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Kapitel 1

Einleitung

Einer der Grundvorgange des Lebens ist die Umwandlung der genetischen Infor-
mation eines Lebewesens in seine zentralen Bausteine, die Proteine. Die geneti-
sche Information ist in jeder Zelle in Form der Nukleinsdure DNA gespeichert.
Zunachst werden die in der DNA kodierten Informationseinheiten, die Gene, in
die Nukleinsdure RNA umgeschrieben (transkribiert). In Eukaryonten miissen in-
formationslose Teile entfernt und die Enden des RNA-Molekiils modifiziert wer-
den. Bei diesem Vorgang, den man Prozessierung nennt, wird die pra-mRNA
zur mRNA (Boten- oder messenger RNA) umgeformt. Mit Hilfe der Ribosomen
werden die prozessierten mRNA-Molekiile in Proteine iibersetzt (translatiert).

Das Repertoire der exprimierten Gene kann stark variieren, zum einen in Abhéan-
gigkeit von den Umweltbedingungen, zum anderen in Abhéngigkeit vom Entwick-
lungsstadium des Organismus und vom Gewebe, dem eine Zelle angehort. Beson-
ders in hoheren Organismen, wie Eukaryonten, wird die Genexpression durch ein
komplexes Netzwerk von Signalwegen, Aktivatoren und Repressoren reguliert.

1.1 Transkription in Eukaryonten

1.1.1 Regulationssequenzen von eukaryontischen Klasse-
II-Genen

In Eukaryonten unterscheidet man je nach der zustiandigen RNA-Polymerase
drei Klassen von Genen. RNA-Polymerase I transkribiert die ribosomalen RNAs
(rRNAs), Bausteine der Ribosomen, RNA-Polymerase II die mRNAs der Protein
kodierenden Gene und RNA-Polymerase III die sogenannte 5S rRNA und die
Transfer-RNAs (tRNAs), die als Adaptermolekiile bei der Proteinsynthese die-
nen. Besonders die Expression der Klasse-11-Gene, die bei weitem die vielféaltigste
Gruppe darstellen, wird von einer Vielzahl spezifischer Transkriptionsfaktoren
kontrolliert.
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Abbildung 1.1: Struktur eines Klasse-II-Modellgens. +1: Transkriptions-
startpunkt; TF: Bindungsstelle fiir einen spezifischen Transkriptionsfaktor; BRE:
TFIIB-Erkennungssequenz; TATA: TATA-Box; Inr: initiator; DPE: downstream
promoter element.

Die Regulationssequenz eines typischen Klasse-1I-Gens setzt sich aus dem Pro-
motor und enhancer- und silencer-Elementen zusammen. Die minimalen oder
core Promotorelemente sind jene DNA-Sequenzen, die die Bindung der sogenann-
ten basalen Transkriptionsmaschine, bestehend aus der RNA-Polymerase II und
den Initiationsfaktoren, erméglichen. Zu ihnen zéhlen die TATA-Sequenz ca. 30
Basenpaare oberhalb des Transkriptionsstarts, das BRE (TFIIB recognition ele-
ment) direkt oberhalb der TATA-Box, das pyrimidinreiche Inr(initiator)-Element
in der Umgebung des Transkriptionsstarts und das DPE (downstream promoter
element) etwa 30 Basenpaare unterhalb des Transkriptionsstarts (Ubersicht in
Butler und Kadonaga, 2002; Kadonaga, 2002). Diese einzelnen Elemente sind
nicht immer vorhanden und treten in den einzelnen Promotoren in verschiede-
nen Kombinationen auf. Die wenigsten Gene enthalten alle Elemente. Zusétzlich
befinden sich in einem Klasse-II-Promotor proximale Bindungsstellen fiir regu-
lierende Transkriptionsfaktoren. Die enhancer und silencer-Elemente enthalten
Bindungsstellen fiir Aktivatoren bzw. Repressoren. Sie konnen oberhalb oder un-
terhalb des Promotors im Abstand von bis zu mehreren Kilobasenpaaren und
auch in den Intronsequenzen des Gens liegen. Thr Effekt ist unabhéngig von ihrer
Orientierung beziiglich des Gens. Innerhalb des Genoms wird ihr Wirkungsbereich
durch sogenannte boundary- oder insulator-Elemente eingegrenzt (Ubersicht in
West et al., 2002). Die Skizze eines Klasse-II-Modellgens ist in Abb. 1.1 zu sehen.

1.1.2 RNA-Polymerase 11

Das Herz der basalen Transkriptionsmaschine ist die RNA-Polymerase II, ein
Multiproteinkomplex mit 12 Untereinheiten und einer Grofle von iiber 500 kDa.
Innerhalb der RNA-Polymerasen I, IT und III sind die drei groiten Untereinheiten
und RPB11 (Untereinheit 11 der RNA-Polymerase B bzw. der RNA-Polymerase
IT) stark konserviert, fiinf andere Untereinheiten sogar identisch (Hampsey, 1998).
Nur die Untereinheiten RPB4, RPB7 und RPB9 sind einzigartig fiir RNA-Poly-
merase 1. Die grofiten Untereinheiten, RPB1 und RPB2, bilden das Kernstiick
des Enzyms, das das aktive Zentrum mit einem Mg?*-Ion und den positiv gela-
denen Spalt zur Bindung der Matrizen-DNA enthalt. Das jaw, bestehend aus den
Untereinheiten RPB1, RPB5 und RPBY, fixiert die unterhalb des aktiven Zen-
trums gelegene Matrizen-DNA. Zusétzlich werden die bereits transkribierte DNA



und die neu entstandene RNA von der sogenannten Klammer (clamp) festgehal-
ten, die von den Untereinheiten RPB1, RPB2 und RPB6 gebildet wird (Cramer
et al., 2000; Cramer et al., 2001). Eine besondere Stellung nehmen die Unter-
einheiten RPB4 und RPBY ein, die in der RNA-Polymerase II aus S. cerevisiae
nur substochiometrisch vorliegen. Den beiden Untereinheiten wird eine wichtige
Rolle in der Stressantwort der Hefe zugeschrieben (Choder und Young, 1993).
Die groite Untereinheit der RNA-Polymerase II weist im Gegensatz zu ihren Ho-
mologen in den RNA-Polymerasen I und III eine Besonderheit auf, die carboxy-
terminale Doméne oder CTD (Ubersicht in Dahmus, 1996). Diese Doméne be-
steht je nach Organismus aus 26-27 (Béckerhefe) bis 52 (Mensch) aufeinander fol-
genden Wiederholungen der Konsensussequenz Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser und
kann stark phosphoryliert werden. Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen
zwei Erscheinungsformen der RNA-Polymerase 11, der hypophosphorylierten Pol
[Tound der hyperphosphorylierten Pol I1g. In in vitro Experimenten stellte man
fest, dass Pol 115 bevorzugt an den Prainitiationskomplex der Transkription bin-
det (Lu et al., 1991). Beim Ubergang von der Initiation zur Elongation wird dann
die hypophosphorylierte CTD von einer Untereinheit des generellen Transkrip-
tionsfaktors TFIIH an Serb phosphoryliert. Im weiteren Verlauf der Elongation
kann der Faktor P-TEFD, bestehend aus CDK9 und einer Cyclin T Isoform,
die Transkription durch Phosphorylierung an Ser2 oder auch Ser positiv beein-
flussen. Weitere CTD-Kinasen sind die Mediatoruntereinheiten CDK8/Cyclin C
(Ser2 und Ser5) und c-abl (Tyrl) (Ubersicht in Kobor und Greenblatt, 2002). Ne-
ben der Elongation reguliert die Phosphorylierung der RNA-Polymerase II auch
die Bindung von RNA prozessierenden Proteinen an die CTD und ihre Akti-
vitit (Ubersicht in Bentley, 1999; Hirose und Manley, 2000), wodurch Transkrip-
tion und Prozessierung eng miteinander verkniipft sind. RNA-Polymerase 11, die
wahrend der Elongation iiberwiegend als Pol IIgvorliegt, wird vor einer erneu-
ten Transkriptionsrunde von der Phosphatase Fepl dephosphoryliert (Cho et al.,
1999).

1.1.3 Die generellen Transkriptionsfaktoren (GTF's)

Fiir die basale Transkription, d. h. die korrekte Transkription ausgehend von
core Promotoren in in vitro Systemen ohne Aktivatoren, sind neben der RNA-
Polymerase II die sogenannten generellen Transkriptionsfaktoren oder Transkrip-
tionsinitiationsfaktoren (GTFs) notwendig (Ubersicht in Roeder, 1996; Hampsey,
1998). Ende der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts stellte man fest, dass die
exakte Transkription mit gereinigter RNA-Polymerase II von einer DNA-Matrize
den Zusatz von Zellextrakt erfordert (Weil et al., 1979). Die Auftrennung von
Saugerzellextrakten ermdoglichte im Folgenden die Identifizierung der verschiede-
nen notwendigen Aktivitdten, der GTFs (Matsui et al., 1980). Aufbauend auf in
vitro Experimenten, bei denen gereinigte Faktoren eingesetzt wurden, entwickel-
te man ein Modell, das die Reihenfolge beschreibt, in welcher die GTFs an den



Promotor binden, um den Préinitiationskomplex (preinitiation complez, PIC) zu
bilden (Roeder, 1996; s. Abb. 1.2). Dieser erste Schritt in der Transkription kann
durch zahlreiche Aktivatoren, Repressoren und Cofaktoren beeinflusst werden, so
dass er ein wichtiger Punkt in der Transkriptionsregulierung ist.

Als erstes bindet der Faktor TFIID an die TATA-Box des Promotors. TFIID
ist ein Multiproteinkomplex mit einer Masse von etwa 700 kDa, der aus dem
TATA-Box bindenden Protein, TBP, und den TBP-assoziierten Faktoren (TAFs)
besteht. Wahrend TBP alleine fiir die PIC-Bildung und die basale Transkription
ausreicht, werden fiir die aktivatorabhangige Transkription zusatzlich die TAFs
benotigt (Ubersicht in Burley und Roeder, 1996). Diese Faktoren iiben einerseits
Cofaktor-Funktion aus, andererseits sind sie fiir die PIC-Bildung an TATA-losen
Promotoren wichtig (siehe 1.1.4.1). Die zentrale Untereinheit, TBP, hat die Form
eines Sattels und bindet mit der konkaven Seite die TATA-Box in der kleinen
Rinne (minor groove) der DNA (Kim et al., 1993a; Kim et al., 1993b), wahrend
die konvexe Seite der Bindung der TAFs und weiterer GTFs dient. Durch die
ungewohnliche Bindung in der kleinen Rinne induziert TBP einen Knick von
etwa 100° in der DNA, der moglicherweise der Stabilisierung des PIC dient und
Interaktionen von Transkriptionsfaktoren mit dem PIC erleichtert (Burley und
Roeder, 1996).

Ein umstrittenes Mitglied der GTF's ist TFIIA. Es ist nicht sicher, inwieweit dieser
heterotrimere Faktor zur basalen Transkription benétigt wird (Hampsey, 1998).
TFITA zeigt sowohl Cofaktor- als auch Antirepressoreigenschaften, Funktionen,
die auf die verschiedenen Untereinheiten aufgeteilt sind (Ma et al., 1996). Zudem
wurde berichtet, dass TFIIA die Bindung von TBP an die TATA-Box stabilisiert
(Imbalzano et al., 1994).

Nach der Bindung von TBP assoziiert TFIIB mit dem PIC. Wie TFITA stabi-
lisiert auch TFIIB die Bindung von TBP an die TATA-Box (Imbalzano et al.,
1994) und ist zudem wichtig fiir die Rekrutierung der RNA-Polymerase 11 (Bu-
ratowski et al., 1989). Dariiber hinaus hat TFIIB einen entscheidenden Einfluss
auf die korrekte Auswahl des Transkriptionsstarts (Hawkes und Roberts, 1999),
wie als erstes in S. cerevisiae gezeigt wurde (Pinto et al., 1992).

Zusammen mit RNA-Polymerase I1 bindet schlieBlich TFIIF an den PIC. TFIIF
hat einige Eigenschaften, die an den bakteriellen o-Faktor erinnern, namlich die
starke Interaktion mit RNA-Polymerase 11, die Unterdriickung unspezifischer Bin-
dung von RNA-Polymerase IT an DNA und die Stabilisierung des PIC (Conaway
und Conaway, 1993; Hampsey, 1998). Neben seiner Rolle in der Initiation ist
TFIIF auch fiir die Elongation wichtig. Hier wurde gezeigt, dass TFIIF tran-
siente Pausen der Polymerase verhindert (Bengal et al., 1991; Izban und Luse,
1992).

Zur Vervollstandigung des PIC binden zuletzt noch TFIIE und TFIIH an den
PIC. Neben seiner Rolle bei der Rekrutierung von TFIIH (Flores et al., 1992)
wurde fiir TFIIE gezeigt, dass es die ATPase- und Kinase-Aktivitaten von TFI-
[H stimuliert (Lu et al., 1992; Ohkuma und Roeder, 1994). TFIIH ist ein sehr
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komplexer Transkriptionsfaktor. In Saugerzellen setzt sich der Multiproteinkom-
plex aus einem core oder Kernkomplex mit sechs Untereinheiten und einem
Subkomplex mit drei Untereinheiten zusammen (Ubersicht in Svejstrup et al.,
1996). Der Subkomplex, auch CAK (CDK-activating kinase) genannt, besteht
aus CDKY7, Cyclin H und MAT1, und ist die CTD phosphorylierende Aktivitat
von TFITH. Ohne Assoziation an den restlichen TFIIH-Komplex ist CAK fiir
die Aktivierung von CDKs (eyclin-dependent kinases) wichtig (Ubersicht in Har-
per und Elledge,1998). Neben der Phosphorylierung der CTD ist TFIIH bei der
Transkription fiir das Schmelzen des Promotors (promoter melting) (Holstege
et al., 1996) und das Réumen des Promotors (promoter clearance) (Dvir et al.,
1997; Moreland et al., 1999) verantwortlich. Beide Schritte sind von ATP und
von der Helikase-Aktivitdt XPB abhéngig (Tirode et al., 1999; Moreland et al.,
1999). Durch das Aufschmelzen des Promotors entsteht die sogenannte Tran-
skriptionsblase, ein einzelstrangiger Bereich um den Transkriptionsstart, der als
Matrize zur RNA-Polymerisierung dient. Nach der anschlieBenden Ausbildung
der ersten Phosphodiesterbindungen ist die RNA-Polymerase II, wenn sie durch
ATP-Entzug in in vitro Systemen angehalten wird, meist blockiert (Dvir et al.,
1996). Zur Uberwindung dieser Blockade der frithen Elongation, d. h. zur promo-
ter clearance, wird die Helikase-Aktivitat von XPB bendtigt.

1.1.4 Transkriptionscofaktoren

In den letzten beiden Abschnitten wurden die Elemente der Transkriptionsma-
schine, die RNA-Polymerase II und die GTFs, vorgestellt. Sie ermdglichen zwar
basale Transkription, nicht aber durch Aktivatoren stimulierte Transkription. Ei-
ne weitere Gruppe von Faktoren, die sogenannten Cofaktoren, werden benotigt,
um die Funktion eines sequenzspezifisch bindenden Aktivators oder Repressors
an die Transkriptionsmaschine zu tibermitteln. Cofaktoren konnen in drei Grup-
pen eingeteilt werden: TBP-assoziierte Faktoren (TAFs), generelle Cofaktoren
und Mediatorkomplexe (Kaiser und Meisterernst, 1996). Sie sollen im Folgenden
kurz erlautert werden und sind in einer Ubersichtsskizze (Abb. 1.3) dargestellt.
In den letzten Jahren hat dariiber hinaus eine weitere Gruppe von Cofaktoren
Aufmerksamkeit erregt, namlich Cofaktoren, die weniger als Adapter zwischen
Aktivatoren und der Transkriptionsmaschine dienen, sondern vielmehr die Chro-
matinstruktur modifizieren. Auf diese Gruppe soll spéiter eingegangen werden
(s. 1.1.5).

1.1.4.1 TBP-assoziierte Faktoren (TAFs)

Die erste Gruppe der Cofaktoren, die TAFs, sind Untereinheiten des generellen
Transkriptionsfaktors TFIID, der sich aus TBP und 8-12 TAFs zusammensetzt
(Albright und Tjian, 2000). TAFs haben Cofaktor- bzw. Coaktivatorfunktion,
wirken beim Erkennen des Promotors mit und haben zusétzlich enzymatische Ak-
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tivitaten. Fiir eine Reihe von TAFs wurde eine direkte Wechselwirkung mit spezi-
fischen Transkriptionsaktivatoren entdeckt (Burley und Roeder, 1996, und Refe-
renzen dort), was ihre Rolle als Coaktivatoren bestétigt. Man denkt, dass TFIID
mit Hilfe von Aktivatoren verstirkt an den Promotor rekrutiert wird und da-
durch die Transkriptionsaktivitdt zunimmt. Allerdings sind die Zusammenhéange
aufgrund der anderen Funktionen und Aktivitdten von TAFs wohl komplizier-
ter. TAF1!, der grote TAF, besitzt in Metazoen Histonacetyltransferase(HAT)-,
Serinkinase- und Ubiquitinligaseaktivitdt (Mizzen et al., 1996; Dikstein et al.,
1996; Pham und Sauer, 2000). Die HAT-Aktivitdt, die auch in Hefe gefunden
wurde, ist spezifisch fiir das Lysin 14 von Histon 3 sowie fiir TFIIE (Mizzen et
al., 1996; Imhof et al., 1997). Méglicherweise stimuliert die Acetylierung der His-
tonenden durch TAF1 die Transkription, indem sie den Zugang von TFIID an
chromatinverpackte Promotoren erleichtert (siche auch 1.1.5). Als Substrat der
Kinase-Aktivitdt wurde bislang nur die grofle Untereinheit von TFIIF, RAP74,
identifiziert, als Substrat der Ubiquitinligase Histon H1. TAF2 zeichnet sich durch
spezifische DNA-Bindung im Bereich des initiators aus (Verrijzer et al., 1994),
wahrend man annimmt, dass TAF6 und TAF9 das DPE im core Promotor binden
(Burke und Kadonaga, 1997). Wahrscheinlich wird das Erkennen des Promotors
durch die kooperative Bindung mehrerer TFIID-Untereinheiten verstarkt (Alb-
right und Tjian, 2000). Einige TAFs wurden nicht nur als Untereinheiten von
TFIID, sondern auch von den HAT-Komplexen SAGA in Hefe und PCAF und
TFTC in Saugern entdeckt. Dies lasst darauf schliefen, dass sie auch auflerhalb

!Die TAFs werden hier entsprechend der neuen Nomenklatur bezeichnet (Tora, 2002).
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von TFIID eine Rolle in der Transkription spielen (Grant et al., 1998; Ogryzko
et al., 1998; Wieczorek et al., 1998). Dariiber hinaus fand man gewebespezifische
TAFs in D. melanogaster und in Saugern, die kritisch fiir die Regulation be-
stimmter Genexpressionsprogramme und Entwicklungsprozesse sind (Ubersicht
in Verrijzer, 2001). TFIID scheint also je nach Gewebe oder Entwicklungsab-
schnitt auch mit unterschiedlichen TAF-Repertoires zu wechselwirken.

1.1.4.2 Generelle Transkriptionscofaktoren

Die Gruppe der generellen Cofaktoren wurde 1991 in einer Fraktion aus Sauger-
kernextrakten, USA (upstream factor stimulatory activity), entdeckt (Meister-
ernst et al., 1991). Man stellte fest, dass die aktivatorabhéngige Transkription
in in vitro Systemen (mit gereinigten GTFs und RNA-Polymerase II) nicht so
gut stimuliert werden kann wie in weniger aufgereinigten Systemen. Als fehlendes
Element erwies sich die USA, aus der in der Folgezeit einige Cofaktoren isoliert
werden konnten. Man unterschied zunéchst zwischen positiven (PCs) und ne-
gativen Cofaktoren (NCs), wobei diese Unterscheidung nach der Wirkungsweise
nicht mehr so eindeutig ist und inzwischen auch andere Proteine zu den generellen
Cofaktoren zéahlen.

In der Gruppe der positiven Cofaktoren findet man PC1, spéter als PARP iden-
tifiziert, PC2, PC3 bzw. Topoisomerase I, PC4, PC5 und PC6. Diese Aktivitaten
sind bis heute unterschiedlich gut charakterisiert und identifiziert (Ubersicht in
Kaiser und Meisterernst, 1996). PC2 fillt in die Gruppe der Mediatorkomplexe
(Kretzschmar et al, 1994; Malik et al., 2000; sieche 1.1.4.3). Fiir PC3 wurde sowohl
eine reprimierende Funktion bei der basalen Transkription als auch eine stimu-
lierende bei der aktivatorabhéngigen Transkription entdeckt (Kretzschmar et al.,
1993). Uber den Cofaktor PC4, der iiber die Phosphorylierung durch Caseinkina-
se II reguliert wird, ist am meisten bekannt. In der unphosphorylierten Form
stimuliert er die aktivatorabhéangige Transkription wihrend der TFIIA-TFIID-
Komplexbildung mit DNA. Daneben kann sowohl die unphosphorylierte als auch
die phosphorylierte Form an geschmolzene, einzelstrangige Promotor-DNA bin-
den und dadurch die Transkription reprimieren (Kaiser et al., 1995; Werten et
al., 1998). Dieser reprimierenden Aktivitdt kann TFIIH entgegenwirken.

Die negativen Cofaktoren umfassen NC1 und NC2. Man weif}, dass NC1 die basa-
le Transkription reprimiert, indem es an den TFIID-DNA-Komplex bindet. Diese
Bindung kann durch TFIIA kompetitiert werden (Meisterernst et al., 1991). Auch
das Heterodimer NC2 bindet an den TFIID-DNA-Komplex und inhibiert so die
Bindung von TFIIB und die weitere PIC-Bildung (Goppelt et al., 1996). Umstrit-
ten ist im Augenblick das Modell, nach dem NC2 auch positive Cofaktorfunktion
haben soll (Geisberg et al., 2001; Willy et al., 2000). Unter den Cofaktoren mit
Repressorfunktion findet man aulerdem HMG1 (high mobility group), HMG2 und
Adal/Mot (Kaiser und Meisterernst, 1996).



1.1.4.3 Mediatorkomplexe

Als letzte der drei Cofaktorgruppen sollen die Mediatorkomplexe vorgestellt wer-
den. Hinweise auf Aktivitaten, die zwischen sequenzspezifischen Transkriptions-
aktivatoren und der basalen Transkriptionsmaschine vermitteln, fand man zu-
nachst in Extrakten aus S. cerevisiae und dann auch in Extrakten aus mensch-
lichen Zelllinien (Ubersicht in Myers und Kornberg, 2000). Aus Hefe wurde der
Mediator schliellich als Teil eines RNA-Polymerase 11 Holoenzyms aufgereinigt
(Thompson et al., 1993; Koleske und Young, 1994; Kim et al., 1994). In mensch-
lichen Zelllinien fand man eine Reihe Komplexe, die homolog zum Hefe-Mediator
sind, deren Zusammensetzung sich aber beziiglich einzelner Untereinheiten un-
terscheidet (Ubersicht in Rachez und Freedman, 2001). Die Heterogenitéit der
humanen Mediatorkomplexe beruht moglicherweise auf der Existenz von Sub-
komplexen und/oder auf der Existenz zellspezifischer Untereinheiten (Myers und
Kornberg, 2000).

Vor wenigen Jahren wurde die Struktur von freien und an RNA-Polymerase 11
gebundenen Mediatorkomplexen mittels Elektronenmikroskopie analysiert (Astu-
rias et al., 1999; Dotson et al., 2000). Obwohl die Untereinheiten der Mediator-
komplexe aus Hefe, Maus und Mensch nur zum Teil homolog sind, ist die Struktur
der Komplexe sehr dhnlich (Dotson et al., 2000). Im gebundenen Zustand sind
die drei Doménen des Mediators, der Kopf, der Mittelteil und der Schwanz, li-
near angeordnet. Neben dem Galll-, dem Med9/10- und dem Srb4-Modul, die
diesen Doménen entsprechen, kénnen der Hefe-Mediator und humane Mediator-
komplexe das Srb10-Modul enthalten (Ubersicht in Boube et al., 2002). Diesem
Subkomplex, der unter anderem Cdk8 (Srb1l0) und Cyclin C (Srbll) enthélt,
werden reprimierende Eigenschaften zugeschrieben (Hengartner et al., 1998).
Die Hauptaufgabe des Mediators ist die Briickenfunktion zwischen Transkrip-
tionsaktivatoren und der Transkriptionsmaschine — insbesondere der RNA-Poly-
merase [I. Kim und Kollegen zeigten, dass der Hefe-Mediator sowohl die basale
als auch die aktivatorabhangige Transkription stimuliert. Daneben verstarkt er
die CTD-Kinaseaktivitiat von TFIIH in vitro (Kim et al., 1994). Zusétzlich zur
Funktion eines Coaktivators spielt der Hefe-Mediator auch eine Rolle bei der
Reinitiation der Transkription (Yudkovsky et al., 2000). In humanen Zellen fand
man ebenfalls eine allgemeine Aufgabe des Mediators. Mittler und Kollegen ent-
deckten, dass die Prisenz des sogenannten B-Mediators, eines definierten Media-
torkomplexes, fiir die basale Transkription in Zellextrakten in vitro unbedingt
notwendig ist (Mittler et al., 2001).

1.1.5 Chromatin modifizierende Cofaktoren
1.1.5.1 Chromatin als Transkriptionsregulator — Histonmodifikationen

Bisher wurde ein wichtiger Aspekt der Transkriptionsregulation vernachlassigt,
das Chromatin. In eukaryontischen Zellen liegt die DNA im Zellkern als kom-
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pakte, verdichtete Struktur, das sogenannte Chromatin, vor. Die kleinste Einheit
des Chromatins bilden Nucleosomen, deren Struktur im Detail 1997 aufgeklart
werden konnte (Luger et al., 1997). In ihnen ist ein etwa 146 bp langer Teil des
DNA-Strangs 1,65 mal um ein Histonoctamer gewunden. Ein Histonoctamer setzt
sich aus einem Tetramer der Histone H3 und H4 und zwei daran bindenden Di-
meren der Histone H2A und H2B zusammen. Dieses Element tritt etwa alle 200
+ 40 bp auf (McGhee und Felsenfeld, 1980). Zwischen den Nucleosomen bindet
das Linker-Histon H1 an die DNA und verdichtet die Struktur zusétzlich. Auch
andere Nichthiston-Proteine, wie z. B. HMG- oder SIR-Proteine, erzeugen eine
kompakte, iibergeordnete Struktur (N&ér et al., 2001).

Die zentralen Proteine des Chromatins, die core oder Kernhistone H2A, H2B,
H3 und H4, sind in Eukaryonten stark konserviert und bestehen aus einer glo-
bularen Doméne und einem N-terminalen, unstrukturierten Schwanz. Schon in
den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts entdeckten Allfrey und Kollegen, dass
Histone posttranslational modifiziert (acetyliert und methyliert) werden und dass
ihre transkriptionsreprimierende Aktivitat durch Acetylierung abgeschwacht wird
(Allfrey et al., 1964). Der zentralen Rolle der Histone und ihrer Modifikationen
in der Transkriptionsregulation wurde allerdings erst Beachtung geschenkt, als
die Histon modifizierenden Aktivitaten einiger Transkriptionscofaktoren entdeckt
wurden (Bannister und Kouzarides, 1996; Brownell et al., 1996; Ogryzko et al.,
1996). Man weifl heute, dass besonders die N-terminalen Schwénze der Histo-
ne durch Acetylierung, Methylierung und Phosphorylierung modifiziert werden
(Ubersicht in Berger, 2002; s. Abb. 1.4). Weniger untersuchte Modifikationen sind
Ubiquitinierung und ADP-Ribosylierung.

Da DNA im Chromatin sehr kompakt und unzugénglich vorliegt, stellt sich die
Frage, wie Transkriptions-, Replikations- und Reparaturproteine Zugang zu ihren
Zielsequenzen erlangen. Die Modifikation der N-terminalen, freiliegenden Histon-
schwénze bietet eine Losungsmoglichkeit. Lange vermutete man, dass die Acety-
lierung von Histonen die Ladung dieser stark basischen Proteine neutralisiert und
dadurch die DNA-Histon-Wechselwirkungen abschwécht und die DNA zugangli-
cher macht. Dieses Modell wurde jedoch verfeinert, als man entdeckte, dass ein
Teil des N-terminalen H4-Schwanzes mit einem benachbarten Nucleosom inter-
agiert. Diese Interaktion begiinstigt eine tibergeordnete Chromatinstruktur. Die
Acetylierung des H4-N-Terminus stort die Wechselwirkung und schwécht damit
die iibergeordnete Struktur (Luger und Richmond, 1998).

Ein noch komplexeres Modell der Wirkungsweise von Histonmodifikationen bietet
der sogenannte Histon-Code (Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001).
In diesem Modell sind Histonmodifikationen Erkennungsmerkmale fiir Proteine,
die einen aktiven oder reprimierten Zustand bestimmter Chromatinregionen her-
beifiihren, beibehalten und bei der Zellteilung weitergeben kénnen. Verschiede-
ne Histonmodifikationen verstarken einander, wéhrend sich andere gegenseitig
ausschliefen. Die Kombination verschiedener Histonmodifikationen erzeugt eine
Bindungsplattform fiir Proteine, die die Chromatinstruktur verandern oder in
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Abbildung 1.4: Modifikationen der N-Termini von Histonen. Die Modifi-
kationen der N-terminalen Histonschwéanze wurden den Veroffentlichungen von
Zhang und Reinberg (2001) und Jaskelioff und Peterson (2003) entnommen.

einem bestimmten Zustand ,einfrieren* kénnen. Beispiele fiir Doménen, die spe-
zifisch an Histonmodifikationen binden koénnen, sind die Bromodoméne, die an
acetylierte Lysine bindet (Dhalluin et al., 1999), und die Chromodoméne, die
mit dem methylierten Lysin 9 auf Histon H3 (H3 K9)? interagiert (Bannister et
al., 2001). Entsprechend dem Histon-Code kann man Histonmodifikationen be-
stimmte Zustande des Chromatins zuordnen. Die Acetylierung der H3- und H4-
Schwanze entspricht im Allgemeinen aktiv transkribierten Regionen. Die Ace-
tylierung breiter Bereiche kennzeichnet transkriptionskompetente Bereiche des
Genoms, wahrend speziell die Acetylierung von Promotor- und Enhancersequen-
zen mit Transkriptionsaktivierung in Verbindung gebracht wird (Eberharter und
Becker, 2002). Die Phosphorylierung von H3 S10 ist sowohl fiir die Kondensierung
der Chromosomen wéhrend der Mitose als auch fiir die Induktion von sehr frithen
Genen notwendig (Berger, 2002). Genauso wie Phosphorylierung ist auch Methy-
lierung in unterschiedlichen Zustanden zu finden. Methylierung von H3 K9 ist ein
typisches Kennzeichen fiir transkriptionell inaktives Heterochromatin (Lachner et

2Im Folgenden werden spezifische Aminoséurereste auf Histonen mit der Nennung des His-
tons in Kurzform (z. B. H3), der Aminoséure im Einbuchstaben-Code und der Position der
Aminosdure abgekiirzt. Fiir Lysin 9 auf Histon H3 steht also H3 K9.
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al., 2001), wiahrend die Methylierung von H3 K4 eher mit aktiven Genen in Ver-
bindung gebracht wird (Strahl et al., 1999; Santos-Rosa et al., 2002). Ebenso tritt
die Methylierung von Argininen typischerweise im Zusammenhang mit Transkrip-
tionsaktivierung auf (Kouzarides, 2002). Obwohl inzwischen vielen Histonmodi-
fikationen eine Bedeutung beziiglich des Chromatinzustandes zugewiesen werden
kann, ist der Histon-Code auch heute kaum entschliisselt.

1.1.5.2 Histon modifizierende Enzyme

Histonacetyltransferasen (HATS)

Die Erforschung der Histonacetyltransferasen und ihrer Rolle in der Transkripti-
onsregulation begann mit der Entdeckung, dass der Transkriptionscofaktor Genbp
aus S. cerevisioe HAT-Aktivitét besitzt (Brownell et al., 1996). In den folgenden
Jahren wurde zahlreichen weiteren Transkriptionsfaktoren HAT-Aktivitat zuge-
schrieben, so dass es heute eine grofle Gruppe dieser Enzyme gibt, die in meh-
rere Familien eingeteilt werden (Ubersicht in Marmorstein, 2001). Neben den
nukledren TypA HATS, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird, gibt es
die cytoplasmatischen TypB HATs, die die Histone vor dem Zusammenbau der
Nucleosomen acetylieren (Grunstein, 1997).

Die Prototyp-Familie umfasst Genb und PCAF, die als Transkriptionscoaktiva-
toren spezieller Aktivatoren funktionieren. Sie besitzen neben der HAT-Doméne
auch eine Bromodoméne, die acetyliertes Lysin bindet (Dhalluin et al., 1999).
Auch die Mitglieder der CBP /p300-Familie weisen diese Doménen auf, wenn auch
in unterschiedlicher Anordnung. CBP und p300 sind globale Transkriptionscoak-
tivatoren, die in zahlreichen physiologischen Prozessen wie Zellzyklus, Differenzie-
rung, Apoptose und Embryonalentwicklung eine wichtige Rolle spielen (Ubersicht
in Chan und La Thangue, 2001). Ihre Funktion als Transkriptionscoaktivatoren
kann durch verschiedene Mechanismen erklért werden. Einmal dienen CBP und
p300 als Briickenmolekiile, die Transkriptionsaktivatoren mit der basalen Tran-
skriptionsmaschine verbinden. Zusétzlich bilden sie eine Interaktionsplattform
fiir viele weitere Cofaktoren, so dass sie zahlreiche Signale integrieren konnen.
Schliefllich beeinflusst ihre HAT-Aktivitdt die Transkription, erstens durch die
Acetylierung von Histonschwanzen und zweitens durch die Acetylierung anderer
Transkriptionsfaktoren. CBP und p300 kénnen selbst durch posttranslationale
Modifikationen wie Methylierung und Phosphorylierung reguliert werden (Xu et
al., 2001; Chevillard-Briet et al., 2002; Ubersicht in Chan und La Thangue, 2001).
In der relativ neuen MYST-Familie findet man sowohl Transkriptionscoaktivato-
ren als auch Faktoren, die Transkriptionsrepression regulieren. Eine Besonder-
heit vieler Mitglieder der MYST-Familie ist eine N-terminale Chromodomaéne,
die speziell im Fall von MOF mit RNA-Bindung in Zusammenhang gebracht
wurde (Akhtar et al., 2000). Weitere Vertreter von HAT-Familien sind TAF1,
der vielfdltige Enzymaktivitdten auf sich vereinigt (siehe 1.1.4.1), und ATF-2,
die einzige bekannte HAT, die spezifisch an DNA bindet.
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Die meisten Histonacetyltransferasen sind Untereinheiten von Multiproteinkom-
plexen, deren andere Untereinheiten die Spezifitit der HAT beeinflussen konnen
(Kouzarides, 1999). Zum Beispiel verstarkt die Einbindung von Genbp in den
Ada- oder in den SAGA-Komplex seine Fahigkeit, nucleosomale Histone zu ace-
tylieren, und erweitert seine Substratspezifitdt innerhalb des Histons H3 (Grant
et al., 1997; Grant et al., 1999). Daneben kénnen HAT's auch untereinander wech-
selwirken, wie z. B. CBP, das PCAF und SRC-1 binden und dadurch verschiedene
HAT-Spezifitédten kombinieren kann (Kouzarides, 1999).

Histondeacetylasen (HDACSs)

Genauso wie bei den HATs nimmt die Anzahl ihrer ,, Gegenspieler®, der HDACs,
seit ihrer Entdeckung im letzten Jahrzehnt standig zu. Im Augenblick unter-
scheidet man drei Klassen von HDACs, basierend auf der Homologie zu den in S.
cerevisiae identifizierten Genen (Ubersicht in Marks et al., 2001; Grozinger und
Schreiber, 2002). Zur Klasse I, die zu Rpd3 homolog ist, gehoren die humanen En-
zyme HDAC1 bis HDAC3 und HDACS8. HDAC4 bis HDAC7 und HDAC9 finden
sich in der Klasse II wieder, die durch das Hefeenzym Hdal begrindet wird. Die
HDACSs beider Klassen sind Untereinheiten von Multiproteinkomplexen, die mit
Hilfe von Repressoren und Corepressoren an die entsprechenden Gene rekrutiert
werden. Thre Aktivitdt kann durch Trichostatin A inhibiert werden. Mitglieder
der Klasse III sind zu Sir2 homolog, und ihre enzymatische Aktivitat ist vom
Coenzym NAD™ abhingig (Ubersicht in Denu, 2003). In S. cerevisiae spielen
Sir-Proteine bei der Transkriptionsrepression an den Telomeren, am mating-type
Lokus und den rDNA-Genen eine Rolle.

Ein wichtiger Komplex in Sdugern ist der Sin3 Komplex, dessen enzymatische Ak-
tivitdten HDAC1 und HDAC?2 sind (Ng und Bird, 2000). Er wird z. B. durch die
Corepressoren SMRT oder NCoR an nukledre Hormonrezeptoren ohne Liganden
gebunden und reprimiert die Transkription. Der NuRD-Komplex enthélt neben
HDAC1 und HDAC?2 die ATPase-Untereinheit Mi-2, durch die er zum chromatin
remodeling Komplex wird (Xue et al., 1998; Zhang et al., 1998; s. a. 1.1.5.3).
Vor kurzem wurde ein neuer Komplex aus Saugerzellen identifiziert, der zugleich
HATSs und HDACs enthélt (Yamagoe et al., 2003).

Histonmethyltransferasen (HMTasen)

Die SET-Familie Histone konnen an Lysin- und an Arginin-Resten methyliert
werden. Seit der Entdeckung der ersten Lysin-Methyltransferase SUV39H1 (Rea
et al., 2000) wurden mit groBer Geschwindigkeit zahlreiche Histonmethyltransfe-
rasen in vielen Organismen identifiziert. Die lysinspezifischen Methyltrasferasen
tragen alle, bis auf eine Ausnahme (Feng et al., 2002), die konservierte SET-
Doméne, die das Merkmal der SET-Familie ist. Sie regulieren Transkriptionsre-
pression bzw. -aktivierung (Ubersicht in Lachner und Jenuwein, 2002).
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Der Prototyp fiir SET-Proteine, SUV39H1 aus Mensch, und seine Homologen
aus Maus und S. pombe wurden als H3 K9-spezifische HMTasen entdeckt (Rea
et al., 2000). Diese Modifikation ist eine Bindungstelle fiir HP1 (heterochromatin
binding protein 1) und ermoglicht somit die Einfiihrung und Verbreitung von
Heterochromatin (Jenuwein, 2001). Man findet H3 K9-Methylierung jedoch auch
in euchromatischen Bereichen, wo SUV39H1, im Komplex mit HP1, von Rb zur
Repression von Genen rekrutiert wird, die den Zellzyklus kontrollieren (Nielsen
et al., 2001). Neben SUV39H1 haben auch G9a aus Mensch und ASH1 aus D.
melanogaster H3 K9-Methyltransferase-Aktivitat. Ihre Spezifitat ist bei G9a auf
H3 K27 und bei ASH1 auf H3 K4 und H4 K20 erweitert (Tachibana et al., 2001;
Beisel et al., 2002). Da ASH1 ein Rolle bei der Erhaltung aktiv transkribierter Re-
gionen zugeschrieben wird, steht methyliertes H3 K9 in Verbindung mit anderen
Modifikationen méglicherweise auch mit Transkriptionsaktivierung in Zusammen-
hang. Auch H3 K4-Methylierung wurde sowohl als Merkmal fiir aktives wie auch
flir reprimiertes Chromatin beschrieben. In S. cerevisiae stellten Briggs und Kol-
legen fest, dass H3 K4-Methylierung wichtig fiir die Repression von rDNA-Genen
ist (Briggs et al., 2001). Inzwischen gibt es jedoch einige Studien in Hefen und
in Metazoen, die in H3 K4-Methylierung ein Merkmal fiir aktiv transkribiertes
oder zumindest transkriptionskompetentes Chromatin sehen (Noma et al., 2001;
Santos-Rosa et al., 2002; Strahl et al., 1999; Litt et al., 2001). In Hefe ist Set1 fiir
die H3 K4-Methylierung zustindig, wihrend man im Menschen Set7/Set9 identi-
fiziert hat. Unter anderem fand man in Saugerzellen noch die H4 K20-spezifische
HMTase SET8/PR-Set7 und in S. cerevisiae Dotl, das H3 K79 methyliert und
keine SET-Doméne besitzt (Fang et al., 2002; Nishioka et al., 2002b; Feng et al.,
2002).

