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1 Einleitung

Das Thema dieser Doktorarbeit ist die Funktionsanalyse des Kernproteins MeCP2 (Methyl-CpG-
Bindungsprotein 2). MeCP2 besitzt unterschiedliche DNA-Bindungseigenschaften und kann an
MARSs (matrix attachment regions) und methylierter DNA binden. Die DNA-Methylierung spielt
eine wichtige Rolle in der Gen-Regulation und MeCP2 ist ein gut untersuchter Vermittler in der
transkriptionellen Represson. Aufgrund einer Homologie in der DNA-Bindungsdoméne bil det
MeCP2 mit vier weiteren Proteinen die MBD-Familie.

1.1 Chromatinorganisation und MAR-bindende Proteine

Eukaryotisches Chromatin in Interphasezdlen und mitotische Chromosomen sind in funktionelle
und topologische Einheiten, Doménen, gegliedert. Doménen enthalten Gene oder Gengruppen,
einschliefdlich deren regulatorischen cis-Elemente. Nadh einem vidl diskutierten Modell heften
sch die Domanen mittels <eafischer Sequenzen an en Kern- bezehungsweise
Chromosomgertst aus Proteinen an und bilden Schleifen. Diese Schleifen, die jewells sparate
Doménen darstellen, haben zum Beispiel in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
schétzungsweise ane Grofe von funf bis einigen Hundert Kilobasenpaaen (Benygati und
Worcd, 1976. Entfernt man in einem Metaphase-Chromosom die Histone durch Extraktion, so
erhdt man im Elektronenmikroskop das Bild eines zentralen Proteingertstes, von dem die DNA
in Form von zahlreichen Schleifen ausgeht (Paulson und Laemmli, 1977). Diese
Chromatinorganisation ist nicht nur fir die kompakte Verpadkung eines circa 200 cm langen
DNA-Fadens in einem Zellkern mit einem Durchmesser von einigen um esentiell, sondern sie
beanfluss auch verschiedene DNA-Aktivitdten wie Transkription, Replikation und
Rekombination.

Auf der Suche nadh solchen fir die Wedselwirkung zwischen DNA und Proteingeriist
verantwortlichen DNA-Sequenzen wurden unter anderem MARs (matrix attachment region)
bezehungsweise SARs (scafold attacdhment region) identifiziert (Gasser und Laemmli, 1987
Phi-Van und Strétling, 1990. Die Bezechnungen richten sich madh den hiochemischen
Préparationsverfahren (Cockerill und Garrard, 1986 Mirkovitch et al., 1984 und kodnnen als
aquivalente Begriffe betraditet werden. MARYSARs snd weit verbreitet und wurden in vielen
hoheren Organismen identifiziert, zum Beispie Fruchtfliege, Huhn, Mensch, Soja und Tabak
(Boulikas, 1995. Es handelt sich oft um AT-reiche Sequenzen mit einer Lange awvischen 250
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und einigen Tausend Basenpaaen, die ansonst Uber keine Konsensus-Sequenzen verfligen
(Gas=r und Laemmli 1987 Boulikas, 1999. In der letzten Zeit gibt es zunehmend Ansdtze,
potentiele MARYSARs nadh einem statistischen Verfahren per Computer aus den immer
umfangreicheren Genomdaten aufzuspiren (Singh et al., 1997).

Die isolierende Wirkung von MARs wurde durch Versuche mit kiinstlichen Doménen entdedkt.
In stabilen Transfektionen zegten die durch MARSs flankierte Reportergene ene verstarkte und
positionsunabhangige Expresson. Auflerdem konnen MARs Sgar in heterologen Systemen
noch ihre Wirkungen entfalten, so zum Beispiel besitzt das 5-Lysozymgen-MAR aus Huhn
biologische Aktivitdten nicht nur in Monozyten aus Huhn (Stief et al., 1989, sondern auch in
transgenen Méausen (McKnight et al., 1992, Rattenzdlen (Phi-Van et al., 1990 und sogar
Tabakpflanzen (Mlynarova et al., 1994, was shr fir eine evolutiondr konservierte Rolle von
MARSs goricht.

MARs Uben ihre isolierende Wirkung wahrscheinlich nicht als nadte Nukleinsdure, sondern
Uber gebundene Proteine ds Nukleinsdure-Protein-Komplexe ais. Mit MARs as Sonde in
Southwestern-Blots oder Gelverzégerungstests (,band shift*) wurden bereits mehrere MAR-
bindende Proteine identifiziert, zum Beispiel DNA Topoisomerase Il (Berrios et al., 1985,
SATB1 (speda AT-rich sequence binding protein) (Dickinson et al., 1992, Histon H1
(lzaurralde et al., 1989, Lamin B1 (Ludérus et al., 1992, p120hnRNP U/SAF-A (von Kries et
al., 1994 Kiledjian und Dreyfuss 1992 Fadkelmayer et al., 1994, Nukleolin (Dickinson und
Kohwi-Shigematsu, 1995 und SAF-B (Renz und Fadkelmayer, 1996.

Im Labor von Dr. Strétling wurde ARBP (attachment region hinding protein) aus Huhn
identifiziert. Es bindet an MARSSARs aus verschiedenen Spezes in einer spezfischen und

kooperativen Weise. Das Protein ist eine dundante Komponente der Kernmatrix (von Kries et
al., 1997 und bindet mit hoher Affinitit von Kp = 2 — 6 x 10 M an ein spedfisches

Sequenzmotiv in 5'-Lysozymgen-MAR, das aus der zentraen Sequenz 5-GGTGT-3 und
flankierenden AT-reichen Regionen besteht (Buhrmester et al., 1995. Eine 125 Aminosauren
umfassende Region im N-terminalen Teil stellt die MAR-Bindungsdoméne dar (Weitzd et al.,
1997. Interessnterweise @wies sch das partiell klonierte ARBP aus Huhn als Homolog zu
MeCP2 (Methyl-CpG-Binding Protein 2) aus Mensch und Ratte, einem an DNA mit
methylierten CpG-Stellen bindenden Protein (Weitzd et al., 1997. In der folgenden Arbeit
werden daher ARBP und MeCP2 as Bezechnungen fir dasselbe Protein gleichgestellt.
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1.2 DNA-Methylierung und Methyl-CpG bindende Proteine

Die Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin (die sogenannte ,flnfte® Base) in
Dinukleotiden CpG stellt eine folgenreiche epigenetische Modifikation des eukaryotischen
Genoms dar. Sie ist wichtig fur die negative Regulation der Gen-Expresson, die X-
Inaktivierung, die genomische Prégung (Imprinting), die negative Regulation der
transponierbaren Elemente und de Krebs-Entstehung (Eden und Cedar, 1994 Bird, 1992. Da
5 -Methylcytosin spontan durch hydrolytische Deaminierung zu Thymin umgewandelt werden
kann, sind de CpG-Dinukleotide haufiger von Mutation betroffen und somit seltener als die
anderen funfzehn Dinukleotide im Saugergenom anzutreffen. Dartber hinaus snd de CpG-
Dinukleotide im Genom nicht zuféllig verteilt, sondern in sogenannten CpG-Inseln gehéuft, die
mit Promotoren asoziiert sind (Stout und Caskey, 1989. Viefad ist eine negative Korrelation
zwischen dem Methylierungsgrad und der Genaktivitét beschrieben worden: aktiv exprimierte
Gene sind in den Promotor-nahen Bereichen nicht oder weniger stark methyliert als der Rest des
Genoms, wahrend die Promotoren von nicht transkribierten Genen tberdurchschnittlich viele 5'-
Methylcytosin-Reste enthalten (Eden und Cedar, 1994 Saluz et al., 1986. Bel weiblichen
Saugetieren ist eines der beiden X-Chromosomen stark methyliert, transkriptionell inaktiv,
auRerst kompakt und liegt als lichtmikroskopisch sichtbares Barrsches Kdrperchen in Zellkernen
vor (Riggs und Pfeifer, 1992. In Maus-Fibroblastenzdlen mit zerstortem DNMT1(de novo
Methyltransferase 1)-Gen wurde die Erhatung des DNA-Methylierungszustandes dark
beantraditigt und de Expresson bel circa 10% aler untersuchten Gene nahm zu (Jadkson-
Grusby et al., 2001).

Die DNA-Methylierung spielt auch eine wichtige Rolle in vielen normalen und pethologischen
Entwicklungsprozeseen. Die gezelte Zerstorung der Gene fur eines der beiden DNA-
Methyltransferasen, DNMT1 oder DNMT3A, verursadit bel Mausen die embryonae Letalitét
und der Ausfall des Gens fur die dritte bekannte DNA-Methyltransferase, DNMT3B, fuhrt zum
fruhzatigen Tod kuz nach dem Geburt (Li et al., 1992 Okano et al., 1999. Be Menschen
fuhren die Mutationen im DNMT3B-Gen zum rezessven, autosomaen |CF-Syndrom
(immunodeficiency, centromere instability and fadal anomalies) (Xu et al., 1999. In vielen
Krebsfdlen sind abnormale DNA-Methylierungsmuster fir die Krebs-Entstehung  direkt
verantwortlich: die Aktivierung der Onkogene durch die DNA-Hypomethylierung und / oder die
Reprimierung der Tumor-Supresor-Gene durch die DNA-Hypermethylierung tragen zur
unkontrollierten Proliferation der Krebszdlen bel (Robertson, 2001, Rountreg 2007). Aufgrund
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dieser immensen Bedeutung der DNA-Methylierung wurde seit dem Jahr 1999 aés Humane
Epigenom Projekt, das in den rnAdhsten Jahren die DNA-Methylierungsmuster des gesamten

menschlichen Genoms abhilden soll, gestartet.

Die Wirkung von der DNA-Methylierung erfolgt entweder direkt oder indirekt. In einigen Féllen
behindert die DNA-Methylierung drekt die Bindung der Transkriptionsfaktoren an ihre
Zielsequenzen auf der DNA, zum Beispiel MLTF (mgor late transcription facor) bindet nur an
nicht-methylierter DNA (Watt und Molloy, 1988. Andere Transkriptionsfaktoren kdnnen
hingegen sowohl an methylierten, as auch an nicht-methylierten Zielsequenzen hbinden, zum
Beigpiel Spl (Holler et al., 1988. Beziglich der zuletzt genannten Situation wurde seit langer
Zeit angenommen, dass methylierte DNA-Sequenzen aternativ durch spezfische Proteine
erkannt werden, die Signale aus Methylierungsdellen weiterleiten. Einige solcher Proteine
benttigen diese Methylierung in  enem bestimmten Sequenz-Kontext und stellen
Transkriptionsfaktoren dar (Tate und Bird, 1993. Dariber hinaus wurde MeCP2 (methyl-CpG
binding protein 2) als Prototyp einer Proteinfamilie identifiziert, deren Mitglieder einzene
symmetrische methylierte CpG-Stellen erkennen kénren (Lewis et al., 1992 Hendrich und Bird,
1998.

MeCP2 aus Mensch besteht aus 486 Aminosauren. Sein modularer Aufbau wird in Abbildung 1
schematisch dargestellt. Seine  Methyl-CpG-Bindungsdoméme (MBD) bestent aus 85
Aminosauren (aa 78 — 162 und ist in einem dreistrangigen, antiparalelen B-Faltblatt sowie
einem direkt folgenden a-Helix strukturiert (Nan et al., 1993 Wakefield et al. 1999 Brunner et
al., 2000. Die MBD ist in die MAR-Bindungsdoméne (aa71 — 195 eingebettet, die ausitzliche
Motive fur die Bindung an AT-reiche DNA, sogenannte AT-hooks, besitzt (Weitzd et al., 1997
Aravind und Landsman, 1998. In der Mitte des Proteins befindet sich die 104 Aminosauren
lange transkriptionelle Repressor-Doméne (aa 207 — 310 (TRD), die den Co-Repressor-
Komplex aus mSIn3A und HDACs (Histon-Deaceylasen) rekrutiert (Nan et al., 1997 Nan et
al., 1999. Die C-terminalen 63 Aminosduren betelligen sich an der Nucleosombindung
(Chandler et al., 1999. Dadurch verkniipft MeCP2 auf der molekularen Ebene drei bis vor
kurzem noch separat betraditete Themen: DNA-Methylierung, Histon-Aceylierung und
Chromatin-Organisation (Razn, 1998.
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Abbildung 1: Die Doméanenstruktur von MeCP2 aus Mensch. Der Aufbau von menschlichem
MeCP2 (aa 1 — 486 ist schematisch dargestellt. Das well3 schraffierte Reditedk zagt die
Methyl-CpG-bindende Doméne (aa78 - 162 (MBD), die innerhalb der MAR-Bindungsdoméne
(@aa 71 - 195 (blau hervorgehoben) liegt. Das gelbe Redtedk zegt die transkriptionelle
Represordoméne (aa 207 - 310 (TRD), die zaum grof@en Tel mit der mSin3A-
Interaktionsdoméne Uberlappt. Das graue Redhtedk zegt das Kernlokalisierungssgnal (aa255—
273 (NLS). Im extremen C-Terminus liegt die noch nicht genau kartierte Nucleosombindung
stimulierende Doméne.

Das auf X-Chromosom (Xq28 liegende MECP2-Gen ist 76 kop lang und enthdlt 4 Exons
(Quaderi et al., 1994 Vilain et al., 1996 Reichwald et al., 2000. Der Promotor und das erste,
nicht kodierende Exon (69 bp) liegen innerhab einer typischen CpG-Insel. Der Trandationsdart
liegt im zweiten Exon (124 bp). Im dritten und vierten Exon (351 bp und 9642bp) liegen die
kodierende DNA der beiden wichtigen Doménen von MeCP2: MBD und TRD. Das MECP2-
Gen wird in allen untersuchten Geweben ubiquitdr exprimiert. Durch den alternativen Gebrauch
der beiden Polyadenylierungsgellen im vierten Exon entstehen zwel Transkripte von 1.9 kb und
10 Kb, deren Vertellung und Abundanz gewebespezfisch sind (Reichwald et al., 2000.

Die Entdeckung im Jahre 1999 dass Mutationen im MECP2-Gen die genetische Ursadhe des
Rett-Syndroms darstellen, markiert den Beginn einer neuen Ara der MeCP2-Forschung (Amir et
al., 1999. Das Rett-Syndrom wurde nadh dem Wiener Kinderarzt Dr. Andreas Rett, der im Jahre
1966 zum ersten Mal diese neurologische Storung beschrieb, benannt (Rett, 1966. Davon
betroffen sind fast ausschliefdlich M&dchen mit einer Haufigkeit von etwa 1 unter 15,000
Neugeborenen und dese geschledhts-speafische Dominanz wird duch de novo Mutationen von
Uberwiegend paternaler Herkunft verursadit (Trappe et al.,, 2001). Aus klinischer Sicht
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entwickeln sich die Patientinnen in den ersten seds bis achtzenn Monaten normal, erfahren dann
aber eine rasch fortschreitende Ruckentwicklung bereits erworbener Fahigkeiten, zum Beispiel
Verlust von bereits gelernten Wortern, gezelten Handbewegungen und sozial-kommunikativen
Fahigkeiten. Zu den klinischen Diagnosekriterien gehtren aul3erdem mentale Retardierung,
stereotype Handbewegungen, Atemprobleme, Krémpfe, Skoliose und Wadstumsgill stand. Eine
biochemische Diagnose ébenso wie é@ne kausale Therapie gibt es zur Zeit noch nicht.

Mehrere internationale Studien mit Uber 200 Probanden entdedkten bei bis zu 80% der Rett-
Patienten Verénderungen in der kodierenden Region des MECP2-Gens. Auf MBD, TRD und C-
Terminale Region entfallen jeweils 32%, 38% und 13% der berichteten Mutationsfélle (Dragich
et al., 2000. Obwohl fast ale Mutationen de novo entstanden sind, gibt es adht besonders
héufige Mutationen durch die C->T-Trangtion, die drca 65% der gesamten bekannten
Mutationsfalle aismadit. Eine dtrikte Korrelation zwischen dem Mutationstyp und dem
Krankheitsbild ghbt es nicht, dartber hinaus fuhrt die MECP2-Mutation nicht zwingend zum
Rett-Syndrom: einige Frauen mit Mutationen im MECP2-Gen und deichzdtiger, nicht-
zufdlliger X-Inaktivierung sind symptomfrei (Amir et al., 200Q Bienvenu et al., 2000. Mause
mit zestortem MECP2-Gen zdgen mit menschlichem Rett-Syndrom vergleichbere
Eigenschaften und verifizieren MECP2-Mutationen als genetische Ursadie fir das Rett-Syndrom
(Guy et al., 200L Chen et. al., 2001). Im Gegensatz zu den rasanten Fortschritten in der
Mutationsanalyse kann immer noch nicht erklart werden, wie der Ausfall der MeCP2-Funktion
zur Pathogenese des Rett-Syndroms fuhrt.

Aufgrund einer Sequenzhomologie in der MBD von MeCP2 wurden vier weitere Proteine in der
EST-Datenbank identifiziert und kioniert: MBD1, MBD2, MBD3 und MBD4 (Hendrich et al.,
1998. AulRerhab der MBD besitzen die finf Proteine keine grofe Homologie. Mit der
Ausnahme von MBD3 koénrnen MBD1, MBD2 und MBD4 ale in vitro an methylierte CpG-
Stellen binden. MBD1 ist ein transkriptioneller Repressor, dessen Aktivitét tellweise von einem
noch unbekannten Histon-Deaceylase-Komplex abhéngig ist (Ng et al., 2000; Fujita et al.,
1999. MBD2 ist auch ein transkriptioneller Repressor und eine Komponente vom Komplex
MeCP1 (Ng et al., 1999 Boeke et al., 1999. MBD3 ist ein Bestandtel vom Co-Represor-
Komplex Mi-2/NuRD, der beim Nucleosom-Remodelling eine Rolle spielt (Zhang et al., 1999.
MBD2 und MBD3 zeigen innherhalb der MBD-Familie die hochste Homologie zaueinander, se
konnen Uber ihre C-terminalen coil-and-coil-Motive dimerisieren und dadurch eine neue
Bindgungseafitat fur hemi-methylierte DNA erlangen (Tatematsu et al., 2000. MBD4 ist an
der DNA-Reparatur von TG-Mismatches betelligt, welche durch spontane Deaminierung von
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Methylcytosin zu Thymin entstehen (Hendrich et al., 199%). Die Gene fur MBD1, MBD?2,
MBD3 und MBD4 liegen bei Menschen jewells auf den Autosomen 18, 18, 19 und 3 (Hendrich
et al.,, 199%). Dass die Mitglieder der MBD-Familie jewells distinkte physiologische
Funktionen ausiiben, verdeutlichen die Experimente mit Knockout-Mausen: MeCP2-defiziente
Méuse zegen einen vergleichbaren Phanotyp wie die menschlichen Patienten mit dem Rett-
Syndrom; MBDZ2-defiziente Mause sind defekt im maternalen Fltterungsverhaten, MBD3-
defiziente Mause sterben in der frihen Embryogenesephase (Chen et al., 200% Guy et al., 200%,
Hendrich et al., 20017).

1.3 Transkription und Transkriptionsfaktoren

Die Initiation der Transkription von Klasse II Genen in eukaryotischen Zellen ist ein hoch
regulierter, komplexer Prozess unter Betelligung zahlreicher Transkriptionsfaktoren. Die
Transkription beginnt meistens mit der Bindung von TFIID (Transkriptionsfaktor [1D) an die
TATA-Box im Promotor, gefolgt von einer geordneten Anlagerung der anderen generellen
Transkriptionsfaktoren wie THIA, TFIIB, TFIF, RNA-Polymerase II, TFIIE, TFIH und TFIIJ
an die Promotor-Region (Conaway und Conaway, 1993 Buratowski, 1994 Roeder, 1996.

Der Protein-Komplex TFID bestent aus TATA-Box-Bindungsprotein (TBP) und mehreren
TBP-asziierten Faktoren (TAFs). TAFs snd wichtig fur die Aktivierung der Transkription
(Dynladtt et al., 1991 Tanese et al., 1997). Einer der Medhanismen fur die Aktivierung ist die
direkte Interaktion zwischen TAFs und speafischen transkriptionellen Aktivatoren. Zum
Beigpiel bindet das menschliche hTAFII 130 an die Glutamin-reichen Aktivierungsdoménen von
Spl sowie CREB (cyclic AMP responsible dement binding protein) und zwei TAFs aus
Fruchtfliege (dTAFI1110 uwnd dTAFI140) interagieren mit den Aktivierungsdoméanen von Spl
sowie VP16 (Tanese et al., 1996 Goodrich et al., 1993 Hoey et al., 1993. Ein anderer
Medhanismus fur die Aktivierung der Transkription ist die Generierung einer offenen
Chromatin-Konfiguration in der N&he der Promotor-Region mittels der endogenen Histon-
Acetyltransferase-Aktivitdt von TAFII 250 (Timmermann et al., 20017).

Neben den ubiquitdren, generellen Transkriptionsfaktoren gibt es eine wesentlich hohere Anzahl
an Transkriptionsfaktoren, die sequenz-, entwicklungs- oder / und gewebe-spezfisch sind. Zum
Beispiel Spl, welcher an GC-Boxen innerhalb der SV40-Promotor-Region hindet, war einer der
ersten eukaryotischen Transkriptionsfaktoren, der identifiziert und koniert wurde (Dynan und
Tjian, 1983. Spl-DNA-Bindungsgellen kommen in vielen Promotoren sowie regulatorischen
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Sequenzen von Genen vor und sind wichtig fir die Beibehaltung des demethylierten Zustandes
der CpG-Insdl im APRT-Gen (Brandeis et al., 1994).

Desweiteren wird de Transkription ener Reihe von Genen durch cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) reguliert. Durch cAMP kommt es zur Aktivierung von Mitgliedern der
CREB-Familie, welche an die Sequenz CRE (CAMP responsible dement) in der Promotor-
Region hinden. CREB aktiviert die Transkription durch Interaktion mit den generellen
Transkriptionsfaktoren wie TBP und hTAFII1110 (Ferreri et al., 1994 Xing et al., 1995. Die
phosphorylierte Form von CREB bindet ferner an CBP (CREB hbinding protein), ein Co-
Aktivator mit endogener Histon-Acetyltransferase-Aktivitét (Chrivia et al., 1993. CBP bindet
aul3er an CREB auch an andere &tivierenden Transkriptionsfaktoren, zum Beispiel an ¢c-Jun und
c-Fos (Bannister et al., 1995. Das Heterodimer aus c-Jun und c-Fos wird auch als AP-1
(Aktivator Protein 1) bezechret. Die DNA-Bindungsdelle von AP-1 wird wegen der
Induzierbarkeit durch Phorbolester auch TRE (TPA responsible dement) genannt (Kvanta und
Fredholm, 1993.

Im erweiterten Sinne konnen auch transkriptionelle Repressoren als Transkriptionsfaktoren
betracitet werden, und zwar als negative Regulatoren. Diese Betradhtungsweise wird unter
anderem dadurch unterstiitzt, dass es eine Reihe von gut untersuchten Proteinen gibt, die unter
bestimmten Bedingungen entweder als transkriptionelle Aktivatoren oder as transkriptionelle
Repressoren fungieren kdnnen. Ein bekanntes Beispiel ist das Kernprotein YY 1, das je nach der
Verfugbarkeit bestimmter Hilfsproteine die Transkription stimuliert oder hemnt und daher nach
dem alten chinesischen philosophischen Begriff Yin-Yang benannt wird (Park und Atchison,
1991, Shi et al., 1991). Weitere Beispiele mit einer solchen dualen Rolle in der Regulation der
Transkription sind p53 und GR (Koumenis et al., 2001, Rogatsky et al., 1999.

