, 1996). Dabei winden
sich zuerst 146 Basenpaare der DNA-Doppelhelix 1,65-mal um einen Proteinoktamer-
komplex, der aus Histonen besteht (zur Struktur siehe Luger et al., 1997). Diese soge-
nannten Nukleosome organisieren sich dann zu einer superspiralisierten Struktur,
welche in Schleifenform zusammengepackt wird. Im Verlauf der Zellteilung (Mitose)
lagern sich diese Schleifen als Chromatin zu Chromosomen um (Abb. 3).

Eine der wichtigsten Aufgaben der DNA neben Replikation und Rekombination ist die
Proteinerzeugung, welche durch die Expression entsprechender Gene erfolgt. Reguliert

wird dieser Vorgang durch spezifische Verdnderungen der Chromatinstruktur, die damit
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die Transkription ermdglichen (Ubersicht in: Felsenfeld, 1996; Wolffe und Hayes,

1999). Diese Tatsache ist Gegenstand intensiver Forschung.

NN NIN. DNA-Doppelhelix
v

Histone

Nukleosomenpackung

Chromatinschleifen

Chromosomenabschnift

T AT e
LT T

Jgge  Chromosom

Abb. 3: Packungsschema der genomischen DNA

Obwohl in jeder Zelle die komplette genetische Information eines Organismus enthalten
ist, werden je nach Gewebe und Zellart nur bestimmte Abschnitte der DNA transkribiert.
Dafiir sind unterschiedliche aktivierende Proteine zusténdig, die fiir die jeweilige Zellart
spezifisch sind. Nur wenn eine genau definierte Kombination dieser Transkriptions-
faktoren an einen Promotor bindet, setzt die Transkription ein. Dazu besitzen diese
Proteine funktionelle Dominen, die einerseits DNA und andererseits weitere Faktoren
binden konnen.

Da allerdings die DNA mit den Histonoktameren assoziiert und das Chromatin sehr dicht

gepackt ist, konnen Proteine, die zum Beispiel fiir die Transkription eine wichtige Rolle
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spielen, nicht an in Nukleosomen verpackte DNA binden. Das heilit, die DNA muf} an
Steuerelementen, wie Promotor- und Enhancer-Regionen, durch chromatinverindernde
Effektoren fiir die Transkriptionsfaktoren zugénglich gemacht werden. Eine Lockerung
dieser Strukturen kann durch histonmodifizierende Enzyme, wie Histonacetylasen,
-phosphorylasen und -methylasen, und ATP-abhéngige chromatinverdndernde Komplexe
erfolgen (Kornberg und Lorch, 1999; Cheung et al., 2000; Wu und Grunstein, 2000).

Bei der Acetylierung der Arginin- und Lysinreste der Histonproteine, dem bisher am
besten charakterisierten Vorgang in aktiven Transkriptionsbereichen des Chromatins,
verlieren diese ihre positiven Ladungen und koénnen nicht mehr an die negativ geladene
DNA binden. So ermoéglichen Koaktivatoren mit Histonacetyltransferaseaktivitéit als
Bestandteile des Transkriptionskomplexes, dal Nukleosome, die fiir das Anheften von
Proteinen ein Hindernis darstellen, nur mehr partiell mit der DNA assoziieren kdnnen und
diese flir Transkriptionsfaktoren zugénglich machen.

AuBerdem wurden Komplexe, wie SWI/SNF, CHRAC und NURF, gefunden, die mit Hilfe
verschiedener ATPasen (z.B. ISWI) die Chromatinstruktur verdndern, Nukleosome von
einem bestimmten DNA-Abschnitt wegbewegen und damit zellulére Prozesse wie die
Transkription regulieren (Armstrong et al., 1998; Lingst et al., 1999; Bustin, 2001; Langst
und Becker, 2001).

Die Erkenntnis, da3 Transkriptionsfaktoren direkt oder iiber Adapterproteine katalytische
Aktivitdt vor allem hinsichtlich der Histonacetylierung besitzen, verdeutlicht die
Wichtigkeit der Chromatinstruktur fiir die Effizienz der Transkription.

So kontrollieren genregulatorische Proteine, die noch nicht nidher bekannt sind, auch,
inwieweit das Chromatin der Immunglobulingene fiir die Rekombinationsenzyme zu-
ginglich ist. Informationen iiber die involvierten Transkriptionsfaktoren kénnen bei-

spielsweise liber In-vivo-Footprinting erhalten werden.

Die Kontrolle der Locuszugénglichkeit ist eine wichtige Aufgabe von entwicklungs- und
gewebsspezifischen Enhancern, die als Eintrittspunkte fiir histonmodifizierende Enzyme
und ATP-abhéngige ,,remodeling““-Maschinen fungieren.

Ig-Enhancer gehdren zu den stirksten Enhancern und sind verantwortlich fiir die
Regulation der Genumlagerung und Zuginglichkeit des Chromatins, indem sie be-

stimmen, welche Loci fiir die Transkription gedffnet werden.



Finleitung 10

Da Details iiber die Zugénglichkeitskontrolle noch nicht bekannt sind, miissen die
Enhancer noch genauer untersucht werden. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher

mit HSS-2, einem synergistisch wirkenden Element des IgA-Enhancers.

1.3 Aufgabenstellung

Die Arbeitsgruppe H.-G. Klobeck arbeitet seit einigen Jahren an der Erforschung von
regulatorischen Elementen im menschlichen A-Locus, welcher auf Chromosom 22q11.2
lokalisiert und 911 kB lang ist (Kawasaki et al., 1997). Einen GroBteil davon nimmt der
V-Bereich (69 V)-Gene) in Anspruch. Ergebnisse der Gruppe lassen den Schluf} zu, daf3
alle V)-Abschnitte relativ zueinander und zu den J)- und Cj-Segmenten gleich ausge-
richtet sind und somit Rekombinationen nur durch Deletionen stattfinden. Es befinden
sich in 3’-Richtung sieben JC-Einheiten, von denen allerdings nur vier eine kodierende
Funktion haben (Combriato und Klobeck, 1991).

In der Nachbarschaft dieser J,Cy-Gruppen konnten Bereiche mit gelockerter Chromatin-
struktur (sogenannte DNase-hypersensitive Regionen, HSS), welche damit Zutritt fiir
wichtige Faktoren gewihrleisten, gefunden werden. Dies ist mit Hilfe von DNase I
moglich, da dieses Enzym nur im Falle einer Zugénglichkeit spaltet. Durch DNase I-
Behandlung koénnen regulatorische Elemente der IgA-Loci, aber auch Elemente mit
synergistischen oder entwicklungsabhidngigen Effekten identifiziert werden, welche iiber

Expressionsversuche mit Reportergenkonstrukten nicht erfa3bar sind.

Die kartierten DNase I-hypersensitiven Regionen (HSS) wurden in 5°—3’-Richtung von
0 bis 3 durchnummeriert (Abb. 4). HSS-2, -3 und ein Teil von HSS-1 finden sich nur in
B-Zellen, wihrend HSS-0 und ein Teil von HSS-1 in verschiedenen Zelltypen vorkom-
men. Drei dieser Regionen (HSS-1, -2 und -3), die innerhalb von 10 kB fluBabwirts des
C)\7-Segments liegen, bilden zusammen einen sehr starken gewebsspezifischen Enhancer
(IgA-Enhancer; Asenbauer und Klobeck, 1996; Asenbauer et al., 1999). Solche trans-
kriptionsaktivierenden Elemente steuern die Expression der rekombinierten Immun-
globulingene und ermdglichen der Plasmazelle die Produktion einer groen Antikorper-
menge. Wahrend HSS-3 bereits alleine einen Enhancer darstellt, wirken HSS-1 und -2

ausschlieflich synergistisch und erhdhen die Enhanceraktivitit (Asenbauer et al., 1999).
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Abb. 4: DNase I-hypersensitive Bereiche im humanen IgA-Locus

In der Restriktionskarte wurden die Spaltstellen angegeben. Zwei der sieben C,-Gensegmente sind
sichtbar und als Késtchen eingezeichnet. Jeweils fluBaufwirts dieser Elemente ist ein Jy,-Segment
(Vasicek und Leder, 1990; Combriato und Klobeck, 1991) als senkrechter Strich dargestellt. Die zwei
anschliefenden Kistchen symbolisieren Exon 1 und 2 des Gens D1, wobei die Pfeile die Transkriptions-
richtung angeben. Der Balken zeigt die Lage der zur Hybridisierung verwendeten Sonde 21-18. Die
kartierten DNase I-hypersensitiven Regionen (Asenbauer, 1996) liegen fluBabwérts von C,7 und wurden
nach ihrem Auftreten in 5°—3’-Richtung von 0 bis 3 durchnummeriert. Die Einteilung von HSS-1 ist in
Friess (2001) zu finden.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die ndhere Charakterisierung der DNase I-
hypersensitiven Region 2 (HSS-2) des humanen A-Locus, die aus technischen Griinden
(GC-reicher Bereich) von H. Asenbauer nicht weiter als auf zirka 1 kB eingegrenzt
werden konnte. Es ist nicht bekannt, wo innerhalb dieser groen Region die trans-
kriptionsregulatorischen Bereiche liegen und in welchen B-Zellstadien die in der reifen
B-Zelle festgestellte Hypersensitivitit noch auftritt.

Mittels transienter Transfektion von reifen B-Zellen sollten die fiir die Transkription
wichtigen Bereiche eingegrenzt und die Einfliisse von Mutationen und HSS-1 bestimmt
werden.

Anschliefend wurde die gesamte HSS-2-Region mit Hilfe des In-vivo-Footprintings auf
mogliche Proteinbindungsstellen und ihre Verdnderungen wihrend der B-Zellentwick-

lung hin untersucht, um hypersensitive Bereiche weiter einengen zu konnen.



FEinleitung 12

Uber die Datenbank Transfac (Wingender et al., 2001) wurden den Bindungsstellen
dann putative Transkriptionsfaktoren zugeordnet.

Voraussetzung fiir diese Versuche war die Herstellung verschiedener HSS-2-Konstrukte
durch Klonierung und die DNA-Gewinnung und -Behandlung mit Dimethylsulfat und
Piperidin.

Das Ziel des Projektes bestand darin, Klarheit {iber die Rolle von HSS-2 in der B-Zell-

differenzierung und Immunglobulingenexpression zu bekommen.
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2 Materialien

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterial

Casy”-1 Cell Counter and Analyser System
E. coli Pulser
Fuji Medical X-Ray Film (Super RX)
GeneAmp PCR system 2400
GeneAmp PCR system 2700
GeneAmp PCR system 9700
Gene Pulser
Gene Pulser Cuvette (0,4 cm-Elektrode)
Gene Pulser / E. coli Cuvette (0,1 cm-Elektrode)
Image Master VDS
Kodak Scientific Imaging Film (Biomax MR)
LKB 1209 Rackbeta LSC2 [**P]-Cerenkov
Luminometer Lumat LB 9501/16
Wildbad
Multi-Guard-Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern
(0,1-10 pl, 5-200pul, 100-1000 pl)
Multi-Pipettenspitzen
(0,1-10 pl, 5-200pul, 100-1000 pl)
NucTrap® Probe Purification Columns
Phosphorimager BAS 1500
Ultraspec 2000 (UV/VIS) Spektrometer

2.2 Chemikalien

Ampicillin
Bacto Agar
Bacto Trypton

Schéarfe System, Reutlingen
Biorad Laboratories, Miinchen
Fuji Foto, Diisseldorf

Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Biorad Laboratories, Miinchen
Biorad Laboratories, Miinchen
Biorad Laboratories, Miinchen
Amersham Pharmacia, Freiburg
Integra Bioscience, Fernwald
Pharmacia, Freiburg

Berthold

Technologies, Bad

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Stratagene, Amsterdam
Fuji Foto, Diisseldorf

Amersham Pharmacia, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Difco Laboratories, Detroit (USA)
Difco Laboratories, Detroit (USA)
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BlueSlick

dNTPs (Deoxynucleoside-Triphosphate-Set)

dNTP-Mix

Fotales Kélberserum

Gentamycin
Glutamin

Hefeextrakt

PMA (12-Myristyl-13-acetylphorbolsdureester)

RPMI 1640-Medium
Seakem ME Agarose
SequaGel™-6
(USA)

Tris

Boehringer Ingelheim Bioproducts
Partnership, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim

Applied Biosystems, Weiterstadt

Biochrom KG, Berlin

c.c.pro, Heidelberg

c.c.pro, Heidelberg

c.c.pro, Heidelberg

Difco Laboratories, Detroit (USA)

Sigma, Deisenhofen

c.c.pro, Heidelberg

FMC Bioproducts, Rockland (USA)

National ~ Diagnostics,  Atlanta

Roche Diagnostics, Mannheim

TPCK (N-Tosyl-L-phenylalaninchlormethylketon) Sigma, Deisenhofen

weitere Chemikalien

2.3 Radiochemikalien

dATP (y{**P]; > 6000 Ci/mmol)

2.4 Enzyme

AmpliTaqGold-DNA-Polymerase
Pfu-DNA-Polymerase
Polynukleotidkinase

Proteinase K

Restriktionsenzyme
Taq-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase

Merck, Darmstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg

Applied Biosystems, Weiterstadt
Promega, Heidelberg

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

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.5 Kits

Dual-Luciferase” Reporter Assay System Promega, Heidelberg
EndoFree™ Plasmid Kit QIAGEN, Hilden

GC-rich PCR System Roche Diagnostics, Mannheim
JETSTAR Plasmid Purification Kit Genomed, Bad Oeynhausen
QIAGEN Plasmid Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Nucleotide Removal Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden

2.6 Losungen, Medien und Puffer

Agarplatten:
5 g/l NaCl
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
13 g/l Agar
150 mg/l Ampicillin

10xAuftragspuffer (fiir Agarosegele):
50 mM EDTA
50% Saccharose

0,1% Bromphenolblau

10xHMFM-Einfriermedium:
63 g/l K;HPO4
4,5 g/l Natriumcitrat
0,9 g/l MgSO4x7H,0
9 g/1 (NH4),S04
18 g/l KH,PO4
414 ml/l Glyzerin
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LB-Medium:
5 g/l NaCl
10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
Zur Selektion von ampicillinresistenten Klonen wurden 150 mg/l Ampicillin zu-

gegeben.

PBS:
8 g/l NaCl
0,2 g/l KC1
2,1 g/l Na,HPO4x12H,0
0,2 g/l KH,PO4

2xPCR-Puffer:
200 pl/ml 10xPuffer (mit DNA-Polymerasen mitgeliefert)
400 uM dATP
400 uM dCTP
400 uM dGTP
400 uM dTTP

ST-Puffer:
100 mM NacCl
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

4xStop-Losung:
80 mM EDTA
4% SDS

2,4 mg/ml Proteinase K

TAE-Puffer (Laufpuffer fiir Agarosegele):
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40 mM Tris

20 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

CH;COOH ad pH 7,4

0,5 mg/1 Ethidiumbromid

10xTBE-Puffer (Laufpuffer fiir Polyacrylamidgele):
0,1 M Tris
0,1 M Borsiure
20 mM EDTA
pH 8.3

TE-Puffer:
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

Zellkulturmedium fir normales Wachstum:
RPMI 1640-Medium
15% fotales Kélberserum

4 mM Glutamin

Zellkulturmedium nach Elektroporation:
RPMI 1640-Medium
20% fotales Kélberserum
4 mM Glutamin

100 pg/ml Gentamycin
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2.7 DNA

2.7.1 Lingenstandards

Gene Ruler, 1kB DNA Ladder
DNA Molecular Weight Marker XIV

2.7.2 Vektoren
pGL3-APro
pRL-TK

2.7.3 Oligonukleotide
PCR-Primer (s. Anhang)

2.8 Zelllinien

MBI Fermentas, Amherst (USA)

Roche Diagnostics, Mannheim

Arbeitsgruppe H.-G. Klobeck
(Asenbauer et al., 1999)
Promega, Heidelberg

MWG Biotech, Ebersberg

Daudi reife B-Zelllinie KK, Ao/N° Klein et al., 1968

MNG60 reife B-Zelllinie K3k, NTIN Roos et al., 1982

BV173 Pria-B-Zelllinie K°/K'/+, A°/A° Pegoraro et al., 1983
CCRF-CEM T-Zelllinie K°/K®, A°/\° Foley et al., 1965

Jurkat T-Zelllinie K°/K®, A°/\° Schneider et al., 1977
K562 myeloische Zelllinie  K°/K°, A°/A° Lozzio und Lozzio, 1975

Erkldrung des Genotyps beziiglich der IgL-Loci:

K°, A°: keine Umlagerung der Gensegmente
KA produktive Umlagerung der Gensegmente
K, A" aberrante Umlagerung der Gensegmente
K Umlagerung des K-deletierenden Elements

Die Zelllinien, deren Genotyp H. Asenbauer bestimmte (Asenbauer, 1996), wurden

schon vorher in der Arbeitsgruppe verwendet und waren somit bereits vorhanden.
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2.9 Bakterienstamm

Epicurian coli XL1-Blue: recAl endA1
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac[F’ proAB lac19ZAM15 Tnl10 (Tet)] Stratagene, Amsterdam

2.10 Computerprogramme

Excel 2000 Microsoft Corporation
Image Master 1D Software Amersham Pharmacia, Freiburg

Transfac Wingender et al., 2001
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Die molekularbiologischen Grundtechniken wurden, soweit nicht anders beschrieben,

gemél Sambrook (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt.

3.1.1 DNA-Spaltung und DNA-Ligierung

Fiir Analysen wurde 1 pg DNA mit 5 U einer Restriktionsendonuklease versetzt und im
vom Hersteller mitgelieferten 10xPuffer (im Verhéltnis 1:10) eine halbe bis eine Stunde
lang bei 37°C gespalten. War eine Kombination von zwei Enzymen mit
unterschiedlichen Puffern notwendig, wurde die erste Spaltung mit dem Enzym
durchgefiihrt, fiir das der Hersteller den Puffer mit der niedrigeren Salzkonzentration
empfahl, und dann die zweite Spaltung mit dem Enzym, fiir das die hohere
Salzkonzentration notig war.

1 pg der gespaltenen Plasmid-DNA wurde schlieBlich mit entsprechenden DNA-Frag-
menten in dem vom Hersteller mitgelieferten Ligasepuffer unter Verwendung von 0,5 U

T4-DNA-Ligase iiber Nacht im Kiihlschrank ligiert.

3.1.2 Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente nach ihrer GroBle, welche durch
parallel aufgetragene Lingenstandards bestimmbar ist, aufgetrennt werden. Dazu
wurden die Proben mit einem Auftragspuffer (10:1; Kap. 2.6) versetzt und auf das Gel
aufgebracht. Als Gele wurden Agarosegele mit Konzentrationen je nach Fragmentgrof3e
zwischen 0,7% und 1,4% verwendet. Anschlieend wurde eine Spannung von 80-100
Volt angelegt. Zur Sichtbarmachung der DNA im UV-Licht (254 nm) diente das Inter-
kalans Ethidiumbromid, das in einer Konzentration von 0,5 mg/l sowohl im Gel als

auch im TAE-Laufpuffer (Kap. 2.6) enthalten war.

3.1.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Fragmentisolierung aus Agarosegelen erfolgte durch Ausschneiden der Banden mit

einem Skalpell und durch Reinigung mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits
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entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die dadurch erhaltene DNA wurde in TE-Puffer
(Kap. 2.6) geldst.

3.1.4 Klonierung

3.1.4.1 Vorbereitung der Plasmide

Die Vektoren und einzubauenden Fragmente wurden iiber Gelelektrophorese aufgetrennt,
die Banden ausgeschnitten, aufgereinigt und dann mit entsprechenden Restrik-
tionsendonukleasen gespalten. Die benodtigten Plasmide entstanden schlieBlich durch

Ligierung von gespaltenen Vektoren mit den Inserts.

3.1.4.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Als Ausgangsmaterial fiir die Produktion elektrokompetenter Zellen diente der E. coli-
Stamm XL1-Blue der Firma Stratagene. Dieser wurde zuerst in 10 ml LB-Medium (Kap.
2.6) tiber Nacht bei 37°C und Schiitteln mit 220 Upm zum Wachsen angeregt, dann in
einem Liter des gleichen Mediums angeimpft und so lange inkubiert, bis die optische
Dichte der Zellsuspension 0,5 - 0,7 betrug. Voraussetzung fiir die weiteren Schritte war,
die Zellen immer bei moglichst 0°C zu halten. In einer gekiihlten Umgebung wurden die
Bakterien 15 Minuten lang bei 3200 Upm zentrifugiert. Nach dem Abkippen des Uber-
standes waren drei Waschschritte nétig, um die Salzkonzentration, die den Elektro-
porationsschritt stort, zu senken. Gewaschen, das heifit suspendiert und zentrifugiert,
wurde mit 1000 ml, mit 500 ml und dann mit 250 ml eiskaltem zehnprozentigen Glyzerin
unter den gleichen Bedingungen wie bei der Ernte. Schlielich betrug die Konzentration
durch Zugabe von 3-4 ml Glyzerin 1-3x10'° Zellen/ml. Die Suspension aus elektro-

kompetenten E. coli wurde aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

3.1.4.3 Elektroporation

Die bei -80°C aufbewahrte Suspension aus elektrokompetenten E. coli wurde kurz vor
der Transfektion auf Eis getaut. Auch die Kiivetten (Gene Pulser / E. coli Cuvette)
mufBten eiskalt sein und wurden deshalb zirka fiinf Minuten vorher in eine -20°C-Ge-
friertruhe gelegt. Die Transfektion erfolgte durch gemeinsame Elektroporation von 40 pl
elektrokompetenter Zellen und 1 pl des Ligierungsansatzes (zirka 0,2 pg Plasmid-DNA
mit ampicillinresistenzexprimierendem Gen) mit dem Gene Pulser bei 1700 Volt. Das

Prinzip der Elektroporation beruht darauf, dal durch Anlegen von elektrischem Strom die
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Entladung eines Plattenkondensators erwirkt wird und dadurch ein einzelner Stromstof3
entsteht, der die Zellwénde pords macht.

AnschlieBend wurde die Suspension in 1 ml ampicillinfreies LB-Medium (Kap. 2.6)
pipettiert und eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Dann wurden mit einem Spatel zuerst
150 pl und danach der auf dem Spatel verbleibende Rest dieser Kultur auf je einer ampi-
cillinhaltigen Agarplatte (Kap. 2.6) ausgestrichen. Durch Inkubieren der Platten iiber
Nacht in einem Brutschrank mit 37°C konnten Plasmide enthaltende Einzelkolonien
selektiv wachsen, welche gepickt und in 2,5 ml-Ubernachtkulturen angeimpft wurden.
Die Aufarbeitung dieser Kulturen folgte der Vorschrift fiir die Plasmidisolierung zu

analytischen Zwecken.

3.1.4.4 Plasmidisolierung fiir die priparative und analytische Verwendung

Fiir die Plasmidisolierung zu analytischem Gebrauch wurden 1,5 ml Zellsuspension
verwendet und nach der Methode von Birnboim aufgearbeitet (Birnboim und Doly,
1979).

Im Gegensatz dazu waren fiir den priparativen Bedarf eine hohere Qualitit der Auf-
arbeitung und groBere Startmengen notig. Als Ausgangsmaterial diente eine 2 ml-Vor-
kultur vom gewiinschten Klon, die durch Animpfen einer Einzelkolonie und durch Inku-
bieren iiber Nacht bei 37°C und 220 Upm entstand. Die Vorkultur wurde in 250 ml
ampicillinhaltiges LB-Medium (Kap. 2.6) iiberfiihrt, iber Nacht bei 37°C inkubiert und
geschiittelt. Am néichsten Tag erfolgte durch zehnminiitiges Zentrifugieren bei 3200 Upm
die Ernte der Zellen. Der GroBteil davon wurde anschlieend mit dem JETSTAR Plasmid
Purification Kit aufgearbeitet. Dem Rest der Zellsuspension wurde HMFM-Ein-
friermedium (1:10; Kap. 2.6) zugegeben, um eine Aufbewahrung iiber lingere Zeit bei

-80°C zu ermdglichen.

3.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR-Technik (Saiki et al., 1988; McPherson et al., 1995) wurde bei Klonierungen

verwendet, fiir die bekannte DNA-Sequenzen als Inserts amplifiziert werden sollten. Die
Inserts konnten mit Hilfe von Oligonukleotiden (Primer) der Firma MWG Biotech herge-
stellt werden. Um die optimalen Anlagerungstemperaturen der Oligonukleotide zu fin-
den, wurden die Angaben des Herstellers beachtet, mit den errechneten Temperaturen

(nach der bewéhrten Faustregel: 4° pro C bzw. G + 2° pro A bzw. T) verglichen und iiber
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Agarosegelelektrophorese ausgewertete Test-PCRs durchgefiihrt. Durch das Tragen von
Handschuhen und das Verwenden von Filterpipettenspitzen konnten Kontaminationen in
Reaktionsansétzen vermieden werden. Das Gesamtvolumen der Ansdtze betrug meistens
50 pl, die Konzentration der Primer 1 uM und die der Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP
und dTTP) 200 puM. Die Proben enthielten 3 U einer thermostabilen Polymerase
(beispielsweise Pfu oder Taq), zwei Primer, die zu amplifizierende DNA (zirka 200
pg/pl) und eine Vormischung aus dem mitgelieferten Puffer und den einzelnen
Nukleotiden (Kap. 2.6). Um die DNA-Sequenzen zu vervielfiltigen, wurden nach
zweiminltiger Denaturierung bei 94°C folgende Schritte 30-mal durchgefiihrt:

Denaturierung: 94°C /20 s

Primeranlagerung: X°C / 20 s (X entspricht der gefundenen optimalen An-

lagerungstemperatur)

Kettenverlangerung: 72°C / 2 min

AnschlieBend kam es zum Abbruch aller Reaktionen durch Abkiihlung auf 4°C. Dann
folgte eine Uberpriifung der PCR-Ergebnisse iiber Elektrophorese mit Hilfe eines
Agarosegels und eine Reinigung der Ansédtze mit dem QIAquick PCR Purification Kit

laut Angaben des Herstellers.

