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1. Einleitung

1.1. Immunregulation und T-Lymphozyten

Das Immunsystem besteht aus dem zentralen lymphatischen Gewebe (Knochenmark,
Thymus), dem sekundéren lymphatischen Gewebe (Milz, Lymphknoten, Peyersche
Plagues im Darm) und den Lymphozyten im Blut. T-Lymphozyten und B-Lymphozyten
sind wichtige Effektorzellen der adaptiven Immunitét, wobel die T-Lymphozyten
Heferfunktionen fir andere Immuneffektorzellen tbernehmen und as zytotoxische Zellen
fur die Eliminierung von veranderten korpereigenen bzw. fremden Zellen verantwortlich
sind. Um die immunologischen Effektorfunktionen auszufihren, miissen Lymphozyten
sich zu reifen Immunzellen entwickeln und dabei Phasen der Aktivierung und der
Differenzierung durchlaufen (Skerka and Zipfel, 1998).

1.1.1. Eine zentrale Rolle bel der T-Zell Entwicklung spi€elt die positive Selektion

T-Prakursoren (Vorlauferzellen) gelangen in den Thymus und reifen hier unter dem
Einflul? von Thymusepithel und Lokalfaktoren zu antigenreaktiven T-Zellen. Diese Phase
der priméren Differenzierung von T-Zelen ist aus der Sicht des Klinikers besonders
interessant. Die Immunreaktivitét eines Individuums wird bereits hier entscheidend gepragt
(Ollier and Symmons, 1995). Im Verlauf der T-Zdl-Entwicklung im Thymus werden aus
vielen Zellen wenige (5%) ausgewahlt, die in die Peripherie entlassen werden. Nur Zellen,
die ein Uberlebenssignal empfangen, konnen sich weiterentwickeln (Scott, 1993). Das
Uberleben reifer T-Zellen wahrend ihrer gesamten Entwicklung héangt von einer feinen
Balance zwischen positiven und negativen Signalen ab, welche durch die Bindung ihres
Antigenrezeptors (TZR) an einen MHC / Peptid-Liganden vermittelt werden (Freitas and
Rocha, 1997; Freitas and Rocha, 1999; Tanchot et al., 1997).

Beobachtungen weisen darauf hin, dal3 @hnliche Mechanismen auch fur naive Zellen in der
Peripherie gelten, moglicherweise auch fur das ganze Leben einer T-Zelle (Rocha and von
Boehmer, 1991). Auch nach postiver Selektion und Emigration aus dem Thymus
bendtigen T-Zellen Uberlebenssignale (Freitas and Rocha, 1999; Tanchot et al., 1997).

Im grof3en und ganzen weil3 man jedoch nur wenig tber die Signale, die spétere Phasen der
T-Zell Entwicklung steuern. Wichtige Mechanismen der Toleranzentstehung sind zum

einen die pogitive und negative Selektion der T-Zellvorlaufer im Thymus und zum anderen
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die Anergiserung potentiell autoreaktiver T-Zelen (Fowlkes and Ramsdell, 1993;
Kisielow et al., 1988).

1.1.2. Dieregulatorische Rolle der T-Zellen bei der Immunantwort

Im Rahmen der gerichteten Immunabwehr spielen T- und B-Lymphozyten eine
entscheidende regulierende und kontrollierende Rolle bei der Steuerung und Koordination.
Der Verlauf einer Immunantwort wird bestimmt durch die Fahigkeit von T-Zdlen,
Antigene ihrer Umwelt spezifisch zu erkennen und in unterschiedlicher Weise auf sie zu
reagieren. Stéarke und Dauer der Wechselwirkung zwischen T-Zele und Antigen-
présentierender Zelle (APC) entscheiden wesentlich, ob die T-Zelle mit Proliferation und
Differenzierung, mit Anergie oder Apoptose reagiert (Haag and Nolte, 1999). Neben den
T-Effektorzellen (wie z.B. CTL) entstehen im Rahmen ener Immunantwort
antigenspezifische Regulatorzellen sowohl fur die humorale als auch zelvermittelte
Immunitét. T-Regulatorzellen beeinflussen nahezu alle immunologische Effektorzellen:
Die Regulation der Immunantwort beruht damit auf einer antigenspezifischen Aktivierung
und Suppression. Das Versagen dieses Regulationsmechanismus konnte zu Autoimmunitét
fhren.

1.1.3. Autoimmunitat

Die Autoimmunitét hat zelluldre und humorale Bestandtelle. Fir die zellul&ren Anteile sind
cytotoxische T-Zelen und NK-Zelen verantwortlich. Beide Zelltypen konnen Zielzellen
lyseren. Der humorale Anteil der Autoimmunitét besteht in der Produktion von
Antikorpern durch B-Zellen. Die meisten B-Zellen bendtigen die Hilfe von T-Zdlen, um
Autoantikorper zu produzieren. Auch im gesunden Organismus sind autoreaktive T- Zéll-
Klone nachweisbar, befinden sich jedoch entweder in einem anergen Zustand (Blackman et
a., 1991; Mueller et al., 1989; Rocha and von Boehmer, 1991), oder werden von einer
regulierend wirkenden T-Zellpopulation an der Entfaltung zerstorerischer Aktivitét
gehindert (Mason and Fowell, 1992).

Das T-Zdll Differenzierungsantigen RT6 ist ein Oberflachenmarker fur reife, ruhende T-
Zellen. Defekte der Expression dieses Markers sind in Tiermodellen fir Autoimmun-
Erkrankungen, wie im BB-Rattenmodell fir den autoimmunen insulinpflichtigen Diabetes
mellitus (IDDM) und Modellen fir den systematischen Lupus erythematisches (SLE), mit
erhdhter Erkrankungsanfalligkeit assoziiert (Koch-Nolte et al., 1995; Matthes et al., 1997).
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1.2. RT6-Defektein Tiermodellen fur Autoimmunerkrankungen

1.2.1. DP-BB Ratte

Ein gut charakterisiertes Tiermodell des menschlichen IDDM ist die ,Bio Breeding® BB-
Ratte. Von diesem Stamm existieren zwei Sublinien, die diabetesanféllige BB-DP
(diabetes prone) Ratte, und die diabetesresistente BB-DR (diabetes resistant) —Ratte.
Der BB-DP Rattenstamm entwickelt mit einer kumulativen Inzidenz von 50-80% im Alter
von 60-120 Tagen einen IDDM (Greiner et a., 1986; Rossini et al., 1985). In diesem
Modell ist die erhohte Anféligkeit fur Autoimmunerkrankungen (der insulinabhangige
Diabetes mellitus) mit einem RT6 Expressionsdefekt der T-Zellpopulation assoziiert
(Greiner et al., 1986; Greiner et al., 1987; Haag et al., 1993).

Bel der DP-BB Ratte findet sich eine ausgeprégte T-Zell Lymphopenie, verbunden mit
einem fast vollstdndigen Fehlen der RT6 positiven T-Zellpopulation (Crisa et al., 1993;
Greiner et a., 1986). Interessant ist, dald auch bel eéinem anderen Tiermodell des juvenilen
Diabetes, der NOD Maus, eine signifikant reduzierte Expression des murinen Rt6 zu
findenist (Prochazka et al., 1991).

Ubertragt man nun jungen diabetesanfélligen Ratten von diabetesresistenten Ratten RT6-
tragende T-Zellen oder Milzzellen, so kann man den Ausbruch des Diabetes verhindern
(Burstein et al., 1989; Rossini et al., 1984). Depletion der RT6+ T-Lymphozyten junger
DR-BB Ratten durch RT6 spezifische monoklonale Antikorper erhdht die
Diabetesinzidenz von weniger als 1% auf Uber 50% (Greiner et a., 1987). Bemerkenswert
ist, dal? auf intraepithelialen Lymphozyten des Darmes eine ungeféhr zehnfach hohere RT6
Expression als auf peripheren T-Zellen zu finden ist (Fangmann et al., 1990). Auch die
intragpithelialen Lymphozyten der DP-BB Ratte exprimieren mefbare, aber im Vergleich
zu nichtdiabetischen Ratten sehr stark verminderte Mengen RT6 (Fangmann et al., 1991).

1.2.2. Die peripheren T-Zellen der DP-BB Ratte weisen einen unreifen Phanotyp auf

Es wurde gezeigt, dal’ digienigen Zellen, die aus dem Thymus auswandern (“"recent thymic
migrants’, RTMs), phénotypisch nicht voll ausgereifte T-Zellen sind (Thiele et al., 1987).
In der Ratte tragen RTMs wie die Thymuslymphozyten den Oberflachenmarker Thy-1. Sie
werden im Lauf der postnatalen Ontogenese zunehmend durch Zellen ersetzt, welche
zunéchst den Differenzierungsmarker RT6, und dann zusétzlich das Oberflachenantigen
CD45RC tragen (Bdll et al., 1992; Haag et a., 1993; Hosseinzadeh and Goldschneider,
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1993; Thiele et al., 1987). Bel adulten Ratten entsprechen 70 - 90% der peripheren T-

Zdlen dem Phanotyp RT6%/Thy-1-, davon exprimiert die Mehrzahl auRerdem das
Merkma CD45RC (Haag et al., 1993; Mojcik et a., 1988).Die peripheren T-Zellen der

DP-BB Ratte besitzen den fir unreife RTMs charakteristischen Phanotyp RT6/Thy-1"
(Haag et al., 1993; Thiele et a., 1989). Ob die Differenzierung von RT6™ zu RT6" Zdlen
ein endogen vorprogrammierter Reifungsschritt ist, oder die Reaktion auf ein von der Zelle

empfangenes Signal darstellt, ist nicht bekannt.

Im Ratten-Tiermodell fir den IDDM konnte eine protektiv wirkende T-Zellsubpopulation
mit Oberflachenphanotyp CD4+, CD45RC'™, RT6" nachgewiesen werden (Fowell and
Mason, 1993; Fowell et a., 1991; Mason and Powrie, 1998). Bei einem anderen, durch
Thymektomie und Bestrahlung induzierten Rattenmodell des IDDM konnte die protektive
T-Zellsubpopulation auf eine  Fraktion der CD4+ T-Zdlen mit dem
Oberflachenmarkerprofil  CD45RC'®, TZR (a/b), Thy-1, RT6" eingegrenzt werden
(Mason and Powrie, 1998). Zusammengenommen sprechen diese Beobachtungen fir eine
regulatorische Rolle einer Subpopulation RT6-positiver Zellen.

1.2.3. Pathogenese des Diabetes mellitus Typ | (T1-DM)

Mit Hilfe des Leukozytenmigrations-Inhibitionstestes konnten Nerup u. Mitarbeiter (1971),
unter Verwendung von Pankreasextrakten als Antigen, eine spezifische Sensibilisierung
von Lymphozyten von Typ-I-Diabetikern nachweisen (Nerup et al., 1971). Dies gelang in
ahnlicher Weise MacCuish und Mitarbeitern (MacCuish et d., 1974).

Das klinische Bild vom Diabetes mellitus Typ | (TI-DM) bei BB-Ratte und NOD-(non-
obese diabetic) Maus ist gepragt durch einen spontanen insulinabhangigen Diabetes nach
Zerstorung der 3-Inselzellen und nachfolgender Infiltration mit lymphatischen Zellen
(Ollier and Symmons, 1995). Huang und Maclaren (Maclaren and M, 1976) sowie Lang
und Mitarbeiter (Lang et al., 1987) berichteten Uber eine verstérkte Cytoadharenz der
Lymphozyten von Typ-I Diabetikern an insulinsezernierende Zellen.

Auf einen direkten zytotoxischen Effekt gegen Beta-Zellen deuten die Befunde von
Charles (Charles et a., 1983) sowie Boitard und Mitarbeitern (Boitard et a., 1981) hin. In
weitergehenden Untersuchungen konnten die an den Betazellen abgelagerten Lymphozyten
als CD8+ Zedllen identifiziert werden (Lampeter et al., 1987). Lohmann et al. konnten
durch Untersuchung von zytotoxischen Reaktionen gegen Betazellen den Nachweis eines
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spezifischen Suppressordefektes bel Typ-I1-Diabetikern fihren (Lohmann et al., 1986). Dies ist
ein Hinwels, dal3 in diesen Krankheiten die Autoimmunité mit Stérungen der Fahigkeit
zur Ausbildung normaler reifer, runender T-Zellen verbunden i<t.

In dem menschlichen Typ-1-Diabetes analogen Tiermodellen konnte das Auftreten eines
Diabetes mellitus durch Transfusion von Blutzellen gesunder Tiere verhindert werden
(Rossini et al., 1984; Scott et al., 1986). Aulderdem konnte die Entwicklung eines Diabetes
durch Gabe von monoklonalen Antikorpern gegen aktivierte T-Zellen unterdriickt werden
(Hahn et al., 1987; Herold et a., 1987; Shizuru et al., 1988).

1.3. RT6 bezeichnet ein T-zell-spezifisches Ober flachen-Alloantigen-
System

Der T-Lymphozyten Differenzierungsmarker RT6 wird spezifisch auf reifen langlebigen
T-Zéllen, intragpithelialen Lymphozyten (IELS) und einer Subpopulation nattrlicher Killer
(NK-) Zellen exprimiert (Fangmann et a., 1990; Wonigeit et a., 1997). RT6 ist ein T-Zdll-
spezifisches Oberflachenantigen der Ratte, welches im Verlauf der post-thymischen
Entwicklung auf der Mehrzahl der peripheren T-Zellen exprimiert wird (Butcher and
Howard, 1977; DeWitt and McCallough, 1975; Thiele et a., 1987). Auf T-Zellen der Ratte
erscheint RT6 erst in der Peripherie, wdhrend in der Maus bereits die am weitesten
entwickelten “einzelpositiven” Zellen vor dem Export in die Peripherie RT6" sind (Koch-
Nolte et al., 1999).

Transkripte von RT6 werden in sekundéren lymphatischen Geweben, hauptsachlich in der
Milz nachgewiesen. Das Molekulargewicht der entsprechenden Proteine schwankt
zwischen 25 und 35 kD (je nach Glykosylierungsgrad) (Koch et a., 1987; Thiele et d.,
1986). Das RT6 System weist einen ausgepragten Polymorphismus auf (Haag et al., 1990).

In der Ratte sind zwei Hochpolymorphe Allele eines einzigen Genortes bekannt, RT6.1
(kodiert von RT6a) und RT6.2 (kodiert von RT6b). Interessanterwei se werden diese beiden
Allele asymmetrisch exprimiert (Thiele et a., 1993). Die Maus verfugt Uber zwel RT6-
Gene (Rt6-1 und Rt6-2) (Koch et al., 1990).

1.4. RT6ist ein T-Z€el-Oberflachen-Enzyme des Nukleotidstoffwechsels

Neben den Rezeptoren finden sich auf der Lymphozytenoberflache auch viele Enzyme. Es
handelt sich dabei vor allem um Peptidasen und Enzyme des Nukleotidstoffwechsals.
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Obwohl die biologische Bedeutung vieler dieser sog. ,Ektoenzyme‘ noch unklar ist,
mehren sich die Hinweise, dal3 Enzyme der T-Zelloberflache eine wichtige Rolle bel der
Modulation der Signal Ubertragung an der T-Zellmembran spielen (Haag and Nolte, 1999).

1.4.1. RT6 gehort zu der bel Eukaryonten neu entdeckten Genfamilie der ADP-
Ribosyltransfer asen

RT6 gehort nicht nur aufgrund von Sequenzhomologie zur Familie der Mono ADP-
Ribosyltransferasen (ARTS), sondern das RT6 Protein der Ratte (Haag et al., 1995) und
der Maus (Koch-Nolte et al., 1996; Moss et a., 1992; Rigby et al., 1996) besitzt tatséchlich
entsprechende  Enzymaktivitéeen. Mono ADP-Ribosylierung ist eine enzymatisch
vermittelte post-trandationale  Proteinmodifikation, die as Wirkungsmechanismus
bakterieller Toxine (Inaktivierung der Proteinbiosynthese) entdeckt wurde und mittels
derer spezifische Zielproteine in ihrer Funktion beeinflul® werden koénnen. Auch bel
Eukaryonten stellt die reversible ADP-Ribosylierung einen bekannten Mechanismus der
Regulation der Funktion zelluldrer Proteine dar (Moss et a., 1992; Takada et al., 1993).
Inzwischen wird angenommen, dal? viele Organismen diesen Mechanismus auch fur die
Regulierung des endogenen Metabolismus nutzen. Sequenzanalysen deuten an, dal3 die
meisten bisher bekannten ARTs bei Vertebraten GPI (Glykosylphosphatidylinositol) -

verankerte Membranproteine sind.

Diese Enzyme gpdten extrazelluldres NAD (eNAD) und transferieren die dadurch
freiwerdende ADP-Ribose-(ADPR) Einheit spezifisch auf Akzeptorproteine, welche
dadurch in ihrer Funktion veréndert werden (Nemoto et al., 1996; Ueda and Hayaishi,
1985; Zolkiewska et al., 1992).

NAD + Akzeptorprotein \‘ #  ADP-Ribose-Akzeptorprotein

Nikotinamid+H +

Nach Stimulierung der T-Zelle durch anti-CD3-Ak verschwindet RT6 durch die Wirkung
einer Metalloprotease von der Zelloberflache (Koch-Nolte et al., 1999).
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1.4.2. ADP-Ribosylierungen fihren zur Hemmung von Effektorfunktionen der CTLs

Die endogenen ARTs sind an der Regulation wichtiger Immunreaktionen — z.B. der
Kontrolle zytotoxischer T-Zellen und der Leukozytenmigration beteiligt. ADP-
Ribosylierungsreaktionen auf der Oberflache zytotoxischer T-Zellen (CTLs) der Maus
fuhren zur Hemmung wichtiger Effektorfunktionen dieser Zellen, wie der Proliferation, der
Adhésion an Zielzellen, sowie des zytotoxischen Potentials (Wang et a., 1997; Wang et
al., 1994).

Zu den modifizierten Proteinen gehtren sowohl das Integrin LFA-1 as auch der
Korezepter fir MHC |-Molekile, CD8. Die Modifizierung eines bisher nicht identifizierten
Proteins, p40, welches mit der intrazellularen Tyrosinkinase p56'* (lymphocyte kinase, 56
kD) verbunden ist, fihrt zur Inaktivierung von p56'* (Wang et al., 1996). Es ist moglich,
dal3 p40 mit CD8 identisch ist (Haag and Nolte, 1999).

Die hemmende Wirkung von NAD bleibt aus, wenn vorher die GPI-verankerten Proteine
durch enzymatische Abspaltung von der Zelloberflache entfernt werden (Wang et d.,
1994).

1.5. Diabetes, T-Lymphopenie und RT6-Expressionsdefekt der BB Ratte

Typ | Diabetes, wie viele andere Autoimmunkrankheiten, kénnte auf eine Imbalance
zwischen Effektor- und Regulator-T-Zellen zurtick gehen (Brown, 1996; Rashba et al.,
1993). Zunéchst hat man gedacht, RT6 selbst kénnte der Gendefekt sein, der in BB-DP
Ratten zu Lymphopenie und Diabetes fuhrt. Kreuzt man BB-DP Ratten (homozygot fir
RT6%RT6.1) mit einem fiir RT6” homozygoten Stamm (Wistar-Furth-Ratte), so findet man
auf den T-Lymphozyten der F1 Nachkommen normale Mengen sowohl von RT6.2 as
auch von RT6.1 Protein (Angelillo et al., 1988; Crisa et al., 1990). Die hier angefiihrten
Studien zeigen, dal’ das RT6a Gen der DP-BB Ratte strukturell intakt ist, aber nicht
angeschaltet wird (Thiele et a., 1989).

Aus den Kreuzungsversuchen mufd man den Schluld ziehen, dald der genetische Defekt
nicht im RT6 Gen selbst (in cis) zu suchen ist, sondern in trans, d.h. in einem anderen Gen,
dessen Produkt fir die Anschaltung des RT6 Gens notwendig ist. Am wahrscheinlichsten
ist ein Defekt im System der Transaktivatoren (Kuhlenbaumer, 1996). Entscheidend fir die
Ausprégung des autoimmunen IDDM der BB-Ratte ist eine periphere T-Zdl-
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Lymphopenie, welche auf ein Defekt in einem unbekannten Gen auf Chromosom 4
zurtickfuhren ist (Jacob et al., 1992; Markholst et al., 1991).

Wenn man sich die T-Zellen der BB-Ratte anschaut, stellt man fest, dal3 im wesentlichen
die Population der RT6-positiven Zellen fehlt. Die peripheren T-Zellen der BB Ratte sind
kurzlebig und weisen einen aktivierten Phanotyp sowie eine hohe Apoptoserate auf
(Hernandez et a., 1999; Iwakoshi et a., 1998; Ramanathan et a., 1998).

Diabetes, T-Zdl-Lymphopenie und RT6-Expressionsdefekt der DP-BB Ratte werden
durch eine einzige Variante eines Gens bestimmt, das man lyp (fur Lymphopeniegen)
genannt hat, und das auf Chromosom 4 der Ratte kartiert wurde (Jacob et al., 1992). Das
Gen konnte jedoch noch nicht identifiziert werden. Eine attraktive Hypothese ist in diesem
Zusammenhang, dal3 der lyp Gendefekt der BB-DP Ratte einen direkt fir die Anschaltung
des RT6 Gens wichtigen Transkriptionsfaktor betrifft. Es ist jedoch ebenfalls denkbar, dal3
die Gene der direkt for die RT6 Anschaltung verantwortlichen Transkriptionsfaktoren
intakt sind, ihrerseits aber von lyp abhangig sind (Haag, 1996).

Obwohl eine direkte Beteiligung des RT6 Expressionsdefekts an der Erkrankung bisher
noch nicht nachgewiesen werden konnte, ist dieses im Lichte der immunregulatorischen
Effekte der ADP-Ribosylierung (s.0.) eine attraktive Hypothese. Dies wirft die Frage auf,
ob vererbte und erworbene Fehlfunktionen dieser regulatorischen Enzyme klinische
Bedeutung haben und ob diese merkwirdigen fernen Verwandten bakterieller Toxine

sowie ihre Inhibitoren therapeutisch nutzbar sein kdnnten.

1.6. Aufklarung der RT6-Genstruktur

Die Aufkldrung der RT6 Genstruktur ertffnet vielfétige Moglichkeiten zur Untersuchung
der Funktion und Regulation des RT6. Das RT6 Gen wurde der , linkage group 1 auf
Chromosom 1 der Ratte zugeordnet (Butcher et a., 1979). Die RT6 Gene von der Ratte
(Haag et al., 1996) und Maus (Koch et al., 1990; Prochazka et al., 1991) wurden kloniert.

Die komplette 20 kb Sequenz des RT6" Allotyps des Ratte liegt vor. Die komplette Exon /
Intron-Struktur des RT6 Gens wurde untersucht (Abb. 1.).
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Abbildung 1. Struktur des RT6 Gens
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Die relative Lage der Exons zueinander wurde durch PCR-Amplfikation der | -Phagen DNA mit Exon-
spezifischen Primern bestimmt. Acht Exons (1-8) wurden hier dargestellt. Der in Exon 2 gelegene Promotor
2 wurde al's der Hauptpromotor in Transkription aus T-Lymphozyten der erwachsenen Ratten identifiziert. In
Ratten Milzzellen Uberwiegt die Splei3-Variante 2-5-7-8. (Abbildung modifiziert nach F. Haag).