Lysin-Methylierung gilt als auferst stabile Histonmodifikation, da bis heute keine
Demethylase gefunden wurde. Da Lysin-Methylierung jedoch nicht nur in konsti-
tutivem Heterochromatin sondern auch bei der transienten Transkriptionsregula-
tion eine Rolle spielt, ist die Existenz von Demethylasen nicht unwahrscheinlich.
Methylierte Histone kénnen neben dem ,, Ausdiinnen* durch die Replikation auch
iiber den Ersatz durch nichtmodifizierte Histone auflerhalb des Zellzyklus oder
durch proteolytische Degradation der Histonschwénze entfernt werden (Bannister
et al., 2002).

Die PRMT-Familie Die Methylierung von Proteinen an Argininresten wird
von der PRMT-Familie katalysiert. Bisher sind in Saugern sechs Mitglieder be-
kannt(Frankel et al., 2002), die alle eine konservierte, enzymatisch aktive Doméne
tragen und entsprechend ihrem Produkt in zwei Klassen aufgeteilt werden (Uber-
sicht in Zhang und Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002). PRMTs der Klasse I
konnen Monomethyl- und asymmetrisches Dimethylarginin katalysieren, wahrend
das Produkt des einzigen Klasse-II-Vertreters, PRMT5, Monomethyl- und sym-
metrisches Dimethylarginin ist.
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Als Substrat wurden bisher vor allem RNA bindende Proteine fiir die Klasse I und
MBP (myelin basic protein) fiir die Klasse II gefunden, wihrend Histone nur von
PRMT1, PRMT4/CARM1 und PRMT5/JBP1 methyliert werden (Ubersicht in
Zhang und Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002). Fiir PRMT5, das die Histone H4
und H2A methyliert, wurde vor kurzem eine Rolle bei der Repression des Cyclin
E1-Promotors entdeckt (Fabbrizio et al., 2002). CARM1 methyliert die Arginine
2, 17 und 26 auf Histon H3. In seiner Funktion als Coaktivator von nuklearen
Hormonrezeptoren wird es von p160 rekrutiert. Wahrscheinlich liegt die Coakti-
vatorfunktion in der Methyltransferase-Aktivitdt von CARMI, da methyliertes
H3 R17 nur an aktiven Promotoren entdeckt wurde (Ma et al., 2001; Bauer et
al., 2002). Auch PRMT1 kann als Transkriptionscoaktivator fiir nukledre Hor-
monrezeptoren dienen, wobei es im Gegensatz zu CARM1 die Methylierung von
H4 R3 katalysiert. Diese Methylierung begiinstigt die Transkriptionsaktivierung
wohl dadurch, dass sie die folgende Acetylierung durch p300 erleichtert (Wang
et al., 2001b). Daneben spielt PRMT1 im Interferon-Signalweg eine Rolle, wo
es STAT1 methyliert und dadurch dessen Funktion als Transkriptionsaktivator
verstirkt (Mowen et al., 2001). Schlielich scheint PRMT1 auch die Prozessie-
rung und den Transport von mRNAs zu beeinflussen, da zahlreiche RNA bin-
dende Proteine aus diesen Prozessen durch das Enzym methyliert werden. In S.
cerevisiae stellte man fest, dass das PRMT1-Homolog Hmt1 fiir den Kernexport
der mRNA bindenden Proteine Npl3p und Hrplp wichtig ist (Shen et al., 1998).
Die Ergebnisse der letzten Jahre zeigen, dass Arginin-Methyltransferasen die Ex-
pression von Genen auf verschiedenen Ebenen sowohl transkriptionell als auch
posttranskriptionell beeinflussen konnen.

1.1.5.3 ATP-abhangige chromatin remodeling Komplexe

Die kompakte Struktur des Chromatins kann zum einen durch die Modifika-
tion der Histonschwénze (siehe 1.1.5.1), zum anderen auch durch die Aktivitét
ATP-abhéngiger chromatin remodeling Komplexe verandert werden. Diese En-
zyme verandern die Position von Nucleosomen, storen Wechselwirkungen zwi-
schen DNA und Histonen und destabilisieren moglicherweise die tibergeordnete
Chromatinstruktur (Peterson, 2002). Chromatin remodeling Komplexe kénnen
entsprechend ihrer ATPase-Untereinheit in drei Hauptgruppen eingeteilt werden,
die SWI/SNF-, die ISWI- und die Mi-2/CHD-Gruppe. Daneben gibt es neuere
Vertreter, wie den INO80-Komplex und den Cockayne Syndrom B Faktor, die bis-
lang weniger gut untersucht sind (Ubersicht in Becker und Horz, 2002; Peterson,
2002; Tsukiyama, 2002).

SWI/SNF-Komplexe spielen meist in der Transkriptionsaktivierung eine Rolle,
wobei inzwischen in Hefe und in menschlichen Zellen auch Beweise fiir Repres-
sorfunktion gefunden wurden (Ubersicht in Martens und Winston, 2003). Diese
doppelte Funktion kann durch zwei Mechanismen erklart werden. Entweder kann
SWI/SNF die Chromatinstruktur sowohl zugénglich machen als auch ,schlie-
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Ben“. Oder aber der Komplex ,,6ffnet“ das Chromatin immer, aber es binden je
nach Situation Transkriptionsaktivatoren oder -repressoren (Tsukiyama, 2002).
In menschlichen Zellen existieren mindestens zwei unterschiedliche SWI/SNF-
Komplexe, die jeweils eine der homologen ATPase-Untereinheiten, hBrm oder
Brgl, enthalten (Wang et al., 1996). In Ubereinstimmung mit ihrer reprimieren-
den Funktion kénnen SWI/SNF-Komplexe aus Menschen auch mit dem Tran-
skriptionscorepressor mSin3A wechselwirken (Sif et al., 2001). In Sdugern schei-
nen diese chromatin remodeling Faktoren eine wichtige Rolle als Tumorsuppresso-
ren und in frithen Entwicklungsstadien zu spielen (Dunaief et al., 1994; Bultman
et al., 2000). Daneben wurde gezeigt, dass SWI/SNF-Komplexe in Saugern die
Entwicklung von T-Zellen in die Subtypen CD4" und CD8™ regulieren (Chi et
al., 2002). Die ATPase-Untereinheit der SWI/SNF-Komplexe zeichnet sich durch
eine Bromodoméne aus (siehe 1.1.5.1). Moglicherweise wird durch sie die Bindung
von SWI/SNF an acetyliertes Chromatin stabilisiert (Agalioti et al., 2000).

Die ATPasen der ISWI-Komplexe dagegen besitzen eine SANT-Domane. Diese
Doméne konnte der Interaktion mit N-terminalen Histonschwénzen und /oder mit
anderen Proteinen dienen (Boyer et al., 2002; Sterner et al., 2002). Die Komplexe
der ISWI-Gruppe wurden vor allem mit Transkriptionsrepression in Verbindung
gebracht. Daneben scheinen sie eine Art Grundzustand des Chromatins aufrecht
zu erhalten (Varga-Weisz, 2001). Auch fir die Mi-2/CHD-Gruppe der chromatin
remodeling Faktoren nimmt man eine Funktion in der Transkriptionsrepression
an, was durch die Beobachtung gestiitzt wird, dass Mi-2 im Komplex mit HDACs
auftritt (Tong et al., 1998; Xue et al., 1998; Zhang et al., 1998; s. a. 1.1.5.2). Al-
lerdings ist Chd1 aus D. melanogaster in aktiven Chromatinregionen lokalisiert,
wodurch wiederum eine Rolle der CHD-Gruppe in der Transkriptionsaktivierung
impliziert wird (Stokes et al., 1996). Die ATPasen der Mi-2/CHD-Gruppe ent-
halten eine Chromodoméne (siehe 1.1.5.1). Bisher wurde jedoch keine spezifische
Bindung an methylierte Lysine auf Histonen beobachtet. Vielmehr verhindert die
Methylierung von H3 K4 die Bindung des NuRD-Komplexes (Zegermann et al.,
2002).

Die Frage, wie chromatin remodeling Komplexe an ihr Ziel gebracht werden, hat
zur Entdeckung mehrerer moglicher Mechanismen gefiihrt (Ubersicht in Becker
und Hoérz, 2002). In vielen Fallen werden die Komplexe mit Hilfe von promotor-
spezifischen, DNA bindenden Proteinen rekrutiert. Auch Faktoren, die methy-
lierte DNA binden, kénnen diese Aufgabe tibernehmen. Durch actinverwandte
Proteine, die in den Komplexen teilweise enthalten sind, werden die chromatin
remodeling Faktoren wahrscheinlich am Zellkerngeriist angereichert. Es ist offen-
sichtlich, dass der Prozess des chromatin remodeling, der einen wichtigen Teil der
Transkriptionsregulation darstellt, schon auf der Stufe der Rekrutierung vielfaltig
kontrolliert wird.
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1.2 Primare T-Zellen als Modellsystem fir Tran-
skriptionsaktivierung

1.2.1 T-Zellen

Zur Abwehr von Krankheitserregern haben sich in der Entwicklung zwei Arten
der Immunabwehr herausgebildet, die angeborene und die adaptive Immunab-
wehr. Die adaptive Immunabwehr, eine spezifische Antwort auf das Eindringen
von bestimmten Erregern, basiert zum grofien Teil auf den Lymphozyten. B-
und T-Lymphozyten konnen mit Hilfe ihrer Antigenrezeptoren Krankheitserre-
ger erkennen und zu sogenannten Effektorzellen differenzieren, die mit Hilfe ver-
schiedener Mechanismen Erreger bekampfen (Ubersicht in Janeway und Travers,
1995).

B- und T-Zellen gehen aus den gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzellen her-
vor, die wiederum aus den hamatopoietischen Stammzellen des Knochenmarks
entstehen. B-Zellen entwickeln sich im Knochenmark weiter, wahrend die Ent-
wicklung der unreifen Thymozyten zu reifen T-Lymphozyten im Thymus statt-
findet. Zunachst durchlaufen die Thymozyten eine Phase starker Proliferation.
Dabei werden die Gene fiir den T-Zellrezeptor (TCR), der sich aus der a- und
der (-Kette zusammensetzt, umgelagert. T-Zellen erlangen ihr enormes Reper-
toire an unterschiedlichen TCRs vor allem durch die Umordnung ihrer TCR-
Gene. Das Gen jeder Kette setzt sich aus wiederholten variablen Einheiten zu-
sammen, die wahrend der Entwicklung rekombiniert werden. Die fertig umgeord-
neten Gene ergeben durch die Kombination der a- und der S-Kette etwa 10°
unterschiedliche TCRs. Mit der Umordnung der (-Kette beginnt die Expression
der CD4- und CD8-Oberflachenmolekiile. Sie sind in spéteren Entwicklungsstu-
fen kennzeichnend fiir die jeweilige T-Zelllinie, aber in dieser Stufe gleichzeitig
auf der Membran prasent. Wenn schliefllich funktionelle TCRs auf der Ober-
flache der T-Zellen exprimiert werden, durchlaufen die Zellen die positive und
die negative Selektion. Bei der positiven Selektion sterben diejenigen Zellen ab,
die eigene MHC-Komplexe nicht erkennen. Die MHC-Molekiile (major histocom-
pability complex) dienen in den Antigen prasentierenden Zellen (APC, antigen
presenting cell) der Bindung der Antigene und wechselwirken als MHC-Peptid-
Komplex mit dem TCR. Die Erkennung der korpereigenen MHC-Molekiile ist die
Grundvoraussetzung fiir die Aktivierung einer T-Zelle durch APCs. Bei der nega-
tiven Selektion sterben Zellen, die korpereigene Antigene erkennen und dadurch
Autoimmunreaktionen auslosen konnten. Nach der Selektion wird die Expression
eines der beiden Oberflachenmolekiile CD4 oder CD8 beendet. Die T-Zellen sind
nun reife, ruhende Lymphozyten, die sich im Blut- und Lymphkreislauf befinden
(Ubersicht in Janeway und Travers, 1995).

T-Zellen werden aktiviert, wenn ihre Rezeptoren in den sekundaren lymphati-
schen Organen (Lymphknoten, Milz, Mandeln, Peyersche Plaques) von APCs
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gebundene Antigene erkennen. Sie bleiben in diesen Organen zuriick und durch-
laufen einen umfangreichen Aktivierungsprozess (siehe 1.2.2), der letztendlich
zur Differenzierung in verschiedene Effektorzellen fithrt. Man unterscheidet T-
Lymphozyten zunédchst nach dem exprimierten Corezeptormolekiil CD4 oder
CDS8. CD8* T-Zellen werden zu cytotoxischen Zellen, die in virusinfizierten Zellen
Apoptose auslosen. CD4" Zellen entwickeln sich je nach Cytokin-Umgebung zu
Tg1- oder Ty2-Effektorzellen. Die inflammatorischen Ty1-Zellen aktivieren Ma-
krophagen, damit diese intrazellulare Erreger vernichten konnen. Ty2-Helferzellen
wiederum induzieren die Differenzierung und Antikérperproduktion von B-Zellen,
so dass extrazellulare Mikroorganismen zerstort werden (Ubersicht in Janeway
und Travers, 1995). Daneben gibt es noch sogenannte Suppressor-T-Zellen, die
die Marker CD4 und CD25 tragen und die Aktivierung von naiven, also unge-
pragten, CD4% T-Zellen unterdriicken (Taams et al., 2001). AuBlerdem konnen
sich aktivierte T-Zellen — anstatt schlieBlich zu sterben — zu Gedéchtniszellen
weiterentwickeln, die bei erneuten Infektionen sehr schnell und effizient aktiviert
werden (Ubersicht in Dutton et al., 1998).

1.2.2 Aktivierung von T-Zellen

Trifft ein naiver T-Lymphozyt auf eine APC, deren prasentiertes Antigen vom
TCR erkannt wird, so kann die T-Zelle aktiviert werden. Die Aktivierung ist
jedoch nicht nur von der Wechselwirkung zwischen TCR und MHC/Peptid-Kom-
plex abhangig, sondern erfordert die Interaktion von Corezeptoren beider Zellen,
wie z. B. CD28 und B7. Falls die T-Zelle nur ein Signal iiber den TCR enthilt,
wird sie anergisch, d. h. sie kann auf diese und folgende Aktivierungen nicht mehr
antworten (Jenkins et al., 1987). Anergie ist ein Schutzmechanismus des Korpers
gegen Autoimmunreaktionen, die durch jene T-Lymphozyten ausgelost werden
konnten, die bei der negativen Selektion , iibersehen“ wurden.

Der zentrale Rezeptor der T-Zellaktivierung, der TCR, setzt sich aus mehreren
Untereinheiten zusammen. Die a- und die §-Kette sind iber Disulfidbriicken ver-
netzt und bilden vor allem den extrazellularen Teil des Komplexes, der mit dem
MHC/Peptid-Komplex interagiert. Mit diesen Proteinen assoziieren die CD3-
Molekiile als Dimereinheiten, als CD3ve, CD3de und CD3(( (Davis, 2002). Im er-
sten Schritt der Aktivierung werden die ITAMs (immuno-receptor tyrosine-based
activation motifs) in den intrazelluldren Doménen der CD3-Molekiile von Lck
phosphoryliert. Mehrere Mechanismen konnen diesen Schritt unterstiitzen bzw.
herbeifithren. Zum einen kénnen TCRs durch die Ligandenbindung sogenannte
Cluster bilden (Boniface et al., 1998). Durch die Bindung eines Liganden kann
aber auch der Corezeptor CD8, der mit Lck interagiert, mit dem TCR heterodime-
risieren (Delon et al., 1998). Schliefllich kénnen gebundene TCRs an kinasereiche
Membranregionen (lipid rafts) rekrutiert werden (Montixi et al., 1998; Xavier et
al., 1998). Die phosphorylierten ITAMs bewirken die Bindung und Aktivierung
einer weiteren Tyrosinkinase, ZAP-70. Die Substrate von ZAP-70, wie LAT und
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SLP-76, rekrutieren in phosphoryliertem Zustand wiederum Proteine, die in den
nachfolgenden Ereignissen eine Rolle spielen: Aktivierung von Proteinkinase C
(PKC) und von ras, Mobilisierug von Ca®*" und Umorganisation des Cytoske-
letts (Ubersicht in Lin und Weiss, 2001). Eine neuere Hypothese besagt, dass
die T-Zellaktivierung zum Teil durch eine konformationelle Anderung von CD3e
ausgelost wird (Gil et al., 2002).

Ein durch die Rekrutierung an LAT aktiviertes Enzym ist die Phospholipase Cv1
(PLC~1). PLC~1 katalysiert die Umwandlung von Phosphatidylinositol (PIPs) in
Diacylglycerin (DAG) und 1,4,5-Inositol-Triphosphat (IP3). Wahrend DAG un-
ter anderem PKC und ras aktiviert, ist IP3 fiir die Erhohung der intrazellularen
Ca?*-Konzentration verantwortlich. IP5 bindet an seinen Rezeptor am endoplas-
matischen Reticulum, wodurch das dort gespeicherte Ca?" freigesetzt wird. Die
erhohte Ca?T-Konzentration wird zusatzlich verstarkt und aufrecht erhalten, in-
dem Ca?" an die CRACs (Ca*T-release activated channels) der Zellmembran
bindet und den Einstrom von extrazellulirem Ca?* ermoglicht. Ca?* bindet an
Calmodulin (Cm) und aktiviert so die Calmodulin regulierte Phosphatase Cal-
cineurin. Eine der wichtigsten Funktionen von Calcineurin in T-Zellen ist die
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NFAT, die seine Translokation in
den Zellkern bewirkt (Ubersicht in Crabtree und Clipstone, 1994; Lin und Weiss,
2001).

Die Aktivierung des PKC- und des ras-Signalweges sind weniger gut aufgeklart als
die Ca?T-Mobilisierung. Bei den Rezeptoren von Wachstumsfaktoren iibertrigt
der Guaninnukleotid- Austauschfaktor Sos die Signale vom Rezeptor auf ras. In T-
Zellen jedoch scheint die Signaliibertragung komplizierter zu sein (Rudd, 1999).
Aktiviertes ras wiederum induziert Raf-1 und die nachfolgende MAP-Kinase-
Signalkaskade. Die aktivierten MAP-Kinasen ERK1, ERK2, JNK und p38 kénnen
direkt Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und so die Transkription beeinflus-
sen (Ubersicht in Weiss und Littman, 1994; Lin und Weiss, 2001).

Neben NFAT ist NF-xB ein sehr wichtiger Transkriptionsfaktor in T-Zellen. Die
Aktivierung von NF-xB ist sowohl vom TCR-Signal als auch vom costimulieren-
den Signal von CD28 abhéngig. Durch eine Phosphorylierungskaskade wird der
[kB-Kinasekomplex aktiviert, der den Inhibitor IxB phosphoryliert und NF-xB
dadurch freisetzt. Ohne die Bindung an seinen Inhibitor kann NF-xB in den Zell-
kern eindringen und die Transkription von Zielgenen aktivieren (Ubersicht in Lin
und Weiss, 2001).

Obwohl inzwischen viele Signalwege in T-Zellen aufgeklirt sind, bleibt die Akti-
vierung von T-Lymphozyten ein komplexer Prozess, in dem viele Details unbe-
kannt sind. In Abb. 1.5 findet sich eine vereinfachte Ubersicht der T-Zellaktivie-
rung.
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Abbildung 1.5: Die T-Zellaktivierung. Signalwege der T-Zellaktivierung wur-
den vereinfacht nach Lin und Weiss (2001) dargestellt. Die Signalwege ausgehend
von CD28 und die Aktivierung von NF-kB wurden in der Skizze nicht bertick-
sichtigt.
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1.2.3 Transkription in T-Zellen

Schon in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts beobachtete man, dass
die Aktivierung von Lymphozyten mit dem Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA)
zum Anstieg der RNA- und Proteinsynthese fithrt (Cooper, 1966; Mueller und
Le Mathieu, 1966; Kay, 1968). Neben einer deutlichen Zunahme der rRNA-
Synthese durch RNA-Polymerase I induziert die Stimulierung von Lymphozy-
ten auch die Transkription von mRNA durch Polymerase II (Cooke und Kay,
1973; Jagus-Smith und Kay, 1976; Tillyer und Butterworth, 1978). Man denkt,
dass diese Transkriptionsaktivierung zum einen durch eine erhohte Aktivitat der
RNA-Polymerase II verursacht wird. Diese kann durch eine gréflere Menge des
Enzyms oder aber durch die Regulation der Enzymaktivitdt mit Hilfe von Akti-
vatoren oder Repressoren ausgelost werden (Jaehning et al., 1975). Daneben kann
auch die Beschaffenheit des templates, des Chromatins, eine Rolle spielen. So ent-
deckte man, dass Kerne aus PHA-aktivierten Lymphozyten in vitro ein besseres
Substrat fiir RNA-Polymerase aus E. coli sind als Kerne aus nicht aktivierten
Lymphozyten (Hirschhorn et al., 1969).

In den letzten Jahren hat sich das Bild von den ruhenden, metabolisch inaktiven
T-Lymphozyten gewandelt. Man weif}; dass auch in nicht aktivierten T-Zellen
RNA-Synthese stattfindet. Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass sich die
Anzahl der transkribierten Gene in T-Zellen nach Aktivierung kaum éndert, wohl
aber deren Spektrum (Teague et al., 1999). Trotzdem haben die Autoren in Uber-
einstimmung mit alteren Veroffentlichungen gefunden, dass der Gesamtgehalt an
RNA zunimmt. Man nimmt daher an, dass neben der spezifischen Induktion
von Genen die globale Transkriptionsaktivitat nach der Stimulierung erhoht wird
(Teague et al., 1999).

Die Aktivierung von T-Zellen zeichnet sich neben den umfassenden Anderungen
auf molekularer Ebene auch durch morphologische Veranderungen aus. Unter dem
Elektronenmikroskop sieht man, dass nach der Stimulierung von Lymphozyten
ihr Kern- und Cytoplasmavolumen zunimmt, ihr stark kondensiertes Chroma-
tin sich 6ffnet und Nukleoli entstehen (Tokuyasu et al., 1968; Kaczmarek et al.,
1987). Diese Effekte beginnen sich bei frisch isolierten Lymphozyten 24 Stunden
nach der Aktivierung abzuzeichnen und sind nach 72 Stunden deutlich ausgepragt
(Kaczmarek et al., 1987). Zwischen den morphologischen und den molekularen
Auswirkungen der T-Zellaktivierung lassen sich gut Parallelen ziehen. So kann
man die Entstehung von Nucleoli mit der verstarkten Synthese von rRNA und
das angewachsene Cytoplasma mit erhohter Proteinsynthese korrelieren. Die De-
kondensierung des Chromatins lasst sich mit der Erhohung der Transkriptions-
aktivitat in Verbindung bringen, wobei es hierfiir keine direkten Beweise gibt. Es
scheint jedoch logisch, dass eine erhohte Transkriptionsaktivitat durch die ,Off-
nung“ von stark kondensiertem Chromatin, d. h. durch chromatin remodeling,
erreicht werden kann.
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Auf der Ebene einzelner Gene kennt man einige Beispiele, bei denen die
Induktion der Transkription nach T-Zellaktivierung mit einer Verdnderung der
Chromatinstruktur zusammenfallt. So wird in der proximalen Promotorregion
des Interleukin-2-Gens (IL-2) nach der Stimulierung die Chromatinstruktur
verdndert, bevor die Konzentration der IL-2 mRNA stark ansteigt (Siebenlist
et al., 1986; Rao et al., 2001). Nach der T-Zellaktivierung werden ebenso die
Loci der Gene Interleukin-4 (IL-4) und Interferon-y (IFN-v) veréndert, was sich
in einer erhohten Empfindlichkeit gegeniiber DNase I und in der Hyperacetylie-
rung der Histone H3 und H4 zeigt (Agarwal und Rao, 1998; Avni et al., 2002;
Fields et al., 2002). Je nach T-Zelllinie, die sich aus den Zellen entwickelt, bleibt
der IL-4-Lokus nur bei Ty2-Zellen in seiner aktiven, hyperacetylierten Struktur
und der IFN-v-Lokus nur bei Ty1-Zellen. Diese ,,aktivierte“ Chromatinstruktur
wird auch in Zellen beibehalten, die die Cytokine nicht mehr transkribieren. Man
nimmt daher an, dass diese Struktur eher ein Zeichen von Transkriptionskompe-
tenz als von Transkriptionsaktivitét ist (Fields et al., 2002).

Inzwischen gibt es auch Hinweise auf eine allgemeine Regulation des chromatin
remodeling in T-Zellen. Zhao und Kollegen haben beobachtet, dass der BAF-
Komplex, das menschliche Homolog des SWI/SNF Komplex, nach der Aktivie-
rung von T-Lymphozyten innerhalb von Minuten an die Kernmatrix bzw. das
Chromatin rekrutiert wird (Zhao et al., 1998).

1.3 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Mechanismen zu finden, mit denen die globale
Transkriptionsaktivitat wahrend der Stimulierung primarer humaner T-Lympho-
zyten reguliert werden kann. Dazu sollte zunéchst die basale Transkriptionsma-
schine im Hinblick auf Konzentrations- oder Modifikationsanderungen wahrend
der T-Zellaktivierung untersucht werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt waren
Verdanderungen im Chromatin. Zum einen sollten Chromatin modifizierende En-
zyme identifiziert werden, deren Aktivitat, Konzentration oder Lokalisation sich
wahrend der T-Zellstimulierung verandert und die somit Einfluss auf die Tran-
skriptionsaktivitat nehmen konnen. Daneben war von Interesse, ob solche Enzyme
tatsachlich globale Veranderungen im Chromatin von aktivierten T-Lymphozyten
verursachen und inwieweit sich Chromatinmodifikationen auf der Ebene einzelner
Gene nach der T-Zellstimulierung beobachten lassen.
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Kapitel 2

Material

2.1 Gerate und Hilfsmittel

Apparaturen fiir die Elektro-
phorese von Acrylamidgelen
Analysenwaagen

Autoradiographiekassetten
Direct Imager
Durchflusszytometer
Entwicklermaschine

Elektroblotmaschine
Gefrierschranke

Geigerzahler
Heizblocke

Heizriihrgerate
Homogenisator
Inkubatoren

Konduktometer
Konfokales Mikroskop
Kiihlschranke
Lichtmikroskop
Netzteile

SE 250, SE 280 and SE 600,
Amersham Biosciences

AE 100 und 163, Mettler

SBC32, SPB55 und SPB63, Scaltec

Appligene, Amersham Biosciences

Instant Imager, Packard

FACSCalibur, Becton Dickinson

Hyperprocessor, Amersham Biosciences

Curix 60, Agfa

Trans-Blot SD, BioRad

HFU686 und HFUG630, Heraeus

LB122, Berthold

Thermomixer compact, Eppendorf

Blockthermostat TCR 100, Roth

RCT basic, IKA Labortechnik

Dounce, Wheaton

WJ311, Forma Scientific

Unequip, Unitherm

B6200, Heraeus

Typ 703, Knick

TCS SP2, Leica

Liebherr

IM35 und Axiovert, Zeiss

EPS 2A200, Amersham Biosciences
Model 3000 XiPowerPac 200 und 3000,
BioRad

E432 und E734, Consort
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Magnetriithrer
PCR-Thermocycler

pH-Meter
Pipetten
Pipettierhilfe

ReaktionsgefaBschiittler

Real time PCR-Gerat

Rollermixer
Rotoren

Schiuttelinkubator

Sonifikator
Spektrophotometer

Sterile Werkbanke
Szintillationszahler
Taumler

Uberkopfschiittler
Ultrazentrifugen

Vortex
Wasserbader

Zentrifugen

ECPS 3000/150 and EPS 3500, Pharmacia

PS250-2, Sigma

REO, IKAMAG

GeneAmp 2400, Applied Biosystems

T Gradient, Biometra

Mastercycler Personal, Eppendorf

Robocycler, Stratagene

Calismatic 760, Knick

Pipetman P2, P20, P200, P1000, Abimed

Akku-jet, Brand

Thermomixer 5437, 5438 und compact,
Eppendorf

GeneAmp 5700 Sequence Detector, Applied
Biosystems

SRT1, Stuart Scientific

SS34, GSA, GS3, Sorvall

SW41, 70.2Ti, J6, Beckman

ISF-1-V, Adolf Kithner AG

Innova 4400 und Innova 4430,
New Brunswick Scientific

W250 und 250-D, Branson

GeneQuant pro, Amersham Biosciences

DU-640, Beckman

BioPhotometer, Eppendorf

Typ UVF 6.12 S und 200, BDK

LS 5000TA, Beckman

3011, GFL

KS50, IKAMAG

REAX2, Heidolph

L7 und L8-M, Beckman

Vortex Genie 2, Scientific Industries

RTE 101, Neslab

Memmert

5417, 5415C und 5415R, Eppendorf

Varifuge 3.0R, Biofuge 28RS und
Multifuge 3L-R, Heraeus

EBA 3S und Rotanta/RPC, Hettich

5B Plus und 5C Plus, Sorvall

2.2 Verbrauchsmaterial

ECL Western Blot Kit

NEN
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Einwegplastikmaterial
Filme X-OMAT, BioMax
Gel Drying Kit
Histogel Eindeckmedium
Human T Cell Enrichment Column Kit
LSC-Cocktail zur Szintillationsmessung
Rotiszint eco plus
Luciferase Cell Culture Lysis Buffer
MACS Separation Columns (VS™ columns)
Messflaschen fiir Szintillationszahler
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plates
Micro-FastTrack mRNA Isolation Kit
MicroSpin Gefafle mit PVDF-Membran
(0,45 pm Porendurchmesser)
Nitrocellulosemembran
(0,45 pm Porendurchmesser)
OpticalCaps (8 Caps/Strip)
P81 Chromatographiepapier
PCR Reaktionsgefafie
Poly-L-Lysin-Objekttrager
PVDF-Membran Hydrobond-P
Reaktionsgeféafle
Silikonisierte Reaktionsgefafie
SYBR Green PCR Core Reagents
Whatman 3MM Papier

Greiner, Nunc, TPP
Kodak

Promega

Linaris

R&D Systems

Roth

Promega

Miltenyi Biotech

Roth

Applied Biosystems

Invitrogen

membraPure GmbH,
Millipore/Amicon

BioRad

Applied Biosystems
Whatman

Biozym, Applied Biosystems

Sigma

Amersham Biosciences

Eppendorf

Sorenson Bioscience Inc.

Applied Biosystems
Whatman

2.3 Chemikalien und Biochemikalien

Acrylamid

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung 30%
(Rotiphorese Gel 30)

Acrylamidlosung 30% (Rotiphorese Gel A)

Amidoschwarz

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ammoniumsulfat

Aprotinin

Benzamidin

Bicoll-Lésung (Dichte 1,077 g/ml)

Bisacrylamidlésung 2% (Rotiphorese Gel B)

Bradford Reagenzlosung

5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)

Bromphenolblau
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Fluka
Roth

Roth
Aldrich
Merck, Roth
Merck
Roche
Sigma
Biochrom
Roth
BioRad
Peqlab
Sigma



BSA (10 mg/ml)
Casiumchlorid

Calciumchlorid
Calcium-Ionophor A23187
Chloroform
Coomassie-Brillantblau R-250
Deoxycholat (DOC)
Desoxyribonukleotidtriphosphate
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylpimelimidat (DMP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
DMEM-Medium (high glucose)
EDTA

EGTA

FEisessig

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FCS)

Gelatine (aus Kaltwasserfisch)
Glucose

L-Glutaminlsung (200 mM)
Glycerin

Glycin

Glykogen (aus Austern)
Harnstoff

HEPES

Histone (aus Kalbsthymus)
IGEPAL CA630 (NP-40)
[soamylalkohol

[sopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Lachssperma-DNA
N-Laurylsarcosin
Leupeptin

Lithiumchlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
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New England Biolabs

Sigma

Merck

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Amersham Biosciences

Merck

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Gibco BRL

Merck

Merck

Merck

Merck, Riedel-de Haén

Sigma

Sigma

Gibco BRL, PAA, PAN
Systems

Sigma

Merck

Gibco BRL

Roth

Roth

Sigma

Roth

Biomol

Roche

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Sigma

Roche

Sigma

Heirler Cenovis GmbH

Merck



(B-Mercaptoethanol Sigma

Methanol Merck, Roth
Natriumacetat Merck
Natriumazid Sigma
Natriumborat Roth
Natriumcarbonat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Roth
Natriumfluorid Sigma
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydroxid Merck
Natrium-ortho-vanadat Sigma
Nitroblautetrazolium (NBT) Peqlab
Non essential amino acids MEM (100x) Gibco BRL
Oligo(dT);5-Primer Roche
Paraformaldehyd Merck
Penicillin /Streptomycinlésung (100x) Biochrom
Pepstatin A Roche
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Biomol, Roth
Phenol (TE-geséttigte Losung) Roth
Phorbolmyristylester (PMA) Sigma
Phytohédmagglutinin-M (PHA-M) Roche, Sigma
PIPES Biomol
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat(Tween 20) Sigma
Ponceau S Sigma
Propidiumiodid Sigma
Protein A-Sepharose Amersham Biosciences
Protein G-Sepharose Amersham Biosciences
Reaktionspuffer (5x) fiir M-MuLV- Promega
Reverse-Transkriptase
Ribonukleaseinhibitor Invitrogen, Stratagene
Roti-Phenol/Chloroformlésung (TE-geséttigt)  Roth
RPMI 1640-Medium Gibco BRL
Saccharose Merck, Roth
Salzsaure (37%) Merck, Roth
5-Sulfosalicylséure Sigma
N,N,N’ N’-Tetramethylendiamin (TEMED) Serva, Sigma,
Trichloressigsaure Fluka
Triton-X100 Sigma
Trishydroxymethyl-aminomethan (Tris) Sigma
Trypsin-EDTA-Losung (1x) Gibco BRL
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2.4 Radiochemikalien

S-Adenosyl-[Methyl-'*C]-L-Methionin ~ Amersham Biosciences, NEN
S-Adenosyl-[Methyl->HJ-L-Methionin ~ Amersham Biosciences, NEN

2.5 Losungen, Puffer und Kulturmedien

BCX-Puffer X mM KCI (0-2000 mM)
20 mM Tris-HCI (pH 7,3)
0,2 mM EDTA (pH 8,0)
10-20% (v/v) Glycerin

20x PBS 160 g NaCl
4 g KCI
23 g NaQHPO4-2HQO
4 ¢ KHoPOy
H50 ad 1000 ml
pH 7,2

RIPA 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
0,1% (w/v) SDS
0,5% (w/v) DOC
1% (v/v) IGEPAL CA630

TE 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

10x TGS 250 mM Tris
1,92 M Glycin
1% (w/v) SDS

2.6 Enzyme
DNase I (RNase-frei) Promega
M-MullV-Reverse-Transkriptase Promega
Proteinase K Roche
RNase A Roche
Taq DNA-Polymerase MBI Fermentas
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2.7 Antikorper

2.7.1 Primarantikorper

Acetyl-Histon
H3 (Lys9)
Acetyl-Histon
H3 (Lys14)
acetyliertes

Histon H3
acetyliertes

Histon H4
[-Actin

(-Actin

Arginine N-Methyl
Transferase (PRMT1)

BAF170

Brgl

Brgl

CBP (HAT)

CBP

CD3

CD45RA

CD45RO

CDK7

CDKS

CREB-1

CTD (Phospho-
Ser2-Epitop)

CTD (Phospho-
Ser5-Epitop)

Cyclin T1

Dimethyl-Arginine

Dimethyl-Histon
H3 (Lys4)

Dimethyl-Histon
H3 (Lys4)

Dimethyl-Histon
H3 (Lys9)

Dimethyl-Histon
H3 (Lys9)

06-942
06-911
06-599
06-866
sc-1616 (1-16)

sc-1615 (C-11)
ab7027

sc-9744 (C-19)
5c-10768 (HS8)
sc-8749 (N-15)
6D6

sch83 (C-20)
26 IT G5
31261A (HI100)
31301A (Uchll)
sc-529 (C-15)
sc-1521 (C-10)
sc-186 (C-21)
H5 (IgM)

H14 (IgM)
sc-10750 (H-245)
ab413 (21C7)
07-030

ab7766

ab7317

07-212

ab7658
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Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Ziege

Ziege
Maus

Ziege
Kaninchen
Ziege
Ratte
Kaninchen
Maus
Maus
Maus
Kaninchen
Ziege
Kaninchen
Maus

Maus
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Upstate Biotechnology
Upstate Biotechn.
Upstate Biotechn.
Upstate Biotechn.

Santa Cruz

Biotechnology
Santa Cruz Biotechn.
Abcam

Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
E. Kremmer, Miinchen
Santa-Cruz Biotechn.
E. Kremmer, Miinchen
Pharmingen
Pharmingen

Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Babco

Babco

Santa Cruz Biotechn.
Abcam

Upstate Biotechn.
Abcam

Upstate Biotechn.

Abcam



Dimethyl-Histon
H3 (Lys27)

Dimethyl-Histon
H4 (Arg3)

Dimethyl-Histon
H4 (Lys20)

HDAC1

HDAC2

hGend

hnRNP A1l
hnRNP U

hRPB1
hRPB3

hRPB4

hRPB5

hRPB7

hRPBS8

hSnf2H

IL-2R«

IL-2R«

Inil

Lamin B

Mi-2

Mono- und Di-
methyl-Arginin

NC2«

NC2«

NF-«B p65

OKT3

PCQAP

PC1/PC4

8H2

07-213

2B8

sc-6298 (C-19)
sc-7899 (H-54)
2GC-2C11
sc-10032 (Y-15)
3G6

sc-899 (N-20)

4H7

B8&-1

sc-8759 (N-17)
sc-664 (C-20)
MA251

sc-9749 (N-20)
sc-6217 (M-20)
sc-11378 (H-242)
ab412 (7E6)

4G7
6G8
sc-372X (C-20)

6C9
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Ratte
Kaninchen
Ratte

Ziege
Kaninchen
Maus

Ziege
Maus

Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Maus

Ziege
Kaninchen
Maus
Ziege
Ziege
Kaninchen
Maus

Ratte
Ratte
Kaninchen
Maus
Ratte
Kaninchen

E. Kremmer, Miinchen
Upstate Biotechn.
E. Kremmer, Miinchen

Santa Cruz Biotechn.

Santa Cruz Biotechn.

L. Tora, Illkirch-Straf3-
burg

Santa Cruz Biotechn.

G. Dreyfuss, Philadel-
phia (Dreyfuss et al.,
1984)

Santa Cruz Biotechn.

M. Vigneron, Illkirch-
Straburg (Acker et
al., 1997)

E. Golemis, Philadel-
phia (Khazak et al.,
1998)

M. Vigneron, Illkirch-
StraBburg (Nguyen
et al., 1996)

E. Golemis, Philadel-
phia (Khazak et al.,
1998)

P. Cook, Oxford
(Jones et al., 2000)
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
E. Kremmer, Miinchen
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.

Abcam

E. Kremmer, Miinchen
E. Kremmer, Miinchen
Santa Cruz Biotechn.
Eigenproduktion

E. Kremmer, Miinchen
Eigenproduktion



PCAF

Set9

STATS

TCR

TFIIB

TFIIE«

TFIIES

TFIIF RAPT74

TFIIH (p62)

TFIIH (p89)

Trimethyl-Histon
H3 (Lys4)

Trimethyl-Histon
H3 (Lys4)

sc-8999 (H-369)

07-314
sc-835 (C-17)
sc-225 (C-17)
sc-237 (C-17)
sc-238 (C-21)
sc-234 (N-16)

sc-293 (S-19)

ab8580

2.7.2 Sekundarantikorper

Esel anti-Ziege 1gG (sc-2022)

Esel anti-Ziege 1gG H+L

(705-035-147)

Esel anti-Ziege 1gG H+L

(705-096-147)

Esel anti-Ziege 1gG (sc-2022)

Maus anti- Kaninchen IgG H+L

(211-095-109)

Rind anti-Ziege 1gG (sc-2350)

Schaf anti-Maus IgG H+L

(515-095-062)

Ziege anti-Kaninchen 1gG Fe (S3731)

Ziege anti-Kaninchen 1gG H+L (W4011)

Ziege anti-Maus IgG H+L (S3721)
Ziege anti-Maus IgG H+L (W4021)
Ziege anti-Ratte 1gG H+L (S3831)
Ziege anti-Ratte IgG H+L

(112-035-068)

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

AP-Konjugat

Cy™5-Konjugat
FITC-Konjugat
HRP-Konjugat
FITC-Konjugat
HRP-Konjugat

FITC-Konjugat

AP-Konjugat

HRP-Konjugat

AP-Konjugat

HRP-Konjugat

AP-Konjugat

HRP-Konjugat

2.7.3 Immobilisierte Antikorper

CD45R0O MicroBeads

Miltenyi Biotec
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Santa Cruz Biotechn.
Upstate Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Hoechst, unverkaufl.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Santa Cruz Biotechn.
Eigenproduktion
Santa Cruz Biotechn.
T. Kouzarides,

Cambridge (Santos-

Rosa et al., 2002)
Abcam

Santa Cruz
Biotechnology
Jackson

Laboratories
Jackson Labs.

Santa Cruz
Biotechn.
Jackson Labs.