3.1.6 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Die In-vivo-Footprinting-Methode (Kap. 3.3.2) machte radioaktiv markierte Oligo-
nukleotide notwendig. Die Markierung erfolgte mit y[*°P]JdATP unter Einwirkung einer
Polynukleotidkinase (PNK). Dafiir wurde der Ansatz, der den vom Hersteller mit-
gelieferten Puffer, 2 pl des 50uM Primers, 1 pl y[>’P]dATP und 10 U PNK enthielt, fir
eine Stunde bei 37°C in den Heizblock gestellt und anschlieBend mit dem QIAquick
Nucleotide Removal Kit oder iiber NucTrap® Probe Purification-Séulen von Stratagene
nach Vorschrift gereinigt. Das markierte Oligonukleotid wurde mit 50 pl bidestilliertem
Wasser oder 70 pl ST-Puffer (Kap. 2.6) eluiert und dann die Aktivitidt im Cerenkov-

Zihler bestimmt. Die Werte lagen meist zwischen ein und zwei Millionen Cpm/pl.
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3.2 In-vivo-Reportergen-Assay

3.2.1 Transiente Transfektion

Fiir die transiente Transfektion durch Elektroporation wurden die menschlichen B-Zell-
linien Daudi und MN60 verwendet, welche im Brutschrank (37°C, 5% CO; und 92%
Luftfeuchte) inkubiert wurden.

Wichtige Voraussetzungen fiir den Erfolg der Versuche war, daf} sich die Zellen zu die-
sem Zeitpunkt in einem exponentiellen Wachstum befanden. Das Prinzip der Elektro-
poration beruht darauf, dafl durch Anlegen von elektrischem Strom die Entladung eines
Plattenkondensators (Potter et al., 1984) erwirkt wird und dadurch ein einzelner Strom-
sto3 entsteht, der die Zellwinde pords macht.

Zuerst mufiten die B-Lymphozyten 15 Minuten lang bei 1000 Upm abzentrifugiert,
dann mit RPMI 1640-Medium gewaschen, um Serumreste und die darin enthaltenen
Nukleasen zu entfernen, und in diesem bis zu einer Endkonzentration von 6x10’
Zellen/ml suspendiert werden.

SchlieBlich wurden 400 pul dieser Suspension zu einem vorbereiteten
Probendoppelansatz von 120 pul DNA-Losung pipettiert. Diese Losung bestand aus
20 ug eines luciferase-kodierenden Plasmidklons und aus 1 pg eines Kontrollplasmids,
das das Gen fiir die Renilla-Luciferase trug (Abb. 5).

Dann wurde dieser Ansatz auf zwei 0,4 cm-Elektroporationskiivetten aufgeteilt und bei
200 Volt und 960 pFarad zirka 55 ms lang mit einem Gene Pulser von Biorad elektro-
poriert. Der Elektroporationsansatz wurde anschliefend in 10 ml RPMI 1640-Medium
mit besonders hohem fotalen Kélberserum-Anteil (20%; Kap. 2.6) und einem Genta-

mycinzusatz iiberfiihrt.

3.2.2 Luciferase-Aktivititsmessung

Nach zwei Tagen im Brutschrank erfolgte durch zehnminiitiges Zentrifugieren bei 1200
Upm die Zellernte und ein anschlieBendes Waschen mit PBS (Kap. 2.6).

Das erhaltene Zellpellet wurde laut Herstellerprotokoll in 100 pl Lyse-Puffer des Dual-
Luciferase® Reporter Assay Systems aufgenommen und nach einer Stunde zehn
Minuten lang zentrifugiert. Dadurch gelangten die zu messenden Enzyme aus der Zelle

in den Uberstand.
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Abb. 5: Prinzip des In-vivo-Reportergen-Assays
Die Plasmide mit den Firefly- bzw. Renilla-Luciferasegenen werden durch Elektroporation in den
Zellkern der B-Zellen transfiziert und die Gene dort transkribiert. AnschlieBend erfolgt im Zytoplasma
die Expression der Firefly- und Renilla-Luciferase. Diese Proteine konnen dann mit Hilfe des Dual-
Luciferase™ Reporter Assay Systems iiber Lumineszenz gemessen werden.
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Vom Uberstand wurden fiir die Doppelmessungen zweimal 10 pl abgenommen und im
Luminometer mit 100 pl Beetle-Luciferin aus dem Dual-Luciferase®™ Reporter Assay
System von Promega (Beetle-Luciferin ist das Substrat der durch das Reportergen
kodierten Firefly-Luciferase) vermischt.

Die Luciferaseaktivitit konnte nun dadurch bestimmt werden, dal im Verlauf der enzy-
matischen Reaktion Photonen emittiert und vom Lumaten der Firma Berthold zehn
Sekunden lang gezdhlt wurden. Durch das anschlieBende Pipettieren von 100 ul Stop &
Glo®-Reagenz aus dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System von Promega in das
bereits gemessene Rohrchen wurde aufgrund der verdnderten Reaktionsbedingungen
(Ionenkonzentration und pH-Wert) die Firefly-Luciferase gehemmt und die Renilla-
Luciferase aktiviert, deren Chemolumineszenz dann ebenfalls quantitativ erfasst werden
konnte.

Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte mit dem Microsoft-Programm Excel.

3.3 In-vivo-Footprinting

3.3.1 Methylierung von DNA mit DMS und Spaltung mit Piperidin

3.3.1.1 Freie DNA

Als Referenz bei der Footprinting-Methode kam die freie Plazenta-DNA AF, welche von
der Arbeitsgruppe Klobeck pripariert wurde, zum Einsatz.

Die in der Folge beschriebenen Reaktionsschritte fithren zur Methylierung der DNA und
danach zur Spaltung an den methylierten Guanosinen.

Zuerst fand eine Behandlung von 200 ul DNA-Losung, die zirka 60 ug DNA enthielt, mit
10 pl unterschiedlich konzentrierten Dimethylsulfat (DMS)-Vorverdiinnungen (10%, 1%,
0,1%) statt. Diese Methylierungsreaktionen bei Raumtemperatur wurden nach 30
Sekunden durch Zugabe von 20 ul eiskaltem Natriumacetat und 550 pl eiskaltem ab-
soluten Ethanol gestoppt. Es folgte ein flinfminiitiges Durchfrieren des Ansatzes in einem
Trockeneis-/Ethanolbad und nach dem Auftauen ein zehnminiitiges Abzentrifugieren, um
die DNA vollstindig auszuféllen. AnschlieBend wurde die Plazenta-DNA in 450 pl TE
(Kap. 2.6) gelost, durch das Dazumischen von 50 ul 2,5 M Natriumacetat und 550 pl

Isopropanol umgefallt und in 90 pl bidestilliertem Wasser geldst.
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SchlieBlich fanden durch 30-miniitige Einwirkung von 10 pul 10 M Piperidin bei 90°C

an den methylierten Guanosinen Briiche einzelner DNA-Strange statt (Maxam und
Gilbert, 1980; Abb. 6).
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Abb. 6: DNA-Methylierung mit DMS und Spaltung mit Piperidin

Die DNA wird an den nicht mit Proteinen bedeckten Guanosinen mit Hilfe von DMS partiell methyliert
und durch Piperidin an diesen Stellen gespalten.

Um den Erfolg dieser Reaktionen festzustellen, wurde der durch zweimalige Natrium-

acetat/Isopropanolfillung gereinigte und in 100 pl 10 mM Tris (pH 7,5) geloste Ansatz

iiber Elektrophorese mit einem 1%igen Agarosegel liberpriift.
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3.3.1.2 Zell-DNA

Fiir die In-vivo-Footprinting-Versuche wurde genomische DNA der Zelllinien Daudi,
MN60, BV173, CCRF-CEM, Jurkat und K562 benétigt und zum Teil mit PMA oder
TPCK vorbehandelt.

Zuvor erfolgte die Bestimmung der Zellkonzentration aller Zelllinien mit dem Casy-
Zellzdhlgerdt. So konnten die zu erntenden Mengen der Zellsuspensionen festgelegt
werden. Das 15 Minuten, eine oder zwolf Stunden vor der Zellernte zugegebene PMA
lag im Medium in einer Konzentration von 100 ng/ml und das zwdlf Stunden vorher
hinzugefiigte TPCK 50 uM vor.

SchlieBlich wurden die Zellen fiir die folgende Methylierung durch zehnminiitiges
Zentrifugieren bei 1000 Upm und Suspendieren in fotales Kilberserum (Kap. 2.6) ent-
haltendem Medium gewonnen. Im letzten Schritt wurde eine Konzentration in der
GroBenordnung von 10° Zellen/ml eingestellt.

Die In-vivo-Methylierung fand durch Zugabe von DMS auf 0,1% Endkonzentration und
sowohl fiinf- als auch zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur statt. Der Abbruch
der Reaktion erfolgte durch Zumischen der zehnfachen Menge an eiskaltem PBS (Kap.
2.6) und zehnminiitiges Zentrifugieren bei 1500 Upm. AnschlieBend wurden die Zellen
in PBS (Kap. 2.6) zu einer Konzentration von 5x10’/ml suspendiert und zur DNA-
Préparation eine Stunde mit einer 4xStop-Ldosung (Kap. 2.6) bei 50°C behandelt, um die
Proteinase K ausreichend lange einwirken zu lassen.

Aus dem erhaltenen Zelllysat konnte mit Hilfe von Phenol (gesittigt; pH 8) und
Chloroform die genomische DNA extrahiert, iiber eine
Natriumacetat/Isopropanolfillung gereinigt und in 200 ul TE (Kap. 2.6) gelost werden.
20 pl davon wurden fiir die Gel-kontrolle abgenommen und die verbleibenden 180 pl
mit 20 pl 10 M Piperidin 30 Minuten bei 90°C inkubiert, was zu Einzelstrangbriichen
an den methylierten Guanosinen fiihrte.

Nach zweimaliger Natriumacetat/Isopropanolfillung folgte das Losen der genomischen
DNA in 200 pul 10 mM Tris (pH 7,5), wovon je 10 pl fiir die Gelkontrolle und LMPCR
(Mueller und Wold, 1989; Pfeifer et al., 1989) verwendet wurden. Die endgiiltige Kon-
zentration betrug etwa 60 pg DNA pro 200 pl Tris.
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3.3.2 Ligierungsvermittelte PCR (LMPCR)

3.3.2.1 Standardprotokoll

Fiir die erste Reaktion, die Strangauffiillreaktion, wurden 10 ul der methylierten und
anschliefend gespaltenen DNA (wie oben beschrieben), 1 ul 50 uM Oligonukleotid-1,
25 ul 2xPCR-Puffer (Kap. 2.6), 1 ul (3 U) Pfu-Polymerase und 13 pl bidestilliertes Was-
ser in einen Ansatz pipettiert und bei 94°C in das PCR-Geriét gestellt. Nach fiinf Minuten
Denaturierung fand ein fiinfminiitiges Anlagern des Primers bei der optimalen Tem-
peratur und eine 30-miniitige Kettenverlangerung statt. Durch die Verwendung der Pfu-
Polymerase entstanden DNA-Doppelstringe mit glatten Enden, welche fiir die an-
schlieBende Ligierung ndtig waren.

Der PCR-Ansatz wurde iiber den QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und mit 30 pl
10 mM Tris (pH 7,5) eluiert.

Dann folgte das Ligieren eines TAG-Adapters an das glatte Ende eines Doppelstrangs.
Dazu wurden doppelstrangige Oligonukleotidadapter (Sequenz s. Anhang) aus je 20 pl
50 uM TAG-1 und -2, 25 pul 1 M Tris (pH 7,5) und 35 pl bidestilliertem Wasser bei 95°C
und dann durch langsames Abkiihlen hergestellt und 5 pl davon mit der DNA des
gesamten Eluats unter Zuhilfenahme von 3 U T4-DNA-Ligase in Ligasepuffer iiber
Nacht im Kiihlschrank ligiert.

Anschliefend kam es durch eine PCR zur Amplifizierung der unterschiedlich langen
DNA-Fragmente, von denen der TAG-Doppelstrangadapter jeweils ein Strangende
bildete. Dazu enthielt der PCR-Ansatz 2 pl des Ligierungsansatzes, 1 ul 50 uM Oligo-
nukleotid-2, 1 pl des 50 uM adapterspezifischen Oligonukleotids TAG-3, 0,5 pul Ampli-
TaqGold-Polymerase, 25 pl 2xPCR-Puffer (Kap. 2.6) und 20,5 pl bidestilliertes Wasser.
Das Oligonukleotid-2 und TAG-3 dienten als Primer an je einem der beiden bekannten
komplementéren Strangenden. Der Ansatz durchlief im PCR-Gerét nach zwolfminiitiger
Enzymaktivierung und gleichzeitiger Denaturierung der DNA bei 94°C 30-mal je 20
Sekunden mit 94°C, 30 Sekunden mit X°C und 3 Minuten mit 72°C und anschlief3end
eine einmalige Abkiihlung auf 4°C. X°C stellt die optimierte Anlagerungstemperatur, die
auf TAG-3 und das Oligonukleotid-2 abgestimmt wurde, dar.

Der letzte Schritt dieser LMPCR bestand aus der radioaktiven Markierung der DNA-
Fragmente mit Hilfe eines mit *P markierten Primers-3. Dies geschah durch eine Strang-

auffiillreaktion eines 20 pl-Ansatzes aus 2 pl des vorhergehenden PCR-Produkts, 1,5 pl
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des markierten Oligonukleotids-3, 0,2 ul AmpliTaqGold-Polymerase, 10 ul 2xPCR-
Puffer (Kap. 2.6) und 6,3 pul bidestilliertem Wasser. Der Ansatz wurde zwolf Minuten mit
94°C, dann 15-mal je 20 Sekunden mit 94°C, 30 Sekunden mit X°C und 3 Minuten mit
72°C behandelt, wobei X°C die optimale Anlagerungstemperatur ist (Abb. 7).

3.3.2.2 GC-reiches PCR-System

v Strangbruch
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Abb. 7: LMPCR
Die DNA-Doppelstringe werden denaturiert und die durch Strangbriiche (s. Abb. 6) ent-
standenen Fragmente mit Hilfe des Oligonukleotids-1 aufgefiillt. An ein Strangende erfolgt die
Ligierung eines TAG-Doppelstrangadapters. Der Amplifizierungsschritt wird mit dem
Oligonukleotid-2 und TAG-3, welche an je ein Strangende binden, durchgefiihrt. Das radio-
aktiv markierte Oligonukleotid-3 dient zur Markierung der Fragmente mit **P.
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Bis zur Ligierung des TAG-Doppelstrangadapters an die DNA-Fragmente wurde nach
dem Standardprotokoll, ab der Amplifizierung mit TAG-3 und Primer-2 nach dem GC-
reichen PCR-System-Protokoll von Roche vorgegangen, da bei GC-reichen Sequenzen
weitere Reagentien (z.B. DMSO) zur Verhinderung unerwiinschter Basenpaarungen bzw.
zur Verringerung der Schmelztemperatur nétig sind.
Fiir die Amplifizierung nach diesem Protokoll waren zwei Mastermixe ndtig, um eine
sofortige Reaktion der Komponenten miteinander zu verhindern.
Der 35 pl-Mastermix 1 setzte sich aus je 1 ul 50 uM TAG-3, 50 pM Oligonukleotid-2
und 10 mM dNTP-Mix von Applied Biosystems, aus 2 ul des Ligierungsansatzes, 5-25 pl
der 5 M Resolution Solution und 5-25 pl Wasser zusammen, wobei die zu ver-
wendenden Mengen der letzten beiden Bestandteile, das heif3t die optimale Molaritit der
Resolution Solution, iiber Probegele bestimmt werden konnten. Die Resolution Solution,
das Wasser, der Enzymmix und Puffer stammten aus dem GC-reichen PCR-System-Kit
und muBten vor dem Gebrauch auf Eis getaut und zentrifugiert werden.
SchlieBlich wurde der Mastermix 1 mit einem 15 pl-Mastermix 2, der 1 ul (2 U) eines
Enzymmixes, 10 pl des 5XxPCR-Puffers und 4 pl Wasser enthielt, vermischt und erst bei
95°C (hot start) in das PCR-Gerét gestellt. Dort fanden folgende Schritte statt:

95°C /3 min

30-mal: 95°C /30 s, X°C /30 s, 72°C / 3 min (X°C ist die optimale Anlagerungs-

temperatur)
72°C /7 min
4°C /o

Dann erfolgte die radioaktive Markierung durch Herstellen und Mischen von 6 pl
Mastermix 2 (wie oben beschrieben) und 14 pl Mastermix 1, der in diesem Fall aus 0,4 pl
dNTP-Mix, 1,5 pl radioaktiv markiertem Primer-3, 2 ul PCR-Produkt, 2-10 ul Resolution
Solution und 0,1-8,1 pul Wasser bestand, und durch eine anschlieBende Polymerase-
kettenreaktion unter den gleichen Bedingungen wie oben, abgesehen von einer Ver-

ringerung der Zyklenzahl auf 15.

3.3.3 Analyse der LMPCR-Produkte

Die radioaktiv markierten Produkte wurden mit Hilfe von Polyacrylamidgelen

analysiert.
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Um die DNA-Fragmente aufzutrennen, kam ein 6%iges Polyacrylamidgel
(SequaGel™-6) in einer GrofBe von 20x40 cm und einer Dicke von 0,5 mm und der
TBE-Laufpuffer (Kap. 2.6) zur Anwendung.

Der aufzutragende Ansatz bestand aus 1 pl des markierten PCR-Produkts, 3 pl bidestil-
liertem Wasser und 2 pl eines Auftragspuffers, der 95% Formamid, 20 mM EDTA und
0,05% Bromphenolblau und Xylencyanol enthielt. Durch fiinfminiitiges Erhitzen dieser
Probe auf 95°C und anschlieBendes Abkiihlen auf Eis erfolgte ein Denaturieren der dop-
pelstrangigen DNA-Stiicke.

5 ul davon wurden dann auf das 15 Minuten in TBE-Puffer (Kap. 2.6) praelektrophore-
tisierte Gel aufgetragen und durch das Anlegen einer Stromstérke von zirka 25 mA in
zwel bis drei Stunden aufgetrennt.

Danach wurde eine der beiden Glasplatten, die mit BlueSlick beschichtet waren, vom
Gel abgehoben, dieses auf ein Filterpapier aufgebracht und im Geltrockner bei 80°C
unter Vakuum etwa zwei Stunden lang getrocknet.

Eine Visualisierung der Ergebnisse konnte durch Exponieren des Gels auf einem
Biomax MR-Film von Kodak (fiir einige Tage) oder auf einem Super RX-Film von Fuji
zusammen mit einer Verstdrkerfolie bei -70°C (iiber Nacht) erreicht werden.

Durch den Vergleich der Bandenmuster der genomischen mit der freien DNA lieBen
sich bei der Zell-DNA Bereiche erkennen, in denen einzelne Banden fehlten. Das heil3t,
hier konnte keine DNA-Spaltung an den Guanosinen stattfinden, da diese Bereiche

durch angelagerte Proteine vor Einzelstrangbriichen geschiitzt waren (Abb. 8).

3.4 Biologische Sicherheit

Alle Experimente erfolgten unter Beriicksichtigung der entsprechenden Regeln des
Gentechnikgesetzes. Das Laboratorium wurde per Bescheid der Regierung von Ober-

bayern vom 18.03.1987, Aktenzeichen A13-15/1/0168/7, registriert.
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Abb. 8: Ergebnis der LMPCR
Die genomische DNA kann an Stellen, die mit Proteinen bedeckt sind, nicht gespalten
werden. Aus diesem Grund fehlen der proteinbindenden DNA die entsprechenden Frag-
mente, die auch im Autoradiogramm im Vergleich zur Referenz-DNA nicht sichtbar sind.
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4 Ergebnisse

4.1 Transiente Transfektionen und Reportergen-Expressionsassays

Als Transfektion wird das Einschleusen von Fremd-DNA in Zellen bezeichnet. Ein Teil
der transfizierten Zellen nimmt die fremde DNA auf, die nach einer bestimmten Zeit
und abhéngig von der Struktur ins Genom eingebaut wird. Die Expressionseffizienz der
eingeschleusten Gene kann untersucht werden.

Durch eine geeignete Transfektionsmethode werden Konstrukte mit leicht
nachweisbaren Reportergenen, deren Transkription von einem eukaryontischen
Promotor gesteuert wird, und moglichen Enhancerelementen in Zellen gebracht und die
Genexpressionen nach zwei Tagen iiber einen enzymatischen oder nichtenzymatischen
Test ermittelt. Damit konnen wichtige Erkenntnisse iiber den EinfluB bestimmter
Enhancerregionen auf die Transkription des Reportergens gewonnen werden.
Untersucht wurde der Einflul der DNase I-hypersensitiven Region HSS-2 auf die Ex-
pression eines Reportergens. HSS-2 erstreckt sich iiber einen relativ grolen Bereich von
zirka 1000 Bp, da sie bei ihrer Kartierung aus technischen Griinden nicht ndher
eingrenzbar war (Asenbauer, 1996). HSS-2 besitzt keine Enhanceraktivitit, wirkt
allerdings alleine oder gemeinsam mit HSS-1 ausgeprégter synergistisch auf das IgA-
Enhancer-element HSS-3 (Asenbauer, 1996).

Da HSS-2 keine eigene Enhanceraktivitit besitzt, kann der Einfluf dieses Bereichs auf
die Transkription eines Reportergens nur in Gegenwart von HSS-3 bestimmt werden.
Dazu wurden Konstrukte angefertigt, bei denen Teile von HSS-2 deletiert wurden.

Das Ausgangsmaterial fiir die Reportergenkonstrukte bildeten die beiden Plasmide pPL-
1 und pPL-Imut5 (Combriato und Klobeck, 2002). pPL-1 und pPL-Imut5 enthalten
einen IgA-Promotor, e¢in Luciferasegen, ein Ampicillinresistenzgen und dazwischen eine
zirka 9 kB lange Region mit HSS-1, -2 und -3 (Abb. 9).

Fiir die Charakterisierung von HSS-2 erfolgten verschiedene Versuche. Zuerst wurden
zur ndheren Eingrenzung von HSS-2 im entsprechenden Bereich des pPL-1mut5 5°-
bzw. 3’-Deletionen vorgenommen. Danach folgte die Untersuchung der Einfliisse ver-

schiedener Punktmutationen in HSS-2 des pPL-1 auf die Transkriptionsregulation.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Ausgangskonstrukte pPL-1 und pPL-1mut5
(s. vorhergehende Seite)

Die Restriktionskarten von pPL-1 und pPL-1mut5 zeigen in Form von Balken (abgesehen von ori) den
V,-Promotor, das Luciferasegen aus Photinus pyralis, die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit
dem Exon 1 des Gens D1), HSS-2 (unverdndert bzw. mutiert durch Einfithren einer Bglll-Spaltstelle),
HSS-3, Elemente prokaryontischen Ursprungs, wie ori (Replikationsursprung) und Amp" (Ampicillin-
resistenzgen) sowie das Phagenelement f1 ori. Der gesamte Bereich zwischen HindIII (HSS-1) und Sall
entspricht der genomischen Situation. Die Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung. Der Mafstab
bzw. die Positionen sind in Bp angefiihrt.

SchlieBlich wurden fluBaufwirts von HSS-2 auf pPL-1 und pPL-1mut5 verschieden

lange Regionen deletiert und die mogliche Verédnderung der Genexpression gemessen.

4.1.1 Transfektion durch Elektroporation

Das grofite Hindernis fiir die DNA-Einschleusung stellt bei Zellen die Zellmembran dar
(Brown, 1993). Um diese Barriere zu iiberwinden, gibt es mehrere Moglichkeiten.

Die DNA kann an Molekiile, sogenannte Carrier, gebunden und iiber diese in die Wirts-
zelle gebracht werden (z.B. Transfectam-Methode (Behr et al., 1989), DEAE-Dextran-
Methode (McCutchan und Pegano, 1968), Transferrinfektion (Cotten et al., 1993)).

Eine andere Methode ist die Elektroporation. Dabei werden die Zellen durch Entladung
eines Plattenkondensators einem kurzen elektrischen Impuls ausgesetzt, der voriiber-
gehend Poren in der Zellmembran entstehen 146t, sodal die DNA-Molekiile in das Zell-
innere gelangen konnen.

Das Problem aller Transfektionsmethoden ist, da3 die DNA zelltypabhingig nur von
einer geringen Anzahl an Zellen (bei B-Lymphozyten von relativ wenigen)
aufgenommen wird (Asenbauer, 1996).

Die Arbeitsgruppe Klobeck testete die genannten Methoden auf ihre Transfektionseffi-
zienz durch Transfektion eines Reportergenplasmids, das das Luciferasegen aus
Photinus pyralis enthélt, und kam, ausgehend von der Stirke der Luciferaseaktivitit, zu
dem SchluBB, daB die Elektroporation bei B-Zellen die verhiltnismiBig grofte
Effektivitit aufwies (Asenbauer, 1996). Deshalb wurden alle in der vorliegenden Arbeit
be-schriebenen Versuche zur Transkriptionsregulation mit Hilfe der Elektroporation
und des Luciferasegens aus Photinus pyralis als Reportergen durchgefiihrt. Dieses Gen
wurde deshalb verwendet, da hier keine Hintergrundaktivitit zu erwarten war und die

quantitative Bestimmung seines Produkts durch eine hohe Sensitivitit ausgezeichnet ist.
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Als Zelllinien dienten MN60 und Daudi, da sie reife B-Lymphozyten sind, somit leichte
Ketten produzieren und sich sehr effizient elektroporieren lassen. Fiir beide wurden die

Elektroporationsbedingungen vor Beginn der Expressionsexperimente optimiert.

4.1.1.1 Parameter

Es gibt einige Parameter, die die Elektroporation beeinflussen und die fiir jede einzelne
Zelllinie vor den eigentlichen Versuchen getestet werden miissen.