Die  transkriptionellen  Represoren  benutzen  hauptsadilich  vier  verschiedene
Repressonsmedianismen. Der erste Medhanismus ist die Konkurrenz der Repressoren mit den
Aktivatoren um die DNA-Bindungsgellen, zum Beispiel induziert der Repressor YB-1 nach der
DNA-Bindung eine lokale Verdnderung der DNA-Doppelhelixstruktur und verhindert somit die
Bindung der Aktivatoren in der benachbarten Region (Maddonald et al., 1995. Der zweite
Medhanismus ist die Inaktivierung der Aktivatoren durch eine Interaktion zwischen Aktivatoren
und Repressoren, zum Beispiel hemmt GR die AP-1-abhéngige Transkription vom Collagenase-
Promotor (Hedk et al., 1994. Der dritte Medanismus ist die Inhbition der generellen
Transkriptionsmaschinerie, zum Beispiel interagiert der Co-Represor N-CoR gleichzatig mit
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TFIB, TAFII32 sowie TAFII70 wnd hemnt die Initiation der Transkription (Musca et al.,
1998. Der vierte Medanismus ist die Erzeugung einer fir die Transkription schwer
zuganglichen Chromatinstruktur, zum Beispiel wird de Repressor-Aktivitdt von lkaros und
Aiolos durch Histon-Deaceylase-Komplexe vermittelt (Koipaly et al., 1999. Es ist nicht selten,
dass ein Represor mehrere Repressonsmedhanismen parallel benutzt. Beispielsweise reprimiert
Rb die Transkription Uber zwei verschiedene Wege (Luo et al., 1999.

1.4 Transposons

Die Mehrheit der menschlichen Wiederholungssequenzen stammt aus transponierbaren
Elementen, die drca 45% des Genoms ausmadien. In Sdugertieren lassen sich die meisten der
transponierbaren Elemente in vier Klasen untertellen: LINEs (long interspersed elements),
SINESs (short interpsersed elements), LTR-Retrotransposons und DNA-Transposons. Die esten
drei Klassen transponieren mit einer RNA-Zwischenstufe, wahrend de letzte Klase ohne ane
solche RNA-Zwischenstufe transponiert. Ihre Anteile aa dem menschlichen Genom betragen
jeweils circa 21%, 13%, 8% und 3% (International Human Genome Sequencing Consortium,
200).

LINEs gehdren zu den dtesten und erfolgreichsten , Erfindungen” in eukaryotischen Genomen
(Furano, 2000. Die vollstdndigen menschlichen LINEs snd circa 6 kbp lang. Sie beinhalten
einen internen Promotor vom Typ Polymerase Il und zwel offene Leseraster (ORF1 und ORF2):
der erste kodiert das RNA-Bindungsprotein p40 wnd der zweite das Protein ORFIIp mit einer
Endonuklease-Aktivitdt sowie ener reversen Transkriptase-Aktivitét (Abbildung 2). Nadh der
Transkription assembliert die LINE-RNA wahrscheinlich wéhrend der Trandation mit p40 wnd
wandert danadh in den Zellkern, wo die Endonuklease-Aktivitét von ORFlIp einen Einzd-
Strang-Bruch der genomischen DNA induziert und de reverse Transkriptase-Aktivité von
ORFlIp de geschnittene DNA als Primer fur die reverse Transkription von dem 3'-Ende der
LINE-RNA benutzt. Die reverse Transkription erfolgt haufig nicht vollsténdig bis zum 5'-Ende
der LINE-RNA und resultiert in vielen gekurzten, nicht funktionsfahigen Insertionen. Die
meisten Kopien von LINEs im menschlichen Genom sind daher kurz und haben eine mittlere
GrofRe von 900 bis 1070 bp. Neue Insertionsdellen sind duch eine kleine Duplikation der
Zielstellen von sieben hbs zwanzig bp flankiert. Die LINE-Maschinerie ist vermutlich
verantwortlich fur die meisten reversen Transkriptionen im Genom, einschlieldlich die
Retrotransposition der nicht-autonomen SINEs und de Erzeugung der prozesserten Pseudogene.



13

Drei verwandte LINE-Familien wurden im menschlichen Genom gefunden: LINEL, LINE2 und
LINES. Ihre Anteile an dem menschlichen Genom betragen jeweils circa 16.9%, 3.2% und 0.3%
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Nur LINE1L ist immer noch aktiv.
Die jungste Abzweigung in dem phylogenetischen Baum der menschlichen LINE1-Elemente
nennt sich L1Hs, die sich weiter in Ta und pr&Ta untertellen lasen. Sie sind fir ale vierzenn
bekannten Falle der menschlichen Erbkrankheiten durch L1-Retrotransposition verantwortlich.
Es gibt wahrscheinlich im menschlichen Genom einundsedhzig potentielle retrotransposition-
kompetente L1Hs, die sich durch vollstandige Lange und intakte ORFs kennzeichnen. Bei adt
L1Hs von der Unterklasse Ta konnte diese Kompetenz in einem Retrotranspositionstest auf
Zellkulturbasis bereits direkt demonstriert werden.

— ~lkh— ——— ~4kh ————>

ORF1 ORF2
(p40) (Reverse transcniptase)
3 3

Abbldung 2 Schematische Darstellung eines vollstdndigen LINE-1-Elementes. Die beiden
offenen Leseraster (ORF1 und ORF2) sind dunkel-grin markiert. Im 5’-Nichttrandatierten
Bereich (5-UTR) befindet sich der interne Polll-Promotor und im 3’-Nichttrandatierten Bereich
befindet sich der Poly-A-Schwanz (AAAAA .....). Die Insertionsgellen (1S) mit kurzer
Sequenzdugikation sind rot markiert.

LINEs snd an erster Stelle egoistische DNA-Elemente und molekulare Parasiten des
Wirtsgenoms. lhre Verbreitung konnte dem Wirtsgenom schaden, indem sie Wirtsgene durch
Insertionen inaktivieren, Transkription benadhbarter Gene negativ bedanflusen oder ill egitime
homologe DNA-Rekombinationen férdern. Dass menschliche Y- und X-Chromosomen jeweils
neunmal oder dreimal soviel ate vollstdndige LINE-1-Elemente wie die anderen Autosomen
besitzen, weist auf die schadliche Wirkung von LINES hin, well fehlerhafte Loci auf dem Y-
oder dem X-Chromosom in der méannlichen Gametogenese nicht durch chromosomale
Rekombinationen aussortiert werden kénnen (Boissnot et al., 2001). An zweiter Stelle konnten
LINEs im Lauf der Evolution dem Wirtsgenom gewisse Selektionsvorteile beschert haben, zum
Beigpiel Entstehung neuer Gene durch Exon-Reshuffling aufgrund der LINE-vermittelten
Transduktion der 3'- flankierenden Sequenzen oder durch Bildung funktioneller Retrogene

aufgrund der LINE-vermittelten reversen Transkription der zdluldren mRNA.

SINEs snd erfolgreiche Parasiten auf den Ricken von LINEs. Sie sind kurz (circa 100 — 400

bp), beinhalten einen internen Promotor vom Type Polymerase 11l und verschliseln keine
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Proteine. Solche nicht-autonomen Transposons transponieren vermutlich unter Gebrauch der
LINE-Maschinerie. Die Promotor-Regionen fast aller bekannten SINEs gammen aus tRNA-
Sequenzen, bis auf die Ausnahme éner einzigen monophyletischen Familie mit einem Ursprung
aus der Komponente 7SL vom Signalerkennungspartikel. Diese Familie beinhaltet die a@nzigen
noch aktiven SINEs im menschlichen Genom: die Alu-Elemente. Das menschliche Genom
beinhaltet insgesamt drei Familien der SINEs: die noch aktiven Alus und die nicht mehr aktiven
MIRs und Ther2s/MIR3s. Ihre Anteile aa dem menschlichen Genom betragen jewells 10.6%,
2.2% und 0.3% (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Alus verursadhen
in siebzehn kekannten Fallen menschliche Erbkrankheiten durch Retrotransposition. Anders als
bel LINEs gibt es bei Alus sheinbar einen gewissen positiven Selektionsdruck in GC-reicher
DNA mit hoherer Gen-Dichte. Man vermutet physiologische Funktionen von Alus, well Alu-
RNA unter StressBedingung vermehrt produziert wird und de Inhibition der Proteintranslation
blockieren kann (Chu et al., 1998.

LTR-Retrotransposons snd duch lange, terminale direkte Wiederholungen flankiert, die dle
notwendigen transkriptionellen regulatorischen Elemente enthalten. Die aitonomen Elemente
enthalten Gene fur gag und pol, die Enzymaktivitdten fir Protease, Reverstranskriptase, RNase
H und Integrase verschlisseln. Exogene Retroviren konnten aus endogenen Retrotransposons
nadh dem Erwerb eines zdlularen Gens zur Bildung der Hulle stammen. Die Transposition
findet Uber enem retroviralen Medanismus mit der reversen Transkription in
cytoplasmatischen, virus-ghnlichen Partikeln unter Gebrauch von tRNA als Primer statt. Unter
den existierenden LTR-Retrotransposons snd nur die vertebraten-spezfischen endogenen
Retroviren ERV noch aktiv.

Menschliche DNA-Transposons &hneln  bekteriellen Transposons. Sie besitzen terminae
invertierte Wiederholungen und verschlisseln eine Transposase, die in der N&he der invertierten
Wiederholungen hkindet und ene Mobilitéd nadh dem ,Ausshneiden-und-Einfligen”-
Medhanismus vermittelt. Das menschliche Genom enthdlt mindestens seben grof3e Familien der
DNA-Transposons. DNA-Transposons nutzen haufig den horizontalen Transfer, um ihr
evolutiondres Uberleben zu sichern. Dagegen nutzen LINEs und SINEs fast ausschlieRlich die
vertikale Transmisson inrerhalb des Wirtsgenoms. LTR-Retrotransposons konnen sich mit
beiden Strategien verbreiten.
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1.5 Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit

Das Protein MeCP2 wurde aufgrund der in vitro DNA-Bidnungstests (Southwestern-Blot,
Gelretardierungs-Test und DNA-Footprinting) entdedkt. So bindet MeCP2 einerseits an MARS,
methylierte und nicht-methylierte Maus-Satelliten-DNA, anderseits bindet es nur an methylierte
Oligonukleotide (von Kries et al., 1991 Lewis et al.,, 1992. MeCP2 ist nact
immuncytologischer Untersuchung eine Komponente des pericentromeren Heterochromatins von
Maus-Chromosomen, wo hauptsadilich die methylierte Maus-Satelliten-DNA lokalisiert ist
(Lewis et al., 1992). Daher erkennt MeCP2 methylierte Sequenzen wahrscheinlich auch in vivo.
Meine easte Zielsetzung ist die Untersuchung in einem transienten Transfektionss/stem, ob
MeCP2 in vivo auch an nicht methylierte Sequenzen wie MAR und Maus-Satelliten-DNA
binden kann.

MeCP2 enthélt eine Repressor-Domane (TRD), die Transkription in vitro und in vivo reprimiert
(Nan et al., 1997). Eine Andyse von Deletionsmutanten lokaliserte die TRD zwischen
Aminosiureresten 207 und 310 Uber dieser Doméne interagiert MeCP2 mit dem Co-Repressor
MSIN3A, der seinerseits einen grof¥en Co-Repressorkomplex aus Histon-Deaceylase 1, 2 und
anderen Proteinen rekrutiert (Nan et al., 1998 Jones et al., 1999. Die Represson durch MeCP2
wird tellweise durch Trichostatin A (TSA), einen spezfischen Inhibitor gegen alle bekannten
Histon-Deaceylasen, aufgehoben. Daher scheint es plausibel zu sein, dass die langzetige
Reprimierung der methylierten Sequenzen durch die Erzeugung einer deaceylierten, inaktiven
Chromatinstruktur verursacht wird. Allerdings zeigen einige Beobaditungen, dass die
Represson durch MeCP2 auch tber andere dternative Medanismen erfolgen kdnnten. Erstens,
MeCP2 kann die Transkription von nadkter DNA in einem in vitro System hemmen, wobei keine
Rekonstruktion der Nucleosomen erfolgt ist (Nan et al., 1997). Zweitens, die transkriptionelle
Represson des menschlichen (3-Actin-Promotors wird nur teilweise durch TSA aufgehoben (Nan
et al., 1997. Drittens, die durch Methylierung von CpG-Inseln ausgeschalteten endogenen
Sequenzen konnen ohne ene vorherige partiele Demethylierung nicht durch TSA alein
re&ktiviert werden (Cameron et al., 1999. Viertens, Demethylierung des inaktiven FMR1-
Promotors in Zelen aus Patienten mit dem Fragile-X-Syndrom resultierte in ener
transkriptionellen Aktivierung und eine Asziation von aceylierten Histonen H3 sowie H4 mit
dem FMR1-Gen (Coffeeet al., 1999. TSA alein fuhrte avar zu einer Acetylierung von H3 und
H4, aber zu keiner detektierbaren Transkription von FMR1. Diese berichteten Befunde haben
mich veranlasd, as meine aveite Zielsetzung nach einem alternativen Histon-Deacéeylase-
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unabhéngigen Repressonsweg fur MeCP2 zu suchen und de fir die transkriptionelle Represson

besonders wichtigen Aminosaurereste in MeCP2 zu identifizieren.

Parasitére DNA-Elemente (Retrotransposons [LINEs, Alus| und endogene Retroviren) stellen
die Uberwiegende Mehrheit der methylierten Sequenzen im menschlichen Genom dar.
Vermutlich verhindert diese energie-aufwendige kovalente epigenomische Modifikation, dass
sch solche Elemente unkontrolliert ausbreiten und so die Integritét des Wirtsgenoms
beschadigen konren (Yoder et al., 1997). Konsistente Beobadhtungen mit diesem Modell sind
zum Beispiel, dass es eine negative Korrelation zwischen der in vivo LINE-1-Expresson und
dem Methylierungsgrad der Promotor-Region gibt und dass die in vitro Alu-Expresson durch
die DNA-Methylierung hemmbar ist (Thayer et al., 1993 Liu und Schmid, 1993. Unklar ist
aber die ldentitét der daran betelligten Repressoren. MeCP2, MBD1 und MBD2 sind gue
Kandidaten fur solche negativen Regulatoren, well sie dle an methylierte DNA binden und de
Transkription reprimieren konnen. Meine dritte Zielsetzung ist daher, diese hypothetischen
Funktionen von MeCP2, MBD1 und MBD2 unter Zellkulturbedingung experimentell zu
Uberprufen.
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2 Material und Method en

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgefiihrt sind, wurden von der Firma Merck (Darmstadt)
in p. A. Qualitdt bezogen. Restriktionsenzyme wurden von Roche (Mannheim), Fermentas (St.
Leon-Rot) oder Pharmada (Minchen) bezogen. Alle konjugierten Antikdrper wurden wvon
Dianova (Hamburg) bezogen.

[y->?PIATP Hartmann, Braunschweig
Acrylamid-Mix (30%) Bio-Rad, Munchen

Agar Difco, Detroit, USA
Bado-Tryptone Difco, Detroit, USA
Bado-Yeast-Extraa Difco, Detroit, USA
Magermilchpulver Uelzena Milchwerke eG., Uelzen

Nitrocdlulose, 0.45 um, BA85 Schleicher & Schuell, Dassl

2.1.2 LOsungen

Anti-Fading-Medium 20mM Tris-HCI, pH 8.0
90% Glycerin
2.3% DABCO

Block-Puffer B 3% BSA in PBS-Puffer
Block-Puffer M 5% Magermilchpulver in TBS-Puffer

Coomasse-Farbeldsung 0.5 gCoomasse-Blau
200 ml Methanol
50 ml Eisessg
250ml H,0

Coomasse-Entfarbel6sung 50 ml Methanol
75 ml Eisessg
875ml H,O

Denhardt’ s-Ldsung (50x) 1% Ficoll 400
1% Polyvinylpyrrolidon
1% BSA
steril filtrieren und bei —20°C lagern
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Glycin-Laufpuffer (5x) 151 g Tris-Base
94 gGlycin
5gSDS
mit H,O auf 1 Liter, pH 8.3

HBS (2x) 50 mM HEPES, pH 7.1
280mM NaCl
1.5 mM NaHPO,
steril filtrieren, bei —20°C lagern

Hybridisierungspuffer 2 ml Denhardt’ s-L6sung (50x)
150 ul Ladhs-Spermien-DNA (10 mg/ml)
3 ml SSC-Puffer (20x)

Lyse-Puffer 20mM HEPES, pH 7.9
150mM NaCl
0.5mM EDTA
1mM DTT
10% Glycerin
0.1% Triton X-100
bei 4°C lagern
1 mM PMSF (vor Verwendung frisch zugeben)

PBS 137mM NaCl
2.7 mM KCI
4.3 mM NapHPO,
1.4 mM KH,PQOy,, pH 7.3

Qiagen P1 50 mM Tris-HCI, pH 8.0
10mM EDTA
100pg/ml RNase A, bel 4°C lagern

Qiagen P2 200mM NaOH
1% SDS
Qiagen P3 3 M Kaliumacedsat, pH 5.5, bei 4°C lagern
Qiagen PE keine Herstell erangabe liber die Zusammensetzung
Qiagen QBT 750mM NaCl
50mM MOPS pH 7.0
15% Ethanol

0.15% Triton X-100

Qiagen QC 1M NaCl
50mM MOPS pH 7.0
15% Ethanol



Qiagen QF

Qiagen QX1

Reacion Buffer (10x)

RFI

RFII

Roche Lyse-/Bindepuffer

Roche DNase |

Roche DNase I nkubationspuffer

Roche Waschpuffer |

Roche Waschpuffer |1

SDS-Gelladepuffer (1x)
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1.25M NaCl
50mM Tris-HCI, pH 8.5
15% Ethanol

keine Herstell erangabe Uber die Zusammensetzung

100mM KClI

100mM (NH4)2804

200mM Tris-HCI, pH 8.8
20mM MgSO,

1% Triton X-100

1 mg/ml Nuklease-freies BSA

100mM RbCI

50 mM MnCl,

30mM Kaliumaceat

10mM CaC|2

15% Glycerin

pH 5.8, mit Essgsaure enstellen, bei 4°C lagern

10mM MOPS

10mM RbCl

75mM CaCl,

15% Glycerin

pH 6.8, mit Essgsaure enstellen, bei 4°C lagern

4.5 M Guanidiumchlorid
50 mM Tris-HCI, pH 6.6
30% Triton X-100 (w/v)

10 KU lyophilisierte DNase |
550 pl Nuclease-freiem, sterilem H,0O, bel —20°C lagern

1M NaCl
20mM Tris-HCI, pH 7.0
10 mM MnCl,

5 M Guanidiniumchlorid
20mM Tris-HCI, pH 6.6
37.7% Ethanol (v/v)

20mM NaCl
2mM Tris-HCI, pH 7.5
80% Ethanol (v/v)

50 mM Tris-HCI, pH 6.8
1% (v/v) 2-Mercgptoethanol
2% SDS

0.1% Bromphenolblau

10% Glycerin



TBE-Puffer (5x)

TBS-Puffer

Transfer-Puffer

TTBS-Puffer 1
TTBS-Puffer 2

SSC-Puffer (20x)
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445mM Tris-HCI, pH 8.0
445mM Borsaure
10mM EDTA

10mM Tris-HCI, pH 7.5
150mM NaCl

14.4 g Glycin

3.0gTris

0.1 gSDS

200 ml Methanol

auf 1 Liter, ohre pH-Wert-Einstellung
frisch ansetzen

0.5% Twean-20in TBS-Puffer
3.0% Twean-20in TBS-Puffer

1753 gNaCl

88.2 gNas-Citrat, pH 7.0

auf 1 Liter

plus 1 ml DEPC

kréftig schutteln, Uber Nadit bei Raumtemperatur
einwirken lassen und autoklavieren

2.1.3 Antibiotika und Medium fur Bakterienkultur

Ampicilin

Tetrazyklin

LB-Agarplatten

LB-1X-Agarplatten

Stammidsung: 50 mg/ml in Ethanol, bel -20°C lagern
Endkonzentration: 50 pug/ml

Stammidsung: 50 mg/ml in Ethanol, bel -20°C lagern
Endkonzentration: 12.5 pg/ml

10 gBado-Tryptone
5 gBado-Yeast-Extrad
10 gNaCl
15 gAgar
auf 1 Liter mit H,O, pH 7.0,
nadch dem Autoklavieren auf 50°C abkuhlen,
bel Bedarf Antibiotika a1geben,
in sterile 0 10cm-Platten gief3en, circa20 ml & Platte,
erstarren lassen und bei 4°C lagern

20l 500mM IPTG

50 pl 20 mg/ml X-Gal

100pl LB-Medium

auf eine LB-Agarplatte ausplattieren,

30 min bei 37°C inkubieren,

frisch verwenden fUr die Blau-Weil3-Selektion
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LB-Medium 10 gBado-Tryptone
5 gBado-Yeast-Extrad
10 gNaCl
auf 1 Liter mit H,O, pH 7.0
nach Autoklavieren abkihlen,
bei Bedarf Antibiotika zugeben, bel 4°C lagern

2.1.4 Zellkultur

Zelllinie |Herkunft

HEK293 | Adenovirus-transformierte menschliche embryonale Nierenzellen
NIH3T3 | Mausfibroblasten

HelLa Menschliches Gebarmutterhalskarzinom

H1299 |Menschliches Lungenkarzinom

NT2 Menschliches Keimzellkarzinom aus Hoden

MCF7 Menschliches Mamakarzinom

PA-1 Menschliches Chondrionkarzinom

JEG-3 Menschliches Keimzellkarzinom aus Eierstock

Huh7 Menschliches Leberkarzinom

Tabelle 1 Die verwendeten Zéellli nien und deren Herkunft.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und unter 5% CO,-Atmosphére im Brutschrank
(Heraeus). Das Medium for HEK293 NIH3T3, HeLa, H1299 MCF7, PA-1, JEG-3 und Huh7
war DMEM (Invitrogen) mit 10% FCS (Invitrogen). Das Medium fir NT2 war OPTIMEM
(Invitrogen) mit 5% FCS (Linaris GmbH). Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter einer
Clean-Bench (Hera Safe, Heraeus). Ein Mediumwedsel wurde jeden dritten oder vierten Tag
durchgefuhrt. Zur Subkultivierung von alen reun adhérent wadsenden Zellen wurden diese
einmal kurz in steriler PBS gewaschen und duch Zugabe von 2 ml auf 37°C vorgewarmter
Trypsin-Lésung (0.05% Trypsin und 0.02% EDTA in PBS) pro 250 cm? Kulturflasche (Greiner)
abgelost. Nadh circa 5 min Inkubation wurden die Zellen mit einer Glaspipette resuspendiert.
Durch die Zugabe von auf 37°C vorgewarmtem Medium wurde die Trypsinierung gestoppt und
die Zellen in einer neuen Kulturflasche subkultiviert. Fir die Bestimmung der Zelldichte wurden
500 ul Zellsuspension in 20 ml isotone Fussgkeit suspendiert und im Coulter Counter (Modell
ZM, Coulter Eledronics) gezdlt. Jede Zellzahlbestimmung wurde dreimal wiederholt und der
Mittelwert wurde berechnet. Zur Langzat-Aufbewahrung wurden die Zellen mit 90% Medium
plus 10% DM SO versetzt und in Kryo-Rohrchen (Nunc) dberfihrt, 2 h bei —20°C und 16 h bei —
80°C eingefroren, bevor sie im flusggen Stickstoff gelagert wurden. Das anschlief3ende
Auftauen der Zellen erfolgte rasch bei 37°C im Wasserbad.
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2.2 Method en

2.2.1 Agarose-Gelelektropho rese

Horizontale Gelelektrophorese wurde aur Auftrennung von restriktionsverdauten DNA-
Fragmenten oder PCR-Produkten verwendet. Dazu wurde 0.5 g Agarose in 49.5 ml 0.5x TBE-
Puffer durch Kochen gelost, auf 60°C abgekihlt, mit 2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt
und dann in den vorgefertigten Geltréager gegossen. Nadh wollstandiger Verfestigung des Gels
wurde die Elektrophorese in einer mit 0.5x TBE gefullten Gelkammer bei konstanter Spannung
(6 - 8 V/cm) durchgefuhrt. Parallel zu den Proben wurde en Langenstandard (DNA-Ladder-Mix,
MBI Fermentas) aufgetragen. Durch den Vergleich mit diesem Standard konnte die Grole der
DNA-Fragmente auf einem UV-Bildschirm bestimmt werden.

2.2.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonu kleasen

Die Reé&ktionen erfolgten unter den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen (Dauer,
Temperatur, Enzymmenge und Puffer). Bei einer Doppelverdauung wurde der Redtionspuffer
gewdhlt, in dem beide Enzyme mindestens 50% ihrer maximalen Aktivitaten aufwiesen. War das
nicht moglich, wurde die DNA mit beiden Enzymen separat hintereinander verdaut. Wurde die
Vektor-DNA fur ein Klonierungsvorhaben verdaut, erfolgte aim Schluss noch die
Dephosphorylierung mit CIAP (cdf intestine dkaline phosphatase) (MBI Fermentas) in dem
Verdauungspuffer fir 30 min bei 37°C, um die Selbst-Ligation des Vektors zu verhindern.