Santa Cruz
Biotechn.
Jackson Labs.

Promega
Promega
Promega
Promega
Promega
Jackson Labs.



2.8 Oligodesoxyribonukleotide

‘ Name

H Sequenz

beta-actin do
beta-actin up
CD25 lower
CD25 upper
CD25-5 do
CD25-5 up

DCK lower
DCK upper
EF-1-alpha_do
EF-1-alpha_up
IL-2 lower

IL-2 upper
IL2-3 up
IL2-RT do
IL-2-5 do
[L-2-5-up
PRMT1-2 do
PRMT1-2 up
TCRb-locus-3_for
TCRb-locus-3_rev
TCRb-locus-8_for
TCRb-locus-8_rev
Venh.endo_for

Venh.endo_rev

TAAATCCTGAGTCAAGCCAAAAAAA
TCTAGGCGGACTATGACTTAGTTGC
CTTGTGGGTCCATCCAGTCTCTAT
TGAGGAAGAGAGTGCTAGGCAGTT
GAGACAAGGTTGCCACTGCC
ATGAAGCCCAAGTGAAATCAAAG
AGCCAGATCCTGACCTGCCG
CCCGCCAGTGTCCTCAGCT
GAGCCAGTACACGACATCACTTTC
CCACAGTCCCCGAGAAGTTG
AAGAGATGCAATTTTATACTGTTAATTCTGG
TAAAGAAATTCCAAAGAGTCATCAGAAG
CTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAG
TTCAGAAATTCTACAATGGTTGCTG
CCTGATATGTTTTAAGTGGGAAGCA
CAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAA
TCCATGTAGAACGTATGATT
CGTTCTGCCTGCAAGTGAAG
CTTTCGCCGTCTCTGCTCTC
AGGATGGTGGCAGACAGGAC
TGGGATTTCAGCCATCCTG
CTGCCCAGCACCTTTTTAAAA
ACTGGAGCCCTGACACCTGT
GATTCAGGGCCACTCTCCTTT

2.9 Peptide

‘ Name H Sequenz ‘ Herkunft

H4 SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDC | G. Arnold,
Minchen

H4 R3A SGAGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDC | G. Arnold,
Miinchen

H4 K20methyl. | SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRDC | G. Arnold,
Miinchen

Kontrolle MDVSGQETDWRSTAFC Eurogentec
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2.10 Eukaryontische Zelllinien

Jurkat J6 humane leukamische T-Zell-Lymphoblasten
MRC5 fotale humane Lungenfibroblasten

2.11 Humanes Zellmaterial

Buffy Coats Krankenhaus der Barmherzigen Briider, Miinchen
BRK Miinchen, Klinikum Grolhadern, Miinchen
humane Hautfibroblasten H. Lochmiiller, Miinchen

2.12 Protein-Langenstandards

SDS-PAGE Protein-Standard, niedriger Bereich, BioRad
SDS-PAGE Protein-Standard, hoher Bereich, BioRad

Protein Molekular- || Protein-Standard | Protein-Standard
gewicht (Da) || (niedriger Bereich) | (hoher Bereich)

Myosin 200000 X
[-Galaktosidase 116 250 X
Phosphorylase B 97400 X X
Serumalbumin 66 200 X X
Ovalbumin 45000 X X
Carboanhydrase 31000 X

Trypsininhibitor 21500 X

Lysozym 14400 X
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Kapitel 3

Methoden

3.1 Eukaryontische Zellkultur

3.1.1 Zellvermehrung eukaryontischer Zelllinien und pri-
marer Zellen

Alle Arbeiten werden unter Laminarfluss mit autoklavierten oder sterilfiltrierten
Losungen, autoklavierten Glaswaren und mit vom Hersteller entkeimten Kunst-
stoffmaterialien sowie Nahrmedien durchgefiihrt. Das FCS wird zur Inaktivierung
des Komplementsystems vor Gebrauch bei 56°C im Wasserbad 30 min inkubiert.
Jurkat J6 Zellen werden in RPMI 1640-Medium gehalten, das mit 10% FCS
(v/v), 1000 U/1 Penicillin, 100 mg/1 Streptomycin und 2 mM L-Glutamin sup-
plementiert ist. Man inkubiert die Zellen bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuch-
tigkeit. Die Kultur erfolgt in horizontal gelagerten Zellkulturflaschen bei einer
Zelldichte zwischen 0,2 und 1-10® Zellen/ml. Dazu werden die Zellen alle 1-2 Ta-
ge verdiinnt. Bei logarithmischem Wachstum verdoppelt sich die Zelldichte in ca.
20 h. Die Zellen werden in einer Neubauer-Zahlkammer unter einem Lichtmikro-
skop gezahlt.
Mononukleare Zellen, d. h. B-Zellen und Monozyten, die bei der Isolierung von T-
Lymphozyten abgetrennt worden sind (s. 3.1.3), werden ebenfalls in RPMI 1640-
Medium gehalten. Auch hier ist das Medium mit 10% FCS (v/v), 1000 U/ml
Penicillin, 100 mg/1 Streptomycin und 2 mM L-Glutamin supplementiert. Die
Stimulierung erfolgt mit 20 ng/ml PMA.
Die Kultur humaner Hautfibroblasten erfolgt in DMEM-Medium (mit 4500 mg/1
Glucose), das mit 10% (v/v) FCS, 1000 U/ml Penicillin und 100 mg/1 Strepto-
mycin supplementiert ist. Zellen von dichtgewachsenen Platten werden 1:2-1:5
verdiinnt. Dazu entfernt man das Medium und wascht die Zellen in 1x PBS. Den
Zellen wird 2—4 ml Trypsin-EDTA-Losung zugegeben, und die Platten werden
einige Minuten bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zellen werden in der entspre-
chenden Menge Medium resuspendiert, die dann auf Zellkulturschalen verteilt
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wird. Tryspininhibitor, der im FCS des Mediums enthalten ist, stoppt die enzy-
matische Reaktion. Das Medium wird alle 2-3 Tage ausgewechselt, auch wenn die
Zellen dabei nicht verdiinnt werden. Dadurch vermeidet man eine Kontamination
der Zellen.

Platten mit Zellen, die durch serum starvation in die Go-Phase des Zellzyklus
gebracht werden sollen, werden zweimal mit 1x PBS gewaschen. Anschlieend
werden sie mit DMEM-Medium versetzt, das mit 0,5% (v/v) FCS, 1000 U/1 Pe-
nicillin und 100 mg/1 Streptomycin supplementiert ist. Nach 48 h werden die
Zellen restimuliert, indem man das ,, Hungermedium® gegen normales Kulturme-
dium austauscht, das 10% (v/v) FCS enthalt.

MRC5 Zellen werden genauso wie humane Hautfibroblasten behandelt, das Kul-
turmedium enthélt jedoch zusétzlich 1x MEM (nicht-essentielle Aminosduren).
Auch das starving-Medium ist im Vergleich zum Medium der humanen Hautfi-
broblasten zusatzlich mit 1x MEM supplementiert.

Alle kontaminierten Einwegmaterialien werden autoklaviert und dann dem Rest-
miill zugefithrt. Mediumreste werden autoklaviert oder mit Hypochlorid-Losung
sterilisiert.

3.1.2 Anlegen von Dauerkulturen

Fiir Dauerkulturen aus Jurkat J6 Zellen wird eine logarithmisch wachsende Sus-
pensionskultur abzentrifugiert (200 g, 10 min). 3-10” Zellen werden in 0,9 ml
supplementiertem RPMI 1640-Medium resuspendiert und auf 0,9 ml eiskaltes
30% (v/v) DMSO in FCS in einem 2 ml Kryogefafl geschichtet. Nach vorsichti-
gem Mischen werden die Zellen sofort auf Eis gestellt und zunéchst 5 h bei -20°C
unter guter Warmeisolierung langsam abgekiihlt. Die Aliquots werden dann 48 h
bei -80°C und endgiiltig in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen werden
die Zellen rasch auf 37°C erwarmt, mit 10 ml komplettem Medium vermischt,
abzentrifugiert (200 g, 10 min) und in 10 ml frischem Medium resuspendiert.
Adhérent wachsende Zellen (70-90% Konfluenz) werden durch Trypsin-EDTA-
Behandlung (s. 3.1.1) abgelost und abzentrifugiert (200 g, 10 min). Die Zellen
werden in eiskaltem Freeze-Medium aufgenommen und wie beschrieben kryokon-
serviert.

Freeze-Medium 10% (v/v) DMSO
90% (v/v) FCS

3.1.3 Isolierung primarer humaner T-Lymphozyten

Bufty Coat Fraktionen, d. h. lymphozytenreiche Fraktionen des Blutes, von jeweils
500 ml Blut werden durch Zugabe von Puffer A/B auf 200 ml Gesamtvolumen
verdiinnt. Puffer A /B wird jedes Mal frisch aus den Lésungen A und B im Verhélt-
nis 1:9 hergestellt. Je 25 ml der verdiinnten Zellsuspension werden vorsichtig auf
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20 ml Bicolllésung (Dichte 1,077 g/ml) geschichtet. Nach einer Zentrifugation von
30 min bei 1830 g, 21°C und minimaler Bremsstufe setzen sich die mononuklearen
Zellen in einer Interphase ab. Am Boden des Geféafles befinden sich die Erythro-
zyten und Granulozyten und in der oberen Schicht das Plasma mit Blutpléttchen
(Bgyum, 1968). Die Interphase wird vorsichtig mit einer Kaniile abgenommen.
Man pelletiert die Zellen der Interphase nach Verdiinnen mit dem Puffer A/B
bei 200 g und 10 min. Nach zweimaligem Waschen in Puffer A/B werden die
Zellen in 300 ml RPMI 1640 mit 10% (v/v) FCS, 1000 U/1 Penicillin, 100 mg/1
Streptomycin und 2 mM L-Glutamin resuspendiert. Nach einer Inkubation von
60-90 min bei 37°C, 5% COs und 95% Luftfeuchtigkeit adhériert der grofite Teil
der Monozyten. Die suspendierten T-Zellen, die noch B-Lymphozyten enthalten,
werden vorsichtig in eine frische Zellkulturflasche abdekantiert. Die Zellen werden
bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Falls sie ii/N inkubiert
werden, dekantiert man die T-Lymphozyten vor der Stimulierung noch einmal
ab, um weitere Monozyten zu entfernen.

Puffer A 5,5 mM D-Glucose Puffer B 0,14 M NaCl
50 nm CaCly
0,98 mM MgCl,
5,4 mM KCl
0,145 M Tris

3.1.4 Aufreinigung naiver humaner T-Lymphozyten

Zur Aufreinigung naiver priméarer T-Zellen bedient man sich des Oberflichen-
markers CD45. Auf naiven T-Zellen wird dessen Spleiiform CD45RA, auf
Gedachtniszellen und aktivierten T-Zellen die Form CD45RO exprimiert. Beim
Aufreinigen werden CD45RO™ Zellen mit spezifischen Antikorpern markiert, die
an Magnetpartikel gekoppelt sind. In sterilen Stahlwollesaulen, die magnetisiert
sind, werden markierte Zellen zuriickgehalten, wahrend unmarkierte Zellen durch
die Saule flieflen.

Die angereicherten T-Lymphozyten (s. 3.1.3) werden zunéchst mit Hilfe einer
Human T Cell Enrichment Column (R&D Systems) nach Angaben des Herstellers
weiter aufgereinigt, um restliche Monozyten und B-Zellen zu entfernen. Da auch
nicht aktivierte B-Zellen CD45RA exprimieren (Poppema et al., 1996), kénnten
sie die weitere Aufreinigung storen.

Anschlielend werden die Zellen in 1x PBS gewaschen und sedimentiert (200 g,
10 min, RT). Die Zellen werden mit einer Konzentration von 107/80 ul in Bin-
dungspuffer aufgenommen, mit 20 pl anti-CD45RO-Magnetpartikel (Miltenyi
Biotec) pro 107 Zellen gemischt und 15 min bei 4°C unter Rollen inkubiert.
Nach Zugabe des 10-20 fachen Volumens an Bindungspuffer zum Auswaschen
tiberfliissiger Partikel werden die Zellen abzentrifugiert (10 min, 200 g, 4°C). Ei-
ne VS*-Saule (Miltenyi Biotec) wird mit 3 ml Bindungspuffer gewaschen und
an einem geeigneten Magneten (Miltenyi Biotec) befestigt. Die Zellen werden in
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1 ml Bindungspuffer resuspendiert und auf die Saule aufgetragen. Die Saule wird
dann fiinfmal mit je 3 ml Bindungspuffer gewaschen. Diese Waschfraktionen und
der Durchfluss enthalten die gewiinschten CD45RO™, naiven T-Lymphozyten.
Die Zellen werden sedimentiert (200 g, 10 min, RT) und in einer entsprechenden
Menge Medium aufgenommen.

Auch die Gedéchtniszellen und evtl. aktivierte Zellen konnen aus der Saule
zuriickgewonnen werden. Dazu entfernt man die Saule aus dem Magneten und
tragt 5 ml Bindungspuffer auf. Mit Hilfe eines Spritzenkolbens spiilt man die
CD45RO™ Gedéachtniszellen aus der Sdule. Die Zellen werden sedimentiert (200 g,
10 min, RT) und in einer entsprechenden Menge Medium aufgenommen.

Bindungspuffer 1x PBS
0,5% (w/v) BSA
2 mM EDTA

3.1.5 Aktivierung primarer humaner T-Lymphozyten

Zur Stimulierung werden im Allgemeinen 2,5 pg/ml PHA und 20 ng/ml PMA
(gelost in in DMSO) verwendet. Alternativ wurden je nach Angabe 2,5 ug/ml
PHA alleine, 20 ng/ml PMA alleine, 20 ng/ml PMA und 1 xM Calcium-Ionophor,
40 ng/10* Zellen anti-TCR-Antikérper oder anti-CD3-Antikorper (26 11 G5) be-
nutzt. AuBerdem wurde in einigen Fillen ca. 0,3 1g/10° Zellen Protein aus OKT3-
Hybridoma-Uberstand, das an Protein A-Sepharose angereichert worden war, zu-
sammen mit 20 ng/ml PMA verwendet.

Fiir die Stimulierung mit anti-CD3-Antikorper (26 II G5) wird der Boden ei-
ner Zellkulturflasche mit 20 pg/ml Antikorper in sterilem 0,1 M Carbonatpuf-
fer (pH 9,5) beschichtet und 30 min bei 37°C und 5% COy inkubiert. Nach
dem Absaugen der Losung werden die adharierten Antikorper mit RPMI 1640-
Medium/10% (v/v) FCS 30 min neutralisiert und geblockt. AnschlieBend wird
die Zellsuspension zugegeben.

3.2 DNA- und RNA-Arbeitstechniken

3.2.1 Bestimmung der Konzentration und Reinheit einer
Nukleinsaurelosung

Die Konzentration einer DNA-Losung wird iiber ihre Absorption bei 260 nm er-
mittelt. Dabei entspricht 1 ODsg einer Konzentration von 50 ug doppelstréangiger
DNA /ml. Als Kriterium fiir die Reinheit einer DNA-Lésung wird das Verhéltnis
ODyg0/ODagy herangezogen. Fiir reine DNA schwankt dieser Wert je nach G/C-
Gehalt der Probe zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Quotienten zeigen Protein-
verunreinigungen an, hohere lassen auf die Anwesenheit von RNA schliefen. Bei
RNA-L6sungen entspricht 1 ODogo einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml.
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3.2.2 Chloropane-Extraktion und Fallung von Nuklein-
sauren

Die Chloropane-Extraktion ist eine Routinemethode zur Denaturierung und Ent-
fernung von Proteinen aus Losungen von Nukleinsauren und Proteinen. Wenn
nicht anders beschrieben, wird die Nukleinsaure-Losung mit einem Volumenan-
teil Chloropane versetzt, auf dem Vortex vermischt und fiir 3 min bei RT zen-
trifugiert (16100 g). Der Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt,
mit einem Volumenanteil Chloroform gemischt und erneut fiir 3 min zentrifugiert
(16100 g). Der wéssrige Uberstand wird abgenommen und in ein neues Reaktions-
gefafl iberfithrt. Restliches Chloropane wird durch anschlieBende Ethanolfallung
der DNA entfernt. Bei der Zugabe von Alkohol kommt es in Gegenwart rela-
tiv hoher Konzentrationen an monovalenten Kationen zur Aggregation der Nu-
kleinsaure-Molekiile und zur nachfolgenden Prazipitation. Niedermolekulare Oli-
gonukleotide, Nukleotide und Salze bleiben dabei in Losung. Die Nukleinsduren
werden aus der Losung durch Zugabe von % Volumenanteil 3 M Natriumacetat
(pH 5,0) und 2,5 Volumenanteilen eiskaltem absolutem Ethanol geféllt. Der An-
satz wird vermischt und 2 h bei -20°C oder 30 min bei -80°C inkubiert. Nach einer
dreiBigminiitigen Zentrifugation (16100 g, 4°C) wird das Prézipitat mit 70% (v/v)
Ethanol gewaschen. Es wird nochmals fiir 5 min zentrifugiert und an der Luft
getrocknet. Schliefllich wird die DNA in einem geeigneten Volumen TE gelost.
Die Isopropanolfallung einer DNA-Losung erfolgt durch Zugabe von 1—10 Volu-
menanteil 3 M Natriumacetat (pH 5,0) und 0,8 Volumenanteilen eiskaltem Iso-
propanol. Inkubation, Zentrifugation und Waschen des DNA-Prézipitats erfolgen
analog zur Ethanol-Fallung.

Chloropane Phenol, Chloroform, Isoamylalkohol [25:24:1 (v/v)],
gesattigt mit TE-Puffer

3.2.3 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
3.2.3.1 Amplifizierung von DNA

Zur Amplifizierung von ¢cDNA (complementary DNA) oder bestimmter Berei-
che genomischer DNA iiber die Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1988)
wird die Tag-Polymerase verwendet. Alternativen stellen die Pfu- oder die Vent-
DNA-Polymerase dar, die eine 3’—5’-proofreading-Exonukleaseaktivitéit besitzen,
welche im Vergleich zur Taq-DNA-Polymerase zu einer zehnfach hoheren Ge-
nauigkeit der DNA-Synthese fiihrt. Die Polymerisationsgeschwindigkeit der Taq-
Polymerase (ca. 1000 Nukleotide/min) ist allerdings hoher als die der proofrea-
ding-Polymerasen (500 Nukleotide/min). Ein weiterer Unterschied zur Tag-DNA-
Polymerase besteht darin, dass die Reaktionsprodukte der Pfu- und der Vent-
DNA-Polymerase glatte Enden besitzen, was eine nachfolgende Klonierung er-
leichtert.
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Ein Reaktionsansatz enthélt jeweils 20 pmol Primer, 50-100 ng Plasmid-DNA
oder ¢cDNA, 250 uM jeden dNTPs, 5 ul des vom Hersteller mitgelieferten 10x
PCR-Puffers und die vom Hersteller empfohlene Menge an thermostabiler DNA-
Polymerase in einem Gesamtvolumen von 50 pul. Der Ansatz wird auf Eis zu-
sammenpipettiert. Die Reaktion kann durch Zugabe des Enzyms bei 94°C im
Thermocycler gestartet werden, um unspezifische Paarungen der Primer in der
ersten Amplifizierungsrunde zu vermeiden (hot start PCR). Fiir die Bestimmung
der Hybridisierungstemperatur zieht man folgende Formeln heran:

Ty[°C] = (GC) x 4+ (AT) x 2 (3.1)

Ty Hybridisierungstemperatur
(GC)  Anzahl der GC-Basenpaare
(AT) Anzahl der AT-Basenpaare

600

Ty[°C] = 81,5+ 16,6 1g[Na™] 4+ 0,41 x (%GC) — ———— 3.2
Ty Hybridisierungstemperatur
[Na™]  Konzentration an NaT-Tonen bzw. an anderen einwertigen Ionen

(%GC) prozentualer Anteil an GC-Basenpaaren

Allerdings sollte die Hybridisierungstemperatur bei Bedarf durch eine PCR, mit
einem Temperaturgradienten experimentell bestimmt werden. Primer sollten im
Idealfall so ausgewéahlt werden, dass der GC-Gehalt moglichst bei 50% liegt, die
Primer nicht selbst miteinander hybridisieren, keine intramolekularen Haarnadel-
schleifen ausgebildet werden und das 3’-Nukleotid kein Purin ist. Zur Vorhersage
von inter- und intramolekularen Wechselwirkungen wird das Programm OLIGO
4.0S (Molecular Biology Insights Inc., http://oligo.net/) benutzt. Optimale Hy-
bridisierungstemperaturen bewegen sich zwischen 50°C und 60°C.

Im Folgenden ist ein Beispiel fiir ein Temperaturprogramm zur Amplifizierung
von PCR-Fragmenten mit Hilfe der Tag-Polymerase bis zu 1 kb angegeben. Da-
bei werden im Elongationsschritt des letzten Zyklus eventuell noch nicht fertig
synthetisierte Produkte aufgefiillt.

‘ Zyklennummer H 1 ‘ 2-25 ‘ 26 ‘
Denaturierung || 94°C 3-5 min | 94°C 30 s | 94°C 30 s
Hybridisierung 56°C 30 s | 56°C 30 s
Elongation 72°C 60 s | 72°C 10 min

3.2.3.2 Real time PCR

Real time PCR ist eine PCR-Reaktion, bei der die entstehenden Produkte tiber
ein Fluoreszenzsignal zu jedem Zeitpunkt der Reaktion quantifiziert werden. Eine
solche Reaktion wird mit den SYBR Green PCR Core Reagents durchgefiihrt.
SYBR Green ist ein Farbereagenz, dessen Fluoreszenz bei der Wechselwirkung
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mit doppelstriangiger DNA zunimmt. Das Fluoreszenzsignal ist zur Menge der
entstehenden DNA-Fragmente korreliert und wird aufgezeichnet.

Die Reaktion wird in Volumina von jeweils 25 pl durchgefiithrt. Man bereitet eine
Grundmischung bei RT vor, die 1x SYBR Green Puffer, 3 mM MgCls, je 0,2 mM
dATP, dCTP, dGTP und 0,4 mM dUTP (entspricht 1 mM der ANTP-Mischung),
7,5 pmol der jeweiligen Primer, 0,025 U AmpliTaq Gold, HO (bidest.) und je
nach Bedarf 0,01 U AmpFErase uracil-N-glycosylase enthélt. Die ANTP-Mischung
enthalt dUTP anstelle von dTTP, damit die Uracil-N-Glycosylase uridinhaltige
PCR~Produkte abbauen kann, die die Mischung eventuell aus einer fritheren PCR
verunreinigen. Das Enzym ist wahrend des Aufwérmens des Thermocyclers aktiv
und wird im ersten Denaturierungsschritt deaktiviert bzw. ist bei Temperaturen
iiber 55°C inaktiv. Die Mischung wird dann in spezielle 96-well-Platten aliquo-
tiert. Dazu gibt man die zu untersuchenden Proben, wobei jede Probe in zwei
oder drei Ansétzen analysiert wird. Der Start der Reaktion erfolgt automatisch im
PCR-Gerit, da die DNA-Polymerase erst durch den ersten Denaturierungsschritt
bei 95°C aktiviert wird. Ein typisches Programm fiir das Gerat sieht folgender-
maflen aus:

| Zyklenzahl |1 | 40 |
Uracil-N-Glycosylase-Schritt 50°C 2 min
Denaturierung 95°C 10 min | 95°C 15 s
Hybridisierung und Elongation 58°C 1 min

3.2.4 Isolierung von RNA aus Saugerzellen

PolyA-haltige RNA wurde mit dem Micro-FastTrack mRNA isolation kit (In-
vitrogen) aus priméren humanen T-Lymphozyten nach Angaben des Herstellers
isoliert.

3.2.5 Reverse Transkription

Zur Quantifizierung exprimierter mRNA mittels PCR muss zundchst cDNA mit
Hilfe von reversen Transkriptasen, also RNA-abhéngigen DNA-Polymerasen, her-
gestellt werden. Die cDNA kann dann in einer real time PCR analysiert werden
(s. 3.2.3.2). Da reife mRNAs am 3’-Ende iiblicherweise einen Poly(A)-Schwanz
besitzen, konnen Oligo(dT)-Primer als Startstellen fiir die cDNA-Synthese durch
reverse Transkriptase fungieren.

Vor der reversen Transkription wird die RNA zusammen mit dem Oligo(dT)-
Primer 5 min bei 70°C inkubiert und dann auf Eis abgeschreckt, um Se-
kundérstrukturen in der RNA aufzulosen und das Anlagern des Primers zu
ermoglichen. Der Reaktionsansatz enthilt poly(A)TRNA aus etwa 1-2,5-10¢ Zel-
len, 0,1-0,25 pg Oligo(dT)5-Primer, 1,25 mM dNTPs, 40 U Ribonukleaseinhibi-
tor, HoO (bidest.) und 200 U Moloney-Mauseleukamievirus (M-MuLV)-Reverse
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Transkriptase in einem Endvolumen von 25 pl. Die Reaktion wird 60 min bei
42°C inkubiert.

3.3 Gel-Elektrophorese

3.3.1 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsduren wird in ho-
rizontalen Gelapparaturen durchgefiithrt. Je nach der Grole der zu trennenden
Fragmente schwankt die Agarosekonzentration zwischen 0,7% und 2% (w/v). Als
Laufpuffer dient 1x TBE, dass sich durch eine hohe Pufferkapazitat auszeichnet.
Die aufzutrennenden Proben werden in 1x Auftragspuffer aufgetragen. Um die
Nukleinsauren unter UV-Licht sichtbar zu machen, wird der Gellosung unmittel-
bar vor dem Gieflen Ethidiumbromid (0,5 pg/ml Endkonzentration) zugesetzt.
Die Elektrophorese erfolgt bei einer Feldstérke von 5-8 V/cm.

10x TBE 1 M Tris
1 M Borsaure
20 mM EDTA

5x Auftragspuffer 30% (v/v) Glycerin
0,25% (w/v) BPB
0,25% (w/v) XC

3.3.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgt unter denaturieren-
den Bedingungen (0,1% (w/v) SDS) iiber eine eindimensionale Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (Laemmli, 1970).

3.3.2.1 Herstellung von Gelen

Zum GieBen von SDS-Polyacrylamid-Gelen und fiir den Gellauf werden Gel-
apparaturen, Abstandshalter und Kamme der Firma Hoefer verwendet. Zwei gut
gereinigte Glasplatten werden mit zwei Abstandshaltern in einer Gieapparatur
vertikal fixiert. Fiir kleine Gele benutzt man Platten mit den Maflen 10 cmx8 cm
oder 10 cmx12 cm mit Abstandshaltern der Dicke 0,75 mm oder 1,0 mm. Grofle
Gele werden mit Platten der Mafle 16 cmx 18 cm und Abstandshaltern der Dicke
1,0 mm hergestellt. Ein ca. 0,5 cm hoher Sockel Trenngel muss zunéchst zwi-
schen den beiden Glasplatten gegossen werden, um die Apparatur abzudichten.
Man lésst den Sockel 5 min auspolymerisieren und fiillt das Trenngel (ca. 10 ml
fiir kleine Gele und ca. 30 ml fiir groe Gele) bis zu einer Héhe von ca. 5,5 cm
bzw. 9,5 cm fiir kleine Gele und 15 cm fiir grole Gele zwischen beiden Glasplat-
ten auf. Das Gel wird rasch mit wenig HoO (bidest.) vorsichtig tiberschichtet, um
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eine glatte Gelfront zu erhalten. Die Polymerisation des Trenngels ist bei klei-
nen Gelen nach ca. 30 min, bei grolen Gelen nach ca. 3 h beendet. Bei kleinen
Gelen wird nach Abgieflen des Wassers das Sammelgel (ca. 2,5 ml) 2,5 cm hoch
iiber das Trenngel gegossen, und der Kamm wird sofort eingesetzt. Bei grofien
Gelen setzt man nach Abgieflen des Wassers den Kamm ein und fiillt dann das
Sammelgel (ca. 5 ml) bis zum Erreichen des Glasrands auf. Nach etwa 15 min
ist die Polymerisation des Sammelgels beendet. Der Kamm wird vorsichtig ent-
fernt, und das Gel in eine vertikale Gelelektrophorese-Apparatur mit 1x TGS als
Laufpuffer eingesetzt. Die Proteinlosungen werden vor dem Auftragen auf das
Gel mit % Volumenanteil 8x SDS-Auftragspuffer gemischt und 1 min bei 95°C
erhitzt. Unlosliche Bestandteile werden durch Zentrifugation abgetrennt (1 min,
16100 g, RT).

| Trenngelldsung [ 10% (170:1) | 12% (170:1) | 15% (170:1) |

>0 (bidest.) 11,3 ml 9.2 ml 6 ml

30% (w/v) Acrylamid 9,9 ml 11,9 ml 14,9 ml

2% (w/v) Bisacrylamid | 0,9 ml 1,1 ml 1,3 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) || 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml

10% (w/v) SDS 0,3 ml 0,3 ml 0,3 ml

10% (w/v) APS 150 ul 150 ul 150 ul
TEMED 30 ul 30 ul 30

Trenngell6sung [15% (30:0,8)] 6,9 ml HoO (bidest.)
15,0 ml Rotiphorese Gel 30
7,5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
0,3 ml 10% (w/v) SDS
300 pl 10% (w/v) APS
12 u1l TEMED

Trenngellésung [18% (200:1)] 5,4 g Acrylamid
1,35 ml 2% (w/v) Bisacrylamidlosung
15 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
0,3 ml 10% (w/v) SDS
100 pl 10% (w/v) APS
30 ul TEMED
H5O (bidest.) ad 30 ml

Sammelgellésung 6,2 ml HoO (bidest.)
1,7 ml 30% (w/v) Acrylamidlsung
0,7 ml 2% (w/v) Bisacrylamidlésung
1,25 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,1 ml 10% (w/v) SDS
50 pl 10% (w/v) APS
25 ul TEMED

8x SDS-Auftragspuffer: 400 mM Tris-HCI (pH 6,8)
8% (w/v) SDS
40% (v/v) Glycerin
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0,5% (w/v) Bromphenolblau
120 mM [-Mercaptoethanol oder 15 mM DTT

3.3.2.2 Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei kleinen Gelen bei konstanten 20—
25 mA fiir ca. 1-2 h, bei groflen Gelen bei konstanten 10-30 mA unter Was-
serkithlung fiir ca. 6-13 h in 1x TGS-Puffer. Die Elektrophorese wird gestoppt,
wenn das Bromphenolblau des Auftragspuffers den unteren Glasplattenrand er-
reicht hat. Anschlieend wird das Gel auf eine Nitrocellulose- oder eine PVDF-
Membran iibertragen (s. 3.5.1) und/oder mit Coomassie-Brillantblau geférbt (s.
3.3.2.3).

3.3.2.3 Coomassie-Brillantblau-Farbung

Zur Detektion werden Proteine nach erfolgter Polyacrylamid-Elektrophorese mit
Coomassie-Brillantblau angefarbt. Das Gel wird zunachst 60 min in Farbelosung
inkubiert. Anschliefflend wird es in Entfarbelosung unter mehrfachem Wechseln
des Entfarbers geschwenkt, bis die Proteine als blaue Banden vor dem klaren Hin-
tergrund sichtbar sind. Das Gel wird dann mehrere Stunden in Trocknungspuffer
inkubiert, um Risse beim Trocknen zu vermeiden. Zum Trocknen wird das Gel
luftblasenfrei zwischen zwei in Wasser getrankte, durchsichtige Cellophanfolien
in einen Rahmen gespannt (Gel Drying Kit, Promega) und ca. 24 h vertikal auf-
gestellt. Die untere Nachweisgrenze dieser Farbung liegt bei ca. 200 ng Protein.

Farbelosung 0,25% (w/v) Coomassie Brillantblau R-250
40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsiaure

Entfiarbelosung 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure

Trocknungspuffer 10% (v/v) Essigsaure
2% (v/v) Glycerin

3.4 Proteinchemische Arbeitsmethoden

3.4.1 Herstellung von Kernextrakten

Kernextrakte werden in Anlehnung an ein Protokoll nach Olnes und Kurl (1994)
hergestellt. Die Zellen werden zweimal in 1x PBS gewaschen und sedimentiert
(200 g, 10 min, RT). Man resuspendiert sie dann in eiskaltem NEX A-Puffer mit
Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 2 pg/ml Aprotinin, 2 pg/ml Leupeptin) und
bei Bedarf mit Phosphataseinhibitoren (1 mM NaF, 1 mM NaVOj;). Die Zell-
dichte betrigt etwa 3 -108/ml. Die Zellen werden ca. 10 min auf Eis inkubiert,
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um sie anschwellen zu lassen. Danach wird 10% (v/v) IGEPAL CA630 bis zu ei-
ner Endkonzentration von 0,125% (v/v) vorsichtig zugegeben und untergemischt.
Unter dem Mikroskop werden die Zellen auf Lyse der Zellmembran untersucht.
Falls die Zellmembran noch nicht aufgelost ist, werden die Zellen im vorgekiihlten
Dounce-Homogenisator mit dem Pistill B mit einigen Stoflen bearbeitet. Dabei
wird immer wieder tiberpriift, ob schon blofle Zellkerne vorliegen. Sobald dies der
Fall ist, werden die Zellkerne sedimentiert (200 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand
(Cytosol) wird mit 11 Volumenprozent 10x S100-Puffer mit Proteaseinhibitoren
(siehe oben) gemischt und in der Ultrazentrifuge von Organellen, Membraniiber-
resten und anderen festen Bestandteilen abgetrennt (100.000 g, 1 h, 4°C). Dies
ergibt die sogenannte S100-Fraktion. Das Kernpellet wird bei Bedarf mit etwas
kaltem NEX A-Puffer versetzt. Man gibt tropfenweise und unter vorsichtigem
Mischen 1 Volumen eiskalten NEX B-Puffer mit Proteaseinhibitoren (siche oben)
zu. Die Kerne werden 30 min auf dem Drehrad bei 4°C extrahiert und anschlie-
Bend sedimentiert (15000 g, 10 min, 4°C). Sowohl die S100-Fraktion als auch
der Kernextrakt kénnen bei Bedarf gegen kalten BC100-Puffer dialysiert werden.
Die Fraktionen werden in fliisssigem Stickstoff weggefroren und bei -80°C aufbe-
wahrt. Falls die extrahierten Kernpellets noch weiter verarbeitet werden, bietet
es sich an, sie in TGME-Puffer aufzunehmen und bei Bedarf mit einem Dounce-
Homogenisator vollstandig zu resuspendieren. Auch die Kernpellets werden in
fliisssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

NEX A-Puffer 10 mM HEPES (pH 7,9)
10 mM KCl
0,1 mM EDTA
0,1 mM EGTA
1 mM DTT

NEX B-Puffer 20 mM HEPES (pH 7,9)
400 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1 mM DTT
10% (v/v) Glycerin

10x S100-Puffer 30 mM MgCl,
300 mM Tris-HCI (pH 6,8 bei RT)
1,4 M KCI
10 mM DTT

TGME-Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,3 bei RT)
25% (v/v) Glycerin

5 mM MgCl,
0,2 mM EDTA

DTT und die Proteaseinhibitoren werden immer kurz vor Gebrauch frisch zugesetzt.
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3.4.2 Herstellung von Kernextrakten aus Jurkat Zellen
(NAM-Protokoll)

Nach dem Sedimentieren der Jurkat J6 Zellen (3000 rpm, Beckman J6, 15 min,
4°C) werden die Pellets mit wenig Uberstand in ein 50-ml-Reaktionsgefa iiber-
fithrt. Nach erneuter Zentrifugation (200 g, 5 min, 4°C) wird der restliche Uber-
stand entfernt. Die Zellen werden in ca. 45 ml 1x PBS gewaschen und erneut
sedimentiert (200 g, 5 min, 4°C). Anschlieend wird das Volumen des Pellets
(PCV, packed cell volume) bestimmt.

Die nachfolgenden Schritte werden alle bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt. Die
sedimentierten Zellen werden in 4 PCV Niedrigsalzpuffer aufgenommen und ab-
zentrifugiert (200 g, 5 min, 4°C). Danach werden die Pellets in 2 PCV Niedrigsalz-
puffer resuspendiert und solange inkubiert, bis die Zellen in dem hypotonischen
Puffer angeschwollen sind, im Normalfall 15-30 min. Die Volumenzunahme wird
regelmaflig unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die Zellsuspension wird dann
in einen vorgekiihlten Glashomogenisator nach Dounce tiberfithrt und durch harte
St68e mit dem Pistill (Typ B) bearbeitet, bis die Cytoplasmamembran der Zellen
platzt. Auch dieser Arbeitsschritt wird regelméBig im Lichtmikroskop (Phasen-
kontrast) kontrolliert. Die Zellkerne miissen bei der Prozedur intakt bleiben. Sie
werden anschlieend sedimentiert (Heraeus Biofuge 2.0RS, 1540 rpm, 15 min,
4°C) und in einem halben Volumenteil des Pellets (NPV, nuclear pellet volume)
an kaltem Niedrigsalzpuffer resuspendiert. Innerhalb von 30 min wird zu der Sus-
pension langsam unter vorsichtigem Mischen 1,5 NPV Hochsalzpuffer zugetropft.
Nach weiteren 60 min Inkubation auf dem Drehrad wird der Extrakt abzentrifu-
giert (Sorvall $S34, 17500 rpm, 30 min, 4°C). Der Kernextrakt (Uberstand) wird
in einen Dialyseschlauch iiberfiithrt und gegen BCO dialysiert, bis die Leitfahigkeit
von BC100 erreicht ist, iiblicherweise etwa 50 min. Nach einer weiteren Zentri-
fugation (Sorvall SS34, 18000 rpm, 20 min, 4°C) zum Klaren des dialysierten
Extrakts wird es in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Niedrigsalzpuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7,3 bei RT)
1,5 mM MgCl,
10 mM KC1

Hochsalzpuffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,3 bei RT)
25% (v/v) Glycerin
420 mM Na(Cl
1,5 mM MgCls
0,2 mM EDTA

Zu allen Puffern werden 5 mM DTT, Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 2 ug/ml Aprotinin,
2 pg/ml Leupeptin) und Phosphataseinhibitoren (1 mM NaVOs, 1mM NaF) kurz vor Gebrauch

frisch zugesetzt.
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3.4.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Gesamtzellextrakte werden mit 2x Harnstoff/SDS-Puffer oder 2x SDS-Puffer her-
gestellt. Dazu werden die Zellen zweimal in 1x PBS gewaschen und sedimentiert
(200 g, 10 min, RT). Die Zellen werden in einem Volumen 1x PBS resuspendiert,
und ein Volumen des jeweiligen Puffers wird zugegeben. Die Endkonzentration
betrigt 0,5-3-10* Zellen pro ml. Nach griindlichem Mischen auf dem Vortex wer-
den die Proben 5-10 min bei 95°C inkubiert und zwischendurch immer wieder
griindlich gemischt. Falls die Zellen in 2x SDS-Puffer (Sambrook et al., 1989) ly-
siert wurden, sollten sie anschliefend sonifiziert werden. Fiir das Sonifizieren mit
dem Branson Sonifier 250-D muss das Probenvolumen mindestens 0,5 ml betra-
gen (fiinfmal 5 s bei einer Pulsstirke von 50%). Andernfalls kénnen die Proben
in einem Ultraschall-Wasserbad behandelt werden, bis sie diinnfliissig sind. Auch
die Proben in Harnstoff/SDS-Puffer konnen bei Bedarf mit Ultraschall nachbe-
handelt werden. Gesamtzellextrakte in SDS- oder Harnstoff/SDS-Puffer kénnen
bei -20°C iiber Monate hinweg aufbewahrt werden.

Falls die Gesamtzellextrakte nicht nur fiir SDS-PAGE benutzt werden sollen,
bietet sich die Verwendung eines anderen Lysis-Puffers an. Die Zellen werden
hierfiir einmal in 1x PBS gewaschen und abzentrifugiert (200 g, 10 min, RT). Nach
Resuspension in etwa 1 ml 1x PBS werden die Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und sedimentiert (5 min, 4°C, 400-1500 g je nach Zellart). Die Zellen
werden in einem Volumen 1x PBS resuspendiert, und ein Volumen 2x Lysis-
Puffer wird zugegeben. Die Endkonzentration betrigt ca. 1,2-10* Zellen pro pul.
Die Proben werden griindlich auf dem Vortex gemischt und dann 10 min auf Eis
inkubiert. Wahren der Inkubation werden sie immer wieder griindlich gemischt.
Zur vollstandigen Lysis werden die Zellen in fliisssigem Stickstoff eingefroren und
anschliefend bei 37°C wieder aufgetaut. Dieser Gefrier- und Auftau-Schritt wird
einmal wiederholt. Noch tibrige, feste Bestandteile werden in einer Tischzentrifuge
bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C fiir 10 min sedimentiert. Die fertigen
Gesamtzellextrakte werden bei -80°C gelagert.