So spielt die Temperatur der Kiivette und des Elektroporationsansatzes eine wichtige
Rolle. Einige Zellen, wie MN60 und Daudi, kénnen bei Raumtemperatur elektroporiert
werden, andere bendtigen Temperaturen um 0°C, um eine ausreichende Transfektions-
effizienz zu erzielen. Dafiir miissen die Kiivette, die Zellsuspension und die Probe auf
Eis gelagert werden.

Weiters haben die angelegte Spannung und die zu elektroporierende Probenmenge
groBen Einflufl auf die Effizienz der Transfektion. Das Optimum der angelegten Span-
nung ist von Zelle zu Zelle unterschiedlich und liegt zwischen 150 und 250 Volt. Dabei
gilt, daB mit einer Erhdhung der Spannung zum einen die Durchldssigkeit der
Zellwiinde steigt, zum anderen aber die Uberlebensrate der Zellen abnimmt. Somit stellt
die optimale Spannung eine Kompromif316sung unter Beriicksichtigung dieser beiden
Effekte dar. Zur Elektroporation von MN60 und Daudi wurden 200 Volt angelegt. Die
Transfektion von 1-1,5x10" Zellen/ml fand in einem Ansatzvolumen von 250 pl statt.
Die Abbildung 10 zeigt am Beispiel der Zelllinie Daudi die Bestimmung der optimalen
Bedingungen hinsichtlich Temperatur und Spannung durch transiente Transfektionen.
Die Versuche wurden mit Hilfe von pPL-1 und pGL3AModHSS3 (Abb. 11) durchge-
fithrt. Das Konstrukt pGL3AModHSS3, das bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden war,
enthélt den V)-Promotor, das Luciferasegen aus Photinus pyralis, HSS-3 und prokary-
ontische Anteile (ori, Amp"). HSS-3 befindet sich 340 Basenpaare fluBabwirts des
Reportergens und ist zirka 390 Basenpaare lang.

Alle elektroporierten Ansitze enthielten eine konstante Zellzahl (1x107) und Plasmid-
menge (10 pg pro Elektroporationsansatz). Variiert wurden die angelegten Spannungen
(150 V, 200 V, 250 V) und die Temperaturen (RT, 0°C). Dadurch, da3 nur gleiche Kon-
strukte in konstanten Mengen und bei gleicher Zellzahl miteinander verglichen wurden,

konnte auf die Kotransfektion des pRL-TK-Kontrollvektors, der normalerweise als so-
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genannter innerer Standard zum Ausgleich von Unterschieden beziiglich Mengen,

Transfektionseffizienz und dergleichen mitelektroporiert wird, verzichtet werden.

pPL-1 pGL3AModHSS3

3.5 2,55

2,51 —

1,27 4
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R.L.E
N
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Abb. 10: Bestimmung der optimalen Temperatur- und Spannungsbedingungen fiir Daudi
Das Séulendiagramm zeigt in R.L.E. (relative Lichteinheiten) die Enzymaktivitét fiir die zwei Konstrukte bei verschie-
denen Spannungen und Temperaturen. Die Mittelwerte aus den zwei Werten des Doppelansatzes, die auf den normierten
Wert der Bedingungen 150 V (Volt) und RT (Raumtemperatur) bezogen wurden, sowie die Standardab-weichungen sind
angegeben.

| PGL3AMod HSS3 |

Abb. 11: Vergleichskonstrukt pGL3AModHSS3
Die Restriktionskarte zeigt in Form von Balken (abgesehen von ori) den V,-Promotor, das Luciferasegen aus
Photinus pyralis, die DNase I-hypersensitive Region HSS-3, Elemente prokaryontischen Ursprungs, wie ori (Repli-
kationsursprung) und Amp" (Ampicillinresistenzgen) sowie das Phagenelement f1 ori. Die Pfeile beschreiben die
Transkriptionsrichtung. Der Mafstab bzw. die Positionen sind in Bp angefiihrt.
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Alle Varianten (zum Beispiel 150 V bei RT) wurden sowohl bei pPL-1 als auch bei
pGL3AModHSS3 jeweils zweimal getestet, das heiflit, es konnten durch Pipettieren
eines Doppelansatzes je zwei Elektroporationen durchgefithrt und dadurch zwei
MefBwerte pro Variation erhalten werden.

Die Auswertung der Transfektionsergebnisse, das heifit der Luciferaseaktivitdt in rela-
tiven Lichteinheiten, erfolgte mittels Excel (fiir eine genauere Beschreibung der Ermitt-
lung und Auswertung der Elektroporationsergebnisse siche Kap. 4.1.2).

Zu beachten ist, daB3 die Zellen vor der Elektroporation in RPMI 1640-Medium, das
kein fotales Kélberserum enthilt, gewaschen und suspendiert werden. Das Kélberserum
kann ndmlich Enzyme, wie DNasen, enthalten, die die Plasmid-DNA im
Elektroporationsansatz bereits vor der Transfektion abbauen.

Wichtig war, da3 die erhaltene Zellsuspension relativ bald fiir die Elektroporation ver-
wendet wurde, da die Zellen mit der Zeit sterben und dadurch die

Transfektionseffizienz stark beeintrachtigt wird.

4.1.1.2 EinfluBl der DNA auf die Transfektionseffizienz

4.1.1.2.1 Qualitative Aspekte

Die Transfektionseffizienz hingt von der Beschaffenheit der DNA-Préparation, das
heiflt von der DNA-Konformation und -Sauberkeit ab.

Durch ein konsequentes Vorgehen nach der Vorschrift zur Plasmidaufarbeitung wurde
versucht, DNA zu erhalten, die vor allem in Supercoilform vorlag, keine E. coli-DNA
und RNA enthielt und moglichst salzfrei war. So konnte das Risiko, daB3 in den Ver-
suchsergebnissen Transfektionseffizienzunterschiede innerhalb der einzelnen Plasmide
zum Tragen kamen, gesenkt werden.

AuBerdem wurden immer mindestens zwei verschiedene Préparationen gleicher Kon-
strukte in einer Versuchsreihe elektroporiert, um Verfdalschungen der Expressionsdaten
durch Abweichungen von den oben beschriebenen Kriterien moglichst gering zu halten.
Um die Konformation der Plasmide zu iiberpriifen, wurde die ungespaltene DNA auf

ein Agarosegel aufgetragen.
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4.1.1.2.2 Quantitative Aspekte

Unabhéngig von der Grofle der Reportergenkonstrukte wurden jeweils 10 pg fiir die
Elektroporation eingesetzt. Die Konzentrationen konnten mit Hilfe des Ultraspec 2000
Spektrometers von Amersham Pharmacia bestimmt werden. Der Einsatz von konstanten
Mengen (10 pg) und Vergleichskonstrukten (pPL-1) war sehr wichtig, um die Transfek-
tionsergebnisse der einzelnen Konstrukte miteinander vergleichen zu kénnen, vor allem
im Hinblick auf die zu erwartenden, durch die ausschlieBlich synergistische Wirkung
von HSS-2 relativ kleinen Aktivititsunterschiede.

Ein Elektroporationsansatz enthielt 10 pg des zu untersuchenden Plasmidkonstrukts und
0,5-1 pg des Kontrollvektors pRL-TK in TE-Losung. In Versuchen wurde festgestellt,
dall bei einer Verringerung oder Erhdhung der Konstruktmenge (zwischen 4 pg und
12 ng) bei einer gleichbleibenden Zellzahl auch die Enzymaktivitit im selben Mal3e
abfiel oder stieg. Bei steigenden Reporterplasmidmengen kann eine verminderte
Expression beobachtet werden, was auf ein vermehrtes Zellsterben zuriickzufiihren ist
(Ubersicht in Hagman et al., 1990).

In den ersten Versuchen wurden zur Auswertung der Expressionsdaten die Ergebnisse
auf die Molaritdt eines bestimmten Konstruktes bezogen. Das entfiel in spiteren Ver-
suchen, da hier die sogenannte Mengenbereinigung iiber die Auswertung von Gelen mit
Hilfe der Image Master 1D-Software stattfand. Es stellte sich ndmlich heraus, dal3 die
spektroskopische Mengenbestimmung oft ungenau war.

So wurde ein Aliquot aus den Elektroporationsansitzen entnommen, mit der Restrik-
tionsendonuklease Clal das Luciferasegen herausgeschnitten und {iber ein Agarosegel
aufgetrennt. Unabhéngig von der GroBe der einzelnen Konstrukte hatten alle Clal-Frag-
mente die gleiche Lidnge, was einen Vergleich der Mengen moglich machte. An-
schlieend wurden die Gele mit der Kamera des Image Master VDS fotografiert und die
DNA-Mengen ihrer Clal-Banden iiber die Anzahl der gemessenen Bildpunkte (Pixel)
mit der Image Master 1D-Software bestimmt. Um eine dem tatsdchlichen DNA-Gehalt
entsprechende Auswertung zu gewéhrleisten, war es ndtig, sowohl verschiedene als
auch moglichst geringe Mengen des selben Ansatzes auf das Gel aufzutragen. Die
verschiedenen Mengen ermdglichten eine zusdtzliche Kontrolle der Genauigkeit dieser
Methode. Durch den Einsatz geringer DNA-Mengen konnte eine quantitative

Ermittlung aller Bildpunkte erfolgen, da sich bei erhohter Bandenintensitdt Pixel
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iiberlagern und sich daraus ein geringerer DNA-Gehalt ergeben wiirde. So wurden
meistens jeweils zirka 0,4 pg und 0,2 png DNA aus jedem Elektroporationsansatz und
0,1 pg, 0,2 pg, 0,3 pg, 0,4 pug und 0,5 pg eines Referenzplasmids (pPL-1) pro Bahn
verwendet (Abb. 12). SchlieBlich ermdglichte die Image Master 1D-Software die
Erstellung einer Kalibrierkurve mit dem Referenzplasmid, auf die sich dann alle Werte
bezogen. pPL-1 wurde als sogenannter externer Standard in jedem Versuch
mitelektroporiert und die Expressionswerte in der anschlieBenden Auswertung gleich 1
gesetzt. Darauf konnten alle Werte innerhalb eines Experiments bezogen werden. Somit
war es auch moglich, die verschiedenen Versuche miteinander zu vergleichen.
Abbildung 13 zeigt das Ergebnis des Gels von Abbildung 12.

Die mit Hilfe des Computerprogramms Excel ermittelten und auf pPL-1 bezogenen Mit-
telwerte aus den Divisionsergebnissen der beiden Luciferase-Werte mit den beiden
Renilla-Werten wurden mit den Mittelwerten aus Abbildung 13 multipliziert und damit
mengenkorrigiert.

Die Auswertung ist im folgenden Kapitel genauer beschrieben.

4.1.2 Ermittlung und Auswertung der Elektroporationsergebnisse

Die fiir die Elektroporation verwendeten Konstrukte enthielten den B-zellspezifischen
Promotor V,-III.1 und ein Reportergen aus dem Leuchtkdfer Photinus pyralis, das
Firefly-Luciferasegen (Asenbauer et al., 1999). Der Vorteil dieses Gens ist, da es in
der Wirtszelle nicht vorkommt und dessen Produkte leicht nachweisbar sind.

Um experimentelle Schwankungen, die biologische Systeme mit sich bringen, zum Bei-
spiel hinsichtlich des Zellwachstums, der Transfektionseffizienz, und sonstige Unge-
nauigkeiten, wie unterschiedliche Pipettiervolumina, auszugleichen und Ergebnisse mit-
einander vergleichbar zu machen, war die Verwendung eines internen Standards notig.
Dazu diente der pRL-TK-Kontrollvektor von Promega, der das Luciferasegen von
Renilla pyriformis (Renilla-Luciferasegen) und den vom Firefly-Luciferasegen unab-
héngigen, konstitutiven Thymidinkinasepromotor enthielt. Dieser wurde zusammen mit

den Reportergenkonstrukten in die selben Zellen geschleust (Kotransfektion).



Ergebnisse 42

N o < Vo]

= i - i e ~ ® o
» a SR » 1 T, B>
D wn wn [9p] — [7p] wn 175) 175
T T I I N L I I I
[0) [0) [0) [0} D = = L
o JRN o BN o B o 0 3 8 8 3
2] 2] L 2) = o) 0 ) O

+= +=

> > o] o] rqz) 5 5 5 5
£ £ S £ = £ S € £
i o o o o 5
o o o o o o

o} S o ¢ o} s 5 35 3
e N st T et W et N et N e WP RS S

<+ Clal-Spalt-
fragmente
(2177 Bp)

0 03 _ 0

4 0.5 .1
0,249 04 702 M9
(far Kalibrierung)

Abb. 12: Clal-Spaltung zur Mengenbereinigung
Das Agarosegel zeigt die fiir die Mengenbereinigung benétigten Clal-Spaltfragmente. Uber den Banden
sind die verwendeten Plasmidkonstrukte und unterhalb des Bildes die aufgetragenen Mengen in ug
angegeben.
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Abb. 13: Auswertung des in Abbildung 12 gezeigten Gels
Das Sédulendiagramm zeigt die Mengenbereinigungsfaktoren fiir die verwendeten Konstrukte, wobei laut
spektroskopischer Messung der Balken 1 einer Menge von 0,4 pg, Balken 2 0,2 pug und Balken 3 dem
Mittelwert der beiden entspricht. Die Werte stammen von der Auswertung mit der Image Master 1D-
Software und wurden auf pPL-1 bezogen.
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Die Produkte des Firefly- und Renilla-Luciferasegens konnten nacheinander im selben
Ansatz bestimmt werden, da sie fiir ihre Aktivierung unterschiedliche Salzkon-
zentrationen und pH-Werte bendtigten. Um von oben beschriebenen Schwankungen
unbeeinflufite Ergebnisse zu erhalten, die ausschlieflich die Transkriptionsrate der Kon-
strukte wiedergeben sollten, wurde die Aktivitidt des Reportergens auf die des Renilla-
gens bezogen, was moglich war, da aufgrund des unterschiedlichen Promotors die
Expression des Renillagens von der des Reportergens unabhingig ist.

Durch das Einhalten bestimmter, im folgenden geschilderter Vorgangsweisen konnten
verldBliche Ergebnisse erzielt werden.

So kamen immer verschiedene DNA-Prdparationen gleicher Konstrukte innerhalb eines
Versuchs zur Anwendung, um eventuelle Unterschiede hinsichtlich der DNA-
Sauberkeit und damit der Transfektionseffizienz auszugleichen.

Dartiber hinaus wurde fiir jedes Reportergenkonstrukt, das auch das Renillagen enthielt,
ein sogenannter Doppelansatz pipettiert. Dieser Doppelansatz diente der Durchfiihrung
zweier paralleler Elektroporationen.

AuBerdem erfolgte eine weitere Elektroporation eines gleichen Plasmids zu einem
spateren Zeitpunkt der Untersuchungsreihe, um eine eventuelle Qualititsverdnderung
der Zellsuspension zu erfassen.

Weiters wurden in jedem Experiment die Plasmide pPL-1 als externer und pRL-TK als
interner Standard eingesetzt. Der externe Standard pPL-1 wurde in jedem Versuch
mitelektroporiert und in der spdteren Auswertung gleich 1 gesetzt. Dann wurden die
Ergebnisse aller Konstrukte darauf bezogen, was dazu diente, die verschiedenen Ver-
suche miteinander vergleichen zu kénnen.

Die Aussagekraft der Expressionsdaten konnte auch durch zweimalige Messung der En-
zymaktivitét einer Probe (Doppelansatz) und durch Bestimmen der beiden Luciferasen
im selben Ansatz (Kotransfektion) erhdht werden.

SchlieBlich wurden die Versuche mehrmals wiederholt, bis von jedem Plasmidkonstrukt
mindestens acht Einzelwerte zur Bildung des Mittelwertes vorlagen.

Zur Auswertung aller Versuchsdaten (in relativen Lichteinheiten) diente das Microsoft-
Programm Excel. Durch die Division des jeweils ersten bzw. zweiten Wertes der zwei-
fach gemessenen Firefly-Luciferaseaktivitit eines Konstruktes durch den ersten bzw.
zweiten Wert der Renilla-Luciferaseaktivitit wurden die beiden aufeinander bezogen.

Dieser Bezug wurde jeweils fiir die unabhingig voneinander transfizierten
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Doppelansitze ermittelt. Aus den zwei Divisionsergebnissen erfolgte dann die
Berechnung des Mittelwertes, der weiter verwendet wurde. Jeder Versuchswert stellt
somit das arithmetische Mittel des Doppelansatzes dar.

Da von allen Plasmiden unabhéngig von der Konstruktgrofe 10 pg eingesetzt wurden,
muBten die Grofen der Reportergenkonstrukte auf die Grofle des Kontrollvektors be-
zogen werden. Durch den daraus erhaltenen Faktor konnten die auf den inneren Bezugs-
vektor (pPL-1=1) normierten Werte grof3enbereinigt werden.

SchlieBlich stellte sich heraus, daB3 die spektroskopischen Mengenbestimmungen oft un-
genau waren. Um die Versuche verldBlicher zu machen, wurden die eingesetzten DNA-
Mengen zusétzlich mit Hilfe des Image Master-Systems kontrolliert.

Durch die Verwendung des Image Master-Systems entfiel die GroBenbereinigung, da
auf den Gelen eine Bestimmung der DNA-Mengen tiber Clal-Spaltfragmente stattfand,
welche alle die gleiche GréBe hatten. Zur Definition wurden Werte der Kalibrierkurve
gleich 0,25, 0,5, 0,75, 1 und 1,25 gesetzt und alle anderen Werte darauf bezogen. Zur
Fehlerverringerung erfolgte die Bildung des Mittelwerts aus den Faktoren fiir die auf-
getragenen, unterschiedlichen Mengen, wobei der Wert fiir die kleinere Menge auf die
grofBere hochgerechnet wurde und alle Werte auf den &duBleren, auf 1 normierten
Standard pPL-1 bezogen wurden (sieche auch Abb. 13).

Der Aktivitdtsmittelwert des innerhalb eines Versuchs mehrmals elektroporierten
duBleren Standards wurde gleich 1 gesetzt und die Zahlen aller anderen Konstrukte da-
rauf skaliert. Die Mengenbereinigung der Mittelwerte aller Konstrukte erfolgte dann
durch Multiplikation mit den oben beschriebenen Faktoren.

Als MaB fiir die Streuung der bereinigten Einzelwerte um den Mittelwert fand die

Standardabweichung Verwendung, die sich nach folgender Formel berechnet:

_ e -Gx)
S_\/ n(n—l)

(S = Standardabweichung, X = Einzelwert, n = Anzahl der Einzelwerte)

4.1.3 Beschreibung der Konstrukte und ihr Einfluf} auf die Expression

4.1.3.1 5’- bzw. 3’-Deletionen in HSS-2

Bei der Feinkartierung der hypersensitiven Regionen im IgA-Locus konnte von H.

Asenbauer HSS-2 auf eine GroBe von zirka 1 kB eingeengt werden (Abb. 9).
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Nun sollte versucht werden, durch 5°- bzw. 3’-Deletionen in HSS-2 diesen Bereich
ndher einzugrenzen bzw. funktionell zu charakterisieren, da HSS-2 ein wichtiges syner-
gistisches Element zum HSS-3-Enhancer darstellt.

Als Ausgangsplasmid diente pPL-Imut5 (Combriato und Klobeck, 2002; Abb. 9).
Dieses entstand aus pPL-1, indem es durch Mutation in der NFKB-5-Bindungsstelle (am
3’-Ende von HSS-2) zur Einfiihrung einer BgllI-Spaltstelle, die zirka 40 Basen von der
Xbal-Stelle entfernt liegt, kam. pPL-1mut5 setzt sich aus dem B-zellspezifischen
Promotor V)-III.1 (aus dem V) -Gensegment V)-I11.1 neben der C)1-Region), dem Luci-
ferasegen aus Photinus pyralis als Reportergen, dem zirka 9 kB langen Bereich mit den
DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1, -2 und -3 (HSS-1 und -3 unverdndert, HSS-2
mutiert) und dem prokaryontischen Anteil mit dem Ampicillinresistenzgen zusammen.
Um detaillierte Erkenntnisse zu erhalten, erfolgten schrittweise Deletionen unterschied-
lich groBer Bereiche bis zur vollstindigen Entfernung von HSS-2 zwischen der Xhol-
und der Bglll-Spaltstelle, welche zusammen mit dem HSS-2-Bereich fluBabwiérts der
BgllI-Stelle bei allen Konstrukten erhalten blieben.

Zur Herstellung der Konstrukte (Abb. 14) wurde durch Spaltung mit den Restriktions-
endonukleasen Xhol und BglIl HSS-2 aus pPL-Imut5 deletiert und durch PCR-Frag-
mente ersetzt, die sich aus einer am 5’- bzw. 3’-Ende verkiirzten HSS-2-Sequenz zu-
sammensetzten (Abb. 15 und Abb. 16).

Die Fragmente enthielten am 5’-Ende eine Xhol- und am 3’-Ende eine BgllI-Spaltstelle,
was dadurch erreicht werden konnte, dal bei der PCR Oligonukleotide verwendet
wurden, deren Sequenzen (s. Anhang) an je einem Ende auch eine Xhol- bzw. BgllI-
Spaltstelle aufwiesen.

So diente der Primer HS2-10 mit seiner Xhol-Spaltstelle zusammen mit den Oligo-
nukleotiden HS2-17 bis -20, die Triger einer Bglll-Spaltstelle waren, zur Erzeugung
der 3’-Deletionskonstrukte (pPL-1mut5delHSS2-6, -7, -8, -9; Abb. 15). Die Herstellung
der 5’-Deletionskonstrukte (pPL-1mut5delHSS2-12, -13, -14, -15; Abb. 16) erfolgte
unter Verwendung von HS2-11 (Bglll-Spaltstelle) und HS2-13 bis -16, die eine Xhol-
Spalt-stelle enthielten.
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Abb. 14: Herstellung eines HSS-2-Deletionskonstrukts am Beispiel von pPL-1mut5delHSS2-8
Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das Lucife-
rasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit dem Exon 1 des Gens D1),
HSS-2 (mutiert durch Einfiihren einer BgllI-Spaltstelle) und HSS-3. In HSS-2 sind die wichtigsten Spalt- bzw. die
zweil NFKB-Bindungsstellen und die Primer HS2-10 und HS2-19 eingezeichnet. Der MalBstab ist in Bp angefiihrt.

Die Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung.

Zur Herstellung der Konstrukte wurde durch Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen Xhol und BglIl HSS-2
aus pPL-1mut5 deletiert und durch PCR-Fragmente ersetzt, die sich aus einer am 5’- bzw. 3’-Ende verkiirzten

HSS-2-Sequenz zusammensetzten.
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Abb. 15: 3°-HSS-2-Deletionskonstrukte (pPL-1mut5delHSS2-6, -7, -8 und -9)
und die zur Herstellung verwendeten Primer (fluBabwérts HS2-10;
fluBaufwirts HS2-17, -18, -19 und -20)

Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das
Luciferasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit dem Exon 1
des Gens D1), HSS-2 (mutiert durch Einfithren einer Bglll-Spaltstelle) und HSS-3. Es sind die
wichtigsten Spalt- bzw. in HSS-2 die zwei NFKB-Bindungsstellen und die verwendeten Primer einge-
zeichnet. Der Maf3stab ist in Bp angefiihrt. Die Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung.

Die Konstrukte pPL-1mut5delHSS2-6, -7, -8 und -9 unterscheiden sich von pPL-Imut5 durch die
zwischen der Xhol- und BgllI-Spaltstelle verbliecbene HSS-2-Region, die fiir jedes Konstrukt dargestellt
ist.
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Abb. 16: 5’-HSS-2-Deletionskonstrukte (pPL-1mut5delHSS2-12, -13, -14 und -15)
und die zur Herstellung verwendeten Primer (fluBaufwirts HS2-11;
fluBabwarts HS2-13, -14, -15 und -16)

Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das
Luciferasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit dem Exon 1
des Gens D1), HSS-2 (mutiert durch Einfithren einer Bglll-Spaltstelle) und HSS-3. Es sind die
wichtigsten Spalt- bzw. in HSS-2 die zwei NFkB-Bindungsstellen und die verwendeten Primer
eingezeichnet. Der Mal3stab ist in Bp angefiihrt. Die Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung.

Die Konstrukte pPL-1mut5delHSS2-12, -13, -14 und -15 unterscheiden sich von pPL-1mut5 durch die
zwischen der Xhol- und BgllI-Spaltstelle verbliebene HSS-2-Region, die fiir jedes Konstrukt dargestellt
ist.
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Um Fehler in der Polymerasekettenreaktion und damit in den Fragmentsequenzen zu
vermeiden, wurde die Pfu-DNA-Polymerase (Promega) verwendet, da diese eine Kor-
rekturlesefunktion besitzt. AuBlerdem wurde als Ausgangs-DNA nur 0,01 pg pPL-
Imut5 und eine maximale PCR-Zyklenzahl von 30 gewéhlt, um eine Plateauphase der
Polymerasekettenreaktion zu vermeiden.

Nach der Polymerasekettenreaktion wurden die erhaltenen Fragmente und der pPL-
Imut5 mit den Restriktionsendonukleasen Xhol und BglII gespalten, {iber ein Agarose-
gel elektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschten Spaltprodukte isoliert. Dann
erfolgte die Ligierung des durch Herausschneiden von HSS-2 linearisierten Vektors mit
je einem DNA-Fragment, was moglich war, weil die {iberhdngenden Enden der Xhol-
Spaltstellen und der BgllI-Spaltstellen kompatibel waren.

Allerdings bestand die Moglichkeit, daB die Fragmente nicht in gewiinschter Form,
sondern als Multimere eingebaut wurden. Um dies zu {iberpriifen und die gesuchten
Konstrukte auszuwéhlen, wurden die fertigen Plasmidkonstrukte mit den Restriktions-
endonukleasen BamHI und BglII (Abb. 9) gespalten und iiber Gelelektrophorese aufge-
trennt (Abb. 17).
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Abb. 17: Konstruktkontrolle mittels BamHI/BglII-Spaltung
Auf dem Agarosegel sind drei bzw. zwei Plasmidaufreinigungen der verwendeten Kon-
strukte dargestellt. Die Langen (in Bp) der Markerfragmente sind links angegeben.
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SchlieBlich kamen die gewlinschten Konstrukte fiir die Expressionsversuche mittels
Elektroporation der B-Zelllinien Daudi und MN60 und fiir die anschlieBende Aus-
wertung mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System von Promega zur Anwen-
dung.