2.2.3 Ligation

Ein dreifacher molarer Uberschussan DNA-Fragmenten (Insert) wurde mit 50 ng geschrittener,
dephosphorylierter Vektor-DNA unter Verwendung von 1 pl T4-DNA-Ligase (30 upl) (MBI
Fermentas) in 1x Ligasepuffer (MBI Fermentas) in einem Endvolumen von 60 pl fir 4 h oder
Uber Nadht bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz konnte danadh direkt fur die
Transformation verwendet werden.

2.2.4 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Herstellung lagerfahiger, kompetenter Bakterienzdlen wurde a@n modifiziertes Verfahren
nach Hanahan (1983 benutzt. 50 ml LB-Medium mit geagnetem Antibiotikum (fir Escherichia
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coli XL1-Blue: 125 pg/ml Tetrazyklin) wurden mit dem gewlnschten Bakterienstamm
angeimpft. Die Bakterien wurden his zu einer Zelldichte von 4 - 7 x 10" Zelle/ml bei 37°C
aufgezogen (entspricht ODgoom = 0.6). Nadh dem Abkuhlen der Kultur auf Eis fir 12 - 15 min
erfolgte @ne Zentrifugation bei 1000 g(2000rpm, Hereaus-Zentrifuge) und 4°C fir 12 - 15 min.
Das Zdllpellet wurde in 1/3 Ausgangsvolumen (16.7 ml) kaltem RFI vorsichtig resuspendiert und
fur 15 min auf Eis inkubiert. Nad einer erneuten Zentrifugation bei 1000 g und 4°C fur 12 - 15
min wurde das Zellpellet in 1/12.5 Ausgangsvolumen (4 ml) kaltem RFII resuspendiert und fur
12 - 15 min auf Eis inkubiert. In Portionen von 200 pl wurden die nun kompetenten Zellen in
1.5ml-Eppendorfgefal3en mit flissgem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.5 Transformation

Die Transformation der Bakterien erfolgte nach dem Verfahren von Hanahan (1983. 200 pl
kompetente Bakterienzdlen wurden bel Raumtemperatur aufgetaut und dann auf Eis gestellt.
Der Ligationsansatz oder die au vervielfadhende Plasmid-DNA wurde aur Suspension gegeben,
kurz gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nadh einer 90 sec langen Inkubation bei 42°C
wurden die Zellen kurz auf Eis gestellt. Zu der Zellsuspension wurden 400 pl 37°C warmes LB-
Medium ohne Antibiotika gegeben und fir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden bei
7000 rpm (Eppendorf-Zentrifuge) 2 min abzentrifugiert. Nadh dem Abnehmen wvon 500 pl
Uberstand wurden die Zellen im restlichen LB-Medium resuspendiert und auf eine LB-
Agarplatte mit geagnetem Antibiotikum ausplattiert. Die Platte wurde dann entweder 16 h Uber
Nadit bei 37°C oder tber Wochenende bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Vorschrift ergab
circa10’ Transformanten pro pg Plasmid-DNA.

2.2.6 Praparation von Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab (, Mini-Prep*)

Die Arbeit orientierte sich nach der Methode von Birnboim und Doly (1979. Es wurden 5 ml
LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum mit ener E. coli-Kolonie von der
Transformationsplatte angeimpft und Uber Nadt bel 37°C im Kulturréhrchen geschittelt. Davon
wurden 1.5 ml in ein Eppendorfgefal? tberfihrt und 2 min in der Eppendorf-Zentrifuge mit der
der Halfte der maximalen Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer an eine
Waserstrahlpumpe angeschlossenen Pasteur-Pipette égesaugt und das Pellet in 100 pl Qiagen
P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Qiagen P2 wurde das Eppendorfgefald invertiert und
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden 150 pl Qiagen P3 zugegeben, durch
Invertieren gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Nadh Zentrifugation in einer Eppendorf-
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Zentrifuge (14000rpm, 10 min) wurde der Uberstand in ein neues Eppendorfgefal tberfiihrt, mit
1 ml kaltem absolutem Ethanol gemischt und erneut fur 30 min bei 14000 rpm im Kuhlraum
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml kaltem 70%igem
Ethanol gewaschen. Nadh Zentrifugation wie oben wurde das Pellet an der Luft 15 min
getrocknet und in 50 - 100 pl H,O aufgenommen. Typischerweise lief3en sich auf diese Weise
bis circa 20 pg Plasmid-DNA gewinnen, deren Reinheit ausreichend fur die aschlief3ende
Restriktionsanalyse war.

2.2.7 Praparation von Plasmid-DNA fir Sequenzierung

Es wurden 3 ml der Ubernadhitkultur wie in 2.2.6 pelletiet und in 300 pl Qiagen P1
resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl Qiagen P2 wurde der Ansatz vorsichtig invertiert und 5
min bael Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden 300 pl kater Qiagen P3 zugegeben,
durch Invertieren gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation in der Eppendorf-
Zentrifuge bei 14000rpm fir 15 min wurde der Uberstand in eine auvor mit 1 ml Qiagen QBT
aquili brierte QIAGEN-tip-20-Saule Uberfihrt. Naddem die Probe durch die Saule geflosen
war, wurde die Saule 4-ma mit 1 ml Qiagen QC gewaschen. Die an die Saule gebundene DNA
wurde mit 800 pl Qiagen QF euiert. Die DNA im Eluat wurde durch Zugabe von 560 pl
Isopropanol bei Raumtemperatur und eine 30-minltige Zentrifugation bei 14000rpm und 4°C
geféllt und pelletiert. Das DNA-Pellet wurde mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen, noch mal
zentrifugiert und dann an der Luft getrocknet. Die nunmehr reine DNA wurde in 15 - 20 pl H,O
aufgenommen. Die auf diese Weise gewonnene DNA war fur die DNA-Sequenzierung (2.2.9)
gedgnet.

2.2.8 Praparation von Plasmid-DNA im grof3en Malistab (, Maxi-Prep*)

Das Pellet aus 250 ml Ubernaditkultur wurde in 10 ml Qiagen P1 vollstandig resuspendiert. Zu
dem Ansatz wurden 10 ml Qiagen P2 gegeben, vorsichtig gemischt und bel Raumtemperatur fir
5 min inkubiert. Danach wurden 10 ml kalter Qiagen P3 zugegeben, sofort vorsichtig gemischt.
Das Lysat wurde fur 10 min bel Raumtemperatur inkubiert und dann mit einem QI Afilter-Maxi-
Catridge presdiltriert. Zu dem filtrierten Lysat wurden 2.5 ml Qiagen ER gegeben, per 10-mal
Invertieren durchgemischt und auf Eis fir 30 min inkubiert. Das gekléarte Lysat wurde in eine
zuvor mit 10 ml Qiagen QBT &quilibrierte Qiagen-tip-500-Saule geschickt und mittels der
Schwerkraft durchflief3en gelasen. Die Saule wurde 2-mal mit je 30 ml Qiagen QC gewaschen,
bevor die Plasmid-DNA mit 15 ml Qiagen QN eluiert wurde. Die DNA im Eluat wurde mit 10.5
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ml ungekihltem Isopropanol geféllt und bei der maximalen Drehzahl einer Eppendorf-
Zentrifuge im Kuhlraum fir 30 min pelletiert. Das Pellet wurde mit 2.5 ml kaltem 70%igem
endotoxinfreiem Ethanol gewaschen und fir 10 min zentrifugiert. Die gereinigte DNA wurde an
der Luft getrocknet und in 200 — 1000l H,O aufgenommen. Die auf diese Weise gewonnene
endotoxinfreie DNA wurde fur die Transfektion der kultivierten Zellen (2.2.15) verwendet.

2.2.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung mit BigDye-Terminatoren (Applied Biosystems) basiert auf ener
modifizierten Form der enzymatischen Didesoxynukleotid-Methode (Sanger et al., 1977). Jede
DNA-Probe wird nur einer einzigen Sequenzierungsresktion mit unmarkierten dNTPs
unterworfen. Der Abbruch der enzymatischen Synthese efolgt durch den Einbau von jeweils
einem der vier Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs), die unterschiedlich fluoreszenz-
markiert sind. Alle so entstandenen Einzdstrang-DNASs konnen anhand ihrer Fluoreszenz-Farben
in einem Sequenzierungsgel identifiziert werden und de DNA-Sequenz kann direkt abgelesen

werden.

Ein typischer Sequenzierungsreaktionansatz aus meiner Arbeit bestand aus 500 ng Plasmid-DNA
oder 100 ng gereinigtem PCR-Produkt, 15 pmol Sequenzierungsprimer, 4 pl Big-Dye Reagenz
(Applied Biosystems) und wurde mit H,O auf 20 pl Endvolumen aufgefillt. Diese Re&ktion
wurde in einem Thermozykler mit Heizdedke (Mastercycler, Eppendorf) ohre Olschicht
durchgefuhrt, weil Big-Dye mit Mineraldl nicht kompatibel ist. Das verwendete
Temperaturprofil lautete: 1x {95°C 1 min}; 25x {96°C 30 se¢ 50°C 15 sec 60°C 4 min}.
Danach wurde der Re&ktionsansatz mit 0.3 M Natriumaceat (pH 5.2) auf 100 pl aufgefullt, mit
250 pl Ethanol (96%) gemischt und 30 min per Zentrifugation im Kihlraum préapitiert. Das
Pellet wurde an der Luft getrocknet und dem Servicdabor im Institut fur Zellbiochemie und
klinische Neurobiologie (UKE, Hamburg) weitergegeben. Die Detektion der vier unterschiedlich
markierten DyeTerminatoren erfolgte dort auf einem Applied Biosystems 377 DNA Sequencer.
Im Normalfal konrte ich auf diese Weise @ne Lange von his zu 600 bp sequenzieren. Die
ermittelten Sequenzdaten wurden im Textformat gespeichert und fir die durch Computer
unterstitzte Alignments unter der Internet-Adrese  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
verwendet.
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2.2.10 Praparative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung von DNA wurde mit dem Expand Long Template PCR System (Roche)
unter Gebrauch eines OmniGene Thermocyclers (Hybaid) durchgefihrt. Bel der verwendeten
DNA-Polymerase handelte es sch um ein Gemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase im Verhdltnis
10:1. Dieses hat den Vortell, dass recht lange DNA-Fragmente (bis zu 27 kop) mit hoher
Genauigkeit amplifiziert werden konren. Fur die Re&tionen wurde immer der mitgelieferte 10x
Puffer 3 (225 mM MgCl, und Detergenz) verwendet. Ein typischer Regktionsansatz aus meiner
Arbeit bestand aus 1x Puffer 3, 500 uM dNTPs (MBI Fermentas), 300 nM je Primer (MWG-
Bioted), 10 ng DNA-Template und 26 u Enzymmischung. Der Ansatz wurde mit H,O auf 50 pl
Endvolumen aufgefllt und mit 30 pl Mineraldl (Sigma) Uberschichtet. Das Temperaturprofil
wurde fur jede PCR individuell entworfen. Am Anfang der Reektion wurde der Ansatz fir 2 min
bel 96°C vollsténdig denaturiert. Es folgten 30 — 40 Zyklen aus Denaturierung bei 96°C fur 10
seq Anneding fur 30 sec und Elongation bei 68°C. Die Annedingtemperatur richtete sich nach
den eingesetzten Primern gemal der Formel: T =2 x (A + T) + 4 x (C + G), wobe die
Buchstaben A, T, C und G jewells fur die Anzahl der gleichnamigen Basen im Primer stehen.
Die Elongationszdt richtete sich nach der Grof3e des erwarteten PCR-Fragmentes und betrug 60
sec bei 1 kbp fur das verwendete Enzymgemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase. Wenn
Restriktionschnittstellen, Epitop, Trandationsinitiations- bezehungsweise stopsignal in die
Primersequenz engefihrt waren, wurde éne niedrigere Annedingtemperatur in den ersten 5
Zyklen benutzt, weil es am Reéktionsanfang keine vollstandige Hybridisierung zwischen Primer
und Matrizen-DNA vorlag. Zum Schlusswurde der Ansatz bei 68°C fur 7 min inkubiert, damit
ale PCR-Produkte vervollstandigt wurden. Nach abgeschlossener Reétion wurde der PCR-
Ansatz in einem 1%igen Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das PCR-Produkt der
erwarteten Grofe wurde aus dem Ge herausgeschnitten und mit dem NucleoSpin Extrad
(Madherey-Nagel) isoliert. Das gereinigte DNA-Fragment konrte verdaut werden und in den
entspredhend vorbereiteten Vektor eingebaut werden. Alternativ konnte das PCR-Fragment auch
mit dem pGEM-T Easy Vedor Systems (Promega) direkt kloniert werden.

2.2.11 Uberlappung s-PCR

Die Uberlappungs-PCR basierte aif der Methode von Diviac® et al. (1992 und ihr Prinzip ist
in Abbildung 3 schematisch dargestellt. Fir jede Uberlappungs-PCR brauchte ich vier
spezfische Primer: zwel externe und zwe interne. Die eternen Primer waren \ollig

komplementdr zu den Zielregionen. Die internen Primer waren rur in ihren 3'-Hélften
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komplementér zu den Zielregionen. Ihre 20 bis 30 nt langen 5'-Hélften waren komplementar
zueinander und beinhalteten Mutationsgellen, neue Epitope oder Ahrliches (Schritt a). Dann
wurden zwei getrennte PCRs mit einem externen Primer und dem dazugehdrigen internen Primer
ausgefuhrt (Schritte b und b'). Beide Zwischenprodukie wurden in der Agarose
Gelelektrophorese aufgetrennt, aus dem Gel eluiert und &gumolar gemischt. Sie stellten jeweils
die linke Halfte und die rechte Halfte des Endproduktes dar. Die Uberlappungsregion enthielt die
Mutationsgelle. Ein kleines Aliquot (1%) dieses Gemisches wurde in die dritte PCR mit den
beiden externen Primer geschickt. Damit eine Heterodupex aufgrund der Anlagerung der
komplementdren 3'-Telle der beiden Zwischenprodukte entstand, wurde der Ansatz bei 94°C fir
1 min denaturiert, dann innerhalb 10 min gleichmaRig auf 50°C abgekihlt (Schritt ¢). Nadh
weiteren 2 min bei 50°C wurde der Ansatz bei 68°C fir 5 min zur Elongation der Heterodupex
inkubiert (Schritt d). Abschliefend wurde dieses chiméare DNA-Molekil Gber 30 bis 40
konventionelle PCR-Zyklen amplifiziert. Mit Hilfe dieser Methode konrte ich gezelt kurze
DNA-Sequenzen einbauen, kleine DNA-Regionen austauschen oder zwei kurze @®NA-
Fragmente zau einem langeren Fragment zusammenfiigen.

S
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Abbildung 3 Das Prinzip von der Uberlappungs-PCR. (a) Die Matrizen-DNA, die beiden
externen Primer (Links und Redits) und de beiden internen Primer (Mitte) sind geordnet
dargestellt. Die 3'-Hélften der internen Primer enthalten eine Mutation und sind schwarz gefullt.
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(b)(b) Die beiden Zwischenprodukte und de Lage der vier Primer sind dargestellt. (c) Die
komplementdren 3-Enden der Zwischenprodukte lagern sich aneinander und bilden eine
Heterodupex. (d) Die Heterodudex wird durch Tag-Polymerase aur doppelstréngigen DNA
vervollstandigt und vervielfadt. (nach Diviaco et al., 1992

2.2.12 Durchmusterung d er Bakterienkolonien

Zur Durchmusterung der Kolonien nach der Transformation braucht man normalerweise zavei
Labortage fur die folgenden Arbeitsschritte: Animpfung einer Flissgkeitskultur, Inkubation der
Bakterienkultur Uber Nadit, Isolierung der Plasmid-DNA und analytische Verdauung mit
Restriktionsenzymen. Eine schrellere Alternative stellt die folgende PCR-Durchmusterung dar,
die noch an demselben Labortag de Information tber die Kolonien liefern kann.

Jede a1 untersuchende Bakterienkolonie wurde mit einer sterilen  10ul-Pipettenspitze
herausgepickt und in 10 pl steriles H,O in einem Eppendorfgefal resuspendiert. Mit derselben
Pipettenspitze wurde en Strich auf eine neue LB-Platte mit Antibiotika gezogen und nummeriet.
Die Bakteriensuspension wurde 10 min bel 100°C im Wasserbad erhitzt und 1 pl des geklarten
Lysates wurde zusammen mit 9 pl Master-Mix (Zusammensetung in Tabelle 2) in der PCR
verwendet. Ein typisches Temperaturprofil mit dem Primerpaa T7-Promotor und Sp6-Promotor
zur Uberpriifung des Insertseinbaus in den Vektor pGEM-T-Easy (Promega) lautete: 1x {96°C 2
min}; 40x {96°C 10 sec 50°C 30 se¢ 72°C n se@; 1x {72°C 5 min}. Die Elongationszdt n
richtete sich rach der Grole des erwarteten PCR-Fragmentes und betrug 25sechbei 1 kbp fir die

Tag-Polymerase.

10 pl PCR-Puffer minus Magnesium (Invitrogen)

3ul MgCl, (50 mM)

2 ul dNTPs (10 mM)

10 pl Vorwartsprimer (5 pmol / pl)

10 pl Ruckwartsprimer (5 pmol / pl)

54.5 pl H.O

0.5 ul Tag-Polymerase (Invitrogen)

Tabelle 2 Zusammensetzung von Master-Mix fur die PCR-Durchmusterung von zehn
Bakterienkolonien.

Wenn man die die Einbausdelle des Inserts flankierenden Primer einsetzte, bestdtigte en
postives PCR-Signal die Existenz des Inserts in dem Plasmid. Wenn man einen flankierenden
Primer mit einem Insert-internen Primer kombinierte, konnte man zusétzlich die Orientierung

des Inserts bestimmen.
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2.2.13 Western-Blot

Die diskontinuierliche, denaturierende SDS-Polyaaylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
dient zur Trennung von Proteingemischen aufgrund unterschiedlicher Molekularmassen und zur
| dentifikation von Proteinen (Laemmli, 1970. Ich benutzte in meiner Arbeit das Minigel-System
(Bio-Rad). Die Zusammensetzung fur das am héaufigsten benutzte 10%ige Gel seht
folgendermal3en aus:

Trenngel| Sammelgel

H,O| 1900 pl 1400 pl

Acrylamid-Mix (30%)| 1700 pl 330 ul
1.5MTris, pH 8.8] 1300 pl -

1.0 M Tris, pH 6.8 - 250 pl

10% SDS 50 pl 20 pl

10% Ammoniumpersulfat 50 pl 20 ul
TEMED 2 ul 2 ul

Tabelle 3 Die Zusammensetzung des 10%igen Trenngels und des Sammelgels fur SDS-PAGE
mit Minigel-System (Bio-Rad).

Die Proteinprobe wurde vor der Elektrophorese in 1x SDS-Gelladepuffer aufgenommen und bel
95°C fir 10 min erhitzt. Zur spédteren Bestimmung der Molekularmassen der Proteinbanden
wurden 5 pl Prestained Protein-Ladder-Mix (Invitrogen) zusammen mit den Proben aufgetragen.
Die Elektrophorese fand in 1x Glycin-Laufpuffer bei 130V statt. Die Elektrophorese wurde nadch
dem Auslaufen des Bromphenolblaus aus dem Gel gestoppt.

Die in SDS-Polyaaylamidgelen aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe des Mini-Transblot-
Systems (Bio-Rad) auf eine Nitrocdlulose-Membran (5.5 cm x 8.5 cm, Schleich & Schuell), die
zuvor fur 20 min in Transferpuffer benetzt wurde, elektrisch transferiert. Der Transfer erfolgte
im gekuhlten Transferpuffer bel 100 V fir 1.25 h. Anhand des Transfers des farbigen
Proteinmarkers konnte die Effektivitdt der Ubertragung verifiziert werden. Zur Absittigung
unspezfischer Bindungskapaztdten der Nitrocdlulose-Membran wurde diese fir 1 h bei
Raumtemperatur in 10 ml Block-Puffer unter Schutteln inkubiert. Die blockierte Nitrocdlulose-
Membran wurde dann mit primarem Antikorper (1:1000 - 1:10000 verdinnt, Tabelle 4) tber
Nadit im Kuthlraum unter Schwenken inkubiert und danach 2-mal mit 10 ml TBS-Puffer fir je
10 min gewaschen. Die Markierung der Antigen-Antikorper-Komplexe efolgte wahrend einer 2-
stundigen Inkubation mit einem Peroxidase(HRP)-gekoppelten sekundéren Antikorper (1:5000
verdinnt) bel Raumtemperatur. Nicht komplexierte Antikérper wurden 2-mal mit 10 ml TTBS-
Puffer 1 fur je 10 min, 1-mal mit 10 ml TTBS-Puffer 2 fir je 10 min, 2-ma mit 10 ml TTBS-
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Puffer 1 fur je 15 min, 2-mal mit 10 ml TTBS-Puffer 1 fur je 30 min und 2-mal mit 10 ml TBS-
Puffer fir je 30 min weggewaschen.

Primarer Herkunft Anbieter | Verdiinnung im
Antikorper Western-Blot
anti-mSin3A (K-20)| Kaninchen Santa Cruz 1:10000
anti-FLAG (M2) Maus Sigma 1:5000
anti-MeCP2| Kaninchen| Upstate Biotechnology 1:1000
anti-MeCP2 (Box 2) Huhn Christoph Koch 1:1000
anti-p40| Kaninchen Dr. Schumann 1:1000
anti-Gal4BD Maus Clontech 1:10000

Tabelle 4 Liste der verwendeten priméren Antikdrper im Western-Blot.

Vor der Detektion wurden je 1 ml ECL-Losung 1 wnd 2 (Amersham) frisch gemischt. Die
Nitrocdlulose-Membran wurde 1 min unter Schwenken im ECL-Lo6sungsgemisch inkubiert,
dann auf Filterpapier leicht getrocknet und in Durchsichtsfolien eingewickelt. Rontgenfilme
(Kodak oder Fuji Photo Film) wurden fir 10 sec bis 30 min zur Registrierung der Chemo-
lumineszenzsignale aufgelegt und anschlief3end maschinell entwickelt.

2.2.14 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die a1 untersuchenden Zellen wurden 24 h vor der Mikroskopie auf sterile Dedkglaschen so
ausgesdt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung ein Konfluenzgrad von circa 50%
erreichten. Die Zellen wurden dann fur 10 min mit 1%iger Paraformaldehyd-Losung fixiert,
einmal kurz mit PBS gewaschen, fir 10 min mit kaltem Methanol (-20°C) permeabili siert und
sofort anschlief3end fir 10 min in PBS rehydratisiert. Nach Absaugen der Flussgkeit auf dem
Dedkglaschen wurden 50 pl primére Antikorper (1:50 verdinnt in PBS plus 3% BSA) auf die
Zellen pipettiert und fur 20 min bei Raumtemperatur in einer geschlossnen Petrischale
inkubiert. Die Zellen wurden zweima mit PBS fir je 15 min gewaschen und luftgetrocknet.
Dann wurden 50 pl FITC-konjugerte sekundare Antikdrper (1:50 verdinrt in PBS plus 3%
BSA) auf die Zellen pipettiert und fir 20 min bel Raumtemperatur in einer geschlossenen
Petrischale inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS plus 0.05% DAPI fur die DNA-
Farbung und zweima mit PBS fur je 10 min bei leichtem Schwenken auf einem Schuttler
gewaschen, bevor se in 10 pl Anti-Fading-Medium zur Fluoreszenzmikroskopie engebettet
wurden. Ich benutzte in meiner Arbeit das Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop Ortholux mit dem
FITC-Filter 12 und dem DAPI-Filter A (Leitz).
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Grun-Fluoreszenz-Protein (GFP) innerhalb der Zellen konnte mit dem FITC-Filter 12 ohre die
Immunféarbung drekt gesehen werden und dente in meiner Arbeit as Indikator fur die
Transfektionseffizienz (2.2.15).

2.2.15 Transfektion

Unter der Transfektion verstent man die Einbringung fremder DNA in die Zellen. Diese Tedhnk
ermoglicht die Untersuchung Uberexprimierter Proteine unter einer Natur-ahnlichen, zdluléren

Bedingung.