Acht Exons des RT6 Gens wurden identifiziert, von denen, soweit bekannt, nur 3 (5-7-8)
trandatiert werden (Kuhlenbaumer et a., 1997). Es finden sich aber auch andere
Kombinationen. Im 5 untrandatierten Bereich (5° UTR) sind vier Exons (1,2,3,4) bekannt
(Haag et al., 1993). Exon 5 kodiert dabei ausschliefdich fir das N-terminale Signalpeptid.
Exon 6 kommt in alen identifizierten Spleil3varianten nur alternativ zu Exon 5 vor (Haag
et al., 1993). Das Hauptexon 7, welches fir das gesamte native Peptid kodiert, ist mit 649
bp ungewochnlich grof3 (Hawkins, 1988). Exon 8 kodiert ein C-terminales Signalpeptid,
welches bei der Phosphatidylinositolverankerung in der Zellmembran abgespalten wird
(Koch et a., 1990).

Die Startpunkte des RT6 Gens der Ratte wurden durch S1-Nuklease-Verdau und die 5
RACE (rapid amplification of cDNA ends) Technik ermittelt. Zwei unabhangige
Startpunkte wurden identifiziert (Haag et a., 1996). Die Mehrheit der Transkripte, die in
Milzzellen erwachsener Tiere nachgewiesen werden konnen, beginnt mit Exon 2
(Kuhlenbaumer et al., 1997). Repetitive Elemente sind im RT6 Gen zahlreich vertreten und
weisen einen Allelenpolymorphismus auf. Solche Elemente kommen im Genom héaufig
vor, und werden als wichtiges Hilfsmittel fur die Kartierung von Genen ausgenutzt. lhre

biologische Bedeutung ist jedoch nach wie vor Gegenstand der Spekulation.
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1.7. Zielsetzung

Unsere Gruppe beschéftigt sich seit langem mit der Funktion und Regulation des T Zell-
Differenzierungsmarkers RT6, und seiner Bedeutung innerhalb des BB-Rattenmodells fir
den autoimmunen insulinpflichtigen Diabetes mellitus, sowie seine Rolle im Rahmen der
Regulation der Immunantwort und der T-Zell Entwicklung.

Zid dieser Arbeit ist Untersuchungen zur Aufklérung der Promotorstruktur und
Charakterisierung der Genregulation des T-Zell Differenzierungsmarkers RT6.

Das RT6 Gen weist zwei unabhangige Promotor-Bereiche auf (Kuhlenbdumer et a., 1997).
Der im Bereich von Exon 2 gelegene Promotor 2 wurde mittels 5° RACE Anayse mit
anschlief3endem Southern Blot und Hybridiseren mit Exon-spezifischen Sonden as der
aktivere Promotor in Transkripten aus Milzzellen einer erwachsenen Ratte identifiziert
(Kuhlenbaumer et a., 1997). Die Schwerpunkt meiner Arbeit ist die Anadyse der
Transkriptions-Regulation des RT6 Gens durch den Promotor 2.

Gen-Expression kann auf jeder Stufe des Informationstransfers von DNA zu RNA und
Protein erfolgen (Abb. 2). Die Expression bei Eukaryoten wird vorwiegend auf der Ebene

der Transkription reguliert.

Abbildung 2. Sechs Stufen der Expressions-Regulation bel den Eukaryonten
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Eine Zelle kann die von ihr hergestellten Proteine regulieren, indem sie (1) kontrolliert, wann und wie oft ein
bestimmtes Gen transkribiert wird (Transkriptions-Kontrolle); (2) feststellt, wie das primére RNA-Transcript
gespleifdt oder sonst wie verandert wird (RNA-Processing-Kontrolle); (3) auswahlt, welche fertiggestellten
mMRNAs vom Zellkern in das Cytoplasma exportiert werden. (RNA-Transport-Kontrolle); (4) auswahlt,
welche mRNA im Cytoplasma durch Ribosomen transkribiert werden (Translations-Kontrolle); (5) selektiv
bestimmte mRNA-Molekile im Cytoplasma destabilisiert (mMRNA-Abbau-Kontrolle); oder (6) selektiv
festgelegte Proteinmolekile nach ihrer Synthese aktiviert, inaktiviert oder raumlich abgrenzt (Protein-
Aktivitéts-Kontrolle). (modifiziert nach U.a. von Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 1995).
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Zur Aufkldrung der Promotor-Struktur und Lokalisierung von regulatorisch wirksamen
Elementen werden die Sequenz-Analysen mittels Datenbank, Subklonierungen der
Promotor-Regionen in Plasmid-Vektoren, Transfektion von Reportergen-Konstrukten —
Reportergen-Assays, Mutagenese in vitro, sowie Enhancer Untersuchung und Mobility
Shift Analyse durchgefihrt.
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2. Materialien und M ethoden

Die verwendeten Reagenzien, wenn nicht anders im Text angegeben, stammen von den

Firmen Merck, Sigma, Boehringer Mannheim, Pharmacia, BioRad und Gibco BRL.

2.1. Herstellung der pGL 3 Reportergen-Konstrukte

Fragmente des RT6-Promotors 2 werden durch PCR amplifiziert und in den pCR 2.1
Vektor (Invitrogen) kloniert. Nach der Sequenzanalyse werden sie in den pGL3-Basic
Vektor (Promega) umkloniert.

2.1.1. PCR-Amplifikation ausgewahlter RT6 Promotor-Elemente
Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR Reaktionen werden nach dem Amplifikationsverfahren nach Gilliland (Gilliland et
al., 1989) durchgefiihrt. Jeder Ansatz enthdt 20 pl und setzt sich aus einer 1:1000
Verdinnung der zu amplifizierenden DNA, jeweils zwe verschiedenen Primern, PCR
Puffer (10X Perkin-Elmer Cetus: 100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KClI, 15 mM MgCl.,
0,01% Gelatin) und DNA Polymerase ( Ampli Tag Gold Polymerase, PE Biosystems)
zusammen. Als Negativkontrolle wird in jedem Experiment, anstelle der DNA Wasser
(agua ad iniectabilia, ai.) eingesetzt. Alle Ansdtze werden mit 20-30 W Paraffindl
Uberschichtet und anschliessend in einem Thermo Cycler amplifiziert.

Primer

RV2 GGAAGACGCCAAAAACATAAAG
RV3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
TAF TCACACAGGAAACAGCTATGAC
TAR GACGTTGTAAAACGACGGCCAG
AZ2R  GGCAGCTGGGTCTCTGTCCTC
A3R CTGAGAAGGTGTTTGGCAGC
AFB  AGTTGGTCAGAAACTATTGG
AFC GGCCGAGGGAGATAATGGGTTC
PF1 GCCTCAGTAATATGGGGTAG

Reaktionsansatz

13l Mix 65 (550 Wl H20, 90 Wl 10 x PCR-Puffer, 15 pyl 10 mM dNTP-Mix)
2 g 1x PCR-Puffer

1 W DNA-Matrizein H20 (1-10 ng)

1 W Primer1(50ng/u)

1 W Primer 2 (50 ng/ul)

2 g H20,

0,2 Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul), Beckmann
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PCR-Programm

Schritte Denaturierung Hybridiseren Elongation N
(Annealing) (Extension)

1 9U°Cy 1
2 U°Cr 50-65°C 1 72°C 2-3 27
3 72°C5 1

Ein Tel (1/10-1/5) des Reaktionsansaizes wird zur Kontrolle gelektrophoretisch
untersucht. Die Amplifikationsprodukte werden im Agarosegel (Marker: | DNA-Hind
I11/f X-174 DNA-Hinc Il Digest) elektrophoretisch grofRenfraktioniert und die DNA durch
UV-Bestrahlung nach Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

2.1.2. Klonierung der RT6 Promotorfragmentein den pCR 2.1 Vektor

Der pCR 2.1 Vektor (Invitrogen) (Abb.3) ist ein 3,9 Kilobasen grofies Plasmid, das sich
besonders fiur die Klonierung von PCR-Produkten eignet und zu diesem Zweck eingesetzt

wird.

Abbildung 3. pCR 2.1 Vektor

lacZo ATG
Hire 11 Kpnl | BarrH | 2|
M13 Reverse Primer | a0 Sﬂﬁ | 5‘:;"“

|
CAG GAA ACA GCT ATG AQC ATG ATT ADG CCA AGC TTG GTA COG AGC TOG GAT CCA CTA
GIC CTT _TGT OGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TOG AAC CAT GGC TOG AGC CTA GGT GAT

Bsti| EcoR| EccR |
GTAADSEHBE{)SFI.GTGTGCTGGI#ATIC%AEII:GI;'MTTCTGC
CAT TGO OOG CGG TCA CAC GAC CTT AAG COG A TT CGGE CTT AAG ACG

Aval
PacAT |
EceR W lem | N?:I XJI'IG'I Msfl P::b;rl Apal n

|
AGA TAT OCA TCA CAC TGG COGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GOG ODC AAT TOG|[COC TAT
TCT ATA GGET AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT COC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promater M13 (-20) Forward Primer M13({-40) Forward Primer
AGT GAG TOG TAT TACAAT TCA |ICTG GOC GTC GIT TTA P-A%TGETG‘\ETGEWMﬁl
\\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC OGG CAG CAA AAT GTT AGCA CTG ACC CTT TTG v

Other comments:

The sequence above represonts the

pCR 2.1 vactor with a PCR product
inserted by TA Cloning . Note that the
pCR 2.1 vector sequence listed on the
following pages is modified at tha unigue
EcoR | site during preparation for TA
Cloning so0 that the inserted PCR product
is flanked on each side by EcoR | sites

The arrow [+:| indicates tha slar of
transcription for the T7 RNA palyerass.

A-160200

Der Vektor enthélt eine multiple Klonierungsstelle (MCS) im lacZ-Gen (s. Abschnitt 2.2.1.4) und das Amp-
resisitenzgen als positive Selektionskassette.
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Die PCR-Amplifikate werden direkt in den Vektor pCR2.1 unter Verwendung des TA-

Cloning Kit (Invitrogen) kloniert.

Die Ligation wird in einem molaren Verhdtnis (Vektor : Insert) von 1 : 2 mit 2 Units T4-
Ligase angesetzt und Uber Nacht bei 14°C inkubiert. Bei der Ligation der DNA Fragmente
wird entsprechend den im TA Cloning™ System empfohlenen Anweisungen der Firma

Invitrogen vorgegangen.

2.1.3. Transformation der Reportergen-Konstrukte in Escherichia coli (E. coli)
Die Einschleusung von DNA in Zellen wird bei eukaryontischen Zellen Transfektion und

bel prokaryontischen Transfor mation genannt.

Zur Transformation werden ultrakompetente Bakterien der Stamme INV-aF" (Invitrogen),
XL-1-Blue und XL-1-Blue (Stratagene) verwendet.

Host strain Firma Genotype

INV-aF Invitrogen endAl, recAl, hsdR17(r-k,m+k), supE44, |-, thi-1, gyrA, relA1, f80,
lacZDM 15D (lacZY A-argF), deoR+, F

XL-1-Blue Stratagene recA1l, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, lac { F pro AB, laclg ZDM 15,
n10 (tetr)}

XL-2-Blue MRF  Stratagene recAl, endAl, gyrA96, thi-1 hsdR17, supE44, relAl, lac {F pro AB, laclq
ZDM 15, Tn10(tetr Amy Camr)}

Die Bakterien werden langsam Uber ca. 10 Minuten auf Eis aufgetaucht und evtl.
aliquotiert. Es erfolgt die Zugabe von 1 pl Ligationsansatz und 1 pl 0,5 M 3-Mercapto-
ethanol pro 50 pl kompetente Bakteriensuspension. Nach vorsichtigem Mischen erfolgt 30
min. Inkubation auf Eis, 30 sec Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad und 2 min. auf Eis.
(Sambrook et al., 1989). Dann wird SOC-Medium (LB-Medium: 10 g/l Bacto-Tryptone, 5
g/l Bacto-Yeast, 10 g/l NaCl, pH 7,0 mit 20 mM Glucose) hinzugefligt, und der Ansatz
wird bei 37 °C im Brutschrank fur 1 Stunde auf einem Schiittler inkubiert. Danach werden
200 W dieser Kultur auf LB/Amp (LB-Agar + 150 ug/ml Ampicillin) Agarplatten, die
vorher mit X-gal und IPTG behandelt werden, ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

2.1.4. PCR-Screening Verfahren - Colony-PCR

Die efolgreiche Insertion eines DNA-Fragments in den Klonierungsvektor fuhrt zur
Zerstérung eines Indikatorgens, das fur das Enzym 3-Galactosidase kodiert. Mit Hilfe
dieses Enzyms wird das Galactose-Analogon X-Gal zu einem blauen Farbstoff umgesetzt.
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Rekombinante Bakterien sind nicht mehr in der Lage, das Enzym R-Galactosidase

herzustellen, zu sehen an der weilRen Farbe dieser Bakterienkolonien.

Zur Kontrolle von transformierten Bakterien werden am Tag nach der Transformation etwa
2-3 weisse Bakterienkolonien pro Konstrukt durch direkte PCR auf korrekt ligierte
Plasmidkonstrukte getestet. Dazu werden Bakterien mittels einer Pipettenspitze zur
Strichkultur auf eine frische Agarplaite angeimpft und die an der Pipettenspitze
verbliebenen Bakterien in 3 Yl Lysis-Puffer denaturiert. Je 1 pl dieses Bakterienlysats wird
as PCR-Matrize eingesetzt. Nach abgeschlossener Polymerasen-Kettenreaktion werden
die Produkte im Agarosegel anaysiert.

2.1.5. Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Nach PCR-Screening werden transformierte Bakterien mit  den gewtinschten
rekombinanten Plasmiden (positive Klonen) in 5 ml LB/Amp-Medium (LB-Medium +150
ug/ml Ampicillin, Boehringer Mannheim) eingeimpft und Uber Nacht vermehrt. Die
Praparation von Plasmid DNA wird mit dem "Qiagen Plasmid DNA MiniPrep™ Kit" nach
dem Protokoll des Herstellers vorgenommen, welches auf der optimierten alkalischen
Lysis Methode basiert (Birnboim and Doly, 1979).

Die Plasmid-DNA wird durch akalische Lyse der Bakterien freigesetzt und nach
Prazipitation der bakteriellen Proteine und der chromosomalen DNA Uber Sdulen gereinigt.
Anschliel}end erfolgt die photometrische Konzentrationsbestimmung der gewonnenen
DNA be einer Wellenlange von 260 nm und Restriktionsverdau von Miniprep-Produkten

zur Kontrolle der geschnittenen Fragmente.

2.1.6. Die DNA-Sequenzierung nach der " dideoxy-chain termination” Methode

Sequenzierungen von DNA werden nach dem Kettenabbruch-Verfahren nach Sanger
(Sanger et a., 1977) durchgeftihrt. Hierbei wird die DNA ausgehend von einem Primer
durch eine DNA-Polymerase repliziert. Durch Verwendung von 2°,3- Didesoxynukleotid-
triphosphaten (ddNTP) im Gemisch mit 2° dNTPs kommt es an statistisch verteilen
Positionen in der Sequenz zum Kettenabbruch, da die zur Verlangerung notwendige 3'-
OH-Gruppe fehlt. Die Abbruch-Produkte konnen in enem hochauflésenden
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel analysiert werden. Als Sequenzer-primer werden
Plasmid- oder cDNA-spezifische Primer mit einer Lange von mindestens 18 Nukleotiden

verwendet.
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AmpliTag®FS Big Dye Terminator

Zur Sequenzierung werden der AmpliTag®FS Big Dye Terminator Kit (ABI) nach
Angaben des Herstellers verwendet.
Sequenzier-PCR

In diinnwandige Reaktionsgefale fur Perkin Elmer Thermocycler TC 2400 oder TC 9600
werden folgende Reagenzien zusammen pipettiert:

Big-Dye-Premix 4-8 p
DNA-Template 1 p
Plasmid-DNA (ds DNA) 0510 ny
PCR-Produkte (0,2-5 kb) 10-200 ng
Primer 10 pmol
H.O ad 20 p

Hier wird das Thermozyklus-Verfahren unter Einsatz der thermostabilen DNA-Polymerase
Amplitag™ und Fluoreszenz-farbstoff-markierter Terminatoren angewendet.

Temperaturprogramm bei Perkin Elmer Thermocycler:

Schritt Temperatur  Zeit
1 Denaturierung 94°C 1 Minute
2 Denaturierung  94°C 30 Sekunden
3 Primerbindung 55°C 15 Sekunden  25x
4 Extension 60°C 4 Minuten
5 4°C

Aufreinigung des Reaktionsansatzes durch Ethanol-Fallung

Pro 20 pl PCR-Ansdtze werden 2 pul 3M NaAcetat (pH 4, 6) und 50 yl 95% EtOH versetzt,
Anschlieffend wird 15 Minuten bei RT 15.000 rpm zentrifugiert. Danach wird das Pellet (u.
U. nicht sichtbar!!) mit 250 pl 70% EtOH gespilt und 5 Minuten bei RT 15.000 rpm
zentrifugiert, EtOH wird entfernt und das Pellet wird getrocknet (wenn eilig: Speed Vac).

Sequenzreaktion

Die Sequenzreaktion wird im Ingtitut fir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des
Universitétskrankenhauses Hamburg auf einem ABI 377 Sequence Anayser aufgetrennt.
Das trockene Pellet wird in 25 pl TSR (template suppression reagent) aufgenommen, 2
Minuten bei 90°C renaturiert, und anschlief}end auf Eis gestellt.

Die Sequenzanalyse

Die Auswertung der DNA-Sequenzen erfolgt mit dem DNA-STAR Programm-Paket
(Lasergene, U. K. ) und Sequencher (Gene Codes, USA).
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2.1.7. Sequenzspezifische Spaltung der DNA mit Restriktions-Endonukleasen

Sequenzspezifische Spaltung der DNA wird mit verschiedenen Restriktionsenzymen im
Einfach- und Doppelverdau durchgeftihrt.

Folgende Restriktionsendonukleasen (Pharmacia, MBI Fermentas, New England Biolabs):
EcoR | (von Escherichia coli), Hind 1l (von Haemophilus Influenza), Sac | (von
Streptomyces achromogenes), Xba | (von Xanthomonas badrii), Xho | (von Xanthomonas
holcicola) und Restriktionsenzympuffer, One Phor All™ | von Pharmacia, sowie 10x
Puffer von MBI Fermentas und New England Biolabs werden verwendet.

V erdauungsansatz:

1 png DNA

10 U EnzymA

10 U EnzymB

2 W 10x Puffer

0,2 g BSA100x
Ad 20 g H0O

Dabel wird jeweils 1ug DNA mit 10-15 Units Enzym in geeignetem Puffer fir 1h bei 37°C

inkubiert. Bel Doppelverdauung wird zum Teil nach Inkubation mit Enzym A umgepuffert
und erst im zweiten Schritt mit Enzym B inkubiert. Folgende Restriktions-Endonukleasen
werden dabei eingesetzt: Hind 111, Sac I, Xho | und Xba I. Wenn mdglich, wird die
gerichtete Klonierung mit Uberstehenden Enden (sticky end) durchgefihrt, d.h., das
Fragment wird mit zwei unterschiedlichen Restriktions-Endonukleasen herausgeschnitten,
um es dann in einen Vektor mit kompatiblen Enden zu ligieren.

2.1.8. Dephosphorylierung des5” Endes eines Vektors

Um Religation enzymatisch geschnittener Vektoren zu verhindern, werden diese nach
Restriktion fur etwa 60 Minuten mittels 10 U CIP (calf interstinal alkaline phosphatase,
Boehringer Mannheim) dephosphoryliert. Hierzu wird das urspringliche Reaktions-
Volumen mit 20 Wl 1 x CIP-Puffer (50 mM Tri/HCI, 0,1 mM EDTA pH 8, 5) versetzt und
mit H,O auf 200 Wl aufgefillt, danach mit 10 pl Strataclean Resin (Stratagene)
durchgemischt, 2 Minuten RT zentrifugiert. Die Proteine binden an Strataclean-Resin™
und werden damit entfernt. Die Uberstande werden anschliefiend fiir die Gelelektrophorese
vorbereitet.
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2.1.9. Elektrophorese des Restriktionsver daus

Zur elektrophoretischen Auftrennung von restriktionsverdauter Plasmid DNA wird der
gesamte Restriktionsverdau auf 1.0-1.5% Agarosegelen in einem TBE-Puffer (0,089 M
Tris/HCI, 0,089 M Borsaure, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0) grofRenfraktioniert und durch
Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht (Ausubel et a., 1988).

2.1.10. DNA-Extraktion aus einem Agar ose-Gel

Nach ldentifizierung der gewinschten aufgetrennten DNA-Banden unter UV-Licht und
Photographie werden die entsprechenden DNA-Banden von Vektor und Insert mit einem
Skalpell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten und mittels des Jetsorb Gel Extraktionskits,
(Genomed) nach Anleitung des Herstellers gereinigt. Dabel wird die DNA zuerst mittels
eines TBE-Solubilizers gel0st. Die solubiliserte DNA wird an eine Matrix gebunden, in
zwei verschiedenen Waschschritten gewaschen, luftgetrocknet und schliefdich mit EB
Puffer duiert.

2.1.11. Umklonierung von DNA-Fragmenten in den pGL 3-Vektor

Die mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittene DNA des Plasmids, welche as
zukinftiger Vektor dient, und des Inserts, welche die gewlnschte zu exprimierende
Information tragt, wird im Verhdtnis 1 zu 3-10 zwischen Vektor und Insert gemischt, mit
jeweils 10% des Restriktionsvolumens 10x Ligasepuffer, [3-Mercaptoethanol und 1 pl
DNA-Ligasein 20 Yl Reaktionsvol umina versetzt.

Kompatible, tberlappende DNA-Enden werden eine Stunde bei RT und stumpfe Enden
Uber Nacht bei 17 °C inkubiert. Xhol und Hind I11 Restriktionsendonukleasen werden dabei
eingesetzt.

Es folgen Seguenzierung und DNA-Maxi-Préparation von pGL3 Plasmid DNA unter
Verwendung des Jetstar DNA-Maxi-Praparati onskits.
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2.1.12. Maxi-Plasmid-Pr &paration

Die Isolierung gereinigter pGL3-DNA erfolgt tber die Saulen des Jetstar Maxi-Prep™,
Kits, und wird gema? dem Protokoll des ,Plasmid Kits Maxi“ durchgefihrt. Das Prinzip
der Reinigung beruht auf der Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly.

In Gegenwart von Puffer 1 (100 ng/ml Rnase A, 50 mM TRISHCI, 10 mM EDTA, pH8,0)
und Puffer 2 (200 mM NaOH, 1%SDS) werden die Bakterien lysiert, DNA und Proteine
denaturiert. Die Trennung von Plasmid-DNA und chromosomaler DNA basiert auf dem
GroRenunterschied der DNA-Molekile. Deshalb missen alle Handhabungen sehr
vorsichtig ausgefuhrt werden, um eine Scherung der DNA-Molekille zu vermeiden. Das
Zdllysat wird durch Verwendung von Puffer 3 (255 M KAc, pH 4,8) neutralisiert.
Aufgrund der hohen Salzkonzentration bildet sich ein Prazipitat aus chromosomaler DNA,
Zeltrimmern und denaturierten Proteinen. Die kleinere Plasmid-DNA verbleibt in
Losung. In Kombination mit einer Qiagen-Saule erfolgt durch Bindung der Plasmid-DNA
und anschlieffender Elution eine selektive Anreichung Uberspiraliserter Plasmid-DNA
(Birnboim und Doly 1979).