2x SDS-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 6,8)
200 mM DTT
4% (w/v) SDS
0,2% (w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) Glycerin

2x Harnstoff/SDS-Puffer 150 mM Tris-HCI (pH 6,8)
10 mM DTT oder 20 mM B-Mercaptoethanol
8 M Harnstoff
4% (w/v) SDS
0,5% (w/v) Bromphenolblau

1x Lysis-Puffer 25 mM Tris-Phosphat (pH 7,8)

2 mM DTT
2 mM 1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’ N’-Tetraessigsaure
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10% (v/v) Glycerin
1% Triton X-100

Der Lysispuffer ist als 5x Luciferase Cell Culture Lysis Buffer von der Firma Promega erhaltlich.

3.4.4 Herstellung von Zellfraktionen

Zellfraktionen wurden dhnlich dem Protokoll von He et al. (1990) hergestellt. Im
Unterschied zu diesem Protokoll wurde weniger DNase I eingesetzt, so dass im
Pellet stark an Chromatin gebundene Proteine zuriickbleiben.

Die Zellen werden zweimal in 1x PBS gewaschen, sedimentiert (200 g, 10 min,
RT) und dabei in ein 2 ml Reaktionsgefaf tiberfithrt. Das Sediment wird in kal-
tem CSK-Puffer resuspendiert, so dass die Zelldichte ca. 1,65-10% Zellen pro ml
betragt. Nach dreiminiitiger Inkubation auf Eis werden die Zellen abzentrifu-
giert (5000 g, 4°C, 3 min). Im Uberstand befinden sich 16sliche Proteine aus
dem Cytoplasma und Kern. Die Zellen werden in kaltem CSK-Puffer mit einer
Konzentration von 1,24-10% pro ml aufgenommen. Zu den Proben werden 3,3 U
DNasel (RNase-frei) pro ml gegeben. Anschliefend werden sie 15 min bei RT
unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Dann wird langsam 1 M (NH,4),SOy4 in
CSK-Puffer bis zu einer Konzentration von 0,25 M zugefiigt. Die Proben werden
sedimentiert (30000 g, 4°C, 10 min). Der Uberstand ist die Ammoniumsulfatfrak-
tion. Zum Sediment wird langsam 2 M NaCl in kaltem CSK-Puffer zugegeben,
so dass die Zelldichte 1,6-10% Zellen pro ml entspricht. Nach 5 min Inkubation
auf dem Drehrad im Kiihlraum werden die Proben sedimentiert (30000 g, 4°C,
5 min). Der Uberstand ist die Waschfraktion. Das Sediment enthélt stark an
Chromatin gebundene Proteine und die nukleare Matrix.

CSK-Puffer 10 mM PIPES (pH 6,8)
100 mM NaCl
300 mM Saccharose
3 mM MgCl,
1 mM EGTA
0,5% (v/v) Triton X-100

Fir die (NH4)2504- und die NaCl-Losung wird als Grundlage ein CSK-Puffer ohne Triton
X-100 benutzt.

Zu allen Puffern wird frisch 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 1 pg/ml Aprotinin und 1 pg/ml Leu-
peptin zugefiigt. Zur Vermeidung von Dephosphorylierung werden die Phosphataseinhibitoren
NaF (1 mM) und NaVOg3 (1 mM) zugesetzt.
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3.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Brad-
ford

Die Proteinkonzentration von Proteingemischen kann nach der Methode von
Bradford bestimmt werden. Der Nachweis beruht auf der Beobachtung von Brad-
ford, wonach das Absorptionsmaximum einer sauren Losung von Coomassie-
Brillantblau nach Ausbildung von Proteinkomplexen von 465 nm zu 595 nm
verschoben wird. Zunéchst wird eine Eichkurve mit BSA erstellt. Dafiir wer-
den 1-20 pg BSA mit 1 ml Farblosung (Coomassie-Brillantblau, Phosporséure,
Methanol) gemischt, die zuvor 1:5 mit Wasser verdiinnt und filtriert wurde. Nach
finfmintitiger Inkubation wird die Extinktion bei 595 nm gegeniiber dem Leer-
wert bestimmt. Mit den Proteinproben wird analog verfahren. Die Proteinkon-
zentrationen werden aus der Eichkurve abgelesen.

3.5 Immunchemische Methoden

3.5.1 Western Blot zum Nachweis filtergebundener Pro-
teine

Der Immunblot dient der Identifizierung eines spezifischen Antigens mittels eines
polyklonalen oder monoklonalen Antikorpers, der gegen das Antigen gerichtet
ist. Ein zweiter Antikorper bindet nachfolgend an eine konservierte Domane des
ersten Antikorpers, der seinerseits das spezifische Antigen erkennt. Da in der Re-
gel mehrere Sekundérantikorper an die konstante Region des Primarantikorpers
binden, erfolgt auf dieser Stufe eine Amplifizierung der Empfindlichkeit. An den
zweiten Antikorper ist kovalent ein Enzym gekoppelt, das durch den Umsatz
seiner Substrate die Detektion des Antikorperkomplexes erlaubt. Als Nachweis-
reaktionen verwendet man entweder die Bildung eines schwerloslichen Farbstoffes
(katalysiert durch Alkalische Phosphatase-Konjugate (AP)) oder aber die Entste-
hung photolabiler Komplexe, die tiber ihre Chemolumineszenz (katalysiert durch
Meerrettich-Peroxidase-Konjugate (HRP)) detektiert werden.

Zunéchst werden die Proteinfraktionen tiber SDS-PAGE (s. 3.3.2) aufgetrennt.
Nach der Elektrophorese wird das Gel unter Transferpuffer auf eine Nitrocellulo-
semembran gelegt, welche an allen vier Seiten des Gels 0,5 cm tiber dieses hinaus-
ragt. Zwischen zwei Doppellagen aus 3MM Papier (Whatman), das mit Transfer-
puffer angefeuchtet ist, werden die Proteine in einer SemiDry Elektroblot-Appa-
ratur (BioRad) auf die Nitrocellulosemembran iibertragen. Der Transfer wird
bei 15 V und 480 mA fiir 60-90 min bei Gelen mit einer Groflie von 16 cm X
18 ¢m und fiir 20-30 min bei Gelen mit einer Grofle von 10 cm x 10-12 cm
durchgefithrt. Dann wird die Membran kurz in H,O (bidest.) geschwenkt. Die
Nitrocellulosemembran sollte dabei und bei allen nachfolgenden Schritten aus-
schliefflich mit einer Pinzette angefasst werden. Der erfolgreiche Transfer wird
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durch das Anféarben des Blots mit 1x Ponceau S-Losung tiberpriift, wobei die
Banden des Protein-Molekulargewichtsstandards angezeichnet werden. Der Blot
wird durch Waschen in 1x TBS wieder entfarbt. Die Behandlung mit Ponceau S
fixiert gleichzeitig die Proteine auf der Membran.

Alternativ zu einer Nitrocellulosemembran kann auch eine PVDF-Membran ver-
wendet werden. Der Transfer erfolgt so, wie fiir die Nitrocellulosemembran be-
schrieben wurde, aufler dass die Membran zunéachst mit Methanol benetzt werden
muss, bevor sie mit Transferpuffer oder anderen wassrigen Losungen in Kontakt
kommt. Die Uberpriifung des Transfers erfolgt dann nicht mit Ponceau S, sondern
mit Amidoschwarz. Dazu wird die Membran sofort nach dem Transfer in H,O
(bidest.) gewaschen und dann in Amidoschwarzfirbelosung geschwenkt. Unspe-
zifisch gebundenes Amidoschwarz wird in Entfarbelosung abgewaschen, und der
Blot in 1x PBS neutralisiert. Zum Einscannen kann die Membran nun getrock-
net werden. Der trockene Blot wird durch kurzes Waschen in Methanol wieder
entfarbt. In den weiteren Schritten werden Nitrocellulose- und PVDF-Membran
gleich behandelt. Zu beachten ist aber, dass eine trockene PVDF-Membran immer
zunéchst mit Methanol benetzt werden muss, bevor sie mit wassrigen Losungen
in Kontakt kommen darf.

Die Membran mit den gebundenen Proteinen wird zunachst 90 min in 1x TBS
mit 6% (w/v) Magermilchpulver bei RT (alternativ 4°C {i/N) geschiittelt, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Matrix abzusattigen. Fiir die anschlieSen-
de Inkubation mit dem ersten Antikdérper (60 min) werden Verdiinnungen von
1:500 bis 1:10000 in TBS-T verwendet. Die Membran wird zweimal je 30 min
mit TBS-T gewaschen. Der zweite Antikorper wird 1:2000 bis 1:5000 verdiinnt in
TBS-T eingesetzt. Nach dreiffigminiitiger Inkubation wird die Membran zweimal
15-20 min fiir AP-gekoppelte Sekundarantikorper oder zweimal 1 h fir HRP-
gekoppelte Sekundérantikorper in TBS-T gewaschen. AnschlieBend folgt ein kur-
zer Waschschritt in TBS.

Nachweis der Proteine iiber Chemolumineszenz: Peroxidase(HRP)-ge-
koppelte Antikorper werden iiber eine photochemische Reaktion nachgewiesen.
Zunachst wird die Membran kurz in bidestilliertem Wasser gewaschen, um Reste
des Tris-Puffers (pH 7,6) zu entfernen. Tris-Puffer wiirde bei der anschlieflen-
den Detektion bei pH 8,5 storen. Danach wird die Membran kurz mit Papier
(Kimwipes) abgetupft. Sie wird sofort feucht mit den 1:1 gemischten Reagenzi-
enlésungen (Enhanced ECL Western blotting reagents 1 und 2, NEN) fiir 1 min
inkubiert, wobei 0,125 ml/cm? Membran verwendet werden. Uberschiissiges Rea-
genz lasst man abtropfen. Der Nachweis erfolgt durch Exposition (10 s—15 min)
der in Frischhaltefolie eingewickelten Membran auf einem Film (X-OMAT, Ko-
dak) in einer Autoradiographie-Kassette. Das emittierte Licht (428 nm) stammt
aus der Oxidation von Luminol zu 3-Aminophtalsidure und molekularem Stickstoff
in der Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und p-Coumarsaure.
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Nachweis der Proteine iiber Ausbildung eines schwerloslichen Farb-
stoffes: Alkalische Phosphatase(AP)-gekoppelte Antikérper werden iiber die
Bildung eines Farbstoffprazipitats, bestehend aus einem Indigoderivat (blau) und
Diformazan (purpur), nachgewiesen. Das Indigoderivat bildet sich nach Hydro-
lyse der Phosphatgruppe am 5-Brom-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP) durch
Oxidation mit molekularem Sauerstoff. Bei dieser Reaktion entstehen zwei Pro-
tonen, die mit Nitroblautetrazolium (NBT) zum Diformazan reagieren. Die Mem-
bran wird in einer Férbelosung (AP-Puffer mit 33 pl BCIP-Loésung/10 ml und
66 ul NBT-Losung/10 ml) 5-20 min inkubiert. Durch mehrmaliges Waschen mit
Wasser wird die Reaktion abgestoppt.

Falls eine Membran nacheinander mit verschiedenen Antikérpern analysiert wer-
den soll, kénnen die Antikorper durch entsprechende Behandlung entfernt werden.
Allerdings ist dabei zu beachten, dass die weiteren Detektionen nicht mehr quan-
tifiziert werden konnen, da moglicherweise gebundene Proteine von der Membran
abgelost werden. Zur Entfernung der Antikérper wird die Membran 30 min bei
70°C in stripping Puffer inkubiert und anschliefend mehrmals zum Neutralisieren
in 1x TBS gewaschen (Harlow und Lane, 1999).

Transferpuffer 192 mM Glycin
25 mm Tris
20% (v/v) Methanol
optional 0,03% (w/v) SDS

1x TBS 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

150 mM NaCl
TBS-T 0,05% (v/v) Tween-20 in TBS
10x Ponceau S 2% (w/v) Ponceau S

30% (w/v) Trichloressigséure
30% (w/v) 5-Sulfosalicylsaure

Entfirbelosung 25% (v/v) Isopropanol
1% (v/v) Essigsdure

Amidoschwarz-Farbelosung 0,1% (w/v) Amidoschwarz in Entfarbelosung

BCIP-Losung 50 mg/ml BCIP in 100% DMF, bei -20°C lagern
NBT-Lésung 100 mg/ml NBT in 70% (v/v) DMF, bei -20°C lagern
AP-Puffer 100 mM NaCl

5 mM MgCl,

100 mM Tris-HC1 (pH 8,8)
stripping Puffer 2% (w/v) SDS

50 mM DTT

50 mM Tris-HCI (pH 7,0)
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3.5.2 Immunaffinitatschromatographie

Die Immunaffinitédtschromatographie wird oft kurz als Immunprézipitation (IP)
bezeichnet. Bei dieser Methode werden Antikorper an einer Matrix als funktionel-
le Affinitatsgruppen immobilisiert. Wird das Saulenmaterial mit einem Protein-
gemisch inkubiert, interagieren nur solche Proteine, deren Epitope von der Anti-
genbindungsstelle des Antikorpers erkannt werden. Dies ermoglicht die gezielte
Isolierung einzelner Proteine aus einem Gemisch. Als Matrix wird Protein G-
oder Protein A-Sepharose verwendet, auf deren Oberflache bakterielle Proteine
(Protein G oder A) gebunden sind. Protein G oder A interagieren spezifisch mit
der konstanten Region von Immunglobulinen (Antikérpern). Dies ermdglicht die
Kopplung von beliebigen Antikérpern an das Sdulenmaterial.

Fiir alle Arbeiten mit nativen Proteinen werden silikonisierte Reaktionsgeféifie
verwendet. Protein G- oder Protein A-Sepharose wird in aufeinander folgenden
Schritten mit bidestilliertem Wasser und 1x PBS équilibriert. Die Konzentration
des monoklonalen Antikorpers wird photometrisch bestimmt. Die Kopplungs-
reaktion findet in 1x PBS bei Raumtemperatur iiber Nacht statt. Antikorper
konnen in unterschiedlicher Dichte auf der Saule immobilisiert werden, indem
man das Verhéltnis Sdulenvolumen (ml) zur absoluten Antikérpermenge (mg)
variiert. Dabei wird bis zu einer Dichte von 2 mg/ml davon ausgegangen, dass
alle Antikorper quantitativ von Protein G oder A gebunden werden.

Nach der Inkubation wird durch Zentrifugation (Heraeus Varifuge 3.0R, 900 rpm,
2 min, 4°C) der Uberstand abgetrennt, und das Sdulenmaterial zweimal mit
1x PBS gewaschen. Um das Material gegen mikrobielle Kontamination zu schiit-
zen, kann 0,01% (w/v) NaNj zugegeben werden. Das Sdulenmaterial wird als
1:5-Suspension in 1x PBS bei 4°C aufbewahrt.

Sollen die Antikorper gebundenen Proteine mit denaturierenden Chemikalien elu-
iert werden, bietet es sich an, die Antikorpermolekiile kovalent an das Sdulenma-
terial zu koppeln. Andernfalls enthélt das Eluat oft Antikorperketten, die bei
einer Farbung storen oder bei einer Western Blot Analyse (s. 3.5.1) Kreuzre-
aktionen verursachen koénnen. Fiir die kovalente Kopplung aquilibriert man die
an Protein G- oder Protein A-Sepharose gebundenen Antikérper durch zweima-
liges Waschen mit 10 Sdulenvolumen an 0,2 M NayB4O7 (pH 9,0 bei RT). Die
Saule wird dann in 10 Saulenvolumen Kopplungspuffer aufgenommen und 30 min
bei RT inkubiert. Anschliefend wird das Material mit 10 Saulenvolumen 0,2 M
Ethanolamin gewaschen und zwei Stunden bei RT in 10 Sdulenvolumen 0,2 M
Ethanolamin inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in 1x PBS kann das Saulen-
material bei 4°C nach der Zugabe von 0,01% (w/v) NaNj gelagert werden.

Alle Arbeitsschritte einer Immunprézipitation werden bei 4°C durchgefiihrt. Das
Saulenmaterial wird in silikonisierten Reaktionsgeféaflen vorgelegt und durch zwei-
maliges Waschen in IP-Puffer dquilibriert. Das Material wird sedimentiert (Ep-
pendorf 5147, 1000 rpm, 1 min, 4°C), und der Uberstand vorsichtig entfernt. Die
Proteinlosung bzw. der Kernextrakt wird zum Saulenmaterial pipettiert. Bewahrt
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haben sich folgende Bedingungen: 10 pl des Sdulenmaterials (1 mg Antikorper/ml
Séulenmatrix) werden mit 100 pg Kernextrakt in einem Gesamtvolumen von
100 pl zwei Stunden bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Das Saulenmaterial wird
dreimal mit 50 Saulenvolumen an kaltem IP-Puffer gewaschen und anschliefend
mit 1x SDS-Auftragspuffer (s. 3.3.2) 10 min bei 65°C eluiert. Fiir kleine Elutions-
volumina bzw. hohe Proteinkonzentrationen bietet sich die Elution in MicroSpin-
Reaktionsgefaflen an. Die Proteinlosung bzw. der Kernextrakt kann mit reiner
Protein G-Sepharose oder mit einem unspezifischen Kontrollantikorper, der an
Protein G-Sepharose gekoppelt ist, vorinkubiert werden, um eine héhere Reinheit
der isolierten Proteine zu erhalten. Der Durchfluss dieser Vorsdulen wird dann
wie oben beschrieben mit der spezifischen Antikorpersaule inkubiert.

Kopplungspuffer 0,2 M NayB,07 (pH 9,0 bei RT)
20 mM Dimethylpimelimidat (DMP)

IP-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7,3)
1 mM EDTA
150 mM KCI
20% (v/v) Glycerin

Zum Puffer werden frisch Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 2 ug/ml Aprotinin, 2 pg/ml
Leupeptin) und Phosphataseinhibitoren (1 mM NaVOs;, 1 mM NaF) zugegeben.

3.5.3 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen fiir die Analy-
se mit dem konfokalen Mikroskop

Da Suspensionszellen nicht auf Objekttragern adhérieren, werden fiir T-Zellen
Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager benutzt, auf denen Zellen chemisch fi-
xiert werden. Die Zellen werden griindlich in 1x PBS gewaschen, sedimentiert
(200 g, 10 min, RT) und mit einer Konzentration von 1-2 -10%/ml in 1x PBS
resuspendiert. Die Suspension wird auf vorbereitete Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager aufgetragen, auf die Felder mit einem Fettstift markiert wurden.
Nach dreiligminiitiger Inkubation bei 37°C im feuchten Brutschrank werden die
Objekttriager vorsichtig in 1x PBS gewaschen. Zum Fixieren wird 3% (w/v) Para-
formaldehyd in 1x PBS auf die Zellen getropft. Die Paraformaldehydlosung muss
immer frisch hergestellt oder bei -20°C aufbewahrt werden. Die Zellen werden
10 min bei RT in Paraformaldehyd fixiert. Danach werden die Objekttrager zwei-
mal in 1x PBS gewaschen, und das restliche Paraformaldehyd wird durch dreif$ig-
miniitige Inkubation bei RT mit 2% (w/v) Glycin in 1x PBS abgefangen. Nach
weiteren zwei Waschschritten mit 1x PBS werden die Zellen 10 min mit 0,2%
(v/v) Triton X-100 in 1x PBS permeabilisiert.

Alternativ kénnen die Zellen auch 2 min mit -20°C kaltem Methanol fixiert wer-
den. Der sogenannte quenching-Schritt mit Glycin und der Permeabilisierungs-
schritt entfallen dann.
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Die Zellen werden anschlieend bei RT 10 min mit 0,2% (v/v) Gelatine aus Kalt-
wasserfisch in 1x PBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzublocken.
Nach Entfernen der Losung wird der betreffende Antikorper unverdiinnt oder bis
zu einer Verdiinnung von 1:100 in 1x PBS aufgetragen. Die Objekttrager werden
1 h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem griindlichen
Waschen in 1x PBS werden die Zellen mit dem zweiten, an einen Farbstoff ge-
koppelten, Antikorper in einer Verdiinnung von 1:50 bis 1:400 in 1x PBS 30 min
bei RT in einer abgedunkelten, feuchten Kammer behandelt. Danach werden die
Zellen drei- bis viermal in 1x PBS gewaschen. Falls die Zellkerne angefarbt wer-
den sollen, wird 1-100 pg/ml RNase A in 1x PBS auf die Proben aufgetragen.
Nach 20 min Inkubation bei 37°C werden die Objekttrager mit 2,5 pug/ml Propi-
diumiodid in 1x PBS 5 min bei RT behandelt. Es folgen vier letzte Waschschritte
mit 1x PBS. Dann wird Eindeckmedium auf die Proben gegeben, und die Ob-
jekttrager werden vorsichtig mit Deckglasern abgedeckt. Die Proben konnen nach
Antrocknen des Eindeckmediums im Fluoreszenzmikroskop oder im konfokalen
Mikroskop betrachtet werden. Die Objekttrager sollten bei 4°C dunkel aufbe-
wahrt werden und innerhalb weniger Tage nach der Farbung analysiert werden.

3.5.4 Immunfluoreszenzfarbung von Zellen fiir die Analy-
se im Durchflusszytometer

Fiir die Analyse im Durchflusszytometer werden ca. 0,5 bis 1,5-107 Zellen pelle-
tiert, in 20 pul Medium aufgenommen und mit dem spezifischen Antikorper ge-
mischt. Nach dreiffigminiitiger Inkubation im Kiihlschrank werden die Zellen in
1x PBS gewaschen, erneut pelletiert und in 50 pl 1x PBS aufgenommen. Nach
Zugabe des zweiten Antikorpers, der an einen Farbstoff gekoppelt ist, werden die
Proben 30 Minuten im Kiihschrank inkubiert. Die Zellen werden in 1x PBS ge-
waschen, in 50 ul 1x PBS resupendiert und in 3 ml 3% (w/v) Paraformaldehyd in
1x PBS /N im Kiihlschrank fixiert. Am néchsten Tag werden die Zellen erneut
pelletiert und in 2% (w/v) Glycin in 1x PBS 10 min im Kiihlschrank inkubiert,
um iiberschiissiges Formaldehyd abzufangen. Fiir die Analyse im Durchflusszy-
tometer werden die gefarbten Zellen in 1 ml 1x PBS resuspendiert.

3.6 Zellzyklus-Analyse

Die Phase des Zellzyklus, in der sich eine Zellpopulation befindet, kann durch das
Anfarben von DNA fiir die Durchflusszytometrie bestimmt werden. In der Gi-
bzw. Gg-Phase enthélt eine Zelle den einfachen Chromosomensatz, in der Go-
Phase und der Mitose den doppelten Chromosomensatz. Wahrend der S-Phase
wird die DNA verdoppelt, d. h. die DNA-Menge liegt zwischen dem einfachen
und dem doppelten Chromosomensatz. Durch das Anfiarben der DNA mit einem
interkalierenden Féarbereagenz kann die in der Zelle enthaltene DNA-Menge und
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damit die Phase des Zellzyklus mit Hilfe eines Durchflusszytometers bestimmt
werden.

1-3 -10% Zellen werden zweimal in 1x PBS gewaschen und jeweils bei 200 g und
RT 10 min sedimentiert. Der Uberstand wird bis auf 200 pl entfernt. Die Zellen
werden in der restlichen Fliissigkeit 10 s auf dem Vortex gemischt. 1 ml kaltes
70% (v/v) Ethanol wird Tropfen fiir Tropfen unter Mischen auf dem Vortex zu-
gegeben. Die Zellen werden mindestens 12 h bei 4°C fixiert und kénnen in diesem
Zustand fiir mehrere Monate bei 4°C aufbewahrt werden. Nachdem die Zellen
sedimentiert (1830 g, 5 min, RT) und der Uberstand entfernt wurde, werden sie
in wenig restlichem Ethanol auf dem Vortex resuspendiert. Die Farbelosung wird
frisch angesetzt, und 1 ml wird zu den Zellen gegeben. Nach einer mindestens
dreiffigminiitigen Inkubation bei RT werden die Zellen analysiert. Die Analyse
der Proben muss innerhalb von 24 h nach der Farbung erfolgen (Coligan et al.,

1994).

Propidiumiodidstammlosung 100 mg Propidiumiodid
100 ml HoO (bidest.)
Die Losung wird durch einen 0,22 pym-Filter filtriert
und dunkel bei 4°C aufbewahrt.

Farbelosung 0,5 ml Propidiumiodidstammlosung
1000 Kunitz Units RNase A (Endkonz. 100 U/ml)
10 ml 1x PBS mit 0,1% (w/v) Glucose
Die Losung wird immer frisch angesetzt.

3.7 Methyltransferase-Aktivitatstest

3.7.1 Test mit Histonen

Methyltransferase- Aktivitaten werden in 1x MAB-Puffer mit Proteaseinhibito-
ren (4 pg/ml Aprotinin, 4 pg/ml Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin)
analysiert (Rea et al., 2000). Die Reaktionen werden in einem Gesamtvolumen
von 20-50 pl durchgefithrt und enthalten 4-10 pg freie Histone aus Kalbsthymus.
Nach Zugabe von 16-40 nCi S-Adenosyl-[Methyl-*C]-L-Methionin zum Starten
der Reaktion werden die Proben 60-90 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Ab-
stoppen der Reaktion wird den Proben SDS-Auftragspuffer zugefiigt. Die Proben
werden auf SDS-Polyacrylamidgelen (18% (200:1); Thomas und Kornberg, 1978;
s. a. 3.3.2) in speziellem 1x TGS-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrocellulosemembranen nach der Western Blot Methode transferiert. Die Me-
thylierung wird auf einem Direct Imager oder durch Autoradiographie sichtbar
gemacht.

2x MAB-Puffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,5)
40 mM KCl
20 mM MgCly
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20 mM g-Mercaptoethanol
500 mM Saccharose

5x TGS, spezial 250 mM Tris
1,9 M Glycin
0,5% (w/v) SDS

3.7.2 Peptidtest

Die Sperzifitiat von Methyltransferase-Aktivitdten kann mit Hilfe von geeigneten
Peptiden analysiert werden. Dazu werden die Proben in 1x MAB-Puffer mit Pro-
teaseinhibitoren (s. 3.7.1) in einem Gesamtvolumen von 25 pl mit 1-5 ug Peptid
gemischt. Zum Starten der Reaktion fiigt man 275 nCi S-Adenosyl-[Methyl-*H]-L-
Methionin zu. Nach 60-90 min Inkubation bei 30°C werden die Proben auf P81-
Papier aufgetragen. Nach ca. 15 min Trocknen wird das Papier dreimal 5 min
in 50 mM Natriumcarbonatpuffer (pH 9,2) gewaschen, um freies S-Adenosyl-
[Methyl-3H]-L-Methionin zu entfernen. Das getrocknete Papier wird zusammen
mit LSC-Cocktail in Messflaschen gegeben und im Szintillationszahler gemessen,
um die Menge eingebauter Methylgruppen zu bestimmen.

3.8 ChIP (Chromatinimmunprazipitation)

Die Chromatinimmunprézipitation (ChIP) wurde als Methode entwickelt, mit der
man die Anwesenheit von bestimmten Proteinen auf spezifischen DNA-Sequenzen
in vivo nachweisen kann. Dazu werden die Bestandteile von Zellen zunéchst che-
misch quervernetzt. Mit den anschlieBend praparierten Gesamtzellextrakten wer-
den Immunprézipitationen gegen die gewiinschten Proteine durchgefithrt. Man
kann dann iiberpriifen, ob ein Protein auf einer bestimmten DNA-Sequenz préasent
ist, indem man eine spezifische PCR aus dem Immunprézipitat gegen das Prote-
in durchfithrt. War das Protein an die Sequenz gebunden, wurde es an die DNA
quervernetzt, und die Sequenz kann im Prézipitat nachgewiesen werden. Lag kei-
ne Bindung vor, erhalt man in der PCR kein Signal, da die Sequenz nicht im
Immunprazipitat enthalten ist. Man kann die Mengen des gebundenen Proteins
relativ quantifizieren, indem man die Menge des PCR-Produkts mittels radio-
aktiven Nukleotiden oder interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen bestimmt und
mit dem PCR-Produkt aus dem urspriinglichen Gesamtzellextrakt vergleicht.

3.8.1 Herstellung von quervernetzten Zellextrakten

Chromatinimmunprazipitationen wurden mit der Tumorzelllinie Jurkat oder mit
priméren naiven oder stimulierten T-Zellen in Anlehnung an das Protokoll von
Schepers et al. (2001) durchgefiihrt. Jurkat Zellen werden dazu bei einer Dich-
te von etwa 5-10° Zellen pro ml geerntet, priméire T-Zellen bei 0,7-2-10° Zellen
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pro ml. Die primaren T-Lymphozyten werden bei der Ernte zusatzlich mit Hilfe
von Trypsin/EDTA von den Zellkulturflaschen abgelost. Man wéscht die Zellen
zweimal mit 1x PBS und resuspendiert sie anschliefend in 37°C warmem, se-
rumfreiem RPMI 1640-Medium. Jurkat Zellen werden mit einer Dichte von ca.
2-10% Zellen pro ml, primére T-Zellen mit ca. 0,7-2-10% Zellen pro ml resuspen-
diert. Die Zellen werden mit Formaldehyd (Endkonzentration 1% (v/v)) fur 10
Minuten bei RT unter vorsichtigem Mischen quervernetzt. Man stoppt die Reak-
tion durch Zugabe von 125 mM Glycin (Endkonzentration). Die Zellen werden
bei 200 g pelletiert und zweimal mit kaltem 1x TBS (s. 3.5.1) gewaschen. Nach
diesem Schritt konnen die fixierten Zellen bei -80°C gelagert werden.

Das Zellpellet wird in einem Gesamtvolumen von 1,5 ml TE-Puffer aufgenom-
men. Dazu gibt man 300 ul TE-Puffer und 200 ul 20% (w/v) N-Laurylsarcosin,
um die Zellmembranen aufzulosen. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtem-
peratur auf dem Uberkopfschiittler wird die Dichte der Proben durch Zugabe von
567,8 mg CsCl/ml auf 1,42 g/cm? eingestellt. Die Zellextrakte werden vorsichtig
auf je 9 ml CsCl in TE-Puffer mit einer Dichte von 1,42 g/cm? geschichtet. Diese
Dichte entspricht einer Konzentration von 567,8 mg/ml. Die Proben werden 24 h
bei 37000 rpm in einem SW41 Rotor bei 18°C zentrifugiert.

Das quervernetzte Zellmaterial setzt sich im mittleren Bereich des Gradienten ab,
wahrend sich oben 16sliche Proteine befinden. Nach vorsichtigem Entfernen der
oberen Losungsschicht nimmt man das quervernetzte Zellmaterial mit Hilfe einer
Pinzette oder einer Pipette ab. Je nach Beschaffenheit werden die Proben im Fal-
le eines Pellets iiber Nacht bei 4°C in TE-Puffer inkubiert oder im Falle kleiner
Partikel dreimal in TE-Puffer gewaschen, um das CsCl zu entfernen. Das Zell-
material wird in 1 ml TE-Puffer aufgenommen, mit Proteaseinhibitoren versetzt
(2,5 pg/ml Aprotinin, 2,5 pug/ml Leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin)
und auf einer Eis-Alkohol-Mischung bis zu einer DNA-Fragmentlange von 250—
2000 bp sonifiziert. Die Bedingungen zum Sonifizieren sind 25-50% Pulsstéirke
und 30 s Pulslange. Die Grofle der sonifizierten DNA wird nach Proteinase K-
Verdau mittels Agarosegel-Elektrophorese (s. 3.3.1) iiberpriift. Vor der Weiter-
bearbeitung werden die Proben 5 min bei 16100 g abzentrifugiert, um unlosliche
Partikel zu entfernen. Bei Bedarf kliart man die Proben mittels Zentrifugation
durch PVDF-Micro-Spin-Rohrchen (Porengréfie 0,45 pm) bei 2300 g und 4°C.

3.8.2 Immunprazipitation

Zur Immunpréazipitation werden je 50-125 pug DNA eingesetzt. Man stellt die
Proben durch Zugabe einer 11x Stammlosung auf 1x NET-Puffer-Bedingungen
ein und versetzt sie mit Proteaseinhibitoren (1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin,
4 pg/ml Aprotinin, 4 pg/ml Leupeptin, 4 ug/ml Pepstatin A). Das Gesamt-
volumen betragt 500 pl. Je nach Antikorper werden 30 pl Protein A- oder G-
Sepharose, die zuvor in 1x NET-Puffer aquilibriert worden sind, zugegeben. Die
Proben werden 1 h bei 4°C am Uberkopfschiittler inkubiert, um an die Saulenma-
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trix bindende Proteine zu entfernen. Man pelletiert die Sepharose bei 400 g und
4°C' 3 min und fiiberfithrt den Uberstand in ein neues Rektionsgefa. Nachdem
der entsprechende Antikérper, 0,05 mg/ml BSA und 8 ug/ml Lachssperma-DNA
(Endkonzentrationen) zugefiigt worden sind, werden die Proben ii/N bei 4°C auf
dem Uberkopfschiittler inkubiert. Danach werden die Proben bei 16100 g und
4°C fiir 15 min abzentrifugiert, um unlosliche Bestandteile zu enfernen. Nach
Uberfiihrung der Ubersténde in silikonisierte Reaktionsgefiie werden je nach An-
tikorper 50 ul Protein A- oder G-Sepharose zugefiigt. Man inkubiert die Proben
fiir 4-6 h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler. Das Saulenmaterial wird dreimal in
RIPA-Puffer, dreimal in LiCl-Waschpuffer und zweimal in TE-Puffer gewaschen
(je 3 min Zentrifugation bei 400 g und 4°C).

Die Sepharose wird in 150 ul 1% SDS in TE bei RT fiir 15 min eluiert und da-
bei immer wieder vorsichtg gemischt. Restliche Proteine werden ii/N bei 56°C
durch Zugabe von 15 pl 3 M NaCl und 1 ul 15,6 mg/ml Proteinase K abgebaut.
Nach Chloropane-Extraktion (s. 3.2.2) werden der DNA 10 pg Glykogen als car-
rier und 2,5 Volumen eiskaltes absolutes Ethanol zur Préazipitation zugefiigt. Die
Prézipitation erfolgt mind. 1 h bei -80°C. Nach dem Pelletieren der DNA bei
16100 g und 4°C und Waschen mit 70% (v/v) Ethanol (-20°C) werden die Pellets
jeweils in 50 pul TE-Puffer aufgenommen. Zur PCR werden 1,5 ul pro Reaktion
eingesetzt.

Als Negativkontrollen werden Proben eingesetzt, denen kein Antikorper zuge-
geben wird. Ein Aliquot mit der eingesetzten DNA (50-125 pg) wird ohne Im-
munprézipitation geféllt, damit man die prézipierten DNA-Mengen in einer PCR
quantifizieren kann. Diese Proben nennt man input.

11x NET-Puffer 1,65 M NaCl
55 mM EDTA
550 mM Tris-HC1 (pH 7,4)
5,5% (v/v) IGEPAL CA630

LiCl-Waschpuffer 250 mM LiCl
0,5% (v/v) IGEPAL CA630
0,5% (w/v) DOC
1 mM EDTA
10 mM Tris-HC1 (pH 8,0)

3.9 Promotoranalyse in stlico
Promotoranalysen wurden mit den Programmen FElDorado, MatInspector und

PromoterInspector und den Genomatic Sequence Tools der Firma Genomatix
durchgefithrt (http://www.genomatix.de).
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Das Modellsystem: humane primare T-
Lymphozyten

Humane T-Lymphozyten aus Blut sind als Modellsystem zur Untersuchung globa-
ler Regulationsmechanismen der Transkription besonders geeignet. Da sie primére
Zellen sind, ist in ihnen die physiologische Situation im Gegensatz zu Zelllini-
en vollstandig erhalten. In Zelllinien, die durch Viren transformiert sind oder
von Krebszellen abstammen, weichen Genexpression und metabolische Aktivitat
von ,normalen”, gesunden Zellen ab. Allerdings stellt sich bei der Untersuchung
primérer Zellen das Problem der Verfiigharkeit. Gesunde, primare Zellen aus un-
terschiedlichen menschlichen Geweben sind im Normalfall nur in kleinen Mengen
aus Biopsien oder von freiwilligen Spendern erhéltlich. Primare Lymphozyten
fallen als ungenutzter Anteil von Blutspenden in grofleren Mengen an. Blut von
Spendern oder Eigenspendern wird in verschiedene Fraktionen aufgetrennt. Der
sogenannte Buffy Coat, die leukozyten- und blutplattchenreiche Fraktion, findet
dabei in der Transfusionsmedizin kaum Verwendung. Aus dieser Fraktion lassen
sich Lymphozyten relativ einfach quantitativ aufreinigen (s. 4.1.1).

Ein weiterer Vorteil von T-Zellen ist, dass sie ein etabliertes Modell fiir Transkrip-
tionsuntersuchungen sind. Lymphozyten aus menschlichem Blut sind ruhende
Zellen mit geringer metabolischer Aktivitat. Sie werden bei Stimulierung zunéchst
aktiviert und differenzieren dann zu spezialisierten Effektorzellen (s. 1.2.1). Dieser
Vorgang ist mit erheblichen morphologischen Veranderungen und einem Anstieg
der Transkriptionsaktivitat verbunden. In zahlreichen Untersuchungen diente die
Induktion T-zellspezifischer Gene nach Stimulierung als Modellsystem der Tran-
skriptionsaktivierung (s. 1.2.3). Die Bedeutung der T-Lymphozyten fiir das Im-
munsystem und damit fiir die menschliche Gesundheit macht solche Untersu-
chungen nicht nur fiir die biologische Grundlagenforschung, sondern auch fiir die
medizinische Forschung interessant.
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4.1.1 Die Anreicherung humaner T-Zellen

Zur Isolierung von T-Lymphozyten wurden in den meisten Fallen Buffy Coats
verwendet. Bei Bedarf von nur wenigen Lymphozyten wurde auf kleinvolumige
Vollblutspenden (ca. 50 ml) von Freiwilligen zuriickgegriffen. Buffy Coats entste-
hen bei der Auftrennung von Blut mittels starker Zentrifugation (ca. 4000 g; van
Delden et al., 1998). Sie enthalten vor allem Blutpléattchen und weifle Blutkorper-
chen (Lymphozyten, polymorphkernige Leukozyten und Monozyten). Als weitere
Fraktionen fallen rote Blutkorperchen und blutplattchenarmes Plasma an.

Plasma und Blutplattchen

Zentrifuqat Mononukleare Zellen —
(lymphozytenreiche auf Bicoll —~Bicoll
Fraktion aus menschl. Blut) Granulozyten und
@ Erythrozyten
Gesamtzelllysate oder
Kernextrakte < P @ D
angereicherter T-Zellen .- Abtrennung eines Grofteils
g der Monozyten durch
“ Adharenz
———————— > --—-—-—---—» Aufgereinigte naive T-Zellen
|
/ / ;
Weitere Anreicherung Markierung von Gesamtzelllysate
von T-Zellen mit einer T-Ged&chtniszellen
kéauflichen und aktivierten T-Zellen
Affinitdtssaule (CD45R0O*) und
magnetische Abtrennung

Abbildung 4.1: Isolierung humaner T-Lymphozyten. In der Skizze wird die
Isolierung humaner primarer T-Zellen aus Buffy Coats, d. h. leukozytenreichen
Fraktionen aus menschlichem Blut, beschrieben. In den meisten Fallen wurde
eine einfache Anreicherung (A) durchgefiihrt. In Ausnahmeféllen wurden durch
zuséatzliche Schritte naive T-Zellen aufgereinigt (B).

A) Einfache Anreicherung von T-Zellen Mononukleire Zellen wurden aus
Buffy Coats oder Blutspenden (s. o.) durch Dichtezentrifugation in Anlehnung
an ein Protokoll von Bgyum (1968) angereichert. Dazu wurde eine verdiinn-
te Buffy Coat Fraktion oder verdiinntes Vollblut auf Bicoll geschichtet und
durch Zentrifugation aufgetrennt. Erythrozyten und Granulozyten sedimentie-
ren, wahrend sich mononukleare Zellen an der Phasengrenze zwischen Plasma
und Bicoll ringformig absetzen. Diese peripheren mononuklearen Zellen aus Blut
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) enthalten laut Literatur zu etwa
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60-70% T-Lymphozyten (Kaczmarek et al., 1987). T-Lymphozyten kénnen an-
schlielend relativ leicht weiter angereichert werden. Monozyten, die einen Teil
der PBMC darstellen und die Vorlauferzellen von Makrophagen sind, adhérieren
an ZellkulturkunststoffgefdBen. Im Uberstand befinden sich dann iiberwiegend
T-Lymphozyten und zu einem geringen Teil B-Zellen (s. Abb. 4.1A).