In der Folge wurden die Ergebnisse nicht auf pPL-1mut5, sondern auf pPL-1 bezogen,
da beide Plasmide die gleiche Enzymaktivitdt aufwiesen (s. Kapitel 4.1.3.2)).

Bei Betrachtung der Resultate (Abb. 18) lassen sich keine gréeren Enzymaktivitits-
unterschiede zwischen den einzelnen Deletionskonstrukten als 30% feststellen. Das war
zu erwarten, da die komplett vorhandenen HSS-1 und -3 auch ohne die ausschlieBlich
synergistische Einwirkung von HSS-2 eine hohe Expressionsrate aufweisen.
Aktivititsunterschiede von bis zu 10% wurden aufler Acht gelassen, da sie den Rahmen
fiir experimentelle Schwankungen darstellen.

So zeigen die Versuchsdaten, da3 die schrittweise im 3’-Bereich von HSS-2 deletierten
Konstrukte, die die NFkB-4-Stelle noch tragen (pPL-1mut5delHSS2-6, -7, -8), im Ver-
gleich zu pPL-1 keinen Einfluf3 auf die Expression ausiiben. Erst pPL-1mut5delHSS2-9,
bei dem NFKB-4 fehlt, weist eine 25%ige Verringerung der Enzymaktivitét auf.

Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, da3 wichtige regulatorische Bereiche erst kurz
vor der NFKB-4-Bindungsstelle fluBabwirts auftreten.

Im Fall der 5’-Deletionskonstrukte pPL-1mut5delHSS2-13, -14 und -15 konnte ein
schrittweiser Abfall der Expressionswerte beobachtet werden. Je kiirzer die eingebauten
Fragmente waren, umso mehr fiel auch die Transkriptionsaktivitit ab. Diese Konstrukte
besalen keine NFKkB-4-Bindungsstelle, was sich negativ auf die Expressionsrate aus-
wirkte. Thre auf pPL-1 bezogene Aktivitit reduzierte sich auf 85%, 84% bzw. 66%. Im
Vergleich dazu wies auch der pPL-1mut5delHSS2, dem HSS-2 vollstindig fehlte, eine
Aktivitdtsminderung um 31% auf. Eine Ausnahme bildete pPL-1mut5delHSS2-12, bei
dem der Wert 15% iiber der pPL-1-Aktivitdt lag.

Diese Resultate bestétigten die Folgerungen aus den Versuchen mit den 3’-Deletionen.
Auch hier hat es den Anschein, als wiren die fiir die Transkriptionskontrolle
essentiellen Regionen um die NFKB-4-Stelle lokalisiert.

Die Expressionsdaten aller Deletionskonstrukte demonstrierten, dafl vor allem die 5°-
Region der HSS-2 eine wichtige Rolle zur Ausiibung des synergistischen Einflusses auf

HSS-3 spielt.
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Abb. 18: Zusammenfassung der Expressionsergebnisse der 5’- bzw. 3’-HSS-2-Deletionskonstrukte
anhand der Mittelwerte der relativen Luciferaseaktivititen (+ Standardabweichung)
(s. vorhergehende Seite)
Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das
Luciferasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit dem Exon 1
des Gens D1) und HSS-3. Zur Eingrenzung der Lage von HSS-2 sind die Spaltstellen Xhol (X) und Xbal
(X*) angegeben. Es sind die wichtigsten Spaltstellen eingezeichnet. Der Maf3stab ist in Bp angefiihrt.
Zur Verdeutlichung wurden neben dem Balkendiagramm, das die Enzymaktivitit in relativen Lichtein-
heiten (Mittelwert £Standardabweichung) bezogen auf pPL-1 wiedergibt, die Strukturen des verdnderten
HSS-2-Bereichs der einzelnen Konstrukte schematisch dargestellt, wobei die Spaltstellen durch Striche,
die NFKB-Bindungsstellen durch schwarze Pfeile und die mutierte Stelle (mut) gekennzeichnet sind.

4.1.3.2 Mutationen in HSS-2

pPL-1 (Abb. 9) enthélt sieben mogliche NFKB-Bindungsstellen, die alle von G. Com-
briato durch Einfiigen einer BgllI-Spaltstelle mutiert wurden (Combriato und Klobeck,
2002).

Um den EinfluB der beiden in HSS-2 enthaltenen NFkB-Bindungsstellen auf die
Transkription zu untersuchen und die Ergebnisse der vorhergehenden Versuche besser
interpretieren zu kdnnen, wurden zwei Plasmide, ndmlich pPL-1mut5 und pPL-1mut4,5,
ausgewdhlt (Abb. 19).

Bei diesen erfolgte der Nukleotidaustausch und damit die gleichzeitige Einfiihrung einer
BgllI-Spaltstelle, um das Gelingen der Mutation besser iiberpriifen zu kdnnen, in der
NFkB-5- bzw. NFKB-4- und -5-Bindungsstelle.

Vor dem Einsatz fiir die Transfektionsversuche wurden die beiden Plasmide zur Kon-
trolle noch mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und BglII gespalten und iiber ein
Agarosegel aufgetrennt (Abb. 20).

Die Ergebnisse aus den Experimenten sind in Abbildung 21 dargestellt. Als
Bezugspunkt fiir die Enzymaktivititswerte diente pPL-1.

Beide getesteten Mutationskonstrukte zeigten keine Aktivitditsminderung gegeniiber
dem Ausgangsplasmid, da Aktivitidtsunterschiede von 10% als Folge experimenteller

Schwankungen betrachtet wurden.
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Abb. 19: Konstrukte mit Mutationen in HSS-2
(s. vorhergehende Seite)

Die Restriktionskarten von pPL-1mut4,5 und pPL-1mut5 zeigen in Form von Balken (abgesehen von ori)
den V,-Promotor, das Luciferasegen aus Photinus pyralis, die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1
(mit dem Exon 1 des Gens D1), HSS-2 (mutiert durch Einfithren von zwei bzw. einer Bglll-Spaltstelle),
HSS-3, Elemente prokaryontischen Ursprungs, wie ori (Replikationsursprung) und Amp'
(Ampicillinresistenzgen) sowie das Phagenelement f1 ori. Der gesamte Bereich zwischen HindIII (HSS-
1) und Sall entspricht der genomischen Situation. Die Pfeile beschreiben die Transkriptionsrichtung. Der
MafBstab bzw. die Positionen sind in Bp angefiihrt.
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Abb. 20: Konstruktkontrolle mittels BamHI/BglII-Spaltung
Auf dem Agarosegel sind vier bzw. zwei verschiedene Plasmidaufreinigungen dargestellt. Die Ver-
wendung mehrerer Praparationen fiir die Elektroporationen war ndtig, um Verféalschungen der Ex-
pressionsdaten aufgrund eventueller Transfektionseffizienzunterschiede durch verschiedene DNA-
Konformationen zu vermeiden. Die Pfeile markieren die wichtigen Fragmente. Die Léngen (in Bp) der
Markerfragmente sind rechts angegeben.

4.1.3.3 Deletionen fluflaufwiirts von HSS-2

Die bisher beschriebenen Versuche konzentrierten sich alle auf die funktionelle Charak-
terisierung von HSS-2 durch Deletionen bzw. Mutationen innerhalb dieses Bereichs.
Nun erfolgte eine Untersuchung, wie stark sich die Transkription verdndert, wenn den
Deletionskonstrukten die ebenfalls auf HSS-3 synergistisch wirkende Region HSS-1
fehlt.
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Abb. 21: Zusammenfassung der Expressionsergebnisse der Konstrukte mit Mutationen in
HSS-2 anhand der Mittelwerte der relativen Luciferaseaktivititen (+ Standardabweichung)

Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das
Luciferasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (mit dem Exon 1
des Gens D1) und HSS-3. Es sind die wichtigsten Spaltstellen eingezeichnet. Der Maf3stab ist in Bp
angefiihrt.

Zur Verdeutlichung wurden neben dem Balkendiagramm, das die Enzymaktivitdt in relativen Lichtein-
heiten (Mittelwert +Standardabweichung) bezogen auf pPL-1 wiedergibt, die Strukturen des verdnderten
HSS-2-Bereichs der einzelnen Konstrukte dargestellt, wobei die unmutierten und die durch Einfiihren
von einer bzw. zwei BgllI-Spaltstellen mutierten NFKB-Bindungsstellen angegeben sind.
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AuBlerdem wurden Experimente durchgefiihrt, die den EinfluB3 des Bereichs zwischen
HSS-1 und HSS-2 bestimmen sollten. Der Abstand zwischen diesen beiden
synergistisch auf den HSS-3-Enhancer wirkenden hypersensitiven Regionen betrigt 3,3
kB (Asen-bauer, 1996), was die Frage aufwirft, welche Funktionen dieser relativ grofle
Abstand ausiibt. DaBl die rdumliche Anordnung eine gewisse Bedeutung fiir die
Transkriptions-regulation haben konnte, wire vorstellbar, da der Promotor mit den
hypersensitiven Regionen HSS-1, -2 und -3 wechselwirkt. Ein Ergebnis, das keinen
Einflul des dazwischen liegenden Bereichs bestitigen wiirde, lieBe das weitere
Arbeiten mit kiirzeren Konstrukten zu, womit eine erhebliche Erleichterung in der
Herstellung der Konstrukte erzielt werden konnte.

Zur Herstellung der HSS-1- und -2-Deletionskonstrukte pPL-1mut5delHSS1delHSS2-9,
-15 und pPL-1mut5delHSS-1,2 (Abb. 22) dienten pPL-1mut5delHSS2-9, -15 bzw. pPL-
Imut5delHSS2. In diesen Plasmiden wurden die gesamte HSS-1-Region und der
Bereich zwischen HSS-1 und -2 durch Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen
Mlul und Xhol deletiert, mit Hilfe einer Polymerase glatte Enden hergestellt und die
Konstrukte anschlielend ligiert.

Um den EinfluB von HSS-1 auf HSS-2 und -3 und den Einflu8 des Bereichs zwischen
HSS-1 und -2 auf die Expression zu untersuchen, wurden Konstrukte ausgehend von
pPL-1 und pPL-1mut5 gewihlt. Beiden wurden sowohl HSS-1 als auch die komplette
Region zwischen HSS-1 und -2 mit Hilfe von Mlul und Xhol herausgeschnitten, wo-
durch die Konstrukte pPL-1delHSS1-1 (Abb. 23) und pPL-1mut5delHSS1-1 (Abb. 22)
entstanden. Auch erfolgte in pPL-1 und pPL-1mut5 eine Deletion von HSS-1 und einem
geringen Teil fluBaufwiarts zwischen HSS-1 und -2 durch Spaltung mit Mlul und
BamHI. Daraus gingen die Plasmide pPL-1delHSS1-2 (Abb. 23) und pPL-
Imut5delHSS1-2 (Abb. 22) hervor.

Abb. 22: Konstrukte mit Deletionen fluBaufwarts von HSS-2 von pPL-1mut5 ausgehend
(s. néchste Seite)
Die Restriktionskarten zeigen in Form von Balken den V,-Promotor, das Luciferasegen aus Photinus
pyralis, die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (nur im Ausgangskonstrukt pPL-1mut5 vorhanden;
mit dem Exon 1 des Gens D1), HSS-2 (mutiert durch Einfiihren einer BgllI-Spaltstelle und in einigen
Konstrukten teildeletiert) und HSS-3. Der Mafstab ist in Bp angefiihrt. Es sind die wichtigsten Spalt-
bzw., wo vorhanden, die NFKB-Bindungsstellen eingezeichnet.
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Abb. 23: Konstrukte mit Deletionen fluBaufwirts von HSS-2 von pPL-1 ausgehend
(s. vorhergehende Seite)
Die Restriktionskarten zeigen in Form von Balken den V,-Promotor, das Luciferasegen aus Photinus
pyralis, die DNase I-hypersensitiven Regionen HSS-1 (nur im Ausgangskonstrukt pPL-1 vorhanden; mit
dem Exon 1 des Gens D1), HSS-2 und HSS-3. Der Mafstab ist in Bp angefiihrt. Es sind die wichtigsten
Spalt- bzw., wo vorhanden, die NFkB-Bindungsstellen eingezeichnet.

Kontrolliert wurden die Konstrukte durch Spaltung mit HindIII (pPL-1delHSS1-1, -2),
mit HindIII und BglII (pPL-1mut5delHSS1delHSS2-9, -15, pPL-1mut5delHSS1-1, -2,
-1,2) bzw. HindIIl und Sall (pGL3AModHSS3) und durch anschlieBende gelelektro-
phoretische Auftrennung (Abb. 24).

PPL-TMut5delHSST-1
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Abb. 24: Konstruktkontrolle mittels Spaltung mit HindIII (pPL-1delHSS1-1, -2), mit HindIII und
Bglll (pPL-1mut5delHSS1delHSS2-9, -15, pPL-1mutSdelHSS1-1, -2, -1,2)
bzw. HindIII und Sall (pGL3AModHSS3)
Auf dem Agarosegel sind zum Teil verschiedene Plasmidaufreinigungen dargestellt. Die Léngen (in Bp)
der Markerfragmente sind links angegeben.

Die Expressionswerte wurden auch hier auf die des pPL-1 bezogen (Abb. 25).

Die Auswertung der Transfektionsdaten zeigt, dal das Vergleichskonstrukt pGL3-
AModHSS3 nur 24% der Aktivitit von pPL-1 erreichte. Im Vergleich dazu wiesen pPL-
Imut5delHSS1delHSS2-9 und -15 eine Expressionsaktivitit von zirka 40% auf, was
auch der von pPL-1mut5delHSS-1,2 entsprach.
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Abb. 25: Zusammenfassung der Expressionsergebnisse der Konstrukte mit Deletionen fluBaufwirts
von HSS-2 anhand der Mittelwerte der relativen Luciferaseaktivititen (+ Standardabweichung)
(s. vorhergehende Seite)

Die schematische Darstellung zeigt in Form von Balken den B-zellspezifischen Promotor V,III.1, das
Luciferasegen aus Photinus pyralis und die DNase I-hypersensitive Region HSS-3. Es sind die
wichtigsten Spaltstellen sowie die NFKB-Bindungsstellen eingezeichnet. Der MaBstab ist in Bp ange-
fithrt.

Zur Verdeutlichung wurden neben dem Balkendiagramm, das die Enzymaktivitét in relativen Lichtein-
heiten (Mittelwert +Standardabweichung) bezogen auf pPL-1 wiedergibt, die Strukturen des verdnderten
HSS-1- und -2-Bereichs der einzelnen Konstrukte schematisch dargestellt, wobei im Fall der Deletions-
konstrukte die Spaltstellen durch Striche, die NFKB-Bindungsstellen durch schwarze Pfeile, die Spalt-
stellen Xhol bzw. Xbal durch X bzw. X* und die mutierte Stelle (mut) gekennzeichnet sind. Zum
besseren Verstidndnis sind bei pPL-1 HSS-1 (mit Exon 1 des Gens DI1) und -2 als Balken sowie die
wichtigsten Spaltstellen und die NFKB-Bindungsstellen dargestellt. Fiir pPGL3AModHSS3 ist das gesamte
Konstrukt bis HSS-3 wiedergegeben.

AuBerdem nahmen die Aktivitdten von pPL-1mut5delHSS-1,2, bei dem HSS-1 und -2
komplett fehlten, von pPL-Imut5delHSS1delHSS2-9 und -15, bei denen HSS-1 ganz
und HSS-2 zum Grofteil, einschlieBlich der NFKkB-4-Stelle, deletiert wurden, im Ver-
gleich zu pPL-1 um etwa 60% ab, was die Wichtigkeit von HSS-1 und -2 fiir die En-
hanceraktivitdt von HSS-3 verdeutlicht.

SchlieBlich wurde auch der EinfluB von HSS-1 auf HSS-2 und -3 und der Einflu} des
Bereichs zwischen HSS-1 und -2 bei Anwesenheit von HSS-2 und -3 auf die Expression
untersucht. Bezogen auf pPL-1 kam es bei pPL-1delHSS1-1 bzw. pPL-1mut5delHSS1-
1, deren HSS-2 direkt an das Luciferasegen grenzte, zu einer Aktivitdtsminderung von
24% bzw. 46% und bei pPL-1delHSS1-2 bzw. pPL-1mut5delHSS1-2, deren HSS-2 sich
im Abstand von zirka 2 kB zum Luciferasegen befand, von etwa 10% bzw. 40%.
Sowohl die von pPL-1 als auch von pPL-Imut5 abstammenden Konstrukte ohne
Abstand zum Luciferasegen wiesen je eine 10%ige Abnahme der Aktivitit gegeniiber
dem entsprechenden Konstrukt mit Abstand auf.

Vergleicht man nun die Expressionsdaten der beiden von pPL-1 ausgehenden Plasmide
(pPL-1delHSS1-1, -2) mit denen der von pPL-Imut5 stammenden Plasmide (pPL-
Imut5delHSS1-1, -2), so fillt auf, da} der jeweils entsprechende Wert sich um zirka
30% unterscheidet. Das heif3t, die Konstrukte, bei denen in der NFKB-5-Bindungsstelle
eine Mutation vorgenommen wurde (pPL-1mut5delHSS1-1, -2) und dadurch diese
Stelle als Erkennungssequenz fiir NFKB verloren ging, zeigen eine geringere
Transkriptionsaktivitit. Eine Erklarung dafiir wére, dal pPL-1delHSS1-1 und -2 eine
NFkB-Stelle mehr als pPL-1mut5delHSS1-1 und -2 besitzen und dadurch der Verlust
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von HSS-1 und damit auch einer NFKB-Bindungssequenz besser kompensiert werden
kann.

Interessant ist es auch, die Werte von pPL-1mut5delHSS1-1 und -2, denen HSS-1 fehlt,
mit denen von pPL-1mut5delHSS-1,2, aus dem HSS-1 und -2 deletiert wurden, zu ver-
gleichen. Hier erkennt man deutlich den transkriptionssteigernden Einflul von HSS-2.
Fehlen nidmlich die beiden synergistisch wirkenden, hypersensitiven Regionen HSS-1
und -2, sinkt die Expressionsrate auf zirka 40% (bezogen auf pPL-1). Ist allerdings
HSS-2 komplett vorhanden, fallt die Aktivitit nur auf etwa 50% bzw. 60% ab.
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4.2 In-vivo-Footprinting

Ausgehend von den Resultaten der transienten Transfektionen, die erste Hinweise auf
wichtige Bereiche in HSS-2 lieferten, wurde nun mit Hilfe der In-vivo-Footprinting-
Methode versucht, die fiir die Funktion von HSS-2 wichtigen, mit Proteinen inter-
agierenden Sequenzbereiche genauer zu definieren.

Die Versuche erfolgten mit B- und Nicht-B-Zellen. So konnten durch Vergleiche
mogliche Proteinbindungsstellen leichter identifiziert werden, da HSS-2 ausschlieBlich
in B-Lymphozyten vorkommt.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, daf in intakten Zellen gebundene Transkrip-
tionsfaktoren die Guanosine ihrer Bindungssequenzen vor Methylierung mit DMS
schiitzen und damit die isolierte DNA an diesen Positionen mit Piperidin nicht gespalten
werden kann. Mit der DNA assoziierte Histone konnen eine Methylierung nicht ver-
hindern.

Durch Methylierung und anschlieende Piperidinbehandlung entstehen viele Fragmente
unterschiedlicher Lange. Da diese in sehr kleinen Mengen vorliegen, wird ein Nachweis
erst durch die PCR-Technik ermoglicht. Hierzu eignet sich besonders die Methode der
LMPCR, da sie durch eine hohe Sensitivitdt charakterisiert ist. Bei der LMPCR (s. Kap.
3.3.2) entsteht durch eine Auffiillreaktion mit Hilfe eines Primers ein DNA-Doppel-
strang, bei dem an ein Ende ein Oligonukleotidadapter (TAG-Doppelstrangadapter)
ligiert wird. Zur Amplifizierung bindet an dieses Doppelstrangende ein adapter-
spezifischer Primer und an das andere Ende ein HSS-2-sequenzspezifischer Primer.

Um die Fragmente analysieren zu konnen, erfolgt eine einseitige Strangauffiillreaktion
mit einem radioaktiv markierten Primer.

Eine anschlieBende Auftrennung der markierten Fragmente iiber ein Gel dient zur Sicht-
barmachung von Sequenzbereichen, die durch Proteinbindungen vor Methylierung
geschiitzte G-Reste enthalten. In der Nachbarschaft solcher Bereiche besteht die
Moglichkeit, da3 auch eine Verstarkung der Methylierung auftritt. Proteinbindende Se-
quenzabschnitte, die nur aus A- und T-Nukleotiden bestehen und daher auch selten vor-
kommen, konnen mit dieser Methode nicht untersucht werden.

Die Spezifitit der LMPCR 148t sich damit erkldren, dal immer ein Satz aus drei

Primern, die der Sequenz nach unmittelbar aufeinander folgen oder sich sogar



Ergebnisse 64

iiberschneiden, verwendet wird. Dies verhindert die Bildung von Artefakten, die durch
Anlagern der Oligonukleotide an nicht gewiinschte Positionen entstehen konnen. In so
einem Fall ist es dem fiir die darauffolgende Polymerasekettenreaktion verwendeten

Primer nicht mdglich, an die DNA zu binden und diese zu amplifizieren.

4.2.1 Einfliisse auf den Erfolg der LMPCR

Da die LMPCR {iber mehrere Schritte erfolgt, ist die Anzahl an variierbaren Parametern
besonders grofl. So beeinflussen die Bestandteile eines PCR-Ansatzes (Konzentration,
Reinheit, Wahl der DNA-Polymerase und der Primer), die PCR-Bedingungen (Tempe-
ratur, Zeit, Zyklenzahl) und die verwendete PCR-Apparatur den Erfolg der Reaktionen
(Innis et al., 1990; McPherson et al., 1995).

In der Arbeitsgruppe wurde laufend versucht, die Methode weiter auszuarbeiten und die

Parameter zu optimieren.

4.2.1.1 Auswahl der DNA-Polymerasen

Die Wahl einer geeigneten DNA-Polymerase spielt eine wichtige Rolle fiir das
Gelingen der LMPCR und erfolgt unter Beachtung der jeweiligen Reaktionsziele.
Im ersten Schritt der LMPCR werden die durch Piperidinspaltung erhaltenen DNA-
Fragmente denaturiert und ihre Einzelstringe durch eine PCR mit Hilfe einer
Polymerase und eines geeigneten Oligonukleotids aufgefiillt. Hier ist das Ziel, glatte
Enden fiir die anschlieBende Adapterligierung zu erhalten. Dazu wire die Verwendung
der Klenow-DNA-Polymerase moglich. Thr Temperaturoptimum liegt allerdings bei
37°C, wodurch dann die Gefahr besteht, daf} relativ viele Artefakte durch falsches
Anlagern der Oligonukleotide produziert werden.
Eine weitere Moglichkeit stellt die Verwendung von Taq-DNA-Polymerase dar. Die
Wahrscheinlichkeit der Artefaktentstehung ist bei dieser wesentlich geringer, da durch
thr Temperaturoptimum bei 72°C eine hohere Primeranlagerungstemperatur gewdéhlt
werden kann. Jedoch neigt sie dazu, an das 3’-Ende des hergestellten Doppelstrangs
Basen anzuhingen, die, um glatte Enden zu erhalten, nach der
Polymerasekettenreaktion enzyma-tisch abgetrennt werden miillten. Einfacher ist es
aber, die glatten Enden bereits wahrend der Auffiillreaktion zu produzieren.

Als ideal erwies sich schlielich die Verwendung der Pfu-DNA-Polymerase (Cline et al.,

1996). Sie stammt aus Pyrococcus furiosus, ist thermostabil, was die Artefaktbildung
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wesentlich herabsetzt, und hat die Fiahigkeit zum Korrekturlesen, was durch eine 3°-5’-
Exonukleaseaktivitit erzielt wird. Im Vergleich zu anderen thermostabilen Polymerasen
zeichnet sie sich durch eine sehr geringe Fehlerrate beim Ablesen der DNA und durch
ihre fehlende terminale Desoxynukleotidyltransferaseaktivitit aus. Das ermdglicht der
Pfu-DNA-Polymerase, glatte Enden herzustellen, die fiir die T4-DNA-Ligase zur Li-
gierung des Adapters an den DNA-Doppelstrang nétig sind.

Im nédchsten Schritt der LMPCR sollen die DNA-Fragmente amplifiziert werden. Da die
Gefahr der Artefaktbildung durch Vorliegen vieler Einzelstridnge aus der ersten Reaktion
grof} ist, wurde die AmpliTaqgGold-DNA-Polymerase verwendet (Bost et al., 1997). Der
Vorteil ihrer Verwendung gegeniiber der Tag-Polymerase liegt in der Inaktivitdt bei
niedrigen Temperaturen, wodurch die Reaktionsansidtze bei Raumtemperatur pipettiert
werden konnen und sich die Entstehung von Artefakten unterbinden 1d6t, da sich Oligo-
nukleotide vor allem bei niedrigen Temperaturen unspezifisch anlagern.