Plasmidklone werden von der Agarplatte mit einem sterilen Zahnstocher aufgepickt und in
einer Vorkultur aus 3 ml LB/Amp-Medium bei 37°C bis zu einer Optischen Dichte (OD)

von ca. 0,5 angeziichtet.

250 ml LB/Amp-Medium wird fir die Ubernachtkultur verwendet. Nach Uberimpfen mit
der Vorkultur und Zugabe von Ampicillin wird der Ansatz bei 37°C bebrutet.

Nach der Anzucht wird der Ansatz in Sorvall-Rotorbecher fir Sorvall-Zentrifugen
Uberfihrt und 15 Minuten bel 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten
Bakterien werden mit 10 ml Puffer 1 versetzt, in Sorvall-Zentrifugenbecher Gberfihrt und
mit 10 ml Puffer 2 bedeckt und fur 5 Minuten inkubiert. 10 ml Puffer 3 werden
dazupipettiert und 20 Minuten bei 4°C inkubiert.

Waéhrend die Saule mit 10 ml QBT-Puffer aquilibriert werden; wird das Prézipitat 45
Minuten bel 20000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das klare Lysat wird nach der
Zentrifugation auf die Saulen gegeben und dreimal mit QCC-Puffer gespiilt. Nach Zugabe
von 15 ml QF-Puffer wird die zuvor gebundene Plasmid-DNA eluiert und mit 0,7
Volumen Isopropanol geféllt.
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Nach Zentrifugation wird das Sediment in 400 mi TE aufgenommen. Zur weiteren Falung
der DNA wird die Probe mit /10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,0) und 2 VVolumen
Ethanol versetzt und in einer Heraeus Biofuge 5 Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert.
Anschlief?end wird wiederholt mit Ethanol gewaschen. Bevor das Sediment in 200 M TE
aufgenommen wird, wird dieses nach Entfernung des Alkohols kurz getrocknet. Die
K onzentrationsbestimmung der DNA erfolgt am Photometer bei 260 nm.

2.1.13. Photometrische DNA-M engenbestimmung

Die Messung der Optischen Dichte (OD) gereinigter DNA efolgt an enem
Spektra photometer bei den Wellenldngen 260 nm (DNA/RNA) und 280 nm (Protein). In
Quarzkivetten wird eine 1:100 Verdinnung der DNA gemessen. Die Umrechnung der
DNA-Konzentration erfolgt nach der Voraussetzung, dass 1 OD bel einer Wellenlange von
260 nm einer DNA-Konzentration von 50 ng/ml entspricht. Die Absorptionsmaxima von
DNA (260 nm) und Proteinen (280 nm) werden gemessen, um die Reinheit der DNA
abzuschétzen.

2.1.14. Konstruktion der pGL 3-Enhancer-Reporter gen- Vektor

Die im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Techniken werden in analoger Weise zur
Umklonierung der Promotorfragmente in den pGL 3 Enhancervektor angewendet.

2.2. Reportergen-Assays

2.2.1. Zdlkultivierung
Zellinien

Die Zdlinien EpD3, NK und Rat-1 werden verwendet. Die EpD3 Zéllinie ist eine T Zdll
Hybridoma Zéellinie, die das T Zell Alloantigen RT6.2 stabil exprimiert (Koch et al., 1988).
Sie wurde nach Polyethylenglykol-vermittelter Zellfusion von C58NT Ratten Thymoma
Zdlen und Lymphozyten aus mit Ovalbumin immunisierten DA Ratten erhaten, wie bel
Kohler und Milstein, sowie Conzelmann et a. beschrieben (Conzelmann et a., 1982,
Galfre and Milstein, 1982).

Rat-1 ist eine RT6 nicht exprimierende Fibroblasten Zellinie, die wurde freundlicherweise
von M. Wegener (ZMNH) zur Verfiigung gestellt. NK ist eine RT6.2" NK-Zdlinie, se
wurde freundlicherweise von K. Wonigeit (Hannover) zur Verfigung gestellt.
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Medien fir T-Zellen

500 ml RPMI, GIBCO BRL

10% Fotales Kélberserum, Greiner

1%  Penicillin/ Streptomycin, GIBCO BRL

1%  Glutamin, GIBCO BRL

1%  Minimum Essentiell Medium, not-essential aminoacids, GIBCO
4,6 Y -Mercaptoethanol, Sigma

Medium fir Fibroblasten:

475 ml DMEM, GIBCO BRL

15% Fotales Kélberserum, Hyclone

1%  Penicillin/ Streptomycin,

1%  Glutamin,

1%  Minimum Essentiell Medium, not-essential aminoacids,
4,6 Yl 3-Mercaptoethanol,

Alle in der Zellkultur verwendeten Plastikartikel stammen, sofern nicht anders angegeben,
von der Firma NUNCLON, die verwendeten Zellkultur-Medien von der Firma GIBCO
BRL. Die Zusammensetzung der Kulturmedien ist oben angegeben. Die Inkubation der
Zellen erfolgt bei 37°C/5% CO2 im Zdlkulturschrank. Die Zellen werden in der

exponentiellen Wachstumsphase geerntet.

2.2.2. Zelverarbeitung fur Transfektion

Die Zellen werden von Kulturflaschen in 50 ml Rohrchen Uberfihrt. Nach 10 mindtiger
Zentrifugation bel 1200 rpm werden sie in 10 ml PBS resuspendiert und gezahlt. Nach
erneuter Zentrifugation werden die Zellen in einer Dichte von 5 x 10° Zdlen / ml in
Wachstumsmedium aufgenommen.

Fibroblasten der Zellinie Rat-1 werden bis zur 70% und 90% Subkonfluenz hochgeziichtet.
Auf eine 10 cm Platte werden 5 ml 10% Trypsin-EDTA gegeben, und die Platte wird 5
Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgt durch
Zugabe von Kulturmedium. Zuerst wird das Kulturmedium abgesaugt, dann werden die
Zellen zweima mit PBS gewaschen. Anschlief3end werden die Zellen in der gewiinschten
Konzentration ausplattiert.

2.2.3. Transfektion per Elektroporation

Je 700 W der Zdl-Suspension werden in sterile Elektroporationskiivetten (Bio-Rad,
Elektrodenabstand: 0,4 cm) Uberfihrt. Nach Zugabe vom 10 ng DNA (Maxi-Prdps in
destilliertem Wasser) wird der Kivetteninhalt durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
durchmischt. Die Elektroporation erfolgt in drei Pardlelansdizen nach 5 minitiger
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Inkubation bei Raumtemperatur (RT) in einem Elektroporationsapparat der Firma Bio-Rad
unter for die jewellige Zelinie optimalen Parametern. Dabel sind die optimaen
Bedingungen 0,3 kV und 960 nF fur EpD3-Zellen und Fibroblasten, sowie 0,25 kV und
960 nt= fur NK-Zellen.

Nach 10 minutiger Inkubation bel RT werden die Zellen in 50 ml-Zellkulturflaschen, in der
10 ml Medium vorgelegt ist, tberfuhrt. Anschlieffend werden die Zellen 24 h bei 37 °C und
5% CO; inkubiert.

2.2.4. Lumineszenz-L uziferase Assay

Die Luciferase-Aktivitdt der transfizierten Zellen wird 24 h  bis 48 h nach der
Elektroporation gemessen. Das Kulturmedium aus der 50 ml Zellkultur Flasche wird 10
Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert, mit 1 ml PBS gewaschen, 10 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert, dann werden die Zellen in 250 pl Harvest/Assay Buffer (88 mM MES pH
7,8, 88 mM Tris pH 7,8, 12.5 mM MgOAc, 2,5 mM ATP, 1 mM DTT, 0,1 % Triton X-
100, vor dem Gebrauch zusammengesetzt) aufgenommen, und 20 Minuten bei RT zur
Lyse inkubiert. 0,2 ml Zdllysat wird in das Reaktionsgefdd zugegeben und die
Lichtemission wird im Luminometer direkt gemessen. Dabei erfolgt die Zugabe von 200 pl
Luciferin-Losung (0,5 mM luciferin in 5 mM KHPO, pH 7,8) automatisch im

Luminometer.

2.3. Gel-Retentionanalyse, Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Die Methode beruht auf der Beobachtung, dass DNA-Molekile in einer Gelelektrophorese
langsamer wandern, wenn ein Protein oder ein Proteinkomplex an sie gebunden hat.
Binden wéhrend einer Inkubation mit Zellkernproteinen ein oder mehrere Proteine an diese
DNA-Sequenzen, so ,verschiebt® sich die Bande aufgrund der langsameren
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA/Proteine an diese DNA-Protein-Komplexe im Gel
nach oben (daher die Bezeichnung Shift).

EMSA eignet sch, um spezifische DNA-Protein-Wechsewirkungen auf Affinitét,
Stochiometrie und Kooperation zu untersuchen. Mithilfe dieser Methode kdnnen einzelne
Proteine aus einem "rohen" Zellextrakt und auch spezifische DNA-Fragmente aus einem
Gemisch identifiziert werden. Durch die elektrophoretische GrofRenfraktionierung werden
freie Proteine, freie DNA-Fragmente und DNA-Protein-K omplexe voneinander getrennt.
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2.3.1. Préaparation von Proteinextrakten
Zellernte

Aul3er der Zellinie EpD3 und Rat-1 Fibroblasten, die in Abschnitt 2.2.1 beschrieben sind,
werden folgende Zellinien verwendet: EpSM 30, C58NT und EL4 Lymphomzellinie.

Die EpSM 30 Zellinie (Eppendorf SM 30) ist eine RT6.1 stabil exprimierende T Zell
Hybridoma Zédllinie, die von Lewis (RT6a) Ratten Milz Zellen stammt (Haag et a., 1988;
Haag et a., 1990). Die Zdlinie wurde durch Fusion peripherer T-Zellen mit C58NT
erhalten (Conzelmann et al., 1982; Galfre and Milstein, 1982).

C58NT, eine RT6-negative Thymoma-Zéellinie, wurde freundlicherweise von M. Nabholz
zur Verfigung gestellt.

Zellen werden in jewells zwel 10 cm Kulturplatten bis zur Subkonfluenz 70 und 90%
hochgeziichtet. Suspensionskulturen (RT6" EpD3) werden in ein 50 ml Facon-Tube
Uberfiihrt und direkt abzentrifugiert. Adhdrent wachsende Zellen (Fibroblasten) werden mit

einem Gummischaber ohne Trypsin gel0st.

Alle folgende Schritte werden auf Eis ausgefiihrt. Die Zellen werden in katem PBS
gewaschen fir 5 Minuten bel 1200 rpm und 4°C abzentrifugiert. Die Zellen werden mit 10
ml TBS (Tris buffered Saline) gewaschen und bel 1500 g fir 5 Minuten erneut
abzentrifugiert. Das Sediment wird in 1 ml TBS resuspendiert und in ein
Eppendorfrohrchen tiberfiihrt. Die Zellzahl pro Réhrchen wird auf 1x10° Zellen eingestelt.
Die Zellen werden 5 Minuten pelletiert. Das Sediment wird mit N, oder Trockeneis
schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Ganzzedllextraktion durch Einfrieren und Auftauen

Zelen werden in 3 Volumina Hochsalz Puffer (20 mM HEPES pH 7,8, 80 mM NaCl, 0,2
M KCI, 5 mM DTT, 0,5 mM PMSF) oder Niedersalz Puffer (20 mM HEPES, 80 mM
NaCl, 0,08 M KCl, 5mM DTT, 0,5 mM PMSF) (50 ul fiir 1 x 10° Zellen ) resuspendiert,
und in Trockenels / Ethanol eingefroren und wieder aufgetaut. Dies wird 3 mal wiederholt.
Dann wird bei 4°C 1400 rpm fir 15 Minuten. zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Tube Gberfihrt.

Complete Proteaseinhibitor (Boehringer Mannheim), welcher Phenylmethysulfonyl
fluoride (PMSF) enthdt, und DTT-Losungen werden bei —20 °C aufgehoben. Vor
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Gebrauch wird PMSF in ene Endkonzentration von 05 mM und DTT in ener
Endkonzentration von 1 mM hinzugefigt und der Puffer wird bei 4° C aufgehoben.

Die Pellets der Niedrigsalz-Extrakte werden dann mit 100 pl Hochsazpuffer
nachextrahiert. Der Uberstand wird fir 20 Minuten bei 45000 rpm zentrifugiert. Nach
Proteinbestimmung wird der Uberstand schockgefroren und bei —70°C gelagert.

Modifizierte Miniextraktionsmethode nach Schreiber

Diese Methode (Schreiber et al., 1989) beruht auf der chemischen Lyse der Zellmembran
sowie nachfolgender mechanischer Lyse der Kernmembran. Sie ist vor alem fur kleinere
Zellmengen ab 5x10° geeignet. Alle Schritte werden in einem Eisbehalter durchfiihrt.

Das Zellsediment von oben wird in 100 pl kaltem Puffer A (10 mM HEPES pH 7,9, 10
mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1,0 mM DTT, 0,5 mM PMSF) mit einer gelben
Pipettenspitze resuspendiert, auf Eis fir 15 Minuten inkubiert und 5 Minuten bei 1200 rpm
pelletiert. Der Uberstand wird mit einer Pipettenspitze abgesaugt, um Zellverluste zu
vermeiden. Dann wird 25 pl 10 % NP-40 zugegeben und die Lysate werden kraftig mit
Vortex gemischt, und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Durch NP-40 erfolgt die chemische
Lyse der Zellmembran. Die Zellysat wird 30 sec bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand wird
gesammelt und in Aliquots (5 x 80 pl) eingefroren, Das Pdllet wird in 12 W Puffer C (20
mM HEPES pH 7,9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF,
giskdt) gelost, und bei 4°C 15 Minuten auf einer Schittelplatte stark geschiittelt. Durch
diesen Vorgang erfolgt die mechanische Lyse der Kernmembran.

Das Kernlysat wird 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand wird in 10 pl Portion
aliquotiert. Nach Bestimmung der Protein-Konzentration werden die Kernprotein bei -70°C
aufbewahrt. 1-2 Yl Extrakt enthalten ca. 2-4 ng Proteine, in Bandshift Assays fur 3 ng Poly
didC. Die Proteinkonzentration wird mittels Protein-Assay Reagent BCA Kit, Pierce
bestimmt.

2.3.2. Radioaktive Markierung der Oligonukleotide und Aufreinigung der DNA-
Sonden

Da Transkriptions-Faktoren in der Regel an doppelstrangige DNA binden, synthetisch
jedoch nur Einzelstrang-DNA hergestellt werden kann, ist eine Anlagerung (Annealing)
von zwei komplementéren DNA-Stréngen erforderlich, um ene intakte Bindestelle zu
erhalten.
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Oligonukleotide

EMSA-A3 GATCAATTTAAGTTGGTCAGAAACTATTGGATGTCTAACCTGAAAGTGAAAGCA
EMSA-A4 GATCTGCTTTCACTTTCAGGTTAGACATCCAATAGTTTCTGACCAACTTAAATT
EMSA-AS GATCAAGCAGGTAGTTCCCAGAGGAAAC

EMSA-A6  GATCGTTTCCTCTGGGAACTACCTGCTT

Annealing von komplementaren einzelstrangigen DNA-Oligonukleotiden

Die Methode beruht auf einer initialen Denaturierung beider DNA-Einzel strangproben mit
anschlief3ender langsamer Abkihlung, um eine erneute Dissoziation zu vermeiden.

Zum Annealing werden gleiche Mengen der komplementéren Einzelstrange DNA z. B:
EMSA-A3 (2,64 ng/ul) 9,5 gl (25 ng) und EMSA-A4 (2,42 ng/pl) 10,3 pl (25 ng) sowie
TEN 60 4l zusammengefiigt, und mit H,O oder 1/10 TE bis 100 pl auffllt. Danach wird
auf 80 °C 5 Minuten erhitzt, und langsam auf RT abgekuhlt. Es wird bei —20 °C gelagert.

Fill-in Reaktion der 5" Overhang Bindungssegquenz

Zur radioaktiven Markierung wird **P-dCTP von Amersham verwendet. Durch eine
Auffilllreaktion (,fill-in“) werden die doppelstrangigen Oliganukleotide mit a**P-dCTP
markiert. Vorteil des Fill-in ist, dass nur Doppelstrang-DNA an lberhdngenden 5 Enden
markiert werden kann. Je nach a®*P —Nukleotid, das zur Verfiigung steht, werden die
anderen dNTPs kalt dazugegeben.

Pro Ansatz wird 2 pl doppelstrangiges Promotoroligo (50-100 ng) mit 10 pl demin.
Wasser, 2 Wl Restriktionsenzym-Puffer M (BMB) und 1 pl eines AGT-Mix (je 33 nM,
Pharmacia) versetzt. AnschlieRend werden 5 pl a®**P-dCTP (3000 Ci/mM) und 1 i
Klenow_Polymerase (2 u/uyl, Boehringer Mannheim) dazupipettiert und fur 10 Minuten bel
37°C inkubiert. Weiterhin inkubiert die Probe 10 Minuten bei RT und die Reaktion wird
durch rasches Abkuhlen auf Eis gestoppt.
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Abtrennung der freien radioaktiv markierten Nukleotide nach der Markierung

Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide werden Sephadex G25 Spin-Columns
(Boehringer Mannheim Biochemica) verwendet.

Nachdem der Quellpuffer von der Saule durch Zentrifugieren entfernt worden ist, wird der
Ansatz mit 50 M TEN (40 mM Tris HCl pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8.0, 150 mM NaCl)
versetzt und auf die Sdule aufgetragen. Eluiert wird durch erneutes Zentrifugieren in 100
m vorgelegten TEN-Puffer.

Quantifizieren des Einbaus

2 U des Eluats werden auf ,ready cap’s (Beckmann) zur Bestimmung der Radioaktivitét
im Scintillationszéhler pipettiert, der die resultierenden counts per Minute (cpm) angibt,
die je nach Einsatzmenge auf cpm/ul umgerechnet werden. Cerenkov Strahlung wird
gemessen. Gute Signale erhdlt man haufig mit 25000 cpm in eéinem Volumen von 1 W pro
Ansatz. Die Proben werden bei 4 °C gelagert oder direkt verwendet. Oligonukleotide

werden eventudl | weiter verdiinnt.

Es gibt einen grof3en Spieraum in der Menge markierten Oligonukleotids, die man
einsetzen kann. Oligonukleotide werden bei 4°C 14000 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert.

Die konzentrierte radioaktive Sonde sollte erst kurz vor Verwendung verdinnt werden.

2.3.3. Zubereitung des nichtdenaturierenden Polyacrylamidgels

Polyacrylamid entsteht in Gegenwart von Acrylamid, Ammoniumpersulfat (APS) und
Tetramethylendiamin (TEMED). Freie Radikale des APS aktivieren das Acrylamid und
fuhren zur Bildung ener léngeren Kette. Die LOsung dieses Polymers ist viskds, bildet
aber kein Gel. Das Gel wird durch Quervernetzung mit N,N"-Methylen-bisacrylamid
erhalten (Cooper, 1981).

Zur Durchfihrung einer Gel-Retentionsanalyse wird ein 6% Polyacrylamidgel angesetzt.
Dazu wird 30 ml Acrylamid (39%Arylamid:1%Bisarylamid), 20 ml 5 x TBE-Puffer und
10 g Glycerol mit 150 ml demin. Wasser gemischt und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
entgast.

Vorher werden 33 x 40 cm grof3e Glasplatten sorgféltig gereinigt. Vor dem Zusammenbau
der Platten wird eine Glasplatte mit Acrylase (Stratagene) bespriht, um das spétere
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Ablosen des Gels von der Platte erleichtern. Bevor das Gel gegossen wird, werden die

Platten aufeinander gelegt, mit Spacern (1,5 mm) versehen und durch Klammern arretiert.

Zu den 200 ml Acrylamid-L6sung werden 0,05% TEMED (140 mi) und 10 % APS (700
m) pipettiert. Vor dem Giel3en wird der Ansatz gut vermischt, anschlief3end wird ein
Kamm mit 4 mm weiten Zéhnen eingesetzt und auch dieser mit Klammern arretiert. Nach
maxima 5 Stunden sind die Gele vollstéandig auspolymerisiert und konnen verwendet

werden.

2.3.4. Bindereaktion

Die Bindung der Zellextrakte an markierte RT6 DNA-Oigonukleotide erfolgt in einem 1,5
ml Eppendorf-Gefal? oder in einer Microtiterplatte in einem Resktionsvolumen von 20 ni.
Das Oligonukleotid wird mit Wasser auf 1 : 8 verdinnt. Pro Ansatz werden 8 gl 40 x
Bindungspuffer (ZnCl 10 nM, 3 mM DTT, 0,5 ng Poly dI-dC, 293 4 H20) und 4 u
Zellextrakte (20 ng Protein) in einer Microtiterplatte fur 20 Minuten bel RT vorinkubiert.
Nach Zugabe von 2 pl radioaktiv markierten a**P - Target DNA wird erneut bei RT 20

Minuten inkubiert.

Die Bindungsbedingungen fir verschiedene Proteine konnen sehr unterschiedlich sein.
Wenn man unterschiedliche Extraktmengen benutzt, sollte man entsprechend mit
Extraktionspuffer ausgleichen. Allgemein gilt, dass die DNA-Bindung sensitiv gegen Salz
ist. Eine Erhohung der Salzkonzentration kann also die Spezifitat erhGhen.

2.3.5. Lauf der Elektrophorese

Nach Entfernung des Kammes wird das Gel im Kihlraum in eine Gelkammer eingespannt,
die Kammer oben und unten mit 0,5 x TBE Puffer (0,089 M Tris-Base-Hydroxymethan,
0,089 M Borsdure, 0,5 M EDTA pH 8,0) befillt und die Taschen mit Puffer ausgespilt.
Laufpuffer und Puffertank bzw. Kammer werden auf 4 °C vorgekihlt. Vor dem Beladen
der Gele werden die Ansétze mit 4 Wl ,, loading buffer” - 6 x Glycerin-Auftragspuffer (15 %
Ficall, 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 % Xylencyanol, 1 ng/L Ethidiumbromid, 1 mM EDTA)
versetzt. Nach einstiindigem Vorlauf bei 300 V werden die Taschen beladen und der Lauf
bei 150 Volt Gber Nacht durchgefihrt. Laufbedingungen werden so gewéhlt, dass die Gele

sich nicht mal3geblich aufwarmen.
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Das Gel wird so lange laufen gelassen, bis die Bromphenolblaufront ca. 1 cm vor dem
Ende der Glasplaite angelangt ist. Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel
vorsichtig auf Whatman-Papier transferiert, und auf einem Geltrockner (80°C fur 2
Stunden) getrocknet.

2.3.6. Auswertung der Gel-Retentionsanalyse

Erste Exponate des an Whatman-Papier getrockneten Gels werden an einem Fujix Imager
(BAS 2000) ausgewertet. Dazu wird das Gel in einer Filmkassette befestigt und eine
»Imagingplatte* fir 2 Stunden aufgelegt. Anschlief3end wird die Platte im Fujix Analyzer
eingescannt, der die vom Gel auf die Imagingplatte Ubertragende Strahlungsenergie in
elektrische Signale umwandelt, so dass eine Abbildung der Gel-Retentionsanalyse auf
einem Bildschirm erscheint. Die Ergebnisse am Gerét lassen sich Uber einen Drucker
ausdrucken und archivieren. Anschlief3end werden Rontgenfilme (Kodak XARS) in der
Filmkassette fir 2 Tage bei — 70 °C exponiert. Der Film wird in der Dunkelkammer
entnommen und entwickelt.