Die Caciumphosphat-Methode ist die dteste und bekannteste Transfektionsmethode (Graham
und van der Eb, 1973. Dabei erzeugt man einen Co-Komplex aus DNA und Calciumphosphat,
der wahrscheinlich as Mini-Kristale durch die Zellen phagocytotisch ins Cytoplasma
aufgenommen wird. In den Zellkern gelangt die DNA vermutlich wahrend der Mitose, wenn die
Kernmembran zeatweise aifgelost ist. Da diese Methode sehr hillig ist, wird sie haufig
verwendet. Allerdings ist die ereichbare Transfektionseffizienz vergleichbar gering und das
Problem der Cytotoxizitédt bei Zellli nien wie NT2 betradtlich.

6 x 10° Zellen (HEK293 NIH3T3 und H1299 wurden ein Tag vor der Transfektion in 0 35mm-
Gewebekulturschélchen (Greiner) ausgesat. Am Tag der Transfektion waren die Schalchen zu 50
— 80% konfluent. Drei Stunden vor der Transfektion erfolgte eén Mediumwedsa. Fir die
Herstellung der Mini-Kristalle wurde 1 — 2 pg Plasmid-DNA mit sterilem H,O auf 153 pl
Endvolumen aufgefullt und mit 22 pyl 2 M CaCl, in einem Rohrchen (12.0/75mm, Greiner)
gemischt. Bel gleichzatigem Vortexen mit der halben maximalen Stérke wurde 175 pl 2x HBS
tropfenweise dazu pipettiert. Das Calciumphosphat-DNA-Koprazpitat wurde 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, nochmals kurz gevortext und dann tropfenweise a1 den Zellen
pipettiert (100 pl pro Schélchen). Die Mini-Kristalle konnten anschliefend unter dem
Lichtmikroskop als feine Kdrnchen gesehen werden. Die Schéchen wurden zur gleichméliigen
Vertellung der Kristalle noch leicht horizontal geschwenkt, bevor sie im Brutschrank inkubiert
wurden. Der nadchste Mediumwedsel erfolgte 24 h spéter. Handelte es sch um eine transiente
Transfektion, so wurden die Zellen 24 h (insgesamt 48 h nach der Transfektion) spéter lysiert.
Das Lysat konrte fur Reportergen-Test, RNA-Dot-Blot oder Western-Blot eingesetzt werden.
Handelte es sch um eine stabile Transfektion, d.h. die fremde DNA wurde ins zdlulére Genom
eingebaut, so wurden die Zellen im Medium mit 500 pg/ml G418 so lange selektioniert, bis ale
nicht-transfizierten Zellen im Kontrollschélchen starben und sich Kolonien um die transfizierten
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Zellen hildeten. Die Kolonien wurden zur Massnkultur vereinigt und de Uberexpresson des
Zielproteins wurde anhand Western-Blots verifiziert.

NT2- und HelLaZellen wurden mit LipofedaminePlus-Reagent (Invitrogen) trandfiziert. Bel
dieser Methode wird de DNA in Liposomen verpadt. Die Liposomen fusionieren mit der
Zellmembran und entleeen deren Inhalt in das Cytoplasma. Das Aussien der Zellen erfolgte wie
bel der Calciumphosphat-Methode (siehe oben). 100 pl Medium ohne FCS wurden zuerst mit 1
— 2 pg Plasmid-DNA und dann mit 6 pl PLUS-Reagenz gemischt. Das Gemisch wurde 15 min
bel Raumtemperatur inkubiert. Separat wurden 100 pl Medium ohne FCS mit 4 pl
Lipofedamine gemischt. Beide Mischungen wurden dann \‘ereinigt und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das alte Medium auf den Zellen wurde entfernt und gegen 800 pl
frisches Medium getauscht, bevor die DNA-haltige Mischung tropfenweise aif die Zellen
pipettiert wurde. Die Zellen wurden 3 h im Brutschrank inkubiert und danach mit 1000 pl
frischem Medium ergénzt. 24 h nach der Transfektion wurde das Medium erneuert. Nach

weiteren 24 h wurden die Zellen geantet.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit 1 pg pEGFP-N1 (Clonted,
Geschenk von Dr. Bertsch), einem Expressonsplasmid fir das Grin-Fluoreszenzprotein (GFP),
transfiziert. Die Zellen, die DNA aufgenommen haben, leuchteten nach 24 — 48 h grin in der
Fluoreszenzmikroskopie. Der Quotient aus grin leuchtenden Zellen und nicht-leuchtenden
Zellen ist gleich der Transfektionseffizienz. Dieser Wert liegt bei der Calciumphosphat-Methode
zwischen 5% und 13% und bei der Transfektion mit LipofedaminePlus Reagent zwischen 20%
und 60% in HEK293-Zéllen.

2.2.16 Reportergen-Assay

Zur Bestimmung von hemmenden oder aktivierenden Effekten von Proteinen auf die Gen-
Expresson in menschlichen Zellen wurde in dieser Arbeit das Dual-Luciferase Reporter Assy
System (Promega) verwendet. Die beiden Luciferasen sind besonders haufig verwendete
Reportergene und zeichnen sich durch Schrelligkeit, hohe Empfindlichkeit und einen breiten
linearen Mef3bereich Uber sieben Grofenordnungen aus. Dabel wurden die Zellen mit einem
Reporter-Plasmid (enthdlt das Firefly-Luciferase-Gen), einem Referenz-Plasmid (enthdlt das
Renilla-Luciferase-Gen) und einem Effektor-Plasmid (enthdt zum Beispiel die dDNA von
MeCP2) ko-transfiziert. Da die Firefly-Luciferase und de Renilla-Luciferase unterschiedliche

Substrate fur die lumineszente Re&ktion benttigen, kann in einem Ansatz die Expresson des
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Reporters (Firefly-Luciferase) und der Referenz (Renilla-Luciferase) hintereinander gemessen
werden. In mener Arbeit diente die Firefly-Luciferase-Aktivitdt as Indikator fir die
Transkriptions-Aktivitdt unter dem Einflu von Effektoren, wahrend de Renilla-Luciferase-
Aktivitdt zur Normaliserung der Firefly-Luciferase-Aktivitdt und zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz verwendet wurde.

Zelen in 0035mm-Gewebekulturschdlchen (Greiner) wurden mit 1 pg Firefly-Luciferase-
Reporter-Plasmid, 0.05 pg Renill a-Luciferase-Referenz-Plasmid (pRL-TK, Promega, Geschenk
von Dr. PRillar) und 0.1 pg Effektor-Plasmid transient ko-transfiziert (2.2.15). 48 h mach der
Transfektion wurde das Medium abgesaugt und de Zellen in der Schale wurden mit 200 pl 1x
PLB (Passve Lysis Buffer, Promega) bei Raumtemperatur lysiert. Die Bestimmung der Firefly-
und Renilla-Luciferase-Aktivitét erfolgte im Luminometer (Lumat LB 9504 Berthold). Dazu
wurde in einem 5ml-Rohrchen 20 pl Luciferase Assay Reagenz 1l (Promega) vorgelegt und mit 3
pl des Zelllysates versetzt und mit der Pipette gemischt. Die Firefly-Luciferase-Aktivitét wurde
fur 10 seclang gemessen. Anschlief3end wurden 20 pl Stop & Glo Reagenz (Promega) zu dem
Ansatz gegeben und mit Vortexer gemischt. Die Aktivitdt der Renilla-Luciferase wurde fir
ebenfalls 10 sec lang gemesen. Die Firefly-Luciferase-Aktivitét in den einzenen Zelllysaten
wurde anschlieflend gegen die entsprechende Aktivitdt der Renilla-Luciferase normalisiert, so
dass die Wirkung des Effektors auf die Expresson von Firefly-Luciferase bestimmt werden
konnte. Die Auswertung der Mesglaten erfolgte mit der Hilfe vom Tabellen-
Kalkulationsprogramm Excd (Microsoft).

2.2.17 cDNA-Klonierung mittels RT-PCR

In alen Zellen findet der normale Informationsfluld der folgenden Richtung statt: DNA - RNA
[pr&mRNA - reife mRNA] - Protein. Die Retroviren kénnen aber dank ihrer reversen
Transkriptase, einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase, den Informationsflul3 umkehren. Die
Molekularbiologen benutzen dieses Enzym zur Synthese von cDNA aus mRNA. Die reverse
Transkription mit der anschlieRenden Polymerasekettenresktion (RT-PCR) ermoglicht eine
einfachere AMNA-Klonierung im Vergleich zur konventionellen Durchmusterung einer cDNA-
Bibliothek. In dieser Arbeit wurden die humanen cDNAs von MBD1v3 und MBD2b mittels RT-
PCR kloniert.

Zuerst wurde die Gesamt-RNA aus kultivierten HEK293- oder HelL a-Zellen mit dem High Pure
RNA Isolation Kit (Roche) gereinigt (2.2.18). Die eforderlichen Primer-Sequenzen fur RT-PCR
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wurden anhand der publizierten Sequenzen in  der Offentlichen  Datenbank
(www.nchi.nim.nih.gov/Entrez) entworfen. In meiner Arbeit wurde das Titan One Tube RT-PCR
System (Roche) benutzt, das die dMNA-Synthese mit der reversen Transkriptase AMV und de
anschlief}ende dMNA-Vervielfacdhung mit Tag-/Pwo-Polymerasen in einem einzigen PCR-Gefal
durchfuhrt. Im Vergleich zur konventionelen RT-PCR in zwei Reéktionsgefallen ist die
verwendete Ein-Gefal3-Methode schreller in der Durchfihrung und besser geschiitzt gegen
Kontaminationen. Ein typischer RT-PCR-Ansatz in meiner Arbeit bestand aus: 1 pl 10 mM
dNTPs, 4 pul 5 pmol / pl Vorwartsprimer, 4 pl 5 pmol / pl Ruckwartsprimer, 2.5 ul 100 mM
DTT, 10 pl 5x RT-PCR-Puffer, 5 pl Gesamt-RNA, 22.5 pl H,O und 1 pl Titan-Enzymgemisch.
Ein typisches Temperaturprofil lautete: 1x {50°C 30 min, 96°C 2 min}; 35x {96°C 10 sec 60°C
30 seqg 68°C n se¢; 1x {68°C 7 min}. Die Elongationszet n betrug 60sec pro kbp. Das RT-
PCR-Produkt wurde anschlief3end im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Stimmte die
Grofe des RT-PCR-Produktes mit dem beredchneten Wert aufgrund der publizierten Sequenz
Uberein, dann wurde das Fragment aus dem Gel eluiert und unter Ausnutzung der 3'-Adenin-
Uberhange des RT-PCR-Produktes in den Vektor pGEM-T-Easy (Promega), €inen spezellen
TA-Klonierungsvektor, eingebaut. Ein Ligationsansatz aus 5 pl 2x Rapid Ligation Buffer, 0.5 pl
pGEM-T-Easy, 1 ul T4-DNA-Ligase (alle Promega) und 3.5 pl RT-PCR-Produkt-Eluat wurde
bel Raumtemperatur 3 h inkubiert, dann in E. coli XL1-Blue transformiert und auf LB-XI-
Agarplatten ausplattiert. Aus farblosen Kolonien wurde Plasmid-DNA prépariert und zur

Verifizierung des Inserts squenziert.

2.2.18 Isolierung d er Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde aus Zellen mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche) isoliert. Sterile
Einweg-Polypropylen Re&ktionsgefalie und Pipettenspitzen wurden verwendet, um eine RNase-
Kontamination zu vermeiden. Bel der Versuchsdurchfiihrung wurden durchgehend Handschuhe
getragen. Zellen von einem konfluenten 0 35mm-Gewebekulturschélchen (circa 1 x 10° Zellen)
wurden in 200 pl PBS resuspendiert und dann mit 400 pl Lyse-/Bindepuffer gut gemischt.
Dieses Gemisch wurde in ein High Pure Filter Tube mit einem Auffanggefal3 pipettiert und fir
15 s bei 8000 gzentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. Pro Reinigung wurden 90 pl
DNase- Inkubationspuffer mit 10 pl DNase | gemischt, in das obere Reservoir des Filter Tubes
pipettiert und 1 h bei 37°C inkubiert. Das Filter wurde dreimal jeweils mit 500 pl Waschpuffer I,
500 pl Waschpuffer 11 und 200 pl Waschpuffer 11 gewaschen, wobei die Waschfraktion der
ersten zwei Waschgange Uber Zentrifugation fur 15 s bei 8000 g und de des letzten Waschgangs
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fur 2 min bei 13000 gentfernt wurde. Die reine RNA wurde mit 100 pl Nuclease-freiem,
sterilem H,O unter Zentrifugation fur 1 min bel 8000 geluiert. 1 pl der RNA-LOsung wurde aur
Kontrolle der Qualitdt mittels RT-PCR verwendet. Als Primer wurden E3-DBD-F und E4-TRD-
F (Geschenke von Buschdorf) gewahit, die Exon 3 und Exon 4 vom menschlichen MECP2-Gen
uberspanren. Bei Verwendung von intakter Gesamt-RNA erhielt man ein 840 bp langes RT-
PCR-Produkt. Wenn der RNA-Préparat durch genomische DNA kontaminiert war, erhielt man
dagegen ein zweites 1596 bp langes Produkt, das Intron 3 vom MECP2-Gen enthielt. Nur
intakte, DNA-freile Gesamt-RNA wurde fir RNA-Dot-Blot (2.2.19) verwendet.

2.2.19 RNA-Dot-Blot

Waéhrend de eukaryotische Polll-Promotor-Aktivitét indirekt anhand des Trandationsproduktes
via Enzymtest oder Proteinbestimmung gemessen werden kann, mui3 die aukaryotische Pollll -
Promotor-Aktivitdt, zum Beispiel die Transkriptionsaktivitét von Alu-Elementen, direkt anhand
des Transkriptionsproduktes gemessen werden. Zur Unterscheidung der endogenen und der
exogenen Alu-Expresson in transfizierten menschlichen Zellen wurde in meiner Arbeit das
Reporterplasmid p™-AluSx™8%! (Geschenk von Dr. Deininger) verwendet, das eine chimére
RNA aus Alu und BC1, einer neuronen-spezfischen RNA aus Nagertieren, exprimiert. Somit
konnte ich die exogene Alu-Expresson mit einer Sonde (5-TGTGTGTGCCAGTTACCTTG-3,
MWG Bioted) gegen die BC1-Region eindeutig detektieren.

Die Gesamt-RNA wurde aus transfizierten Zellen mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche)
isoliert. 1 pul RNA-LOsung wurde auf Nitrocdlulose-Membran punktférmig aufgetragen und
luftgetrocknet. Die beladene Membran wurde 2 h bei 80°C zwischen Filterpapier und Glasplatten
in einem Vakuumofen gebadken, damit die RNA auf der Membran fixiert wurde. Nadh der
Abkuhlung wurde die Membran in 20 ml Hybridisierungspuffer fur 2 h bei Raumtemperatur
unter Schitteln Hockiert. Die Herstellung der Sonde efolgte durch die End-Markierung des
DNA-Oligonukleotides. Ein solcher Markierungsansatz bestand aus 20 pmol Oligonukleotid, 20
pmol [y-**PIATP (Hartmann), 2 ul Puffer A und 1 ul Polynukleotid-Kinase (beide MBI-
Fermentas) und wurde mit H,O auf 20 pl Endvolumen aufgefullt. Der Ansatz wurde bel 37°C fir
30 min inkubiert. Durch Zugabe von 1 yl 0.5 M EDTA wurde die Re&tion gestoppt. Die
Inkubation der Membran mit der radioaktiven Sonde in 20 ml Hybridiserungspuffer erfolgte
uber Nadt bei 42°C auf einem Schiittler. Als Kontrolle wurde die Antisense-Sonde @ngesetzt,
damit das Falschsignal durch die Plasmid-DNA-Kontamination unterschieden werden konrte.
Am nadsten Tag wurde die Membran mit 200ml 6x SSC, 5x SSC und 4x SSC fir je 15 min bei
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42°C gewaschen, luftgetrocknet und in Durchsichisfolie verpackt. Es folgte die
Autoradiographie mit Rontgenfilm (Fuji Photo Film) plus 800fachem Verstérker. Die
Quantifizierung der Signale efolgte mit Bio-lmaging Analyzer BAS-2000(Fuji Photo Film).

2.2.20 Gezielte in vitro Mutagenese

Die gezelte in vitro Mutagenese stellt eine wichtige molekularbiologische Methode bel der
Charakteriserung der funktionellen Aminosaurereste in Proteinen dar. In meiner Arbeit wurde
die transkriptionelle Repressordoméne (TRD) von MeCP2 mittels Mutationsgudie detailiert

untersucht.

In der ersten Phase wurde die grobe Substitution von neun Aminosduren gegen Valin plus
FLAG-Epitop mittels Uberlappungs-PCR durchgefiihrt (2.2.11).

In der zweiten Phase wurde die feinere Substitution von zwei basischen Aminosauren gegen
zwel saure Aminosauren mit dem QuikChange Site-Direded Mutagenesis Kit (Stratagene)
durchgefuhrt. Der Ablauf dieses Systems ist in Abbildung 4 graphisch dargestellt. Die beiden
mutagenen Primer A und B wurden as 5-phosphorylierte Oligonukleotide (MWG Bioted)
bestellt. Sie enthielten die gewilnschte(n) Mutation(en) in der Mitte und waren komplementér
zueinander. lhre Lange N variierte avischen 25 wnd 45 nt. Thre Schmelztemperatur T, sollte
hoher als 78°C betragen und wurde nadch der folgenden Formel ermittelt: T, = 81.5 + 0.41 x
(GC%) — 675/ N — Mismatch%, wobel die Werte fir GC% und Mismatch% jeweils ganze
Zahlen waren. Der Re&ktionsansatz bestand aus 5 pl 10x Readion Buffer, 1 pl 10 ng / pl
Plasmid-DNA, 1 pl 125ng / pl Primer A, 1 pl 125ng / pl Primer B, 1 pl 20 mM dNTPs, 41 pl
H,O und 1l 2.5 U / pl PfuTurbo-DNA-Polymerase. Das verwendete Temperaturprofil in einem
Thermocycler lautete: 1x {95°C 30 se¢; 18x {95°C 30 se¢ 55°C 1 min, 68°C t min}. Die
Elongationszat t betrug 2 min pro kbp. Die ds Vorlage benutzte Plasmid-DNA wurde
denaturiert, die mutagenen Primer A und B hybridisetren sich mit der Plasmid-DNA und de
Pfu-DNA-Polymerase verlangerte die Primer zu offener circulérer DNA. Trotz der groléen
Ahnlichkeit zur PCR handelte es sch hier alerdings um eine lineae Vervielfadung von DNA,
denn rur die geschlosene Plasmid-DNA, nicht aber die offene drculére DNA, konnte ds
Substrat fur die Pfu-DNA-Polymerase dienen. Daher reduzierte das QuikChange Site-Direded
Mutagenesis Kit im Vergleich zu einem auf PCR basierenden Mutagenese-System erheblich das
Risko, zusétzliche, unerwinschte Mutationen einzufuhren. Nadch dem Ablauf der Reéktion
wurde der Ansatz fur 2 min auf Eis abgekuhlt, bevor der mit 1 pl 20U / pl Dpn | versetzt wurde.



37

Das Restriktionsenzym Dpn | erkenrt die methylierte DNA-Sequenz 5-GMATC-3" und verdaute
spezfisch die Plasmid-DNA, die ais DAM™ E. coli (zum Beispiel XL1-Blue) préapariert wurde.
Die neu gebildete, offene drculare DNA enthielt dagegen rur die nicht-methylierte DNA-
Sequenz 5-GATC-3" und blieb unverdaut. Nach der Verdauung bel 37°C fur 1 h wurde 1 pl des
Ansatzes fir die Transformation verwendet. In transfomierten Bakterien verkniipfte sich die
offene drcul&re DNA zur geschlossnen Plasmid-DNA durch die Aktivitat der bakteriellen
DNA-Reparaturmaschinerie. Dank der hohen Effizienz von QuikChange Site-Direded
Mutagenesis Kit (> 90%) reichte es im Normalfall aus, DNA aus zwel Bakteriekolonien zu
isolieren und dese aur Verifizierung der eingefuhrten Mutationsdellen zu sequenzieren.

. Denature plasmid
MIX u and a"f.'—.a[\ NG primers
cantaining desired mutation 3€

Transiorm Transform the resu ting
annealed double-stranded
nicked DNA molecules

i Temperature cycle
CVBIE a fo extend and incorporate
mutation primers resulting After iransformation,

n micked circular strands XL1-Blue E eodi call

repairs nicks in plasmid

i Digest parenta
[}IQESI a DNA template

Abbldung 4 In vitro Mutagenese mit dem QuikChange Site-Direded Mutagenesis Kit
(Stratagene). Schritt 1: Die a1 mutierende, parentale Plasmid-DNA (griner Doppelkreis) wurde
denaturiert, bevor sich die beiden gegenléauftigen, Mutationsdellen (grine Kreuze) enthaltenden
Primer (braune Pfelle) an die a1 mutierenden Stellen (schwarze Punkte) auf der Plasmid-DNA
anlagern. Schritt 2: Bel zyklischen Abl&ufen wurden die beiden Primer zur offenen, circul&ren
DNA (blaue Pfele) verlangert. Schritt 3: Die parentale Plasmid-DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym Dpn | abgebaut. Schritt 4: Fir die Transformation wurde die neu
synthetisierte, doppelstrangige, offene, ring-formige DNA mit eingebauter Mutation verwendet,
die innerhalb der Bakterienzdlen durch die DNA-Reparaturmaschinerie zauir geschlossenen
Plasmid-DNA umgewandelt wurde. (nach Stratagene)
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2.2.21 Immunprazipitation

Die Ko-Immunprazpitation ist eine wichtige biochemische Methode bei der Untersuchung der
Protein-Protein-Wedselwirkungen unter in vivo Bedingungen. Dabel wird das zu untersuchende
Protein aus einem komplexen Lysat mit einem spezfischen Antikorper praapitiert. Die mit
diesem Protein interagierenden Proteine kdnnen dabel ko-préaapitiert werden und ihre Identitdten

lassen sich durch anschlief3ende Western-Blots oder Protein-Sequenzierungen kléren.

Circa 1 x 10" HEK293Zellen auf einer konfluenten [ 10cm-Gewebekulturschale (Greiner)
wurden in 2 ml PBS durch mehrmaliges Pipettieren resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fur
2 min bai 7000 rpm in einem Eppendorf-Zentrifuge pelletiert. Das Sediment wurde in 1500 pl
kaltem Lyse-Puffer resuspendiert und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Zusammensetzung des
Lyse-Puffers orientierte sich nach dem Buffer A von Nan et al. (1998. Das entstandene Zelll ysat
wurde fur 30 min bei 14000rpm in einem Eppendorf-Zentrifuge im Kahlraum zentrifugiert. Je
200 pl Klarer Uberstand wurde mit 5 pl diversem Antikorper aus Kaninchen (anti-mSin3A, anti-
TFII B, anti-c-Fos, anti-c-Jun, anti-Oct1 und anti-AP2a, ale von Santa Cruz) versetzt und fur 2 h
im Kudhlraum unter Schwenken inkubiert. Danach wurden 10 pl Protein-A/G-Sepharose-
Suspension (Santa Cruz) dazu pipettiert und Uber Nadit im Kidhlraum unter Schwenken
inkubiert. Protein A und Protein G hinden spezfisch an Immunglobuline G aus Kaninchen und
einigen anderen Sdugetieren. Durch ihre Kopplung an Sepharose-Kiigelchen kdnnen die direkt
und indirekt an Protein A oder Protein G gebundenen Proteine aus einer l6dlichen Phase in
Praapitate Uberfihrt werden. Am nadsten Tag wurden die Immunpraapitationsansatze fir 2
min bei 7000 rpm in einem Eppendorf-Zentrifuge im Kuhlraum zentrifugiert. Das Praapitat
wurde dreimal in 1000l kaltem Lyse-Puffer resuspendiert und wie oben zentrifugiert, bevor das
gewaschene Prazpitat in 20 pl SDS-Gelladepuffer fur Western-Blot (2.2.13) zur Detektion von
MeCP2 aufgenommen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Uberexpression von MeCP2 in kultivierten Zellen

Die Uberexpresson eines zu untersuchenden Proteins in Kultivierten Zellen und de
anschlief}ende Mesaung desen biologische Aktivitdt in vivo sind vortellhaft gegenliber den in
vitro Experimenten mit gereinigtem Protein oder Extrakten, weil das Protein im ersten Fal in
seiner natlrlichen Umgebung vorliegt und de Resultate daraus eher den wirklichen zdlul&ren
Situationen entsprechen. Um die Frage zu kKéren, ob MeCP2 im Zellkern auch an bestimmte
nicht-methylierte DNA-Sequenzen hindet, sind Versuche mit Uberexprimiertem MeCP2 in
kultivierten Zellen ein geagneter Weg.