B) Aufreinigung naiver T-Zellen Periphere T-Lymphozyten des menschli-
chen Bluts lassen sich in Untergruppen aufteilen, unter anderem in naive T-Zellen
und T-Gedachtniszellen. T-Gedachtniszellen entwickeln sich aus bereits aktivier-
ten T-Lymphozyten und konnen langere Zeit in einem Ruhestadium iiberdauern.
Sie unterscheiden sich von naiven T-Zellen dadurch, dass sie schneller und stéarker
auf einen Stimulus reagieren (Dutton et al., 1998). Wihrend man im Nabelschnur-
blut Neugeborener noch kaum Gedéachtniszellen findet, reichern sie sich im Blut
mit zunehmendem Lebensalter an. Bei den verwendeten Buffy Coats, die von er-
wachsenen Personen stammen, kann man davon ausgehen, dass im Durchschnitt
40-50% der T-Lymphozyten Gedachtniszellen sind (Sanders et al., 1988; Aukrust
et al., 1996).

Die Anreicherung von T-Lymphozyten aus Buffy Coats wurde um zusétzliche
Aufreinigungsschritte erweitert, um die Abtrennung von T-Gedéchtniszellen zu
erreichen. Menschliche T-Gedéachtniszellen unterscheiden sich von naiven T-Lym-
phozyten durch die Expression von CD45. Dieser Oberflachenmarker ist ein
Transmembranprotein mit Tyrosinphosphatase-Aktivitat, das die T-Zellaktivie-
rung reguliert. In naiven T-Zellen wird das Protein in der Form CD45RA ex-
primiert. Nach Stimulierung wird die pra-mRNA des CD45-Gens alternativ ge-
spleifit. Dabei werden einige Exons entfernt, wodurch die kiirzere Form CD45RO
gebildet wird (s. Abb. 4.2). In T-Gedéchtniszellen bleibt die Expression von
CD45R0O erhalten. Damit eignet sich CD45RO gut, um spezifisch T-Gedéacht-
niszellen und aktivierte T-Lymphozyten zu identifizieren und zu markieren.

Fiir die Aufreinigung naiver T-Zellen (s. Abb. 4.1B) wurden zunéchst Monozyten
und B-Zellen, die sich noch unter den angereicherten T-Lymphozyten befanden,
mit Hilfe kduflicher T-Zell-Anreicherungssdaulen entfernt. Dieser Vorreinigungs-
schritt ist notwendig, da auch B-Lymphozyten CD45RA exprimieren (Poppe-
ma et al., 1996) und somit im Weiteren zusammen mit naiven T-Zellen aufge-
reinigt wiirden. Die T-Zell-Anreicherungssaulen enthielten immobilisiertes IgG
und immobilisierte IgG-spezifische Antikorper. Monozyten binden mit ihren Fe-
Rezeptoren an IgG, wahrend B-Zellen iiber ihre Oberflachen-IgG-Molekiile mit
den sperzifischen Antikorpern interagieren. T-Zellen, die keine Wechselwirkun-
gen mit den immobilisierten Molekiilen eingehen, sind ,,unberiihrt“ im Durchlauf
enthalten. Die weiter angereicherten T-Lymphozyten wurden dann mit CD45RO-
spezifischen Antikorpern inkubiert. Diese Antikorper waren an magnetische Par-
tikel gekoppelt und markierten T-Gedéchtniszellen und aktivierte T-Zellen. In
magnetisierten Stahlwollesdulen wurden die markierten CD45RO™ Zellen gebun-
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aktivierte T-Zelle oder
T-Gedachtniszelle

CD45RA CD45R0O
Aktivierung

- CD45 Gen

naive T-Zelle

[112[3[4T5T6] 7] [33

Aktivierung
CD45RA mRNA CD45R0O mRNA

Abbildung 4.2: Alternatives Spleissen von CD45 RNA. Nach der Aktivie-
rung wird die mRNA des Oberflichenmarkers CD45 alternativ gespleifit. Dies
lasst sich zur Unterscheidung naiver T-Zellen (CD45RA™) von aktivierten T-
Zellen und T-Gedéachtniszellen (beide CD45RO™) heranziehen (Skizze nach Ja-
neway und Travers, 1995, Kap. 9.24).

den, wéhrend sich die naiven T-Zellen (CD45RO™) im Durchlauf der Séule be-
fanden.

4.1.2 Effekte der Aufreinigung naiver T-Lymphozyten

Die Expression einiger Oberflaichenmarker wurde auf angereicherten und auf auf-
gereinigten, naiven T-Zellen im Durchflusszytometer untersucht (Abb. 4.3). Mit
Hilfe dieser Analyse konnte die Effizienz der Aufreinigung besser beurteilt werden.
Der Anteil der CD45RA™ Zellen war unter den aufgereinigten, naiven T-Zellen
erwartungsgeméfl hoher als unter den angereicherten Zellen, die nur durch Ad-
hérenz von Monozyten abgetrennt worden waren (Abb. 4.3A, linkes Diagramm).
Zusatzlich wurde die CD45RO-Expression der abgetrennten T-Gedachtniszellen
gegeniiber angereicherten T-Lymphozyten untersucht. Die abgetrennten Zellen
enthielten einen viel hoheren Anteil an CD45RO™ Zellen. Die Analyse der Ober-
flaichenmarker CD45RA und CD45RO zeigte die Anreicherung von naiven T-
Lymphozyten bzw. Gedachtniszellen in der entsprechenden Gruppe.

Dariiberhinaus wurde die IL-2-Rezeptor a-Kette (CD25) analysiert, ein géngiger
Oberflachenmarker zum Nachweis der Stimulierung. In Abb. 4.3B ist die CD25-
Expression vor und nach Aktivierung (27 h) von angereicherten und von aufge-
reinigten, naiven T-Lymphozyten abgebildet. Man erkennt, dass bei den naiven
T-Lymphozyten die CD25-Expression vor und nach der Aktivierung homogener
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Abbildung 4.3: Effekt der Aufreinigung naiver T-Zellen. (A) Der Ober-
flichenmarker CD45RA wurde im Durchflusszytometer auf angereicherten und
aufgereinigten, naiven T-Lymphozyten analysiert (linkes Diagramm). Auf an-
gereicherten T-Lymphozyten und abgetrennten Gedachtniszellen wurde die Ex-
pression von CD45RO untersucht (rechtes Diagramm). (B) Die Expression von
CD25 wurde auf angereicherten und aufgereinigten, naiven T-Lymphozyten im

nicht aktivierten Zustand oder nach 27 h Aktivierung im Durchflusszytometer
gemessen.
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war. Die Expressionskurve fiir nicht aktivierte Zellen war hier schmaler als bei
den angereicherten T-Lymphozyten. Nach 27 h Aktivierung waren bei den naiven
im Vergleich zu den angereicherten T-Lymphozyten kaum noch CD25~ Zellen zu
finden. Dieses Ergebnis spricht fiir eine homogenere Zellpopulation der aufgerei-
nigten, naiven T-Zellen, da das Expressionsprofil von CD25 hier scharfer war.
Die Auswirkung weiterer Aufreinigungsschritte wurde aufferdem exemplarisch an
einigen Proteinen in einer Western Blot Analyse betrachtet. Die Expression von
CBP, TFIIB und TFIIH p62 wurde in angereicherten und in aufgereinigten, nai-
ven T-Zellen untersucht (Abb. 4.4). Die CBP-Menge stieg nach Aktivierung stark
an. Dagegen nahm die Menge an TFIIH p62 weniger stark zu. Bei der TFIIB-
Konzentration wurde eine geringe Abnahme beobachtet. Die Konzentrationen
dieser Proteine unterschieden sich zwischen angereicherten und aufgereinigten
T-Zellen. Die Mengen in naiven T-Lymphozyten waren geringer, obwohl gleiche
Zellzahlen fir den Western Blot verwendet worden waren. Allerdings entwickel-
te sich die Expression nach Aktivierung in beiden Zellgruppen gleich. Demnach
lieferte die Western Blot Analyse die gleichen Aussagen fiir angereicherte und
aufgereinigte, naive T-Zellen, auch wenn sich die absoluten Proteinmengen un-
terschieden.

ange- naive
reicherte T-Zellen
T-Zellen (CD45R0O")

- + - + Aktivierung
CBP

TFIIH p62
TFIIB

Abbildung 4.4: Einige Parameter sind in angereicherten und in aufge-
reinigten, naiven T-Zellen gleich. Gesamtlysate von nicht aktivierten und
24 h aktivierten angereicherten T-Zellen oder aufgereinigten, naiven T-Zellen
(CD45RO™) wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikérpern analy-
siert.

Fiir die Durchfithrung von Experimenten ist neben der Homogenitat der ange-
reicherten oder aufgereinigten Zellen auch die verfiigbare Menge ein wichtiger
Aspekt. Nach dem Abtrennen von Monozyten durch Adhérenz befanden sich im
Normalfall 55-70% der Zellen in Suspension. Dies waren T-Zellen mit einem klei-
nen Anteil B-Lymphozyten. Die Ausbeute entspricht in etwa bekannten Zahlen
(s. 4.1.1A; Kaczmarek et al., 1987). Erstaunlicherweise blieben nach der weite-
ren Reinigung in T-Zell-Anreicherungssaulen nur 30-50% der eingesetzten Zellen
iibrig. Bei diesem Schritt gab es wahrscheinlich erhebliche Verluste. Selbst wenn
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die eingesetzten Zellen noch die urspriingliche Monozytenmenge enthielten, hatte
man erwartet, dass etwa 60-70% der Zellen als T-Lymphozyten {iibrig bleiben
(Kaczmarek et al., 1987; s. 0.). Im letzten Aufreinigungsschritt wurde erwartungs-
geméaf etwa die Hélfte der T-Zellen entfernt. Dies entspricht dem theoretischen
Anteil an T-Gedéchtniszellen (s. 4.1.1B; Sander et al., 1988; Aukrust et al., 1996).
Fasst man alle Schritte bis zur Aufreinigung naiver T-Lymphozyten zusammen,
so blieben 7-14% der eingesetzten Zellen zuriick. Ohne Beriicksichtigung von
Verlusten hétte man theoretisch mindestens 25% erwartet.

Trotz der deutlichen Anreicherung naiver T-Zellen mit Hilfe zusatzlicher Auf-
reinigungsschritte wurde fiir die meisten Experimente eine einfache Anreiche-
rung gewahlt (s. 4.1.1A). Die hohen Verluste bei der Aufreinigung naiver T-
Lymphozyten fiihrte zu Zellzahlen, die fiir viele Methoden zu knapp bemessen wa-
ren und die keine Wiederholung von Versuchen zuliefen. Angereicherte T-Zellen
waren nicht so homogen wie aufgereinigte, naive T-Lymphozyten und enthielten
kontaminierende Zellen. Allerdings lieflen sich die Versuchsergebnisse mit diesem
Material gut reproduzieren. Zudem scheinen die Unterschiede zwischen angerei-
cherten und aufgereinigten, naiven T-Zellen — zumindest fiir einige Parameter —
nicht sehr groff. Darauf deuten die hier vorgestellten Western Blot Analysen hin

(Abb. 4.4 und 4.6).

4.1.3 Stimulierung von T-Lymphozyten

Bei der Stimulierung von T-Lymphozyten miissen TCR- und CD28-rezeptor-
vermittelte Signalwege aktiviert werden. Zu Beginn der Arbeit wurde parallel
mit einem fiir den T-Zellrezeptor (TCR) spezifischen Antikérper oder mit Phyto-
hdmagglutinin (PHA) und Phorbolmyristylester (PMA) stimuliert. Im Gegen-
satz zu physiologischen Stimuli zeichnet sich der hier verwendete Antikérper da-
durch aus, dass kein Costimulus bendtigt wird (Information des Herstellers, s. a.
1.2.2). T-Zellen konnen mit diesem Antikérper aktiviert werden, ohne dass sie
in den anergischen Zustand fallen, der keinerlei Aktivierung mehr zulasst. PHA
ist ein pflanzliches Lektin aus der Gartenbohne (Phaesolus vulgaris), das spezi-
fisch T-Lymphozyten stimuliert (Chilson et al., 1984; Janeway und Travers, 1995,
Kap. 2.18). Der genaue Wirkmechanismus ist unbekannt. Man weif§ jedoch, dass
die Stimulierung durch Vernetzen von Oberflachenmolekiilen erfolgt. Der Tumor-
promotor PMA induziert die Proteinkinase C (PKC) und ersetzt in T-Zellen den
Costimulus (Sagerstrom et al., 1993). Die Aktivierung von PKC spielt auch in
anderen Zellsystemen eine Rolle, z. B. bei der Aktivierung durch Wachstumsfak-
toren oder Hormone.

Bei einzelnen Experimenten wurde auf weitere Stimuli zurtickgegriffen. T-Lym-
phozyten konnen mit CD3-spezifischen Antikorpern (s. 1.2.2) stimuliert werden,
wobei auch hier die Moglichkeit einer anergischen Reaktion besteht. Dies kann
man vermeiden, indem man die Antikorper an den Boden des Zellkulturgefafles
bindet. Dadurch konnen die TCRs vernetzt und damit die T-Lymphozyten akti-
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viert werden (Geppert und Lipsky, 1987). Ein spezieller, weit verbreiteter CD3-
spezifischer Antikérper ist OKT3 (van Wauwe et al., 1980). Ublicherweise wird
OKT3 in Losung zusammen mit PMA als Costimulus verwendet (Laing und
Weiss, 1988). Daneben wurden Calcium-Ionophore eingesetzt, welche den Trans-
port von Calciumionen durch die Membran erméglichen. Die Kombination von
PMA und Calcium-Ionophor erlaubt die Induktion zweier Hauptwege der T-
Zellstimulierung, der Aktivierung von Calcineurin und von PKC (s. 1.2.3). Aller-
dings ist diese Art der Stimulierung nicht T-zellspezifisch, da diese Signalwege in
vielen Zellen aktiviert werden konnen.

Die Aktivierung der T-Zellen wurde durch die Expression von CD25 tiberpriift.
Als Beispiele sind in Abb. 4.3 eine Analyse im Durchflusszytometer und in Abb.
4.5 ein Western Blot gezeigt.

4.2 Untereinheiten der basalen Transkriptions-
maschine wahrend der T-Zellaktivierung

4.2.1 Expressionserhohung vieler allgemeiner Transkrip-
tionsfaktoren nach T-Zellstimulierung

Schon seit einigen Jahrzehnten ist bekannt, dass sich nach der Aktivierung von T-
Zellen deren Transkriptionsaktivitdt erhoht (Cooke und Kay, 1973; Jagus-Smith
und Kay, 1976; Tillyer und Butterworth, 1978; s. a. 1.2.3). Bis heute ist nicht
geklart, welcher Mechanismus diese Erhohung erlaubt. Eine mogliche Erklarung
wire eine starke Zunahme der allgemeinen Transkriptionsfaktoren (GTFs). Dies
wiirde vor allem zu einer Erhohung fiihren, falls die GTFs in nicht aktivierten
T-Zellen limitierend waren. Die Proteinmengen allgemeiner Transkriptionsfakto-
ren in nicht aktivierten und aktivierten T-Lymphozyten wurden im Western Blot
verglichen. Abb. 4.5 zeigt die Ergebnisse fiir die Transkriptionsfaktoren TFIIEq,
TFIIES, TFITH p89 und RAP74, die grofle Untereinheit von TFIIF. Thre Kon-
zentrationen nahmen nach Aktivierung mit Ausnahme von RAP74 maéfig zu.
Die Menge der TFIIF-Untereinheit blieb wahrend der Stimulierung annahernd
konstant.

Interessanterweise waren die Konzentrationen der GTFs in Jurkat Zellen (trans-
formierte T-Zellen) mit Ausnahme von RAP74 héher als in den priméren Lym-
phozyten. Der Grund hierfiir konnte eine hohere metabolische Aktivitat der trans-
formierten Zellen sein. Als Kontrolle wurde die Proteinmenge des Oberflachen-
markers CD25 untersucht. Die starke Zunahme zeigte, dass die analysierten T-
Lymphozyten tatsachlich stimuliert wurden.
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T-Lymphozyten  Jurkat
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Abbildung 4.5: Variation der Proteinmengen genereller Transkriptions-
faktoren wahrend der T-Zellaktivierung. Gleiche Zellaquivalente von Ge-
samtlysaten unterschiedlich lange stimulierter primarer T-Zellen und von nicht
aktivierten Jurkat Zellen wurden in Western Blots mit den angegebenen An-
tikorpern analysiert. Die Zellen wurden mit einem TCR-spezifischen Antikérper
aktiviert.
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4.2.2 Analyse der RNA-Polymerase II

4.2.2.1 Regulierte Expression der Untereinheiten von RNA-Polyme-
rase II wahrend der T-Zellaktivierung

Kern-
unselektierte  naive T-Zellen e’gﬂaskt
T-Zellen (CD45RO™)  jrkat
A A B Spender
S Aktivierung
“O: hRPB1 (220 kD)

A
hRPB3 (33 kD)

hRPB5 (25 kD)
hRPB7 (19 kD)
hRPBS8 (17 kD)
hRPB4 (16 kD)

Abbildung 4.6: Differentielle Regulation der RN A-Polymerase 1I-Unter-
einheiten wahrend der T-Zellaktivierung. Gesamtlysate von nicht aktivier-
ten und 24 h aktivierten angereicherten T-Zellen oder aufgereinigten naiven T-
Zellen (CD45RO™) wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikérpern
analysiert. Die Zellen wurden mit PMA und PHA aktiviert.

Als weiterer Bestandteil der basalen Transkriptionsmaschine wurden die
Konzentrationen von einzelnen RNA-Polymerase II-Untereinheiten untersucht
(Abb. 4.6). Hierfiir wurden Gesamtzellextrakte sowohl von angereicherten T-
Lymphozyten als auch von aufgereinigten naiven T-Zellen im Western Blot ana-
lysiert. Die Zellen waren jeweils nicht aktiviert oder mit PHA und PMA iiber
24 h aktiviert.
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Nach der Aktivierung wurde die grofle Untereinheit hRPB1 starker exprimiert.
Parallel dazu wurde ihre C-terminale Doméne (CTD) hyperphosphoryliert. Dies
erkennt man an der Zunahme der hoher laufenden Form IIo. Neben der hRPB1-
Konzentration stiegen die Konzentrationen von hRPB3, hRPB4 und hRPB7 an.
Dagegen blieben die hRPB5- und hRPB8-Mengen konstant. Vergleicht man die
angereicherten T-Zellen und die aufgereinigten naiven T-Lymphozyten von Spen-
der A, sind kaum Unterschiede zu erkennen. Die Proben von Spender B zeigen
gleiche Konzentrationsanderungen der Untereinheiten. Die geringeren Gesamt-
proteinmengen von Spender B resultieren moglicherweise aus einem ineffiziente-
ren Zellaufschluss.

In der dufleren rechten Spalte wurde zur Kontrolle Kernextrakt aus aktivierten
(24 h PHA und PMA) Jurkat Zellen aufgetragen, um die Banden der RNA-
Polymerase II-Untereinheiten leichter zu identifizieren. Da es sich um Kernextrakt
im Gegensatz zu Gesamtzellextrakten handelt, sind die Proteinmengen nicht ver-
gleichbar.

4.2.2.2 Zunahme der CTD-Phosphorylierung an Serin 2 und Serin 5
nach T-Zellaktivierung.

Neben der Gesamtmenge von RNA-Polymerase II war von Interesse, in welchen
zelluldaren Kompartimenten ihre modifizierten Formen lokalisiert sind. Zur Be-
antwortung dieser Frage wurden T-Lymphozyten vor und nach Aktivierung in
Anlehnung an ein Protokoll von He et al. (1990) aufgetrennt. Die Extraktion mit
tritonhaltigem Puffer brachte sowohl cytosolische als auch leicht extrahierbare
nukledre Proteine in Losung. Chromatinassoziierte Proteine wurden durch limi-
tierte DNAse I-Restriktion und Extraktion mit Ammoniumsulfat gelost. Nach
einem Waschschritt in Hochsalzpuffer blieben im Pellet Proteine iibrig, die stark
an Chromatin gebunden oder mit der Kernmatrix assoziiert waren.

Die unterschiedlichen Modifikationen von RNA-Polymerase II (s. 1.1.2) wurden
mit Hilfe spezifischer Antikorper differenziert. hRPB1 ist an den Serinresten 2
und 5 und auch an Tyrosin 1 der CTD phosphoryliert. Bislang gibt es spezifische
Antikorper gegen die beiden Serin-Phosphorylierungen.

Reihe 1 von Abb. 4.7 zeigt die Gesamtverteilung von hRPB1 in der Western
Blot Analyse. Ein sehr grofler Anteil befand sich im leicht zuganglichen Triton-
extrakt, ein geringerer Anteil in der Ammoniumsulfat-Fraktion. Wéhrend die
Waschfraktion augenscheinlich keine RNA-Polymerase 11 enthielt, war hRPB1 im
Pellet der Lymphozyten vorhanden. Der Unterschied zwischen nicht aktivierten
und aktivierten T-Zellen zeigte sich vor allem im Tritonextrakt und im Pellet.
Hier nahm nach Aktivierung die Menge an hRPB1 zu (vgl. auch 4.2.2.1). Der
grofite Teil des Enzyms lag ,,10slich® im Nukleoplasma vor.

Neben der Gesamtverteilung von hRPB1 wurde die Verteilung seiner spezifi-
schen Modifikationen analysiert. Wahrend der Aktivierung wurde sowohl Ser2
(Abb. 4.7, Reihe 2) als auch Ser5 (Abb. 4.7, Reihe 3) hyperphosphoryliert. Dies
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Abbildung 4.7: Phosphorylierung von hRPB1 wahrend der T-Zell-
aktivierung. Nicht aktivierte und 24 h aktivierte T-Zellen wurden fraktioniert.
Gleiche Zellaquivalente der Fraktionen wurden im Western Blot mit den ange-
gebenen Antikorpern analysiert. Die Zellen wurden 24 h mit PMA und PHA
aktiviert.

bestatigt die Ergebnisse von Garriga und Kollegen, die besagen, dass wahrend
der T-Zellaktivierung die Aktivitat von P-TEFb und damit die Phosphorylierung
von hRPBI1 ansteigt (Garriga et al., 1998). Zusétzlich zur erwarteten Zunahme
der Ser2-Phosphorylierung im Chromatin wurde Hyperphosphorylierung von Ser2
und Ser5 im Nukleoplasma beobachtet. Der Gesamtmenge an hRPB1 nach zu ur-
teilen, enthalt das Nukleoplasma nicht aktivierter T-Zellen bereits einen grofien
Anteil an hyperphosphorylierter RNA-Polymerase II (s. Abb. 4.7, Reihe 1). Aller-
dings wurde diese Form weder vom Ser2- noch vom Serb-spezifischen Antikorper
erkannt (s. Abb. 4.7, Reihe 2 bzw. 3).

Aktivierte und nicht aktivierte Jurkat J6 Zellen wurden im Western Blot ebenfalls
auf Modifikationen der RNA-Polymerase II untersucht. Abb. 4.8 zeigt, dass sich
in der transformierten T-Zelllinie die Phosphorylierung an Ser2 und an Ser5 nicht
veranderte. Im Gegensatz zu primaren Zellen war hier die Serb-Phosphorylierung
iberwiegend im Chromatin lokalisiert (Abb. 4.8, Reihe 3, Ammoniumsulfat-
Fraktion).

4.2.2.3 Erhohte Expression von CTD-Kinasen wahrend der T-Zellak-
tivierung

Verantwortliche Kandidaten fiir den Phosphorylierungsanstieg sind CTD-Ki-
nasen. In Gesamtzellextrakten (Abb. 4.9A) stiegen die Konzentrationen von
CDK7 und CDKS8 nach T-Zellstimulierung an. CDKT7 ist die Kinase-Untereinheit
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Abbildung 4.8: In Jurkat J6 Zellen verandert sich die hRPB1-Phospho-
rylierung nicht. Nicht aktivierte und 24 h aktivierte Jurkat J6 Zellen wurden
fraktioniert. Gleiche Zellaquivalente der Fraktionen wurden im Western Blot mit
den angegebenen Antikorpern analysiert. Die Zellen wurden mit PHA und PMA
aktiviert.
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Abbildung 4.9: CTD-Kinasen werden wiahrend der T-Zellstimulierung
hochreguliert. (A) Gesamtzellextrakte nicht aktivierter und aktivierter T-
Lymphozyten wurden im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern analy-
siert. (B) Kernextrakte aus verschieden stimulierten, priméren T-Zellen wurden
im Western Blot beziiglich ihrer CDK7-Menge untersucht. Als Ladungskontrolle
dient eine Coomassie-Brillantblau-Farbung des geblotteten Gels.
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des Transkriptionsfaktors TFIIH, der eine Phosphorylierung an Serin 5 kata-
lysiert. CDKS8 assoziiert zusammen mit Cyclin C mit dem Mediator. Wie von
Garriga und Kollegen gezeigt wurde, nahm auch die Menge an Cyclin T1, einer
Untereinheit des Elongationsfaktors P-TEFDb zu (Garriga et al., 1998).

Zur Aufdeckung der beteiligten Signalwege wurden Kernextrakte aus verschieden
stimulierten, primaren T-Zellen mittels Western Blot auf ihren CDK7-Gehalt un-
tersucht (s. Abb. 4.9B). Dazu wurden Lymphozyten mit der im Normalfall ver-
wendeten Kombination aus PHA und PMA, mit PHA alleine, mit PMA alleine
und mit einer Kombination aus PMA und Calcium-Ionophor stimuliert. Dartiber-
hinaus wurden Zellen mit einer Kombination aus 16slichem OKT3-Antikorper
und PMA, mit immobilisiertem CD3-spezifischem Antikérper oder mit TCR-
spezifischem Antikorper aktiviert. Die CDK7-Menge stieg nach Aktivierung mit
jedem einzelnen Stimulus deutlich an. Die Zunahme war nur bei der Gabe von
PHA oder PMA alleine und bei der Aktivierung mit anti-CD3 Antikorper schwa-
cher ausgepragt. Die Zugabe von TCR-spezifischem Antikorper schien auszurei-
chen, um eine Zunahme der CDK7-Menge zu induzieren. Dies bedeutet, dass
alleine der iiber den TCR vermittelte Signalweg eine Induktion von CDK7 be-
wirken kann. Auch PKC spielt dabei eine Rolle, da der PKC-Aktivator PMA eine
Zunahme der CDK7-Menge bewirkte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die grofle Untereinheit der RN A-Polyme-
rase II wahrend der T-Zellaktivierung in primaren Zellen an Serin 2 und Serin 5
starker phosphoryliert wird. Nicht aktivierte primére T-Zellen enthalten bereits
an Serin 2 phosphorylierte RNA-Polymerase II, die mit dem Chromatin oder
der Kernmatrix assoziiert ist. Als mogliche Kinasen kommen CDK7, CDKS8 und
P-TEFbD in Frage.

4.3 Histonmethyltransferasen in T-Lymphozy-
ten

4.3.1 Induktion einer Histon-H4-Methyltransferase- Akti-
vitat wahrend der T-Zellaktivierung

Ein néchstes Ziel war es, Einblicke in die Rolle von Chromatinmodifikationen
bei der Aktivierung von T-Lymphozyten zu bekommen. Hierzu wurden zunachst
die Histonmethyltransferaseaktivitaten (HMTase-Aktivitdten) von Kernextrak-
ten untersucht. Kernextrakte wurden aus nicht aktivierten und aktivierten prima-
ren T-Zellen hergestellt und mit Histonen und radioaktiv markiertem S-Adenosyl-
methionin (SAM) inkubiert. Diese Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt,
auf Membranen transferiert und autoradiographisch analysiert. Abb. 4.10A
zeigt, dass in T-Lymphozyten nach Stimulierung eine fiir Histon H4 spezifi-
sche HMTase-Aktivitat (H4-MTase-Aktivitdt) reproduzierbar induziert wurde,
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wahrend die fiir Histon H3 spezifischen Aktivitdten mehr oder weniger konstant
blieben. In transformierten Jurkat Zellen wurde dieser Effekt nicht beobachtet.
Vielmehr zeigte sich hier bereits in unstimulierten Zellen eine hohe H4-MTase-
Aktivitat.

Die Induktion einer H4-MTase-Aktivitat wurde mittels Methylierung von H4-
Peptiden dokumentiert (Abb. 4.10B und C). Der Unterschied zwischen nicht ak-
tivierten und aktivierten Extrakten zeigte sich allerdings erst ab einer bestimmten
Substratmenge. Eine an Lysin 20 (K20) dimethylierte Version des Peptids und
ein mutiertes Peptid (R3A) wurden eingesetzt, um Hinweise auf die Spezifitét der
H4-MTase zu erhalten. Bei diesen Peptiden waren potentielle Methylierungsstel-
len nicht mehr verfiighar. Wahrend das vormethylierte Peptid sogar besser als
der Wildtyp methyliert wurde, zeigte die Mutante R3A mit allen Kernextrakten
eine eingeschréankte Methylierbarkeit (s. Abb. 4.10C). Dies wurde als Hinweis ge-
wertet, dass es sich bei der induzierten Aktivitat um eine fiir Arginin 3 spezifische
H4-MTase (H4 R3-MTase) handelt.

Da aktuell nur PRMT1 als H4 R3-MTase bekannt ist, wurden die Proteinmengen
dieser HMTase in T-Zellen untersucht. Kernextrakte, mit denen eine Analyse der
HMTase-Aktivitét durchgefithrt worden war (s. Abb. 4.10A, Spender A), enthiel-
ten mit zunehmender Aktivierungszeit grofere PRMT1-Mengen (Abb. 4.11A).
Auch in Gesamtzellextrakten erhohte sich die PRMT1-Menge wéhrend 40 h Sti-
mulierung (s. Abb 4.11B). In T-Zellen wird also zugleich eine H4-MTase- Aktivitét
und die Menge an PRMT1 hochreguliert.

4.3.1.1 T-zellspezifische Induktion von PRMT1 bzw. einer H4-MTase

Bisher war die Induktion von PRMT1 und einer H4-MTase nach Aktivierung von
T-Zellen beobachtet worden. Eine nahe liegende Frage war, ob dieser Effekt auch
bei der Stimulierung anderer Zellen auftritt. Um die Zellspezifitat der PRMT1-
Aktivierung zu testen, wurden primére Monozyten untersucht (Abb. 4.12A). Eine
Analyse im Western Blot ergab keine Veranderung der PRMT1-Menge nach Sti-
mulierung.

Andere leicht verfiighare, primére Zellen sind humane Hautfibroblasten, die man
aus Biopsien erhalten kann. Diese Zellen proliferieren in serumhaltigem Medi-
um und kénnen durch den Entzug von Serum (,Hungern“) in die Go-Phase des
Zellzyklus versetzt werden. Nach erneuter Zugabe von Serum treten die Fibrobla-
sten wieder in den Zellzyklus ein. Eine Western Blot Analyse (Abb. 4.12B) zeigte,
dass die PRMT1-Menge in proliferierenden, ,,gehungerten® und restimulierten Fi-
broblasten ungefahr gleich war. Als Ladungskontrolle diente das geblottete Gel,
das nach dem Transfer mit Coomassie-Brillantblau gefarbt worden war. Die Zell-
zyklusphase der Aliquots wurde nach Farben der DNA mit Propidiumiodid im
Durchflusszytometer bestimmt. Das Profil der 10 h oder kiirzer stimulierten Zel-
len entspricht dem der ,gehungerten®, also der Gy- oder Gi-Phase. Die 24 h
stimulierten Fibroblasten dagegen proliferieren bereits.
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Abbildung 4.10: Induktion einer H4-MTase-Aktivitat wihrend der T-
Zellaktivierung. (A) Kernextrakte aktivierter und nicht aktivierter T-Zellen
und Jurkat J6 Zellen wurden im in vitro Experiment auf ihre Histonmethyl-
transferase-Aktivitat getestet. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine Membran transferiert. Die Autoradiographie der Membran ist abge-
bildet. In (B) wurden Peptide als Substrat eingesetzt. Das Diagramm zeigt die
Ergebnisse der Messung im Szintillationszahler. Es wurde jeweils eine einfache
und eine fiinffache Menge der Peptidsubstrate eingesetzt. (C) Der Versuch wur-
de analog zu (B) ausschliellich mit der fiinffachen Substratmenge durchgefiihrt.
Zuséatzlich wurde hier ein Peptid verwendet, bei dem Arginin 3 zu Alanin mutiert
ist.
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Abbildung 4.11: Zunahme der PRMT1-Proteinmenge im Kernextrakt
und in Gesamtzellextrakten von priméren T-Zellen. (A) Die PRMT1-
Menge der Kernextrakte aus Abb. 4.10A (Spender A) wurde im Western Blot
bestimmt. Als Kontrolle diente eine Coomassie-Brillantblau-Farbung des geblot-
teten Gels. (B) Die PRMT1-Menge in Gesamtzellextrakten nicht aktivierter und
verschieden lange aktivierter primarer T-Lymphozyten wurde im Western Blot
bestimmt. Als Ladungskontrolle diente eine Coomassie-Brillantblau-Farbung des
geblotteten Gels.

Zuletzt wurde die HMTase-Aktivitat in MRC5 Zellen, einer primaren, fotalen
Lungenfibroblastenlinie, untersucht. Im in vitro Experiment war die Aktivitat in
Kernextrakten aus ,,gehungerten“ und aus proliferierenden Zellen in etwa gleich
stark (Abb. 4.12C). Die Zellzyklusphasen der beiden Proben wurden im Durch-
flusszytometer nach dem Féarben der DNA mit Propidiumiodid verglichen. Die
Analyse verschiedener primarer Humanzellen legt den Schluss nahe, dass die In-
duktion von PRMT1 bzw. einer H4-MTase- Aktivitat nach Stimulierung spezifisch
fiir T-Zellen und moglicherweise auch fiir B-Zellen ist, die noch in angereicherten
T-Lymphozyten vorhanden sind.

4.3.1.2 Induktion von PRMT1 und einer H4-MTase-Aktivitat durch
verschiedene Stimuli

Zur genaueren Bestimmung des Signalwegs wurden verschiedene Stimuli ein-
gesetzt (vgl. 4.2.2.2). Wie in Abb. 4.13 gezeigt wird, nahmen die H4-MTase-
Aktivitat (A) und die Menge an PRMT1 (B) mit PMA alleine, aber auch in
Kombination mit PHA oder mit Calcium-Ionophor zu. Daneben fiihrten auch
PHA alleine und Antikorper gegen den TCR oder gegen CD3 zum Anstieg. Dem-
nach reicht das TCR-vermittelte Signal aus, um PRMT1 bzw. eine H4-MTase-
Aktivitat zu induzieren. PKC kommt bei der Induktion eine wichtige Rolle zu.
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Abbildung 4.12: Andere primaéare Zellen oder Fibroblasten zeigen nach
Aktivierung keine Veranderung der PRMT1-Menge oder der H4-
MTase-Aktivitat. (A) Die PRMT1-Menge in Gesamtzellextrakten nicht ak-
tivierter und aktivierter Monozyten aus der Isolierung von T-Zellen (s. 4.1.1)
wurde im Western Blot untersucht. (B) Die PRMT1-Menge in Gesamtzellextrak-
ten proliferierender, , gehungerter und restimulierter primarer humaner Hautfi-
broblasten wurde im Western Blot bestimmt. Die jeweilige Zellzyklus-Phase der
Proben wurde im Durchflusszytometer analysiert. (C) Kernextrakte aus ,,gehun-
gerten” und proliferierenden MRC5 Zellen wurden im in vitro Experiment auf
ihre HMTase- Aktivitat untersucht. Die Zellzyklusphasen der beiden Proben wur-
den im Durchflusszytometer verglichen.
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Abbildung 4.13: Induktion der H4-MTase-Aktivitat und von PRMT1 in
T-Zellen durch verschiedene Stimuli. (A) Kernextrakte aus stimulierten
primédren T-Zellen wurden im in vitro Experiment auf ihre HMTase-Aktivitat
untersucht. Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Auto-
radiographie analysiert. (B) Die PRMT1-Mengen in den Kernextrakten aus (A)
wurden im Western Blot verglichen.



4.3.1.3 Induktion von PRMT1 auf mRNA-Ebene

Zur Untersuchung der Regulationsmechanismen wurden die mRNA-Mengen von
PRMT1 aus der polyA-RNA zweier Spender bestimmt. Die relativen mRNA-
Mengen von PRMT1, IL-2 und (-Actin wurden mittels real time PCR mit spe-
zifischen Primern aus ¢cDNA bestimmt. IL-2 diente dabei als Positivkontrolle,
da es ein T-zellspezifisches Gen ist, dessen mRNA-Menge nach Stimulierung
stark ansteigt. Die relativen mRNA-Mengen des Haushaltsgens §-Actin dienten
der Normalisierung der erhaltenen Werte. Abb. 4.14 zeigt, dass die Menge an
PRMT1-spezifischer mRNA im Vergleich zu (3-Actin bei beiden Spendern nach
Stimulierung anstieg. Dieses Ergebnis stimmt mit einer Expressionsanalyse in T-
Lymphozyten vor und nach Stimulierung iiberein, in der ein Anstieg von PRMT1
verzeichnet ist (Diehn et al., 2002). Die Positivkontrolle IL-2 zeigte den erwarte-
ten, starken Anstieg. Bei IL-2 ist fiir nicht aktivierte Zellen kein Wert zu erkennen,
da die Diagramme den Faktor des Anstiegs darstellen und deswegen die Werte
fiir nicht aktivierte Zellen (0 h) gleich 1 gesetzt sind.

N
(@]

16000

<ZE§ OA PRMT1 OA IL-2
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EX
oo 9] 8000
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82 d
o=
Aktivierung [h] O 5 10 0 5 10

Abbildung 4.14: Zunahme der PRMT1-mRNA. Aus der polyA-RNA zweier
Spender (A und B) wurde ¢cDNA hergestellt. Die mRNA-Mengen von PRMT1
wurde mittels real time PCR auf der cDNA quantifiziert. Mit Hilfe der Werte
fiir G-Actin wurden die erhaltenen relativen mRNA-Mengen normalisiert. Als
Positivkontrolle dienten die mRNA-Mengen von IL-2.

Der Anstieg der PRMT1-mRNA nach Stimulierung legt eine Regulation der Tran-
skription nahe. Alternativ konnte der Anstieg durch die Stabilitdt der mRNA
erklart werden. Da der Promotor des PRMT1-Gens noch nicht analysiert ist,
wurde mit Hilfe der Programme MatInspector und PromoterInspector eine po-
tentielle Promotorsequenz des Gens identifiziert. Mogliche Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren wurden mittels des Programms ElDorado und der Geno-
matiz Tools gefunden (Abb. 4.15A). Der potentielle Promotor enthélt Bindungs-
sequenzen fir CREB, NF-Y, NF-xkB, Spl, HNF4, E2F, STAT6, TEF-1, BCL6,
OLF1, YY1, Pax-6, c-Ets-1 und c-rel. Diese Sequenzen zeichnen sich durch beson-
ders gute Ubereinstimmungen mit den Konsensussequenzen aus (gewichtet nach
der Haufigkeit der Sequenz oder der Spezifitidt des Faktors). Sie sind aber nicht
experimentell bestatigt.
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Abbildung 4.15: Potentieller Promotorbereich des PRMT1-Gens. (A) Mit
Hilfe der Programme ElDorado, MatInspector und PromoterInspector und den
Genomatixz Tools der Firma Genomatix wurde ein potentieller Promotor des
PRMT1-Gens identifiziert und auf mogliche Transkriptionsfaktorbindungsstellen
untersucht. Die ermittelten Bindungsstellen sind entsprechend ihrer Ubereinstim-
mung mit der Konsensussequenz farbig kodiert (mit abnehmender Ubereinstim-
mung: magenta, cyan, gelb). Bindungsstellen, die auf dem (—)-Strang kodiert sind,
werden durch gestrichelte Késtchen gekennzeichnet. (B) Die Mengen der Tran-
skriptionsfaktoren CREB und NF-xB (RelA), die unter anderem Kandidaten fiir
die Expressionsregulation von PRMT1 sind, wurden in Gesamtzellextrakten aus
nicht aktivierten und aktivierten T-Lymphozyten mittels Western Blot bestimmt.
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Der Transkriptionsstartpunkt liegt bei Position 549 (Scorilas et al., 2000), ent-
sprechend der willkiirlichen Nummerierung in Abb. 4.15A. Das Startcodon (ATG)
flir die Transkription ist an Position 565-567 eingezeichnet. An der idealen Po-
sition fur eine TATA-Box, 30 bp oberhalb des potentiellen Transkriptionsstarts,
wurde keine entsprechende Sequenz gefunden. Allerdings liegt bei Position 461—
465 eine optimale TATA-Sequenz (TATAA).

Die Bindungsstellen, die am besten mit ihren Konsensussequenzen iibereinstim-
men, wurden fiir die Transkriptionsfaktoren CREB, NF-Y, NF-xB (p50) und Sp1
gefunden. Von den moglichen Kandidaten wurden CREB und RelA, der héaufig-
ste Dimerisierungpartner von NF-£B (p50), analysiert (Abb. 4.15B). Die CREB-
Menge stieg nach Aktivierung moderat und langsam an. Die Konzentration von
RelA nahm zu und zeigte bereits nach 10 h einen geringen Anstieg.