2.4. Zielgerichtete M utagenese mittels PCR in Vitro

2.4.1. Vorbereitung der PCR- und Mutagenese-Primer

Die Primer werden gemdld dem Syntheseprotokoll des Herstellers in autoklaviertem
Wasser gelost und auf 100 mM eingestellt, 5 Minuten bei 50 °C im Heizblock erwarmt,

Stocklésungen werden eingefroren.

Mutageneseprimer

GemutF ATA AAG GGG GAA AAGCACTGA CTT
GemutR - AAGTCA GTGCTT TTCCCC CTT TAT

Kurz vor Gebrauch werden Primer in frischen Eppendorf-Gefd3en auf die Arbeits
konzentration von 10 niM verdinnt (10 + 90 Wl H,O; mit Deckeletikett beschriftet!).



Materialien und Methoden 32

2.4.2. Mutagenese-PCR und I solierung der Produkte
Der Standard-Reaktionsansatz besteht aus:

5 W 10 x Pfu-Polymerasepuffer,

1 W Pfu-Polymerase (Stratagene)

25 W dNTP- Mix (2,5 mM je Nukleotid, Pharmacia)

100ng DNA-Matrize

3 W Vorwarts-Primer (10 nM), (RV3, GCMUtF)

3 M Ruckwarts-Primer (10 M), (RV2, GCMUtR)
Ad 20 g HO

Fir n Reaktionen alle Voluminamal n + 1 als Mastermix auf Eis vorbereiten.

Temperaturprogramm:
Schritt Temperatur Zeit
1 Denaturierung 94°C 3 Minuten
2 Denaturierung 94°C 40 Sekunde
3 Primerbindung 50°C 40 Sekunde  22x
4 Extension 72°C prolkb 60 Sekunde
5 Extension 72°C 5 Minuten

Nach Ablauf der Reaktion werden Ansétze mit 1/20 Vol. DNA-Auftragspuffer versetzt und
das gesamte Volumen wird Uber ein 1,52 %iges Agarosegel (mit Ethidiumbromid)
aufgetrennt. Die Banden werden auf dem Transilluminator ausgeschnitten und in vorher
beschriftete Eppendorf-Geféd3e eingesetzt. Die PCR-Fragmente werden aus dem Gel

mittels Spin-Columns vom Jetsorb Kit isoliert.

2.4.3. Rekombinantions-PCR und I solierung der Produkte

Anschliefend wird eine Rekombinantions-PCR mit den End-Primern (RV3 und RV2)
angesetzt. Bei der Rekombinantions-PCR werden das 5° PCR-Fragment und das 3" PCR-
Fragment vereinigt. Zur Erhéhung der Ausbeute werden pro Mutante 2 identische Ansétze
hergestellt.
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Abgewandelter Reaktionsansatz aus:

5 W 10x Pfu-Polymerasepuffer
1 y Pfu-Polymerase,
3 W dNTP-Mix (2,5 mM je Nukleotid),
3 W Vorwérts-Primer (10 niv)
3 W Ruckwarts-Primer (10 miM)
ad50 g HO

Fur jede Reaktion separat die entsprechenden Primer im 0,5 ml RG vorlegen
4 u Eluat des 5" -PCR-Fragments
4 u Eluat des 3" -PCR-Fragments

Fur 2 n Reaktionen ale Voluminamal 2 n + 1 as Mastermix auf Eis vorbereiten.

Das PCR-Temperaturprogramm von Abschnitt 2.5.2 wird verwendet. Bei Bedarf wird die
Extensionszeit erhoht. Die Banden werden wie oben beschrieben mit der Agarosegel-
Elektrophorese analysiert. Die Banden, die subkloniert werden sollen, werden
ausgeschnitten und Uber Kopplung an eine Glasmatrix von Spin-Columns (Jetsorb,
GENOMED) aus dem Gel aufgereinigt. Die Gel-Extraktion wird mit 50 pl H,0 duiert.

2.4.4. Klonierung der Mutante in den pGL 3-Basic-Vektor und den pGL 3-Enhancer -
Vektor

Die im Abschnitt 2.1. beschriebenen Techniken werden in analoger Weise zur Klonierung
der mutierten Promotorfragmente in den pGL 3 Vektor angewendet. Dazu werden die PCR-
Produkte und pGL 3 Vektoren mit den Restriktionsenzymen Sac | und Hind 111 verdaui.

2.5. Werkzeuge zur Sequenzanalyse und Dokumentation

Die DNA Seguenzanalyse wird mittels des Programme DNA-Star und Sequencher
durchgefiihrt. Die RT6 Promotorstrukturanalyse und die Untersuchung der Bindungstellen
fur Transkriptionsfaktoren werden mit Hilfe der BCM Search Launcher und der Datenbank
Matlnspector / TRANSFAC (Transcription factor Database) und eukaryotic Promotor
Prediction by Neural Network durchgefihrt. Die Dokumente werden mit Microsoft Office
98, Word, Excel, PowerPoint, Endnote 3.0, Canvas 6.0, Adobe-PhotoShop 5.0, prasentiert
und mit Cricket Graphik 3.0, SigmaPlot 5,0 ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Molekulare Sequenzanalyse des RT 6-Promotor s

Ein typisches eukaryotisches Gen kann bis zu vier verschiedene modulatorische
Kontrollelemente der Transkription enthalten. Erstens gibt es den Promotor selbst, der oft
eine TATA-Box enthdt; zweitens sind unmittelbar stromaufwérts vom Promotor Elemente
vorhanden, die fir die effiziente Transkription in alen Zeltypen verantwortlich sind;
drittens sind weitere Elemente zwischen den stromaufwarts gelegenen Promotorelementen
eingebettet, die Gene in bestimmten Geweben oder as Reaktion auf bestimmte Stimuli
aktivieren. Schliefdich  findet man zusdtzlich die weter entfernt liegenden
Enhancerelemente, die die Genaktivitét entweder in alen Geweben erhGhen oder selbst
reguliert werden (Neurath et al., 1997).

Voraussetzung fur die Initiation der Transkription ist, dal3 die Transkriptionsfaktoren in
einer bestimmten Ordnung einen Komplex bilden, an den die RNA-Polymerase bindet.
Kurze Sequenzelemente, die von Transkriptionsfaktoren erkannt werden, liegen meist
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunkts.

Als methodischen Ansatz zur Untersuchung der Regulation der RT6-Gen-Expression habe
ich folgende Experimente durchgefihrt: die Sequenzandyse mit Hilfe ener auf
Transkriptionsfaktor-Bindestellen  spezidisierten  Datenbank, Reportergen  Assays,
Mobility-Shift-Untersuchungen, sowie in vitro Mutagenese.

3.1.1. Strukturelle Komponenten des RT6-Promotors

Aus der Untersuchung von cDNA-Klonen wurden acht Exons und zwel
Transkriptionsstartstellen (TSS) des RT6-Gens identifiziert (Kuhlenbdumer et al., 1997).
Funktionelle Analysen der mit TSS1 und TSS2 verbundenen Promotor-Regionen zeigten,
dald in EpSM30 Zellen der Promotor vor TSS2 stérker wirkt als derjenige vor TSS1 (Haag
et al., 1996).

Einca 1,2kb 5 von Exon 2 bis ca. 200 bp 3" von Exon 2 umfassendes Fragment des RT6-
Promotors wurde aus genomischer DNA der Sprague Dawley Ratte kloniert und
sequenziert (Kuhlenbaumer, 1996). Dieser im Bereich von Exon 2 gelegene
Hauptpromotor wurde zur Vorhersage potentieller Transkriptionsfaktor-Bindestellen mit
der TRANSFAC Datenbank (The Transcription Factor Database) (Knuppel et a., 1994;
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Wingender et al., 1991) néher analysiert. Die mit der Datenbank TRANSFAC anaysierten
Sequenzabschnitte und die ermittelten putativen Transkriptionsfaktor-Bindestellen sind aus
der Abb. 4. ersichtlich.

Abbildung 4. Strukturelle Komponenten des RT6-Gens und Sequenzanalyse des RT6-Promotors 2
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Dargestellt sind eine Skizze des RT6-Gens und die Sequenz der Promoterregion 5° von Transkriptionsstart 2
bzw. Exon 2. Das RT6-Gen besteht aus 8 Exons, die als Ka&stchen gezeichnet sind. Der Transkriptionsstart ist
hier mit +1 gekennzeichnet. Transkripte, die die Exone 1 und 2 enthalten, verwenden eine langere Variante
des Exons 2, das Exon 2°. Die exonischen Bereiche 2 und 2" sind mit einen Balken dargestellt. Das im
Promotorbereich vorkommende repetitive Sequenzelement ist durch Schatten  markiert. putative
Transkriptionsfaktorbindestellen, die durch die Analyse mit der Datenbank TRANSFAC ermittelt wurden,
sind durch Kasten gekennzeichnet und mit dem Namen des jeweiligen Faktors beschriftet. CCAAT, TATA
und CACCC Elemente sind durch gestreifte Kasten hervorgehoben.

Eine Haufung von putativen Bindesequenzen fur Transkriptions-Faktoren, die bel der
Expression T-Zell-spezifischer Gene eine Rolle spielen, fand sich 5 von Exon 2. Promotor
2 weigt vide potentielle Bindestellen fir Transkriptions-Faktoren auf, und typische
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Promotor-Elemete wie TATA und CCAAT-Boxen werden in angemessenen Positionen

gefunden.

Im Bereich von Exon 2 findet sich ein AP Element. Die Zusammensetzung und Expression
des AP-1-Komplexes ist wichtig fur die Aktivierung und Proliferation von T-
Lymphozyten. Am Transkriptionsstart befindet sich ein CACCC-Element (+3/+7). Die
CACCC-Box ist ein Kernmotiv (minimal essential binding site) von Bindungssequenzen
der KLF (Kruppel-like factors) Familie (Anderson et a., 1995; Miller and Bieker, 1993).

An der Position —29 bis —23 befindet sich eine potentielle TATA-Box (GATAAAG).
Unmittelbar 5° der TATA-Box findet man ein nahezu ideales Ets-1 Bindemotiv (-41/-31),
und ein IRFL/2 (Interferon Regulatory Factor 1/2) Bindemotiv (-55 bis —43). Die IRF-1/2
Stelleist in eine Reihe von c-Myb und c-Myc / Max Stellen eingebettet.

Im Bereich —-65 / —70 vor dem Transkriptionsstart 2 findet man eine invertierte CCAAT-
Box. CCAAT-Boxen befinden sich meist im Bereich zwischen den Nukleotiden —50 und —
100. Eine weitere putative Bindestelle existiert fur die Faktor GATA an der Position —153
bis-148.

Zusédtzlich finden sich auch Elemente, die in den regulatorischen Regionen T-Zdl-
spezifischer Gene vorkommen. Unter diesen sind die NF-kB (Nuclear Factor kB) Stelle (-
716 bis 707), das Ikaros Bindemotiv (-715 bis—703), NF-AT (Nuclear Factor of Activated
T-cells) (GGAAAA) und die Lyf-1 (Lymphocyte Factor 1) Stelle an Position —478 bis —
470 zu finden. Die NF-kB Stelle Uberlappt mit einem Ikaros- und NF-AT-Bindemotiv.
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Die Sequenzen der Bindestellen fir putative Transkriptionsfaktoren sind in Tabelle 1. in
5® 3 Richtung aufgelistet.

Tabelle 1. potenzielle Bindestellen fir Transkriptions-Faktoren im RT6-Promoter.

I nspecting sequence RT6-Pronmpotor 2 (1 - 1509):

mat ri x | matrix | core | matrix | sequence
nane | position(str)| siml. | siml. |

GATAL | 480 (+) | 1.000 | 0.994 | agggaGATAat ggg
NFKB | 524 (-) | 1.000 | 0.882 | ctGEGAactacctg
NFKAPPAB | 526 (-) | 1.000 | 0.915 | GGGAactacc

| K1 | 527 (-) | 1.000 | 0.920 | ctctGGEGAactac

| K2 | 528 (-) | 1.000 | 0.960 | ctctGGEGAacta

NFAT | 535 (+) | 1.000 | 0.974 | cagagGAAActc

LYF1 | 764 (-) | 1.000 | 0.916 | cttGGGAgg

TATA | 869 (-) | 1.000 | 0.944 | ataTAAAatgtcgat
TATA | 1212 (+) | 1.000 | 0.862 | ggaTAAAgggggccc

| RF1 | 1187 (+) | 1.000 | 0.912 | tgaaagt GAAAgc

| RF2 | 1187 (+) | 1.000 | 0.890 | tgaaagt GAAAgc
MYCVAX | 1195 (+) | 1.000 | 0.828 | aaagCACG tgtcc
GATAL | 1085 (-) | 1.000 | 0.923 | ctaaGATAgtttt
GATAL | 1085 (-) | 1.000 | 0.929 | tctaaGATAgtttt
CAAT | 1170 (-) | 1.000 | 0.880 | gacat CCAAtag

CwB | 1137 (-) | 1.000 | 0.819 | aattaggtagGITCcatt
CwB | 1148 (+) | 1.000 | 0.829 | cctaatttaaGITCgtca
CwB | 1192 (+) | 1.000 | 0.822 | gtgaaagcacGITG cca
CWMYB (TSS2) | 1237 (-) | 1.000 | 0.834 | aaaaacgggt GITCGcaga
CETS1 | 1209 (+) | 0.926 | 0.877 | acAGGAtaaa

AP | 1270 (-) | 1.000 | 0.976 | ggCAGCggg

MZF1 | 1323 (+) | 1.000 | 0.960 | gaaGEC&a

MZF1 | 1344 (+) | 1.000 | 0.986 | agaGEC&a

Durch Vergleich mit der TRANSFAC Datenbank, die Konsensussequenzen transaktivatorbindender DNA-
Abschnitte enthalt, wird eine Reihe von putativen Bindestellen fur Transkriptionsfaktoren in diesem Bereich
identifiziert. Die Kernmotive sind in der Tabelle grofl3 gekennzeichnet.

3.1.2. Analyse des Transkriptionsstarts mittels Promotor Prediction Programm

Das Programm “Promotor Prediction by Neural Network” (PPNN) ist eine Methode zum

Auffinden von eukaryotischen und prokaryotischen Promotoren in einer DNA-Sequenz.

Die RT6-Promotorsequenz wird mit dem PPNN analysiert. Nach Analyse durch das
Netzwerk werden die in Abb. 5 angegebenen drei Sequenzabschnitte as potentielle
Transkriptions-Startstellen gefunden. Ein Startpunkt davon, der dritte, befindet sich
unmittelbar 3 bp nach der experimentell definierten RT6-TSS2 (Haag et al., 1996). Der
Autor des Programms  behauptet, dald die Vorhersagegenauigkeit  der
Transkriptionsstartspunkte +/-3 bp betragt.
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Abbildung 5. Analyse der Transkriptionsstart mittels PPNN

Promoter Prediction by Neural Network
O A AT AT AT AT AT AT AT AP U ST ST

Enter a DNA sequence to find possible transcription promoters

Promoter predictions For 1 eukaryotic sequence with score cutoff 0.90 (iranscription start
shown in larger font):

Promoter predictions for RT6 :

Start End Score Promoter Sequence
] 759 0.94 TTTCACTITGTATATOSTGGCTGGTCTCALATTCAC AGATATTC TTCTEC
9046 956 1.00 ATATATGTATATATATATACACACACACACAGACACACICACICACAGAC
1205 1255 0.9:2 GTCCACASGATLALGGSGGCCCGGCACTGACTTCTGOALCACCCEGTTTTT

Das Ergebnis von PPNN ergibt eine Liste von Sequenzabschnitten von 51 Basen, die sich tiber den Bereich
von —40 bis +11 des potentiellen Promotors erstrecken. In der PPNN Analyse werden 3 mdgliche Startpunkte
des RT6-Promotors vorhergesagt. Die Nukleotide, die a's Startpunkt in Frage kommen, sind grof3 dargestelIt.
Der experimentell ermittelte Transkriptionsstartpunkt ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Die Grundlage fir die Vorhersage einer Transkriptions-Startstelle durch das PPNN-
Programm besteht vor alem aus zwe Teilen: zum einen die Erkennung der TATA-Box,
zum anderen die Erkennung des ,Initiator-Elements‘. Als Initiator wird der Sequenz-
Abschnitt bezeichnet, der sich um den Transkriptionsstart erstreckt. Das Nukleotid +1
eukaryontischer Gene ist meistens ein Adenin (Bucher and Trifonov, 1986). Hinzu kommt,
daid sich im ,richtigen* Abstand eine putative TATA-Box befindet. Beide Teile werden in
einer Ausgabeeinheit kombiniert, die Wahrscheinlichkeitswerte zwischen 0 und 1 angibt.
Diese Methode wird genau in (Reese, 1996; Reese, 1995) beschrieben.

3.2. Funktionelle Charakterisierung des RT6-Promotors in Reportergen-

Assays

Zur Untersuchung der RT6-Promotoraktivitdt werden die Promotorbereiche des RT6-Gens
in den Vektor pGL3 kloniert, welcher als Reportergen das Luziferase-Gen enthalt. Durch
Reportergen-Analysen wird es mdglich, relevante Abschnitte des RT6-Promotors zu
identifizieren.

3.2.1. Luciferase — Expressionsvektoren

Um die spezifische Aktivitét eines Promotors in Zellen zu untersuchen, in denen das
zugehorig Gene normalerweise exprimiert wird, setzt man ein heterologes Gen in einem
geeigneten Vektor unter die Kontrolle des zu untersuchenden Promotor-Abschnittes. Das
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heterologe Gen, welches leicht nachzuweisen sein mul3, wird Reportergen genannt (Abb.
6).
Abbildung 6. Reporter gen.

Regulationssequenzen Promotor

i B T

untersuchtes Gen

Austausch des Gens
gegen ein Reportergen

Repartergen

Regulationssequenzen

Man benutzt ein Reportergen, das mit der stromaufwaérts gelegenen Region des klonierten Gens verkniipft ist
und dieses ersetzt. (Abbildung aus T. A. Brown: Gentechnologie fur Einsteiger 1996).

Ein solches Reportergen muf3 man sorgféltig auswahlen. Zuallererst mul3 es einen
Phanotyp codieren, den der Wirtsorganismus von sich aus noch nicht besitzt. Aul3erdem
muf3 der Phanotyp des Reportergens nach der Klonierung relativ leicht nachzuweisen sein,
und im Idealfal sollte man ihn auch quantitativ bestimmen kénnen (Brown, 1996).

Zur Untersuchung der Promotor-Funktion werden die Vektoren aus der pGL3-Serie
(Promega) verwendet, welche ein modifiziertes Luziferasegen als Reportergen tragen
(Abb. 7). Das Luciferase-Gen wird aus drel Organismen gewonnen: den Leuchtbakterien
Vibrio harveyii und V. fischeri sowie dem Glihwirmchen Photinus pyralis (Brown, 1996).
Ein Luciferaseaktivitéi-Assay ist mit Hilfe eines Luminometers schnell, einfach und
sensitiv durchzufiihren. In Abbildung 7 sind Luciferase-Reportervektoren dargestellt, wie
sie von der Firma Promega kommerziell angeboten werden.
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Abbildung 7. L ucifer ase Expr essionsvektoren
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Die Firma Promega bietet eine Reihe von Luciferase-Expressions-plasmiden an (GenelLight®, pGL-
Expressions-Vektoren). Es stehen fir das L uciferasegen vier verschiedene Vektoren zur Verfligung, ndmlich
pGL 3-Basic-, pGL 3-Promoter-, pGL 3-Enhancer-, und pGL 3-Control-V ektor.

Diese Vektoren basieren auf pUC19. Alle Vektoren fir Reportergenstudien, wie andere
Plasmide, enthalten auch bestimmte Sequenz-Abschnitte, die fir die Funktion des Plasmids
wichtig sind. Solche Sequenzen sind zum einen ein bakterieller Replikations-Startpunkt,
der die Vermehrung des Vektors in E. coli ermdglicht, zum anderen ein Antibiotika-
Resistenzgen fir die Selektion des rekombinierten Plasmids sowie eine Vielzahl von
Restriktions-Schnittstellen, in die fremde DNA- Sequenzen eingefligt werden konnen. Die
eukaryotische Transkriptions-Einheit umfal3t Sequenzen, die das Reportergen codieren,
Intron-Sequenzen, die das Spleilen des Transkripts ermoéglichen, sowie
Polyadenylierungssignale, die die Stabilitdt der Transkripte innerhalb der transfizierten
Zellen erhdhen (Neurath et al., 1997).

Die Vektoren der pGL3-Serie besitzen zusétzlich ein zweites Polyadenylierungssigna
stromaufwérts vor dem Luciferasegen. Dieses Signa terminiert unerwiinschte RNA-
Transkriptionsvorgange, die unter Umstdnden in Saugerzellen stromaufwarts vom
Luciferasegen an Plasmidsequenzen initiiert werden. So wird gewéhrleistet, dal’3 das
Reportergen nicht von der beliebigen Sequenz aus, sondern nur von der zu untersuchenden
Sequenz aus, abgel esen wird.
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3.2.2. Molekulare Klonierung der RT6-Promotorfragmentein den pCR 2.1Vektor

Um funktionelle Abschnitte im RT6-Promotor zu lokalisieren und die regulatorischen
Elemente zu ermitteln, wird eine Reihe Luciferase-Gen-Konstrukte, die interessante
Promotorfragmente des RT6" Gens enthalten, aufgrund der bisherigen Untersuchungen
hergestellt.

Zuerst werden die verschiedenen Fragmente des RT6-Promotors mittels PCR amplifiziert.
Zur PCR-Amplifikation (Abb. 8) werden zum einen Primer (A3R, A2R, A2, Al), die von
dem RT6-Promotor abgeleitet sind, zum anderen Primer (RV3, RV2), die von der
V ektorsequenz abgeleitet sind, verwendet. Als Matrize wird das bereits klonierte Konstrukt
pGL 3bA/AFB+150, welches den Promotorbereich von —85 bis + 150 enthalt, verwendet.

Abbildung 8. Gelelektr ophor etische Auftrennung der amplifizierten RT6-Promotorfragmente
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Die gewiinschten DNA-Abschnitte werden mit spezifischen Primerpaaren aus pGL3 DNA und Matrizen
durch PCR amplifiziert. Die PCR Amplifikationsprodukte aus dem RT6-Promotorbereich sind in eéinem mit
Ethidiumbromid gefarbtem Agarosegel dargestellt. In der &ufdersten Spur ist ein Molekulargewichtsmarker (|
DNA-Hind I11/f x-174 DNA-Hinc |1 Digest) aufgetragen. Uber dem Gel stehen die eingesetzten Primer.

Mit unterschiedlichen Primerpaaren (A1*RV2, RV3*A3R, RV3*A2R, RV3*A2) aus dem
RT6-Promotor und dem Vektor werden DNA-Fragmente zwischen 250 und 300 bp aus
dem pGL3bA/AFB+150-Konstrukt amplifiziert. In der Abb. 8 sind die erwarteten Banden

zu erkennen.