Um zu untersuchen, ob mit Hilfe der AmpliTaqGold- oder der Taqg-DNA-Polymerase
bessere LMPCR-Ergebnisse erzielt werden kénnen, wurde ein Versuch durchgefiihrt, in
dem bei gleichen Bedingungen nur die Polymerasen variiert wurden. Fiir die Strangauf-
fiillreaktion wurde immer die Pfu-Polymerase verwendet. Der Amplifizierungsschritt und
die radioaktive Markierung fanden unter Zuhilfenahme entweder der AmpliTaqGold-
oder der Tag-DNA-Polymerase mit je 10, 15 und 20 Zyklen statt. Das Autoradiogramm
(Abb. 26) zeigt, daBB die Verwendung beider Polymerasen zu keiner Artefaktbildung
fiihrt. Durch den Gebrauch von drei auf der Sequenz hintereinanderliegenden Oligo-
nukleotiden konnen unspezifische Anlagerungen verhindert werden, da eventuell ent-
standene Artefakte aus dem Amplifizierungsschritt durch das dritte Oligonukleotid bei
der radioaktiven Markierung nicht mehr generiert werden. Allerdings 148t sich aus den
Versuchsergebnissen erkennen, dal mit der AmpliTaqGold-DNA-Polymerase eine
groflere spezifische Menge erhalten werden kann, da bereits die Amplifizierung spezi-
fischer ablduft. Um die AmpliTaqGold-Polymerase fiir die PCR vollstindig zu aktivieren,
ist es notig, sie zwolf Minuten lang einer Temperatur von 94°C auszusetzen. Auch fiir die
anschlieende radioaktive Markierung der amplifizierten Fragmente erwies sich die

AmpliTaqGold-DNA-Polymerase als geeignet.
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Abb. 26: Vergleich der PCR-Effizienz bei Verwendung der AmpliTaqGold- bzw. Taq-DNA-Polymerase
anhand einer In-vivo-Footprintanalyse von HSS-3 mit den Oligonukleotiden HS3-35, -36 und -37*
(Combriato und Klobeck, 2002)

Das Autoradiogramm zeigt die Ergebnisse flir verschiedene Zelllinien bzw. Reaktionsbedingungen
(Zyklen), wobei die einzelnen Bahnen entsprechend beschriftet sind (AF=Plazenta-DNA AF). Die
bessere Ausbeute bei Verwendung von AmpliTaqGold-DNA-Polymerase ist im linken Teil des Bildes zu
sehen. Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Fiir die Strangauffiillreaktion wurde die
Pfu-Polymerase verwendet. Der Amplifizierungsschritt und die radioaktive Markierung fanden unter
Zuhilfenahme entweder der AmpliTaqGold- oder der Taqg-DNA-Polymerase mit je 10, 15 und 20 Zyklen

statt. Die verwendeten Anlagerungstemperaturen sind im Anhang aufgelistet.
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4.2.1.2 PCR-Parameter

Das Gelingen der LMPCR héngt auch vom verwendeten PCR-System und dessen Ein-
stellungen beziiglich Temperaturen, Zeiten und Zyklenzahl ab.

Fiir alle Versuche wurde das GeneAmp-PCR-System von Applied Biosystems ver-
wendet, das tiber eine Deckelheizung verfiigt und damit das Verdampfen eines Teils des
Reaktionsansatzes unterbindet. Durch den Wasserverlust wiirde es zu Anderungen der
Salzkonzentrationen kommen und dadurch die Polymerasekettenreaktion negativ beein-
flussen. Der Gebrauch von diinnwandigen PCR-Reaktionsgefdlen dient der
Optimierung des Systems, da diese einen raschen Temperaturausgleich gewéhrleisten
und somit kiirzere Reaktionszeiten moglich sind.

Einen wichtigen Parameter stellt auch die Denaturierungszeit dar. Sie sollte nicht zu
lange gewihlt werden, da es sonst zu einer Inaktivierung der DNA-Polymerase und zur
Beeintrachtigung der DNA-Qualitét fiihrt. Weiters spielen die Anlagerungstemperaturen
der Primer eine wichtige Rolle. Es ist giinstig, wenn sie zwischen 55°C und 70°C
liegen, da bei zu niedrigen Temperaturen die Gefahr der Artefaktbildung durch falsches
An-lagern der Oligonukleotide steigt und eine hohere Temperatur als die Kettenver-
langerungstemperatur (72°C) keinerlei Vorteil bringt. AuBlerdem sollte im Ampli-
fizierungsschritt der LMPCR die Anlagerungstemperatur des Primers-2 so gewdhlt
werden, daB3 sie in etwa der des TAG-Oligonukleotids entspricht. Auch die Ex-
tensionszeit ist variabel und muB je nach Lange der gewiinschten DNA-Fragmente und
nach der Synthesegeschwindigkeit der verwendeten Polymerasen bestimmt werden. Als
Richtlinie dafiir gilt, da ein DNA-Abschnitt um zirka 1000 Basen pro Minute
verldngert werden kann.

Dariiber hinaus beeinfluBit die Zyklenzahl den Erfolg der LMPCR, wobei 25 bis 30
Zyklen bevorzugt verwendet werden. Liegt die Anzahl hoher, erreicht die Reaktion eine
Plateauphase, in der die Verfiigbarkeit von Nukleotiden und auch der DNA-Polymerase
begrenzt ist und somit kiirzere Fragmente angereichert werden. Dadurch werden
mogliche Unterschiede verwischt und mehr Artefakte gebildet. Werden allerdings
weniger Zyklen gewéhlt, kann die Menge des PCR-Produkts zu gering sein. Daher muf3
ein Kompromifl gefunden werden, der bei moglichst geringer Zyklenzahl eine

zufriedenstellende Ausbeute gewahrleistet.
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4.2.2 Optimierung der LMPCR-Methode

Die meisten der im vorhergehenden Kapitel geschilderten Parameter fiir die LMPCR
konnten vor den Versuchen theoretisch bestimmt werden. Die Festlegung der
ungefdhren Anlagerungstemperaturen der Primer war iiber eine Faustregel (s. Kap.
3.1.5) moglich, die optimale Bestimmung konnte allerdings nur experimentell erfolgen.
Die Oligonukleotide (Abb. 27 und Anhang) wurden so ausgewihlt, daB3 ihre Sequenzen
zirka 20 Basen lang waren und deren Gehalt an Guanosinen und Cytosinen etwa 50%
betrug. AuBBerdem sollten die Primerenden von Adenosinen oder Thymidinen flankiert
und die G- und C-Reste gleichméBig iiber die Sequenz verteilt sein.

Um die optimalen Anlagerungstemperaturen und die Spezifitit der Oligonukleotide zu
ermitteln und dadurch den Erfolg der LMPCR zu gewihrleisten, wurden Test-PCRs bei
unterschiedlichen Anlagerungstemperaturen durchgefiihrt.

Die Versuche erfolgten mit Hilfe des GeneAmp-PCR-Systems von Applied Biosystems
nach der LMPCR-Methode, mit den Ausnahmen, da3 als Matrize das Plasmid pPL-1
(Abb. 9), das die zu untersuchende Region mit HSS-2 enthielt, diente und daB} auf die
radioaktive Markierung von Oligonukleotiden verzichtet wurde. In diesen In-vitro-Tests
wurde der Ablauf der LMPCR simuliert, mit den Vorteilen, daf} die Primer zusammen
mit dem TAG-Oligonukleotid getestet werden konnten und keine radioaktive Markie-
rung ndtig war. So konnte die optimale Anlagerungstemperatur des Primers festgestellt
und gleichzeitig auf die des TAG-Oligonukleotids abgestimmt werden.

Zuerst wurde pPL-1 mit der Restriktionsendonuklease Xbal bzw. Xhol gespalten, wobei
die Xbal-Spaltstelle das 3’-Ende und die Xhol-Spaltstelle das 5’-Ende des zu unter-
suchenden HSS-2-Bereichs darstellen.

Anschlielend erfolgte eine Strangauffiillreaktion nach dem LMPCR-Protokoll bei einer
Anlagerungstemperatur von 60°C. Dazu wurden die Spaltprodukte des pPL-1 und die
Oligonukleotide HS2-10 bzw. HS2-42, deren komplementédre Sequenzen am 5°- bzw.
3’-Ende von HSS-2 liegen, verwendet. Es gingen Fragmente hervor, die den Bereich
der gesamten HSS-2-Stelle umfassen.

Dann wurde der TAG-Doppelstrangadapter an die durch Strangauffiillung entstandenen

Fragmente ligiert.
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HS2-10
XNo | > HS2-21 .,  Hso4

—> Hozs4
CTGGAGT TAGT GECT CGAGCT CAGCCT CAGT TTCCCCT CTGT GCAGCT GGGT TGATAATAAT GGAAACT GACT CTCT GGGT GEEGEGAGEGACAATCAGA
GACCTCAATCACCGAGCT GGAGT CGGAGT CAAAGGGGAGACACGT CGACCCAACT AT TATTACCT TT GACT GAGAGACCCACCCCOCCTCCCTGI TAGT CT

HS2-23
HS2-22 »HS52-24 »
TGGAAAATAGATGTTTTGTTTGT CTCTGOOGT TGGI TGTTTTCATCCT TGGEGCT GT TCCAGCCCCAGACAGOCT CAGGCCAGCCCOCTGOCCATGCTGEG
ACCTTTTAT CTACAAAACAAACAGAGACCECAACCAACAAAAGT AGGAACCCGACAAGGT CEGEGT CTGTOEGAGT COGGT CBEEEGACGEETACGACCC

HS2-63 o HS2:62 < HS2-61

Hs2-25 ;- H52:26 > HS2-27 ,
CTCCCCACOGECCCT GGAACCCT CACCCCAGT GCAGCT GGCCT GGT GAAACCAAGAGT GCCT GAGGCCCGAAATAGCT GGGAAACCCCACCAAGCCTCAG
GAGGEGEGT GBCCEEGEACCT TGGECAGT GEEGET! CAOGTCGQOCGBACO;\CTI’TGGT TCTCACGGACTCCGGEECTTTATCGACCCT TTGEGEGT GGT TCGGAGTC

« HS2-60 HS2-59 < HS2-58

HS2-28 HS2-29 > HS2-30 .
CCCTGECAGCAGGTGCCTCCT TCTCCCCAGEGT GEGAGECAGEEEEECCGATTCAGT TTCCAAACGCT TCCACCAGCCCACGCT GCLAGAATGGTCCTGTGTCC
GEGEACCGT CGT CCACCEAGGAAGAGEEGET CCCACCCT CCGT CCOCOCGCTAAGT CAAAGGT TTCCAAGGT GGTCGEGT CGACCT CTTACCAGGACACAGG

HS2-57 H$2-56 < HS2-55

HS2-32
HS2-31 > > HS2-33
COGCACCAAGACACCCAAGOCCCGT GOCCAGGCT TGAGT TAGACAGGGT CTGGAGAT CAT GGTCAAT CAAT GATCAGAAGT AGCACCTTCTGCTCCAGAA
GGCGT GGTTCT GT GEGT TCEEEECACGEET COGAACT CAATCTGT COCAGACCT CTAGTACCAGT TAGT TACTAGT CTTCATCGT GGAAGACGAGGTCTT

HSO-54 HS2-53 < HS2-52

Hs2-34 H52-35 > HS2:36
GCTTCTATTCATGCAGSCCCTACCCCCT CCTCACAGCTCCCCAGGAACCGT TCTAAAT GOCAGGT TCAGAGCT GT GCCCAAT TGGEGEECACAGCCAGAC
CGAAGATAAGT ACGT COGEGAT CEEGEEAGEAGT GTCGAGEEGT CCT TGECAAGAT TTACGGT CCAAGT CTCGACACGEGT TAACCCCOCGT GTCEGTCTG

HS2-51 HS2-50" HS2-49

HS2-37 _H52-38 > HS239
ACTTGGAGCTCAGAGEEECCT GEEGT GEECAGEGECT GGOCAGAGCT GGACAT GGGACCCT GCTGAT CACACT CCACCTGOCGCCCOCAGGT CTTGGACCC
TGAACCTCGAGT CTCCCOGGACCCCACCCGT CCCGACOGGT CTCGACCT GTACCCT GGCACGACT AGT GT GAGGT GGACGECEEEEGT CCAGAACCTGEG

<

HS2-48 H$2-47 HS2-46

TTCAAGGCAGCTGEGEOCAAGT AAGEGEGATGEGAAGGGAAACAACGAACCCT TCCAAGAGCT TCOCT GEGAGCCCAGAGOCT GAGGCAGT AACGAACGCTCCT
AAGTTCCCTCGACCCGGTTCATTCCCCTACCCT TCCCTTTGT TCTTGEGAAGGT TCTCGAAGEGACCCT CGEGTCTCGGACTCCGTCATTGCT TCGAGGA

GGAAGCACAGCTGOCAAGAGEACT TCCEEEETCOCT ACCCAGT GEECAGGACCT CAGACT GGTCAGT CACT TATTTGTGTGTCTGTCCATCCATATATCT
CCTTCGTGTCGACGGT TCT CCTGAAGGCCCCAGEGATGGEGT CACCOGT CCTGGAGT CTGACCAGT CAGT GAATAAACACACAGACAGGTAGGTATATAGA

“ HS2-6 ) HS2-45 * HS2-44

GAACAT GCACACACACACACACGCACACACACACACACACT CATCCT TCCACAAGCCCCGAGEOCT GECCT GTGCAGEECTCT TGACACAT GGT GTCCCA
CTTGTACGTGTGTGTGTGT GTGCGTGT GTGT GTGTGTGT GAGT AGGAAGGT GTTCEGEEECT CCGGACCEGACACGT COCGAGAACT GTGTACCACAGSGT

HS2-1
HS2-40 > > HS2-41
GGCAAGGCAGGACT GOCOCAGOCCACCOCCAGGT GAGACCT GGAGT GTGCCT TCTCAT GEGAGGAGGEGEECT GTGEOCT TGEEGT GCCCCATTCCCTGTC
CCGTTCCGT CCTGACGEEGT CEEGT GEEGEGT CCACT CTGGACCT CACACGCGAAGAGTACCCT CCTCCCCCGACACCGGAACCCCACGEEGT AAGGGACAG

Xba |
CAGTCTTCCCCAT GCTGEETCTAGAT GCT GAGGT CAAAGAGAGGT TGACAGGT GT GAGGAACAGGECCACT GTGGT GAGECT TAATGCCCCCTGTCCGATG

GT CAGAAGGGEGTACGACCCACGATCT, ACG@CT CCAGITTCTCTCCAACT GTCCACACTCCTTGT CCGGT GACACCACTCCGAATTACGEGEEGACAGCECTAC
b HS2-11 HS2-43 ¢ HS2-42
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Abb. 27: Sequenz von HSS-2 und die Positionen der verwendeten Oligonukleotide
Die Spaltstellen Xhol und Xbal sind eingezeichnet.
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SchlieBlich folgte der Amplifizierungsschritt unter Verwendung der AmpliTaqGold-
Polymerase, der Ligierungsprodukte, die als Matrizen der zu untersuchenden Oligo-
nukleotide auf dem Strang (HS2-1, -4, -10, HS2-21 bis -41) und Gegenstrang (HS2-6,
-11, HS2-42 bis -63) dienten, und von TAG-3 als Primer bei Anlagerungstemperaturen
von 60°C, 65°C und 68°C und mit 35 Zyklen.

Die PCR-Produkte wurden zur Beurteilung der Primer iiber Agarosegele elektro-
phoretisch aufgetrennt, wobei eine optimale Fragmentausbeute bei moglichst keinen
Nebenbanden wiinschenswert war (Abb. 28). Nach Verwendung einer geeigneten An-
lagerungstemperatur war fiir jedes spezifische Oligonukleotid ein Fragment mit be-
kannter Lange sichtbar. Nebenbanden waren auf unspezifisches Anlagern der Primer
zuriickzufithren, wurden aber aufler Acht gelassen, da diese Artefakte nach
Durchfiihrung der radioaktiven Markierung mit Hilfe eines dritten Oligonukleotids
nicht mehr auftraten.

Konnte allerdings der entsprechende Primer durch eine zu hohe Anlagerungstemperatur
nicht binden, waren keine Banden sichtbar. Eine Reduktion der Temperatur um 5°C er-
wies sich als zielfiihrend. Die hier ermittelten Anlagerungstemperaturen sind im
Anhang aufgelistet.

Trotz dieser In-vitro-Tests der LMPCR-Bedingungen war es mdglich, dal bei den
eigentlichen Versuchen Artefakte gebildet wurden, da hier das Gesamtgenom
untersucht wurde und dadurch auch mehr Stellen vorhanden waren, an die die Primer
binden konnten. Aber zumindest wurden durch die Vorversuche Artefakte so gut wie
moglich ausgeschlossen.

Um mdoglichst den gesamten Bereich von HSS-2 zu untersuchen, wurden die Sitze aus
je drei Primern, die fiir die LMPCR nétig waren, auf beiden Strangen in einem Abstand
von zirka 100 Basen ausgewihlt. Das stellt in etwa die Strecke dar, die mit einem
Oligonukleotidsatz erfa3t werden kann.

In manchen Bereichen (Abb. 29) war eine Analyse nicht moglich, da dort repetitive
Sequenzen vorlagen, die fiir die Polymerasen sehr schwierig zu amplifizieren waren,

oder keine passenden Primer ohne Artefaktbildung gefunden werden konnten.
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Q4°C, 20 s
35x  X°C, 20s
72°C, 3 min

Abb. 28: Bestimmung der optimalen Anlagerungstemperaturen fiir die LMPCR
Unter den einzelnen Bahnen sind die unterschiedlichen HSS-2-Primer angegeben. Die GroBen der
Markerfragmente wurden am linken Rand aufgelistet. Die Temperaturen X sind jeweils neben den
Agarosegelbildern zu finden. Die in manchen Bildern sichtbaren Nebenbanden kommen durch un-
spezifische Anlagerungen bei zu niedrigen Temperaturen zustande. Bei zu hohen Temperaturen lassen
sich keine Fragmente mehr erkennen.
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Abb. 29: Uberblick iiber die zur Untersuchung von HSS-2 verwendeten Oligonukleotidsets
Der Balken stellt die in 50-Bp-Schritten angegebene HSS-2-Sequenz dar, in welche die gefundenen
Footprints (Abb. 36) als Késtchen mit den Buchstaben A-H eingezeichnet sind. Oberhalb des Balkens
sind die Strang-, unterhalb die Gegenstrangoligonukleotidsets aufgelistet (die Pfeile stehen fiir die
5’—3’-Richtung). Die Sterne kennzeichnen die radioaktiv markierten Primer. In den Klammern sind die
Positionen (in Bp), wo die Primer binden, angegeben. Die kursiv dargestellten Oligonukleotidsets
konnten nicht ausgewertet werden.
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4.2.3 Vorbehandlung der Zelllinien (TPCK, PMA), Methylierung und Kontrolle
der DNA-Spaltung

Um die HSS-2-Region auf mégliche Proteinbindungsstellen hin zu untersuchen, kamen
fiir die In-vivo-Footprinting-Methode verschiedene Zelllinien zur Anwendung.

Die Verwendung der reifen B-Zelllinien Daudi und MN60, der Pra-B-Zelllinie BV173,
der T-Zelllinien CCRF-CEM und Jurkat sowie der myeloischen Zelllinie K562 er-
moglicht Vergleiche und eine bessere Bewertung der gefundenen Ergebnisse.

Als Referenz diente die freie DNA der Plazenta AF, die im Gegensatz zur genomischen
DNA aus den oben angefiihrten Zellen keine Proteinbindungen aufweist. Der Vergleich
mit Nicht-B-Zellen ermdglicht die Beurteilung, ob bestimmte Transkriptionsfaktoren B-
zellspezifisch gebunden werden.

In der Arbeitsgruppe konnten durch eine computergestiitzte Suche in HSS-2 zwei
Sequenzbereiche fiir mogliche NFKB-Bindungsstellen gefunden werden (Combriato
und Klobeck, 2002). NFKB stellt einen Transkriptionsfaktor dar, der im Zytoplasma
einer Zelle vorliegt und durch das Protein IKB daran gehindert wird, in den Zellkern
vorzudringen. Erst durch den regulierten Abbau von IKB kann NFKB in den Nukleus
wandern. In reifen B-Zellen ist NFKB konstitutiv aktiviert, in anderen Zellen
induzierbar (Ubersicht in: Baeuerle und Baltimore, 1996; Baeuerle, 1998).

Um eine tatsdchliche Bindung von NFKB im HSS-2-Bereich abzuklaren, konnte das Zu-
sammenspiel zwischen IKB und NFkB fiir die Versuche dahingehend ausgeniitzt werden,
daB die Zellen vor der Ernte mit TPCK bzw. PMA behandelt wurden. TPCK verhindert
und PMA aktiviert den Abbau von IkB, wodurch dann NFKB im einen Fall im Zyto-
plasma verbleibt und im anderen Fall in den Zellkern gelangen kann (Henkel et al.,
1993).

Nach der Vorbehandlung der Zellen (mit TPCK bzw. PMA) wurden diese 5 bis 15
Minuten lang mit Hilfe von DMS einer Methylierungsreaktion unterzogen. Vorversuche
zeigten, daf} diese Einwirkzeit vollig ausreicht, um aus den verschiedenen Zellen fiir die
LMPCR brauchbare, partiell methylierte DNA zu erhalten. Das Ziel ist es namlich, Be-
dingungen zu schaffen, da3 die partielle Methylierung optimal verlduft. Erfolgte eine zu
starke Methylierung der genomischen DNA, resultierten aus der LMPCR nur kurze

Fragmente, die dann nicht den gesamten gewiinschten Bereich von zirka 100 Basen dar-
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stellen konnten. In weiten Bereichen, das heiflt, wenn die Sequenz nicht viele
Guanosine enthélt, spielt die Einwirkzeit keine groBe Rolle (Abb. 30). Allerdings
gewinnt sie bei GC-reichen Systemen an Bedeutung. So wurden immer zwischen 5 und

15 Minuten gewihlt, um in einem guten, mittleren Zeitbereich zu liegen.

1" 2 &5 7 10 20

—392

—377

HS2-28 —HS2-29— HS2-30*

Abb. 30: Autoradiogramm zur Bestimmung des Einflusses der DMS-Einwirkzeit anhand des Oligo-
nukleotidsets HS2-28, -29 und -30*
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Unter Verwendung von MN60 wurde die Auswirkung der unterschiedlich langen DMS-Einwirkzeiten (in
Minuten) untersucht. Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die Zahlen am rechten
Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an.
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Der Erfolg der DNA-Methylierung und anschlieBenden Piperidinspaltung wurde iiber
ein Agarosegel kontrolliert (Abb. 31). Hier war zu erkennen, dafl nach der Behandlung

mit Piperidin die Anzahl der groBen Fragmente deutlich abnimmt.

X
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= g £ & 3 3 3
DMS 5 100 100§ 5y 10 ‘5 100 ¥
et T st Y cnte N st e T e T et N s N )
Piperidin - + - + - + - + -+ -+ -+ -+ -+

Abb. 31: Methylierung und Piperidinspaltung
Das Agarosegel zeigt die DNA vor (-) und nach (+) der Spaltung mit Piperidin. Die Zeitangaben in
Minuten geben die Methylierungszeit mit DMS wieder. Die Grolen der Markerfragmente sind links
angegeben.

AuBerdem wurde die Qualitit der behandelten DNA auch iiber ein Sequenzgel gepriift.
Dafiir wurde ein in der Arbeitsgruppe bereits getestetes Oligonukleotidset aus dem
eigentlichen Enhancer HSS-3 verwendet (Abb. 32; Combriato und Klobeck, 2002). Es
wurde zur Bestimmung der DNA-Qualitit der Bereich der NFkB-Bindungsstelle ge-
wihlt, da hier in reifen B-Zellen bereits eindeutig Footprints nachgewiesen wurden. Die
Abbildung 32 zeigt eindeutig den Erfolg der partiellen DNA-Methylierung, da alle

bereits identifizierten Footprints sichtbar sind.
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Abb. 32: Autoradiogramm zur Untersuchung der DNA-Qualitdt anhand des bereits getesteten Oligo-
nukleotidsets HS3-35, -36 und -37*
Die Einwirkzeiten von DMS und PMA auf die unterschiedlichen Zelllinien sind angegeben. AF steht fiir
die freie Plazenta-DNA AF. Die Punkte kennzeichnen die vor Methylierung geschiitzten Guanosine und
die Pfeile die verstirkt methylierten G-Reste. Die Boxen markieren die benannten Footprints (Combriato
und Klobeck, 2002). Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer.
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Weiters 146t sich erkennen, dal die Stimulierung mit PMA funktioniert hat und
verlaBlich ist, da die NFKB-Stelle bei den reifen B-Zelllinien MN60 und Daudi und bei
der Pra-B-Zelllinie BV173 vor Methylierung geschiitzt wurde. Bei BV173 wird der
Schutz erst all-méhlich nach einer PMA-Behandlungszeit von mehr als einer Stunde
augenscheinlich. Dies 1483t sich damit erkldren, dal NFKB in der reifen B-Zelle
konstitutiv aktiviert ist und daher der Footprint bei MN60 und Daudi auch ohne PMA
sichtbar ist, jedoch in anderen Zellen im Zellkern nicht konstitutiv vorliegt, sondern
induzierbar ist und deswegen der Footprint bei BV173 erst nach einer PMA-

Stimulierung von mehr als einer Stunde zu er-kennen ist.