Als Expressonsvektor wurde pcDNA1.2/Amp (Invitrogen) gewahlt, das eine starke Expresson
unter der Kontrolle des CMV-Promotors in Saugerzdlen ermdglicht (Abbildung 5A). Die
vollsténdige dNA von hMeCP2 (Geschenk von Dr. Thiesen; Thiesen, 2001) wurde zawischen
den BamHI- und EcoRV-Schnttstellen in die MCS von pcDNA1.1/Amp eingebaut. Da
spezfischer Antikorper gegen MeCP2 zu diesem Zeitpunkt noch nicht vorhanden war, konnte
die Funktionalitét dieses ersten Konstruktes, pcDNA1.1/Amp-hMeCP2, in transfizierten Zellen
nicht Gberprift werden. Eine geagnete LOsung dieses Problems war, dem zu exprimierenden
Protein ein kleines Peptid anzuhangen, das aufgrund seiner geringen Gréle keine biologische
Aktivitat des Zielproteins 40rt und leicht detektierbar ist. In meinem Experiment wurde &n
Markierungspeptid aus Valin und FLAG-Epitop (VDY KDDDDK) eingesetzt, das im Western-
Blot mit dem monoklonalen Antikdrper anti-FLAG M2 (Sigma) leicht nadhgewiesen werden
kann. Der Einbau der Markierungspeptid kodierenden Nukleotidsequenzen (27 bp) zwischen
dem ersten und dem zweiten Codon von hMeCP2-cDNA auf pcDNA1.1/Amp-hMeCP2 geschah
durch Uberlappungs-PCR (2.2.11). Das neue Konstrukt pcDNA1.1/Amp-FLAG-hMeCP2 wurde
mit der Calciumphosphat-Methode in HEK293-Zéllen transfiziert (Graham et al., 1977). Die
Zéellen wurden 48 h nach der Transfektion in SDS-Gelladepuffer lysiert und das Gesamitlysat
wurde im Western-Blot analysiert. Im Lysat aus <hein-transfizierten Zellen gab es keine
Signale, was das Fehlen von dem FLAG-Epitop oder &hnlichen Epitopen in retirlich
vorkommenden humanen Proteinen und de hohe Spezfitdt des Antikorpers anti-FLAG M2
bewies. Im Lysat aus mit pcDNAL./Amp-FLAG-hMeCP2 transfizierten Zellen gab es dagegen
ein starkes Signal bei circa80 kDa (Abhildung 5B). Diese apparente Grof3e ist identisch mit der
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apparenten Grofe von endogenem hMeCP2. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, weil das
Markierungspeptid (9 ag im Vergleich zu Gesamt-hMeCP2 (486 ag verhdtnismaldig klein ist.
Daraus <hlusdolgerte ich, dass das Konstrukt pcDNAL1.LJ/Amp-FLAG-hMeCP2 fur die
Uberexpresson von hMeCP2 in kultivierten Zellen gedignet war.

FLAG-MeCP2
Mock-transfected

Abbldung 5: (A) Schematische Darstellung des Expressonsvektors pcDNAL.L/Amp
(Invitrogen). (B) 1 x 10° HEK293 Zellen wurden mit oder ohne 100 ng pcDNA1.1/Amp-FLAG-
hMeCP2 mit der Caciumphosphat-Methode transfiziert und 48 h spédter in 100 pl SDS-
Gelladepuffer lysiert. 20 pl Lysat wurde in Western-Blot mit dem Antikorper anti-FLAG M2
eingesetzt. Nur im Lysat aus mit pcDNAL.J/Amp-FLAG-hMeCP2 transfizierten Zellen (FLAG-
MeCP2), nicht aber im Lysat aus shein-transfizierten Zellen (Mock-transfeded) gibt es ein
Signal bel circa80 kDa.

3.2 Die in vivo DNA-Bindung von MeCP2

MeCP2 aus Rattengehirn wurde urspringlich aufgrund seiner hohen Affinitdt zu methylierten
Oligonukleotiden unter der Bedingung des Southwestern-Blots isoliert (Lewis et al., 1992.
Spéter konnte diese Eigenschaft auch in DNA-Footprinting und Gelretadierungstest demonstriert
werden (Nan et al., 1993. MeCP2 hindet nicht nur an nadte methylierte DNA, sondern auch an
die in vitro in Nucleosomen verpadte methylierte DNA (Chandler et al., 1999. Dass MeCP2 in
Mauszdlen hauptsadilich in pericentromerem Heterochromatin, Regionen mit einer hohen
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Dichte an methylierten Maus-Satelliten-DNA, lokalisiert ist, wurde ds Indiz bewertet, dass
MeCP2 auch in vivo an methylierte DNA bindet (Lewis et al., 1992). Im scheinbaren Gegensatz
standen die Daten, dass MeCP2 in drei unterschiedlichen in vitro Experimenten (Southwestern-
Blot, DNA-Footprinting und Gelretadierungstest) an unmethylierte Hihner-Lysozymgen-MAR
und Maussatelliten-DNA spezfisch hindet und dass die Methylierung der Maussatelliten-DNA
die Bindung von MeCP2 an die Maussatelliten-DNA nur um bis zu funffach erhdhen konnte
(von Kries et al., 1991, Weitzd et al., 1997). Eine Uberprifung deser berichteten in vitro
Bindungsaktivitéten von MeCP2 unter in vivo Bedingungen war daher zwingend notwendig.

Mein Testsystem benutzte das Reporterplasmid pAGLu (Geschenk von Dr. Bode), das Firefly-
Luciferase unter der Kontrolle von SV40-Enhancer/Promotor in Sdugerzdlen exprimieren kann.
Zwei Derivate von pAGLu, ndmlich pMAR-AGLuU und pSat-AGLu, wurden konstruiert, indem
das 5'-Huhrer-Lysozymgen-MAR-Fragment P1-P2 (1455bp) (Phi-Van und Strétling, 1998 und
die klonierte Wiederholungseinheit der Maus-Satelliten-DNA (243 bp) (Weitzd et al., 1997
jeweils in die 27 bp vor SV40-Enhancer/Promotor liegende BamHI-Stelle engefligt wurden. Die
Reporterplasmide pAGLuU, pMAR-AGLU und pSat-AGLu (1000 ng) wurden jeweils zusammen
mit dem Expressonsplasmid pcDNA1.1/Amp-FLAG-hMeCP2 (100 ng) in die HEK293Zellen
mit der Calciumphosphat-Methode ko-transfiziert. Zur Normalisierung der Firefly-Luciferase-
Mel3werte wurde ausétzlich 50 ng pRL-TK (Promega, Geschenk von Dr. Pillar), das Renill a-
Luciferase unter der Kontrolle vom Thymidin-Kinase-Promotor in Saugerzdlen exprimieren
kann, ko-transfiziert. 48 h mach der Transfektion wurden die Aktivitaten von Firefly-Luciferase
und Renilla-Luciferase mit Dua-Luciferase Assay Kit (Promega) gemesen. Die relativen
normalisierten Firefly-Luciferasawerte von den drei Transfektionsansitzen wurden miteinander
verglichen und in Abhildung 6A graphish dargestellt. Wenn das gut charaktisierte Fragment von
5-Huhrer-Lysozymgen-MAR P1-P2 (1455 bp) stromaufwérts vor SV40-Enhancer/Promotor
kloniert wurde und exogene hMeCP2 in HEK293-Zellen co-exprimiert war, nahm die
Transkription von SV40-Enhancer/Promotor stark ab (durchschnittlich um 68%). Wenn die
nicht-methylierte Wiederholungs-Einheit der Maussatelliten-DNA (243 bp) stromaufwérts vor
SV40-Enhancer/Promotor kloniert wurde und exogene hMeCP2 ko-exprimiert war, nahm die
Transkription wvon SV40-Enhance/Promotor zwar signifikant, aber weniger stark ab
(durchschnittlich um 32%).

Zur Klarung der Promotorabhangigkeit der oben gewonnenen Daten wurde @ne neue Reihe von
Reporterplasmiden konstruiert, indem das SV40-Enhance/Promotor enthaltende Hindlll -
Fragment auf pAGLuU, pMAR-AGLuU und pSat-AGLuU gegen ein Fragment, das den adenoviralen
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Major-Late-Promotor (Geschenk von Dr. Schnieders) enthélt, ausgetauscht. Die drel neuen
Reporterplasmide, pMLP-AGLuU, pMAR-MLP-AGLuU und pSat-MLP-AGLu (1000 ng), wurden
dann jeweils zusammen mit dem Expressonsplasmid pcDNAL1./Amp-FLAG-hMeCP2 (100 ng)
und dem Referenzplasmid pRL-TK (50 ng) in HEK-293-Zellen ko-transfiziert. Die damit
gewonnen Daten wurden in Abbildung 6B graphisch dargestellt. Das Vorhandensein von 5'-
Huhrer-Lysozymgen-MAR und Maussatelliten-DNA  stromaufwéarts vor dem adenoviralen
Major-Late-Promotor fihrte in Anwesendheit von exogenem uberexprimiertem hMeCP2 zur
transkriptionellen Represson von jeweils durchschnittlich 69% und 2%%6. Dieses Ergebnis war
fast identisch wie das vorherige Resultat mit den auf SV40-Enhancer/Promotor basierenden
Reporterplasmiden. Offensichtlich war die transkriptionelle Represson hier nicht vom
Promotortyp, sondern von Inserts sromaufwérts vor dem Promotor abhéangig.
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Abbildung 6 Uberexprimiertes MeCP2 bindet an 5'-Hihner-Lysozymgen-MAR und
Maussatelliten-DNA in vivo. HEK293-Zellen wurden mit einem hMeCP2 (MBD-TRD)
Uberexprimierenden Plasmid und den angezegten Reporterplasmiden ko-transfiziert, die
entweder mit (A) SV40-Enhancer/Promotor (SV40) oder (B) adenoviraen Magjor-Late-Promotor
(MLP) Firefly-Luciferase  exprimieren. Einige Reporterplasmide enthalten zusétzlich, wie
gezegt, ein Huhrer-Lysozymgen-MAR-Fragment (MAR) oder eine Maussitelliten-DNA-
Einheit (Satellite). Die dortigen senkrediten Streifen in den Reditedken zeigen die hoch-affinen
MeCP2-Bindungsgdellen (Buhrmester et al., 1995 Weitzd et al., 1997). Normalisierte relative
Luciferase-Aktivitdten (RLU) in der Abwesendheit eines gromaufwarts liegenden MeCP2-
Bindungselementes (Kontrolle) wurden als 1.0 gesetzt. Ergebnise waren reprasentativ fur vier
separate Experimente in Triplikaten (+/- Standardabweichung).
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Die Daten in Abhildung 6 deuteten zusammen darauf hin, dass 5-HiUhner-Lysozymgen-MAR
und Maussatelliten-DNA die DNA-Bindungsdomédne (MBD) des Repressors MeCP2 zu beiden
Reporter-Promotoren, namlich SV40-Enhancer/Promotor und adenoviralem Major-Late-
Promotor, dirigierten und dassder in der Nahe der Promotoren hindende Repressor MeCP2 dann
die Firefly-Luciferase-Expresson durch die transkriptionelle Repressordoméne (TRD) hemmte.
Ich schlusdolgerte, dass Uberexprimiertes MeCP2 an 5'-Huhrer-Lysozymgen-MAR und
Maussatelliten-DNA in vivo binden kann. Meine Beobadhtung unterstiitzte das Modell, nach
dem MeCP2 nicht strikt an methylierte CpG-Stellen hindet, sondern auch an ausgewahlte, nicht-
methylierte DNA bindet.

Die hier beobadtete Represson mit Maussatelliten-DNA stromaufwérts vor beiden Promotoren
war weniger stark als die mit 5 -Huhrer-Lysozymgen-MAR. Diese herabgesetzte Represson
wiederspiegelte die vergleichsweise niedrigere Bindungsaffinitdt zu MeCP2 von Mausstelli ten-
DNA, was durch den nicht-methylierten Status erklért werden konnte. In vivo ist Maussatelli ten-
DNA stark methyliert und in vitro bindet MeCP2 an die nicht-methylierte Version mit einer drei-
bis finffach reduzierten Affinitdt als an die methylierte Version (Weitzd et al., 1997).

3.3 Die transkriptionelle Repression von MeCP2

Die meisten eukaryotischen Transkriptionsfaktoren sind modulartig aufgebaut und enthalten
separate funktionelle Untereinheiten wie DNA-Bindungsdoménen, RNA-Bindungsdoménen,
transkriptionelle Aktivatordomanen, transkriptionelle Repressordomanen und / oder Liganden-
Bindungsdoménen. Eine solche Doméne funktioniert meistens nicht nur in ihrem natdrlichen
Protein-Kontext, sondern auch nach der kovalenten Kopplung an fremden Doménen in einem
heterologen System. Mit Hilfe solcher Fusionsproteine wird in der Molekularbiologie gezelt
eine bestimmte funktionelle Doméne ohne den Rest des Proteins analysiert.

In meiner Arbeit benutzte ich das bekannte, auf Gal4BD basierte Fusionss/stem. Gal4 ist ein
transkriptioneller Aktivator aus Bader-Hefe und spielt eine wichtige Rolle im Galadose-
Stoffwedhsal. Seine 147 Aminosauren lange, N-terminale DNA-Bindungsdoméne (Gal4BD) mit
dem Zinkfinger-Motiv erkenrt eine 17 bp lange, symmetrische Konsensus-Sequenz. Ein héufig
verwendetes System in der molekularbiologischen Laborpraxis benutzt die Herstellung eines
Fusionsproteins aus Gal4BD und dem zu untersuchenden Peptid X sowie die Konstruktion eines
Reporterplasmides mit eingebauter Gal4-Konsensus-Sequenz stromaufwarts vor dem Promotor.
In trandfizierten Zellen dirigiert dann Ga4BD das kovalent gekoppelte Peptid X zur Gal4-
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Konsensus-Sequenz in der Néhe des Promotors auf dem Reporterplasmid und die biologische
Aktivitét des Peptides X (Aktivator bezaehungsweise Repressor) kann anhand der Verénderung
der Reportergen-Expresson indirekt gemessen werden. Unter Gebrauch dieses Testsystems
konnte gezegt werden, dassdie TRD (aa207— 310 von MeCP2 aus Maus die transkriptionelle
Aktivitat von humanem (-Actin Promotor reprimiert und dassdiese transkriptionelle Represson
telweise durch die Zugabe anes <eazfischen Inhibitors der Histon-Deacéylasen, TSA,
aufgehoben werden kann (Nan et al., 1997 Nan et al., 1998.

Ich wollte wisen, ob die TRD von hMeCP2 auch den virden SV40-Enhancer/Promotor auf
dieselbe Weise reprimieren kann. Dazu wurde die dNA von hMeCP2 (aa 190 — 486), die die
transkriptionelle Represordoméne enthélt, mittels PCR amplifiziert und in die Kpnl- und
BamHI-Schnittstellen von pcDNA3-Ga4BD (Geschenk von Dr. Han; Han et al., 1997
eingebaut. Das neue Konstrukt pcDNA3-Gal4BD-TRDwecr, exprimiert ein Fusionsprotein aus
Fragmenten von Gal4 (aal — 147) und hMeCP2 (aa 196 — 486 unter Gebrauch des darken
CMV-Promotors. Dann wurde das BamHI-Fragment aus pFR-Luc (Stratagene), das funf Kopien
der Konsensus-Erkennungssequenz von Gal4 enthélt, mit der urspriinglichen Orientierung in die
BamHI-Schnittstelle von pAGLu eingebaut. Das neue Reporterplasmid pG5AGLuU enthélt somit
funf Gal4-Bindungsgellen 27 bp unmittelbar stromaufwérts vor dem SV40-Enhancer/Promotor.
1000 ng Reporterplasmid pAGLuU oder pG5AGLuU wurden zusammen mit 100 ng
Effektorplasmid pcDNA3-Ga4BD-TRDyecp, Und 50 ng Referenzplasmid pRL-TK in HEK293
Zellen transient trandfiziert. Das Ergebnis ist in Abbildung 7A graphisch dargestellt. Wenn Gal4-
Bindungsdellen vor dem SV40-Enhance/Promotor kloniert waren und ein Fusionsprotein aus
Gal4-DNA-Bindungsdoméane und der C-terminalen Hélfte von hMeCP2 (aa 196 — 486
einschliedlich TRD) (Gal4-TRD) in HEK293Zelen ko-exprimiert wurde, wurde die
transkriptionelle Aktivitét vom SV40-Enhancer/Promotor durchschnittlich um 85% dramatisch
gehemmt. Erstaunlicherweise konnte der speazfische Histon-Deaceylase-Inhibitor Trichostatin
A (TSA, 100ng / ml) diese Represson nicht aufheben.

Anschlief3end wurden die beiden Subfragmente von hMeCP2 (aa 196 — 486) hinsichtlich ihrer
Repressonseigenschaften analysiert. Dazu wurden die beiden cDNAs von hMeCP2 (aa 196 —
310 aa 311 — 486, die jeweils die zettrale minimale transkriptionelle Repressordoméne
(miniTRD) und de stark konservierte C-terminale Domane (CD) enthaten, mittels PCR
amplifiziert und in die Kpnl- und BamHI-Schnittstellen von pcDNA3-Gal4BD eingebaut. Die
Ergebnisse mit den neuen Expressonsplasmiden pcDNA3-Ga4BD-miniTRDyecrz  UNd
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PcCDNA3-Ga4BD-CDyecpe;  Sind  in - Abhldung 7B/C  graphish dargestellt. Wenn das
Fusionsprotein miniTRD (aa196 — 310 enthielt, war wie im Fall von TRD (aa196— 486 eine
gleich starke Represson, die durch TSA nicht aufhebbar war, zu beobadten. Die C-terminalen
176 Aminosauren (CD) zegten hingegen eine schwadere Hemmung der SV40
Enhancer/Promotor-Aktivitédt, aber auch diese Represson konnte nicht durch TSA aufgehoben
werden. Zusammengefass zegten die oben dargestellten Ergebnisse, dass die Represson der
Transkription vom SV40-Enhancer/Promotor durch TRD von hMeCP2 (ber einem neuartigen,
Histon-Deaceylase-unabhéngigen Medanismus erfolgt.

In der nadhsten Phase wollte ich wisen, ob und wie hMeCP2 einen anderen Promotor
reprimiert. Dazu wurden die SV40-Enhance/Promotor enthaltenden Hindlll -Fragmente in
Reporterplasmiden pAGLu und pGS5AGLU gegen ein 409 bp langes Fragment aus der
genomischen DNA vom Adenovirus Typ 5 (Geschenk von Dr. Schnieders), das Major-Late-
Promotor (MLP) enthdlt, ausgetauscht. 1000 ng der neuen Reporterplasmide pAGLu-MLP und
pPG5AGLU-MLP wurden jeweils zusammen mit 100 ng Effektorplasmid pcDNA3-Ga4BD-
TRDmecrz UNd 50 ng Referenzplasmid pRL-TK in HEK293-Zellen transient transfiziert. Das
Ergebnis ist in Abbildung 7D graphisch dargestellt. Wenn SV40-Enhancer/Promotor gegen
adenoviraden Mgor-Late(AdML)-Promotor ersetzt wurde, reprimiert TRD in Gal4-TRD diese
Promotor-Aktivitét in HEK293-Zellen rur noch um 25% und TSA konnte diese Represson
vollsténdig aufheben. Dieses Ergebnis war vergleichbar mit der friheren Beobaditung, dass
MeCP2 de Transkription vom humanen (-Actin-Promotor in einer TSA-sensitiven Weise
hemmt (Nan et al., 1997).

Zusammengefasd aus den jetzigen und den friiheren in vivo Experimenten wurde gezegt, dass
die Funktionsweise der TRD von MeCP2 abhéngig von dem Promotor-Kontext ist. Innerhalb
desslben Zelltyps (HEK293) konnten zwei verschiedene Repressonswege unterschieden
werden: ein bekannter Histon-Deaceylase-abhdngiger Weg und ein neuer, unbekannter Histon-
Deaceylase-unabhangiger Weg.
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Abbldung 7 Die TRD von hMeCP2 kann die Transkription durch einen Histon-Deaceylase-
unabhéngigen Weg reprimieren. Die Expressonsplasmide kodieren Gal4BD-Fusionsproteine mit
der C-terminalen Hélfte (TRD, aa196— 486 (A) und (D), der miniTRD (mMTRD, aa196— 310
(B) oder der C-terminalen Doméne (CD, aa 311 — 486 (C) von hMeCP2. Sie wurden mit
Reporterplasmiden pAGLu (SV40), pG5AGLuU (Gal4-Sv40), pMLP-AGLu (AdML) oder
pG5MLP-AGLu (Gal4-AdML) in HEK293-Zellen ko-transfiziert. TSA (100 ng / ml) wurde 24 h
nadh der Transfektion in die Ansitze dazugegeben, die mit dem Pluszechen gekennzechnet
snd. Normdisierte relative Luciferase-Aktivitdt (RLU) in der Abwesendheit von Ga4-
Bindungsdellen und TSA wurde ds 1.0 gesetzt. Ergebnisse sind représentativ fur mindestens
funf separate Experimente, jewellsin Triplikaten (+/- Standardabweichung).

Ich wiederholte die vorherigen transenten Transfektionen in NIH3T3-Zellen, um die
Moglichkeit zu Uberprifen, ob die transkriptionelle Represson in den durch adenovirale DNA
transformierten HEK293-Zellen duch die Wedselwirkungen zwischen virdlem Onkoprotein
E1A und zdlul&ren transkriptionellen Aktivatoren oder Co-Aktivatoren vermittelt sein konnte
(Graham et al., 1977 Eckner et al., 1994 Yang et al., 1996. In Abhildung 8A/B ist graphisch
dargestellt, dass swohl die TRD (aa 196 — 486, as auch die miniTRD (aa 196 — 310 die
transkriptionelle  Aktivitdt vom SV40-Enhancer/Promotor in NIH3T3-Zellen signifikant
reprimierten und dass TSA die Represson durch miniTRD gar nicht und die durch TRD nur sehr
leicht aufhob. Diese leichte Aufhebung lag wahrscheinlich an einem allgemeinen, Transkription
stimulierenden Effekt von TSA, der auch in dem Vergleichsansatz mit dem Reporterplasmid
ohre Gal4-Bindungsdellen beobaditet wurde. Zusammengefasd heil3t es, dass der Histon-
Deaceylase-unabhangige Repressonsweg von MeCP2 Zelltyp-unabhangig ist.
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Abbildung 8 Die Represson der SV40-Enhancer/Promotor-Aktivitét durch TRD in NIH3T3-
Zellen und de Represson der SV40-Promotor-Aktivitdt durch TRD in HEK293-Zellen. (A) und
(B) Histon-Deaceylase-unabhangige Represson durch TRD in NIH3T3-Zellen. NIH3T3-Zellen
wurden mit Reporter- und Expressonsplasmiden wie in Abhldung 7A/B transfiziert. (C) und
(D) Die Represson des SV40-Promotors. HEK293-Zellen wurden mit dem Expressonsplasmid
PCDNA3-Gal4BD-TRDyecp, 0der  pcDNA3-Gal4BD-miniTRDyecp,  zusammen  mit  dem
Reporterplasmid pGL3-Promotor (SV40P) oder pG5GL3-Promotor (Gal4-Sv40P) ko-

transfiziert. Ergebnise sind repréasentativ fir mindestens drei separate Experimente, jewells in
Triplikaten (+/- Standardabweichung).