4.3.2 Methylierung von hnRNP A1l in T-Zellen und An-
stieg seiner Expression

Die Induktion von PRMT1 warf die Frage auf, welche Substrate das Enzym in
T-Lymphozyten methyliert. Zunéachst wurde die Menge an Histon H4, das an
Arginin 3 methyliert ist, in Gesamtzellextrakten untersucht. Erstaunlicherweise
anderte sich der Anteil dieser Modifikation wihrend der T-Zellstimulierung nicht
(Abb. 4.16A). Als Kontrolle der Histonkonzentrationen ist in Abb. 4.16A eine
Amidoschwarzfarbung derselben Membran abgebildet.

In einem allgemeineren Ansatz zur Identifikation von Substraten wurden Gesamt-
zellextrakte mit Antikorpern analysiert, die spezifisch fiir entweder mono- und di-
methyliertes Arginin oder nur fiir dimethyliertes Arginin waren. In beiden Fallen
waren die Antikorper gegen eine asymmetrische Dimethylierung gerichtet, wie sie
durch PRMT1 katalysiert wird (s. 1.1.5.2). Wie in Abb. 4.16B gezeigt, dnderten
sich die Konzentrationen von methylarginin-modifizierten Proteinen. Einige der
auffallendsten Banden sind in der Abbildung mit Kreisen gekennzeichnet. Als
Ladungskontrolle diente eine Amidoschwarzfarbung derselben Membran.

Ein bekanntes Substrat von PRMT1 ist z. B. STAT1 (s. 1.1.5.2; Mowen et al.,
2001). Andere STAT-Proteine, STAT5a und STAT5b, werden unter anderem
in T-Zellen vom IL-2-Signalweg aktiviert und scheinen eine Rolle beim IL-2-
abhéngigen Wachstum zu spielen (Lin und Leonard, 2000). Die methylierbare
Aminosauresequenz von STAT1 ist auch in STAT5 vorhanden. Hinweise auf eine
Methylierung durch PRMT1 ergaben sich jedoch nicht (Abb. 4.16B). Ein weiteres
PRMT1-Substrat ist hnRNP A1 (Lin et al., 1996). hanRNP A1 nimmt ebenso wie
seine Methylierung absolut zu und ist damit ein guter Kandidat fiir die Arginin-
methylierung durch PRMT1 (Abb. 4.16B). Eine Reihe weiterer moglicher Sub-
strate von Klasse I Argininmethyltransferasen wurde durch Datenbankrecherche
gefunden (Gary und Clarke, 1998), darunter auch hnRNP U. In der Western Blot
Analyse war an der Position von hnRNP U mit dem modifikationsspezifischen
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Abbildung 4.16: Argininmethylierung wahrend der T-Zellaktivierung.
(A) Gesamtzellextrakte aus nicht aktivierten und aktivierten T-Lymphozyten
wurden in den angegebenen Verdiinnungen elektrophoretisch aufgetrennt und mit
einem Antikorper, der spezifisch fiir methyliertes Arginin 3 auf Histon H4 ist, im
Western Blot analysiert. (B) Gesamtzellextrakte aus nicht aktivierten und ak-
tivierten T-Zellen wurden mit den angegebenen Antikorpern im Western Blot
analysiert. Kreise kennzeichnen Banden, deren Starke sich andert. Der Pfeil zeigt
die Position von STAT5, die Linie die Position von hnRNP Al. (C) Gesamtzell-
extrakte wurden wie in (B) im Western Blot analysiert. Der Pfeil kennzeichnet
die Position des Signals von hnRNP U.
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Abbildung 4.17: Lokalisierung an Arginin dimethylierter Proteine. Nicht
aktivierte und aktivierte (48 h) primére T-Zellen sowie Jurkat Zellen wurden mit
einem Antikérper (griin), der fiir Dimethyl-Arginine spezifisch ist, fiir die Analyse
im konfokalen Mikroskop gefarbt. Gleichzeitig wurde die DNA mit Propidium-
iodid (rot) gefarbt. Fine Uberlagerung beider Farbungen ist in der rechten Spalte
zu sehen.
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Antikorper kaum ein Signal zu erkennen (Abb. 4.16C). Demnach ist hnRNP U
in T-Lymphozyten nicht an Arginin methyliert. Von den getesteten Proteinen
scheint lediglich hnRNP A1 eine deutliche Argininmethylierung aufzuweisen.
Damit stellte sich als néchstes die Frage, wo potentielle Substrate von PRMT1
lokalisiert sein konnten. Dazu wurden nicht aktivierte und aktivierte primére
T-Lymphozyten und Jurkat Zellen mit Antikorpern gegen asymmetrisches Di-
methyl-Arginin gefarbt und im konfokalen Mikroskop betrachtet. Zur Lokalisie-
rug der DNA wurden die Zellen mit Propidiumiodid gefarbt. Abb. 4.17 zeigt, dass
bei allen Proben dimethylierte Proteine vornehmlich im Cytoplasma lokalisiert
waren. In nicht aktivierten T-Lymphozyten waren nur wenige dimethylierte Pro-
teine in einem schmalen Cytoplasmasaum vorhanden, wahrend das voluminosere
Cytoplasma von stimulierten Zellen und Jurkat Zellen eine grofie Menge dime-
thylierter Proteine enthielt. Dieses Ergebnis war iiberraschend, da PRMT1 zu
mehr als 90% zur Klasse I Arginin-Methyltransferase-Aktivitat (s. 1.1.5.2) bei-
tragt (Tang et al., 2000) und ein {iberwiegend nukleéres Protein ist (Tang et al.,
1998).

4.4 Histonmodifikationen in T-Zellen

4.4.1 Gleichbleibende Niveaus der Histonmodifikationen
nach T-Zellstimulierung

Nach Aktivierung soll das dichte Chromatin nicht aktivierter T-Zellen dekonden-
siert werden (Tokuyasu et al., 1968; Kaczmarek et al., 1987). Bekannt ist auch,
dass sich die Chromatinstruktur auf Genebene verdndert (Siebenlist et al., 1986;
Agarwal und Rao, 1998; Rao et al., 2001; s. a. 1.2.3). Angesichts des engen Zusam-
menhangs zwischen Histonmodifikationen und der Chromatinstruktur (Jenuwein
und Allis, 2001; s. a. 1.1.5.1) stellte sich die Frage, ob sich die Anderungen der
Chromatinstruktur in Veranderungen der Histonmodifikationen widerspiegeln.
Zur Beantwortung dieser Frage wurden Gesamtzellextrakte von nicht aktivierten
und aktivierten primaren T-Zellen im Western Blot mit modifikationsspezifischen
Antikorpern untersucht (Abb. 4.18). Die Proben wurden zunéchst titriert, und
die Histonmengen nach Commassie-Brillantblau-Farbung quantifiziert. Dadurch
konnten fiir die verschiedenen Aliquots gleiche Histonmengen eingesetzt werden.
Als zusatzliche Kontrolle wurden die geblotteten Gele mit Coomassie-Brillantblau
bzw. die Membranen mit Amidoschwarz gefarbt.

Die Gesamtacetylierung von Histon 3 (H3) und Histon 4 (H4) sowie die spezifische
Acetylierung von H3 K9! und H3 K14 blieben wihrend der T-Zellaktivierung
mehr oder weniger konstant. Fiir die H4-Gesamtacetylierung wurde bei 40 h eine
leichte Zunahme beobachtet. Aulerdem stieg die H3 K14-Acetylierung nach 10 h

!Die Abkiirzung spezifischer Aminoséiurereste auf Histonen wird in 1.1.5.1 erkliirt.
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Abbildung 4.18: Histonmodifikationen in primaren T-Zellen. Gesamtzellex-
trakte nicht aktivierter und aktivierter T-Lymphozyten wurden in verschiedenen
Verdiinnungen aufgetrennt. Durch Western Blot Analyse (WB) mit den angege-
benen Antikorpern wurden Histonmodifikationen wahrend der T-Zellaktivierung
analysiert. Als Ladungskontrollen dienten Coomassie-Brillantblau-Farbungen
(CB) der geblotteten Gele oder Amidoschwarzfarbungen (AS) der Membranen.
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etwas an, war aber nach 40 h Stimulierung wieder im Bereich des nicht aktivierten
Signals.

Die Methylierung von H3 K9, die ein Kennzeichen von transkriptionell inakti-
vem Chromatin ist (Lachner et al., 2001), &nderte sich wihrend der Stimulierung
nicht. Ebenso blieben sowohl die Di- als auch die Trimethylierung von H3 K4
konstant. Diese beiden Modifikationen werden mit aktiv transkribiertem Chro-
matin in Verbindung gebracht (Strahl et al., 1999; Santos-Rosa et al., 2002). Die
Methylierung von H3 K27 (Cao et al., 2002; Czermin et al., 2002; Kuzmichev et
al., 2002; Miiller et al., 2002) und von H4 K20 (Nishioka et al., 2002b) sind His-
tonmodifikationen, deren Bedeutung erst in der letzten Zeit erkannt wurde und
die mit epigenetisch reprimiertem Chromatin assoziieren. Wahrend der Stimu-
lierung von T-Lymphozyten blieben auch diese beiden Methylierungen konstant
(Abb. 4.18).

4.4.2 Lokalisierung der H3 K4-Methylierung in offenen
und dicht angrenzenden Chromatinregionen akti-
vierter T-Zellen

Die vorgestellten Western Blot Analysen zeigten also, dass sich der Grad der
Histonmodifikationen nach T-Zellaktivierung nur sehr leicht oder nicht énderte.
Dieses Ergebnis warf die Frage auf, ob sich die Dekondensierung des Chromatins
wéhrend der T-Zellstimulierung (Tokuyasu et al., 1968; Kaczmarek et al., 1987)
eher in der Lokalisierung der Histonmodifikationen zeigt. Eine geeignete Methode,
um die Lokalisierung von Histonmodifikationen im Zellkern zu analysieren, ist die
Immunfluoreszenzfarbung und die Analyse mit einem konfokalen Mikroskop.
Zunachst wurde die DNA-Verteilung durch Propidiumiodidfarbung untersucht.
In Abb. 4.19 ist zu sehen, dass T-Lymphozyten vor der Aktivierung nicht, wie
erwartet, stark kondensiertes (s. 1.2.3), sondern eher etwas lockereres Chroma-
tin besitzen. Die Chromatinstruktur ahnelt der Struktur nach Stimulierung, zeigt
aber nicht deren extreme Auspragungen. In aktivierten Zellen a&nderte sie sich hin
zu stark kondensierten Regionen (in Abb. 4.19 durch ,,d“ (dicht) gekennzeichnet)
und zu sehr offenen Regionen (in Abb. 4.19 durch ,,0* (offen) gekennzeichnet), in
denen kaum noch DNA-Farbung zu erkennen war. Zusétzlich traten nun Nukleoli
auf. Die Zellkerne der aktivierten T-Lymphozyten waren den Kernen transfor-
mierter Jurkat Zellen sehr ahnlich. In Abb. 4.19 sind bei den Kernen von Jurkat
Zellen einige offene (,,0“) und dicht gepackte (,,d*) Chromatinregionen als Beispiel
gekennzeichnet.

Im nachsten Schritt wurde die Lokalisierung von Histonmodifikationen in T-
Zellen mit modifikationsspezifischen Antikorpern untersucht. Fiir die H3 K9-
Dimethylierung wurde sowohl in nicht aktivierten als auch in aktivierten Lym-
phozyten eine gepunktete, gleichméfige Verteilung gefunden (Abb. 4.20, untere
Reihe). Antikoérper gegen Di- oder gegen Trimethylierung von H3 K4 férbten in
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Abbildung 4.19: Anderung der Chromatinstruktur wahren der T-Zell-
aktivierung. Die DNA nicht aktivierter und aktivierter (2 d) primérer T-
Lymphozyten und nicht aktivierter Jurkat Zellen wurde fiir die Analyse im kon-
fokalen Mikroskop mit Propidiumiodid angefarbt. Stark kondensierte Regionen
wurden mit ,d* (dicht) gekennzeichnet, offene Regionen mit ,,0“ (offen).

nicht aktivierten Zellen Strukturen im Inneren des Kerns, aber nicht die Re-
gionen nahe der Kernmembran (Abb. 4.20, obere und mittlere Reihe). Nach
Stimulierung blieben beide Modifikationen eher im Kerninneren, entfernt von
der Kernmembran, lokalisiert. Dies war besonders bei einer Doppelfarbung der
H3 K4-Trimethylierung und der Kernmembran mit Antikorpern gegen Lamin B
zu erkennen (in Abb. 4.21A durch Pfeile gekennzeichnet). Sowohl die Di- als auch
die Trimethylierung traten vor allem in den offenen Chromatinregionen aktivier-
ter Zellen auf. Im Vergleich zur Dimethylierung war die H3 K4-Trimethylierung
zusitzlich an den Ubergéngen zwischen sehr dichtem Chromatin und Regionen
mit locker gepackter DNA konzentriert (in Abb. 4.21B mit ,G“ (Grenze) ge-
kennzeichnet). Fiir alle analysierten Modifikationen konnte man in stimulierten
Lymphozyten beobachten, dass sie von den Nukleoli ausgeschlossen waren.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass sich die Lokalisierung der H3 K4-Methy-
lierung wahrend der T-Zellaktivierung verandert. Im Gegensatz zum Modifika-
tionsgrad scheint also zumindest die Lokalisierung von Histonmodifikationen teil-
weise mit der Anderung der Chromatinstruktur verbunden zu sein.
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Abbildung 4.20: Lokalisierung von Histonmodifikationen in priméaren T-
Zellen. Priméare T-Lymphozyten wurden wie angegeben mit spezifischen An-
tikérpern geférbt (griin), um die Lokalisierung von Histonmodifikationen vor und
nach T-Zellaktivierung (2 d) im konfokalen Mikroskop zu untersuchen. In den mit
,U“ markierten Reihen ist eine Uberlagerung mit einer Propidiumiodidféarbung
(rot) zu sehen, die die DNA sichtbar macht.
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Abbildung 4.21: Lokalisierung der H3 K4-Methylierung nahe offener
Chromatinregionen und entfernt von der Kernmembran. Aktivierte Lym-
phozyten (2 d) wurden mit Antikérpern gegen H3 K4-Trimethylierung geféarbt
(griin). (A) Eine zusétzliche Farbung mit Antikdrpern gegen Lamin B (rot)
lasst die Kernmembran erkennen. Die Pfeile verdeutlichen den Abstand zwischen
Kernmembran und H3 K4-Trimethylierung. (B) Die DNA der T-Zellen wurde
mit Propidiumiodid (rot) sichtbar gemacht. In der Abbildung sind Uberlagerun-
gen der beiden Farbungen zu sehen. ,G“ (Grenze) kennzeichnet Ubergénge zwi-
schen sehr dichtem Chromatin und locker gepackter DNA, an denen die H3 K4-
Trimethylierung besonders konzentriert scheint.
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4.5 Chromatin verandernde Cofaktoren

4.5.1 Induktion von Brgl und CBP nach T-Zellaktivie-
rung

Neben den Histonmodifikationen waren Enzyme von Interesse, die Chromatinde-
kondensierung oder -umstrukturierung bewirken konnen. Deswegen wurden mit-
tels Western Blot Analyse die Mengen von Histon modifizierenden und chromatin
remodeling Enzymen in Gesamtzellextrakten bestimmt (Abb. 4.22). Zusétzlich
wurde auch die Expression von allgemeinen Transkriptionscofaktoren untersucht,
wobei als Ladungskontrolle -Actin diente.

Die Mengen der Histonacetyltransferasen PCAF und hGen5 blieben wéahrend
der ersten 40 h nach Stimulierung konstant. Die Expression von CBP dagegen,
das in nicht aktivierten Zellen und nach 10 h Stimulierung nicht zu erkennen
war, wurde nach 20 h auffallend hochreguliert. Nach 40 h nahm die CBP-Menge
wieder ab, wobei ein Teil des Proteins offenbar in modifiziertem Zustand vor-
lag. Deutlich induziert war nach 20 h die Expression von Brgl, einer der beiden
moglichen ATPase-Untereinheiten des SWI/SNF-Komplexes. Die Mengen zwei-
er weiterer Untereinheiten des Komplexes, BAF170 und Inil, nahmen ebenfalls
zu, wenn auch in einem geringeren Umfang als Brgl. Dagegen veranderte sich
die Menge des allgemeinen Transkriptionscofaktors NC2 kaum. Die Expression
des Cofaktors PC4 stieg ebenso wie die der Mediatoruntereinheit PCQAP leicht
an. Zwei reprasentative Vertreter der Histondeacetylasen, HDAC1 und HDAC?2,
wurden induziert. Ebenso nahm die Menge an Set9 leicht zu. Set9, gegen das
bereits kidufliche Antikorper existieren, ist neben MLL eine der beiden bekannten
H3 K4-spezifischen Histonmethyltransferasen aus hoheren Eukaryonten.

Mittels Immunprazipitation sollte als nachstes bestimmt werden, in welchem Um-
fang Brgl und CBP in nicht aktivierten T-Zellen vorhanden waren. Dazu wurden
Kernextrakte aus nicht aktivierten und kurz aktivierten T-Zellen (90 min) prépa-
riert. Fiir die Immunpréazipitation wurde ein Antikorper gegen PCQAP benutzt,
der ein Spektrum an Komponenten erkennt, das wahrscheinlich verwandte Epi-
tope aufweist. Auf diese Weise kénnen der SWI/SNF-Komplex und CBP parallel
prazipitiert werden. Als Kontrollen dienten Immunpréazipitationen aus Jurkat-
Kernextrakt, Immunprazipitationen mit einem Isotyp-Antikorper und die Analy-
se der allgemeinen Cofaktoren NC2 und PC4. Diese Proteine waren erwartungs-
gemaf nicht im Prazipitat enthalten. CBP und BAF170 waren in Kernextrakten
aus nicht aktivierten priméren T-Lymphozyten detektierbar (Abb. 4.23A; Lehm-
bacher, 2001). Brgl dagegen konnte erst mittels Immunprézipitation nachgewie-
sen werden. Nach 90 min Stimulierung war die Expression aller drei Proteine
induziert.

Eine weitere Frage war, ob die Induktion von CBP und Brg1 spezifisch fiir primére
T-Zellen ist. Deswegen wurden im Folgenden Gesamtzellextrakte aus Jurkat Zel-
len und aus primaren humanen Hautfibroblasten im Western Blot beziiglich der
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Abbildung 4.22: Proteinmengen von Transkriptionscofaktoren in prima-
ren T-Zellen. Gesamtzellextrakte nicht aktivierter und aktivierter T- Lympho-
zyten wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinmengen verschiedener
Cofaktoren wurden mittels Western Blot Analyse mit den angegebenen An-
tikorpern untersucht. Als Kontrolle diente 3-Actin.
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Abbildung 4.23: Keine oder geringe Veranderung der Proteinmengen von
Cofaktoren in Jurkat J6 Zellen oder primiren Zellen. (A) Aus Kernex-
trakten nicht aktivierter und 90 min aktivierter primarer T-Lymphozyten so-
wie nicht aktivierter Jurkat Zellen wurde eine Immunprazipitation mit einem
PCQAP-spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Kernextrakte (NE), Immunprazi-
pitationen (IP) und Immunprézipitationen mit einem Isotyp-Kontrollantikorper
(C) wurden elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit den ange-
gebenen Antikorpern analysiert. Die Abbildung ist Lehmbacher (2001) entnom-
men. (B) Gesamtzellextrakte aus nicht aktivierten und 24 h aktivierten Jurkat
J6 Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit den
angegebenen Antikorpern untersucht. (C) Gesamtzellextrakte aus ,,gehungerten
und restimulierten primaren humanen Hautfibroblasten wurden elektrophoretisch
aufgetrennt und im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern analysiert.
Zusatzlich wurden die Zellzyklusphasen der Proben im Durchflusszytometer ana-
lysiert.

92



Expression dieser Proteine untersucht. Nach 24 h Stimulierung von Jurkat Zellen
blieben die Mengen an CBP und Brgl gleich (Abb. 4.23B). Ebenso war die Ex-
pression von Mi-2, der ATPase des NURD-Komplexes, von hSnf2H, einer Unter-
einheit des chromatin remodeling Komlexes FACT, und von HDAC1 und HDAC2
konstant. Als Kontrolle diente (3-Actin.

In priméaren Hautfibroblasten wurde die Expression von Brgl und CBP nach
,2Hungern“ durch Serumentzug und nach anschlieBender Restimulierung mit Se-
rum analysiert. Der Zellzyklus der einzelnen Proben wurde mittels DNA-Farbung
im Durchflusszytometer bestimmt. In Abb. 4.23C sieht man, dass die CBP-Menge
konstant blieb. Die Brgl-Kontzentration nahm nach 10 h Stimulierung zu. Als La-
dungskontrolle diente auch hier 5-Actin. Zusammengefasst scheint die Induktion
von Brgl und CBP spezifisch fiir primare T-Zellen zu sein, wobei Brgl-Induktion
auch in anderen priméren Zellen nachweisbar ist.

4.5.2 Anstieg der Brgl-Besetzung und der H3 K4-Tri-
methylierung auf aktiven Genen

Brgl und CBP scheinen in der Aktivierung von T-Zellen eine wichtige Rolle zu
spielen. Brgl wird nach Stimulierung an die Kernmatrix rekrutiert und beeinflusst
wahrscheinlich die Chromatinstruktur in T-Lymphozyten (Zhao et al., 1998). Von
CBP weil man z. B., dass es fiir die Expression von IL-2 wichtig ist (Bodor et
al., 2000). Von Interesse war nun, ob sich die Induktion von Brgl und CBP auf
der Ebene einzelner Gene auswirkt. Zur Beantwortung dieser Frage eignet sich
die Chromatinimmunprézipitation (ChIP), mit der man die Anwesenheit von
Proteinen auf bestimmten DNA-Sequenzen in vivo nachweisen und quantifizieren
kann (s. 3.8).

Die Rekrutierung von Brgl und CBP wurde an Genen untersucht, von denen
bekannt ist, dass sie nach Stimulierung in T-Zellen aktiviert werden: an den Ge-
nen von Interleukin-2 (IL-2), von der a-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) und
von der (-Kette des T-Zellrezeptors (TCR/3). Daneben wurden das im Zellzyklus
regulierte Gen von Histon H2B (H2B) und die konstitutiv aktiven Gene von Elon-
gationsfaktor lae (EF1la) und von Deoxycytidinkinase (DCK) analysiert. Sowohl
CD25 als auch IL-2 sind bekannte Zielgene der T-Zellaktivierung. Es gibt zahlrei-
che Studien zu ihrer Aktivierung, die den Beginn ihrer mRNA-Produktion in den
Bereich von 2 bis 6 h nach Stimulierung fiir I1.-2 und von 2 bis 30 h fiir CD25 legen
(Plana et al., 1991; Leung et al., 1992). Vom TCRS-Gen weifl man, dass es nach
der Stimulierung von T-Zellen mit Antigen induziert wird (Lennon et al., 2000).
Fiir H2B hat man 15 Gene gefunden, deren Expression in der S-Phase des Zellzy-
klus hochreguliert wird (Ubersicht in Osley, 1991; Marzluff und Duronio, 2002).
Fiir die nachfolgenden Experimente wurde das Gen der Variante R im microclu-
ster auf Chromosom 6 verwendet (Albig et al., 1999). Die mRNA-Mengen von
EF1la und DCK bleiben dagegen nach der Stimulierung primérer T-Lymphozyten
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konstant (Mitchell et al., 1993; Hamalainen et al., 2001). Fiir alle Gene wurden
Primer in der Nahe der jeweiligen Promotoren benutzt, mit Ausnahme von IL-2,
CD25 und des TCR3-Lokus. Bei IL-2 und CD25 wurden zuséatzlich Primer nahe
der Polyadenylierungsstelle (3’-Ende) gewdhlt. Im TCR3-Lokus lagen die spezi-
fischen Primer im offenen Leserahmen der ersten konstanten Region (konst. Re-
gion), nahe der Polyadenylierungsstelle (polyA) der zweiten konstanten Region
und im Enhancer, der sich downstream des Gens befindet.

Zunachst wurde die Reproduzierbarkeit von ChIPs aus unterschiedlichen Blut-
spenden iiberpriift. Immunprézipitationen gegen RNA-Polymerase II ergaben bei
drei Spendern unterschiedliche Werte (Abb. 4.24). Allerdings sind die Tendenzen
fiir die einzelnen Gene bei allen Spendern gleich. Man erhalt also aus unterschied-
lichen Blutspenden quantitativ unterschiedliche, aber qualitativ gleiche Ergebnis-
se. Dies bestatigte sich auch bei ChIPs gegen andere Proteine. Fiir die folgenden
ChIPs ist jeweils reprasentativ das Ergebnis nur einer Blutspende abgebildet.
Immunprazipitationen mit Brgl-Antikorpern ergaben eine Zunahme auf allen
untersuchten Genen nach Stimulierung (Abb. 4.25, links oben). Dieser Anstieg
war im Promotorbereich der Gene genauso zu sehen wie am 3’-Ende von [L-2
und CD25 und im TCRS-Lokus. Am geringsten fiel die Zunahme am Enhancer
des TCR3-Lokus und am 3’-Ende des CD25-Gens aus. Auffallend war die starke
Prasenz von Brgl in der konstanten Region des TCRG-Lokus, wahrend auf den
Genen DCK, H2B und EFla sehr wenig Brgl vorhanden war.

Parallel wurde eine Verteilungsanalyse von RNA-Polymerase II durchgefiihrt, die
die Transkriptionsaktivitat der einzelnen Gene widerspiegelt. Die verwendeten
Antikorper waren spezifisch fiir den N-Terminus der grolen Untereinheit, so dass
CTD-Modifikationen das Ergebnis nicht beeinflussten. Man sieht, dass bei allen
Genen die hRPB1-Besetzung, und damit die Transkriptionsaktivitat, im stimu-
lierten Zustand hoher war (Abb. 4.25, links unten). Eine Ausnahme bildete das
Gen DCK, bei dem die Besetzung mit RNA-Polymerase IT nach Stimulierung
kaum zunahm. Wie schon bei Brgl war auch die relative Besetzung mit RNA-
Polymerase II fiir die einzelnen Gene unterschiedlich. Auffallend war die starke
Rekrutierung von hRPB1 an die Promotoren von CD25, EFla und H2B. Von
diesen Promotoren war einzig H2B bereits im nicht aktivierten Zustand stark
mit RNA-Polymerase II besetzt. Am EF1la-Promotor schien die Rekrutierung
ungewohnlich, da dieses Gen konstitutiv exprimiert sein sollte (s. o.).

Die Methylierung von H3 K4 gilt als Kennzeichen aktiv transkribierter Gene
(Strahl et al., 1999; Santos-Rosa et al., 2002). Daneben wurde gezeigt, dass sich
die Lokalisierung dieser Modifikation nach T-Zellstimulierung &nderte (s. 4.4.2).
Dies fiihrte zu der Frage, ob in priméren T-Zellen die H3 K4-Methylierung ein-
zelner Gene ihre Transkriptionsaktivitat aufzeigt. Erstaunlicherweise blieb die
H3 K4-Dimethylierung auf den untersuchten Genen weitgehend konstant (Abb.
4.25, rechts unten). Ausnahmen bildeten der Enhancer des TCR-Lokus und das
3’-Ende des I1-2-Gens, wo die H3 K4-Dimethylierung jeweils deutlich anstieg.
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Abbildung 4.24: Chromatinimmunpréizipitationen in primaren T-Zellen
geben fiir unterschiedliche Spender qualitativ gleiche Ergebnisse. Im-
munprazipitationen wurden mit vernetztem Chromatin aus nicht aktivierten und
48 h aktivierten primaren T-Lymphozyten mit Hilfe eines hRPB1-spezifischen
Antikorpers durchgefithrt. Die Prazipitate wurden in real time PCR nahe der
folgenden Promotoren analysiert: CD25, 1L-2, EFla, H2B und DCK. PCR-
Reaktionen auf dem TCRpf3-Lokus wurden im offenen Leserahmen der ersten
konstanten Region (konst. Region), nahe der Polyadenylierungsstelle der zweiten
konstanten Region (polyA) und im Enhancer durchgefithrt. Die drei Diagramme
entsprechen Zellen von drei unterschiedlichen Spendern.
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Abbildung 4.25: Analyse der H3 K4-Methylierung und der Brgl- und
RNA-Polymerase II-Besetzung vor und nach T-Zellaktivierung. Immun-
prazipitationen wurden mit vernetztem Chromatin aus nicht aktivierten und 48 h
aktivierten priméaren T-Lymphozyten mit Hilfe spezifischer Antikorper, wie ange-
geben, durchgefiihrt. Die Prazipitate wurden in real time PCR auf den folgenden
Genen analysiert: CD25 (jeweils nahe dem 5’- und dem 3’-Ende), IL-2 (jeweils
nahe dem 5- und dem 3’-Ende), EFla, H2B und DCK. PCR-Reaktionen auf
dem TCRS3-Lokus wurden im offenen Leserahmen der ersten konstanten Region
(konst. Region), nahe der Polyadenylierungsstelle der zweiten konstanten Region
(polyA) und im Enhancer durchgefiihrt.
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Auffallend hohe Dimethylierungswerte zeigte im Vergleich zu den anderen Genen
der TCRS-Lokus.

Im Gegensatz zur Dimethylierung nahm die H3 K4-Trimethylierung auf allen
untersuchten Sequenzen bis zu achtfach zu (Abb. 4.25, rechts oben). Am gering-
sten fiel der Anstieg auf den Promotoren von EFla und H2B und am 3’-Ende
des CD25-Gens aus. Die hochsten Trimethylierungswerte konnten — sowohl im
nicht aktivierten als auch im aktivierten Zustand — in der konstanten Region des
TCRB-Lokus und an den Promotoren von CD25 und DCK beobachtet werden.
Interessanterweise war die H3 K4-Trimethylierung in den nédher dem 5’-Ende ge-
legenen Sequenzen des TCRB-Lokus sowie der CD25- und IL-2-Gene hoher als
am 3’-Enhancer bzw. an den 3’-Enden. Dieses Ergebnis stimmt mit Beobachtun-
gen an aktiven Hefegenen iiberein, die am 5-Ende die hochste Trimethylierung
aufweisen (Ng et al., 2003).

Eine noch offene Frage war, ob die Zunahme der H3 K4-Trimethylierung auf
einzelnen Genen spezifisch fiir priméare T-Zellen ist. Deshalb wurde diese Modi-
fikation in aktivierten Jurkat J6 Zellen — also transformierten Zellen — auf dem
TCRB-Lokus untersucht. Die PCR-Reaktionen wurden im offenen Leserahmen
der ersten konstanten Region und im Enhancer durchgefiithrt. Beide Sequenzen
waren an H3 K4 trimethyliert. Die Modifikation war jedoch im aktivierten Zu-
stand um den Faktor 40 bzw. 5 niedriger als in primaren Zellen und anderte sich
nach Stimulierung kaum (Abb.4.26; Jiinemann, in Vorbereitung). Dieses Ergeb-
nis stiitzt die Vermutung, dass die H3 K4-Trimethylierung bevorzugt in priméaren
Zellen auftritt.

SchlieBlich sollten die Gene beziiglich der Anwesenheit von CBP untersucht wer-
den. Uberraschenderweise konnte CBP auf den analysierten Genen nicht detek-
tiert werden, obwohl es unter denselben Bedingungen in Jurkat J6 Zellen nach-
gewiesen worden war (Jiinemann, in Vorbereitung). Als weiterer Indikator fiir
CBP wurde die H3 K14-Acetylierung untersucht (Abb. 4.26B). Diese Modifika-
tion dnderte sich auf den analysierten Sequenzen nach Stimulierung kaum. Ledig-
lich im Leserahmen des TCR-Lokus und auf dem H2B-Gen nahm sie um den
Faktor 1,5 bis 2 ab.

Zusammenfassend hat die Analyse einiger ausgewéhlter Gene ergeben, dass die
Trimethylierung von H3 K4 und die Besetzung mit Brgl nach der T-Zellaktivie-
rung zunahmen. Die Dimethylierung von H3 K4 anderte sich dagegen kaum.
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Abbildung 4.26: Die H3 K4-Trimethylierung in Jurkat J6 Zellen und die
H3 K14-Acetylierung in primaren T-Zellen bleiben nach Stimulierung
gleich. (A) Immunprézipitationen wurden mit vernetztem Chromatin aus nicht
aktivierten und 48 h mit PMA oder PHA und PMA aktivierten Jurkat J6 Zel-
len mit Hilfe spezifischer Antikorper gegen H3 K4-Trimethylierung durchgefiihrt.
Die Prazipitate wurden in real time PCR im offenen Leserahmen der ersten kon-
stanten Region (konst. Region) und im Enhancer des TCRf-Lokus analysiert
(Jiinemann, in Vorbereitung). (B) Immunprézipitationen wurden mit vernetztem
Chromatin aus nicht aktivierten und 48 h aktivierten primaren T-Lymphozyten
mit Hilfe spezifischer Antikorper gegen H3 K14-Acetylierung durchgefiihrt. Die
Prazipitate wurden in real time PCR nahe der folgenden Promotoren analysiert:
CD25, IL-2, EFla, H2B und DCK. PCR-Reaktionen auf dem TCR(-Lokus wur-
den im offenen Leserahmen der ersten konstanten Region (konst. Region), nahe
der Polyadenylierungsstelle der zweiten konstanten Region (polyA) und im En-
hancer durchgefiihrt.

98



4.5.3 Die Lokalisierung von Cofaktoren wahrend der T-
Zellaktivierung

4.5.3.1 Lokalisierung von Brgl und CBP in offenen Chromatinregio-
nen aktivierter T-Zellen

CBP spielt in T-Lymphozyten eine wichtige Rolle. So bindet es an NF-AT,
einen wichtigen Transkriptionsfaktor der T-Zellstimulierung, und reguliert des-
sen Transaktivierungsdoméne (Garcia-Rodriguez und Rao, 1998; Avots et al.,
1999). Zudem nimmt die Aktivitdt der CBP-eigenen Transaktivierungsdoméne
nach T-Zellaktivierung zu (Riggins und Clipstone, 2001). In der vorliegenden Ar-
beit stieg die Menge an CBP nach T-Zellstimulierung deutlich an, aber auf der
Ebene einzelner Gene konnte das Protein nicht nachgewiesen werden.

Von Interesse war daher die Frage, in welchen Regionen des Zellkerns CBP zu fin-
den ist. Dazu wurden nicht aktivierte und 48 h aktivierte T-Lymphozyten mit An-
tikorpern gegen CBP gefarbt und im konfokalen Mikroskop analysiert. Gleichzei-
tig wurde die DNA mit Propidiumiodid sichtbar gemacht (Abb. 4.27A). Zunéchst
sah man, dass aktivierte Zellen viel besser mit dem CBP-spezifischen Antikorper
angefarbt wurden als nicht aktivierte. Diese Beobachtung spricht nochmal fiir die
Zunahme der CBP-Menge nach Stimulierung (s. 4.5.1). CBP war vor allem in ak-
tivierten Zellen fast ausschliellich in Regionen mit sehr niedrigem DNA-Gehalt
(mit ,,0“ (offen) gekennzeichnet) lokalisiert.

Analog wurde die Lokalisierung von Brgl in nicht aktivierten und aktivierten
Lymphozyten tiberpriift (Abb. 4.27B). Auch fiir Brgl wurde durch die Immun-
fluoreszenzanalyse die Induktion der Expression nach Stimulierung bestatigt.
Ahnlich wie CBP war Brgl in Regionen mit geringem DNA-Gehalt (mit ,,0% (of-
fen) gekennzeichnet) konzentriert. Diese Verteilung lie8 sich in geringem Umfang
schon in nicht aktivierten Zellen beobachten, wobei hier Regionen mit niedrigem
oder hohem DNA-Gehalt noch nicht stark ausgepragt waren. Deutlicher wurde
die Bevorzugung DNA-armer Bereiche im stimulierten Zustand. Dies entspricht
den Beobachtungen von Reyes und Kollegen. Sie sahen, dass Brgl in HeLa Zellen
auflerhalb der Nukleoli und der DNA-reichen Heterochromatinregionen und ent-
fernt von der Kernmembran lokalisiert ist (Reyes et al., 1997). Sowohl fiir CBP
als auch fir Brgl zeigte sich also, dass sie vor allem nach der T-Zellaktivierung
in offenen Chromatinregionen lokalisiert sind.

4.5.3.2 Partielle Colokalisierung von Brgl und CBP in aktivierten
T-Zellen

Zur Dokumentation der Colokalisierung von Brgl und CBP in offenen Chroma-
tinregionen wurden sekundare Antikorper eingesetzt, die mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt waren. In nicht aktivierten Zellen war die Loka-
lisierung beider Faktoren aufgrund der niedrigen Expression schwer zu bestimmen
(Abb. 4.28B, obere Reihe). Nach Stimulierung zeigte sich, dass die Verteilung von
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Abbildung 4.27: Lokalisierung von Brgl und CBP in primaren Lympho-
zyten. Nicht aktivierte und 48 h aktivierte T-Lymphozyten wurden mit CBP-
spezifischem (A) oder Brgl-spezifischem (B) Antikorper fiir die Analyse im kon-
fokalen Mikroskop gefirbt (griin). Zusétzlich wurde die DNA mit Propidiumiodid
(rot) sichtbar gemacht. In der mittleren Spalte ist eine Uberlagerung zu sehen.
Beispiele fiir offene Chromatinregionen sind mit ,,0“ (offen) gekennzeichnet.
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CBP und Brgl, wie erwartet, in weiten Bereichen {ibereinstimmte (Abb. 4.28A).
Interessanterweise war die Expression von CBP und Brgl in einigen aktivierten
T-Lymphozyten unterschiedlich ausgepragt. Manche Zellen exprimierten CBP
stark und Brgl schwach (in Abb. 4.28B durch weifle Pfeile gekennzeichnet) oder
auch umgekehrt (in Abb. 4.28B durch magentafarbene Pfeile gekennzeichnet).
Die Expression der beiden Faktoren scheint demmnach durch verschiedene Ein-
fliissse reguliert zu werden. Zusammenfassend sind beide Cofaktoren in offenen
Chromatinregionen konzentriert, wo ihre Verteilung zu einem grofien Teil tiber-

lappt.

4.5.3.3 Partielle Colokalisierung von Brgl mit H3 K4-Trimethylie-
rung

Weiter wurde gefragt, ob Brgl und H3 K4-Trimethylierung colokalisieren. Da die
Rekrutierung von Brgl und die H3 K4-Trimethylierung auf der Ebene einzelner
Gene teilweise korrelierte, konnte man ebenso eine Korrelation auf der Ebene
einer einzelnen Zelle erwarten. Nicht aktivierte und aktivierte T-Lymphozyten
wurden demnach parallel mit spezifischen Antikorpern gefarbt. Wie zuvor war
in nicht aktivierten Zellen die Verteilung von Brgl kaum detektierbar, wahrend
die H3 K4-Trimethylierung bereits stark ausgepréigt war (Abb. 4.29A). Nach Sti-
mulierung stimmte die Verteilung von Brgl in weiten Teilen mit der H3 K4-Tri-
methylierung iiberein (Abb. 4.29B). Jedoch deckten sich die Stellen mit den je-
weils hochsten Konzentrationen nicht. Die vorgestellte Analyse konnte somit kei-
nen direkten Zusammenhang zwischen Brgl-Rekrutierung und H3 K4-Trimethy-
lierung aufzeigen. Allerdings brachte sie den Nachweis, dass sich Brgl-Présenz
und H3 K4-Trimethylierung nicht ausschlieBen und zumindest zeitlich und ort-
lich zusammenfallen konnen.
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A CBP Uberlagerung Brg1

10 ym
B CBP Uberlagerung Brg1

20 um

Abbildung 4.28: Colokalisierung von Brgl mit CBP. (A) Aktivierte (2 d)
primére T-Lymphozyten wurden mit spezifischen Antikérpern gegen CBP (griin)
und Brgl (rot) gefirbt. Das mittlere Bild zeigt eine Uberlagerung. (B) Nicht
aktivierte und aktivierte (2 d) T-Zellen wurden wie in (A) geférbt. Die Zellen
sind hier in einer schwachen Vergroflerung dargestellt, um eine grole Anzahl zu
zeigen. Beispiele fiir Zellen, die besonders stark CBP exprimieren, wurden mit
weilen Pfeilen versehen, Beispiele fiir Zellen, die mehr Brgl exprimieren, mit
magentafarbenen Pfeilen.
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Abbildung 4.29: Colokalisierung von Brgl mit H3 K4-Trimethylierung.
Nicht aktivierte (A) und aktivierte (B) Lymphozyten wurden mit Antikérpern
gegen Brgl (rot) und H3 K4-Trimethylierung (griin) gefarbt.
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Die basale Transkriptionsmaschine in der T-
Zellaktivierung

5.1.1 Allgemeine Transkriptionsfaktoren

In der vorliegenden Arbeit sollten Mechanismen gefunden werden, die die Zu-
nahme der globalen Transkriptionsaktivitdt nach T-Zellstimulierung bewirken
konnen. Ausgangspunkt der Analysen war zunéchst die basale Transkriptions-
maschine. In einem einfachen Modell konnte alleine die Zunahme einer limitie-
renden Untereinheit oder die Modifikation eines kritischen Faktors eine enorm
gesteigerte Transkriptionsaktivitat ermoglichen.