4.2.4 Adaptierung der LMPCR-Methode fiir GC-reiche Regionen

Im Laufe der Versuche stellte sich heraus, dafl bestimmte Regionen in HSS-2 beim Vor-
gehen nach dem Standardprotokoll fiir die LMPCR Probleme bereiteten, indem die
Autoradiogramme aufgrund von Artefakten nicht auswertbar waren. So wurden Uber-
legungen unternommen, ob dieses Problem eventuell am hohen GC-Gehalt dieser Re-
gionen liegen konnte. GC-Basen destabilisieren ndmlich das System, sie bringen die
Polymerasen zum ,Stottern“ und fiihren somit zu Falscheinbauten. AuBerdem
verhindern viele Guanosine die Methylierungsreaktion und damit auch die Spaltung.
Dartiiber hinaus besteht die Moglichkeit, dal die G- und C-Nukleotide im Nukleotidmix
zu Ende gehen, was dazu fiihrt, da3 die Polymerase andere Nukleotide einbaut, wodurch
Strédnge nicht fertig synthetisiert werden und Nebenbanden entstehen kdnnen.
SchlieBlich wurde versucht, das Problem durch die Verwendung des GC-reichen PCR-
Systems von Roche zu 16sen. Das enthélt namlich die Resolution Solution, die das Auf-
schmelzen von GC-Basenpaaren durch die Erniedrigung des Schmelzpunkts erleichtert.
Entsprechend dem Protokoll wurde fiir den Amplifizierungsschritt der LMPCR und fiir
die radioaktive Endmarkierung der mitgelieferte Enzymmix verwendet. Dieser setzt
sich aus der von Thermus aquaticus stammenden, thermostabilen Taqg-DNA-Polymerase
und der Tgo-DNA-Polymerase, die auch thermostabil ist und Korrekturlesefunktion
durch 3’-5’-Exonukleaseaktivitit besitzt, zusammen. Gemeinsam fithren sie zu einer
besseren Qualitdt der PCR, indem sie die Spezifitit erhdhen und die Ablesefehlerrate
verringern. Da beide Polymerasen bereits bei niedriger Temperatur aktiv sind, wurden
die Reaktions-ansétze auf Eis pipettiert und erst in das PCR-Gerit gestellt, wenn dieses

eine Temperatur von 95°C erreicht hatte (Warmstart). Das verhinderte ein Anlagern des
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Primers bei niedriger Temperatur an eine nicht genau komplementédre Sequenz und als
Folge eine unspezifische Amplifizierung der Fragmente.

Es stellte sich also heraus (Abb. 33), dal mit diesem System die Artefaktbildungen
stark reduziert und dadurch wesentlich bessere Ergebnisse erzielt werden konnten. Aus
diesem Grund wurden alle bereits vorher untersuchten Bereiche noch einmal mit dem
GC-reichen PCR-System tiberpriift.

Da dieses System fiir die Amplifizierung und Markierung eingesetzt wurde, war es
notig, die Temperaturen fiir alle dafiir bendtigten Oligonukleotide aufgrund der
Verwendung von unterschiedlichen Enzymen und Puffern (Salzkonzentration) im
Vergleich zur LMPCR-Methode nach dem Standardprotokoll neu zu bestimmen. Dazu
wurden die Vorschriften zur LMPCR und des GC-reichen PCR-Systems befolgt, freie
und ge-nomische DNA benutzt und immer die drei zusammengehdrigen
Oligonukleotide miteinander bei verschiedenen Anlagerungstemperaturen im
Amplifizierungs- und Markierungsschritt getestet.

Mit der Bestimmung der optimalen Primertemperaturen ging in beiden Schritten die
Fest-legung der bendtigten Molarititen der Resolution Solution einher (Abb. 34). So
wurden die Konzentrationen der Resolution Solution (zwischen 0,5 und 2 M) im PCR-
Ansatz und die Anlagerungstemperaturen variiert. Die Auswertung fand nach der
radioaktiven Markierung iiber Sequenzgele statt.

AuBerdem wurde untersucht, ob nur der Amplifizierungsschritt oder die radioaktive
Markierung oder beide mit dem GC-reichen PCR-System durchgefiihrt werden sollten.
Die Versuche erfolgten einerseits mit der AmpliTaqgGold-DNA-Polymerase und
andererseits mit dem Enzymmix aus dem System von Roche. Wie Abbildung 35 zeigt,
wurden die besten Ergebnisse erzielt, wenn fiir beide Schritte das System von Roche

verwendet wurde.
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Abb. 33: Autoradiogramme des Oligonukleotidsets HS2-55, -56 und -57*
Das linke Autoradiogramm entstand mit Hilfe des GC-reichen PCR-Systems, das rechte nach dem Stan-
dardprotokoll. Die Einwirkzeiten von DMS und PMA auf die unterschiedlichen Zelllinien sind angege-
ben. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer.
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——1087

HS2-40—HS2-1 —HS2-41*

Abb. 34: Autoradiogramm zur Bestimmung der optimalen Primeranlagerungstemperaturen und

Molaritéten der Resolution Solution fiir das GC-reiche System von Roche am
Beispiel des Oligonukleotidsets HS2-40, -1 und -41*
Der Test erfolgte mit MN60 und den angegebenen Molarititen (M) der Resolution Solution. Die obere
Temperatur entspricht der Anlagerungstemperatur fiir den Amplifizierungsschritt, die untere gibt die bei
der Markierung verwendete Temperatur wieder. Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten
Primer. Die Zahlen am rechten Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb.
27) an.
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Ampilifizierung ATG ATG  0,5MRS 1,5 MRS 0,5M RS
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HS2-57* —HS2-56 - HS2-55

Abb. 35: Autoradiogramm zur Bestimmung der optimalen Bedingungen fiir das GC-reiche System von

Roche am Beispiel des Oligonukleotidsets HS2-55, -56 und -57*
Der Test erfolgte mit den angegebenen Molarititen (M) der Resolution Solution und mit MN60 im Ver-
gleich zur Plazenta DNA AF. Die DMS-Einwirkzeit ist in Minuten angegeben. Der Stern kennzeichnet
den radioaktiv markierten Primer. ATG steht fiir die AmpliTaqGold-Polymerase und RS fiir die Resolu-
tion Solution aus dem GC-reichen PCR-System. Der Amplifizierungs- bzw. Markierungsschritt erfolgte
entweder mit der AmpliTagGold-Polymerase nach dem Standardprotokoll oder mit dem Enzymmix und
der Resolution Solution nach dem GC-reichen PCR-Protokoll.
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4.2.5 Auswertung der In-vivo-Footprintversuche und Analyse der Ergebnisse

4.2.5.1 Auswertung der In-vivo-Footprintversuche

Fiir die Experimente kamen sowohl jene Zelllinien, die HSS-2 enthalten (Daudi, MN60,
BV173, K562 — nur schwach), als auch zu Vergleichszwecken solche, denen HSS-2
fehlt (Jurkat, CCRF-CEM), zum Einsatz.

Wie die Ergebnisse der transienten Transfektionsversuche (s. Kap. 4.1.3) zeigten, sind
die fiir die Transkription wichtigen Bereiche in HSS-2 um die beiden NFKB-Bindungs-
stellen lokalisiert. Daher wurden mit Hilfe der In-vivo-Footprinting-Methode vor allem
diese Regionen genauer untersucht.

Falls Transkriptionsfaktoren an die DNA gebunden sind, werden in diesem Bereich die
Guanosine durch proteinvermittelte DNA-Strukturverdnderungen mit groerer Wahr-
scheinlichkeit methyliert oder vor Methylierung und damit die DNA vor Spaltung mit
Piperidin entweder vollstindig oder teilweise geschiitzt. Dies 148t sich nach der
LMPCR auf einem Autoradiogramm durch Vergleiche mit methylierter und dann
gespaltener, freier DNA anhand einzelner verstirkter (in den folgenden Abbildungen
mit Pfeilen gekennzeichnet) oder entweder fehlender oder abgeschwichter Banden (in
den folgenden Abbildungen mit Punkten gekennzeichnet) erkennen.

Einzelne, in ihrer Intensitit verdnderte Banden, die sich nicht in unmittelbarer
Umgebung von anderen solchen Banden befinden, werden als putative
Proteinbindungsstellen auBer Acht gelassen und in der folgenden Ubersicht mit einem
Fragezeichen versehen.

Alle Sequenzbereiche, die mehrere geschiitzte G-Reste beinhalten, werden als In-vivo-
Footprints bezeichnet und als Boxen mit fortlaufenden Buchstaben (A bis H) dargestellt
(Abb. 36a und b).

FluBaufwirts der NFKB-4-Stelle (Footprint C in Abb. 36a) liegen die zwei Footprints A
und B. Zwischen A und B befindet sich ein einzelnes, vor Methylierung geschiitztes
Guanosin, und zwischen B und C treten drei einzelne, geschiitzte G-Reste auf. Nach C
folgen in 3’-Richtung die Footprints D, E und F, wobei zwischen E und F wieder ein
nicht methyliertes Guanosin alleine vorkommt. Alle diese Footprints sind auf einem

Bereich von 200 Bp vorzufinden (Position 197-373 in Abb. 36a).
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Dann schlie3t sich eine Region von zirka 600 Basenpaaren an, die aufgrund repetitiver
Sequenzen und nicht funktionierender Oligonukleotidsdtze nur zum Teil untersucht
wurde (Abb. 29). Dort konnten keine Hinweise auf Proteinbindungen gefunden werden.
Darauf folgt ein aus etwa 100 Basenpaaren bestehender Bereich um die NFkB-5-
Bindungsstelle (Footprint H) mit den Footprints G, H und einem nicht methylierten
Guanosin (Abb. 36b).

Falls im Strang und Gegenstrang der Footprints Guanosine enthalten waren, konnten
auller bei den Footprints B und G an beiden Strdngen vor Methylierung geschiitzte

Guanosine gefunden werden.

Die Abbildungen 37 bis 47 zeigen ausgewihlte Autoradiogramme und werden im
Folgenden ndher beschrieben. Die dabei verwendeten Oligonukleotidsets sind in Ab-
bildung 29 dargestellt.

In den Abbildungen 37 und 38 lassen sich keine vor Methylierung geschiitzten
Guanosine erkennen.

Wie die Abbildungen 39 und 40 (Gegenstrang und Strang) zeigen, kommt Footprint A
in den reifen B-Zelllinien Daudi und MN60 und in den T-Zelllinien CCRF-CEM und
Jurkat vor, jedoch nicht in der Prd-B-Zelllinie BV173 und myeloischen Zelllinie K562.
Die Vorbehandlung der Zellen mit PMA (Daudi, MN60, BV173) und TPCK (Daudi,
MNG60) iibt hier keinen Einfluf} auf die Methylierungsintensitét aus.

Der Schutz des einzeln vorkommenden Guanosins zwischen Footprint A und B ist bei
Daudi, MN60, Jurkat, K562 und CCRF-CEM erkennbar (Abb. 39).

Footprint B (Abb. 40 und 41) liegt eindeutig in Daudi, MN60 und BV173 vor,
allerdings nicht in Jurkat, K562 und CCRF-CEM.

Die drei folgenden, isoliert vorliegenden, nicht methylierten G-Reste treten in allen
sechs getesteten Zelllinien auf, auller das erste Guanosin fluBabwérts nicht in CCRF-
CEM (Abb. 40 und 41).

SchlieBlich folgt Footprint C, der die NFKB-4-Bindungsstelle bildet, in Position 279 bis
288. Die Autoradiogramme von Strang und Gegenstrang sind in den Abbildungen 41
und 42 dargestellt. Im Vergleich zur Plazenta-DNA AF sind die Banden der drei
Guanosine vom oberen Strang in ihrer Intensitidt in allen sechs Zelllinien stark

abgeschwicht (Abb. 41).
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AF
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MN60
BV173
Jurkat
K562
CCRF-CEM
AF

—159

—144

—124

—76

HS2-10—HS2-21 —HS2-4*

Abb. 37: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-10, -21 und -4*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten
Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an.
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AF
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MN60
BV173
Jurkat
K562
CCRF-CEM
AF

—50

—70

——87

——103

HS2-63* - HS2-62 - HS2-61

Abb. 38: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-61, -62 und -63*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten
Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an.
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HS2-22 —HS2-23 —HS2-24*

Abb. 39: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-22, -23 und -24*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten
Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kenn-
zeichnen die vor Methylierung geschiitzten Guanosine, die Pfeile die verstirkt methylierten G-Reste und
die Fragezeichen die einzelnen, nicht methylierten Guanosine. Die Boxen markieren die mit Buchstaben
bezeichneten Footprints.
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Daudi - 10° + PMA (1h)
Daudi - 5 + TPCK (1d)

AF
BV173 - 10" + PMA (1h)

MN60 - 10" + PMA (1h)
MN60 - 5" + PMA (1d)

MN60 - 5" + TPCK (1d)
Jurkat - &

AF
CCRF-CEM - &

Daudi - 10
Daudi - 10
MN6&O - 10
BV173 - 10
K562 - 5'
AF

AF
MN6O - &

HS2-57* —HS2-56 - HS2-55

Abb. 40: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-55, -56 und -57*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine und die Fragezeichen die einzelnen, nicht methylierten Guanosine.
Die Boxen markieren die mit Buchstaben bezeichneten Footprints.
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Daudi - 10° + PMA (1h)
Daudi - 5 + TPCK (1d)
AF

MN6O - 10° + PMA (1h)
MN60 - 5 + PMA (1d)

MN60 - 5 + TPCK (1d)

AF
BV173 - 10" + PMA (1h)

Jurkat - 5

CCRF-CEM - &'

Daudi - 10
Daudi - 10
MN60 - 5
MN60 - 10’
BV173 - 10
K562 - 5
AF

L
<

HS2-57* —HS2-56 - HS2-55

Abb. 41: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-55, -56 und -57*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine und die Fragezeichen die einzelnen, nicht methylierten Guanosine.
Die Boxen markieren die mit Buchstaben bezeichneten Footprints.
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Abb. 42: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-25, -26 und -27*

Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine, die Pfeile die verstiarkt methylierten G-Reste und die Fragezeichen
die einzelnen, nicht methylierten Guanosine. Die Boxen markieren die mit Buchstaben bezeichneten
Footprints.
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Bei Daudi, MN60 und BV173 fiihrt eine PMA-Behandlung zu einer noch gréBeren
Abschwichung der Banden als ohne Vorbehandlung. Durch die TPCK-Stimulierung
kann bei Daudi die Intensitidtsabnahme verhindert werden. Abbildung 42 zeigt die vier
G-Reste des Footprints C auf dem Gegenstrang, wobei die letzten beiden Guanosine
fluB-aufwirts bei Daudi, MN60 und BV173 vor Methylierung geschiitzt sind, aber nicht
bei Jurkat, K562 und CCRF-CEM. Es fillt auf, dal der Schutz bei Daudi und MN60
durch PMA verstéirkt und durch TPCK vermindert wird.

Betrachtet man nun Footprint D, so 146t sich auf einem Strang (Abb. 41) ein Schutz
eines Gs bei den Zelllinien Daudi und MN60 und auf dem Gegenstrang (Abb. 42 und
Abb. 43) ein geschiitztes und ein verstirkt methyliertes G bei Daudi, MN60 (bei beiden
kann der Effekt durch TPCK-Behandlung aufgehoben werden) und BV173 erkennen.
Direkt auf Footprint D folgt Footprint E, der G-Reste nur im Gegenstrang (Abb. 42 und
Abb. 43) enthilt. Vier der Guanosine weisen bei Daudi, MN60, BV173, Jurkat und
CCRF-CEM eine Abschwichung und zwei eine Verstirkung ihrer Banden auf.

In Position 353 (auf dem Gegenstrang) befindet sich ein einzelnes, vor Methylierung
geschiitztes G (Abb. 42 und Abb. 43) bei Daudi, MN60, BV173, Jurkat und CCRF-
CEM.

Den letzten im 5’-Bereich von HSS-2 gefundenen Footprint stellt der Footprint F dar
(Abb. 42 und Abb. 43). Er besteht aus zwei geschiitzten Guanosinen auf dem Gegen-
strang, was bei Daudi, MN60, bei denen der Schutz durch TPCK-Behandlung verloren
geht, BV173, Jurkat und CCRF-CEM erkennbar ist.

Es folgt ein langer Bereich ohne erkennbare Footprints (Abb. 44 und 45).

Im 3’-Bereich von HSS-2 liegt Footprint G mit zwei geschiitzten Guanosinen (Abb. 46),
die in allen sechs untersuchten Zelllinien (Daudi, MN60, BV173, Jurkat, K562, CCRF-
CEM) auffindbar sind.

Anschliefend folgt Footprint H, der die NFKB-5-Bindungsstelle bildet und aus zwei ge-
schiitzten und zwei verstirkt methylierten G-Resten besteht. In den Abbildungen 46 und
47 sind die Autoradiogramme von Strang und Gegenstrang dargestellt. Diese im Ver-
gleich zur freien Plazenta-DNA AF veridnderten Bandenintensititen kommen in Daudi,
MN60, BV173, Jurkat, K562 und CCRF-CEM vor und kénnen durch PMA- oder
TPCK-Behandlung nicht beeinflult werden.
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Kurz vor dem 3’-Ende von HSS-2 in Position 1109 tritt auf dem Gegenstrang ein

einzelnes, geschiitztes Guanosin bei Daudi, MN60 und CCRF-CEM auf (Abb. 47).
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Abb. 43: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-25, -26 und -27*

Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine, die Pfeile die verstirkt methylierten G-Reste und die Fragezeichen
die einzelnen, nicht methylierten Guanosine. Die Boxen markieren die mit Buchstaben bezeichneten
Footprints.



Ergebnisse 96

')

. O. boo . =

LOI—L()|—'_|—~ OUJ

--..--'-0'—0

c— - — C0'|_II 1

gg%%I\QC\BC\IE
LLOOZZSSLQBOLL
<O QO>=>moO5xyxy O<

—429

—406

—392

—376

HS2-28 ~HS2-29 ~HS2-30*

Abb. 44: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-28, -29 und -30%*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien und der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) versehen. AF steht fiir die freie
Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-
Sequenz (Abb. 27) an.
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Abb. 45: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-37, -38 und -39*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten
Rand geben die Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an.
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Abb. 46: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-42, -43 und -11*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine und die Pfeile die verstirkt methylierten G-Reste. Die Boxen
markieren die mit Buchstaben bezeichneten Footprints.
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Abb. 47: Autoradiogramm von HSS-2 mit den Oligonukleotiden HS2-40, -1 und -41*
Der Stern kennzeichnet den radioaktiv markierten Primer. Die einzelnen Bahnen sind mit den Namen der
entsprechenden Zelllinien, der DMS-Einwirkzeit (in Minuten) und der Art und Dauer der Vorbehandlung
(PMA, TPCK) versehen. AF steht fiir die freie Plazenta-DNA AF. Die Zahlen am rechten Rand geben die
Positionen der Guanosine nach der HSS-2-Sequenz (Abb. 27) an. Die Punkte kennzeichnen die vor
Methylierung geschiitzten Guanosine und die Fragezeichen die einzelnen, nicht methylierten Guanosine.
Die Boxen markieren die mit Buchstaben bezeichneten Footprints.
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4.2.5.2 Computerunterstiitzte Sequenzanalyse

Im Anschlul an die In-vivo-Footprinting-Versuche erfolgte eine computergestiitzte
Suche nach Sequenzelementen in HSS-2, die Bindungsstellen fiir bekannte Transkrip-
tionsfaktoren darstellen. Dazu wurde die Datenbank Transfac (Wingender et al., 2001)
verwendet.

Die Ergebnisse aus dieser Suche wurden mit denen der Versuche verglichen, was in den
Abbildungen 48a und b zusammengefallt ist. Hier scheinen die mittels Transfac ge-
fundenen Bindungselemente als Boxen, die mit dem abgekiirzten Namen des bindenden
Transkriptionsfaktors gekennzeichnet wurden, auf.

Zu den meisten Footprints, die in den Experimenten entdeckt wurden, passen Protein-
bindungsstellen, die aus der Sequenzanalyse hervorgingen. So konnten Footprint A die
Transkriptionsfaktoren Ikaros-2 und MZF-1, Footprint B AP-4 und E47, Footprint C
NFKB, Footprint D AP-4, NF-1, E47, LMO2 und AEF1, Footprint E Ikaros-2 und MZF-
1 und Footprint H NFKB zugeordnet werden. Fiir Footprint F und G zeigte die Sequenz-
analyse keine Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren auf. Das einzeln auftretende,
vor Methylierung geschiitzte Guanosin zwischen Footprint E und F liegt in der
Bindungssequenz der Faktoren NF-AT und Gfi-1 und das nach Footprint H in der von
Ikaros-1, -2 und MZF-1.
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Abb. 48a: Vergleich der Ergebnisse aus den In-vivo-Footprintversuchen mit denen der computerunter-
stiitzten Sequenzanalyse in HSS-2
Die vor Methylierung geschiitzten Guanosine sind mit Punkten, die verstirkt methylierten G-Reste mit
Pfeilen und die einzelnen, nicht methylierten Guanosine mit Fragezeichen gekennzeichnet. Die mit
Buchstaben markierten Boxen zeigen die gefundenen Footprints aus den In-vivo-Footprintversuchen und
die mit den Namen von Transkriptionsfaktoren versehenen Boxen die gefundenen Bindungsstellen von
bekannten Faktoren aus der computerunterstiitzten Sequenzanalyse. Die Xhol-Spaltstelle ist angegeben.
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ACTTCGAGCT CAGAGGEGECCT GEEGT GEECAGGEECTGECCAGAGCTGCACAT GEGACCCT GCT GATCACACT CCACCT GCCOCOCCCCAGGTCTTCGCGACCC 700
TGAACCT CGAGT CT CCCCGGACCCCACCOGT CCCGACCGGT CTCGACCT GTACCCT GBGACCGACT AGT GT GAGGT GGACGECEEEEGT CCAGAACCT GGG
TTCAAGGCGAGCT GGECCAAGT AAGGEGECGATGEGAAGGEGAAACAAGAACCCT TCCAAGAGCT TCCCT GCGAGCCCAGAGCCT GAGCCAGTAACGAACCTCCT - 800
AAGTTCCCTCCGACCCGGT TCATTCCCCTACCCT TCCCTTTGT TCT TGGGAAGGT TCTCGAAGCGACCCTCGEGT CTCCCGACT CCGT CATTCCT TCGAGCA
GGAAGCACAGCT GCCAAGAGGACT TCCGEEGT COCTACCCAGT GBECAGGACCT CAGACT GGTCAGT CACTTATTTGT GTGTCTGTCCATCCATATATCT - 900
CCTTCGTGTCGACGGT TCTCCT GAAGECOCCAGEGAT GEGT CACCCGT CCT GGAGT CTGACCAGT CAGT GAATAAACACACACACAGGTAGGTATATACGA

GGCAAGGCAGGACT GCOCCAGCCCACCCCCAGGT GAGACCT GGAGT GTGCCT TCT CAT GCGAGCA
CCGT TCCGTCCT GACGEEGT CGEGT GEEEET CCACTCTGGACCT CACACCCAACGAGT ACCCT CCT!

Abb. 48b: Vergleich der Ergebnisse aus den In-vivo-Footprintversuchen mit denen der computerunter-
stiitzten Sequenzanalyse in HSS-2
Die vor Methylierung geschiitzten Guanosine sind mit Punkten, die verstirkt methylierten G-Reste mit
Pfeilen und die einzelnen, nicht methylierten Guanosine mit Fragezeichen gekennzeichnet. Die mit
Buchstaben markierten Boxen zeigen die gefundenen Footprints aus den In-vivo-Footprintversuchen und
die mit den Namen von Transkriptionsfaktoren versehenen Boxen die gefundenen Bindungsstellen von
bekannten Faktoren aus der computerunterstiitzten Sequenzanalyse. Die Xbal-Spaltstelle ist angegeben.
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5 Diskussion

5.1 Die verschiedenen Methoden zur genaueren Eingrenzung und

Charakterisierung von HSS-2

Das Chromatin stellt eine Barriere fiir alle Regulations- und Transkriptionsvorginge dar.
Damit eine Transkription bestimmter Genloci erfolgen kann, muf3 eine offene, aufge-
lockerte Chromatinstruktur vorliegen, an die transkriptionsregulierende Proteine binden
konnen. Voraussetzung fiir die Offnung des Chromatins ist die Bindung eines sequenz-
spezifischen Masterfaktors. Erst dann wird eine bestimmte Region hypersensitiv, und erst
dann konnen weitere Faktoren binden.

Es gibt verschiedene Faktoren, die das Chromatin in einen aktiven Zustand iiberfiihren.
Solche chromatinverindernde Faktoren konnen histonmodifzierende Eigenschaften, wie
eine Histonacetylierungsaktivitit, besitzen, oder ATP-abhdngige ,,remodeling*“-Kom-
plexe, wie SWI/SNF, sein, die zur Verschiebung von Nukleosomen fiihren (Gregory und
Horz, 1998; Lee und Young, 2000).

Trotz des Humangenomprojekts (International Human Genome Sequencing Consortium,
2001; Venter, 2001), bei dem das gesamte menschliche Genom entschliisselt wurde,
konnen keine verldBlichen Aussagen iiber wichtige regulative DNA-Abschnitte getroffen
werden, da die Sequenz keine Informationen iiber den Zustand des Chromatins und damit
der Zuginglichkeit der DNA liefert.

Um mehr iiber die Zugénglichkeit bestimmter Genabschnitte zu erfahren, was Voraus-
setzung fiir das Verstindnis der Funktion regulatorischer Elemente, wie Enhancer,
Silencer, Rekombinationssignalsequenzen und synergistische Bereiche, ist, und um diese
Motive in der Umgebung von Genen identifizieren und charakterisieren zu kdnnen, sind
verschiedene Schritte erforderlich.

Mit Hilfe der DNase I, die die DNA in zugédnglichen Bereichen (mit offener Chromatin-
struktur) spaltet, konnen aktive Bereiche sichtbar gemacht werden. Aktives Chromatin
wiederum ist ein Hinweis darauf, daB es sich um eine funktionell wichtige Region

handelt, in der regulatorische Proteine (z.B. Transkriptionsfaktoren) binden konnen.



Diskussion 104

Mit direkten Tests, wie der transienten Transfektion, konnen zwar Promotoren, Enhancer,
Silencer usw., jedoch keine synergistischen Elemente gefunden werden. Dies gelingt nur
mit Hilfe der DNase I, die das Aufspiliren und grobe Lokalisieren von synergistischen
Bereichen tiber die Hypersensitivitit ermoglicht.

Die genauere Eingrenzung der gefundenen Regionen kann dann {iber die transiente
Transfektion erfolgen.

Um dort mdégliche Proteinbindungsstellen aufzuspiiren, wird die In-vivo-Footprinting-

Methode eingesetzt.

In der Arbeitsgruppe wurden DNase [-Hypersensitivitdtsversuche durchgefiihrt (Asen-
bauer, 1996; Asenbauer et al., 1999), um den menschlichen IgA-Locus auf wichtige
Sequenzabschnitte hin zu untersuchen.