Nach PCR-Amplifikation werden die PCR Produkte in den Plasmidvektor pCR 2.1 kloniert
(Abb. 9). Der Vektor pCR 2.1 kann PCR-Produkte, die an ihren 3-Enden ein
Uberhdngendes Adenin tragen, direkt aufnehmen, ein Vorgang, der as , TA-Klonierung®
bezeichnet wird. Hierzu wird das TA Cloning Kit der Firma Invitrogen verwendet.
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Abbildung 9. Schematische Dar stellung der Klonierung der RT6-Promotor bereichein den pCR 2.1
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Diese Abbildung stellt A. Matrix, B. PCR-Amplifikation, C. TA-Klonierung und D. pCR 2.1 Konstruktkarte
dar. Ausgewdhite RT6-Promotorbereiche, welche sich in ihren 5°- und 3'-Enden, sowie in den von ihnen
enthaltenen vorhergesagten Transkriptionsfaktor-Bindestellen unterscheiden, werden mittels PCR
amplifiziert. Als Primer werden AFB, A2, A2R, A3R und RV2, RV3 verwendet. Die RV3 x A2, RV3 X
A2R, RV3x A3R und Al x RV2 sind PCR-Amplifikate. Die Produkte werden dann in den Vektor pCR 2.1

kloniert.

Nach erfolgreicher Klonierung wird die rekombinierte DNA in kompetente E. coli Zellen
transformiert. Um zu prifen, ob Bakterienkolonien ein Plasmid mit dem richtigen Insert
enthalten, werden Restriktionsverdaus der DNA-Minipreps als Screeningverfahren nach

Transformation der pCR 2.1 Konstrukte und PCR-Screening angewendet. Die gereinigte
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DNA wird mit dem Restriktionsenzym EcoR | behandelt, das auf beiden Seiten des Inserts
schneidet (Abb. 10).

Abbildung 10. Restriktionsverdau der PCR-Konstrukte mit der Restriktionsendonuklease EcoR |

tIEE bp
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Verschiedene pCR 2.1 Klone werden mit EcoR | verdaut und auf einem 1%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Um die DNA sichtbar zu machen, erfolgte eine Farbung des Gels mit
Ethidiumbromid und anschlief3end UV-Bestrahlung. In der letzten Spur wird ein Molekulargewichtsmarker
aufgetragen. Dabel befindet sich in zwei nebeneinanderliegenden Spuren DNA aus Klonen, die mit dem
gleichen Konstrukt transformiert worden sind. Die im Gel langsamer laufenden obere Banden sind die
geschnittenen Vektoren, die schneller migrierenden das I nsert.

In den Spuren 1, 4, 5 und 6 sind die erwarteten Banden bei ca. 300 bp zu finden. Die
klonierten Fragmente werden sequenziert, und die korrekten Konstrukte werden zur
weiteren Klonierung genutzt.

3.2.3. Umklonierung von RT6P Promotorbereichen in den pGL 3 Basic-Vektor

Eine sequenzspezifische Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen wird nach
DNA-Prgparation zum einen zum Zwecke der Herstellung der einzelnen rekombinanten
RT6 enthaltenden Plasmide, zum anderen zur Uberpriifung der klonierten Plasmide
durchgefuhrt.

Nach Restriktionsverdau werden die DNA-Fragmente in den pGL3 Vektor, der zur
Anayse der transkriptionellen Aktivitdt der Promotor-Abschnitte in Reportergen-Studien
dienen kann, umkloniert. Dies geschieht durch Herausschneiden der Promotorfragmente
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aus pCR 2.1 mit entsprechenden Restriktionsenzymen, und anschlief3ender Klonierung in
die Schnittstellen des pGL 3 Vektors (Abb. 11).

Abbildung 11. Klonierungsstrategie der RT6.2 Reporter gen-K onstrukte

A. pCR 2.1/ RT6-Promotorfragmente
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Die ausgewdhlten RT6-Promotor-Bereiche werden durch Xho | Restriktionsverdau in den pGL 3-Basicvektor
umkloniert. A: Multiple Cloning Site (MCS) der pCR 2.1 Konstrukte, B: MCS des pGL 3-Basicvektors, C:

MCS der pGL3 Konstrukte.
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3.2.4. Uberblick der Konstrukte-Herstellung fiir die Reporter gen-Assays

Das folgende FlieRschema gibt einen Uberblick Uber die Strategie zur Klonierung
ausgewdhlter Promotorabschnitte in den pGL3 Vektor.

PCR Amplifikation
ausgewahlter RT6-Promotorbereiche

TA-Klonierung der Promotorbereiche in den pCR 2.1-V ektor
Transformation der Promotorkonstrukte in E.coli
PCR Screening

Praparation von Plasmid-DNA

pPCR 2.1 DNA-Sequenzierung
Sequenzspezifische Spaltung
von Insert und Vektor mit Restriktionsendonukleasen
Elektrophoretische Auftrennung
der Restriktionsfragmente

DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Umklonierung in den Reportergen-V ektor
Sequenzanalyse

pGL3 DNA Maxi-Préparation
DNA-Bestimmung

Reportergen-Assays
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3.2.5. Reportergen-Assays mittels der Transfektion durch Elektroporation

Um die DNA in Zdlen zu transfizieren, wird die Transfektionsmethode der
Elektroporation verwendet, bei der durch Anlegen eines elektrischen Feldes DNA in Zellen
eingebracht werden kann (Abb. 12).

Die Anforderungen, die an die Transfektionsmethode gestellt werden, bestehen darin, eine
hohe Transfektionseffizienz zu erreichen und mdglichst auch schwer zu transfizierende

Zéllen (T-Zellen) zur Expression des Reportergens zu bringen.

Abbildung 12. Prinzip der Elektroporation

R e oSO L

Bei einer Vielzahl von Saugerzellen fihrt das Anlegen eines kurzen Hochspannungsi mpul ses voriibergehend
zur Bildung von nanometergrof3en Poren in der Plasmamembran. Die DNA gelangt entweder direkt durch
diese Poren ins Cytoplasma oder infolge der Umverteilung der Membrankomponenten bei der Schlief3ung der
Poren. (Abbildung aus BioRad Katalog 1999)

In Vorversuchen wird ermittelt, dal3 eine optimale transiente Expression bel EpD3 Zellen
und Fibroblasten mit einer Spannung von 300 V/cm erreicht wird, und bel NK-Zdlen die

Spannung 250 V/cm betragt.

Die Reportergen-Konstrukte werden in transienten Transfektionen mittels Elektroporation
auf ihre Aktivitét in Zelinien, die aus lymphatischen sowie nicht-lymphatischen Zellen
abgeleitet sind, untersucht. Nach der Transfektion des Konstrukts ist die ins Cytosol
abgegebene Menge des Transgenprodukts (der von den Zellen produzierten Luciferase) ein
Mal3 fur die Promotorstérke des klonierten Fragments. In dem folgenden Reportergen-
Assay stellen die Balken den Mittelwert aus mindestens 3 unabhéngigen Experimenten dar,
die Standardabweichung (STABWN) ist angegeben.
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3.2.6. Luciferaseaktivitét der pGL 3 Vektoren in EpD3-Zellen

Mit Reportergen-Assays kann man nicht nur die Regulations-Elemente lokalisieren,
sondern auch die Funktion einzelner Abschnitte ermitteln.

Um die Transkription des Luciferasegens in den verwendeten Zellen zu untersuchen,
werden die vier von der Firma Promega gelieferten pGL3-Vektoren in einem Vorversuch
in die RT6.2 eprimierende EpD3 Zellinie transfiziert, und ein Reportergen-Assay wird
durchgefuhrt (Abb. 13).

Abbildung 13. Luciferase Expression der pGL 3 Vektoren in EpD3 Zéllen.

[Emittelmet BST ARV |

relative luciferase activities
3
1

pGL3 - pGL3- pGL3- pGL3-
Basic Promoter Enhancer Control
Construct Transfected

In diesen Experimenten wird die Luciferase-Expression in EpD3 Zellen, die mit den pGL3 Standard -
Vektoren transfiziert werden, verglichen. Die Aktivitdt des SV 40 Promotors wird auf 1 normalisiert.

In diesen Assays stieg die produzierte Luciferase bei dem Control-Vektor deutlich an.
Dieser Vektor enthdlt den SV40-Promotor, der in einer Vielzahl von Sdugerzellen aktiv
ist, und den SV40 Enhancer.

3.2.7. Funktionelle Analyse der zellspezifischen RT6-Promotor aktivitét

Bestimmte Promotoren sind nur in bestimmten Geweben aktiv. Um zellspezifische
Promotoraktivitdt zu untersuchen, werden die hergestellten Konstrukte in RT6
exprimierende und  nicht-exprimierende Zellinien mittels Elektroporation transient

transfiziert und in Reportergen Assays untersucht (Abb. 14).
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Als Zdlinien in diesen Versuchen habe ich das T-Zell Hybridom EpD3 (RT6.2%), eine

Fusion der Thymoma Zellinie C58NT mit Ratten T-Zelen, eine RT6.2* NK-Zdlinie,
sowie die RT6-negative Fibroblasten-Zellinie Rat 1 verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dal3
die Aktivitdt der untersuchten Abschnitte des RT6-Promotors bel RT6-exprimierenden
EpD3 (RT6.2+) und NK-Zellen (RT6.2+) hther as bei der RT6-nicht-exprimierenden
Zdlinie (Fibroblasten) ist. Das weist auf eine lymphozytenspezifische Promotoraktivitét
hin.

Abbildung 14. Analyse der RT6-Promotor aktivitat fir zellspezifische Transkription
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In Reportergen Assays wird der pGL3-Promotorvektor, welcher das Luziferasegen unter Kontrolle des
SV40-Promotors enthdlt, als positive Kontrolle und Standard verwendet. Nach Transfektion in
unterschiedliche Zellinien wird die von den RT6-Promotorfragmenten vermittelte Promotoraktivitdt mit

derjenigen desim pGL 3-Promotorvektor enthaltenen viralen SV40 Promotors verglichen. In diesem Versuch
wird die Aktivitét des SV40 Promotors auf 1 normalisiert.

Wie in Abb. 14 zusammenfassend dargestellt ist, ist die Promotoraktivitét der meisten
klonierten Fragmente in RT6™ Zelltypen EpD3 und NK-Zellen groRer as die des SV40
Promotors. Dartiberhinaus sind die Promotoraktivitdten in RT6+ EpD3 Zellen viel stérker
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as in Fibroblasten. Die Promotoraktivitét in Fibroblasten ist bel den meisten Fragmenten
ungeféhr wie die des SV40 Promotors. Diese Befunde stérken die Hypothese, dal3 es sich
bei dieser Region um einen zellspezifischen Promotorbereich handelt.

3.2.8. Analyse des 5" -Endes des RT6-Promotors

Zur Anayse der funktionaen 5= Promotor-Grenze werden die in Abb. 14 gezeigten
Fragmente pGL3bA/-1241+150, /-572+150, /-85+150, /-43+150 in EpD3 Zellen
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transfiziert. Man beachte, da3 die Promotoraktivitét in Beziehung zur Grofke der
Promotorbereiche steht (Abb. 15), und eine erhebliche Absenkung der Promotorstérke
zwischen Fragment —85/+150 und —43/+150 beobachtet wird. Dieses konnte auf das
Vorliegen wichtiger regulatorischen Elemente in der Region zwischen -85 und -43
hindeuten. Die Deletionsexperimente mit den oben genannten Konstrukten ergaben, dal3
das kleinste untersuchte Promotorfragment —43/+150 noch eine mef3bare Promotoraktivitét
hatte.

Abbildung 15. 5" Endanalyse des RT6-Promotors
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Links sind die Promotorfragmente, rechtswird ihre Aktivitét im Luciferase-Assay dargestellt. Als Zdlliniein

dem Versuch wird das T-Zell Hybridom EpD3 (RT6.2™) verwendet. In Reportergen Assays wird der pGL3-
Promotorvektor als positive Kontrolle und Standard, und pGL 3-Basic al's negative Kontrolle verwendet. In
diesem Versuch wird die Aktivitét des SV 40 Promotors auf 1 normalisiert.

Zur Uberprifung der klonierten Fragmente werden Restriktions-Verdaus mit Sac | und
Hind Il durchgefuhrt (Abb. 16).

Abbildung 16. Restriktionsverdaue der pGL 3-
i Konstrukte mit Sac | und Hind 111.
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3.2.9. Analyse des 3" Endes des RT 6-Promotors

Die fur die Anadyse des 3'-Endes des Promotorbereiches verwendeten Fragmente sind
schematisch in Abb. 17 dargestellt. Entsprechende pGL3-Konstrukte werden in EpD3-
Zéllen transfiziert und in Reportergen-Assays untersucht (Abb.18).

Abbildung 17. Die Fragmente zur 3" Endanalyse des RT6-Promotors
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Die blauen Baken stellen die im Reportergen Assay verwendeten Fragmente dar. Die vorhergesagten
Elemente sind durch griine Kastchen markiert.

Abbildung 18. 3" Endanalyse des RT 6-Promotors.
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In dieser Abbildung sind die RT6-Promotorkarte, die zu untersuchenden Fragmente (A) und die Ergebnisse
der Reportergen-Assays zur 3" Ende-Analyse des RT6-Promotors 2 (B) dargestellt. Als Zellinie wird das T-

Zell Hybridom EpD3 (RT6.2%) verwendet. Der pGL3-Promotor-Vektor wird als positive Kontrolle und
Standard, und der pGL 3-Basic-Vektor als negative Kontrolle verwendet. Die Aktivitdt des SV40 Promotors
wird auf 1 normalisiert.

Die Ergebnisse zeigen, da3 wenn man den Promotor von der 3° Seite aus in 3® 5

Richtung schneidet, die gesamte Promotoraktivitdt drastisch zurlick geht. Die 3
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Endanalyse zeigt eine eindeutige Absenkung der Promotoraktivitét in der Region zwischen
+38 und -16. Das Promotorfragment -1241/-16 kann alein keine mefdbare
Promotoraktivitét fur die Transkription vermitteln, obwohl es ein TATA-Motiv besitzt,
nicht aber die stromabwarts gelegenen Bindungstellen z.B. fir den CACCC-Faktor, C-
Myb, AP und MZF1. Die Ergebnisse weisen daraufhin, dal?3 die Sequenzregion abwarts
von —16 bp fur die Transkription erforderlich ist.

3.2.10. Bestimmung des Minimal-Promotor s und relevanter Promotor elemente

Normalerweise befinden sich die Steuersequenzen ungeféhr 100 bp stromaufwérts des
Startpunkts, manchmal auch weiter davon entfernt (Voet and Voet, 1992). Das Fragment,
das den Abschnitt -85/ +150 enthdlt, zeigt eine hohere Promotoraktivitdt als die des SV40
Promotors.

Abbildung 19. Deletionsexperimente zur Bestimmung des RT6-Minimal-Promotors
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Dargestellt sind die transienten Expressionsversuche zur Untersuchung der regulatorischen Region. Oben:
Promotorkarte; Mitte und Rechts. verwendete DNA-Fragmente, welche unterschiedliche Regionen bezogen
auf die RT6-Transkription Start Stelle présentieren; Links unten: transiente Expression; Rechts: Der
Minimal-Promotor ist durch Schatten gekennzeichnet.

Zur néheren 3" Promotoranalyse wird der Abschnitt —-85/+150 in 3'® 5 Richtung weiter
gekurzt. Dabel wird eine Serie kleinerer Promotorfragmente (-85/+52, -85/+38, -85/+18, -
43/+18) an dem Transkriptionsstart, wie in Abb. 19 rechts gezeigt, gewonnen. Von
Abschnitt —85/+150 bis Abschnitt —85/+18 findet man noch ein signifikantes Grundniveau
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der Expression. Die Promotoraktivitét des Reportergen-Konstrukts pGL 3b/-85+18 ist etwa
dreifach so stark wie die von pGL3b/-43+18. Abschnitt —43/+18 hat nur noch eine kleine
basdle Aktivitét. D.h. es gibt einen Abfal der Promotorstérke in der Seguenzregion
zwischen —85 und -43. Die Ergebnisse der 3'- und 5-Endanalyse (s. Abschnitt 3.2.8)
deuten gemeinsam darauf hin, dal3 die Region -85/-43 funktionell relevant ist. Aus den in
Abb. 20 dargestellten Ergebnisse kann man schlief3en, dal? die DNA Sequenzen am
Transkriptionsstart fur die Transkription erforderlich sind, und die Promotorregion -85/+18
des RT6-Gens as Minimal-Promotor bezeichnet werden kann. Bei dem Konstrukt
pGL 3b/-1241-16 findet eine sehr geringe Expression statt. Dies deutet darauf hin, dal die
Region —16/+18 essentiell fur die Transkription ist.

3.3. DieWirkung des SV 40 Enhancer s auf die RT6-Expression

Eines der charakteristischen Merkmale der eukaryotischen Genexpression ist die Existenz
von Sequenzelementen, die sich in grofRem Abstand vom Startpunkt der Transkription
befinden und die Gen-Expresson beeinflussen konnen. Solche Elemente konnen
stromaufwarts oder stromabwaérts oder auch innerhalb einer Transkriptionseinheit liegen
und in jeder Orientierung relativ zum Startpunkt wirksam sein. Der erste untersuchte
Verstdrker stellte einen kleinen Abschnitt des Genoms eines tierischen Virus, des Affen-
Virus 40 (SV40), dar.

3.3.1. Umklonierung der Promotorfragment in den pGL 3 Enhancer Vektor

Um die Einwirkung eines heterologen Enhancers auf den RT6-Promotor zu untersuchen,
wird der pGL3 Enhancervektor eingesetzt, der den SV40 Enhancer enthdt. Eine Reihe von
Enhancer-Konstrukten, die unterschiedliche Fragmente des RT6-Promotors enthalten,

werden durch Umklonierung aus den pGL 3-Basic Konstrukten hergestelt.
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3.3.2. Wirkung des SV40 Enhancer s auf den RT6-Promotor

Um die Promotoraktivitdt der von mir untersuchten Fragmente in Gegenwart oder
Abwesenheit des SV40-Enchancers zu vergleichen, wird eine Serie von entsprechenden
Konstrukten in den Vektoren pGL3-Basic und pGL 3-Enhancer in EpD3-Zédllen trandfiziert
(Abb. 20).

Abbildung 20. Reportergen Assay der Basic- und Enhancer-Konstruktein EpD3 Zéllen.
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Transfizierte Reportergen-Konstrukte

Die Transkriptionseffizienzen von Basic- und Enhancerkonstrukten werden in diesem Versuch verglichen.
Basic- und Enhancer-Konstrukte mit gleichen Promotorelementen sind unter der X Achse mit einem Namen
gekennzeichnet. Die blauen Balken stellen die Promotoraktivitdt des pGL3-Basicvektors und der
Basickonstrukte dar. Die roten Baken stellen die Promotoraktivitdt des Enhancervektors und der
Enhancerkonstrukte dar. Der dunkel blaue Balken stellt das Expressionsniveau des pGL 3 Promotor-vektors
dar.

Das Ergebnis zeigt, dal3 das Transkriptionsniveau des Luciferase-Gens nach der
Verbindung der RT6-Promotorfragmente mit den Verstérker-Elementen des SV40 Genoms
mehr as zweifach gesteigert wird. Das Verstérkungsverhdtnis bei den Fragmenten -
1241/+150 bis —85/+18 ist ungefdhr gleich. Die starksten Effekte im Vergleich mit den
Promotor-Konstrukten ohne das Enchancer-Element sind bei den Fragmenten —43/+150
und —43/+18 festzustellen. Das Fragment —43/+18 zeigt im pGL3-Basic-Vektor eine
Aktivitdt, die kaum mefdbar Uber der des pGL3-Basic Leervektors hinausgeht.
Offensichtlich fuhrt das Vorliegen eines SV40 Enhancers im pGL3-Vektor zu einer
Verstérkung der Luziferase-Expression im Vergleich zu dem Ursprungskonstrukt.
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3.3.3. Bindestellen im SV40 Enhancer

Wie Promotoren enthalten auch Enhancer mehrere Bindestellen fur miteinander
interagierende Transkriptionsfaktoren. In vidlen Féllen sind diese Elemente identisch mit
denen, die sich unmittelbar stromaufwérts des Promotors befinden (Neurath et al., 1997).
Man geht davon aus, dal3 Transkriptionsfaktoren, die an Regionen nahe des Promotors
binden, mit den weiter davon entfernten enhancerbindenden Faktoren interagieren konnen,
indem sich eine DNA-Schleife bildet.

Die SV40 Enhancersequenz (244 bp) des pGL 3-Enhancervektors, Nukleotide 2005 - 2249
bp auf der von Promega mitgelieferten Vektorkarte wird mit der TRANSFAC-Datenbank
analysiert. Die Analyse der Enhancersequenz zeigt, dald einige der im SV40 Enhancer
vorhergesagten Transkriptionsfaktorbindungstellen (z.B.: AP1, MZF, OCT1 und NF-kB)
die gleichen sind wie die, die fir den RT6-Promotor vorhergesagt werden. Die durch
TRANSFAC vorhergesagten Bidungsstellen sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2. Bindestellen im SV40 Enhancer
Sol uti on paraneters:

sequence file: SV40 Enhancer.seq core sim 1.00 matrix sim 0.96
mat ri x | matrix | core | matrix | sequence

nane | position(str)| siml. | siml. |

I nspecti ng sequence SV40Enhancer (1 - 250):

V$APL Q@ | 87 (+) | 1.000 | 0.975 | gcTGACtaatt
VSAPLFI_Q@ | 87 (+) | 1.000 | 0.965 | gcTGACtaatt
VSAPL 4 | 87 (+) | 1.000 | 0.970 | gcTGACtaatt
V$S8_01 | 89 (-) | 1.000 | 0.977 | gcatctcaATTAgtca
V$COCT1_06 | 92 (+) | 1.000 | 0.964 | ctaattgagATGCa
VSMZF1_01 | 126 (+) | 1.000 | 0.968 | gct GG
VSMZF1_01 | 135 (+) | 1.000 | 0.962 | cctC&:a
VSNFKB_ (6 | 137 (+) | 1.000 | 0.996 | tgGGGActttccac
VSNFKB_C | 138 (+) | 1.000 | 1.000 | gGCGACtttcca
V$CREL_01 | 139 (+) | 1.000 | 0.984 | gggact TTCC
VSNFKAPPAB 01 | 139 (+) | 1.000 | 0.989 | GGGActttcc
VSNFKAPPABGE5 01 | 139 (+) | 1.000 | 0.985 | gggact TTCC
V$LMR2COM 01 | 147 (-) | 1.000 | 0.961 | aacCAGX gtgg
VSAPLFI_Q@ | 159 (+) | 1.000 | 0.965 | gcTGACtaatt
VSAPL 4 | 159 (+) | 1.000 | 0.970 | gcTGACtaatt
V$APL Q@ | 159 (+) | 1.000 | 0.975 | gcTGACtaatt
V$S8_01 | 161 (-) | 1.000 | 0.977 | gcatctcaATTAgtca
V$COCT1_06 | 164 (+) | 1.000 | 0.964 | ctaattgagATGCa
VSMZF1_01 | 198 (+) | 1.000 | 0.968 | gct GG
VSMZF1_01 | 207 (+) | 1.000 | 0.962 | cctGEEE=m
VSNFKB_ (6 | 209 (+) | 1.000 | 0.996 | tgGGGActttccac
VSNFKB_C | 210 (+) | 1.000 | 1.000 | gGGGACtttcca
VSNFKAPPAB 01 | 211 (+) | 1.000 | 0.989 | GGGActttcc
VSNFKAPPABGE5 01 | 211 (+) | 1.000 | 0.985 | gggactTTCC
V$CREL_01 | 211 (+) | 1.000 ] 0.984 | gggactTTCC

Putative Bindestellen fir Transkriptionsfaktoren im SV40 Enhancer, wie oben beschrieben, werden durch
Computeranalyse vorhergesagt, z.B. AP1, MZF, OCT1 und NF-kB, Ikaros usw.
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3.4. Gedretentionanalyse zur Charakteriserung von regulatorischen

Sequenzen

Die sequenzspezifische Bindung von Protein  an doppelstrangige DNA kann mit
verschiedenen Techniken untersucht werden. Eine der Methoden ist der Electrophoretic
Mohility Shift Assay, abgekirzt EMSA, oder auch Gelretardation Assay genannt.