Bei den meisten untersuchten GTFs war die Expression maflig hochreguliert.
Die Zunahme der GTF-Mengen kann wahrscheinlich alleine durch die allgemei-
ne Erhohung der Proteinsynthese (Pogo et al., 1966; Kay, 1968) und durch die
Zunahme des Zellvolumens aktivierter Lymphozyten (Kaczmarek et al., 1987) er-
klart werden. In der vorgestellten Analyse waren Zelldquivalente aufgetragen, wo-
durch der Effekt einer allgemein héheren Proteinmenge nicht ausgeglichen wurde
(s. Abb 4.5).

Erstaunlich war, dass sich die Menge an RAP74, der grofien Untereinheit von
TFIIF, nicht d&nderte. Dartiber hinaus war die RAP74-Konzentration in priméren
Lymphozyten vergleichbar mit der in Jurkat Zellen, wahrend alle anderen GTFs
in den transformierten Zellen deutlich hoher exprimiert waren. Man kann also
davon ausgehen, dass RAP74 schon in nicht aktivierten Lymphozyten in grofler,
nicht limitierender Menge vorliegt. Dies legt den Schluss nahe, dass RAP74 bzw.
TFIIF eine wichtige Funktion in den nicht aktivierten Zellen erfiillt. Moglicherwei-
se spielt hier die Eigenschaft von TFIIF eine Rolle, die unspezifische Bindung von
RNA-Polymerase IT an DNA zu verhindern (Conaway und Conaway, 1993). Man
konnte sich vorstellen, dass ein Teil der in nicht aktivierten T-Zellen vorhande-
nen RNA-Polymerase IT aufgrund der geringen Transkriptionsaktivitat sozusagen
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,hicht benotigt” wird. TFIIF wiirde mit diesem Teil der Polymerase in Losung
interagieren und eine unspezifische DNA-Bindung verhindern. Nach Stimulierung
konnte die RNA-Polymerase 11 direkt an aktivierte Promotoren rekrutiert wer-
den. Dieses Modell beinhaltet sicher nur eine von vielen moglichen Funktionen
von TFIIF in nicht aktivierten T-Zellen und konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht naher untersucht werden.

5.1.2 RNA-Polymerase II

5.1.2.1 Mogliche Limitierung aktiver RN A-Polymerase II in nicht ak-
tivierten Lymphozyten iiber die Menge einzelner Untereinhei-
ten

Die Untersuchung von RNA-Polymerase II, dem zentralen Element der basalen
Transkriptionsmaschine, ergab, dass die Mengen ihrer Untereinheiten reguliert
sind. Die relativ starke Zunahme der groflen Untereinheit veranlasst zu der Spe-
kulation, dass die Menge an aktiver RNA-Polymerase II moglicherweise iiber die
Verfligharkeit von hRPB1 gesteuert wird. Da hRPB1 die grofite Untereinheit ist
und zusammen mit hRPB2 die zentrale Einheit der RNA-Polymerase II bildet
(Cramer et al., 2000), wére eine Regulation der hRPB1-Menge gleichzeitig eine
Regulation der Menge an aktiver RNA-Polymerase II.

Ebenso ist die Menge der Untereinheit hRPB3 reguliert. Ihr wird eine Rolle beim
Zusammenbau der RNA-Polymerase II zugeschrieben (Cramer et al., 2000). Falls
hRPB3 in nicht aktivierten T-Zellen limitierend ist, kann dadurch der Zusam-
menbau aktiver RNA-Polymerase II und somit die Transkriptionsaktivitat einge-
schrankt werden.

Auffallend war, dass die Mengen der beiden Untereinheiten hRPB4 und hRPB7
zunahmen. In logarithmisch wachsender S. cerevisiae beobachtete man, dass
RPB4 nur in etwa 20% der RNA-Polymerase II-Komplexe vorhanden ist, wahrend
es in Hefezellen der stationdren Phase stochiometrisch vorliegt (Choder und
Young, 1993). Man denkt, dass RPB4 in der Aktivierung von Stress induzier-
ten Genen eine Rolle spielt (Choder und Young, 1993). Zudem scheint RPB4
eine wachstumsregulierende Funktion auszuiiben. Hefezellen, die diese Unterein-
heit iiberexprimieren, wachsen in der , post-logarithmischen“ Phase schneller als
Wildtypzellen (Choder, 1993). Uber die Funktion von hRPB4 in Siugerzellen ist
dagegen sehr wenig bekannt. In Hefe- wie in Saugerzellen interagiert RPB4 mit
RPB7 in einem Subkomplex, der in Hefe unter milden, denaturierenden Bedin-
gungen von der RNA-Polymerase II abgelost werden kann (Edwards et al., 1991;
Khazak et al., 1998). Man konnte die Aktivierung von T-Zellen einer Stresssitua-
tion gleichsetzen, in der hRPB4 in groflerer Menge benotigt wird. Eine parallele
Erhohung der hRPB4- und hRPB7-Mengen wiirde man erwarten, da die beiden
Untereinheiten einen Subkomplex bilden, in dem sie stochiometrisch vorliegen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten allerdings keine weiteren Analysen zur Rolle
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des hRPB4-hRPB7-Komplexes in Saugerzellen und speziell in T-Lymphozyten
durchgefiihrt werden.

5.1.2.2 Einfluss der CTD-Phosphorylierung auf die allgemeine Tran-
skriptionsaktivitat

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass die CTD-Kinase- Aktivitat in priméren Lym-
phozyten nach Stimulierung induziert wird (Garriga et al., 1998; Herrmann et
al., 1998). Dies wird vor allem auf eine Erhdhung der Cyclin T1- und der CDK9-
Menge, also der P-TEFb-Menge, zuriickgefiihrt. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde in stimulierten Lymphozyten eine Hyperphosphorylierung der CTD von
RNA-Polymerase II beobachtet. Allerdings wurde hier zum ersten Mal zwischen
der Phosphorylierung an Serin 2 (Ser2) und an Serin 5 (Serb) unterschieden. Ge-
nerell nahm die Phosphorylierung an beiden Resten deutlich zu, jedoch waren die
Modifikationen unterschiedlich auf verschiedene Zellfraktionen verteilt.

Im Augenblick geht man davon aus, dass die Phosphorylierung von Ser2 oder
Serb verschiedene Funktionszustande der RNA-Polymerase 1T im Transkriptions-
zyklus kennzeichnet. Ein aktuelles Modell besagt, dass unphosphorylierte RNA-
Polymerase II im Préinitiationskomplex an den Promotor rekrutiert wird (Ko-
marnitsky et al., 2000). Die TFIIH-Untereinheiten CDK7/Cyclin H phosphory-
lieren dann die CTD an Ser5. Die Phosphorylierung per se erleichtert die Bin-
dung von Guanylyltransferase, einem mRNA capping Enzym, wahrend speziell
die Ser5-Phosphorylierung die Aktivitdt dieses Enzyms stimuliert (Ho und Shu-
man, 1999). Nach dem Beginn der Elongation dissoziieren die capping Enzyme we-
gen der Dephosphorylierung von Ser5 oder wegen einer weiteren Modifikation der
CTD (Komarnitsky et al., 2000). Nun wird Ser2 phosphoryliert, was die Bindung
von Elongations-, Terminations- oder Prozessierungsfaktoren erleichtern konnte
(Komarnitsky et al., 2000). Gute Kandidaten fiir die Ser2-Phosphorylierung sind
P-TEFb (CDK9/ Cyclin T) und der Mediator-Komplex (CDK8/Cyclin C). Nach
einem Transkriptionszyklus wird RNA-Polymerase II von Fepl dephosphoryliert
und kann damit wieder zum Promotor rekrutiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde Ser5-Phosphorylierung vor allem in Triton-
extrakten und im Pellet von Lymphozyten beobachtet (s. 4.2.2.2). Besonders im
Tritonextrakt, das tiberwiegend cytoplasmatische und leicht extrahierbare nu-
kleare Proteine enthalt, nahm die Ser5-Phosphorylierung stark zu. Eine Quelle fiir
diese leicht extrahierbare Form der RNA-Polymerase II kénnten instabile Tran-
skriptionskomplexe sein. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass Transkripti-
onskomplexe sehr stark an DNA gebunden sind. Allerdings hat man beobachtet,
dass frithe Elongationskomplexe instabil sind und zur abortiven Transkription
neigen (Conaway et al., 2000). Moglicherweise dissoziieren diese instabilen Kom-
plexe unter den hier gewahlten Bedingungen. RNA-Polymerase II ist in diesen
Komplexen wahrscheinlich bereits an Ser5 phosphoryliert. Die starke Zunahme
der Ser5-Phosphorylierung in aktivierten T-Zellen liefe sich in diesem Fall damit
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erklaren, dass entsprechend der gesteigerten Transkriptionsaktivitat viel mehr
Transkriptionskomplexe im Stadium der frithen Elongation vorliegen.
Alternativ konnte es sich bei der Ser5-phosphorylierten RNA-Polymerase IT um
eine 16sliche Form handeln. Losliche, phosphorylierte Polymerase wurde nach os-
motischer Stimulation in Fibroblasten nachgewiesen (Bonnet et al., 1999). Diese
Form der RNA-Polymerase II, auch als Pol IIy; bezeichnet, ist wahrscheinlich
nicht an der Transkription beteiligt und wird von ERK-Kinasen phosphoryliert.
Diese phosphorylieren die CTD moglicherweise auch nach Serumstimulierung und
Hitzeschock (Dubois et al., 1994; Dubois et al., 1997). Eine Funktion der Pol 1Ty
ist jedoch nicht bekannt. In der Elektrophorese unterscheidet sich die grofie Un-
tereinheit der Pol IIy; durch ein schnelleres Laufverhalten von IIg. Man koénnte
sich vorstellen, dass bei der T-Zellaktivierung — wie bei einem der genannten
Stressstimuli — eine Hyperphosphorylierung 16slicher RNA-Polymerase II erfolgt.
ERK-Kinasen werden in T-Zellen durch PMA oder Stimulierung tiber den TCR
aktiviert (Su et al., 1994). Uber ihre Funktion in der T-Zellstimulierung ist aller-
dings wenig bekannt.
In Jurkat J6 Zellen wurden wider Erwarten keine grofleren Mengen an 10sli-
cher Serb-phosphorylierter RNA-Polymerase II beobachtet. Moglicherweise sind
in Jurkat Zellen aufgrund der Transformation andere Voraussetzungen als in
primaren Zellen gegeben. Nach Stimulierung wird zwar der MAP-Kinasen-Signal-
weg aktiviert, aber andere Proteine als RNA-Polymerase II konnten als Haupt-
substrate dienen. Falls es sich bei der loslichen Ser5-phosphorylierten Polymerase
um instabile Transkriptionskomplexe handelt, werden sie in Jurkat Zellen mogli-
cherweise durch Faktoren stabilisiert, die in primaren Zellen nicht exprimiert
werden.
Im Vergleich zur Serb-Phosphorylierung nimmt die Ser2-Phosphorylierung in
allen Fraktionen zu. Die drei chromatinhaltigen Fraktionen (Ammoniumsulfat-
Fraktion, Hochsalzextrakt, Pellet) zeigen wahrscheinlich RNA-Polymerase 11 aus
elongierenden Transkriptionskomplexen. Der Anstieg der Ser2-Phosphorylierung
nach Stimulierung spiegelt die groflere Anzahl solcher Elongationskomplexe wider.
In der 16slichen Fraktion kénnte Ser2-Phosphorylierung dagegen ein Zeichen von
Transkriptionsrepression sein. Es wurde berichtet, dass der Mediator-Komplex
16sliche RNA-Polymerase II phosphorylieren und dadurch ihre Rekrutierung an
Promotoren reprimieren kann (Hengartner et al., 1998). Von diesem Szenario
konnte auch Serb betroffen sein, da der humane Mediator-Komplex wohl beide
Serinreste phosphoryliert (Sun et al., 1998). Eine andere Quelle fiir 16sliche, Ser2-
phosphorylierte RNA-Polymerase II ist moglicherweise die Termination. Es ist
bis heute nicht klar, ob RNA-Polymerase II nach der Termination in phosphory-
lierter oder unphosphorylierter Form vorliegt. Die wichtigste Phosphatase Fcpl
kann auch 16sliches Enzym dephosphorylieren (Palancade et al., 2001). Daher ist
es durchaus moglich, dass hyperphosphorylierte RNA-Polymerase II bei der Ter-
mination von der DNA dissoziiert und in loslicher Form recycelt wird. Die Zunah-
me der Ser2-Phosphorylierung in der 16slichen Fraktion konnte also zum einen ein
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Zeichen verstiarkter Transkriptionsregulation durch den Mediator-Komplex sein.
Andererseits konnte sie durch eine erh6hte Menge an RNA-Polymerase IT aus der
Transkriptionstermination bedingt sein.

Vor kurzer Zeit wurde eine neue, wichtige Funktion der Phosphorylierung von
RNA-Polymerase II entdeckt. In S. cerevisiae werden die HMTasen Setl bzw.
Set2 durch Ser5- respektive Ser2-Phosphorylierung der CTD an den Transkrip-
tionskomplex rekrutiert (Ng et al., 2003; Li et al., 2003; Krogan et al., 2003).
Die Rekrutierung von Set1 an einen frithen elongierenden Transkriptionskomplex,
der durch Ser5-Phosphorylierung gekennzeichnet ist, fiihrt zur Trimethylierung
von H3 K4. Man glaubt, dass diese Modifikation kiirzlich transkribierte Gene
markiert (Ng et al., 2003). Set2 hingegen wird im Verlauf der Elongation iiber
Ser2-Phosphorylierung rekrutiert und scheint tiber die Methylierung von H3 K36
die Transkription positiv zu beeinflussen (Li et al., 2003; Krogan et al., 2003).
In Saugerzellen wurde ein Zusammenhang zwischen CTD-Phosphorylierung und
Histonmethylierung noch nicht nachgewiesen. Man konnte sich allerdings vorstel-
len, dass eine Zunahme der CTD-Phosphorylierung nach der T-Zellaktivierung
die Rekrutierung von Histonmethyltransferasen erleichtert und damit eine hohere
Transkriptionsaktivitat ermoglicht.

5.1.2.3 CTD-Kinasen in T-Lymphozyten

In der vorliegenden Arbeit waren die Mengen verschiedener CTD-Kinaseunter-
einheiten untersucht worden, um verantwortliche Kandidaten fiir die CTD-Hyper-
phosphorylierung nach Aktivierung zu finden. Eine Zunahme der P-TEFb-Akti-
vitat, verbunden mit der Induktion von Cyclin T1 und auch CDK9, war bereits
vor einiger Zeit beobachtet worden (Garriga et al., 1998; Herrmann et al., 1998).
Uber CDKS ist hingegen in Lymphozyten nichts bekannt. Die Analyse von Ge-
samtzellextrakten mit einem CDKS8-spezifischen Antikorper zeigte eine relativ
breite Proteinbande. Dies weist darauf hin, dass CDKS8 auch in modifizierten
Zustanden vorliegen kann. Im Vergleich zu CDK7 und Cyclin T1 wird CDKS
spater induziert. Erst nach 20 Stunden ist ein Anstieg seiner Konzentration zu
erkennen.

Von CDK7 weil man, dass seine Menge im Zellzyklus von proliferierenden Lym-
phozyten konstant ist (Bartkova et al., 1996). Herrmann und Kollegen beobach-
teten, dass bei der Stimulierung von Lymphozyten mit PMA die CDK7-Menge
gleich bleibt (Herrmann et al., 1998). Die hier gezeigten Daten zeigen jedoch,
dass CDK7 nach der Aktivierung mit einer Vielzahl von Stimuli, darunter auch
PMA, induziert wird. Dies kann mit der Beobachtung von Bartkova et al. in
Einklang gebracht werden, da dort stimulierte Lymphozyten entsprechend ihrer
Zellzyklusphase analysiert wurden. Aus diesen und den vorliegenden Daten wiirde
man schlielen, dass die Zunahme der CDK7-Menge nicht von der Proliferation,
sondern von der spezifischen Aktivierung der Lymphozyten abhangt. Eine mogli-
che Ursache fiir den Widerspruch zu den Daten von Herrmann et al. konnte sein,
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dass dort Gesamtzellextrakte benutzt wurden. Demnach fithrt PMA-Stimulierung
moglicherweise zu einer Anreicherung von CDK?7 im Kern, nicht aber in Gesamt-
zellextrakten.

Aus den vorliegenden Daten kann man auf die Induktion verschiedener CTD-
Kinasen nach T-Zellstimulierung schlieBen. Ein Anstieg der CTD-Kinase-Ak-
tivitat ist fiir die erhohte Transkriptionsaktivitat in stimulierten T-Zellen eine
wichtige Voraussetzung. Nur wenn RNA-Polymerase II in einer hoheren Anzahl
von Transkriptionskomplexen phosphoryliert werden kann, werden auch all diese
Komplexe prozessiv und effizient transkribieren. Mangelnde Kinaseaktivitat sollte
hingegen nach aktuellem Kenntnisstand zu einer Einschrankung der Transkrip-
tionsaktivitat fithren.

5.2 PRMT1 in der T-Zellaktivierung

5.2.1 Spezifische Induktion der PRMT1-Expression nach
T-Zellstimulierung

Erst in den letzten Jahren erkannte man die Bedeutung von HMTasen fiir die
Regulation der Transkription und ihren Einfluss auf den Zustand des Chroma-
tins (s. 1.1.5.1). Auf der Suche nach HMTase-Aktivititen, die sich wéhrend der
T-Zellstimulierung dndern, wurde in der vorliegenden Arbeit die Induktion einer
H4-spezifischen Aktivitdat beobachtet. Die Identitat dieser Aktivitdt konnte nicht
zweifelsfrei bestimmt werden, aber es gibt zahlreiche Hinweise, dass es sich da-
bei um PRMT1 handelt. Zum einen methyliert die induzierte Aktivitat H4 R3,
wie der Peptid-Spezifititstest zeigte. Bis jetzt ist nur PRMT1 als HMTase mit
dieser Spezifitat bekannt. Zum anderen konnte die Induktion von PRMT1 nach
T-Zellstimulierung sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene gezeigt wer-
den. Beide, die PRMT1-Menge und die H4 R3-spezifische HMTase, wurden durch
alle hier verwendeten Stimuli induziert, zeigten also gleiches Verhalten.

Zwei Beobachtungen fiihren zu der Annahme, dass die Zunahme von PRMT1
wichtig und spezifisch fiir T-Lymphozyten ist. In der vorliegenden Arbeit wur-
de gezeigt, dass in priméren Zellen (Monozyten, Hautfibroblasten) und in ei-
ner Fibroblastenlinie PRMT1 bzw. die H4-MTase-Aktivitit trotz Stimulierung
konstant bleiben. Entweder ist die PRMT1-Menge in diesen Zellen nicht limi-
tierend oder aber PRMT1 spielt hier keine essentielle Rolle. Ein zweiter Hin-
weis auf die Bedeutung von PRMT1 bzw. der Methylierung von Proteinen
im Allgemeinen kommt von verschiedenen Verdffentlichungen. Man hat beob-
achtet, dass Methyltransferase-Inhibitoren wie 5’-Deoxy-5-Methylthioadenosin
oder MDL28,842 ((Z)-5-Fluoro-4’,5’-Didehydro-5’-Deoxyadenosin) die Aktivie-
rung von Lymphozyten hemmen (Vandenbark et al., 1980; Wolos et al., 1993).
Allerdings ist nicht klar, ob dieser Effekt durch die indirekte Inhibition von Me-
thyltransferasen oder durch den Eingriff in die Nukleotidsynthese verursacht wird.
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Leider steht aktuell noch kein spezifischer Inhibitor fiir PRMT1 oder eine andere
Methyltransferase zur Verfiigung, der klarere Ergebnisse ermoglichen wiirde.
Die sperzifische Induktion von PRMT1 in T-Zellen warf die Frage auf, wie die Ex-
pression von PRMT1 reguliert sein konnte. Eine in silico Analyse des PRMT1-
Promotors zeigte mogliche Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren auf. Die
Sequenzen fiir CREB, NF-xB, NF-Y und Spl waren dabei am &hnlichsten zu den
Konsensussequenzen. CREB und NF-xB sind allgemein weit verbreitete Tran-
skriptionsfaktoren, spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der T-Zellaktivierung
(Kuo und Leiden, 1999). Der ubiquitér exprimierte Transkriptionsfaktor NF-Y,
der an der Regulation zahlreicher Gene beteiligt ist, wurde als wichtiger Aktiva-
tor bei der Expression des Ty2-spezifischen 1L4-Gens identifiziert (Szabo et al.,
1993). Spl, ebenfalls ein ubiquitir exprimierter Transkriptionsfaktor, spielt bei
der Induktion einiger Gene nach T-Zellaktivierung eine Rolle, wie z. B. GM-CSF
oder LIGHT (Cakouros et al., 2001; Castellano et al., 2002). Diese Transkriptions-
faktoren, die alle an der Regulation T-zellspezifischer Gene mitwirken, wéren also
geeignete Faktoren, um die PRMT1-Expression in T-Zellen zu regulieren.
Daneben wurde auch eine etwas weniger konservierte, potentielle Ets-1-Bindungs-
stelle gefunden. Ets-1 wird in T-, B- und NK-Zellen exprimiert (Kuo und Leiden,
1999). Zur Expression von Ets-1 nach der T-Zellaktivierung gibt es unterschied-
liche Veroffentlichungen. Bhat et al. beobachteten, dass sowohl die Protein- als
auch die mRNA-Menge von Ets-1 nach der T-Zellstimulierung abnahmen und
nach 3 Tagen wieder auf die urspriinglichen Werte anstiegen (Bhat et al., 1990).
In Lymphozyten aus Hithnern sahen Koskela und Lassila dagegen nach 3 Tagen
Aktivierung eine Zunahme der Ets-1-Expression (Koskela und Lassila, 2003).
Obwohl die Rolle von Ets-1 im Detail noch unklar ist, ist seine Bedeutung als
T-zellspezifischer Transkriptionsfaktor unumstritten. Jedoch scheint es fiir die
Regulation von PRMT1 weniger in Frage zu kommen, da seine Expression erst
spat ansteigt.

5.2.2 Mogliche Funktionen von PRMT1 wahrend der T-
Zellaktivierung

In der vorliegenden Arbeit konnte die Funktion von PRMT1 nicht identifiziert
werden. Allerdings geben einige Ergebnisse Anlass zu Spekulationen. Deshalb soll
im Folgenden auf drei mogliche Funktionen von PRMT1 eingegangen werden (s.

Abb. 5.1).

Modell A: Die Methylierung von H4 R3 erhoht die Transkriptions-
aktivitat in T-Zellen. Eine nahe liegende Aufgabe fiir PRMT1 in T-Zellen
schien die Methylierung von H4 R3 und eine damit verbundene Aktivierung
der Transkription zu sein. Wang und Kollegen zeigten, dass PRMT1 bei der
Transkriptionsaktivierung durch nukleare Hormonrezeptoren eine solche Rolle
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A) Methylierung von Histon H4 R3 erleichtert die Transkription.

B) Signalwege der T-Zellaktivierung werden durch Argininmethylierung reguliert.

D— = | )7

C) Die Prozessierung und der Transport von mRNA werden durch die Methylierung
von hnRNPs verbessert.

VAVAVAN
VAVAVAN
, VAVAVAN
VAVAVAN

Abbildung 5.1: Mogliche Funktionen von PRMT1 bei der T-Zellaktivie-
rung.

tibernehmen kann (Wang et al., 2001b). Hier wirkt PRMT1 als Coaktivator und
erleichtert durch H4 R3-Methylierung die nachfolgende Acetylierung. In der vor-
liegenden Arbeit ergab jedoch eine Untersuchung von Gesamtzellextrakten, dass
nach der Stimulierung die Gesamtmenge der H4 R3-Methylierung in T-Zellen
gleich bleibt. Man koénnte sich allerdings vorstellen, dass sich diese Modifikati-
on auf der Ebene einzelner Gene andert. Moglicherweise ist die Gesamtmenge
an methyliertem H4 R3 so grofl, dass Veranderungen auf Ebene regulierender
Gensequenzen nicht sichtbar sind. Ein geeignetes, weiterfithrendes Experiment
ware hier die Analyse der H4 R3-Methylierung einzelner Loci mittels Chromatin-
immunpréazipitation. Dies lie8 sich im Rahmen dieser Arbeit leider nicht verwirk-
lichen, da kein Antikorper verfiighar war, der sich fiir diese Methode eignete.

Modell B: Arginin-Methylierung spielt eine wichtige Rolle in Signalwe-
gen der T-Zellstimulierung. Fiir PRMT1 wurden neben H4 R3 eine Reihe
weiterer in vitro Substrate entdeckt und beschrieben, unter anderem hnRNP U,
ILF3 und RNA-Helikase A (Lee und Bedford, 2002). Die Methylierung von Argi-
ninresten scheint demnach nicht nur fiir Histone, sondern auch fiir verschiedene
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andere Proteine mit unterschiedlichen Aufgaben wichtig. Eine zentrale Funktion
von PRMT1 wurde im Interferon a//3-Signalweg gefunden (Mowen et al., 2001).
Hier methyliert PRMT1 den Transkriptionsfaktor STAT1 und verhindert da-
durch dessen Bindung an den Inhibitor PIAS1. Der methylierbare Argininrest
von STAT1 ist auch in anderen STAT-Proteinen hochkonserviert (Mowen et al.,
2001). Man konnte also davon ausgehen, dass eine dhnliche Regulation in an-
deren STAT-Signalwegen auftritt. In T-Zellen spielt STAT5 eine wichtige Rolle.
Es wird vom IL2-Signalweg aktiviert und reguliert unter anderem die Expres-
sion von CD25 (Lin und Leonard, 2000). In der vorliegenden Arbeit wurden
im Western Blot Hinweise auf eine Argininmethylierung von STAT5 gesucht, je-
doch ergaben sich keine Hinweise auf eine derartige Modifikation. Betrachtet man
die Vielzahl der Signalwege, die bei der T-Zellaktivierung mitwirken, ist es aber
durchaus moglich, dass PRMT1 eine regulatorische Funktion in einem dieser We-
ge ausiibt. Zum Auffinden entsprechender Signalwege wiirde man versuchen, an
Arginin methylierte Proteine mit spezifischen Antikorpern zu prazipitieren und
diese im Massenspektrometer zu identifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
dieses Experiment jedoch nicht durchgefiihrt.

Modell C: Verbesserte Prozessierung und Transport der mRNA
sind wichtig fiir die T-Zellaktivierung. Daneben ware eine Funktion von
PRMT1 bei der Prozessierung und beim Transport von mRNA gut vorstellbar.
Fiir diese Prozesse ist die Familie der hnRNPs, die oft an Arginin methyliert
sind, von zentraler Bedeutung. Man entdeckte, dass 65% der nukledren Protei-
ne, die eine asymmetrische Arginin-Dimethylierung aufweisen, hnRNPs sind und
dass etwa 12% aller Argininreste in diesen Proteinen methyliert sind (Boffa et
al., 1977). In S. cerevisiae wurde gezeigt, dass die hnRNPs Npl3p, Hrblp und
Nab2p an Arginin methyliert werden konnen und dass diese Methylierung den
Kernexport ermoglicht oder erleichtert (Shen et al., 1998; Green et al., 2002).
Auch in Saugerzellen fand man, dass der Transport eines hnRNPs, hnRNP A2,
iiber Arginin-Methylierung reguliert wird. Hier erlaubt die Modifikation jedoch
den Kernimport (Nichols et al., 2000). Bis jetzt weifl man nicht, was die Arginin-
methylierung auf molekularer Ebene bewirkt. Vorstellbar ware, dass diese Mo-
difikation die Interaktion mit anderen Proteinen oder mit RNA beeinflusst. Vor
einigen Jahren gab es bereits Hinweise, dass Argininmethylierung die Bindung
von hnRNP A1l an RNA beeintrachtigt (Rajpurohit et al., 1994).

In der vorliegenden Arbeit gaben Western Blots Hinweise darauf, dass die Menge
an hnRNP A1, einem der ersten nachgewiesenen Substrate von PRMT1 (Lin
et al., 1996), bei der T-Zellstimulierung zunimmt. Zudem scheint das Protein
zumindest zum Teil in Arginin-methylierter Form vorzuliegen. Dies veranlasst
zu der Spekulation, dass nach Aktivierung von T-Zellen mehr hnRNP A1 fiir
die effektive Prozessierung von hnRNA und den effektiven Transport von mRNA
aus dem Kern benotigt wird. Die Methylierungsaktivitat miisste in diesem Fall
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ansteigen, um die groflere hnRNP Al-Menge in dem bendtigten methylierten
Zustand zu halten. Dies konnte durch die Zunahme von PRMT1 erreicht werden.

Eine weitere Beobachtung der vorliegenden Arbeit ist, dass Proteine, die asym-
metrisch an Arginin dimethyliert sind, zu einem grofien Teil im Cytoplasma zu
finden sind. Dies ist erstaunlich, da PRMT1 iiberwiegend im Kern lokalisiert ist
(Tang et al., 1998). Dieser Widerspruch konnte darauf hinweisen, dass im Cyto-
plasma eine zusatzliche Methyltransferaseaktivitat zu finden ist. PRMT3, ein wei-
teres Mitglied der PRMT-Familie, ist z. B. ein cytoplasmatisches Protein. Aller-
dings scheint seine Aktivitdt viel geringer als die von PRMT1 zu sein (Tang et al.,
1998). Méglicherweise existieren weitere, unbekannte Arginin-Methyltranferasen
im Cytoplasma. FEine andere Ursache konnte der Transport methylierter Proteine
vom Kern ins Cytoplasma sein. Auf den ersten Blick scheinen hnRNPs keine Pro-
teine zu sein, die cytoplasmatisch sichtbar sind. Man findet hnRNPs tiberwiegend
im Kern (Dreyfuss et al., 1993), wo sie zu einem grofien Teil schon methyliert sind
(Boffa et al., 1977). Moglicherweise binden sie aber im Kern so an RNA oder an
andere Proteine, dass der in der vorliegenden Arbeit verwendete monoklonale
Antikorper die methylierten Argininreste nicht erkennt. Nach dem Transport ins
Cytoplasma wiirde die Bindung gelost. Der verwendete Antikorper konnte nun
die an Arginin methylierten hnRNPs erkennen. Dieses Modell konnte genauso
fiir andere exportierte Proteine gelten, wobei hnRNPs aufgrund ihrer haufigen
Argininmethylierung wahrscheinliche Kandidaten sind. Gegenwértig ist zu wenig
iiber die Funktion von hnRNPs bekannt, um dieses Modell zu stiitzen.

5.3 Histonmodifikationen und Chromatinum-
ordnung wahrend der T-Zellstimulierung

5.3.1 Lokale Anderungen der Histonmodifikationen wah-
rend der T-Zellaktivierung

Die Analyse von Histonmodifikationen wahrend der T-Zellaktivierung fiihrte in
der vorliegenden Arbeit zu einem iiberraschenden Ergebnis. Sowohl die Acety-
lierung als auch die Methylierung der Gesamthistone anderten sich kaum. Aus-
gehend von Veroffentlichungen hatte man erwartet, dass die Histonacetylierung
nach Aktivierung zunimmt und dass sich wohl auch die Methylierung einiger
spezifischer Histonreste dndert (s. Abb. 5.2B). Schon in den 60er Jahren des letz-
ten Jahrhunderts beobachteten Pogo und Kollegen, dass die Histonacetylierungs-
aktivitat in Lymphozyten nach Stimulierung zunimmt, d. h. dass mehr markier-
tes Acetat in Histone eingebaut wird (Pogo et al., 1966). Untersuchungen einer
IL-2-abhangigen murinen T-Zelllinie ergaben, dass sich der Acetylierungsgrad der
Lysine von H4 in Abhéngigkeit vom Zellzyklus &ndert (Taplick et al., 1998). In
Fibroblasten, die durch Serumentzug in einen ruhenden Zustand gebracht und
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dann wieder aktiviert werden konnen, nahm die H4-Acetylierung nach verschie-
denen Stimuli, wie FCS oder UV-Licht, stark zu (Alberts et al., 1998). Uber
die Methylierung von Histonen ist weit weniger bekannt. Man beobachtete aller-
dings in HeLa Zellen, dass sich die Methylierung von H4 R3 und von H4 K20 im
Zellzyklus verandert (Rice et al., 2002).
Obwohl in der vorliegenden Arbeit die Modifikationen der Gesamthistone im
Wesentlichen konstant blieben, ist es doch unwahrscheinlich, dass sich Histon-
modifikationen nach T-Zellstimulierung grundsétzlich nicht verédndern (vgl. Abb.
5.2A). Vielmehr wurde beobachtet, dass die Expression von CBP, aber auch von
den Histondeacetylasen HDAC1 und HDAC2 induziert wurde. Man kann wahr-
scheinlich davon ausgehen, dass nach der T-Zellstimulierung sowohl die Mengen
von HATs als auch von HDACs zunehmen. Dadurch wiirde das Gleichgewicht
der beiden Enzymarten und damit der Gesamtacetylierung bestehen bleiben. Lo-
kal, auf der Ebene einzelner Gene, konnten sich dabei die Acetylierungen durch-
aus dndern (s. Abb. 5.2C). Bei Markierungsanalysen, wie sie Pogo und Kollegen
durchfiithrten (Pogo et al., 1966), wiirde man in diesem Fall eine Zunahme der
Acetylierung beobachten. Frisch eingebautes Acetat wére markiert und wiirde de-
tektiert, wahrend das gerade abgebaute Acetat noch keine Markierung aufwiese.
Mit den Analysen von Alberts und Kollegen ist das vorliegende Ergebnis schwe-
rer in Einklang zu bringen (Alberts et al., 1998), jedoch sollte man die unter-
schiedlichen Zellsysteme beachten. Alberts et al. verwendeten eine Fibroblasten-
zelllinie, die durch Serumentzug in einen ruhenden Zustand versetzt worden war.
Die priméren T-Zellen, die in der vorliegenden Arbeit benutzt wurden, waren
von Beginn an in einem ruhenden Zustand und wurden mit 10% Serum kulti-
viert. Die Aktivierung erfolgte hier also in Gegenwart der Wachstumsfaktoren, die
im Serum enthalten sind. Dies entspricht in etwa der physiologischen Situation.
Die vorhandenen Wachstumsfaktoren konnten das Niveau der Gesamtacetylie-
rung bereits im ruhenden Zustand beeinflussen. Als weiterfithrendes Experiment
kénnte man primére T-Zellen mit wenig (1%) oder keinem Serum kultivieren.
Auch Taplick und Kollegen fiihrten ihre Analysen in einem abweichenden Zell-
system durch (Taplick et al., 1998). Im Gegensatz zu den priméren T-Zellen
der vorliegenden Arbeit benutzten sie eine T-Zelllinie, die abhéngig vom Wachs-
tumsfaktor IL-2 proliferiert. Moglicherweise bewirken alleine die unterschiedlichen
Aktivierungswege — zum einen eine Stimulierung mit PHA und PMA und zum
anderen mit IL-2 — das unterschiedliche Ergebnis. Dariiberhinaus verwendeten
Taplick und Kollegen Antikorper, die spezifisch bestimmte Reste erkannten. Das
Modifikationsmuster, das sie dabei beobachteten, konnte unter der hier vorlie-
genden Analyse der H4-Gesamtacetylierung verborgen sein. Schliefllich werden
polyklonale primére T-Zellen, die in der vorliegenden Arbeit benutzt wurden,
wahrscheinlich ungleichmafBiger aktiviert als eine monoklonale T-Zelllinie, so dass
an Zellzyklusphasen gekoppelte Veranderungen ,,verwischen®. Hier liegt auch der
Unterschied zur Analyse in HeLa Zellen von Rice und Kollegen, bei der Methy-
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lierungsédnderungen in Abhéngigkeit vom Zellzyklus beobachtet wurden (Rice et
al., 2002).

Aufbauend auf den vorgestellten Ergebnissen kann man das Modell aufstellen,
dass sich das Niveau der Histonmodifikationen global nicht dndert, aber dass
sehr wohl lokale Verdnderungen auftreten (s. Abb. 5.2C). Dies wird durch Be-
obachtungen auf Genebene gestiitzt. Auf verschiedenen aktivierten Genen wur-
de nach T-Zellstimulierung ein Anstieg der H3 K4-Trimethylierung beobachtet,
wahrend Western Blots zeigten, dass sich das Niveau dieser Modifikation glo-
bal nicht verdndert. Bedenkt man, dass etwa 75% des gesamten menschlichen
Genoms aus intergenischer DNA bestehen (Venter et al., 2001), kann man sich
eine Erweiterung dieses Modells vorstellen. Moglicherweise verursacht diese nicht-
transkribierte DNA ein Grundniveau an Histonmodifikationen. Anderungen von
Histonmodifikationen, die der Transkriptionsaktivierung, -reprimierung oder der
Vorbereitung dieser Ereignisse dienen, wiirden nur einen Bruchteil des Genoms,
namlich die Gene und ihre regulierenden Sequenzen, treffen. Mit dem Hintergrund
der Histonmodifikationen der nichtcodierenden DNA wiirden die Anderungen in
transkribierten Bereichen wenig ins Gewicht fallen. Somit bliebe das globale Ni-
veau an Histonmodifikationen gleich. Nur bestimmte Signalwege, wie z. B. die

A) Keine Veranderung der Histonmodifikationen
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auf Ebene der Gene
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Abbildung 5.2: Histonmodifikationen wahrend der T-Zellaktivierung.
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Aktivierung ruhender Fibroblasten mit Serum, wiirden zu einer globalen Ande-
rung des Modifikationsniveaus fithren.

Trotz allem scheint die lokale Anderung von Histonmodifikationen in T-Zellen
eine wichtige Rolle zu spielen. So werden in CD4"-T-Zellen die Loci von IL-
4 und INF-y nach Stimulierung an H3 und H4 acetyliert (Avni et al., 2002;
Fields et al., 2002). Entsprechend den in der Umgebung vorhandenen Cytokinen
differenzieren die CD4™-T-Zellen zu Tyl-oder Ty2-Zellen. In diesen Zelllinien
bleibt dann entweder der 1L-4- (Ty2) oder der INF-y-Locus (Ty1) hyperacety-
liert, selbst wenn die Gene nicht aktiv transkribiert werden. Histonacetylierung
korreliert hier also mit Transkriptionskompetenz (s. a. 1.2.3). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Methylierung von H3 K4 als wichtige, lokale Histonmodifikation
in T-Lymphozyten identifiziert. Nach der Aktivierung primérer T-Zellen nahm
die Trimethylierung dieser Aminosdure an den meisten der getesteten Gene zu,
was aber in der Analyse der Gesamthistonpopulation nicht ins Gewicht fallt (s. a.
5.3.3).

5.3.2 CBP als genspezifische Histonacetyltransferase oder
als allgemeiner Cofaktor mit der Aufgabe eines Brii-
ckenmolekiils

Die relativ gleich bleibenden Niveaus der Histonmodifikationen, insbesondere der
Acetylierung, waren auch unter dem Aspekt tiberraschend, dass die Menge der
Histonacetyltransferase CBP nach T-Zellstimulierung stark zunahm. Neben ei-
nem Anstieg der CBP-Menge wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass
dieser Cofaktor nach T-Zellaktivierung in offenen Chromatinregionen des Zell-
kerns konzentriert war. Auf der Ebene einzelner Gene konnte allerdings keine
Rekrutierung von CBP nachgewiesen werden.

Fiir den fehlenden Nachweis von CBP auf der Ebene einzelner Gene konnten
verschiedene technische Ursachen verantwortlich sein. Zum einen waren die be-
nutzten Bedingungen moglicherweise nicht geeignet. Dagegen spricht jedoch, dass
unter denselben Bedingungen CBP in Jurkat J6 Zellen detektiert werden konnte
(Jilnemann, in Vorbereitung). Alternativ konnte das gewéahlte Zeitfenster falsch
gewahlt worden sein. Man kann sich gut vorstellen, dass CBP nur wahrend ei-
nes bestimmten Zeitraums an ein Gen gebunden ist, z. B. wihrend der PIC-
Ausbildung. Allerdings wurden in der vorliegenden Arbeit sehr unterschiedliche
Gene benutzt — konstitutiv aktive, zellzyklusregulierte und durch T-Zellstimu-
lierung induzierte. Je nach Regulation befinden sich die Gene also in verschiede-
nen Transkriptionsphasen. Wenn CBP nun als Histonacetyltransferase eine all-
gemeine Rolle in T-Zellen spielt, wiirde man erwarten, dass CBP zumindest an
einen Teil der untersuchten Gene rekrutiert ist. Eine technische Ursache fiir die
fehlende CBP-Detektion ist demnach zwar nicht auszuschlielen, aber nicht wahr-
scheinlich.
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Daneben konnte CBP bei der T-Zellaktivierung die Funktion eines spezifischen
anstelle eines allgemeinen Cofaktors austiben. Fiir diesen Fall wurden in der vor-
liegenden Arbeit moglicherweise Gene ausgewahlt, auf denen CBP als spezifische
Histonacetyltransferase keine Rolle spielt.