So konnten bei der Kartierung des humanen A-Locus die DNase I-hypersensitiven Be-
reiche HSS-1, -2 und -3 identifiziert werden. Diese drei Regionen bilden gemeinsam
einen sehr starken, gewebsspezifischen Enhancer, der 3° von den Cy-Genen liegt und
wichtige Vorginge wie die V(D)J-Umlagerung, Transkription und somatische Hyper-

mutation kontrolliert.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war schlielich die ndhere Charakterisierung von
HSS-2. Dieser hypersensitive Bereich kommt nur in B-Zellen vor und besitzt alleine
keine Enhanceraktivitat, wirkt allerdings zusammen mit HSS-1 synergistisch auf das IgA-
Enhancerelement HSS-3 (Asenbauer et al., 1999). HSS-2 konnte aus technischen Griin-
den im Zusammenhang mit repetitiven Sequenzen bisher nicht genauer als auf zirka 1000
Basenpaare eingegrenzt werden.

Um nun die fiir die synergistische Wirkung wichtigen Bereiche in HSS-2 zu ermitteln,
wurden transiente Transfektionsversuche mit Luciferasereportergenkonstrukten durch-
gefiihrt. Allerdings sind die Ergebnisse mit Vorsicht zu behandeln, da das vorliegende
Chromatin unter den Versuchsbedingungen nicht der In-vivo-Situation entspricht.
AulBlerdem unterliegen die Versuchsdaten deutlichen Schwankungen durch Unterschiede
in der Zelldichte und auch in der Dauer der Zellwachstumsphase zwischen der Elektro-
poration und der Enzymmessung. Geringe Aktivititsveranderungen konnen daher nur

schwer erkannt werden.
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Aus diesen Griinden liefern die transienten Transfektionsexperimente zum Teil zu unge-
naue Ergebnisse, um die Transkriptionsregulation von Genen zu untersuchen. Die
Methode dient aber einerseits zum ersten Festlegen wichtiger Sequenzbereiche und

andererseits zur Bestdtigung bereits erhaltener Daten.

AnschlieBend wurde die HSS-2-Region mit Hilfe von In-vivo-Footprinting-Versuchen
auf mogliche Proteinbindungsstellen hin untersucht.

Der Vorteil von In-vivo-Experimenten ist, da3 der tatsdchlichen Situation in der lebenden
Zelle entsprechende, realistische Aussagen iiber Proteinbindungen gemacht und in der
Folge Schliisse tiber die Transkriptionskontrolle gezogen werden kénnen. AuBlerdem wird
im Gegensatz zu Chromatinstudien sehr wenig DNA bendétigt.

Die In-vivo-Footprinting-Methode erweist sich als sehr verldBlich, da keine falsch-
positiven Ergebnisse erhalten werden kénnen. Es werden ndamlich nur Stellen detektiert,
an denen der DNA-Strang nicht gespalten wurde, das heif3t, an denen keine Methylierung
stattgefunden hat. Da die Transkription eines Gens einem dynamischen Prozef3 unterliegt,
bei dem sich die Proteinbedeckung der DNA laufend é&ndert, sind entsprechende
Transkriptionsfaktoren wihrend der Methylierung nur in einem Teil der Zellen an die
DNA gebunden. Daher werden nicht alle Guanosine innerhalb eines Footprints vor
Methylierung geschiitzt. Zudem kann ein Schutz der Guanosine bei Bindung eines Pro-
teins nicht immer auf beiden Strangen festgestellt werden, das heif3t, daf3 ein Footprint oft
nur auf einem Strang gefunden wird. Die Ursache dafiir liegt in der rdumlichen Struktur
des DNA-Protein-Komplexes und in der Art der Bindungsmotive des
Transkriptionsfaktors (Helix-Loop-Helix, Zink-Finger, Leucin-Zipper, ....).

Im Anschlufl an diese In-vivo-Footprinting-Versuche wurde die HSS-2-Sequenz mit der
Datenbank Transfac (Wingender et al., 2001) nach proteinbindenden Sequenzelementen
abgesucht. Dabei konnten den meisten entdeckten Footprints Faktoren zugeordnet wer-
den. Natiirlich wurden bei der Sequenzanalyse auch Bindungsstellen gefunden, fiir die in
den In-vivo-Footprinting-Experimenten keine Proteinbedeckung nachzuweisen war.
Diese wurden jedoch aufgrund der Uberlegenheit des experimentellen Ansatzes ausge-
schlossen. Gelretentionsanalysen mit Antikdrpern (,,electrophoretic mobility shift assay*)
konnten zwar die Proteinbindungen bestitigen, wiirden aber nicht unbedingt die In-vivo-
Situation widerspiegeln. Dies wire nur durch In-vivo-Crosslinking-Versuche mit spezifi-

schen Antikérpern moglich. Allerdings sind diese Experimente sehr aufwendig, da ver-
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schiedene Antikdrper benotigt werden. Der Einsatz dieser Methode lohnt sich nur zum

Nachweis sehr wichtiger Faktoren und Bindungsstellen.

5.2 Interpretation der Versuchsergebnisse

5.2.1 Hinweise auf wichtige Bereiche in HSS-2 durch transiente Transfektion

Durch die Deletion von HSS-2 (zwischen der Xhol- und BgllI-Spaltstelle; s. Abb. 18),
die zu einer starken Aktivitdtsminderung fiihrte, konnte die Wichtigkeit dieser DNase I-
hypersensitiven Region fiir den Synergismus auf den IgA-Enhancer HSS-3 nachgewiesen
werden.

Ein weiterer Versuch (s. Abb. 25) mit Konstrukten, in denen sowohl HSS-1 als auch
HSS-2 deletiert wurden, verdeutlichte die synergistisch transkriptionssteigernde Wirkung
der beiden DNase I-hypersensitiven Bereiche.

Durch die Verwendung von schrittweisen HSS-2-Deletionskonstrukten (5°- bzw. 3°-Be-
reich von HSS-2; s. Abb. 18) stellte sich heraus, dafl vor allem die 5’-Region von HSS-2
fiir die Transkriptionskontrolle eine wichtige Rolle spielt.

AuBerdem konnte gezeigt werden, dal den NFKB-Bindungsstellen eine sehr wichtige
Aufgabe in der Regulation der Genexpression im menschlichen IgA-Locus zukommt.
Dazu wurde bei allen Deletionskonstrukten die NFKB-5-Stelle mutiert. Dann erfolgte die
Deletion der NFKkB-4-Stelle (s. Abb. 18), was zu einer deutlichen Abnahme der Aktivitat
fiihrte.

Interessante Ergebnisse lieferte ein Experiment mit Konstrukten, die keine HSS-1-Region
enthielten und deren NFKB-5-Stelle mutiert wurde (s. Abb. 25). Im Vergleich zu
Konstrukten mit einer unmutierten NFKB-5-Bindungsstelle zeigten die Konstrukte mit
der Punktmutation eine stirkere Abschwichung der Expressionsrate. Der Versuch be-
statigt wieder in eindeutiger Weise den starken Einflull von NFKB auf die Transkription.
Dieser Effekt konnte allerdings durch Einfithren von Punktmutationen in die beiden
NFkB-Bindungsstellen von HSS-2 nicht beobachtet werden (s. Abb. 21).

Fiir ein besseres Verstindnis dieser Ergebnisse ist es nétig, einige Uberlegungen anzu-

stellen.
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Da HSS-3 bereits alleine einen starken Enhancer darstellt, ist der synergistische Effekt
von HSS-2 zwar statistisch signifikant, aber nur moderat, das heiflt somit auch leicht
iiberdeckbar. Der Aktivititsverlust von HSS-3 aufgrund der vollstindigen HSS-2-Dele-
tion liegt ndmlich nur im Bereich von 30%. AuBlerdem enthalten die Mutationskonstrukte
im Gegensatz zu den HSS-1- und HSS-2-Deletionskonstrukten noch alle Bindungsstellen
fiir andere, die Transkription beeinflussende Faktoren und die NFKB-Bindungsstelle aus
HSS-1, womit eventuelle Aktivitdtsunterschiede kompensiert werden und dadurch ein
geringerer EinfluB auf die Anderung der Expressionsrate zu erwarten ist.

Dal3 derartig kleine Unterschiede in der Genexpression oft nicht deutlich hervortreten,
kann folgende Ursachen haben.

Eine Messung der Enzymaktivitit erfolgte erst zirka 48 Stunden nach der Elektro-
poration. Nach dieser Zeit hat das Zellwachstum eventuell bereits eine Plateauphase er-
reicht, in der mogliche Aktivititsdnderungen nicht mehr erkannt werden konnen.

Dartiber hinaus wird die Lumineszenz im Luminometer in einem Bereich von mehreren
Millionen Lichtblitzen ermittelt, wodurch geringe Unterschiede nicht mehr feststellbar
sind.

Zudem ist zu hinterfragen, inwieweit die Ergebnisse aus diesen Studien auf die In-vivo-
Situation im Genom umgelegt werden konnen, da die Chromatinstruktur eines Reporter-
genplasmids in einem Transfektionssystem vermutlich nicht der im Genom entspricht.
Daher hat diese Methode In-vitro-Charakter. Obwohl die DNA des transfizierten Plas-
mids wie die genomische DNA um Histonoktamere gewunden ist, gestaltet sich die
Anordnung der Nukleosome auf dem Plasmid bei jeder Transfektion moglicherweise un-
regelméfBig und zufdllig (Cheung et al., 2000). Damit konnen durch die verdnderte
Zuginglichkeit des Chromatins immer andere Proteine binden, was zu verfélschten und
nicht reproduzierbaren Ergebnissen fiihren kann.

Letztlich stellt die transiente Transfektion sicherlich keine In-vivo-Methode dar, gibt

jedoch Aufschluf3 dariiber, welche Bereiche wichtig sind oder nicht.

Die genomische 3’-Region von C, enthélt sieben mogliche NFKB-Bindungsstellen, die
urspriinglich tiber eine Sequenzanalyse identifiziert und inzwischen durch Versuche veri-
fiziert wurden. NFKB-1, -4, -5 und -7 sind funktionell und innerhalb der drei DNase I-
hypersensitiven Regionen HSS-1, -2 und -3 lokalisiert (Combriato und Klobeck, 2002).
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In transienten Transfektionsversuchen der Arbeitsgruppe Klobeck wurde der Einflufl von
kombinierten Punktmutationen in allen sieben NFKB-Bindungsstellen auf die Enzym-
aktivitdt untersucht.

Wie in Combriato und Klobeck (2002) beschrieben, verhalten sich die NFKB-4-, -5- und
-7-Bindungsstellen synergistisch zueinander. Die NFKB-7-Stelle in HSS-3 vermittelt den
starksten Einflu auf die IgA-Transkriptionsregulation. Die anderen NFKB-Stellen kon-
nen die Genexpression nur beeinflussen, wenn die NFKB-7-Stelle intakt ist.

Mit diesen und den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten
konnte entgegen der bisherigen Meinung (Hagman et al., 1990; Blomberg et al., 1991),
daf nur der IgH- und Igk-Intronenhancer der Maus und des Menschen NFKB-abhingig
reguliert sind, gezeigt werden, dafl auch die Funktion des menschlichen IgA-Enhancers
von NFKB gesteuert wird (Combriato und Klobeck, 2002). Der menschliche IgA-En-
hancer ist aber im Gegensatz zum Igk-Intronenhancer nicht unbedingt von NFKB ab-
hingig, eine Induzierung dieses Transkriptionsfaktors wihrend der B-Zellentwicklung
fiihrt jedoch zu einer weiteren Transkriptionsverstarkung. Die Aktivitdt von NFKB reicht
nicht aus, um in HSS-2 und -3 das Chromatin zu 6ffnen.

Bemerkenswert ist, dal der IgA-Enhancer von Mensch und Huhn, jedoch nicht der der
Maus durch NFKB reguliert wird, da dort die NFKB-Bindungsstelle mutiert ist. Ver-
mutlich ist das Fehlen einer funktionellen NFKB-Bindungsstelle dafiir verantwortlich,
dafl die A-Gene am Beginn der L-Kettenumlagerung nicht mit den K-Genen konkurrieren
konnen. Damit liee sich erklidren, warum bei der Maus 95% der leichten Kette als K-Typ
vorliegen, jedoch beim Menschen nur 60% vom K-Typ sind.

Immunglobulinenhancer sind neben der Transkriptionsregulation vollstindig umge-
lagerter Immunglobulingene auch an der Zuginglichkeitskontrolle des Chromatins
wiéhrend der B-Zellentwicklung beteiligt. Bis jetzt noch unbekannte Faktoren binden an
den Enhancer und sind an der Steuerung von chromatinverindernden Komplexen, die die
Chromatinstruktur der Immunglobulinloci 6ffnen, beteiligt (Ubersicht in Smale und
Fisher, 2002). Erst nach Vorliegen eines aktiven Chromatins, vermutlich durch Wech-
selwirkungen von Proteinen mit Enhancerelementen, kann eine Immunglobulingenum-
lagerung stattfinden (Sleckman et al., 1996).

NFKB rekrutiert den Transkriptionskoaktivator CBP/p300 (Zhong et al., 1998), der eine

Verbindung zur basalen Transkriptionsmaschinerie herstellen kann und Histonacetylie-
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rungseigenschaften besitzt (Bannister und Kouzarides, 1996). Dies 146t vermuten, daf3 die
Histonacetylierung, die mit einer aktiven Chromatinstruktur zusammenhdngt, am
Wirkungsmechanismus von NFKB beteiligt ist. Durch die Offnung des Chromatins im
IgA-Locus kann sich die V(D)J-Rekombinase an die Rekombinationssignalsequenz an-
lagern, was zu V(D)J-Umlagerungen fiihrt (Sleckman et al., 1996).

Da nicht nur NFKB eine Rolle in der Transkriptionsregulation des IgA-Locus spielt,
sondern auch andere Faktoren einen Einflul} ausiiben, wurde im weiteren HSS-2 dahin-

gehend untersucht.

5.2.2 Beschreibung der identifizierten Faktoren und ihre Rolle wiahrend der B-

Zellentwicklung

Die Abbildung 49 zeigt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die Versuchser-
gebnisse. In der schematischen Darstellung sind neben HSS-2 die bereits untersuchten
hypersensitiven Regionen HSS-1 (Friess, 2001) und HSS-3 (Blomberg et al., 1991;
Combriato und Klobeck, 2002) entsprechend ihrer Lage fluBabwirts von C,7 einge-
zeichnet. Die detaillierte Abbildung von HSS-2 148t erkennen, dall Footprints im 5°- und
3’-Bereich identifiziert wurden. Dazwischen liegt eine footprintlose Region mit repetiti-
ven Sequenzen. Zwar ist keine sichere Aussage moglich, aber durch die auffillige
Footprintanordnung kann iiber einen HSS-2-Bereich, der aus zwei Teilen besteht, speku-

liert werden.

Mit der In-vivo-Footprinting-Methode konnten bindende Proteine, die fiir die Funktion
von HSS-2 eine wichtige Rolle spielen und unter anderem Transkriptionsfaktoren sein
konnen, in Form von acht vor Methylierung geschiitzten Bereichen (Footprints) auf der
genomischen DNA ermittelt werden.

Analysiert man die Verteilung dieser Bereiche, so befinden sich sechs Footprints im 5°-
Bereich und zwei im 3’-Bereich von HSS-2. Dazwischen liegt eine gro3e Region (zirka
600 Bp) mit repetitiven Sequenzen, in der keine geschiitzten Bereiche gefunden wurden.
Die Datenbank Transfac (Wingender et al., 2001) ermoglichte es schlielich, den meisten

entdeckten Footprints bestimmte Faktoren zuzuordnen.
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Abb. 49: Schematische Ubersicht der Versuchsergebnisse
Eingezeichnet sind die hypersensitiven Regionen HSS-1, -2 und -3 mit den entsprechenden Spaltstellen
und identifizierten Faktoren sowie die Gensegmente JC,7. Die mit Buchstaben versehenen Késtchen stellen
die gefundenen Footprints dar. Uber und unter den geschiitzten Sequenzabschnitten stehen die Namen der
moglichen Faktoren, wobei die weniger wahrscheinlich an die DNA bindenden Proteine in Klammern
gesetzt sind. Der Mafistab ist in Basenpaaren angegeben.

So wurden Bindungsstellen fiir AP-4, AEF1, E47, Gfi-1, Ik-1, -2, LMO2, MZF-1, NF-AT,

NF-1 und NFKB identifiziert.

Die Proteine sind im Anschlull beschrieben:
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AP-4 (activator protein 4):

Der an Enhancer bindende Transkriptionsfaktor AP-4 ist ein Helix-Loop-Helix(HLH)-
Protein, das virale und zelluldre Gene aktiviert. Die HLH-Struktur und die angrenzende
basische Region sind essentiell fiir die DNA-Erkennung und -Bindung. AP-4 enthilt zwei
Leucin-Zipper-Elemente, die zwar keine Rolle in der DNA-Bindung spielen, aber fiir die
Dimerisierung in Abwesenheit von DNA bendtigt werden. Leucin-Zipper-2 fordert vor
allem die Homodimerentstehung. Bemerkenswert ist, daB AP-4 keine Heterodimere mit
anderen HLH-Proteinen bilden kann. Der Transkriptionsfaktor interagiert haufig mit AP-1
(Hu et al., 1990).

AEF1:

Der den delta-kristallinen Enhancer bindende Transkriptionsfaktor AEF1 ist ein Repressor
und enthélt sieben Zinkfingerstrukturen. Er wirkt auf den linsenspezifischen Al-
kristallinen Enhancer, kann kompetitiv an E2-Box-Elemente, welche die Bindungsstellen
fiir verschiedene HLH-Aktivatoren darstellen, binden, blockiert dadurch den Igk-Enhancer
und unterdriickt MyoD-abhéngige Prozesse (Sekido et al., 1994).

E47:

E47, ein Produkt des E2A-Gens, ist ein an die KE2-Sequenz bindender Helix-Loop-
Helix-Transkriptionsfaktor, der mit den IgH- und Igk-Genenhancern interagiert und da-
mit eine wichtige Rolle wihrend der B-Zellentwicklung von der Progenitorzelle zur
reifen B-Zelle spielt. E47 kann nur den ersten Genumlagerungsschritt in der B-Zellent-
wicklung aktivieren, fiir die weitere Entwicklung sind zusitzliche Faktoren nétig
(Schlissel et al., 1991). Er aktiviert Keimbahntranskripte der schweren Kette, D- zu J-
Umlagerungen und die Transkription von RAG-1, -2 und dem IgH-stimulierenden Oct-2-
Gen (Bain und Murre, 1998; Henderson und Calame, 1998). E47 bildet sowohl Homo-
als auch Heterodimere (mit MyoD) und bindet mit der basischen Region an die DNA
(Zhuang et al., 1996). Im Gegensatz zur Heterodimerisierung mit gewebsspezifischen

HLH-Proteinen
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scheint die B-zellspezifische DNA-Bindung durch ein E47-Homodimer charakterisiert zu
sein (Shen und Kadesch, 1995).

Gfi-1 (growth factor independence 1):

Gfi-1 ist ein sechs Zinkfinger enthaltender Transkriptionsfaktor, der nur im Thymus, in
der Milz und den Hoden erzeugt wird. Dieses Protein scheint bei der Onkogenese und T-
Zellaktivierung eine wichtige Rolle durch Repression der diese Prozesse inhibierenden
Gene zu spielen. Potentielle Gfi-1-Bindungsstellen kommen auch in vielen anderen eu-
karyontischen Promotor-Enhancer-Regionen vor, wie in Enhancern von Zytokingenen

und von Promotoren menschlicher Zytomegalieviren (Zweidler-McKay et al., 1996).

Ik-1, -2 (Ikaros):

Das Ikarosgen kodiert fiir ein DNA-bindendes Protein, das mehrere Zinkfingermotive
enthidlt. Die unterschiedlichen Genprodukte, die durch alternatives Spleiflen in ver-
schiedenen Mengen und abhédngig vom Entwicklungsstadium der Zelle entstehen,
erhalten ihre funktionellen Eigenschaften durch spezielle Kombinationen der Zinkfinger-
einheiten (Molnar und Georgopoulos, 1994). Aufgrund der Fahigkeit verschiedene
Proteine hervorzubringen, ist das Ikarosgen ein Hauptregulator wihrend der Lympho-
zytenentwicklung (Cortes et al., 1999). Ikaros-1 und -2 kommen vor allem im Nukleus
von frithen Lymphozyten, reifen T-Zellen, frithen fotalen Leberzellen, reifenden Thymus-
zellen und postnatalen Milzzellen vor, binden unterschiedlich stark an die gleichen Er-
kennungssequenzen in Lymphozyten und stellen effektive Transkriptionsaktivatoren dar.
Der Faktor wird sowohl bereits in pluripotenten hédmatopoetischen Stammzellen
exprimiert, wo es fiir die Differenzierung zu Lymphozyten notwendig ist, als auch in
reifen Lymphozyten (Henderson und Calame, 1998). Ikaros spielt bereits vor dem ersten
Kontrollpunkt in der B-Zellentwicklung eine wichtige Rolle, wihrend E47 erst fiir den
zweiten Entwicklungskontrollpunkt benétigt wird. Die Wechselwirkung zwischen den
verschiedenen Ikaros-Isoformen ist essentiell flir eine normale Lymphozytenentwicklung
(Sun et al., 1996). Abgesehen von der Transkriptionsaktivierung kénnen Ikarosproteine
auch als Transkriptionsrepressoren wirken. Diese Repression scheint mit einer Hypo-
acetylierung von Histonen einherzugehen (Koipally et al., 1999). Ikaros stellt einen Teil
von Transkriptionskomplexen dar, die Histondeacetylierungs- oder Nukleosom-,re-

modeling“-Aktivitit aufweisen (Cortes et al., 1999). Der Transkriptionsfaktor reguliert
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RAG-1 und die Gene des IL-2-Rezeptors, von Ig-0, VpreB, A5 und der terminalen

Desoxynukleotidyltransferase (Henderson und Calame, 1998).

LMO?2 (TTG-2, Rhombotin 2, LIM-only protein 2, RBTN2):

LMO2 besteht aus zwei LIM-Doménen. Gemeinsam mit GATA-1, Tal-1, Ldb1l und E47
bildet LMO?2 als Bindeglied zwischen diesen Proteinen einen DNA-Bindungskomplex,
der in der Himatopoese eine Rolle spielen konnte. Bei T-Zellleukémien tritt eine Uber-

expression von LMO?2 auf (Wadman et al., 1997).

MZF-1:
MZEF-1 ist ein Zinkfingertranskriptionsfaktor, der in hdmatopoetischen Progenitorzellen
vorkommt und bei der Differenzierung zu Myeloidzellen eine Rolle spielt (Morris et al.,

1994).

NF-AT (nuclear factor of activated T cells):

Die Proteine, die zur NF-AT-Familie gehdren, spielen eine wichtige Rolle in der in-
duzierbaren Gentranskription der Immunantwort, vor allem in der Transkription von
Zytokingenen. Sie sind nicht nur in T-Zellen, sondern auch in den meisten anderen Zellen
des Immunsystems vorhanden. Mittlerweile sind mehrere Isoformen bekannt, die in vier
Gruppen (NF-AT1 bis 4) zusammengefa3t werden und unterschiedliche Gewebsspezifitit
aufweisen. Die Aktivitit von NF-AT wird durch Calcineurin reguliert, das die
Translokation dieser Transkriptionsfaktoren vom Cytoplasma in den Zellkern kon-
trolliert. Die DNA-Bindungsdoméne der NF-AT-Proteine hat vermutlich die gleiche
dreidimensionale Struktur wie die der Proteine der Rel-Familie. Allerdings bindet NF-AT
als Monomer und nicht wie Rel als Dimer. Die Wechselwirkung mit KB-dhnlichen Se-
quenzen erfolgt iiber zwei NF-AT-Monomere. Hiufig binden diese Transkriptions-

faktoren auch in Kooperation mit AP-1-Proteinen (Rao et al., 1997).

NF-1 (nuclear factor 1):
Die Transkriptionsfaktoren der NF-1-Familie regulieren die adenovirale DNA-Replika-
tion und die Transkription vieler viraler und zelluldrer Gene. In Wirbeltieren gibt es vier

verschiedene NF-1-Gene, die durch alternatives Spleiflen je bis zu neun unterschiedliche
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Isoformen erzeugen konnen. Die Proteine bilden Homo- und Heterodimere, die eine

Vielzahl an Promotoren von zum Beispiel Albumingenen beeinflussen (Neves et al.,

1999).