3.4.1. Prinzip des Electrophoretic Mobility Shift Assays (EM SA)

Eine Steuersequenz ist ein DNA-Abschnitt, an den ein Regulatorprotein binden kann.
Deshalb sollte es moglich sein, die Steuersequenzen stromaufwérts von einem klonierten
Gen zu identifizieren, indem man in dem betreffenden Abschnitt nach Protein-Bindestellen
sucht. Bindet ein Faktor, der mit der RNA-Polymerase zusammenwirkt, an seine
Zidsequenz, kommt es zu einer im Vergleich zum freilen Oligonukleotid reduzierten
Wanderungsgeschwindigkeit im Gel, dem Gelshift (Abb. 21).

Abbildung 21. Prinzip des Electrophoretic M obility Shift Assays

F—J F—g f
/ o / .
PAOE
| S i i I

Spur 1: ONA-Fragmant —

Spur 2; DMA-Fragmant mit
gesundanem Protein —-."'

Mit Mobility Shift kann man ein DNA-Fragment, das ein gebundenes Protein trégt, nachweisen, denn seine
Beweglichkeit ist geringer als die des reinen, nicht im Komplex gebundenen DNA-Molekils. Das gebundene
Protein verringert die Beweglichkeit eines DNA-Fragments in der Gelelektrophorese (Abbildung modifiziert
nach T. A. Brown: Gentechnologie fir Einsteiger 1996).

Es stellt sich die Frage, ob es auf einem RT6-Promotorfragment zur in vitro Protein-DNA-

Bindung kommit.
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3.4.2. Auswahl der Oligonukleotide fir die Mobility Shift Unter suchungen

Der Auswahl der Sequenzabschnitte, die im Mobility Shift Assay ndher untersucht werden
sollen, wurden die Vorhersage madglicher Transkriptionsfaktor-Bindestellen, die
Konservierung von Abschnitten zwischen den Genen von Ratte und Maus, sowie die
Ergebnisse der Reportergen-Assays zugrunde gelegt. Dies fuhrt zur Auswahl des in Abb
22 mit A3A4 und A5A6 bezeichneten Sequenzabschnitte.

Abbildung 22. Design der Oligonucleotid des RT6-Promotor s fir Mobility Shift

ASAG lkaros 142053
FrFAFAT AAT FGTTCACT GT A& FAT CT AFFATT FAAARRAGC JHT AGTT CCCRFARFAAMCTCT AAGGT 2ACACTTA -552

NF-KB
GTTCAT ATGCTCT AT CAT AT FAFAARATT T ATCCAGFACCACCT AAFAGT FCARAACT FAACTTCATATTZCTCACT -E£02

TCTCTTCACCTTTCCCTAGGTCCCCCARAGCCTCAGT 2AT AT EFET AGTTTT GTTTT LT CCAGAGTTTCACTCT GTA —-522

TATCCTEECT T CT CAAATT CACAFAT ATTCTTCTGCCTCAGCCTCCCAART AGT AFFATT AAGGT AT FAACTACCACA -44F
Lyf-1
AT AGFETTCCACAT RATTAGT GFALCT AT T AT ACAGC ASAAFT CAACCAACTTCTFCTTCTCCAGT ATCFACATTTTS -262

TATATATATATATATATAT ACATATAT ATATFTAT AT AT ATAT ACACACACACACAGACACACACACACACAGACACACE —-252

CACACAGACACACACACAC ACACACAC ACACACAC ACAC AGALT CAGFAGTT CAFGTTAT CATCAGCT ACAT ACCEFAGTT —-202

GATA
AFAGGCCART CTGEGCT AAT AFETCCTT T OTT AC ACAGAGGC AAAAYCT AT CTIL A6 A0 AAAAGART GAT FRAGFATGE -132
A3A4 IEF- 1 #c-Mwh
AALGEAT ACAGT AAGLAAT Gf AACCTAL n:|rEa|1_"rT BAGTT GeT C AG24 ACTATTEHET 5T CT AAC n:E GAAAET GP.EG@ -az
=-Hyk TATa cHyb L TToET
CETT] *ccﬁtﬁ%mssccc FECACT GACTTCT G AACACCCGEITTTT AFAAFAGFAL AFAFACCCAFCTFCOA +329
+1cacce
- hilyethd 3z ets-1 L - R
f exon 2
+Tmnsm'pti.|m start site

Die fur EMSA ausgewdhiten Sequenzen sind in dieser Abbildung rot gekennzeichnet. Die Zielsequenz
EMSA-A3/A4 befindet sich in der Position -90 / —41 des RT6-TSS2, enthdt die putative CCAAT-Box, C-
Myb, IRF-1/2 Elemente. EMSA-A5/A6 befindet sich in der Position von —520 bis -543, enthdlt die
Steuersequenz fur die Transkriptionsfaktoren Ikaros, NF-kappaB und NFAT.
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3.4.3. Experimentparameter in EM SA

Bel diesen Vesuchen werden Zellextrakte mit einem radioaktiv markierten
Promotoroligonukleotid inkubiert, von dem vermutet wird, dal3 es die Zielsequenz fir
spezifische Transkriptionsfaktoren enthélt.

Die Zelkernextrakte werden aus den in Abschnitt 2.3.1. beschriebenen lymphatischen
Zéllinien der Ratte (EpD3, EpSM30 und C58NT) und der Maus (EL4 ), sowie aus der
nicht-lymphatischen Fibroblastenlinie der Ratte (rat-1) prépariert. Die in unserem Labor
etablierte T-T Hybridomzellinie EpD3 exprimiert nur RT6.2, nicht aber RT6.1. Die
Zdlinie SM30 exprimiert ausschliefdich RT6.1.

Die Zdlproteine werden unter verschiedenen Bedingungen gewonnen. Im Hochsal zextrakt
(H) finden sich Proteine vorwiegend aus dem Zellkern, im Niedersalzextrakt (L)
vorwiegend aus den Cytoplasma. Der Extrakt LH, der vorwiegend DNA-gebundene
Proteine enthalt, wird zuerst mit Niedersalz extrahiert, das verbleibende Pellet wird dann

mit Hochsalz nachextrahiert.

Ferner werden synthetische repetitive DNA-Sequenzen (Poly dI-dC) als DNA-Kompetitor
in allen EMSA Versuchen zugegeben, um unspezifische Bindungen abzufangen und
falschpositive Band-Shift Phanomene moglichst zu vermeiden. In diesem Versuch wird die

spezifische Bindung von Proteinen an das Oligonukleotid EM SA-A3A4 ermittelt.

Die Transkriptionsfaktoren haben teilweise definierte Consensus-Erkennungssequenzen,
viele in Promotoren vorkommende Bindenstellen weichen jedoch erheblich von der
Consensus-Sequenz  ab. Oftmals erkennen bestimmte Transkriptionsfaktoren mehrere
DNA-Sequenzen, denen ein charakteristisches DNA-Motiv (core motif) gemein ist.
Obwohl verschiedene verwandte Transfaktoren an das gleiche Kernmotiv binden kénnen,
entscheiden die das Kernmotiv flankierenden Nucleotide, welches Protein an einem
bestimmten DNA-Abschnitt mit welcher Affinitét binden kann.
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3.4.4. Z€l-spezifische Bindung an das Oligonukleotid EM SA-A3A4 im Mobility Shift

Die Proteinbindung an EMSA-A3A4 (-91/-41), welches als potentielle Bindestellen die
Elemente CCAAT-Box, C-Myb, IRF-1/2 enthdlt, wird hier untersucht. Als Zellinien in

diesem Versuch werden die T-Zell Hybridome EpD3 (RT6.2%), sowie die RT6-negative
Fibroblasten-Zellinie Rat-1 verwendet. Die Ganzzellextrakte werden durch Einfrieren und
Auftauen prépariert (Abschnitt 2.3.1). Die Zellen werden in jeweils zwei 10 cm
Kulturplatten bis zur Subkonfluenz 70% und 90% hochgeziichtet (Abb. 23). Die Idee dabei
ist, zu prufen, ob die Zel Proliferation und Aktivierung fir die Bindung der
Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielt.

Proteinfreie DNA-Molekile, die fir den Assay radioaktiv markiert werden, sind in der
Autoradiographie as Bande unten im Gel sichtbar. Nach Bindung an EMSA A3A4 erkennt
man zwel Hauptbanden bei EpD3 Zellextrakten, jedoch nicht bei Fibroblasten.

Abbildung 23. Mobility Shift Assay mit EM SA-A3A4 in EpD3 Zéllen

1120 1120 1140 1150 1160 1170 1180 1140 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290
| 1 | | | | | | | | | | | | | | | |

C-hityb [ceemB | [ IRF ] [ Bs1] [ [t
C-hyb [ emb ][ TATA | ! Exon i)
< IS A A3 >
C-Mycihi
Olign A3A4
Fibroblasten-Zell extrakt EpD3-Zellextrakt
L L H LH LH L L H LH LH

T0% 90% 70% 70% 90% T05% 90% 705% 70% 90%
21 31 4| 51 61 g8/ 8 A0 11! 12
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Oben: Das zu untersuchende EMSA-A3A4 Oligonukleotid und darin eingebettete Elemente. Unten: Die
entstehenden Protein-DNA-Komplexe werden durch PAGE-Gelelektrophorese aufgetrennt. Spur 1 ist eine
Kontrolle und zeigt lediglich die freien EMSA-A3A4 DNA, und die Spuren 2 bis 12 sind mit einer Mischung
von DNA und Protein aufgetragen. Die Spuren 9,10 zeigen multiple Banden von DNA Fragmenten mit
gebundenen Proteinen. H: Hochsalz-Extrakt, L: Niedersalz-Extrakt, LH: Der Niedersalz-Extrakt wird noch
mit Hochsalz nachextrahiert. die Prozentsdtze (70% und 90%) zeigen die Zell-Konfluenz.
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3.4.5. Mobility Shift mit Oligonukleotid EM SA-A3A4 in ver schiedenen Lymphozyten

Um die Spezifitdt der Bindung zu testen, wird diese EMSA in anderen Lymphozyten

durchgefihrt. Als Zdlinien fir den in Abb. 24 dargestellten EMSA werden die T-Zdl
Hybridome EpD3 (RT6.2%), EpSM30 (RT6.1%), sowie T-Zell-Hybridom C58NT von der
Ratte und EL4 Zdlinien von der Maus verwendet. In diessm Versuch werden die
Zellextrakte nach dem Protokoll von Schreiber (Schreiber et al., 1989) prépariert (s.

Abschnitt 2.3.1), wobei eine Zytoplasmatische und eine Kernfraktion entstehen.

Abbildung 24. M obility Shift mit EM SA A3A4 in Lymphozyten Zéllinien.

Oligo A3A4
EpD3 SM 30 OSSNT EL4
C K B E C E L K
1 2 a 4 g B r 8
3 DMNAZFragment ;-
miltzebumdenen Proteidpn | =
= 4|_ -
- =
x =

AZA4DNA-Abschnitt

= = & = :
Der inkubierte Gemisch aus DNA und Protein ist in allen Spuren
und Kernextrakt abgekirzt als K.

In diesem Gel ist kein Band bel den Ratten Zellinien im Cytoplasma (C) aufgetaucht, aber

bei den Kernextrakten (K) der untersuchten Lymphozyten sind deutlich zwel Banden zu

aufgetragen. Cytoplasma abgekirzt als C

erkennen. AulRerdem liegen bei Maus EL4 Zellen zwei Banden mit unterschiedlicher
Grofee in C und K vor. Diese Befunde zeigen, dal es in T-Lymphozyten Faktoren gibt, die
an diesen Promotor-Bereich (EMSA-A3A4) binden. Sie weisen darauf hin, dal3 der dem
Oligonukleotid A3A4 entsprechende Bereich des Promotors fur die Transkription wichtig
sein konnte. Es stellt sich die Frage, welche der Faktoren an diese Stelle binden, und ob die
gebundenen Proteine in verschiedenen Lymphozyten identisch sind.
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3.4.6. Unspezifische Bindung an Oligonukleotid EM SA-A5A6 in Mobility Shift Assay

In weiteren Versuchen wird das Oligonukleotid EMSA-A5/A6 (Abb. 25) auf die
beschriebene Weise analysiert. Die Zellextrakte werden aus den Zellinien EpD3, SM30,
C58NT, Fibroblasten und EL4 nach dem Protokoll von Schreiber prépariert und mit dem
Promotor-Abschnitt (EMSA-ASA6) inkubiert. Ein Bindungskomplex aus EMSA-A5AG
DNA mit enem oder mehreren Kernproteinen ist in allen untersuchten Zelinien
aufgetreten (Abb. 26).

52||:| 52I5 5?;0 5?;5 5113 5-15 55|[ Abbildung 25. Oligonukleotid EM SA-A5/A6
AGAAGCAGGTAGTICCLAGAGGARACTCTAAGI CMSAA-ASAG befindet sichin der Position von —
520 bis —543 bp und enthdlt Bindungssegquenzen
< ENIS A 262G > fur die Transkriptionsfaktoren NF-kappaB, |karos
und NFAT.

| HF-kB |

| i— | Diese Versuche zeigen, dal3 ein oder
| HFAT | mehrere nuklear lokalisierte Proteine an
das Oligo A5/A6 binden, und diese aber,

falls es sich um identische Proteine handelt, nicht zell-spezifisch exprimiert werden.

Abbildung 26. M obility Shift Assay mit Oligonukleotid EM SA-A5A6

Oligonukleotid EMSA-A5A6 =

EpD3|8M310 |C58N|FR EL4
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ASAG-DIMNA-Fragmeni

Die Spur 1ist die Leerkontrolle. Die Spur 2 ist freie DNA-Sonde, und in den Spuren 3 bis 12 sind jeweils mit
inkubierten Gemisch aus DNA und Protein aus den Zellinien EpD3, EpSM30, C58NT, Fibroblasten und EL4
aufgetragen. Die Bindungskomplexe sind in den Kernextrakten aus den vorliegenden Zellen zu erkennen.
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Zusammengenommen lassen sich mittels EMSA Proteinbindungen an die Sequenzen
EMSA-A3A4 und A5A6 nachwiesen.

3.5. Analyse des Einflusses des TATA-Elements auf die RT6-Expression

Die meisten Promotoren enthalten eine TATA-Box, die normalerweise ungefahr 25 bp bis
30 bp stromaufwérts des Startpunkts liegt. Das TATA Element stellt das einzige
stromaufwarts gelegene Promotor-Element dar, das in Bezug auf den Startpunkt eine
relativ fixe Position einnimmt [Zenzie, 1992 #10; Neurath, 1997 #8]. Die TATA-Box
bestimmt in der Regel den exakten Transkriptionsstart [Gill, 1994 #191]. Offensichtlich
bilden die Promotor-Sequenzen, die stromaufwérts der TATA-Box liegen, die priméren
DNA-Bindestellen fir RNA-Polymerase 1l und andere Proteine, die an der Initiation der
Transkription mitwirken.

Der RT6-Promotor 2 enthdt an der Position —29 bp stromaufwarts des Startpunkts ein
putatives TATA-Motiv (QgATAAAQgggggcecg) mit einem direkt stromabwaérts gelegenen
GC-reichen Sequenzabschnitt. Solche Abschnitte stellen oft Bindestellen fur Zink-Finger-
Proteine dar.

3.5.1. Mutagenese des TATA-Motivs und des GC-Elements mittels PCR

Eine Mutation in einem der konservierten Abschnitte kann die Initiationseffizienz eines
Promotors stark erhdhen oder erniedrigen.

Um diese potentiellen DNA/Protein Kontaktpunkte, sowie die Bedeutung des GC-reichen
Elements fir die Transkription zu ermitteln, wird eine GC-Mutagenese mittels PCR nach
dem Schema von Abbildung Abb. 27 durchgefiihrt, Dabel wird die Basenfolge CCCG
durch AAAA ausgetauscht (Abb. 28).

Eine TATA-Mutante (ggATGAAQgggggccecg) ist durch Ersetzen von A durch G innerhab
des putativen TATA-Motivs spontan bel einer PCR entstanden.
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Abbildung 27 A. Schematische Dar stellung der M utagenese durch zweifach rekombinante PCR.

Mutagenese-PCR
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(1a,1b) Separate Amplifikation zweier im Bereich des Mutageneseprimers (GCMutR, GCMUutF)
Uberlappender Produkte. (2-4) In einer anschlief3enden PCR-Reaktion rekombinierten die Produkte aus (1)
und werden im folgenden exponentiell amplifiziert. (5) Restriktionsverdau mit Enzymen (Sac | und Hind I11)
zur Ligation in den Vektor.

Abb. 27 B Prinzip des, Kassetten-Austausches'
Sac I Hind II1

PR — ™ v < “peL3Basic |

Es zeigt das Prinzip des Kassetten-Austausches. Zum gezielten Genaustausch des Rt6-Gens wird der Vektor
pGL 3 (4,9 kb) verwendet.
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Abbildung 28. M utagenese-Analyse des GC-Elementsim Agar osegel.

A. Mutagegese PCR

B. Rekombinante PCR
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1057 bp

A. Das Mutagenese PCR Produkt wird Uber ein 1,5% Agarosegel aufgetrennt, 5° und 3° PCR-Fragmente
werden ausgeschnitten und extrahiert. 5"-PCR-Fragment (1a, ca. 800 bp) und 3"-PCR - Fragment (1b, ca.
200 bp) werden mittels PCR mit den Primer (GCMutR* RV 3; GCMutF* RV 2) amplifiziert.

B. B. Rekombinante PCR mit den Endprimern RV3 und RV2. Das 5" PCR - Fragment (1a) und 3" PCR-
Fragment (1b) werden vereinigt. Die Banden (1a+1b) liegen wie erwartet bei ca. 1 kb. Banden werden
Uber Agarosegel und Spin Columns aufgereinigt. Es folgt dann Restriktionsverdau von PCR- Produkten
und Vektor mit Sac | und Hind 111, Ligation mit T4 Ligase und die Transformation.

C. Zur ldentifikation der , korrekten* Transformanten werden Colony — PCR mit Primer AFC und A3R
angesetzt. Im Gel sind die erwarteten Banden zu erkennen.

D. Durch Restriktionsverdau mit den Enzyme Sac | und Hind 111 wird Plasmid-DNA zur Kontrolle der
klonierten Fragmente ausgeschnitten. Die Inserts liegen auf der richtigen Hohe.
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Bel der Herstellung der GC-Mutante (qgATAAAQAdag ) wird ein in vitro Austausch
von CCCG durch AAAA mittels PCR durchgefiihrt (Abb. 29).

Abbildung 29. Mutagenesein Vitro des TATA- Motivs des RT6-Promotor sin Sequenzanalyse
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Im Wildtyp (unten) lagen keine Mutationen im Bereich einer der vorhergesagten potentiellen
Transkriptionsfaktor-Bindestellen im Hauptpromotor vor. Die GC-Mutante (oben) zeigte einen Austausch
der Sequenz CCCG gegen AAAA in diesem Bereich.

GU-Mutante

3.5.2. Das RT6-Gen benttigt kein TATA-Motiv fur die Initiation der Transkription

Zu dem Zweck der Analyse des RT6-TATA-Elemets werden die mutierten Sequenzen an
ein Reportergen gehangt, dessen Gen-Produkt, Luciferase, sich leicht messen &3, so dai3
der Effekt der Mutation auf die Transkription untersucht werden kann.

Zu diesem Zweck wird eine Serie von Mutationskonstrukten des RT6-Gens der Ratte in
den pGL3 Vektor kloniert, und im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz zur Reportergen-
Anayse des RT6-Promotors eingesetzt (Abb.30). Die Ergebnisse zeigen keinen
eindeutigen Unterschied von Promotoraktivitdt zwischen Wildtyp und der TATA-
Mutanten.

Untersucht werden die Plasmide pGL3b -85 /+52, welches die Wildtypesequenz enthdlt,
pGL3b -85 /-16, welche die TATA-Box enthdlt, aber keine stromabwaérts davon gelegene
Elemente, sowie die Mutanten, bei denen die TATA-Box oder die GC-reiche Sequenz

durch in vitro Mutagenese zerstort wurde.
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Abbildung 30. Mutagenese-Analyse im Reporter gen-Assay.
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Abb. 30 A zeigt die vor dem Startpunkt liegenden Sequenzen der Wildtyp- und RT6/-16-Fragmente, sowie
die TATA- und GC-Mutanten. Abb. 30 B stellt die Transkriptionseffizienz der pGL3-Basic, -Promotor, -WT,
-RT6-16, und —TATA-Mutante, GC-Mutante in EpD3 Zellen dar.

Die Expressionsaktivitét bel WT, TATA- und GC-Mutante ist ungefahr gleich grol3 wie die
des pGL3 Promotorvektors. RT6/-16, welches das TATA-Element besitzt, aber
stromabwarts gelegene Sequenzen nicht enthélt, hat keine Aktivitét. Wie bereits in Abb.
30 gezeigt it dieser Abschnitt aleine fur die Transkription des RT6-Gens nicht
funktionsfahig. Die Reportergen-Assays zeigen, dald die Mutationen sowohl des TATA-
Motivs, als auch des GC- reichen Elements die Promotoraktivitét in der EpD3 Zellinie

nicht bea nflussen.
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4. Diskussion

Die Expression eukaryotischer Gene ist ein komplexer Prozef3, der auf verschiedenen
Ebenen reguliert werden kann: der Transkription, der RNA-Prozessierung, RNA-Stabilitét,
des RNA-Transports vom Zellkern und der Trandation. Die meisten der bis heute
charakterisierten eukaryotischen Gene werden auf Transkriptionsebene reguliert (Alberts et
al., 1995). Die Voraussetzung fur die Transkription ist in alen Félen en stabiler
Initiationskomplex, der sich zwischen der relevanten RNA Polymerase (RNAP) und der
Promotor-Region bildet. Dies geschient mit Hilfe von bestimmten Hilfsfaktoren, die fur
jedes Transkriptionssystem unterschiedlich sind. Die Zellen der Eukaryonten enthaten
eine grof%e Anzahl Sequenz-spezifischer DNA-bindender Proteine, deren Hauptfunktion es
ist, Gene an- oder abzuschalten. Im Moment verstehen wir noch sehr wenig tber die mole-
kularen Details der Kontrollmechanismen der Transkription. Studien der letzten Jahre
belegen, da3 die Entwicklung von Lymphozyten sowie deren Proliferation und
Differenzierung durch ein kompliziertes regulatorisches Netzwerk von Transkriptions-

Faktoren kontrolliert wird.