Als zuséatzliche Variante kommt in Frage, dass eine andere Funktion von CBP
als seine HAT-Aktivitdat bei der T-Zellaktivierung wichtig ist. Es ist bekannt,
dass CBP als Briickenmolekiil zwischen Transkriptionsaktivatoren und der allge-
meinen Transkriptionsmaschine oder auch als Interaktionsplattform zum Aufbau
von Multiproteinkomplexen dienen kann (Chan und La Thangue, 2001). In einer
solchen Funktion konnte man erwarten, dass CBP nicht direkt an Nucleosomen
gebunden ist. Bei einer ChIP wére moglicherweise der Abstand zur DNA zu grofi,
um CBP mit der DNA zu vernetzen. Somit kénnte CBP nicht auf den spezifischen
Sequenzen nachgewiesen werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann man annehmen, dass CBP in T-
Lymphozyten wohl die Rolle einer genspezifischen Histonacetyltransferase oder ei-
nes allgemeinen Cofaktors in Form eines Briickenmolekiils ausiibt. Moglicherwei-
se treten auch beide Funktionen nebeneinander auf. Es scheint aber sicher, dass
CBP in der T-Zellstimulierung eine wichtige Aufgabe iibernimmt. Dies wird auch
durch Veroffentlichungen zur Rolle von CBP in Signalwegen der T-Zellaktivierung
deutlich (Garcia-Rodriguez und Rao, 1998; Avots et al., 1999).

5.3.3 H3 K4-Methylierung in der T-Zellaktivierung

Im vergangenen Jahr wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass der Methylie-
rungsgrad von Histonlysinresten eine Rolle in der Transkription spielt. In S. cere-
vistae beobachtete man, dass die Trimethylierung von H3 K4 nach der Transkrip-
tionsaktivierung einiger Gene zunahm, wahrend die Dimethylierung sich kaum
oder nicht dnderte (Santos-Rosa et al., 2002; Ng et al., 2003). Santos-Rosa und
Kollegen interpretieren die Trimethylierung als Zeichen von Transkriptionsakti-
vitat und die Dimethylierung als Zeichen von Transkriptionskompetenz. Ng und
Kollegen sehen dagegen die H3 K4-Trimethylierung als ,, Erinnerungsmarke® der
Transkription. Threr Meinung nach wird eine vor kurzem beendete Transkription
durch H3 K4-Trimethylierung markiert. Diese Markierung wird fiir einige Zeit
beibehalten, jedoch nicht iiber mehrere Generationen vererbt. Mittlerweile wur-
de der Methylierungsgrad von H3 K4 auch in einer humanen Glioblastomalinie
untersucht. Martens und Kollegen beobachteten, dass nach Aktivierung mit PMA
der Promotor des Collagenasegens zunachst an H3 K4 di- und danach trimethy-
liert wird (Martens et al., 2003). Die Dimethylierung féllt mit der Rekrutierung
des Prainitiationskomplexes zusammen und ist die erste Histonmodifikation, die
in Erscheinung tritt. Dimethylierte Reste werden dann in Laufe der Initiation ein
weiteres Mal methyliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals die H3 K4-Trimethylierung in
priméaren humanen Zellen untersucht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mar-
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tens und Kollegen war die H3 K4-Dimethylierung an den meisten der untersuch-
ten Gene konstant. Lediglich am 3’-Ende des CD25- und des IL-2-Gens sowie am
downstream Enhancer des TCR3-Locus nahm sie zu. Die H3 K4-Trimethylierung
hingegen erhohte sich an den getesteten Genen, aufler an EFla und H2B. Die
vorliegenden Ergebnisse entsprechen somit eher denen aus S. cerevisiae. Primére
humane Zellen lassen sich moglicherweise besser mit Hefezellen als mit einer hu-
manen Zelllinie vergleichen. Eine Zelllinie konnte durch Transformation schon zu
stark verandert sein, um den physiologischen Zustand erkennen zu lassen.
Auffallig im Vergleich zu den iibrigen Ergebnissen war die Zunahme der H3 K4-
Dimethylierung an den 3’-Enden des IL-2- und des CD25-Gens sowie am En-
hancer des TCRf3-Locus. Eine moégliche Erklarung fiir den Anstieg wére, dass
vielleicht sowohl die Di- als auch die Trimethylierung an den betreffenden Genen
deutlich ansteigen. Wéahrend nun am 5’-Ende die neu entstehenden Dimethyl-
Lysine quantitativ weiter methyliert wiirden, ist moglicherweise die Trimethylie-
rungsaktivitdt am 3’-Ende der Gene oder auch am Enhancer schwacher. Dadurch
entstdnden hier im Wesentlichen Dimethyl-Lysine. Als Folge ware eine Zunahme
der H3 K4-Dimethylierung nur am 3’-Ende sichtbar, wahrend am 5’-Ende ein
Anstieg der Trimethylierung zu beobachten ware.

Wie bei der Dimethylierung gab es auch bei der H3 K4-Trimethylierung Ausnah-
men, namlich das EF1a- und das H2B-Gen. Bei beiden Genen blieb die Methylie-
rung konstant, wahrend RNA-Polymerase II rekrutiert wurde. Von Histongenen
weifl man, dass ihre Expression in der S-Phase des Zellzyklus zunimmt (Uber—
sicht in Osley, 1991; Marzluff und Duronio, 2002). Die H3 K4-Trimethylierung
des H2B-Gens in nicht stimulierten T-Zellen resultiert moglicherweise daher, dass
das Gen hier bereits exprimiert wird. Zudem beruht die héhere Expression der
Histone in der S-Phase zum Teil auch auf der effizienteren Prozessierung der
pra-mRNA. Bei EFla dagegen beobachtete man wéahrend der Differenzierung
naiver T-Zellen in Ty1- oder Ty2-Zellen konstante RNA-Mengen (Hamalainen
et al., 2001). Die Rekrutierung von RNA-Polymerase II — und damit die Tran-
skriptionsaktivierung — in der vorliegenden Arbeit beruht moglicherweise auf der
unterschiedlichen Aktivierung. Hamalainen und Kollegen stimulierten naive T-
Zellen mit CD32-B7-exprimierenden Fibroblasten und PHA in Gegenwart von
Cytokinen. Die relativ konstante H3 K4-Trimethylierung des EF1la-Gens mag
hingegen wie auch bei H2B dadurch verursacht sein, dass es bereits in ruhenden
Zellen exprimiert wird.

Man weif3, dass die H3 K4-Trimethylierung in S. cerevisiae von Setl katalysiert
wird (Santos-Rosa et al., 2002). Dagegen ist nicht sicher, welches Enzym diese
Modifikation in hoheren eukaryontischen Zellen erzeugt. Gute Kandidaten sind
Set7/9 und MLL. Allerdings konnte bis jetzt fiir beide Enzyme noch keine H3 K4-
Trimethyltransferaseaktivitét gezeigt werden (Wang et al., 2001a; Nishioka et al.,
2002a; Milne et al., 2002). Martens und Kollegen beobachteten eine Korrelation
zwischen der H3 K4-Di- bzw. Trimethylierung und der Anwesenheit von Set9
auf dem Promotor des Collagenasegens (Martens et al., 2003). Diese Beobach-
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tung gibt zumindest einen Hinweis darauf, dass Set9 diese Funktion in hoheren
Eukaryontenzellen erfiillen konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei der T-Zellstimulierung die
H3 K4-Trimethylierung aktivierter Gene ansteigt. H3 K4-Methylierung und ins-
besondere H3 K4-Trimethylierung sind ein Merkmal aktiv transkribierter Gene
(Strahl et al., 1999; Santos-Rosa et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass H3 K4-
Trimethylierung die Transkription erleichtert (Nishioka et al., 2002a), wofiir ver-
schiedene Mechanismen denkbar sind (s. Abb. 5.3). Die Methylierung von H3 K4
kann andere aktivierende Histonmodifikationen, wie z. B. die Acetylierung von
H3 und H4 (Wang et al., 2001a), erleichtern. Daneben kann sie Histonmodifi-
kationen unterbinden, die eine Voraussetzung fiir die Heterochromatinbildung
sind, wie z. B. die Methylierung von H3 K9 (Wang et al., 2001a; Nishioka et al.,
2002a). AuBerdem verhindert die H3 K4-Methylierung die Bindung von reprimie-
renden Faktoren wie dem NuRD-Komplex (Nishioka et al., 2002a; Zegermann et
al., 2002). Moglicherweise erleichtert sie andererseits auch die Rekrutierung ak-
tivierender Faktoren. Die Methylierung von H3 K4 ist demnach ein wichtiges
Instrument zur Regulierung der Transkriptionsaktivitat, das auch in T-Zellen
zum Einsatz kommt.

A) Verhindern weiterer B) Erleichtern weiterer

Histonmodifikationen Histonmodifikationen

H3
K4-M

C) Inhibieren der Bindung D) Rekrutieren von

von Faktoren Faktoren

Komplex Ha
H3 /\ Ha K4-M
Ha K4-Me

Abbildung 5.3: Mogliche Funktionen der H3 K4-Methylierung.
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5.3.4 Die Anderung der Chromatinstruktur in der T-Zell-
aktivierung

Schon seit vielen Jahren ist bekannt, dass die Stimulierung ruhender T-Lympho-
zyten mit Anderungen der Chromatinstruktur sowohl auf der Ebene des Zellkerns
(Tokuyasu et al., 1968; Kaczmarek et al., 1987) als auch auf der Ebene von Ge-
nen (Siebenlist et al., 1986; Rao et al., 2001) einhergeht (s. a. 1.2.3). Entgegen
der Lehrbuchmeinung (Janeway und Travers, 1996) und fritherer Verdffentlichun-
gen (Tokuyasu et al., 1968; Kaczmarek et al., 1987) wurde in der vorliegenden
Arbeit beobachtet, dass das Chromatin nicht aktivierter Lymphozyten nicht in
einem stark kondensierten Zustand vorliegt. Vielmehr war hier ein intermediarer
Zustand zwischen kondensiertem und dekondensiertem Chromatin zu erkennen.
Man kann diese intermedidre Chromatinstruktur als eine Art , Wartestruktur
interpretieren. Das nicht zu stark kondensierte Chromatin erlaubt wahrscheinlich
unmittelbar nach Aktivierung die schnelle Umverteilung von Transkriptionsfak-
toren und -cofaktoren und damit auch die schnelle und effiziente Steigerung der
Transkriptionsaktivitat. Nach Stimulierung bilden sich sehr dichte und sehr offe-
ne Chromatinregionen aus. Diese Beobachtung auf der Ebene des Zellkerns ent-
spricht den Vorgangen auf Ebene der Expression einzelner Gene. So haben Teague
und Kollegen festgestellt, das es nach der Stimulierung von T-Lymphozyten so-
wohl zur Induktion als auch zur Repression von Genen kommt (Teague et al.,
1999). Diese Regulation auf der Ebene einzelner Gene kénnte mit der Ausbil-
dung dichter und offener Regionen korrelieren.

Nicht nur an der DNA, sondern auch an modifizierten Histonen zeigt sich die
Anderung der Chromatinstruktur nach T-Zellaktivierung. In der vorliegenden
Arbeit wurde beobachtet, dass die H3 K4-Di- und vor allem die Trimethylie-
rung nach Stimulierung in offenen Chromatinregionen und in angrenzenden Be-
reichen konzentriert sind. Die H3 K9-Dimethylierung dagegen — im Allgemei-
nen ein Kennzeichen von Heterochromatin — blieb nach Aktivierung im ganzen
Kern lokalisiert. Die Verteilung des Heterochromatins kénnte sich zwar nach T-
Zellstimulierung éndern, wurde aber mit dem verwendeten Antikorper vermutlich
nicht detektiert. Maison und Kollegen beobachteten, dass sie perizentrisches He-
terochromatin nur mit Antikorpern gegen verzweigte, methylierte H3-Schwanze
nachweisen konnten (Maison et al., 2002). Antikérper gegen lineare Peptide, wie
sie in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, erlaubten diesen Nachweis hin-
gegen nicht. Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bleibt die Lokalisie-
rung der allgemeinen H3 K9-Methylierung, die nicht mit Heterochromatin korre-
liert, nach Aktivierung unveréndert.

Die Experimente, mit denen die Lokalisierung der H3 K4-Methylierung analy-
siert wurden, lieen die Frage offen, in welcher Reihenfolge die Dekondensierung
des Chromatins und die Methylierung von H3 K4 ablaufen. Einerseits konnte
die Methylierung von H3 K4 der Rekrutierung von chromatin remodeling Kom-
plexen dienen, die zur Dekondensierung des Chromatins fithren. Moglicherweise
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gibt es Domanen, die spezifisch methyliertes H3 K4 erkennen, so wie die Bromo-
doméne acetylierte Lysine (Dhalluin et al., 1999) bindet und die Chromodoméne
methyliertes H3 K9 (Bannister et al., 2001). Andererseits kénnte die Offnung
des Chromatins eine Voraussetzung fiir die Rekrutierung von H3 K4-spezifischen
HMTasen sein. In diesem Fall mag die H3 K4-Methylierung notwendig sein, um
die offene Chromatinstruktur aufrechtzuerhalten.

Aufbauend auf &lteren Veroffentlichungen gibt die vorliegende Arbeit Hinwei-
se darauf, dass die Umordnung der Chromatinstruktur ein wichtiger Prozess in
der T-Zellaktivierung ist. Der Schritt zu einer Chromatinstruktur mit offenen
und kondensierten Regionen wird auch bei der Betrachtung von Jurkat Zellen,
einer transformierten T-Zelllinie, deutlich. In diesen transkriptionell sehr akti-
ven Zellen sind offene und kondensierte Bereiche noch starker ausgepréagt als in
aktivierten primaren Lymphozyten. Daneben unterstiitzen die Ergebnisse die Be-
deutung der H3 K4-Trimethylierung sowie der Cofaktoren Brgl und CBP fiir die
T-Zellstimulierung. IThre Lokalisierung in dekondensierten Regionen des Zellkerns
weist auf ihre Funktion bei der Transkriptionsaktivierung hin.

5.4 Der SWI/SNF-Komplex in der T-Zellstimu-
lierung

5.4.1 Mogliche Aufgaben von SWI/SNF-Komplexen bei
der T-Zellaktivierung

Erst vor kurzem wurde eine essentielle Funktion von SWI/SNF-Komplexen bei
der Entwicklung von T-Zellen aufgedeckt. SWI/SNF-Komplexe aus Séugern,
auch BAF-Komplexe (Brg/Brm assoziierte Faktoren) genannt, regulieren die
Expression der Corezeptoren CD4 und CD8 in Thymozyten (Chi et al., 2002).
Die thymozytenspezifische Deletion des Brgl-Gens, einer der beiden alternativen
ATPase-Untereinheiten in BAF-Komplexen aus Saugern, fiihrte zur Blockierung
einzelner Entwicklungsstufen in doppelnegativen, d. h. CD4~ CD8~, T-Zellen
(Chi et al., 2003). Interessanterweise erfiillt Brm, die zweite der beiden alternati-
ven ATPase-Untereinheiten, eine andere Funktion als Brgl. In Brm~/~ MAusen
scheint ndmlich die Entwicklung der Thymozyten nicht beeintréchtigt (Reyes et
al., 1998; Chi et al., 2002).

Auch in reifen, ruhenden T-Lymphozyten wurden Hinweise auf eine wichtige Rol-
le von Brgl gefunden. Zhao und Kollegen beobachteten, dass nach T-Zellstimu-
lierung Brgl bzw. BAF-Komplexe an die nukleidre Matrix rekrutiert werden (Zhao
et al., 1998). Die Rekrutierung erfordert das Membranlipid Phosphatidylinositol-
4,5-diphosphat und wird iiber die Untereinheiten Brgl, BAF57 und (-Actin
ermdglicht (Zhao et al., 1998; Rando et al., 2002). Reife, periphere T-Zellen, de-
nen Brgl fehlt, zeigen eine stark eingeschrinkte Proliferation nach Aktivierung
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mit verschiedenen Stimuli (Gebuhr et al., 2003). Zusammen mit diesen Beobach-
tungen unterstiitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Annahme, dass
Brgl in T-Lymphozyten wichtige Aufgaben tibernimmt.

Allerdings sind die exakten Funktionen von BAF-Komplexen noch nicht bekannt.
So weil man nicht, ob sie als allgemeine chromatin remodeling Komplexe agieren
oder nur ein bestimmtes Repertoire an Genen regulieren. In S. cerevisiae stellte
man fest, dass die Expression von nur etwa 1-6% der Gene vom SWI/SNF-
Komplex abhéngig ist (Holstege et al., 1998; Sudarsanam et al., 2000). Dagegen
beobachteten Armstrong und Kollegen, dass der BRM-Komplex aus D. mela-
nogaster die globale Transkription stark erleichtert (Armstrong et al., 2002). In
Saugern sind auf Zellebene weder Brgl noch Brm essentiell, obwohl homozygote
Méuseembryos mit einer Brgl-Nullmutation vor der Implantation sterben (Reyes
et al., 1998; Bultman et al., 2000). Aufgrund dieser Veroffentlichungen kann man
annehmen, dass zumindest Brgl zunéchst fiir die frithe Embryonalentwicklung
und spater auch fiir die Entwicklung bestimmter Zelltypen, wie T-Lymphozyten
(s. 0.), essentiell ist. Demnach beeinflussen BAF-Komplexe in solchen Zellen ent-
weder zentrale Signalwege oder aber sie iiben eine Funktion als globale Transkrip-
tionsregulatoren aus.

SWI/SNF-Komplexe wurden zunéchst als aktivierende Cofaktoren identifiziert,
die indirekt moglicherweise auch die Expression einiger Gene reprimieren. In den
letzten Jahren fanden sich jedoch zahlreiche Hinweise, dass SWI/SNF-Komplexe
auch direkt an der Repression von Genen beteiligt sein kénnen (Ubersicht in
Martens und Winston, 2003; s. a. 1.1.5.3). Gerade bei der Stimulierung von T-
Lymphozyten ware es durchaus denkbar, dass BAF-Komplexe sowohl eine ak-
tivierende als auch eine reprimierende Funktion ausiiben. Denn hier steigt be-
kanntlich nicht nur die allgemeine Transkriptionsaktivitat an, sondern es kommt
auch zur Repression zahlreicher Gene (Teague et al., 1999). Hieraus ergibt sich
die Frage, wie die verschiedenen Funktionen von BAF-Komplexen in derselben
Zelle differenziert werden konnen. Eine Moglichkeit ware, dass unterschiedlich
zusammengesetzte BAF-Komplexe leicht unterschiedliche Aktivitaten haben und
mittels bestimmter Aktivatoren, Cofaktoren oder Histonmodifikationen spezifisch
rekrutiert werden (s. a. 5.4.2). Die tatsichliche Existenz solcher heterogener BAF-
Komplexe in einzelnen Zelltypen wurde von Wang und Kollegen gezeigt (Wang
et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisierung von Brgl in offenen Chroma-
tinregionen und seine Rekrutierung an aktivierte Gene gezeigt. Diese Beobach-
tungen weisen auf die Funktion von BAF-Komplexen als Coaktivatoren in Lym-
phozyten hin. Allerdings kénnen sie eine mogliche Rolle von Brgl als Repressor
nicht ausschliefen. Zudem konnte fiir eine Reihe unterschiedlicher Gene beob-
achtet werden, dass Brgl nach Stimulierung rekrutiert wird. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass Brgl als allgemeiner Cofaktor bzw. als Cofaktor mit einer grofien
Zielgruppe an Genen dient.
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5.4.2 Potentielle Wege der Rekrutierung von SWI/SNF

Die Rekrutierung von BAF-Komplexen ist ein wichtiger Vorgang, der ebenfalls
im Detail nicht bekannt ist. Prinzipiell kann man zwei Moglichkeiten der Re-
krutierung unterscheiden: zum einen iiber die Bindung an andere Proteine oder
Proteinkomplexe, oder aber iiber die direkte Bindung an DNA bzw. Chromatin
(s. Abb. 5.4).

A) Rekrutierung Uber Proteine

i) Rekrutierung Uber ii) Rekrutierung uber iii) Rekrutierung tber
Transkriptions- Cofaktoren das Holoenzym

faktoren (TF)
‘ \._Mmerase ||
® e
[ 1

B) Bindung an DNA und Chromatin

i) Direkte Bindung ii) Bindung Uber
an DNA modifizierte Histone

Abbildung 5.4: Mogliche Rekrutierungsmechanismen von SWI/SNF-
Komplexen.

Sowohl in Hefe als auch in Saugerzellen hat man die Interaktion von
SWI/SNF-Komplexen mit vielen spezifischen Transkriptionsfaktoren beobach-
tet. SWI/SNF-Komplexe aus S. cerevisiae interagieren z. B. mit den Aktivatoren
Gend, Hap4, Swib und VP16 (Neely et al., 1999), wiahrend Brgl in humanen Zel-
len unter anderem mit zahlreichen Zinkfingerproteinen wechselwirken kann (Ka-
dam und Emerson, 2003). Im Augenblick geht man davon aus, dass SWI/SNF-
Komplexe generell iiber solche Transkriptionsfaktoren an ihre Zielpromotoren
rekrutiert werden (Martens und Winston, 2003).

Allerdings gibt es auch Beispiele fiir abweichende Rekrutierungsmechanismen. So
wird z. B. bei der Aktivierung durch den Thyroidhormon- oder den Androgen-
rezeptor der SWI/SNF-Komplex iiber den Cofaktor CBP/p300 an den Pro-
motor gebunden (Huang et al., 2003). Man kann als weitere Moglichkeit also
die Rekrutierung von BAF-Komplexen mittels Briickenmolekiilen, die als Inter-
aktionsplattformen dienen, ins Auge fassen. Ein anderer Weg ist die Einbin-
dung des SWI/SNF-Komplexes in das RNA-Polymerase II-Holoenzym. Studien
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in Hefe und in humanen Zelllinien zeigten, dass Untereinheiten des SWI/SNF-
Komplexes zusammen mit RNA-Polymerase I1 aufgereinigt bzw. coprazipitiert
werden konnen (Wilson et al., 1996; Cho et al., 1998; Neish et al., 1998). Jedoch
widerlegen neuere Studien, dass diese Interaktion im Allgemeinen der Rekru-
tierung von SWI/SNF-Komplexen dient (Ubersicht in Peterson und Workman,
2000).
SWI/SNF-Komplexe kénnten alternativ auch durch die direkte Bindung an DNA
oder Chromatin rekrutiert werden. Wang und Kollegen identifizierten BAF57, ei-
ne Untereinheit von BAF-Komplexen ohne Homolog in S. cerevisiae, als DNA
bindendes Protein (Wang et al., 1998). Jedoch scheint diese Untereinheit, zumin-
dest in vitro, nicht essentiell fiir die Bindung von SWI/SNF-Komplexen an DNA
zu sein. Dagegen ermoglicht die Bromodoméne von Swi2/Snf2; der homologen
Untereinheit von Brgl und Brm in S. cerevisiae, die Verankerung von SWI/SNF-
Komplexen an acetylierten Nucleosomen-Arrays (Hassan et al., 2002). Auf die-
se Weise bleiben die Komplexe selbst nach der Dissoziation von spezifischen
Transkriptionsfaktoren assoziiert. Auch in Sdugern scheint die Bromodoméne die
Rekrutierung von BAF-Komplexen zu beeinflussen. Biggs und Kollegen beob-
achteten, dass Brm nicht mehr fest mit dem Kern assoziiert war, nachdem ein
grofer Teil der Bromodoméne durch Cathepsin G abgespalten worden war (Biggs
et al., 2001). Neben der Bromodoméne, die acetylierte Lysine, insbesondere an
Histonen, bindet, ist nur die Chromodoméne als Nucleosomen bindende Ein-
heit bekannt (s. a. 1.1.5.1). Sie interagiert spezifisch mit methyliertem H3 K9,
ist aber in SWI/SNF-Komplexen nicht vorhanden. Man konnte sich vorstellen,
dass noch nicht identifizierte Doméanen in BAF-Komplexen mit bestimmten Hi-
stonmodifikationen — oder auch mit Kombinationen spezifischer Modifikationen
— interagieren. Die grofie Zahl moglicher Histonmodifikationen, ihre Kombination
und die unterschiedlichen Modifikationsgrade ergeben eine Vielzahl von Interak-
tionsoberflachen, so dass iiber die Bindung geeigneter Doméanen die spezifische
Rekrutierung von BAF-Komplexen mdoglich ware.
In der vorliegenden Arbeit konnte nach T-Zellstimulierung die Rekrutierung von
Brgl und die Zunahme der H3 K4-Trimethylierung an aktivierten Genen beobach-
tet werden, nicht aber die Zunahme der H3 K4-Dimethylierung oder der H3 K14-
Acetylierung. Moglicherweise dient also die H3 K4-Trimethylierung als Interakti-
onsoberflache oder als Teil einer Interaktionsoberflache fiir die Rekrutierung von
BAF-Komplexen. Bisher konnte jedoch eine Bindung von SWI/SNF-Komplexen
an Histon-H3-Peptide mit methyliertem K4 nicht nachgewiesen werden (E. Bla-
zek, personl. Mitteilung). Dies kénnte unter Umstédnden aber auch daran liegen,
dass die Interaktionsoberflache komplexer als das trimethylierte H3 K4 ist und
zusatzliche Modifikationen auf H3 oder auch H4 zur Interaktion benotigt werden.
Obwohl an einigen Modellgenen sowohl in Hefe als auch in Humanzelllini-
en die Rekrutierung Chromatin modifizierender Enzyme und der basalen Tran-
skriptionsmaschine in Einzelheiten untersucht worden ist, hat sich bislang kein
einheitliches Bild ergeben, wie und wann der SWI/SNF-Komplex an aktivierte
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Gene rekrutiert wird. In S. cerevisiae wird der SWI/SNF-Komplex mit Hilfe des
Aktivators Swib an das HO-Gen rekrutiert, was wiederum die Voraussetzung fiir
die folgende Rekrutierung des SAGA-Komplexes ist (Cosma et al., 1999). Da-
gegen wird die Rekrutierung des humanen BAF-Komplexes an das IFN-3-Gen
durch die vorhergehende Acetylierung der Promotor-Nucleosomen erleichtert und
erst in Anwesenheit von CBP moglich (Agalioti et al., 2000). Wahrend bei den
beiden angefiithrten Beispielen die Bildung des PIC der letzte Schritt in der Gen-
aktivierung ist, werden die Elemente der basalen Transkriptionsmaschine beim
Collagenasegen und beim «;-Antitrypsingen schon sehr frith gebunden (Martens
et al., 2003; Soutoglou und Talianidis, 2002). Bei diesen beiden Genen ist die Re-
krutierung des SWI/SNF-Komplexes der letzte Schritt bei der Genaktivierung.
Die angefiithrten Beispiele lassen vermuten, dass die Art und der Zeitpunkt der
Rekrutierung des SWI/SNF-Komplexes je nach Gen variiert. Letztendlich scheint
die Rekrutierung des SWI/SNF-Komplexes auf unterschiedlichen Mechanismen
zu beruhen, deren Kombination vielleicht eine Anpassung an die Regulation des
aktivierten Gens ermoglicht.

5.4.3 Modell fir die Funktion von Brgl in T-Lympho-
zyten

Aufbauend auf den vorgestellten Veroffentlichungen und den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit kann man ein Modell aufstellen, wie BAF-Komplexe in priméren
T-Zellen nach Stimulierung funktionieren und wie sie rekrutiert werden konnten
(s. Abb. 5.5). Nach der Aktivierung von T-Lymphozyten nimmt, wie hier gezeigt
wurde, die Menge an Brgl stark zu. Unter der Voraussetzung, dass die anderen
BAF-Untereinheiten nicht limitierend sind, steigt dadurch die Konzentration an
aktiven BAF-Komplexen an. Schon zu Beginn der Aktivierung kann die lokale
Konzentration in bestimmten Kernregionen erhéht werden, da BAF-Komplexe
rasch mit der nuklearen Matrix assoziieren. Mit Hilfe dieser beiden Mechanismen
ist es moglich, die Menge an verfiigbaren BAF-Komplexen rasch und andauernd
zu erhohen.

Sind nun — im Vergleich zu ruhenden T-Zellen — geniigend BAF-Komplexe nahe
transkriptionell inaktiver Chromatinregionen vorhanden, kann man sich zwei na-
he liegende Szenarien vorstellen. BAF-Komplexe werden spezifisch mittels Tran-
skriptionsaktivatoren an die zu aktivierenden Gene rekrutiert. Alternativ ist die
Konzentration an BAF-Komplexen ausreichend, so dass diese iiber ihre DNA und
Chromatin bindenden Eigenschaften an geeignete Bindungsstellen der inaktiven
Chromatinregionen binden. Nach der Rekrutierung der BAF-Komplexe ,,6ffnen*
diese die , geschlossene Chromatinstruktur. Dies ermoglicht die Bindung der
benotigten Transkriptionsfaktoren und -cofaktoren mit Hilfe spezifischer Akti-
vatoren. Beide Szenarien lassen eine spezifische Aktivierung von Genen zu, da
in jedem Fall genspezifische Aktivatoren erforderlich sind. Falls BAF-Komplexe
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Abbildung 5.5: Vereinfachtes Modell der Funktion von BAF-Komplexen
bei der Aktivierung von T-Lymphozyten. Nach der T-Zellaktivierung
(Blitz) wird die Expression von Brgl (blau) erhoht. BAF-Komplexe (blau) bin-
den mit oder ohne Hilfe von Transkriptionsaktivatoren (gelb) an transkriptionell
inaktive Regionen (rot) und ,6ffnen” die Chromatinstruktur (griin). Dadurch
konnen Transkriptionsfaktoren, -cofaktoren und die Transkriptionsmaschine (vio-
lett) leichter und effizienter binden. Dies fithrt zu einer Erhéhung der allgemeinen
Transkriptionsaktivitét (s. a. Text).
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nur iiber ihre eigenen potentiellen Chromatinbindungsdoménen rekrutiert wer-
den, sind zur endgiiltigen Aktivierung bestimmter Gene Transkriptionsaktiva-
toren notwendig, die die Cofaktoren und Elemente der basalen Transkriptions-
maschine rekrutieren. FEine unspezifische Aktivierung aller Gene im ,,geoffneten®
Chromatin ist demnach nicht moglich. Wahrscheinlich spielen daneben auch Hi-
stonmodifikationen bei der Bindung von BAF-Komplexen eine Rolle. Der in der
vorliegenden Arbeit beobachtete Anstieg der H3 K4-Trimethylierung gibt Hin-
weise darauf, dass diese Modifikation méglicherweise in Zusammenhang mit der
Rekrutierung von SWI/SNF-Komplexen steht.

Zusammenfassend lésst sich also sagen, dass es nach der T-Zellaktivierung zu
einer erheblichen Zunahme der verfiigharen, aktiven BAF-Komplexe kommt. Da-
durch kann das Chromatin in T-Zellen effizient von seiner ,,ruhenden® in eine ak-
tive Struktur umgewandelt werden. Die neue Chromatinstruktur wird so zugéng-
lich fiir die Bindung von Transkriptionsaktivatoren, -cofaktoren und der basalen
Transkriptionsmaschine. Letztendlich ist diese ,,Offnung® eine Voraussetzung fiir
die Erhoung der Transkriptionsaktivitat, weil nur in leicht zuganglichem Chro-
matin Gene effizient transkribiert werden kénnen.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Die Genexpression spielt in allen Lebewesen eine wichtige Rolle. Sie ermoglicht
die Entwicklung von Organismen, die Differenzierung von Geweben und die An-
passung an veranderte Umweltbedingungen. Dabei stellt die Transkription als
erster Schritt der Expression einen zentralen Regulationspunkt dar. Seit vielen
Jahrzehnten sind daher, neben der Aufklarung genspezifischer Regulationswege,
grundlegende Mechanismen der Transkriptionsregulation von groflem Interesse.
Die meisten Erkenntnisse zum Ablauf der Transkription in Sdugerzellen stammen
aus transformierten Zelllinien. Diese liefern zwar grofie Materialmengen konstan-
ter Qualitat, unterscheiden sich aber deutlich von priméren Zellen. Eines der
wenigen primaren Zellsysteme, das sich gut zur Untersuchung der allgemeinen
Transkriptionsregulation eignet, bilden primare humane T-Lymphozyten. Diese
Zellen, die aus menschlichem Blut gewonnen werden, liegen in einem ruhenden
Zustand (Go-Phase) vor. Im Korper werden T-Zellen nach dem Eindringen von
Krankheitserregern durch spezifische Antigene stimuliert, wahrend in Experimen-
ten verschiedene chemische und biologische Substanzen die Aktivierung simulie-
ren konnen. Aktivierte Lymphozyten zeichnen sich im Vergleich zu ruhenden
durch hohere Transkriptionsaktivitat, verstarkte Proteinsynthese, Proliferation
und veranderte Genexpression aus. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
welche Mechanismen in T-Lymphozyten die allgemeine Transkriptionsaktivitat
regulieren und zu ihrer Zunahme nach Stimulierung fithren kénnen.

Die Analyse der Proteinmengen genereller Transkriptionsfaktoren zeigte, dass ih-
re Konzentrationen nach Stimulierung nur maflig anstiegen. Damit sind diese Ele-
mente der basalen Transkriptionsmaschine in ruhenden T-Zellen — im Vergleich
zu aktivierten — nicht limitierend. Dagegen verhielten sich die Mengen der Un-
tereinheiten von RNA-Polymerase II nach T-Zellaktivierung unterschiedlich. Die
grofite Untereinheit hRPB1 sowie die strukturell wichtige Untereinheit hRPB3
nahmen nach Aktivierung deutlich zu. Thre Limitierung in ruhenden Lymphozy-
ten konnte die aktive Menge an RNA-Polymerase II regulieren, die nach Stimulie-
rung aufgrund der Zunahme von hRPB1 und hRPB3 ansteigen wiirde. Wahrend
die Mengen anderer getesteter Untereinheiten konstant blieben, stiegen die Kon-
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zentrationen der Untereinheiten hRPB4 und hRPB7 ebenfalls an. Die Homologe
dieser Untereinheiten beeinflussen in S. cerevisiae die Stressantwort.

Eine weitere Moglichkeit zur Transkriptionsregulation wurde in der Phos-
phorylierung der groflen Polymeraseuntereinheit hRPB1 gefunden. Nach T-
Zellaktivierung nahm die Phosphorylierung sowohl an Serin 2 als auch an
Serin 5 der C-terminalen Doméne (CTD) zu. Da die Phosphorylierung der
CTD die Bindung von Elongations-, Terminations- und Prozessierungsfakto-
ren ermoglicht, bewirkt sie nach heutigem Kenntnisstand eine Steigerung der
Prozessivitat und der Effizienz der Transkription und damit auch der allgemei-
nen Transkriptionsaktivitat. Neben der bekannten Zunahme der P-TEFb-Menge
nach T-Zellstimulierung (Garriga et al., 1998) wurde in der vorliegenden Arbeit
auch ein Anstieg der CDK7- und der CDKS8-Konzentration beobachtet. Dem-
nach sind alle drei bekannten CTD-Kinasen, P-TEFb (CDK9/Cyclin T), TFIIH
(CDK7/Cyclin H) und Mediator (CDK8/Cyclin C), potentielle Regulatoren der
Transkriptionsaktivitat in T-Lymphozyten.

Nicht am Enzym, sondern am template setzt die Regulation der Transkription
durch die Chromatinstruktur an. Die Analyse von Histon modifizierenden Ak-
tivitdten in wvitro zeigte, dass nach T-Zellstimulierung eine Aktivitat, die Hi-
ston H4 methylierte, zunahm. Der Aktivitatsanstieg wurde durch verschiede-
ne Stimuli induziert und war spezifisch fiir primare T-Lymphozyten im Ver-
gleich zu anderen priméaren Zellen und zu transformierten Jurkat Zellen. Spe-
zifizitatstests mit Peptiden und gleiches Induktionsverhalten lieen darauf schlie-
Ben, dass es sich bei der Aktivitdt wahrscheinlich um PRMT1 handelt, das Hi-
ston H4 an Arginin 3 (H4 R3) methylieren kann. Fiir PRMT1 konnte nach T-
Zellstimulierung eine Zunahme sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
gezeigt werden. Uberraschenderweise blieb die Menge an methyliertem H4 R3
nach T-Zellaktivierung konstant. Auf der Suche nach alternativen Substraten
von PRMT1 in T-Lymphozyten zeigte sich, dass die Menge an hnRNP A1 nach
T-Zellstimulierung zunahm und dass das Protein an Arginin methyliert war.
Moglicherweise erlaubt die Methylierung von hnRNP A1 in T-Lymphozyten eine
effizientere Prozessierung und einen effizienteren Transport von RNA. PRMT1
ware somit kein direkter Regulator der Transkriptionsaktivitat. Es wiirde aber
die Voraussetzungen dafiir schaffen, dass nach der T-Zellaktivierung die grofleren
RNA-Mengen schnell und effektiv genutzt werden kénnen.

Die bekannten Zusammenhange zwischen Histonmodifikationen und der tran-
skriptionellen Aktivitdt von Chromatin lielen vermuten, dass es wahrend der
T-Zellstimulierung zu Anderungen der Histonmodifikationen kommt, die die Er-
hohung der Transkriptionsaktivitat widerspiegeln. Die Analyse von Histonmodi-
fikationen in Gesamtzellextrakten zeigte jedoch, dass sowohl die Acetylierung als
auch die Methylierung von Histonen mehr oder weniger konstant blieb. Allerdings
konnte auf der Ebene einzelner Zellen beobachtet werden, dass sich die Lokali-
sierung der Lysin 4-Methylierung auf Histon H3 (H3 K4) &nderte. In aktivierten
T-Lymphozyten konzentrierten sich die H3 K4-Di- und Trimethylierung in offe-
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nen Chromatinregionen, die sich nach der Stimulierung ausbildeten. Die relativ
gleichmaflige Chromatinstruktur ruhender Lymphozyten verwandelte sich nach
Aktivierung in sehr dichte und in offene Regionen. Dies steht im Gegensatz zu
fritheren Veroffentlichungen, wo berichtet wurde, dass die Heterochromatin ahn-
lichen Kerne ruhender T-Zellen nach Stimulierung eine starke Dekondensierung
erfuhren.

Die Analyse von Cofaktoren, die das Chromatin umstrukturieren und Histone
modifizieren kénnen, zeigte, dass die Mengen der SWI/SNF-Untereinheit Brgl
und der Histonacetyltransferase (HAT) CBP nach T-Zellaktivierung stark zu-
nahmen. Beide Enzyme fanden sich auf Zellebene in offenen Chromatinregionen
wieder, scheinen also wichtige Funktionen bei der Transkription in Lymphozy-
ten innezuhaben. Auf der Ebene einzelner Gene wurde Brgl nach Stimulierung
rekrutiert, CBP konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Damit ist die Rolle
von CBP als allgemeiner Transkriptionscoaktivator mit HAT-Funktion in der T-
Zellaktivierung fraglich. Brgl dagegen scheint fiir das remodeling eines breiten
Spektrums an Genen verantwortlich zu sein. Neben der Rekrutierung von Brgl
zeigten die getesteten Gene nach T-Zellstimulierung eine Zunahme der H3 K4-
Trimethylierung. Die H3 K4-Dimethylierung hingegen blieb tiberwiegend kon-
stant. Trotz des gemeinsamen Auftretens von Brgl und H3 K4-Trimethylierung
auf Genebene wurde auf der Ebene einzelner Zellen nur eine teilweise tiberlap-
pende Lokalisierung beobachtet. Somit wurde kein direkter Hinweis auf einen
moglichen ursachlichen Zusammenhang erhalten.

Die vorliegende Arbeit zeigte zum ersten Mal die Induktion der SWI/SNF-Un-
tereinheit Brgl nach T-Zellstimulierung und ihre Rekrutierung zu aktivierten
Genen, die gleichzeitig mit einer Erhohung der H3 K4-Trimethylierung auftritt.
Dies macht den SWI/SNF-Komplex zu einem aussichtsreichen Kandidaten fiir
die Regulation der allgemeinen Transkriptionsaktivitit in T-Lymphozyten. Au-
Berdem konnte die allgemeine Transkriptionsaktivitat iiber die Menge und den
Phosphorylierungsgrad der groflen Untereinheit von RNA-Polymerase I gesteu-
ert werden. Daneben wurde zum ersten Mal die Induktion der Methyltransferase
PRMT1 nach T-Zellaktivierung gezeigt, die moglicherweise beim Transport und
bei der Prozessierung von RNA in T-Lymphozyten eine Rolle spielt.
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