Darlber hinaus wollte ich untersuchen, ob die Represson durch TRD vom SV40-Enhancer
abhéngig sein konnte. Hierfir benutzte ich das Reporterplasmid pGL3-Promotor (Promega,
Geschenk von Dr. Fang), das Firefly-Luciferase unter Gebrauch vom SV40-Promotor aus drei
21bp-Wiederholungen und der Promotor-nahen AP-1-Bindungstelle exprimieren kann. Sein
Derivat fur den Ga4BD-Versuch, pG5GL3-Promotor, wurde generiert, indem das BamHI-
Fragment aus pFR-Luc in die BamHI-Schnittstelle vor SV40-Promotor auf pGL3-Promotor
eingebaut wurde. 1000 ng Reporterplasmid pGL3-Promotor oder pG5GL 3-Promotor wurden
zusammen mit 100 ng Effektorplasmid pcDNA3-Gal4BD-TRDyecp, 0der pcDNA3-Ga4BD-
MINITRDuecrz UNd 50 ng Referenzplasmid pRL-TK in HEK293-Zellen transient ko-transfiziert.
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Das Ergebnis ist in Abbildung 8C/D graphisch dargestellt. Die TRD und de miniTRD von
MeCP2 reprimierten den SV40-Promotor genauso effizient wie den wollstéandigen SV40-
Enhancer/Promotor. Das deutete darauf hin, dass die transkriptionelle Represson durch TRD
nicht vom vollstandigen SV40-Enhancer abhangig war. TSA erhohte die Promotor-Aktivitét
sowohl in der Kontrolle, als auch im reprimierten Zustand, was moglicherweise wieder den
allgemeinen Transkription-stimulierenden Effekt von TSA wiederspiegelte. Dennoch hob TSA
die TRD-vermittelte Represson des SV40-Promotors nicht auf.

3.4 Die Mutationsstudie von miniTRD

Die Ergebnisse in Abbldung 7A/B/C und Abbildung 8A/B zeigen auch, dass miniTRD in der
Repressonsdérke von TRD nicht zu unterscheiden ist, wahrend CD eine deutlich schwadere,
aber dignifikante Represson wvorzegt. Daraus wurde geschlosen, dass die wesentlichen
Represor-Aktivitaéten von lMeCP2 in miniTRD (aa196 — 310 lokalisiert sind und CD (aa311
— 486 wahrscheinlich eine redundante oder akzesorische Rolle in der Represson spielt. In der
folgenden Studie konzentrierte ich mich auf die Identifizierung der wichtigsten Aminosdurereste
innerhalb miniTRD.

Die besonders kritischen Aminosdurereste in einem Protein unterliegen normalerweise @nem
hoheren Selektionsdruck als die weniger esentielen Aminosdurereste. Weil das Auffinden
solcher evolutionar stark konservierten Aminosiurereste oft den ersten Hinwels auf ihre
biologische Funktion liefert, wird ein Sequenzvergleich von miniTRDs aus Mensch (Homo
sapiens), Ratte (Rattus norvegicus), afrikanischem Krallenfrosch (Xenopus laevis) und Huhn
(Gallus gallus) mit der Computerunterstiitzung durchgeftihrt (Abbildung 9). Die vermutlich auf
die Trinukleotid-Amplifikation zurtickzufihrenden Poly-Prolin- und Poly-Glycin-Regionen in
MeCP2/ARBP aus Huhn wurden als Pn und Gn zusammengefass (Weitzd et al., 1997). Se
konnten moglicherweise die Grenzen der Subdoménen innerhalb TRD darstellen. Sedis 9-aa
Segmente wurden fur die folgende Mutationsdudie ausgesucht, wobel die Sequenzen der
Segmente A und C signifikant divergieren und de Sequenzen der Segmente B, D, E und F von
Amphibien his Sugetiere relativ stark konserviert sind.
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Abbildung 9 Sequenzvergleich zwischen miniTRDs von MeCP2 aus Mensch (h), Ratte (r),
Kralenfrosch (x) und Huhn (g) (Genbank-Zugangsnummer Y12643 M94064 AF051768 wud
Y14169. Nur das MeCP2 aus Huhn enthélt eine Kette aus fast ausschliefdlich Glycin-Resten
(Gn) und eine Kette aus fast ausschliel¥lich Prolin-Resten (Pn), die vermutlich durch die
Trinukleotidamplifikation entstanden sind (Weitzd et al., 1997. Licken in den Sequenzen
werden durch Punkte markiert. Sedhs 9-aaSegmente (A — F), die durch Balken oberhalb der
menschlichen Sequenz gekenrzeichret sind, wurden durch Austausch gegen die Sequenz
VDY KDDDDK mutiert. Der Pfell zagt den Ort einer Unsinnmutation (R255X) bel einer Rett-
Patientin (Amir et al., 1999. Das Kernlokaliserungsigna (NLS) ist durch einen Baken
unterhalb den Sequenzen markiert (Nan et al., 1996.

Die Region auf dem Expressonsplasmid pcDNA3-Gal4BD-TRDyecr, die das Segment A, B, C,
D, E oder F kodiert, wurde mittels Uberlappungs-PCR (2.2.11) in ein FLAG-Epitop mit einer
zusdtzlichen N-terminalen Vain (VDY KDDDDK) mutiert. Die hier benutzte Strategie, neun
Aminosauren auszutauschen, statt sie a1 deletieren, erméglicht die kinstliche Mutation einer
ausgesuchten Stelle ohne den unspezfischen Mutationseffekt durch grobe Proteinstruktur-
Veranderungen. Das eingefigte FLAG-Epitop erméglicht darlber hinaus gleichzdtig
immunologische Untersuchungen der Uberexprimierten, mutierten Fusionsproteine Ga4BD-
TRDwecp2 (Mutanten A bis F) in Zellen mit monoklonalem Antikérper M2 gegen FLAG-Epitop
(Sigma).

Das Segment D befindet sich innerhalb des Kernlokaliserungsignals (NLS) (Nan et al., 1996.
Es gellte sich die Frage, ob die Mutation im Segment D oder in benachbarten Segmenten die
Kernlokalisation des Fusionsproteins Gal4BD-TRDyecp, bedantraditigen konnte. Dazu wurden
NIH3T3-Zellen mit Expressonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-TRDyecp, (Mutanten A — F)
transfiziert und mit Antikdrper gegen FLAG-Epitop immuncytochemisch untersucht. HEK293
Zellen wurden dafUr nicht verwendet, well sie sich bel der Fixierung und der Permeabili sierung
stark abkugeln und somit die Unterscheidung zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasmasaum
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erschweren. NIH3T3-Zellen beiben dagegen radh solchen Behandlungen im urspriinglichen
ausgestredkten  bezehungsweise ausgebreiteten Zustand. Das Untersuchungsergebnis in
Abbldung 10 zeigt eine endeutige Ko-Lokalisation zwischen mutierten Fusionsproteinen
Gal4BD-TRDyecp, (Mutanten A bis F) (grun geféarbt) und DNA (blau geférbt). Das heif3t, ale
Mutanten (A bis F) sind korrekt in Zellkernen akkumuliert. Fur dieses Phdnomen gibt es
wahrscheinlich zwei Ursadhen. Einerseits beherbergt die Ga4-DNA-Bindungsdoméne en
internes Kernlokaliserungssgnal, das auch in Saugerzdlen funktionsfahig ist und somit
Gal4BD-Fusionsproteine in Zellkerne leitet. Andererseits wurde das zweitelige basische
Kernlokalisierungssgnal von MeCP2 duch Mutation D nicht vollstandig geloscht und konnte
noch ausreichende Restaktivitét besitzen.

DAPI

anti-FLAG

A B C D E F

Abbldung 10 Kernlokalisation der Gal4BD-TRDyecr, (Mutanten A — F). Expressonsplasmide
PCDNA3-Ga4BD-TRDyecr, (Mutanten A — F) wurden in NIH3T3-Zellen transient transfiziert.
Die aif Dedglaschen fixierten Zellen wurden einer DNA-Farbung mit DAPI (blaue Farbung)
und einer Detektion der mutierten Fusionsproteine Gal4BD-TRDyecr, (Mutanten A — F) mit
monoklonalem Antikorper gegen FLAG-Epitop (anti-FLAG) (Sigma) und an FITC gekoppeltem
sekundarem Antikorper gegen Maus 1gG (Dianova) unterzogen (grine Féarbung). Die DNA-
Farbung dent als positive Kontrolle fir die Zellkernfarbung.

Reporterplasmide pG5AGLuU (1000 ng) wurden mit Expressonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-
TRDwecr2 (Wildtyp oder Mutanten A bis F, 100 ng) und Referenzplasmid pRL-TK (50 ng) in
HEK293 Zellen transient ko-transfiziert. Die Represoreigeschaft dieser sedis neu generieten
Mutanten wurden mit der vom Wildtyp verglichen (Abbldung 11, linke H&lfte). Beim Mesen
der SV40-Enhance/Promotor-Aktivitdt stellte ich fest, dass die Repressonsfahigkeit der
Wildtyp-TRD durch die Mutation D vollsténdig geldscht war und durch die Mutation E stark
reduziert wurde. Andere vier Mutanten verhielten sich dhnlich wie die TRD vom Wildtyp. Das
zagt, dassdie Represson des SV40-Enhancer/Promotors von distinkten Aminosauresequenzen
innerhalb TRD von MeCP2 abhangig ist. Mit pG5MLP-AGLuU as Reporterplasmid wurde der
Vergleichsversuch noch mal durchgefihrt. In der rechten Hafte der Abbildung 11 wird gezegt,
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dassdie Represson des adenoviralen Mgor-Late-Promotors durch die Wildtyp-TRD nur bei den
Mutationen D und E zwar nicht stark, aber signifikant reduziert wurde. Zusammengefasd zeigen
die Daten aus der Mutationsdudie, dass die stark konservierten Segmente D und E besonders
wichtig fur die transkriptionelle Represson sind und die weniger konservierten Segment A, C
und de stark konservierten Segmente B, F hingegen nicht essentiell darstellen. Da das Segment
D auBerdem mit dem Kernlokaliserungssgnal (NLS) Uberlappt, ist dieses Segment
offensichtlich hifunktionell: es fungiert im Cytoplasma ds Kernlokaliserungssgna und im
Zellkern as Bindungsgelle fir den Co-Represoor mSIn3A (Nan et al., 1996 Yu et al., 2000.

Gal4-SV40-Luciferase Gal4-AdML-Luciferase

Normalized RLU

Galtk-TRO wt A B C D E F - wt A B C D E F -

Abbildung 11 Die Mutationsanalyse der Repressor-Aktivitdt der miniTRD von MeCP2. Das
Reporterplasmid pG5AGLuU (Gal4-SV40-Luciferase, linke Halfte) oder pGSMLP-AGLuU (Gal4-
AdML-Luciferase, rechte Hélfte) wurde dlein transfiziert (-) oder mit Expressonsplasmiden fur

Ga|4BD-TRDME(;p2_Wi|dtyp (Wt) oder Ga|4BD-TRDMeCPQ_Mutanten (A bis F) in HEK293-Zellen
ko-transfiziert. Resultate représentieren normalisierte Firefly-Luciferase-Werte aus mindestens
vier unabhéngigen Experimenten im Triplikat (+/- Standardabweichung).

Im folgenden wurde das Segment D ndher untersucht. Es fiel auf, dassesim Segment D ein vom
Krallenfrosch bis zum Menschen hoch konserviertes Peptid aus s mehrheitlich basischen
Aminosduren PKKRGK (aa 265 — 270 gibt, wahrend das in der vorherigen Mutationsdudie
benutzte Peptid (VDY KDDDDK) utberwiegend saure Aminosauren enthielt. Aminosduren mit
sehr polaren Seitenketten befinden sich héufig auf der Protein-Oberflache und bilden die
intermolekularen Kontaktstellen. Vermutlich fuhrte hauptsadilich die Substitution der basischen
Aminosauren durch saure Aminosduren direkt zu einer gestorten Represor-Co-Represor-
Interaktion und indirekt zu der beobaditeten Derepresson in Abbldung 11. Um dieser
Hypothese nadchzugehen und de wichtigsten Aminosduren zu identifizieren, untersuchte ich das
Segment D mittels drel 2-aaMutationen M1 bis M3 und einer 4-aaMutation M4, wobel jeweils
die urspringlichen Aminosduren in saure Aminosauren mutiert wurden (Abbldung 12A). Der
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Austausch entsprediender Nukleotide auf dem Expressonsplasmid pcDNA3-Gal4BD-TRDwyecr2
wurde unter Benutzung von QuikChange site-direded mutagenesis kit (Stratagene) durchgefihrt
(2.2.20). Die Repressonsfahigkeit von den wvier feineren Mutanten M1 bis M4 wurde in
Abbldung 12B mit der vom Wildtyp verglichen. Der Austausch der zentralen basischen
KR267/268 gegen saure EE in der Mutante M2 bewirkte @ne Abnahme in der Repressonsdéarke
der Wildtyp-TRD um 23.3%. Der Austausch von insgesamt vier basischen Aminosauren gegen
saure EEEE in der Mutante M4 schwadte die Repressonsdérke der Wildtyp-TRD sogar um
55.3% ab. Mutanten M1 (PK265266-> DE) und M3 (GR268269-> DE) hingegen reprimierten
die SV40-Enhancer/Promotor-Aktivitdt normal im Vergleich zum Wildtyp. Zusammengefass
heil3t es, dass meine Mutationsanalyse den Kern der TRD von MeCP2 in eine 30 Aminosauren
lange Region mit zwei Gruppen besischer Reste (Segmente D und E) eingegrenzt hat. Diese
Region zeigt keine signifikante Ahnlichkeit zu anderen bekannten Repressordomanen (Kadosh et
al., 1997 Eilers et al., 1999. Die genauere Mutationsanalyse im Segment D unterstiitzte die
Vermutung, dass drei distinkte basische Aminosauren (K267, R268 wnd K271) eine besonders
kritische Rolle in der transkriptionellen Represson spielen.
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Abbildung 12 Die Mutationsanalyse des Sementes D aus der TRD von MeCP2. (A) Austausch
der konservierten Aminosauren (fett) im Segment D gegen saure Aminosauren in Mutanten M1
bis M4. (B) Das Reporterplasmid pG5AGLuU wurde dein transfiziert (-) oder mit dem

Expressonsplasmid fur Gal4BD-TRDwecr2-wildtyp (Wt) oder Gal4BD-TRDwyecr-Mutanten (M1
bis M4) in HEK293Zelen ko-trandfiziert. Resultate représentieren normalisierte Firefly-
Luciferase-Werte von mindestens vier unabhéngigen Experimenten im  Triplikat (+/-
Standardabweichung).
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Naddem sich der TRD-Kern um die Segmente D und E as notwendig fir die Represson
erwiesen hette, wollte ich testen, ob er fir die Represson auch ausreichend ist. Zuerst wurde die
cDNA von dem putativen TRD-Kern (aa 249 — 294 mittels PCR amplifiziert und in die Kpnl-
und BamHI-Schnittstellen von pcDNA3-Gal4BD eingebaut. Das neue Konstrukt pcDNA3-
Gal4BD-DEyecr (100 ng) wurde jeweils mit Reporterplasmid pAGLu oder pG5AGLuU (1000
ng) in HEK293-Zellen trandfiziert. Allerdings lie3 sich kein signifikanter Unterschied in der
Firefly-Luciferase-Aktivitdt zwischen beiden Transfektionsansdtzen feststellen, was gegen einen
vermuteten Represor-Effekt von dem Peptid DE (aa 249 — 294) sprach. Alternativ konnte das
Ausbleilben vom Repressor-Effekt durch das Fehlen stabilisierender, flankierender Sequenzen
zustande gekommen sein, weil das Peptid DE im natirlichen Fall in der Mitte des Proteins
MeCP2 vorliegt, wahrend es sch im Fusionsprotein Gal4BD-DEyece, am frei beweglichen C-
Terminus befindet. Aus dieser Uberlegung testete ich anschlieend den putativen Repressor-
Effekt vom Peptid DE in einem neu konzipiertem Reportersystem. Als Reporter wurde das
Plasmid pFR-Luc (Stratagene) benutzt, das mit seinem Minimal-Promotor aus einer TATA-Box
bei dleiniger Transfektion de facto transkriptionell inaktiv ist (Tabelle 5). Wenn aber das
Expressonsplasmid pcDNA3-Gal4BD-VP16AD (Geschenk von Dr. Thiesen; Thiesen, 2007) ko-
transfiziert wurde, konnte die Aktivierungsdomane von VP16 dank der Kopplung mit der Gal4-
DNA-Bindungsdoméne a1 Gal4-Bindungsgellen direkt stromaufwérts vor dem Minimal-
Promotor rekrutiert werden und de Transkription um vier Grofienordnungen drastisch erhthen
(Tabelle 5). Man kann zwischen Gal4BD und VP16AD ein zusdtzliches Peptid einschieben, das
dann auf diese Weise auf beiden Seiten flankiert ist und hinsichtlich seiner Repressor-Aktivitét
analysiert werden kann. Deshalb wurde die dNA von der miniTRD (aa 196 — 310 und von
dem Peptid DE (aa 249 — 294 mittels PCR amplifiziert und in die Kpnl- und BamHI-
Schnittstellen von pcDNA3-Ga4BD-VP16AD eingebaut. Das Reporterplasmid pFR-Luc (1000
ng) wurde ausammen mit dem Expressonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-miniTRDyecr-VP16AD
oder pcDNA3-Gal4BD-DEycr-VP16AD (100 ng) in HEK293-Zéellen transent ko-transfiziert.
Das Ergebnis ist in Tabelle 5 dargestellt. Wenn die miniTRD von MeCP2 zwischen der Gal4-
DNA-Bindungsdomane und der VP16-Aktivierungsdoméane engefligt wurde, erloschte sich die
VP16-stimulierte Transkription fast vollstandig. Das 46 Aminosduren lange Peptid DE konrte in
demselben Fusionskontext die VP16-stimulierte Transkription ebenfalls shr stark reduzieren.
Diese Daten weisen darauf hin, dass das Peptid DE unter Einbindung in eine gedgnete
Proteinumgebung tatsidilich als TRD-Kern ausreichen kann. Dass das Peptid miniTRD in
diesem Test die Transkription 10-ma so stark wie das Peptid DE reprimierte, deutet
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moglicherweise aif eine optimierte Umgebung von DE innerhalb miniTRD bezehungsweise
multiple unabhéngige Bindungsgellen fir Co-Repressoren innerhalb miniTRD hin.

Fusionsprotein Normalisierte Firefly- Prozentsatz
Luciferase-Aktivitat (x Standardabweichung)
(x Standardabweichung)
keins 75 + 40 0.0+0.0
Gal4BD-VP16AD 962620 + 306030 100 +31.8
Gal4BD-miniTRDwmecp2-VP16AD 9450 + 5230 09+0.5
Gal4BD-DEyecp2-VP16AD 145970 + 72450 151+75

Tabelle 5 Die Represson der VP16-aktivierten Transkription durch miniTRD und DE aus TRD
von hMeCP2. Das Reporterplasmid pFR-Luc (1000 ng) wurde mit Expressonsplasmiden fir
Fusionsproteine Gal4BD-VP16AD, Ga4BD-miniTRDyecp-VP16AD oder Gal4BD-DEyiece-
VP16AD (100 ng) in HEK293-Z€llen ko-transfiziert. Normalisierte relative Luciferase-Aktivitét
bel der Ko-Transfektion von pFR-Luc und pGal4BD-VP16AD wurde ds 100% gesetzt. Die
Resultate sind Durchschnittswerte von drei  unabhingigen Experimenten im Triplikat (+/-
Standardabweichung).

3.5 Protein-Protein-Interaktionen von MeCP2

Proteine kommen in vivo meistens nicht einzen vor, sondern treten mit anderen Proteinen in
Wedhselwirkung und bilden zusammen ein komplexes funktionelles Netzwerk in Zellen. Die
Identifizierung der Protein-Protein-Interaktionspartner kann dabel helfen, die biologische(n)
Funktion(en) und de darunter liegenden molekularen Medanismen eines Proteins abzuleiten.
Be MeCP2 ist die Bindung an den mSin3A-Co-Repressorkomplex aus seben Proteinen
[mSin3A, HDAC1, HDAC2, RbAp48 RbAp46, SAP30 wnd SAPL18] fir seine Repressor-
Aktivitdt wichtig, weil die transkriptionelle Represordomdne mit der mSIN3A-
Interaktionsdoméane aum grofen Teil Uberlappt und de transkriptionelle Represson teilweise
durch den spezfischen Inhibitor der Histon-Deaceylase, TSA, aufgehoben werden kann (Nan et
al., 1998 Jones et al., 1998 Zhang et al., 1997). Auf der anderen Seite zegen meine Daten in
3.3 die Existenz dnes zusédtzlichen Histon-Deaceylase-unabhéngigen Repressonsweges von
MeCP2, was darauf hinweist, dass MeCP2 auler dem mSin3A/HDAC-Komplex noch weitere
Protein-Protein-1nteraktionspartner haben konnte, zum Beispiel generelle Transkriptionsfaktoren
und / oder speafische transkriptionelle Aktivatoren. Tatsédlich wurden in GST-Pulldownassays
CBP, TBP, c-Jun und c-Fos als in vitro Interaktionspartner von MeCP2 identifiziert (Thiesen,
200)). Pardlel dazu wollte ich mittels Immunprazpitation die in vivo Interaktionspartner von
MeCP2 identifizieren. Das Prinzip der Immunpréapitation besteht darin, dass man mittels eines
spezfischen Antikorpers gegen Protein X nicht nur Protein X selbst, sondern auch die in vivo
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mit Protein X as®ziierenden Proteine aus einem komplexen Zellextrakt prazpitieren kann. Die
Voraussetzung fir die Immunpréazpitation ist demnach die Verflgbarkeit eines gedgneten

spezfischen Antikorpers.

Unter den kommerziell verfigbaren Kaninchen-Antikorpern wurden anti-mSin3A (K-20, Santa
Cruz), anti-TFII B (C-18, Santa Cruz), anti-c-Fos (4, Santa Cruz), anti-c-Jun (H-79, Santa Cruz),
anti-Oct-1 (C-21, Santa Cruz) und anti-AP2a (C-18, Santa Cruz) ausgewahit. TFIIB gehdrt zu
den generellen Transkriptionsfaktoren und ist an der Initidlisierung der Transkription betelli gt.
AP-1 (Heterodimer aus c-Jun und c-Fos), AP-2 (Heterotrimer aus AP2a, AP23 und AP2y), und
Oct-1 zé&len zu den spezfischen aktivierenden Transkriptionsfaktoren wvom SV40
Enhancer/Promotor. Das Gesamtlysat aus HEK293-Zellen wurde in separaten Ansdtzen mit
einem der oben genannten Antikorper immunpraapitiert. Die Prazpitate wurden anschlief3end
einer Western-Blot-Analyse mit polyklonalem Huhrer-Antikorper gegen hMeCP2 unterzogen
(Box 2, Geschenk von Koch). Das Ergebnis wird in Abbldung 13 gezegt. Das Anti-mSin3A-
Prézipitat zeigte en schwadrpostives Signa auf der Hohe von hMeCP2. Dieses Resultat
bestdtigte @nerseits die in vivo Interaktion zwischen MeCP2 und mSin3A (Nan et al., 1998,
anderersaits war es auch konsistent mit der frilhen Beobadhtung aus GST-Pulldownassays, dass
die Bindung zwischen MeCP2 und mSin3A nicht besonders hoch effizient war (Yu et al., 200Q
Thiesen, 2001). Das Anti-TFIIB-Préazpitat zegte eenfals ein schwad-positives Signal und
unterstitzt das Modell, dass MeCP2 tber Kontakt mit der generellen Transkriptionsmaschinerie
die Initidiserung der Transkription hemmt (Kaudov und Wollfe, 2000. Das Anti-c-Jun-
Prazpitat zegte en stark postives Signal von hMeCP2, diese Beobaditung weist auf eine
Wedhselwirkung zwischen MeCP2 und AP-1 (Heterodimer von c-Jun und c-Fos) hin. Dass das
Anti-c-Fos-Préazpitat hingegen ein regatives Signal fur hMeCP2 zagte, konnte an der Natur des
Antikorpers gegen c-Fos liegen, zum Beispiel er konnte mit MeCP2 um dieselbe Bindungsdelle
auf c-Fos konkurrieren. In den anderen beiden Immunprazpitaten (anti-Oct-1 und anti-AP20)
war das hMeCP2-Signal ebenfalls negativ. Ein rezproker Immunpraapitationsversuch mit
Antikorper gegen hMeCP2 wurde nicht erfolgreich durchgefuihrt, weil sich die engesetzten
Huhrer-Antikdrper (Box 2) als nicht geagnet fur die Immunpraapitation erwiesen.
Zusammengefasd weisen meine vorlaufigen Daten darauf hin, dass TFIIB und c-Jun (AP-1)
neue in vivo Interaktionspartner von MeCP2 sein konrten. Diese beiden potentiellen Protein-
Protein-Interaktionen konnten eine wichtige Rolle in der Histon-Deaceylase-unabhéngigen,

transkriptionellen Represson von MeCP2 spielen.
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Abbldung 13 Identifizierung der Protein-Protein-Interaktionspartner von MeCP2 mittels
Immunpréapitation. Mit dem Gesamtlysat aus HEK293-Zellen wurde Immunpraapitation mit
angezegten Antikorpern durchgefuhrt. Die Detektion von hMeCP2 in Immunprazpitaten
erfolgte mit primarem polyklonalem Huhner-Antikorper gegen MeCP2 (Box 2, Geschenk von
Koch) und sekunddrem HRP-konjugiertem Antikorper gegen Huhrer IgY (Dianova). Der Pfell
zagt die Hohe von hMeCP2 bel circa 80 kDa. Nur im Immunprézpitat mit AntikGrper gegen
mSIN3A, THIB oder c-Jun war hMeCP2-Signal zu detektieren. Die zawvei hoher liegenden
Banden, die in allen sechs Immunpraapitaten vorkamen, waren hingegen Artefakte.