4.1. Strukturanalyse des RT6-Promotors

Die Promotor-Region des RT6-Gens von Rattus norvegicus wird mit entsprechenden
Abschnitten zweier aus R. rattus klonierter Gene (R ratl und R rat2), sowie der Rt6-1 und
Rt6-2 Gene der Maus verglichen (Abb. 31). Hierdurch kann man Anhaltspunkte Uber
potentiell regulatorische Sequenzen gewinnen, da diese haufig evolutionar relativ hoch
konserviert sind.

Alle untersuchten Gene (RT6” Gen von R. norvegicus, zwei Gene von R. rattus, beide
RT6-Gene der Maus) weisen in Exon 2 ein hohes MalR an Ubereinstimmung auf. Der
Sequenzvergleich zeigt, dal’ viele der potentiellen Bindestellen fr Transkriptions-Faktoren
zwischen Ratte und Maus konserviert sind.

Das Rt6-2 Gen der Maus unterscheidet sich von den anderen Genen durch die Insertion
eines repetitiven, ca. 6 kb grofRen LINE-Elements in die Region zwischen TATA- und
CCAAT-Box (Insertionsstelle in der Abb. 31 deletiert und durch einen Pfeil markiert).
Bemerkenswerterweise zeigt das Rt6-2 Gen der Maus auch stromaufwérts des LINE
Elements weiter Homologie zu den entsprechenden Bereichen der anderen Gene (Haag et
al., 1996).
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Abbildung 31. Sequenzvergleich der vor Exon 2 liegenden Promotorregion des RT6-Gens von R.
norvegicus (R. norv.) und R rat 1/2 von R. rattus sowie Rt6-1/2 der Maus

JGRACT CT AAGET- AACACTTAGTTCATAT GCTCT R nors
CTCTAAGET- AACALTTAGTTCAT AT GCT| F rati

GRCCHAGGEAGAT AAT GHGTT CACT GT AAGEAT CTAGGAT T GAdaGAAG
GLCCEAGGERAGAT AAT GOGTT CACT BT AAGEAT CTAGGATT GAAAGAAG

GECCGAGEGAGAT AAT GEGTT CACT BT AAGGAT CT AGGAT T GAMAGAAE s CTCT AAGET- AACACTTAGTTCAT AT GCTIT R a2
C T A4aT GEETT GT AAGGAT CTAGGATT GAsaBAMGCAGET AGTTEC GAAAETCTAPEGT GTTCATATGETCT mRts-1
BeTGGETT GT 2nGeAT CTAGCET T Gaaa- TG CTAAGET TAGTTCATATECTCT mRt6-2

100 AGT CATAT GAGALNT T GT AT CLAGGACCARCT AatBGT GLARACT GAACTT CAREAT T GLT CACTT CTCTT CACCTTT CCCTAGGT COCCG - - - - A4 R nory
100 AT CAT AT GAGAAMATT GT AT CCAGGACCAACT AAGGET GLAMAALT GAACTTCACAATT GLT CACTTCTCTT CACCTTT CCCT AGGT CCCCC- - - - - A4 R ratd
100 AGT CATAT GAGAAMATT BT AT COAGGACCAACT AAGEGET GLAMAACT GAACTTCACAATT GCT CACTTCTCTT CACCTTTCECT AGGT CCCCC- - - - - A4 Rt

07 AGTCATAT GAGASATT 6T ABCCAGGAECAACT Aol G CTT TTEET CAETTCTET T CACCTTTCCCTEGST CoCol - - mRtE-1
05 AGT CAT AT GAGAASAT T GT AECCAGEAR CAT AaGEETH CTT| TTHET CACTTCTET T CACTTT COCT AGGT COCE mRth-2

Lyf-1
195 AGCCT CAGT AAT AT GGGCET AGTTTT GTTTT- GCTGCCAGRAGTTT CACT GTGTATAT CCT GGCT GGT CT CaveT T CABAGAT ATT CTTCT GCCT CACCET| R nony
195 AGCCT CAGT AAT AT GGEGGET AGTTTTGTTTT- GCTGC TTCACT BT GTAT AT CCT GECT GGT CT CASATT CAT AGAT ATT CTTCTGCCT CABCCT( R mt
195 AGCCT CAGT AAT AT GEEGET AGTTTT GTTTT- GCTGC TT CACT GT GTAT AT CCT GECT GGT CT CavaT T CAT AGAT ATT CTT CTGCCT CAECCT| R rat2
194 GTEAT AT GEJGGT AGTTTTGTTTT- GCl G| cp.BTGTGTATATCCTGGCTGGTCTCAAATT%TECTTCTQICTCAEEET mRte-1
195 CAGT AT AT GO GGT AGTTTT GTTTTHGUT GG GTET CACT GTHTERET CCTIRICT GBT CTEAsaT T CAT TTCTTCTGCCT CAGCCT| mRee-2
Lyf-1

GETT COACAT AAT TAGT GEAACT AGT GT AT ACAGCAASAGT CAACCAACTTCTGETTE R nory
294 |CCCAAGT GOT AGGAT TAAGGT AT GAACT ACTACAAT GIETT COACAT AATTAGT GRAACT AGT GT AT ACAGLAAAAGT CAACCAACTTCTGCTTC R ratl
194 EEEﬁﬁGTGGTAGGﬁTTMGGTATGﬁﬁCTﬁEmT GETT CCADATMTT&GTGG&&CTAGTBT&TAC&GM&GT CAACCAMCTTCTGCTTE R rat?

203 |CCCeenTERTEGGATTEAG .-, CARBCAaEGT CAACCACTERT GCTTC mRtG-1
204 |CCCARG AGGATT AAG J 0 - - - I I:ATAATT GT AT ACAGCAAAAGT CAACCAACTT CTGCTTS mRR-2

293 |CCCAAGTEGT AGGATTAAGGT AT GanCT ACCACAAT AG-

388 TCCAGTATCOACATIRERAT- - - - -« c-o-remnrensennn BT AT T AT AT T AT AT AT A AT AT AT AT AT ET AT ATATATATA CACACACACALS AC R norv
et T w3 I T B e o CAC Rorati
bl W I ) [T T I R o F rat?
370 TCasT ARCACAT ] T T i mRt-1
sa0 TocarArce R o e D mRtE-2

TS O] o G B B ] ] ] B B B ] ] o - g R nony
O 1o B e B B ] o o ] R rat1

526 - - AGAAT CAGGAGTT CAGET TAT CAT CAGCT ACAT AGCGAGST T ABAGGCCAGT CT GHGCT AAT AGGT COTTGTCTTACA - - - - - oo oo oo R nory
483 - . AGAAT CAGGAGTT CAGGT TAT CAT CAGCT ACAT AGCGACST T AGAGGCCAGT CT GOGCT AAT AGGT COTTOTCTTADA - - - v v e e e o ea s R rat1
463 - - AGAAT CAGGAGTT CAGGT TAT CAT CAGCT ACAT AGCGAGT T ABAGGCCAGT CT GHGCT AAT AGGT COTTGTCTTACA - - - - - - oo oo - - - R ratz
504 E:ngCABGAETTCAE&TTATEETCABUECAT&B%T&GFEWCTGGGUMTEG@EETETCT o ? mRt6-1
430 T CAGGAGT T CAGDT TAT CAT CAGCT ACAT AG TAGAGGCCAGT CT GORT AT GoECCTTOTCT[ AL - - - - - oo o mRt6-2
03 - GAT GGAGEAT GEAAAGEAT ACAGT AAGA%A R nomy
560 - GAT GEAGANT GEAAAGEAT ACAGT AAGASS R mtl
540 - GAT GRAGAAT GLHAAMGEAT ACAGT AAGASS R mt2
fad ngﬁ Wm mFi-1
509 - GATG G %ﬁm mRt6-2

B65 R nory
626 F rat1
G606 R rat
a4 mRtf-1
574 mRth-2
Inzerionsstelle LINE
Exan 2' -CACCC__EXohn 2 - 283
750 CCCGGCACT WTHGWNMTTTWWCE&BHGCC i R nory
711 CCCGGLACT GACTTCT GrARLACCT LT T T TAGAAGAGGACAGAGAC CCAGCT GCC H F rat1
691 CCCGGCACTG&ETTCTGCP«AIAELI TTTTAGAAGAGEACAGNGACCCAGCT GEC R rat
2490 @GDACT CTTCT oA TECTTTTAGAAGAGGACAGAGACCCAGCT GCC ! mRt-1
674 CTTCT RCAAL TCTTTTAG GACAGAGACCCAGCT h mRth-2

C-Myh

Die vor Exon 2 liegenden Bereiche der beiden Rt6-Gene der Maus, sowie der entsprechende Abschnitt
zweier verschiedener, aus R. rattus isolierter Gene wurden sequenziert und mit der Sequenz des RT6"-Gens
von R. norvegicus verglichen. Sequenzen, die von der Mehrheit der Sequenzen abweichen, sind blau
hervorgehoben. Eine Region repetitiver TA- (grau) und CA- (hellgrau) Dinukleotide ist ebenfals
hervorgehoben. Die in der Rattensequenz gefundenen putativen Bindestellen sind gekennzeichnet, ebenso
das Exon 2. Man beachte, dal3 das Rt6-2-Gen der Maus zwischen CCAAT- und TATA- Box durch ein ca. 6
kb langes repetitives LINE Element (in dieser Darstellung herausgeschnitten) unterbrochen wird. Die an der
Insertionsstelle duplizierte Sequenz ist hellblau untergelegt und durch einen Pfeil markiert. (Abbildung
modifiziert nach F. Haag: Habil. Der T-Zell — Differenzierungsmarker RT6, 1996).
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Beide Gene der Maus weisen 5™ dieser Stelle eine Insertion relativ zu den Rattengenen auf,
welche ein CCAAT-Element enthélt. Das korrespondierende Element der Gene von R.
norvegicus und R. rattus liegt etwas nach 5° verschoben in der umgekehrten Orientierung
vor. Die Mehrzahl der bei R. norvegicus vorhergesagten Bindestellen sind erhalten. Die
TATA-Box und das CACCC-Elemente sind noch nicht einmal zu R. rattus konserviert!
Die bei R. norvegicus vorhergesagte Bindestelle fir den Transkriptionfaktor GATA ist in
keinem der anderen Gene konserviert. Diese Beobachtung spricht gegen eine funktionelle
Bedeutung dieses Elements. Die vorhergesagte Bindestelle fur IRF-1/2 ist ebenfalls in
alen Genen vorhanden.

Die NF-kB und lkaros-Stellen sind in den Rattengenen und in Rt6-1 hundertprozentig
konserviert, und weisen in Rt6-2 nur eine leichte Modifikation auf. Das Lyf-1 Element ist
in dlen funf analysierten Sequenzen ohne Abweichung erhalten.

NF-kB-Familie umfal3t eine Gruppe von Transkriptions-Faktoren, die dadurch
charakterisert sind, da3 se an ene spezifische DNA-Sequenz (Konsensus. 5'-
GGGACTTTCC-3") binden. Funktionelle Studien haben gezeigt, dal3 NF-kB ein wichtiger
Transkriptions-Faktor von Lymphozyten und zahilreichen anderen Zellen ist, dem
bedeutende physiologische Aufgaben zukommen.

Ikaros ist ein lymphozyten-spezifischer Transkriptions-Faktor, der im frihen Stadium der
Lymphozytenentwicklung exprimiert wird und wahrscheinlich an der T-Zdl-
Differenzierung beteiligt ist. Ikaros ist ein C2H2-Zinkfinger-Protein, das an eine G-reiche
Sequenz (5°-TGGGGGT-3") bindet. Die Expression von lkaros ist weitgehend auf T-
Zdlen und enige B-Zdlinien beschrénkt. Ikaros-knockout-Mé&use haben weder B- und T-
Zdlen, noch natrliche Killerzellen. lkaros ist somit ein Schllsselprotein der frihen
Lymphozytenentwicklung, das die Differenzierung pluripotenter Stammzellen in
Lymphozyten zu fordern scheint.

In dieser Stelle liegt eine nahezu ideale Bindestelle fur den NF-AT (GGAAAA) Faktor.
Wie schon aus dem Namen (s. Abschnitt 3.1.1) hervorgeht wird NF-AT alerdings nur in
aktivierten T-Zellen wirksam. NF-AT ist ein Faktor, der bei der Transkriptionsaktivierung
verschiedener Zytokine (u. a Interleukin 2, 3 und TNF apha) nach T-Zdl-Aktivierung
eine fuhrende Rolle spielt. Eine Transkriptionsaktivation des RT6-Gens durch NF-AT steht
also im Widerspruch zu der Beobachtung, dal3 RT6 vorwiegend auf ruhenden T-Zelen
exprimiert wird (Hunt and Lubaroff, 1992).
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Das Lyf-1 Protein ist ein Produkt des Ikaros-Lokus, welcher fir eine Gruppe von
Zinkfinger Transkriptions-Faktoren kodiert, die durch aternatives Spleif3en aus einer
gemeinsamen Vorlaufer RNA entstehen (Hahm et a., 1994; Molnar and Georgopoulos,
1994). Lyf-1 wird in T- und B-Zellen wéhrend eines grofen Teils ihrer Entwicklung
exprimiert, und gilt als allgemeiner aktivierender Faktor fir die Transkription
lymphozytenspezifischer Gene (Lo et al., 1991).

4.2. Charakteriserung enes Minimal-Promotors und zusatzlicher

relevanter Bereiche

Die Ergebnisse der 5" und 3" Analyse des Promotors (Abschnitte 3.2.8 und 3.2.9) deuten
darauf hin, dald3 der Sequenzabschnitt zwischen den Nucleotiden —85 und +18 einen
Minimal-Promotor in dem Sinn darstellt, dal? dieser Abschnitt fir sich aleine in der Lage
ist, Zell-spezifische Promotor-Aktivitdt zu vermitteln.

In dieser Region befinden sich vom Startpunkt aus stromaufwérts folgende potentielle
Bindemotive: CACCC-, TATA-, ETS-1-, C-Myc-, C-Myb-, IRF-1/2-, CCAAT-, C-
Myb-Faktoren. In Abbildung 32 ist der Minimal-Promotor in Balken und die in dieser
Region vorhergesagten Elemente sind in K&stchen dargestelit.

Abbildung 32. Dar stellung des Minimal-Promotors und der darin eingebetteten Bindemotive

1140 1E0 11en 1200 1220 12¢|[I 1260 1220 1200 1220 1240 1360 13e0
| | | | | | | | | | | |

5 A6 [T B +150
B -E5HE i [M] [ME]
[Cwb | [Eaa] [RF-1] E}@
{: BulS & AG A > [ TATA | Exond |
B BEM150 |
C-hiyb
C-tuhyi:

Diese Abbildung zeigt die Promotorfragmente —-85/+18 (Minimal), —85+150 (Effizient) und die durch griine
Késtchen gekennzeichnete Elemente, sowie das rot gerahmte Exon 2 und den rosa gekennzeichneten EM SA -
A3A4-Abschnitt.

Es ist gezeigt worden, dal3 an der Polymerasebindungsreaktion eine Vielzahl funktioneller
Abschnitte der priméren DNA beteiligt sind (Alberts et al., 1995). Der RT6-Promotor
braucht wahrscheinlich eines oder mehrere dieser Elemente, um effizient funktionieren zu

konnen.

Am Transkriptionsstart befindet sich ein CACCC-Element (+3/+8), ein ,minmal essential
binding site” der KLF Familie (s. Abschnitt 4.6.). Die TATA-Box liegt normalerweise in
einer Position um das Nukleotid —30 stromaufwéarts vom Transkriptionsstart in den
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Promotoren von regulierten Genen. Sie fehlt in den Promotoren von Haushaltsgenen.
Dafur haben diese ein funktionsfahiges Inr-Element (Knippers, 1997). Die Ets-1 Stelle (-
41/-31) Uberlappt mit der TATA-Box. Ets-1 reguliert zahlreiche Promotoren und Enhancer
und scheint en wichtiger Regulator der B-Zdldifferenzierung zu sein.  Ein
charakteristisches Merkmal von Ets-Proteinen ist, dal} sie mit anderen Faktoren

interagieren, um Genexpression zu induzieren.

C-Myc und C-Myb sind die zelluldren Gegenstiicke der viralen Protoonkogene v-myc und
v-myb. Beide Proteine sind Transkriptions-Faktoren, denen eine wichtige Rolle in der
Kontrolle der Zellproliferation zukommt (Neurath et a., 1997). Die IRF-1/2 Stelle (-55/-
43) Uberlappt mit C-Myb und C-Myc / Max Stellen.

Mittels Mohbility-Shift Analyse konnte die spezifische Bindung von Proteinen aus RT6"
Zellen an das Oligonukleotid EMSA-A3A4 (-91/-41) und unspezifische Bindung von
Proteinen aus RT6" und RT6 T-Zellinien an das Oligonukleotid EMSA-ASAG6 (-543/-520)
nachgewiesen werden. Die erste Region enthédlt putative Bindungsstellen von C-Myb-,
CCAAT-, und IFR-1/2-Elemente, und die zweite putative Bindungsstellen von NF-kB und
Ikaros. Es ist unklar, welche Proteine es sind, die in Lymphoyten, jedoch nicht in
Fibroblasten an die Sequenz EMSA A3A4 binden. Moglicherweise handelt es sich um die
Bindung der vorhergesagten Transkriptions-Faktoren an ihre DNA-Erkennungssequenz.

Da das fur die Untersuchung verwendete DNA-Molekil A3A4 nicht nur eine einzige
Bindestelle enthdt und keine Antikorper gegen die genannten Transkriptions-Faktoren zur
Verfugung stehen, bleibt noch aufzuklaren, welcher Faktor an das Oligonukleotid bindet.
Ein weitere Eingrenzung relevanter Bindestellen kdnnte mittels Mobility Shift mit weiter
verkleinerten einzelnen Elementen ermittelt werden.

Eine weitere Moglichkeit, Rickschliisse auf die Identitdt eines Transkriptions-Faktors zu
ziehen, sind Kompetitionsexperimente, da der DNA-Protein-Komplex durch eine bekannte
Bindestelle spezifisch kompetitiert werden kann. Dartber hinaus kann durch Inkubation
des Komplexes mit Transkriptions-Faktor-spezifischen-Antikorpern vor der Auftrennung
eine weitere Retardierung, ein , Supershift® induziert werden, welcher die Anwesenheit des
Transkriptions-Faktors in den Komplexen beweist (Brown, 1996).
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4.3. Die Aktivitat des RT6-Promotors wird durch den SV40-Enhancer
gesteigert

Neben den Promotorbereichen konnen auch von der Initiationsstelle entfernt liegende
Elemente die Transkriptionshaufigkeit positiv oder negativ modulieren (sog. "Enhancer”
(Verstérker)- oder "Silencer"-Elemente). Transkriptionsverstarker (Enhancer) aktivieren
die Transkription und konnen relativ zur Startstelle der Transkription wechselnde

Positionen und Orientierungen einnehmen.

Aber wie wirken se? Zwe plausble Hypothesen, die sich wechsalsaitig nicht
ausschlief3en, sind nachfolgend aufgefihrt: Enhancer sind , Zutrittsstellen® auf der DNA
fir RNA-Polymerase 1I, moglicherweise weil sie eine geringere Bindungsaffinitdt fir
Histone haben, die normalerweise Eukaryonten-DNA umgeben und damit vermutlich die
Bindung der RNA-Polymerase Il an DNA blockieren. Andererseits konnen Enhancer die
lokale Konformation der DNA derart verdndern, dal3 die Bindung von RNA-Polymerase 11
erleichtert wird. Enhancer kdnnen durch Transkriptions-Faktoren erkannt werden, die die
Bindung der RNA-Polymerase Il an enen nahegelegenen Promotor fordern. Die
Flexibilitst der DNA-Helix erlaubt es auch, dald3 durch Schleifenbildung noch weiter
entfernt gebundene Proteine die RNA-Polymerase an einem Promotor beeinflussen

konnen.

Die in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Experimente zeigen, dal3 der SV 40 Enhancer eine
verstarkende Wirkung auf den RT6-Promotor hat. Der Einflul betrifft besonders die
Region —43/+18 nahe dem Startpunkt, welche fiur sich dlein keine mel¥bare
transkriptionelle Aktivitdt besitzt. Damit wird gezeigt, dal3 die Region —43/+18 die
Eigenschaften eines Kern-Promotors besitzt, eine Region, die fur die Initiation der
Transkription an der Transkriptionsstartstelle notwendig ist, die aber fir sich aleine nicht
in der Lage ist, mefdbare Transkriptionsaktivitét zu vermitteln.

Enhancer scheinen eine wichtige Mittlerrolle bel der selektiven Genexpression zu besitzen.
Es ist auch fir RT6 zu erwarten, dal3 Enhancer fur die zellspezifische Expression eine
Rolle spielen. Um nach diesen Elementen zu suchen, sollte das gesamte RT6-Gens auf das
Vorkommen regulatorischer Elemente durch Transfektion von Reportergen-Konstrukten

durchmustert werden.
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4.4. Das TATA-Element spielt keine Rolle fur die RT6-Expression

Es ist gezeigt worden, dal3 an der Polymerasebindungsreaktion eine Vielzahl funktioneller
Abschnitte der primaren DNA beteiligt sind. Beispiele dafur sind u.a. die TATA-Box und
der Transkriptionsstartpunkt (Initiator) bel Eukaryoten (Javahery et a., 1994). Diese
Sequenzel emente kommen in vielen Promotoren vor und werden konstitutiv genutzt.

In der unmittelbaren Umgebung der TSS2 des RT6-Gens findet sich eine putative TATA-
Box (-29/-23). Diese entspricht nicht genau der idealen Konsensus-Sequenz (Wingender,
1993). Die TATA-Box vor Transkriptionsstart 2 (GATAAAG) weist an Position 1 ein G
an Stelle eines A auf. Eine systematische Untersuchung von Mutationen der TATA-
Konsensussequenz zeigte, dald dieser Basen-Austausch zu einer Reduktion der Aktivitét
auf ca. 10% fuhrt (Wobbe and Struhl, 1990).

Stromabwarts von dem TATA-Bindemotiv finden wir einen GC-reichen Bereich, der oft
als Bindestelle fur Zinkfinger Proteine auftritt. Die Befunde der Reportergen-Assays
zeigen, dal3 eine Mutation des TATA-Elements zu keiner Verdnderung der Promotor-
Aktivitét fuhrt und die Mutation des GC-reichen Abschnitts auch wirkungdos ist. Im
Verlauf der T-Zell Reifung wird RT6, wie die T-Zell Gene CD2, CD3E, CD4, und CD8A,
zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt angeschaltet und danach konstitutiv
exprimiert, im Gegensatz zu aktivierungsbedingt angeschalteten Genen, wie IL-2 oder IL-2
Rezeptor.

Abbildung 33. Promotor bereiche einiger Entwicklungs- und Aktivierungsbedingt exprimierter T-Zell
Gene

tranecription
Etar elts

~0 - Bl -0 * +10

L L L L 1
GOGAGGCACGT GO T TAAGCTCTOGEEGTGTCEACT COACE AGTCTCACTT  WCD2
GCAGGCCCAGAGECCTCTCTACT TCOTGTGTGAGETTCAS AAMCCCTCCT  WCD3
GTGTGEAGGAGCCTTGCCATCOEECTTCCTOTCTCTCTTE ATTTAAGCAS  WCD4
COTCGGCOEGEECTTCGOOTHACATCACATOCTOCAM TG COAMATCAGE  ICDEA
GTTGTCCACAGHATARAL GOGGOOCEECACTGACTTCTGE AMCACCCGTT  IRTE
ATTAACAGTATASATTGCATCTCTTGTTCAMGAGTTOCCT ATCACTCTCT  bILZ
AOAALCACTTCCTATATTTGAGA TGAGAGAMGAGAGTGCT AGGCAGTTTC 4 ILZR

—_- o o

In dieser Abbildung wird die Promotor-Sequenz am Transkriptionsstart einiger T-Zell Gene vergleichend
analysiert. Die TATA Motive von IL-2 und IL-2R, sowie das von mir untersuchte TATA-Element des RT6-
Gens, sind schattiert.