NFkB (NFkB complex):

NFkKB ist ein Transkriptionsfaktor, der 1986 erstmals in B-Zellen, gebunden an den IgK-
Intronenhancer, gefunden wurde. Inzwischen entdeckte man das KB-Motiv auch in Pro-
motor- und Enhancerregionen anderer Zellen, zum Beispiel in Zytokin- und Zellad-
hésionsmolekiilgenen. Insgesamt werden iiber 60 proinflammatorische Gene durch NFKB
reguliert. Eine wichtige Rolle spielt NFKB auch bei der B-Zellentwicklung, wo es vor
allem beim Ubergang vom Pri-B-Zellstadium zur unreifen B-Zelle stark induziert wird
(Henderson und Calame, 1998). Als NFKB wird das Dimer von zwei Mitgliedern der
NFkB/Rel-Proteinfamilie bezeichnet, wobei das p50/p65-Dimer das am besten unter-
suchte ist. Derzeit sind in Sdugetieren fiinf Mitglieder der NFKB/Rel-Familie (c-Rel,
NFkB-1 (p50, p105 als Vorlédufer), -2 (p52, p100 als Vorldufer), RelA (p65), RelB) be-
kannt, die durch die sogenannte Rel-Domine (zirka 300 Aminoséuren), die fiir die DNA-
Bindung, Dimerisierung und Wechselwirkung mit IKB verantwortlich ist, charakterisiert
sind (Baeuerle und Baltimore, 1996; Ghosh et al., 1998). Obwohl die meisten NFKB-
Proteine Aktivatoren (z.B. p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65) sind, gibt es einige Kombi-
nationen, die inaktiv sind oder als Repressoren wirken (z.B. p50-, p52-Homodimer). Die
Féhigkeit der verschiedenen Dimere, geringfiigig unterschiedliche DNA-Sequenzen zu
erkennen, erlaubt eine sehr feine Regulierung der Genexpression. Die Dimere unter-
scheiden sich durch Zellspezifitit, Zelllokalisierung und unterschiedliche Aktivierungs-
wege. In der inaktiven Form liegen die NFKB-Dimere komplexiert mit IKB vor, wodurch
die NFkB-Kernlokalisationssequenz verdeckt und somit die Wanderung von NFKB in
den Zellkern verhindert wird (Baldwin, 1996). Da NFKB direkt auf Signale reagiert und
nicht erst synthetisiert werden muf}, wird es zu den priméren Transkriptionsfaktoren ge-
zdhlt. Die Aktivierung von NFKB erfolgt durch Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
anschlieBenden Abbau von IKB, wodurch NFKB vom Inhibitorprotein getrennt wird und
in den Zellkern wandern kann. Ausgelost wird diese Phosphorylierung durch Stref3 (UV-
Licht, Sauerstoffradikale), Infektionen (Lipopolysaccharide, dsRNA) oder Zytokine
(TNF-a, IL-1). IkB wird jedoch im Zytoplasma schnell neu gebildet, wandert dann in
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den Zellkern und 16st dort durch Komplexierung NFKB von der DNA. In der Folge wird
dieser Komplex wieder zuriick ins Zytoplasma transportiert. TPCK verhindert die Ab-
spaltung von IKB (Henkel et al., 1993) und inaktiviert damit NFKB, PMA dagegen
stimuliert NFKB. Zusitzlich zu seiner Rolle als Regulator von Entziindungen und der
Immunantwort ist NFKB wichtig zur Regulation der Apoptose und zelluldren Prolifera-
tion (Baeuerle, 1998). In der reifen B-Zelle liegt der Faktor konstitutiv aktiviert im Zell-
kern vor. Wahrend der Reifung der Prd-B-Zellen zu B-Zellen wird das Inhibitorprotein
IKB instabil, was zu einer konstitutiven NFKB-Aktivitdt in reifen B-Zellen fiihrt. Es ist
allerdings noch inaktiviertes NFKB im Zytoplasma vorhanden (Reya und Grosschedl,

1998), das durch extrazelluldre Stimuli zusétzlich aktiviert werden kann.

Einige der identifizierten Faktoren (AP-4, AEF1, Gfi-1, LMO2, MZF-1, NF-AT, NF-1)
beeinflussen die B-Zellentwicklung nicht und spielen daher eine untergeordnete bzw.
keine Rolle in der Regulierung des IgA-Locus. Das heif3t, es ist sehr unwahrscheinlich,
daB sie im untersuchten Bereich binden.

Eine wichtige Rolle in der B-Zellentwicklung und -differenzierung spielen hingegen die
Transkriptionsfaktoren E47, Ikaros und NFKB. Daher ist es wahrscheinlicher, daf} es

diese Faktoren sind, deren Footprints gefunden wurden.

5.3 Was bedeuten diese Ergebnisse ?

Bekannt ist, dal der IgA-Enhancer aus HSS-1, -2 und -3 besteht, wobei HSS-1 und -2
gemeinsam synergistisch auf den eigentlichen Enhancer HSS-3 wirken und HSS-2, -3
und ein Teil von HSS-1 B-zellspezifisch sind (Asenbauer und Klobeck, 1996; Asenbauer
et al., 1999).

Die Regulierung des A-Locus kann mit der des K-Locus verglichen werden, da es Paral-
lelen von HSS-1 zum K-Intronenhancer und von HSS-2 und -3 zum K-3’-Enhancer gibt.
Das Chromatin des K-Intronenhancers wird vor dem des 3’-K-Enhancers ge6ffnet. Somit
spielt der K-Intronenhancer eine wichtige Rolle fiir den Transkriptionsstart der Igk-Gene
(Sleckman et al., 1996). Seine Aktivitdit nimmt mit der Chromatin6ffnung des stirkeren

3’-k-Enhancers ab. Er besitzt wie ein Teil von HSS-1 bereits im Pra-B-Zellstadium
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DNase I-Hypersensitivitit (Asenbauer et al., 1999), wihrend der K-3’-Enhancer wie
HSS-2 und -3 erst im reifen B-Zellstadium hypersensitiv wird.

Versuche mit LPS-Stimulierungen in murinen Prd-B-Zellen (Parslow und Granner, 1982)
zeigten, daf3 im K-Intronenhancer DNase [-Hypersensitivitit induziert werden kann, wéh-
rend beim K-3’-Enhancer und bei den IgA-Enhancerelementen HSS-2 und -3 kein Einfluf3
auf die Chromatinstruktur zu erkennen war (personliche Mitteilung von H.-G. Klobeck),
obwohl beide funktionelle NFKB-Bindungsstellen besitzen.

Dies konnte bedeuten, dal nicht nur im Igk-Locus (K-Intronenhancer), sondern auch im
Igh-Locus (HSS-1) ein Enhancerelement schon in einem frithen B-Zellentwicklungs-
stadium aktiv wird und die anderen Enhancerelemente (K-3’-Enhancer bzw. HSS-2 und
-3) erst zu einem spdteren Zeitpunkt der Differenzierung eine Rolle in der Trans-
kriptionsaktivierung spielen.

So wire es moglich, dafl im IgA-Locus zuerst das Chromatin von HSS-1 gedffnet wird
und von dort ausgehend verzogert das von HSS-2 und -3.

Das 148t vermuten, dafl durch den Synergismus von HSS-1 und -2 auf HSS-3 der IgA-
Enhancer entwicklungsabhingig reguliert wird. Ob es im Laufe der B-Zellentwicklung zu
einer gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden Aktivierung der Chromatinstruktur der

drei hypersensitiven Regionen kommit, ist jedoch noch zu klaren.

Um eine aktive Chromatinstruktur tiberhaupt herstellen zu konnen, ist vermutlich ein
gewebs- und sequenzspezifischer Masterfaktor notig, der als erstes an die DNA bindet
und dann andere Faktoren ,anlockt”, die schlieBlich das Chromatin iiber
Histonmodifizierung oder Nukleosom-,rremodeling* 6ffnen (Ubersicht in Smale und
Fisher, 2002). Erst dann konnen Transkriptionsfaktoren und Koaktivatoren binden und
damit  Transkriptionsprozesse beginnen. Die Gewebsspezifitit von solchen
Masterfaktoren erklart auch, dafl z.B. in einer B-Zelle nur bestimmte Loci des Genoms

fiir die Transkription zugénglich werden.

Die B-Zellentwicklung von der himatopoetischen Stammzelle bis zur reifen B-Zelle wird
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, die einer Hierarchie unterworfen sind, ge-

steuert (Abb. 50). Dabei ist von den drei gefundenen, fiir die B-Zelle wichtigen Faktoren
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als erster Ikaros ndtig. Ikaros steuert die Entwicklung einer himatopoetischen Stamm-
zelle zu einer lymphoiden Vorlduferzelle. Dall aus dieser eine Pro-B-Zelle wird, hingt
unter anderem von E47 ab. NFKB spielt vor allem in der spiteren B-Zelldifferenzierung

eine wichtige Rolle.

Nun stellt sich die Frage, welche der drei identifizierten, an der Regulierung von B-zell-
spezifischen Vorgidngen beteiligten Transkriptionsfaktoren (E47, Ikaros, NFKB) die Rolle
eines Masterfaktors fiir die Chromatinéffung des Igh-Locus spielen kdnnten.

Zuerst féllt auf, daBl in allen drei hypersensitiven Bereichen des IgA-Enhancers NFKB-
Bindungsstellen vorliegen. Da wire es naheliegend, daB NFKB der Masterfaktor ist. Eine
Betrachtung des K-Intronenhancers zeigt, da3 die Blockierung von NFKB (Scherer et al.,
1996) dazu fiihrt, daBl keine Keimbahntranskripte mehr gebildet werden und somit auch
keine Ig-Umlagerungen stattfinden. Das Auftreten von Keimbahntranskripten ist ndmlich
ein Hinweis auf die Zugénglichkeit des Chromatins fiir die Rekombinase. Das 1483t den
Schluf zu, daB NFkB im Igk-Locus fiir die Rekombination nétig ist.

Wie oben erwihnt, kann mit LPS eine Hypersensitivitit im K-Intronenhancer erreicht
werden, was ebenfalls flir eine direkte Beteiligung von NFKB spricht und die Not-
wendigkeit des Enhancers fiir die Umlagerungvorgidnge unterstreicht. Unter Berlick-
sichtigung der oben diskutierten Parallelen zwischen dem K- und A-Locus bietet sich eine
Ubertragung dieser SchluBfolgerungen auf den A-Locus an.

Bei der Betrachtung von Versuchsergebnissen mit PMA-Behandlung 148t sich allerdings
erkennen, da3 durch die NFKB-Stimulierung im IgA-Locus keine Hypersensitivitét er-
reicht werden kann, das heif3t, HSS-2 und -3 werden nicht ausgebildet. AuBBerdem tritt
NFkB wihrend der B-Zellentwicklung erst in spiteren Stadien auf (Scherer et al., 1996).
Somit ist es eher unwahrscheinlich, dal NFKB die Funktion eines Masterfaktors besitzt,

da NFkKB alleine nicht ausreicht, um das Chromatin zu 6ffnen.
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Abb. 50: Transkriptionsregulation wiahrend der B-Zellentwicklung
Abgebildet sind die verschiedenen B-Zellstadien mit den jeweiligen Oberflichenproteinen und darunter die
zum jeweiligen Zeitpunkt essentiellen Faktoren. Die durchgehenden Pfeile zeigen die Stadien, in denen die
Transkriptionsfaktoren exprimiert sind, die unterbrochenen Pfeile stehen fiir eine verringerte Expression
(Henderson und Calame, 1998; O’Riordan und Grosschedl, 2000; Romanow et al., 2000; Schebesta et al.,
2002).
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Eventuell konnte Ikaros diese Rolle erfiillen. Mdoglicherweise ist Ikaros durch seine
starke Beteiligung an Histondeacetylierungsreaktionen oder ATP-abhidngigen chromatin-
verdndernden Vorgéingen in die Zugénglichkeitskontrolle der DNA involviert. Der
Transkriptionsfaktor konnte dafiir verantwortlich sein, da3 ein bestimmter Chromatin-
bereich fiir die Bindung weiterer Faktoren unzuginglich bleibt oder gedffnet und damit
transkribiert wird.

SchlieBlich kommt auch E47 als Masterfaktor in Frage, da dieser Transkriptionsfaktor
Bindungsstellen in allen Immunglobulinenhancern (Glozak und Blomberg, 1996) hat und
als Homodimer B-zellspezifisch ist. Der Faktor beeinfluflt die B-Zelldifferenzierung als
einer der Hauptregulatoren in fast allen Stadien (Quong et al., 2002). Zudem zeigen Ver-
suche mit Nierenzellen (Romanow et al., 2000), dall geschlossenes Chromatin eines Ig-
Locus durch Zugabe von E2A-Proteinen gedffnet werden kann, was heilit, dal E47
alleine offensichtlich die DNA-Zuginglichkeit ermoglicht. Die E2A-Proteine binden da-
bei Koaktivatoren, wie den SAGA-Komplex oder p300, die beide Histonacetyltrans-
feraseaktivitdt besitzen. Die Féhigkeit zur direkten Chromatinéffnung wiirde E47 als
Masterfaktor préadestinieren.

Da jedoch E47, wie erwéhnt, in allen Ig-Enhancern vorkommt und in fast allen B-Zell-
stadien wirkt (s. Abb. 50), ist es unklar, wie die geordnete Reihenfolge der Genumla-
gerungen (IgH vor Igk vor IgA) eingehalten werden kann. Eine Moglichkeit wére, dal3 in
den unterschiedlichen Stadien und Loci verschiedene E47-Mengen vorhanden sind. Viel
wahrscheinlicher ist jedoch ein konzertierter Mechanismus, bei dem zusétzliche Faktoren
zur richtigen Zeit die Chromatinzugénglichkeit ermdglichen (Romanow et al., 2000).
Konkret hiee das, daB E47 als Masterfaktor den Zugang fiir die Rekombinase zur Re-
kombinationsmaschinerie iiber die Chromatinzugénglichkeit steuert. Nur {iber die Zu-
ginglichkeitskontrolle kann eine geordnete Umlagerung erreicht werden, da die V(D)J-
Rekombinase in allen Stadien aktiv ist. DaB zusitzliche Faktoren fiir die Offnung des
Chromatins notig sind, beweist die Tatsache, dafl der IgA-Locus erst im Pra-B-Zell-
stadium aktiv ist und nicht schon bereits beim ersten Auftreten von E47 sehr friih in der
B-Zellentwicklung (zwischen Stammzelle und Pro-B-Zelle; s. Abb 50). Im Pra-B-Zell-
stadium konnte dann als zusitzlicher Faktor zur Anderung des Chromatinzustandes
NFkB eine Rolle spielen und somit in der richtigen zeitlichen Abfolge eine additive Wir-

kung ausiiben.
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Um GewiBheit {iber den Masterfaktor zu erhalten, miissen noch genauere Unter-
suchungen vorgenommen werden. Als erstes wiren noch Crosslinking-Versuche durch-
zufiihren, um sicher sein zu konnen, dal} es iiberhaupt diese Transkriptionsfaktoren sind,
die binden. Auch sollten verschiedene humane Zellstadien mit Hilfe der In-vivo-
Footprinting-Methode auf die unterschiedliche Proteinbedeckung hin untersucht werden.

Dadurch konnen Hinweise auf die sich dndernde Hypersensitivitdt erhalten werden.

Aus den Versuchen scheint hervorzugehen, dafl vor allem die Transkriptionsfaktoren
NFkKB, Ikaros und E47 die Ausiibung der synergistischen Wirkung von HSS-2 auf HSS-3
entscheidend beeinflussen. Alle besitzen die Fihigkeit, Transkriptionskomplexe zu
bilden, die die Zuginglichkeit des Chromatins durch Histonacetylierung bzw. -
deacetylierung oder ATP-abhingige Nukleosom-,,remodeling*“-Vorgiange steuern konnen.
Damit wird die DNA ausgehend vom Enhancer fiir zum Teil noch nicht bekannte
Faktoren und Koaktivatoren zugénglich, worauf die Transkription der IgA-Gene erfolgen

kann.

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnen keine Aussagen iiber die ent-
wicklungsabhingige Regulation des A-Locus und iiber Unterschiede in der Faktor-
bindung wéhrend der verschiedenen B-Zellentwicklungsstadien getroffen werden. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden jedoch die Voraussetzungen fiir genaue B-Zell-
entwicklungsuntersuchungen erarbeitet.

Da ein Wissen iiber die Proteinbedeckung der DNA im Pro- und Prd-B-Zellstadium sehr
wichtig wiére, um Faktoren zu finden, die an der Ausbildung von HSS-1, -2 und -3 be-
teiligt sind, wird die Arbeitsgruppe Klobeck dahingehende Versuche durchfiihren.

In weiteren Untersuchungen sind die Verdnderungen der Chromatinstruktur und der
Transkription sowie die Mechanismen der Zuginglichkeitskontrolle des gesamten IgA-
Locus wihrend der verschiedenen B-Zellstadien zu erforschen.

Dabei ist zu beachten, dal Experimente mit Prd-B-Zellen der Maus nicht mdglich sind,
da es hier keine HSS-1- und -2-Bereiche gibt und der IgA-Locus vermutlich anders ge-
steuert wird. Die Versuche konnten allerdings mit transgenen Méusen, die den mensch-
lichen IgA-Locus und somit auch alle hypersensitiven Regionen enthalten, in ver-

schiedenen Zellstadien durchgefiihrt werden (Popov et al., 1999).
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Als Alternative wire es mdoglich, fiir die Versuche humane Pro- und Prid-B-Zellen zu
verwenden. Fiir die Chromatinstudien im Humangenom sind allerdings sehr viele Zellen,
das heifit zirka 10’ Zellen pro Gelbahn, nétig. Eine solche Menge von Primérzellen aus
dem Knochenmark zu erhalten, gestaltet sich sehr schwierig. Aus diesem Grund werden
derartige Untersuchungen mit Hilfe der In-vivo-Footprinting-Methode durchgefiihrt, da
fiir diese wesentlich weniger Zellen benétigt werden. Die Versuche liefern die selben

Ergebnisse wie die Chromatinanalyse.
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6 Zusammenfassung

Der menschliche IgA-Enhancer besteht aus den drei DNase I-hypersensitiven Regionen
HSS-1, -2 und -3, wobei HSS-3 den eigentlichen Enhancer darstellt und HSS-1 und -2
gemeinsam auf HSS-3 synergistisch wirken.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die B-zellspezifische Region HSS-2 nidher einzu-
grenzen und zu charakterisieren.

Dazu wurden transiente Transfektionen und In-vivo-Footprinting-Versuche durchge-
fiihrt.

Die Transfektionsexperimente erfolgten mit den reifen B-Zelllinien MN60 und Daudi.
Dazu wurden Luciferasereportergenkonstrukte mit Punktmutationen in den beiden
NFkB-Bindungsstellen von HSS-2 oder mit 5°- bzw. 3’-Deletionen in HSS-2 eingesetzt.
Die Auswertung der Daten ergab, dal der Transkriptionsfaktor NFKB eine sehr
wichtige Rolle in der Regulierung des humanen IgA-Locus spielt. Die
Transkriptionskontrolle durch NFkB erfolgt als Bestandteil von
Transkriptionskomplexen unter anderem iiber die Offnung des Chromatins, womit die
DNA auch fiir andere Faktoren zugénglich wird.

Die anschlieBenden In-vivo-Footprinting-Versuche sollten Aufschluf} iiber die Protein-
bedeckung der genomischen DNA von B-Zellen in HSS-2 geben. Fiir die Unter-
suchungen wurden die reifen B-Zelllinien Daudi und MN60, die Pra-B-Zelllinie
BV173, die T-Zelllinien Jurkat und CCRF-CEM und die myeloische Zelllinie K562
verwendet und zum Teil mit PMA oder TPCK vorbehandelt. Als Nachweismethode
diente die LMPCR, als Vergleichs-DNA die freie Plazenta-DNA AF. Den meisten
geschiitzten Sequenzbereichen, deren Anordnung eine Unterteilung von HSS-2 in zwei
Teile ermoglicht, konnten mit der Datenbank Transfac bestimmte Faktoren zugeordnet
werden. Einige der identifizierten Proteine spielen in der B-Zellentwicklung eine
wichtige Rolle. Eine wahrscheinliche Bindung an die Sequenz des HSS-2-Bereichs ist
von E47, Ikaros und NFKB anzunehmen. Alle drei stellen Transkriptionsfaktoren dar,
die die B-Zellentwicklung und -differenzierung in verschiedenen Stadien steuern.

Als Masterfaktor fiir die Chromatinéffnung im IgA-Locus kommt vermutlich E47 in
Frage, die synergistische Wirkung von HSS-2 wird wahrscheinlich durch NFKB, Ikaros
und E47 entscheidend beeinfluf3t.
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Anhang A

In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten Oligonukleotide mit ihren Sequenzen,
ithrem Verwendungszweck und ihren Anlagerungstemperaturen (Tm) angefiihrt. HS
steht fiir die Primer aus der jeweiligen HSS-Region. FP kennzeichnet die Verwendung
fiir die In-vivo-Footprinting-Methode, K die Verwendung zur Konstruktherstellung fiir
die Transfektionsversuche. ST entspricht der Anlagerungstemperatur nach dem
Standard-protokoll und GC nach dem GC-reichen PCR System.

Oligo- Sequenz (5° - 3°) Verwen- | Tm (°C)
nukleotid dung ST/ GC
HS2-1 TGAGACCTGGAGTGTGCCT FP 68 /60
HS2-4 GCAGCTGGGTTGATAATAAT FP 68/55
HS2-6 AGGTCCTGCCCACTGGGTAG FP 68
HS2-10 TAGTGGCTCGAGCTCAGCCTC FP/K 60
HS2-11 ACCTCAGCATCTAGACCCAGC FP /K 68 /58
HS2-13 CCTCACTCGAGTGCAGCTGGCC K 68
HS2-14 CAAGCCTCGAGCCTGGCAGCAGGTGCCT K 68
HS2-15 TTCTGCTCGAGAAGCTTCTATTCATGC K 68
HS2-16 GACCCCTCGAGGGAGCTGGGCCAAGT K 68
HS2-17 GTCCAAGATCTGGGGGCGGCAGGTGGAGT |K 68
HS2-18 TGAATAGATCTTTCTGGAGCAGAAGGTGCT |K 68
HS2-19 TGGGGAGATCTAGGCACCTGCTGCCAGGGC |K 68
HS2-20 TCAGGAGATCTTGGTTTCACCAGGCCAG K 68
HS2-21 CAGTTTCCCCTCTGTGCAG FP 68 /58
HS2-22 GTTTGTCTCTGCCGTTGGT FP 68
HS2-23 GTTTTCATCCTTGGGCTGT FP 60 /45
HS2-24 GGGCTGTTCCAGCCCCAGA FP 68/50
HS2-25 ACCGGCCCTGGAACCCTCA FP 68
HS2-26 CCTCACCCCAGTGCAGCTG FP 68 /58
HS2-27 CTGGTGAAACCAAGAGTGC FP 68/56
HS2-28 CCCTGGCAGCAGGTGCCTC FP 68
HS2-29 AGGTGCCTCCTTCTCCCCA FP 68 /58
HS2-30 GGGCGATTCAGTTTCCAAA FP 68/55
HS2-31 TGAGTTAGACAGGGTCTGGA FP 68
HS2-32 CTGGAGATCATGGTCAATCA FP 68
HS2-33 ATCAATGATCAGAAGTAGCA FP 60
HS2-34 TCCTCACAGCTCCCCAGGAA FP 68
HS2-35 CCAGGAACCGTTCTAAATG FP 68
HS2-36 AATGCCAGGTTCAGAGCTG FP 68
HS2-37 TGGACATGGGACCCTGCT FP 68
HS2-38 TGCTGATCACACTCCACCT FP 68
HS2-39 ACCTGCCGCCCCCAGGTCT FP 68
HS2-40 AGCCCACCCCCAGGTGAGA FP 68
HS2-41 GAGTGTGCCTTCTCATGGGA FP 68/60
HS2-42 CTGTTCCTCACACCTGTCA FP 68
HS2-43 TCAACCTCTCTTTGACCTCA FP 68 /56
HS2-44 ATATATGGATGGACAGACACA FP 68
HS2-45 ATAAGTGACTGACCAGTCT FP 65
HS2-46 CGGCAGGTGGAGTGTGATC FP 68
HS2-47 ATCAGCAGGGTCCCATGTC FP 68
HS2-48 CATGTCCAGCTCTGGCCA FP 68
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Oligo- Sequenz (5’ -3’) Verwen- | Tm (°C)
nukleotid dung [ ST/GC
HS2-49 CAATTGGGCACAGCTCTGA FP 68
HS2-50 AGCTCTGAACCTGGCATTTA FP 68
HS2-51 TGGCATTTAGAACGGTTCCT FP 68
HS2-52 CTACTTCTGATCATTGAT FP 55
HS2-53 ATTGACCATGATCTCCAGA FP 65/52
HS2-54 TCCAGACCCTGTCTAACTCA FP 68 /57
HS2-55 AGCTGGGCTGGTGGAAGCT FP 68
HS2-56 AGCTTTGGAAACTGAATC FP 60/56
HS2-57 CTGAATCGCCCCCCTGCCT FP 68 /64
HS2-58 CAGCTATTTCGGGCCTCA FP 68
HS2-59 TCAGGCACTCTTGGTTTCA FP 68/55
HS2-60 TCACCAGGCCAGCTGCACT FP 68/60
HS2-61 GTCTGGGGCTGGAACAGCC FP 68
HS2-62 ACAGCCCAAGGATGAAAAC FP 68/62
HS2-63 ACCAACGGCAGAGACAAAC FP 68/57
HS3-35 AGCTGCACAAACATCCAGCA FP 60
HS3-36 AGCAGCAGCCCTGAAACTGC FP 65
HS3-37 AAACTGCCCCATGCTCCTCC FP 64
TAG-1 GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC LMPCR 80
TAG-2 GAATTCAGATC LMPCR 30
TAG-3 GCGGTGACCCGGGAGATC LMPCR 62
Anhang B

In der folgenden Tabelle sind die hergestellten Konstrukte, deren Grof3e, Herkunft und
die zur Herstellung verwendeten Oligonukleotide aufgelistet.

Klon Grolie Herkunft Oligo-
[Bp] nukleotide

pPL-1mut5delHSS2-6 13440 pPL-1mut5 HS2-10; HS2-17
pPL-1mut5delHSS2-7 13253 pPL-1mut5 HS2-10; HS2-18
pPL-1mut5delHSS2-8 13071 pPL-1mut5 HS2-10; HS2-19
pPL-1mut5delHSS2-9 13006 pPL-1mut5 HS2-10; HS2-20
pPL-1mut5delHSS2-12 13622 pPL-1mut5 HS2-13; HS2-11
pPL-1mut5delHSS2-13 13552 pPL-1mut5 HS2-14; HS2-11
pPL-1mut5delHSS2-14 13355 pPL-1mut5 HS2-15; HS2-11
pPL-1mut5delHSS2-15 13147 pPL-1mut5 HS2-16; HS2-11
pPL-1mut5delHSS2 12770 pPL-1mut5
pPL-1mut5delHSS1delHSS2-9 8895 pPL-1mut5delHSS2-9
pPL-1mut5delHSS1delHSS2-15 9036 pPL-1mut5delHSS2-15
pPL-1mut5delHSS1-1 9723 pPL-1mut5
pPL-1mut5delHSS1-2 11832 pPL-1mut5
pPL-1mut5delHSS-1,2 8655 pPL-1mut5delHSS2
pPL-1delHSS1-1 9723 pPL-1
pPL-1delHSS1-2 11832 pPL-1
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