Eine dternative Moglichkeit, in vivo Protein-Protein-Interaktionen zu verifizieren, ist der Zwei-
Hybrid-Versuch (Fields und Song, 1989. Dabei Uberexprimiert man ein erstes Fusionsprotein
aus Ga4BD und Protein X sowie é@n zweites Fusionsprotein aus VP16AD und Protein Y
zusammen in Zellen. Komnt es zu einer in vivo Interaktion zwischen Protein X und Protein Y,
wird ein artifizieler Transkriptionsfaktor Gal4BD-Xe*Y-VP16AD rekonstruiert, der dann die

Expresson eines Reportergens auf einem ko-transfizierten Indikatorplasmid stimuliert.

Ich Uberprufte die Interaktion zwischen MeCP2 und c-Jun unter Gebrauch wvon einigen
Komponenten aus Mammelian MATCHMAKER Two-Hybrid Assy Kit (Clontedn). Zur
Expresson des ersten Fusionsproteins Ga4BD-TRDyecr, Vverwendete ich  das
Expressonsplasmid pcDNA3-Gal4BD-TRDwyecr, (3.3), weil die TRD von MeCP2 (aa 190 —
486) mit c-Jdun in GST-Pulldownassays gark interagiert (Thiesen, 2001). Zur Expresson des
zweiten Fusionsproteins VP16AD-c-Jun konstruierte ich ein neues Expressonsplasmid pVP16-
c-Jun, indem ich die vollsténdige dDNA von c-Jdun (Geschenk von Dr. Angel) per PCR
amplifizierte und in die EcoRI- und BamHI-Schnittstellen von pVP16 (Clontedh) einbaute. Da
dieses Expressonskonstrukt pVP16-c-Jun leider keine in Western-Blot detektierbare Expresson
des Fusionsproteins <haffte, wurde das Fusionsprotein VP16AD-c-Jun kodierende Bglll-
BamHI-Fragment aus pVP16-c-Jun herausgeschnitten und in die BamHI-Schnittstelle von
pcDNAL.LAmp (Invitrogen) eingebaut. Das neue Konstrukt pcDNAL.1/Amp-VP16-c-Jun
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bewirkte ene starke Expresson des Fusionsproteins. Drittens benutzte ich pFR-Luc (Stratagene)
als Indikatorplasmid. Wenn alle drei Plasmide pcDNA3-Ga4BD-TRDwecr2, PCDNAL.L/Amp-
VP16-c-Jun und pFR-Luc in HEK293Zelen transent ko-transfiziert wurden, ergab sich
uberraschenderweise @ne Firefly-Luciferase-Aktivitét, die sich kaum von der Firefly-Luciferase-
Aktivitét bei der Ko-Transfektion wvon nur pcDNA3-Gal4BD-TRDyecp, Und  pFR-Luc
unterschied (Tabelle 6, Zeilen 6 und 7). Die Verwendung einer anderen Zellli nie, Huh7-Zellen,
bradite eenfalls keine ewartete Aktivierung der Firefly-Luciferase-Expresson, sondern eher
eine Abschwadhung (Tabelle 6, Zellen 8 und 9). Bei einer vorhergesagten Interaktion zwischen
MeCP2 und c-Jun hétte man aber eine mindestens 10-fach hohere Firefly-Luciferase-Expresson
erwaretet. Das Ausbleiben einer solchen hoheren Reportergen-Expresson lag nicht an einer
ausgebliebenen Exprimierung beider Fusionsproteine, weil die Expresson beider Peptide jeweils
mit Antikdrper gegen Gal4BD (Clontedh) bezehungsweise gegen VP16AD (Santa Cruz) in
Western-Blots nadhgewiesen werden konnte (Daten ncht gezagt). Wenn aber die
Expresgonsplasmide pM-53 (zur Expresson des Fusionsproteins aus Gal4BD und p53
Clontedn), pVP16-T (zur Expresson des Fusionsproteins aus VP16AD und dem grof¥en T-
Antigen, Clontedh) und pFR-Luc in HEK293Zellen transient ko-transfiziert wurden, ergab sich
eine deutlich hohere Firefly-Luciferase-Aktivitét als die bei der Ko-Transfektion von rur pM-53
und pFR-Luc sowohl in HEK293-Zéellen, als auch in Huh7-Zellen (Tabelle 6, Zeillen 2 bis 5). Da
dieses positve Ergebnis die bekannte Interaktion zwischen p53 wd dem grofen T-Antigen
reproduzierte, zeigte es, dassmein Testsystem im Prinzip korrekt aufgebaut war.

Es gab zwei Moglichkeiten, das negative Ergebnis aus meinem Zwei-Hybrid-Versuch von oben
zu interpretieren. Die este Moglichkeit war, dasses keine in vivo Interaktion zwischen MeCP2
und c-Jun gibt, obwohl Ergebnise ais GST-Pulldownassay und Immunprazpitation dagegen
sprechen. Die aweite Mdoglichkeit war, dass der reprimierende Einfluss von TRDyecp, den
stimulierenden Einfluss des rekonstruierten Aktivators Gal4BD-TRDyecpz* * Cc-Jun-VP16AD
uberstieg. Wenn TRDwuecp, beispielsweise awischen Gal4BD und VP16AD eingefugt wurde,
erniedrigte sich die VP16AD-stimulierende Transkription um mehr as 100-fach (Tabelle 5).
Dass kein einziger Interaktionspartner von MeCP2 bisher in der Fadliteratur mittels der
gebrauchlichen Hefe-Zwel-Hybrid-Durchmusterung aufgefunden wurde, unterstiitzt ebenfalls die
zuletzt genannte Moglichkeit.
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Zelllinie | Expressons- | Expressons- | Firefly-Luciferase-Aktivitat Relative
plasmid 1 plasmid 2 (+ Standardabweichung) Stimulierung
(%)
HEK?293 pM-53 Kein 1675+ 838 100%
HEK293 pM-53 pVP16-T 33032+ 2016 1972%
Huh7 pM-53 Kein 324+ 35 100%
Huh7 pM-53 pVP16-T 49975+ 20101 15424/%
HEK293| pcDNA3- Kein 490+ 98 100%
Ga4BD-
TRDwmecr2
HEK293| pcDNA3- pcDNA1.1/Amp- 506+ 119 103%
Ga4BD- VP16-c-Jun
TRDwmecr2
Huh7 pPcDNA3- Kein 1472+ 664 100%
Ga4BD-
TRDwmecr2
Huh7 pcDNA3- | pcDNAL.1I/Amp- 407+ 90 28%
Ga4BD- VP16-c-Jun
TRDwmecr2

Tabelle 6 Untersuchung oer Protein-Protein-Interaktion mit Zwei-Hybrid-Versuchen in
Saugerzdlien. 1000 ng Reporterplasmid pFR-Luc (Stratagene) wurde mit 100 ng angegebenen
Expressonsplasmiden in HEK293-Zellen oder Huh7-Zellen transient ko-transfiziert. 48 h nadh
der Transfektion wurden die transfizierten Zellen lysiert. Die Firefly-Luciferase-Aktivitét in
Lysaten wurde gemes®n. Die jewelligen Firefly-Luciferase-Aktivitéten in der Abwesendheit des
Expresgonsplasmides 2 wurden als 100% gesetzt. Die Resultate sind durchschnittliche Firefly-
Luciferase-Werte aus drei unabhéngigen Versuchsreihen (+/- Standardabweichung).

3.6 Repressionder L1-Promotoren durch TRDwecp2 und T RDygp1

Dass MeCP2 ein transkriptioneller Represor ist, wurde durch die Daten aus verschiedenen
Labors gut untermauert (Nan et al., 1997 Nan et al., 1998 Kaludov und Wolffe, 200Q Yu et al.,
2000. Aber esist his jetzt absolut unbekannt, welche endogenen Gen-Expressonen tatsadhlich
durch MeCP2 negativ reguliert werden. Ein Hinweis auf die mogliche Antwort liefert die
Vertellung der 5'-Methylcytosine im menschlichen Genom: mehr als 90% davon liegen in
Retrotransposons, nur ein kleiner Prozentsatz liegt in Satelli ten-Sequenzen und schlief3lich eine
geringe Minderheit ist vertelt in Exons und regulatorischen Sequenzen. Somit ist es
wahrscheinlich, dass das abundante Kernprotein MeCP2 hauptsidilich ein Repressor der
zahlreichen Retrotransposons ist und nur in seltenen Félen, zum Beispiel Krebs, die Expresson
der wirtseigenen Gene negativ reguliert. In der folgenden Arbeit wurde die Mdglichkeit
untersucht, ob LINE-1 und Alu, die zwvei einzigen noch aktiven Nicht-LTR-Retrotransposons,

Repressonsziele von MeCP2 sein konnten.
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LINE-1(L1) maden mit ungeféhr 516000 Kopien 16.9% des menschlichen Genoms aus. Sie
enthalten einen internen Polll-Promotor und zwei lange offene Leseraster. Die Uberwiegende
Mehrheit der L1s ist defekt in der Retrotranspostion, well se an 5-Ende gekirzt, intern
umgeordnet oder mutiert sind (Kazazan et al., 1998. Nur eine Untergruppe von circa 60
vollstdndigen L1s bleiben retrotransposition-kompetent (Sassaman et al., 1997 International
Human Genome Sequencing Consortium, 2001). Beweise fur die Aktivitét dieser Untergruppe
werden durch vierzehn hekannte Fdle von menschlichen Krankheiten, die durch reue L1-
Retrotranspositionen  verursadit wurden, dokumentiert. Der Vorgang Retrotransposition
beinhaltet die Entstehung eines vollsténdigen Transkriptes, Trandation der beiden offenen
Leseraster, reverse Transkription und Insertion in neue genomische Loci (Boeke 1997). Der
interne 5°-Polll-Promotor enthélt eine CpG-Insdl, die sehr stark methyliert ist (Woodcock et al.,
1997). Die Methylierung beinhaltet sowohl symmetrische und nicht-symmetrische
Methylierungen in CpG-Dinucleotiden, als auch Methylierungen an Nicht-CpG-Stellen. Man
glaubt, dass die Hypermethylierung der L1-Promotor-Region einen wesentlichen
Abwehrmedianismus gegen diese genomischen Parasiten darstellt (Woodcock et al., 1997,
Yoder et al., 1997).

Die durch die DNA-Methylierung verursadite transkriptionelle Represson wird dem Modell
zufolge hauptsadilich durch die Bindung der MBD-Proteine, die Rekrutierung oder Histon-
Deacéylasen und de Erzeugung einer transkriptionell inaktiven Chromatinstruktur verursadit
(Hendrich und Bird 1998 Bird und Wolffe 1999. Neben MeCP2, dem ersten klonierten
Mitglied der MBD-Familie, sind zwel weitere Mitglieder, MBD1 und MBD2, bekanrt fir ihre
Eigenschaft as Methyl-CpG bindende Represoren und werden daher auch in meiner

Retrotransposonsdudie analysiert.

MBD1, das grof¥e Mitglied der MBD-Familie, wird entweder als 605 Aminosduren lange
Isoform (MBD1v1) exprimiert, oder als eine der mehreren kirzeren Isoformen (MBD1v2,
MBD1v3, MBD1v4 und PCM1) durch alternative Spleil3-Vorgange exprimiert (Cross et al.,
1997 Hendrich und Bird, 1998 Fuijita et al., 2000. Alle Isoformen verfligen Gber eine MBD im
N-Terminus owie @ne TRD im C-Terminus und sie unterscheiden sich durch die Anzahl der
zentral liegenden CxxC-Motive und de kurzen Verbindungsregionen. Die physiologische Rolle
dieser Varianten ist weitgehend unbekannt. MBD1 lokaisert sich hauptsidiich in stark
methylierten Satelliten 2 und 3 in pericentromerischem Heterochromatin auf Chromomen 1, 9,
15 und 16(Ng et al., 2000.



60

MBD2 kommt durch aternativen Gebrauch des Start-Codons in zwei Isoformen vor: MBD2a
und MBD2b (Hendrich und Bird, 1998. MBD2 ist eine integrale Komponente des Komplexes
MeCP1, das unter anderem mSin3A, HDAC1, HDAC2, RbAp46 und RbAp48 enthédlt (Ng et al.,
1999. MBD2 kann auf3erdem mit MBD3 heterodimerisieren und den Nucleosom-Remodelli ng-
Komplex NuRD rekrutieren (Zhang et al., 1999 Tatematsu et al., 2000. Die MBD von dem
kirzeren MBD2b liegt am N-Terminus und Uberlappt partiell mit der TRD (Boeke et al., 2000.

Fur meine Untersuchung der moglichen Represson des L1-Promotors durch TRD von MBD-
Proteinen wurden zuerst Reporterplasmide konstruiert. Die Promotor-Region von dem Element
L13 (nt 1 — 909 (Geschenk von Dr. Schumann) wurde mittels PCR-amplifiziert und in die
Hindlll -Stelle von pGL3-Basic (Promega, Geschenk von Dr. Fang) eingebaut. Das daraus
resultierte Reporterplasmid pGL3-L1.3 exprimiert Firefly-Luciferase unter Gebrauch des
internen L1.3-Promotors. Weiter durch den Einbau des BamHI-Fragmentes von pFR-Luc in die
Bglll-Stelle wurde pGL3-L1.3 zu pG5GL 3-L 1.3 umgewandelt, das sromaufwarts vor dem L1.3-
Promotor zusétzlich funf Kopien der Gal4-Bindungsdelle ethielt (Abbildung 14A). Auf
dieselbe Weise wurden zwel weitere Reporterplasmide mit der Promotor-Region von dem
Element L1gp (Nt 1 — 905 (Geschenk von Dr. Schumann) konstruiert: pGL3-L 1gp und pG5GL 3-
L1gpe. Die beiden L1-Elemente L1.3 und L1lgp kdnnen unter Laborbedingung in kultivierten
HelLaZellen aktiv retrotransponieren (Moran et al., 1999 Kimberland et al., 1999. Die
Integration eines retrotransponierten L 1rp-Elementes in ein Intron des Gene RP2 verursadite bel
einem Patienten die Augenkrankheit Retinitis pigmentosa Typ 2 (Schwahnet al., 1999.

Danadch wurden die Expressonsplasmide fur die TRDs von MBD1 und MBD2 konstruiert. Da
die entsprechenden cDNAS nicht zur Verfligung standen, wurden sie von mir selbst kloniert. Die
Gesamt-RNA aus HEK293-Zellen wurde mit High Pure RNA Isolation Kit (Roche) isoliert und
als Ausgangsmateria fur RT-PCR verwendet. Das Design der Primersequenz basierte aif die
publizierten Nukleotidsequenzen von MBD1 (aa383— 605 TRD befindet sich zwischen aa506
und 538 Ng et al., 2000 und MBD2b (aa45 — 262 TRD befindet sich zwischen aa45 und 82
Boeke et al., 2000 in der offentlichen Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez). Die
gewonrenen cDNA-PCR-Fragmente wurden zuerst in pGEM-T-Easy (Promega) as
Zwischenstufe kloniert und nadh der Verifizierung der Sequenzen in die Kpnl- und BamHI-
Stellen von pcDNA3-Ga4BD umkloniert. Die beiden reuen Plasmide pcDNA3-Gal4BD-
hMBD1vl(aa 383 — 605 und pcDNA3-Gal4BD-hMBD2b(aa 45 — 262 exprimieren jewells
Fusionsproteine aus Gal4BD und TRD enthatenden C-Termini von MBD1 und MBD2.
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Um die Wirkung von MeCP2 auf die L1-Transkription zu untersuchen, transfizierte ich das
Reporterplasmid pGL3-L1.3 oder pG5GL3-L1.3 zusammen mit dem Expressonsplasmid
PcDNA3-Ga4BD-TRDyecr, in HEK293Zellen. Das Western-Blot mit dem monoklonalen
Antikorper gegen Ga4BD (Clontedh) bewies eine dfiziente Expresson des Fusionsproteins
Gal4BD-TRDyecrz (Abbildung 14B). Die Transkription vom L1.3-Promotor ist 1.5-fach so
effektiv wie die vom SV40-Promotor (Daten nicht gezagt). Nadch der Einfigung der Ga4-
Bindungsequenzen stromaufwérts vor dem L1.3-Promotor reduzierte sich die Firefly-
Luciferase-Expresson, je nadh der verwendeten Menge des Effektorplasmides pcDNAS-
Gal4BD-TRDyecpp, Signifikanterweise um 63 — 726 (Abhldung 14C). Identische Resultate
wurden auch in HelLaZellen erzidt. In Anwesendheit von Trichostatin A (TSA), einem
spezfischem Histon-Deaceylase-Inhibitor, betrug de TRDyecp-vermittelte Represson 57%,
was auf eine transkriptionelle Represson unabhéngig von Histon-Deaceylase-Aktivitét
hindeutet (Abbildung 14D). Ich untersuchte aich die Reprimierbarkeit der Promotor-Region
eines anderen L1-Elementes, L1gp, das aus einem Patienten mit X-linked Retinitis pigmentosa 2
isoliert wurde (Kimerland et al., 1999 Schwahn et al., 1998. Der L 1gp-Promotor ist 2.1-fach so
effektiv. wie der SV40-Promotor und wurde in Anwesendheit der Gal4-Bindungsdellen
stromaufwérts vor dem Promotor durch das Fusionsprotein Gal4BD-TRDyecr, UM 69%
reprimiert, fast genauso effizient wie der L1.3-Promotor (Abbildung 14C). Identische Resultate
wurden auch mit dem L 1gp-Promotor in HeLa-Zellen erzielt.

Neben MeCP2 sind MBD1 und MBD2 weitere potentielle transkriptionelle Repressoren des L1-
Promotors, obwohl ihre TRDs keine offensichtliche Ahnlichkeit zu der von MeCP2 vorweisen.
Ich untersuchte daher, ob die TRDs von MBD1 und MBD2 de L1-Expresson beanflusen
konnten. Unter derselben Versuchsbedingung reprimierte das Fusionsprotein Gal4BD-TRDywgp:
die L1.3-Promotor-Aktivitét um 70%, wahrend das Fusionsprotein Gal4BD-TRDwgp2 keine
signifikante Represson vorzegte (Abbildung 14E). Diese Daten weisen darauf hin, dassnur die
TRDs von MeCP2 und MBD1, nicht aber die von MBD2, die Transkription vom L1-Promotor

speafisch reprimieren kdnnen.



62

+1
o
Li-luc —— L1.3/Ligp-5'UTR | Luc _ T
o
Gsui-tuc [[[[H__Lt8/Ligp - S'UTR | Luc__ S
5x § © |
2o
Gal4 E
196 207 310 486 5 g,
| — =
Gal4-TRDmecP2 | 722 I 5
o
383 506 538 6105
| L
Gal4-TRDmgp1 | | 7! v 0 o o 83
S 3 3 3 =1 P — |
£2 4 7 2 = e o
45 82 262 SE o o o o T o
| O © - o - ]
Gal4-TRDmgp2 | 7! | ¢85 ~ @ 7 B -
Gal4-BD o
Gal4-TRDpecp2 — ~— 0100601 02 04 01 01
g2 = 21 =5
5 2 2 5 =
-
p= @g @% T 31 2 31
2 el
g. BOR R g 8
= = = = =
= = = £ < g < |
Kba © ©O O 50 s o
Z i =z -
11— N y
80 —
— o [ (&} Q (4] Q Q Q
o - 5o 3335 % 3% %3
9= - BE b B 0 o 28 43
< gg o g o3 b b
36 — 3 (o o} 104
Gal4-TRDpecp2 + + + Gal4-TRDpgpy + + - =
TSA - - + +  Ga4-TRDmgp2 - - + +

Abbldung 14 Die TRDs von MeCP2 und MBD1 reprimieren die L1-Transkription. (A)
Schematische Karten der Reporterkonstrukte L1.3/L1gp-Luc und G5L1.3/L1gpe-Luc sowie der
EXpreSSionSkonStrukte fur Ga4BD-TRDyecr, Gal4BD-TRDygp1 und Gal4BD-TRDygp. Die
TRDs der MBD-Peptide sind als mit Schragstrichen gefillte Redhtedke gekennzechnet. (B)
Western-Blot-Analyse der Gesamtlysate ais mit pcDNA3-Ga4BD-TRDyecre, PCDNA3-
Ga4BD-TRDygp1 oder pCDNA3-Ga|4BD-TRDMBD2 transfizierten HEK293-Zellen mit dem
monoklonalen Antikdrper gegen Gal4BD (Clontedh). Die Fusionsproteine zegten ein apparentes
Molekulargewicht von jeweils 57, 46 wnd 42 KDa. (C) HEK293Zelen wurden mit 1000 ng
Reporterkonstrukt L1.3-Luc, G5L1.3-Luc, L1ge-Luc oder G5L1gp-Luc dlein (-) oder zusammen
mit der dargestellten Menge (60 — 400 ng) an Expressonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-TRDyecp2
ko-transfiziert. Relative normalisierte Firefly-Luciferase-Aktivitét (RLU) vom Reporterkonstrukt
L1.3-Luc dlein wurde ds 1.0 gesetzt. Das Histogramm zeigt die Durchschnittswerte der
relativen normalisierten Firefly-Luciferasewerte aus mindestens drei unabhéngigen Versuchen
(+/- Standardabweichung). (D) HEK293Zellen wurden mit 1000 ng Reporterplasmid L1.3-Luc
oder G5L1.3-Luc zusammen mit 100 ng pcDNA3-Gal4BD-TRDyecp, ko-transfiziert. Die Zellen
wurden 24 h nadh der Transfektion mit oder ohne TSA (100 ng / ml) 24 h lang inkubiert. (E)
HEK293 Zellen wurden mit 1000 ng Reporterplasmid L1.3-Luc oder G5L1.3-Luc zusammen
mit 100ng pcDNA3-Ga4BD-TRDygp1 oder pcDNA3-Gal4BD-TRDywgp2 ko-transfiziert.
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3.7 Repression des methylierten L1-Promotors durch MeCP2

Mehrere Beobaditungen weisen auf eine Schlissrolle der DNA-Methylierung bei der
Ausghaltung von L1-Elementen hin (Woodcock et al., 1997 Thayer et al., 1993. Naddem die
Reprimierbarkeit der L1-Promotoren durch die TRDs von MeCP2 und MBD1 in Versuchen mit
Fusionsproteinen gezegt werden konrnte, musse geklart werden, ob MeCP2 und MBD1 Uber
ihre egenen MBDs an methylierte LINEs binden und ihre Repressor-Aktivitéten dort entfalten
konrten. Allerdings war eine exakte Reproduktion des Methylierungsmusters in der L1-
Promotor-Region (insbesondere Hemi-Methylierung und Nicht-CpG-Methylierung) auf einem
Reporterplasmid noch nicht moglich. Auf der anderen Seite korreliert der Methylierungsdatus in
Positionen nt 36 und 304 in der L1-Promotor-Region umgekehrt mit der L1-Expresson in
kultivierten Zellen, so dass die von mir in der folgenden Arbeit gewdahlte in vitro Methylierung
des Reporterplasmides mit der M.Hpall-Methyltransferase (MBI Fermentas), die den L1.3-
Promotor in vier Positionen (nt 36, 101, 304, 481) methyliert, eine &zeptable funktionelle
Anngherung zu demin vivo Zustand darstellt (Thayer et al., 1993 Abhbildung 15A).