Der Vergleich der Promotorabschnitte der genannten Gene deutet darauf hin, dald die
entwicklungsbedingt konstitutiv exprimierten, im Gegensatz zu den Aktivierungsbedingt
exprimierten T-Zell Genen Uber keine funktionelle TATA-Box verfigen (Abb. 33). Die
von mir durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dal3 das RT6-Gen auch in Hinblick auf

seine Promotor-Struktur Gemeinsamkeiten mit anderen konstitutiv exprimierten T-Zdll
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Genen aufweist, und deuten darauf hin, dald diese Gruppe von Genen méglicherweise
durch gemeinsame Mechanismen reguliert werden kénnen. In diesem Zusammenhang ist
bemerkenswert, dal3 kirzlich festgestellt werden konnte, dal3 die Kontrolle der DNA-
Methylierung einen wichtigen Anteil an der Regulation der RT6-Expression hat
(Rothenburg et al., zur Verdffentlichung eingereicht). Auch fir CD8A konnte eine
Beteiligung der DNA-Methylierung an der Expressionskontrolle festgestellt werden
(Pestano et al., 1999).

4.5. Andere Mechanismen der RT6-Genregulation

Die meisten Eukaryonten-Gene werden nur Uber die Initiation der Transkription spezifisch
gesteuert. Viele Gene reagieren aber zusdtzlich auch auf andere, sekundére

Regulationsvorgange.

45.1. RT6-Expression wird zum Tell durch alternative Transkriptions-Initiation

gesteuert

Das RT6-Gen besitzt zwel Transkriptionsstartstellen. Die postulierte Funktion von TSS1
als Transkriptionsstartstelle wird durch in angemessenen Abstdnden vorkommende
typische Promotor-Elemente (Abb. 34) untermauert (Haag et al., 1996).

Es wird in zukinftigen Untersuchungen interessant sein, die im vorhergehenden Abschnitt
beschriebenen Techniken in analoger Weise wie zur Charakteriserung des Promotor 2

auch zur Analyse des Promotor 1 einzusetzen.

Die beiden Promotorregionen des RT6-Gens weisen deutliche Unterschiede auf. Beide
enthalten als Kernpromoterelement eine TATA-Box, wobei in beiden Félen deren
Sequenz von der kanonischen TATA-Konsensussequenz TATAAA abweicht. Die
Auswirkung solcher Sequenzabwelchungen wurden in Hel a-Zellen untersucht. Danach ist
zu erwarten, dal3 die mit TSS1 verbundene TATA-Box (Sequenz) die basale Transkription
mit einer héheren Effizienz (ca. 60% der Wildtyp-Sequenz) vermittelt als digjenige von
TSS2 (ca. 10 % der Wildtyp-Sequenz) (Wobbe and Struhl, 1990).

Im Gegensatz zu TSS1 weist die mit TSS2 verbundene Promoterregion eine Vielzahl von
vorhergesagten Bindestellen aktivierender Faktoren auf, die aus anderen in T-Zelen
exprimierten Genen bekannt sind. Es ist denkbar, dal3 diese Elemente wesentlich zur T-
ZdI-Spezifitat der RT6-Expression beitragen.
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Abbildung 34. Die Sequenz des mit Exon 1 verbundenen RT6-Promotors

E2
ATCTFAACTT T CTTCT FLAAGFFCAGCCAGC GCTCTTAFCTAT GEAFCCAT CCCTCTAAGGTTCCACAGTCATCATT  —- 1010

TAATFACTAT T AAT O EGTTTT AAGCATT CAT AT ZCTTT FEATTTTTTTTACTTTCTGTTTTGTTTTZTTTTT CAAFEA -920
E4EF 3 E1l
TAGEETTTCTCTGT 6T ¢ CCCT T T T CCTGTT GTCCT GEAACT CATTCTGT AFACCCECTTGCCTT ACCTCACATA —550

GATCCACATGCTECTFCCTCCT GACT GCT AFGTTT AAAFGT AT GEACCACT T ACACAGC AARTTTTGTCATTATTATE —670
2AAATTCTCAT AT FAACATTTT GG AT CHFAFAGT CAGACTCAFAGATTCAFAGT CAGAFAFACAAAGTT AATCCAE 590
GETTTCTAGT AAGT ACCTTTTCTGTCTTCT CAAT CCTT T CAAGEGCTCCTATTTCT CAAGCT ETxl:]'Jl'a&IG-&E ACTCTTTCC  -510
CTECTECTTCTTAAT GTT AT CTGT T CAGT L ARTTCCAGTTTCTTCAAT FAACCCTCTCCACTCAGT FFAGTTATTT A  —420
-250

TTTCTT AATTAAT GATTATTGT GEFAFGCCCCAGCCCACT GT FEET GETFCCAT CTCT GRACT GEFAGTTTT GEATTCTA —270

TAAGFRAGCT AGACT GAGT A2ACCAT FAGEAGT AAGCCAGT AT GCAGCACCCCTCCATFATCTCT-CATCAGCTCCTETCT  —-190

ICCAFATTCCT GACCTGTT CCT AARCCT GACTTCOTTT AT GAAAAACT GLAAT AT FEAAAT AAACCCTTTCCTCTCCGACT - 110

TECTTTTTFFTCAT 55T FTTTCACT FCATC AACAFAAFCCTT AACFAAFACATC AATFT AGAATFAT 3ACAGFATGCTHE  -20
@: Inr + Ets 1."2
GEEEEEFAGETT OT e AT e NAGGEETTT GAGGTTT AT GAGET GTTT T AT CTGT ZCCTTTCCACCT GTCTA  +51
T
TATA i Exon 1

A

Transcription start site

Durch TRANSFAC Datenbank wurden etwa 1100 Nukleotide 5" von Exon 1 analysiert. Exon 1 beginnt mit
dem in der Abb. 34 mit +1 bezeichneten Adenin, und ist durch eine Balken gekennzeichnet. Die repetitiven
Elementen sind schraffiert. Vorhergesagte Bindestellen fUr Transkriptions-Faktoren sind durch Kasten
gekennzeichnet. Die TATA-Box in der Position —30, das Inr-Element am Transkriptionsstart, sowie ein
invertiertes CCAAT Element sind durch gestreifte Kasten hervorgehoben. (Abbildung modifiziert nach F.
Haag: Habil. Der T-Zell Differenzierungsmarker RT6)

Auch der Promotor 1 wird mit Hilfe des PPNN-Programms auf eine potentielle Promotor-
Sequenz analysiert (Abb. 35).

Abbildung 35. Vorhersage der Transkriptionsstartstellen des Promotors 1 mit dem PPNN-Programm

Promoter predictions for 1 eukaryotic sequence with score cutoff 0.98 (transcription start
shown in larger font):

Promoter predictions for RT6-Promotor 1 (3,7 kb)
Start End Score Pronot er Sequence

676 726 0.99  ACAGAGACACCTTTAAAAGGGGGAAATTATAGGTAATCACACTCATTAAT

3590 3640 0.99 OAGGATG:TGTATAAGAACGGGGGGAGSTTCTCCOATTGTAGXBGTTTGA
>+1 Exon 1

Das Ergebnis von PPNN ergibt eine Liste von Sequenzabschnitten von 51 Basen, die sich iber den Bereich
von —40 bis +11 des potentiellen Promotors erstrecken. Die Startpunkte der Transkription, die als
Transkriptionsstart in Frage kommen, sind grof3 angegeben. In der PPNN Analyse werden 2 mogliche
Startpunkte des RT6-Promotors 1 vorhergesagt.

In der PPNN Analyse stimmt die Position der 2. Startstelle hundertprozentig mit der
experimentell definierten TSS1 (Kuhlenb&dumer, 1996) Uberein. Die Benutzung von
mehreren unabhéngigen Transkriptionsstartstellen ist bei eukaryontischen Genen nicht
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ungewohnlich. Die beiden Initiationsstellen sorgen vermutlich fir unterschiedliche

Transkriptionsgeschwindigkeiten.

4.5.2. Die RT6-Expression wird durch Alternatives Spleil3en gesteuert

Die Ergebnisse der 5 RACE PCR zeigen, das die 5° UTR des RT6-Gens in
unterschiedlichster Weise gespleiflt werden kann. Die am haufigsten gefundene
Spleil3variante 2-5-7-8 weist ein einziges langes offenes Leseraster auf, welches in Exon 5
beginnt (Kuhlenbaumer, 1996). Stromaufwérts der kodierenden Region finden sich vier,
nicht trandatierte Exons. Exons 1 bis 4 kodieren verschiedene Varianten der 5UTR.
Exons 5 und 6 kodieren aternative N-terminae Enden des Proteins. Allen RT6-
Transkripten sind die Exon 7 und 8 gemeinsam, welche fir das naive Protein und die fir
die GPI-Membranverankerung notwendige C-terminale Signalsequenz kodieren (Haag et
al., 1996).

Alternatives Spleiffen kann viele Funktionen haben. Dazu zdhlen die Erzeugung
unterschiedlicher Formen eines Proteins (zum Beispiel: CD45 (Deans et al., 1989)); die
Beeinflussung der Trandation durch Startcodons und kurze offene Leseraster in der 5
UTR (Kozak, 1987; Kozak, 1991); sowie die Erzeugung von Unterschieden in der mRNA
Stabilitét verschiedener Spleif3varianten (Oliveira et al., 1995). Durch RNA-Spleif3en kann
die Produktion verschiedener Formen eines Proteins von ein und demselben Gen reguliert
werden. Die Mechanismen der Spleif3stellen-Auswahl zur Regulation des RNA-Spleifiens
sind noch nicht verstanden.

4.5.3. mMRNA-Abbau-Kontrolle

Eukaryontische mRNAs werden im Cytoplasma mit sehr  unterschiedlicher
Geschwindigkeit abgebaut. Fertig prozessierte Eukaryonten-mRNA  besitzt  ein
wohldefiniertes 3'-Ende: dabel handelt es sich fast immer um einen 3'-Poly (A)-Schwanz
von ca. 100 bis 200 Nukleotiden Lénge. Die Poly (A) —Schwéanze, die an fast ale
eukaryontische mRNAs angeheftet werden, tragen offensichtlich zum Schutz der Molekile
vor Abbau bel. In RT6-Exon G werden zwei unterschiedliche Polyadenylierungssignae
benutzt (Kuhlenbdumer, 1996). Dies geht aus dem Vergleich der Sequenzen
unterschiedlicher cDNA-Klone heraus. Das Poly A Signd 1 ist ein ,schwaches’ Poly A
Signal, Poly A Signa 2 entspricht genau der bei viden Genen vorkommenden
Konsensussequenz (Birnstiel et a., 1985).
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4.6. Analyse potentieller regulatorischer Elemente und ihrer Bedeutung
fur die T-Zell Entwicklung

Wie in der Einleitung geschildert, konnte die RT6-Gen-Expression fiir das Uberleben der
T-Zelen notwendig sein. Eine attraktive Hypothese ist in diesem Zusammenhang, dal3 der
lyp-Gendefekt der BB-DP Ratte einen direkt fir die Anschatung des RT6-Gens wichtigen
Transkriptions-Faktor betrifft.

Die Gene hoherer Eukaryonten werden gewdhnlich durch kombinatorische Effekte
mehrerer verschiedener positiv und negativ wirkender Gen-Regulatorproteine reguliert.
Gen-Regulatorproteine konnen die Gentranskription aktivieren oder unterdriicken. Fir das
Einschaten des RT6-Gens sind ebenfals mehrere Signale verschiedener Gen-
Regulatorproteine erforderlich. Jedes dieser Gen-Regulatorproteine kommt nur in wenigen
Kopien je Zelle vor, und sie erkennen eine bestimmte DNA-Sequenz, die gewohnlich nur
8-15 Nucleotide lang ist.

Zu den klassischen Strukturmotiven des RT6-Promotors z&hlt man vor alem die TATA-
und CCAAT-Boxen. Letztere ist haufig bei TATA-Box-losen Genen, die oft fir
sogenannte Haushalts-Proteine kodieren, zu finden. Die Mutagenese-Untersuchung des
TATA-Motivs zeigt, dal’ das TATA-Element des RT6-Promotors funktionslos ist (Fang et
al., 1999). Die funktionelle Promotoranalyse und DNA/Protein-Interaktionen weisen
darauf hin, dafd3 der Promotorbereich -85/-43, wo sich das CCAAT-Element (-72/-60)
befindet, funktionell relevant fir die Transkription ist. Der Sequenzvergleich spricht auch
dafur, dal3 das CCAAT-Element, welches bei der Raite anders als bel der Maus
konfiguriert ist, moglicherweise die durch Promotor-Elemente im Kernbereich vermittelte
basale Transkription verstarkt.

Die Deletionsexperimente und Enhancer-Untersuchungen zeigen, dal3 die Promotor-
Region —43/+18 als Kern-Promotor bezeichnet werden kann. Die Analyse des 3° Endes
von RT6-Promotor 2 (Abschnitt 3.2.9.) deutet daraufhin, dal3 die Sequenzregion abwaérts
von —16 bp fur Transkription erforderlich ist. Diese Beobachtungen fihren gemeinsam
dazu, dal3 die Promotor-Region —16/+18 besonders wichtig fur Transkription ist. In diesem
Bereich findet sch ein CACCC-Element, eine mdgliche Bindestelle fur Transkriptions-
Faktoren der KLF Familie (s. u.). Ein Mobility Shift Assay mit dieser Sequenzregion zeigt,
dal3 Proteine aus RT6 exprimierenden Zellkern an diesem Sequenzabschnitt binden (pers.
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Mittellung von Prof. H-G. Thiele). Das RT6-Gen benttigt moglicherweise dieses CACCC-

Element fir seine Transkription.

Die “Krippel-like factors’ KLFs sind eine kleine Familie von C2H2-Zinkfinger-
Transkriptions-Faktoren, welche durch ein hohes Mal3 an Sequenzidentitét in ihren DNA-
bindenden Doménen gekennzeichnet sind, und Homologie zu dem Krippel Protein aus
Drosophila aufweisen (Anderson et al., 1995; Kuo et a., 1997; Miller and Bieker, 1993).
Viele von ihnen sind an der Regulation von Reifungsvorgangen beteiligt. KLFs kdnnen
sowohl inhibitorische als auch aktivierende Wirkungen auf die Transkription ihrer
Zielgene ausiben (Turner and Crossey, 1998; Turner and Crossey, 1999). Die
Familienmitglieder sind BKLF (basic KLF), EKLF (erythroid KLF), GKLF (gut-enriched
KLF), LKLF (lung KLF), und UKLF (ubiquitous KLF).

Es wurde gezeigt, dal3 der ruhende Phanotyp in T-Zelen aktiv durch Expression von
LKLF induziert werden muf3 (Kuo et al., 1997), und dal3 Langlebigkeit mit der aktiven
Aufrechterhaltung des Ruhezustands verbunden ist (Freitas and Rocha, 1997). LKLF wird
vornehmlich in Blutgefal3en, der Lunge, und in lymphatischem Gewebe exprimiert
(Anderson et a., 1995; Kuo et a., 1997; Kuo et al., 1997). Innerhab des Immunsystems
wird LKLF sowohl von B- as auch von T-Zelen exprimiert. Bei letzteren ist die
Expression jedoch auf CD4+ und CD8+ "einzelpositive” Zellen im Thymus, sowie auf
periphere T-Zellen beschrankt. In peripheren T-Zellen wird LKLF nach Zellaktivierung
sowohl transkriptionell als auch post-trandational, vermutlich durch Proteolyse,
herunterreguliert (Kuo and Leiden, 1999; Kuo et al., 1997).

Da die DNA-bindenden Doménen der Mitglieder der KLF Familie einen hohen Grad an
Sequenzidentitét aufweisen, ist es moglich, dald LKLF an dieses Sequenzelement bindet.
Die Gemeinsamkeiten zwischen RT6 und LKLF in Bezug auf Expressionsprofil und
Funktion werfen die Frage auf, ob LKLF an der Regulation der RT6-Expression beteiligt
ist. Das RT6 Gen weist ein interessantes Expressonsmuster auf. Es ist auf T-Zellen
beschrénkt, erscheint bei diesem jedoch erst zu einem spéteren Entwicklungszeitpunkt,
nachdem die Reifung der Zellen abgeschlossen ist. Die von mir vorgelegte Arbeit leistet
einen Beitrag zum Verstandnis der Mechanismen, die diesem Expressionsmuster zugrunde
liegen, indem sie Bereiche des Promotors definiert, die fir die Expression in T-Zdlen
wichtig sind. Es wird spéteren Arbeiten vorbehalten bleiben, die Mechanismen der
Expressionskontrolle im Detail aufzukl&ren.
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5. Zusammenfassung

Der T-Zdl Differenzierungsmarker RT6 bezeichnet ene T-Zel-spezifische, Uber
Glykosylphosphatidylinositol  (GPI)  verankerte  Zelloberflachen-Mono-(ADP-ribosyl)
transferase (ART) der Sdugetiere. Er wird spezifisch auf reifen langlebigen T-Zellen,
intragpithelidlen Lymphozyten (IELS) und einer Subpopulation nattrlicher Killer (NK)
Zdlen  exprimiert. ADP-Ribosylierung auf der Oberflache von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTLs) der Maus fuhrt zu Hemmung wichtiger Effektorfunktion dieser
Zéellen, wie der Proliferation, der Adhdsion an Zielzellen, sowie des zytotoxischen
Potentials. Im BB Rattenmodell fir den autoimmunen insulinabhdngigen Diabetes mellitus
(IDDM), ist die Krankheitsempfanglichkeit verbunden mit einer Lymphopenie, die durch
Fehlen der RT6-exprimierenden Zellen charakterisiert werden kann. Diabetes, T-
Lymphopenie und RT6-Expressionsdefekt der BB Ratte werden durch eine einzige
Genvariante bestimmt, die man lyp (fir Lymphopeniegen) genannt hat, und die auf
Chromosom 4 der Ratte kartiert wird. Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der RT6-
Gen-Regulation, um sich der Fragen anzunahern, ob der RT6-Expressionsdefekt und die
Erkrankungsanfélligkeit im BB-Rattenmodell eine gemeinsame Ursache haben. Das RT6
weist 2 unabhangige Promotorbereiche auf. In dieser Arbeit wird die Promotoranalyse
aufgrund bisheriger Untersuchungen auf Promotor 2 fokussiert.

Die experimentell ermittelten Transkriptionsstartstellen werden vom Programm ,, Promotor
Prediction by Neural Network® bestdtigt. Mittels TRANSFAC Datenbank werden sowohl
typische Elemente eukaryontischer Promotoren, as auch lymphozyten-spezifische
Transkriptionsfaktorenbindungsstellen (TFBS) von diesesm Promotor vorhergesagt.
Promotorfragmente, welche sich in ihren 5°- und 3-Enden, sowie in den von ihnen
enthaltenen putativen TFBS unterscheiden, werden durch PCR amplifiziert und in den
pGL 3-Basic-Reportervektor kloniert. Reportergen Assays zeigen, dal3 der RT6 Promotor
zellgpezifisch die Transkription in T- und NK-Zellen stérker als in Fibroblasten vermittelt.
Durch Deletionsversuche habe ich einen minimalen Bereich von —85/+18 definiert, der in
T-Zellen eine mef3bare Promotoraktivitéat besitzt. Durch Vorschalten des heterologen SV40
Promotors konnte der Bereich —43/+18 as Kern-Promotor identifiziert werden. Mobility
Shift Untersuchungen zeigen, dal3 bisher noch unbekannte Kernproteine an
Oligonukleotide binden, die aus den Bereichen —540/-520 (putative NF-kB-, Ikaros-TFBS)
und —90/-41 (vorhergesagte CCAAT-, IRF-1/2-, C-Myb-TFBS) abgeleitet sind. Durch in
vitro Mutagenese wird gezeigt, da? weder die Zerstorung eines mutmaldichen TATA
Elements noch die Mutation eines GC reichen Sequenzelements die Promotoraktivitét in
EpD3 Zellen beeinflud. RT6 gehdrt damit zu einer Gruppe entwicklungsbedingt
exprimierter T-Zell-spezifischen Gene, wie CD3E, CD4, CD8A, die alle keine funktionale
TATA-Box besitzen.

Die Deletionsversuche zeigen, dal? die Promotorregion -16/+18 fur Transkription essentiell
ist. In diesem Bereich findet sich ein CACCC-Element. Es handelt sich dabel um ein
Kernmotiv der Bindungsstellen fur Zinkfinger Proteine der KLF (Kruppel-like factor) -
Familie. Viele von diesen sind an der Regulation von Reifungsvorgéngen beteiligt. Es
wurde gezeigt, dald der ruhende Phénotyp in T-Lymphozyten aktiv durch Expression von
LKLF (lung KLF) induziet werden muf}, und da3® Langlebigkeit mit der
Aufrechterhaltung des Ruhezustands verbunden ist. RT6 und LKLF zeigen eine
funktionelle Gemeinsamkeit, insofern sie beide an der Erhaltung des ruhenden Phanotyps
beteiligt sind. Es ist eine attraktive Hypothese, dal3 LKLF an der Regulation der RT6-
Expression beteiligt ist. Dies mul3 in weiteren Experimenten gekléart werden.
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8. Abkirzungen

ADP Adenosindiphosphat

ART ADP-Ribosyltransferase

BB Bio-Breeding

BB-DP BB-diabetes prone

BB-DR BB-diabetes resistant

bp Basenpaare

DNA Desoxyribonukleinsdure nach deoxyribonucleic acid
DNase Desoxyribonuklease

dNTP 23 -Desoxynukleosidtriphosphat

A=dATP 23 -Desoxyadenosintriphosphat

C=dCTP 2 3'-Desoxycytidinintriphosphat

G=dGTP 23’ -Desoxyguanintriphosphat

T=dTTP 2 3'-Desoxythymidintriphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylenediamine tetraacetate

g Gramm

mg Milligramm

Vle} Mikrogramm

ng Nanogramm

GPI Glycanphosphatidylinositol

HEPES Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid
IDDM Insulin-deppendent diabetes mellitus

kD Kilo Dalton

LFA-1 Lymphocyte Function Antigen-1 (Integrin) Adhasionsmolekile
LT Escherichia coli toxin

M Mol

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

NK-Zdle Natirliche Killerzellen

ODnn Optische Dichte bel einer bestimmten Wellenlange (nn)
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase K ettenreaktion)
PMSF Phenylmethysulfonyl fluoride

RACE Rapid amplification of cDNA ends

RNA Ribonukleinsdure nach ribonucleic acid

RNase Ribonuklease

RT6 Ratte Transplantationsantigen 6

RT-PCR Reverse Transkription gefolgt von PCR

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyle sulfate)
TAE Puffer (Tris-Acetic acid-EDTA)

Taq Thermophilus aquaticus

TBE Puffer (Tris-Borat-EDTA)

TE Puffer (TrisEDTA)

Tris Trishydroxymethylaminomethan

TSS Transkriptionsstartstelle (transcription start site)
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