Ich untersuchte zuerst mittels transienter Transfektion die Wirkung von ko-exprimierter FLAG-
epitopierter MeCP2 auf die Transkription vom L1.3-Promotor auf dem Reporterkonstrukt pGL 3-
L1.3, das mit M.Hpall-Methyltransferase in vitro vollsténdig methyliert war. Das Ergebnis wird
in Abbildung 15B gezegt. Die Methylierung vom Reporterplasmid pGL3-L1.3 ohre exogene
uberexprimierte MeCP2 fiihrte au einer schwaden Reduktion der Expresson, wahrscheinlich
durch endogene MeCP2 und andere &niche zdluldre Faktoren. Darliber hinaus reduzierte
exogene Uberexprimierte MeCP2 de Transkription von nicht-methyliertem Reporterkonstrukt
pGL3-L1.3 im geringen Mal3e, vermutlich aufgrund der zuvor berichteten Affinitdt von MeCP2
zu nicht-methylierter DNA (Weitzd et al., 1997. Jedoch wurde die Transkription vom
methylierten L1.3-Promotor durch exogene Uberexprimierte MeCP2 sehr stark (circa 5-fad)
reduziert. Ich schlusdolgerte, dass MeCP2 in vivo an methyliertem L1-Promotor binden und

desen Transkription negativ regulieren kann.

Im analogen Versuch mit MBD1 wurde die MBD1-Spleilvariante 3 (MBD1v3) gewahit, weil es
MBD1v3 das dritte CxxC-Motiv und de damit verbundene Eigenschaft fehlt, unspeafisch an
nicht-methylierte DNA zu binden (Fuijita et al., 2000. Die Einschritt-1solierung der cDNA von
MBD1v3 (1650bp) mittels RT-PCR war jedoch gescheitert, vermutlich Uberstieg de Lange der
herzustellenden cDNA die Prozessvitat der verwendeten reversen Transkriptase in Titan One
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Tube RT-PCR System (Roche). Daraufhin wurden zuerst zwel kleinere Fragmente der cDNA
von MBD1v3 mittels RT-PCR generiert, die sich dann mittels Uberlappungs-PCR zu der
kompletten cDNA von MBD1v3 vervollstdndigen lief3en. Die dNA von MBD1v3 wurde in
einem PCR-Ansatz mit FLAG-Epitop kodierendem langem Primer am 5’ -Ende verlangert und in
das Expressonsplasmid pcDNA1.1/Amp kloniert. Wenn HEK293-Zellen mit nicht-methyliertem
oder M.Hpall -methyliertem Reporterplasmid pGL3-L1.3 und dem neuen Expressonskonstrukt
pcDNAL1.L/Amp-FLAG-MBD1v3 ko-transfiziert wurden, ergab sich anders als bei MeCP2 gar
kein signifikanter Unterschied in der Firefly-Luciferase-Aktivitét zwischen beiden Ansédtzen,
obwohl MBD1v3 gentigend tberexprimiert war (Abbildung 15B/C). Dies weist darauf hin, dass
die MBD von MBD1v3 nicht an M.Hpall-methylierten L1.3-Promotor binden kann, weil die
TRD von MBD1v3 nach der erfolgreichen Bindung in der Néhe des L1.3-Promotors die L1.3-
Transkription hemmen kann (3.6).

MBD2b besitzt alle drel bisher bekannten funktionellen Doméanen von MBD2: MBD, TRD und
Dimerisierungsdomédne. MBD2a besitzt am N-Terminus ein zusétzliches Glycin/Arginin-reiches
152-aaSegment, das vermutlich auf Trinukleotidamplifikation zurtickgeht und eine Klonierung
mittels RT-PCR erschweren kdnrte. Im analogen Versuch mit MBD2 wurde deshalb die kiirzere
Variante MBD2b gewdahit. Die dMNA von MBD2b wurde edenfalls in einem PCR-Ansatz mit
FLAG-Epitop kodierendem langem Primer am 5'-Ende verlangert und in Expressonsplasmid
pcDNALLAmp koniert. Wenn HEK293Zellen mit nicht-methyliertem oder M.Hpall-
methyliertem  Reporterplasmid  pGL3-L1.3 ud dem neuen  Expressonskonstrukt
pcDNAL1.L/Amp-FLAG-MBD2b ko-transfiziert wurden, ergab sich genauso wie bet MBD1v3
kein signifikanter Unterschied in der Firefly-Luciferase-Aktivitét zwischen beiden Ansédtzen,
obwohl MBD2b genligend Uberexprimiert war (Abbldung 15B/C). Dass MBD2b die
Transkription vom M.Hpall-methylierten L1.3-Promotor nicht hemmte, war konsistent mit der
friheren Beobadtung, dassdie TRD von MBD2 auch nach der Bindung in der N&he des L1.3-
Promotors dessen Transkription nicht reprimierte (3.6). Ob die MBD von MBD2b in vivo an
M.Hpall -methylierten L1.3-Promotor bindet, konnte nicht aus diesen Versuchsdaten abgeleitet

werden.

Zusammengefasg ergibt sich, dass MBD1v3 de Transkription vom L1.3-Promotor nach der
M.Hpall-Methylierung nicht hemmen konnte, obwohl die TRD von MBD1 de Transkription
vom L1.3-Promotor nach einer Gal4BD-vermittelten DNA-Bindung reprimieren konnte.
MBD2b konnte unter beiden Versuchsbedingungen die Aktivitée vom L1.3-Promotor nicht
inhibieren. Ich schlusdolgerte, dass nur MeCP2 de Transkription wvon einem M.Hpall-
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methyliertem L1-Promotor reprimieren kann und hinsichtlich dieser biologischen Funktion durch
seine Homologen MBD1 und MBD2 nicht ersetzbar ist.
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Abbldung 15 MeCP2 reprimiert die Transkription wvon methyliertem L1-Promotor. (A)
Schematische Darstellung der Stellen (nt 36, 101, 304, und 481 im L1.3-Promotor, die durch
M.Hpall -Methyltransferase methyliert sind. (B) HEK293-Zellen wurden transfiziert mit nicht-
methyliertem (U) oder vollsténdig M.Hpall-methyliertem (Me) Reporterplasmid pGL3-L1.3
dlen  oder  zusdtzlich mit  Expressonsplasmid pcDNAL.1/Amp-FLAG-MeCP2,
pcDNAL1.L/Amp-FLAG-MBD1v3 oder pcDNA1.1/Amp-FLAG-MBD2b. Relative Luciferase-
aktivitédt von nicht-methyliertem Reporter ohne Expressonsplasmid fur Fusionsproteine wurde
als 1.0 gesetzt. Das Histogramm zeagt die relativen normalisierten Firefly-Luciferasawerte von
mindestens drei unabhéngigen Versuchen (+/- Standardabweichung). (C) Die Expresson wvon
FLAG-epitopiertem hMeCP2, hMBD1v3 und hMBD2b in transfizierten HEK293Zellen wurde
in Western-Blot mit dem monoklonalen Antikdrper gegen FLAG M2 (Sigma) verifiziert. Die
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FLAG-Fusionsproteine zegen ein apparentes Molekulargewicht von jeweils 81, 81 wnd 29 KDa
Dieses Ergebnis <hlof3 aus, dass MBD1v3 und MBD2b aufgrund geringer Expresson keinen
Repressonseffekt zagten.

3.8 Expressionsanalyse von MeCP2 und L 1

Meine Studie mit transienter Transfektion in 3.6 und 3.7 belegte, dass MeCP2 als das einzige
Mitglied der MBD-Familie das Potentia hat, die exogene L1-Expresson in Zellen zu
reprimieren. Eine neue Fragestellung an dieser Studie war logischerweise, ob die endogene L1-
Expresson ebenfals der negativen Regulation von MeCP2 unterliegen konnte. Deshalb
untersuchte ich, ob es eine inverse Korrelation zwischen der L1- und der MeCP2-Expresson in
verschiedenen Zelllinien gibt. Die Detektion der L1-Expresson kann auf der RNA-Ebene
geschehen, zum Beispiel Northern-Blot und quantitative RT-PCR (Woodcock et al., 1997). Ein
grofer Nadteil dieser Wege ist die geringe Spezfitdt, well L1-Fragmente auch als Bestandteile
von Introns, 5- oder 3'-nicht-trandatierte Regionen anderer Gene passv transkribiert werden
konren. Deshab entschied ich mich fir die Detektion der von L1-ORF1 kodierten p40 mit
einem spezfischen Antikorper auf der Proteinebene (Thayer et al., 1993. Das RNA-bindende
Protein p40 kann rur synthetisiert werden, wenn Promotor und ORF1 (beide liegen im 5°-Tell
des L1-Elementes) beide funktionell intakt sind. Die meisten im menschlichen Genom
vorliegenden L1-Elemente sind jedoch am 5°-Ende gekirzte Bruchstiicke und werden somit in
diesem Proteinasssy nicht unspezfisch erfasd. In der folgenden Arbeit wurde deshab die
experimentell ermittelte p40-Expresson der in vivo L1-Expresson gleich gesetzt.

Lysate aus seben menschlichen Zelllinien (HEK293 Hela, H1299 NT2, MCF-7, PA-1 und
JEG-3) und ener Maus-Zéllinie (NIH3T3) wurden prapariert und in Western-Blot mit
Antikorper gegen p40 (Geschenk von Dr. Schumann), MeCP2 (Upstate Biotedhnology) und
mMSIN3A (Santa Cruz) analysiert. Das Ergebnis wird in Abbildung 16 gezegt. Jede Gel-Spur
entsprach dem Lysat aus 2 x 10° Zellen. Die Signale von mSin3A waren sehr stark und zegten
vergleichbare Intensitdten bei allen adit untersuchten Proben. Dieses Ergebnis war konsistent
mit der algemeinen Vorstellung, dass mSin3A als Co-Repressor von verschiedenen Repressoren
rekrutiert werden kann und somit fir ale Zellen ein essentielles Haushaltsprotein darstellt. Das
Expressonsmuster von p40 wnd MeCP2 war jedoch sehr heterogen bei den untersuchten adit
Zdllinien. NT2 und JEG-3 exprimieren p40, aber kein oder kaum MeCP2. HeLa und H1299
exprimieren kein p40, aber MeCP2. MCF-7, HEK293 wund PA-1 exprimieren sowohl p40Q, as
auch MeCP2. NIH3T3 exprimiert MeCP2. Ob NIH3T3 p40exprimiert, ist noch unbekannt, weil



67

p40 von Maus nicht auf der Gesamtlange homolog zu p40von Mensch ist und mdglicherweise

nicht an den verwendeten Antikorper binden kann (Furano, 2000.
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Abbildung 16 Untersuchung der Expresson von MeCP2 und p40in acht Zellii nien. Jeweils 10°
Zellen aus seben menschlichen Zelllinien (HEK293 HelLa, H1299 NT2, MCF-7, PA-1 und
JEG-3) und einer Maus-Zédllli nie (NIH3T3) wurden in 100 pl 1x SDS-Gelladepuffer lysiert. 20
pl Lysat davon wurden in SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrocelulose-Membran geblottet.
Anhand des Pretained Proteinmarkers (Invitrogen) wurde die Membran auf der Hohe von 111
kDa und 61 KDa durchgeschnitten. Der obere Streifen wurde fur die Detektion mit Antikorper
gegen mSIn3A (Santa Cruz) verwendet. Der mittele Streifen wurde fir die Detektion mit
Antikorper gegen MeCP2 (Upstate Biotednology) verwendet. Der untere Streifen wurde fur die
Detektion mit Antikorper gegen p40 (Geschenk von Dr. Schumann) verwendet. Die Pfele
zdgen die Postionen der drei untersuchten Proteine. Weitere avel Wiederholungen dieses
Experimentes fuihrten zum gleichen Resultat.

Meine Untersuchung deutete darauf hin, dass es keine anfache umgekehrte Korrelation
zwischen der L1- und der MeCP2-Expresson gibt. In drei untersuchten Zelllinien sind L1 und
MeCP2 nebeneinander exprimiert. Vermutlich snd de L1-Promotoren dort &hnlich wie bei
NT2-Zellen hypomethyliert und unterliegen nicht mehr der Represson durch die DNA-
Methylierung (Thayer et al., 1993. HeLa und H1299Zellen passen zu einer Modellvorstellung,
dassdie Exprimierung von MeCP2 de Expresson von L1 hemmt. Besonders interessant war die
Feststellung, dass MeCP2 in NT2-Zellen fehlt und daher kein strikt ubiquitéres Haushaltsprotein
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sein mul3. Dieser Befund war konsistent mit den Daten aus den Versuchen mit Knock-out-
Maéausen, wonach Mause mit zerstortem MECP2-Gen durchaus Uberlebensféahig sind (Guy et al.,
2001 Chen et. al., 200]). Dartiber hinaus lieferte meine Beobadtung eine interessante Paralele
zu dem Befund, dass MeCP2 in Vorlauferzdlen der ménnichen Gameten bei Méausen nicht
exprimiert ist, weill NT2-Zellinie aus einem menschlichen Keimzel-Teratokarzinom in Hoden
abstammt (Mdller et al., 200Q Andrews et al., 1984). Fur kunftige funktionelle MeCP2-Studien,
zum Beispiel differentielle Gen-Expresson-Display, wird NT2 aufgrund ihres MeCP2-freien
Hintergrundes scherlich eine nutzvolle Zellli nie sain.

3.9 Keine L1-Expression in Leukozyten von Rett-Madchen

Die Diagnose der fast nur bei Madchen anzutreffenden neurologischen Storung, Rett-Syndrom,
erfolgte in der Vergangenheit ausschliefdich nach klinischen Kriterien, bis Mutationen im
MECP2-Gen als Ursadhe fir diese genetische Krankheit im Jahre 1999 erkannt wurden (Amir et
al., 1999. Seitdem wird de Sequenzierung des MECP2-Gens as ergénzende Methode bel der
Diagnose angefihrt. Allerdings ist dieses Hilfsmittel noch relativ teuer und kann richt in der
Masendiagnose aigewendet werden. Aufgrund der derzeit unzureichenden klinischen
Untersuchung wird ein Tel der Rett-Mé&dchen as Autisten usw. falsch diagnostiziert. Ich
untersuchte deshalb in meiner Arbeit die Moglichkeit, ob eine egadnzende, biochemische
diagnostische Methode engefihrt werden konrte.

Weill MeCP2 unter der Zellkulturbedingung de L1-Transkription unterdriicken kann (3.6, 3.7),
vermutete ich eine pathologische Reéktivierung von L1-Elementen bel Rett-M&dchen mit
Mutationen im MECP2-Gen. Desnalb wollte ich untersuchen, ob es eine vermehrte L1-
Expresson in peripheren Leukozyten von Rett-Méadchen gibt. Fir diese Studie wurden
Leukozyten aus s Madchen ohre Rett-Syndrom und zwel Madchen mit Rett-Syndrom
verwendet (prépariert von Jan Buschdorf). Die Leukozyten-Lysate wurden einer Western-Blot-
Analyse mit Antikorper gegen p40 uterzogen. Das Untersuchungsergebnis wird in Abhbildung
17 gezagt. Weder bei den sedhs gesunden Méadchen, noch bei den zwel Rett-Patientinnen lief?
sich das Signal von p40 feststellen. Offensichtlich reicht alein der funktionelle Ausfall von
MeCP2 nicht, um die L1-Expresson in Leukozyten zu re&ktivieren. Fur die L1-Expresson sind
vermutlich zusdtzliche gewebe-spezfische Transkriptionsfaktoren notwendig, zum Beispiel
Sox11 (Tchénio et al.,, 200Q Jay et al., 1995. Wel Sox11l wéahrend der neuronaen
Differenzierung hochreguliert wird, konnten Gehirn-Neuronen das Potential besitzen, L1 zu
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exprimieren. Ein Beitrag zur Aufklérung der Pathogenese vom Rett-Syndrom wére, zu
untersuchen, ob Gehirnproben von verstorbenen Rett-Patienten eine ehdhte L1-Expresson

zdgen.
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Abhildung 17 Keine L1-Expresson in Leukozyten von Rett-Méadchen. 1 x 10° Leukozyten von
zwel Rett-Madchen (mit Sternchen gekenrzeichnet) und sechs Médchen frei vom Rett-Syndrom
wurden in 100 pl SDS-Gelladepuffer lysiert und 20 pl Lysat wurden im Western-Blot mit
Antikorper gegen p40 wuntersucht. Das Lysat aus NT2-Zellen wurde ds positive Kontrolle fur
p40verwendet (Thayer et al., 1993 Abhildung 16). Der Pfell zeigt die Position von p40.

3.10 Manipulation der endog enen L1-Expression

In diesem Abschnitt meiner Arbeit wurde probiert, ob man die endogene L1-Expresson durch
die Uberexpresson von MeCP2 hemmen kann und ob man die L1-Expresson durch die
Uberexpresson von dominant-negativer MeCP2-Mutante resktivieren kann.

Fur den ersten Teil des Experimentes wurden NT2- und JEG-3-Zellen verwendet, weil beide
Zéelllinien p40 exprimieren, aber kein bezehungsweise wenig MeCP2 exprimieren (Abhildung
16). HEK293 Zellen wurden wegen leichter Transfizierbarkeit auch herangezogen. Versuche mit
JEG-3-Zellen wurden vorzdtig abgebrochen, well se durch keine der drel verwendeten
Reagenzien (Calciumphosphat, FUGENE6 [Roche] und LipofedaminePLUS [Invitrogen]) zu
transfizieren waren. Das Expressonsplasmid pcDNAL1.Z/Amp-FLAG-MeCP2 wurde in NT2-
und HEK293 Zellen mit LipofedaminePLUS transient transfiziert. Lysate der transfizierten und
nicht-transfizierten Zellen wurden der Western-Blot-Analyse mit Antikorper gegen p40 wnd
FLAG-Epitop unterzogen. Keine Abrnahme der p40-Expresson wurde ds Konsequenz der
korrekten Uberexpresson von FLAG-MeCP2 in beiden Zellinien festgestellt. Das deutete
darauf hin, dass die relativ starke, endogene p40-Expresgon in den beiden Zellli nien nicht auf
funktionell defektes MeCP2 (bel HEK293Zellen) oder MeCP2-Mangel (bei NT2-Zellen)
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zurlickgeht. Wahrscheinlich ist die Hypomethylierung der L1-Promotor-Region hauptsadhlich
verantwortlich fir die verstarkte L1-Expresson und die Unempfindlichkeit gegenliber exogenem
MeCP2 (Thayer et al., 1993

Fur den zweiten Teil des Experimentes wurden HeLa und H1299Zellen verwendet, weil beide
Zelllinien MeCP2 exprimieren, aber kein p40 exprimieren (Abbildung 16). HEK293-Zéellen
wurden wie im ersten Teil auch herangezogen. Zwei MeCP2-Mutanten wurden konstruiert, die
mit endogenem Wildtyp-MeCP2 um die genomischen Bindungsgellen konkurrieren und
transkriptionelle Aktivierung statt Represson ermdglichen sollten. Dazu wurde der die MeCP2-
DNA-Bindungsdoméne (MBD, aa 1 - 195 kodierende dDNA-Tel in einem PCR-Ansaiz
amplifiziert und am 5-Ende asdtzlich mit einer NLS vom T-Antigen und FLAG-Epitop
kodierenden Sequenz verlangert, bevor der in die Hindlll- und BamHI-Stellen von pcDNAS-
Gal4BD-VP16AD eingebaut wurde. Das fuhrte um ersten Expressonskonstrukt pcDNA3-NLS-
FLAG-MBD-VP16AD, das ein rekombinantes, im Zellkern lokalisiertes Protein mit der N-
terminalen DNA-Bindungsdoméne von MeCP2 und der C-terminalen Aktivatordoméne von
VP16 exprimiert. Parallel dazu wurde die dDNA von MeCP2 (aal - 195 per PCR amplifiziert
und in die EcoRI- und Xbal-Stellen won pVP16 (Clontedh) eingebaut. Aus diesem
Zwischenprodukt wurde das Bglll-Xbal-Fragment herausgeschnitten und in die BamHI- und
Xbal-Stellen  von  pcDNAL.LJAmp (Invitrogen) eingebaut. Das fuhrte zum zweiten
Expressonskonstrukt pcDNA1.2/Amp-NLS-VP16AD-MBD, das ein rekombinantes Kernprotein
mit der Aktivatordomédne von VP16 am N-Terminus und der DNA-Bindungsdoméne von
MeCP2 am C-Terminus exprimiert. Beide Expressonskonstrukte fur putative dominant-negative
MeCP2-Mutanten wurden mit LipofecdimePLUS separat in HeLa, H1299 oder HEK293
Zellen transient transfiziert. Obwohl die korrekte Uberexpresson beider Fusionsproteine anhand
Western-Blots mit dem Antikorper gegen VP16AD (Santa Cruz) verifiziert werden konnte,
wurde keine Reétivierung von p40in HeLa oder H1299Zellen sowie keine Stimulierung der
p40-Expresson in HEK293 Zellen festgestellt. Bei HEK293-Zellen kdnnten die L1-Promotor-
Regionen hypomethyliert und daher unempfindlich gegeniiber MeCP2 sein. Die Situation in
HelLa und H129-Zéellen konnte durch das Vorhandensein weiterer unbekannter L1-Represoren
oder das Fehlen esentieller L1-Aktivatoren erklart werden. Alternativ zu deser Vermutung
konnten beide putative dominant-negative Mutanten nicht effektiv an endogene L1-Promotoren
binden, well das fur die Nucleosomen-Bindung wichtige C-Terminus von MeCP2 bel ihnen
fehlte (Chandler et al., 1999.
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3.11 Keine Repression des Alu-Elementes durch TRD von MeCP2

Neben LINE1 madit die Alu-Familie, eine aus dem menschlichen 7SL-Gen abstammende
Retrotransposonsgruppe, 10.6% des menschlichen Genoms aus (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2007). Alu unterscheidet sich von L1 sowohl in der Grofe (~ 400 bp
versus ~ 6000 bp), as auch in dem internen Promotor (Pollll versus Polll). Aufgrund der
fehlenden kodierenden Kapaaztét fur Proteine ist Alu in seiner Verbreitung vermutlich auf die
Retrotranspositionsmaschinerie von L1 angewiesen (Boeke, 1997). Alu ist normalerweise stark
methyliert und de DNA-Methylierung hemmt die Alu-Transkription in vitro Uber einem noch
unbekannten, limitierenden Faktor (Liu und Schmid, 1993. Interessanterweise bindet MeCP2 in
vitro bevorzugt an genomische Alu-DNA (Shiraishi et al., 1999. In diesem Zusammenhang war
es interessant, zu untersuchen, ob MeCP2 und andere Represoren der MBD-Proteinfamilie in
der Alu-Regulation eine Rolle spielen konrten.

Aufgrund der Besonderheit des Alu-Promotors (Pollll) gestatete sich die Detektion der
Transkriptionsaktivitét von Alu anders als in den vorhergehenden Reportergenassays mit Firefly-
Luciferase, well das Stopsigna der Elongation fir RNA-Polymease-1ll aus vier hintereinander
liegenden Thymidinen bestent und dese Sequenz (TTTT) in der kodierenden Region wvon
Firefly-Luciferase avdlfmal vorkommt. Eine direkte Detektion der exogenen Alu-Transkripte ist
wegen des hohen unspezfischen zdluldaren Hintergrundes ebenfalls nicht geagnet. In meiner
folgenden Studie benutzte ich das Reporterplasmid p™-AluSx B! (Geschenk von Dr.
Deininger; Roy et al., 2000, in dem das AluSx-Element am 3'-Ende mit der cDNA von BCl1,
einer neuronen-spezZfischen RNA aus Nagertieren, gekoppelt ist. Am 5-Ende ist das AluSx-
Element mit der 7SL-RNA 5'-Upstreansequenz gekoppelt, die die aisonst schwadhe Alu-
Expresson verstérkt. Dieses Konstrukt ermoglicht die endeutige Detektion der Alu-BCl-
Fusionstranskripte mit der Hilfe des geafischen Antisense-BC1-Oligonukleotides als Sonde auf
der RNA-Ebene. Fir meine Ga4BD-Versuche wurde das Derivat pG5-"-AluSx™B¢
konstruiert, indem das BamHI-Fragment von pFR-Luc in die BamHI-Stelle vor der 7SL-
Upstreamsequenz  auf p’“-AluSx™B¢
Abbldung 18A schematisch dargestellt.

eingebaut wurde. Beide Konstrukte werden in der

1000 ng Reporterplasmid p™-AluSx" B! oder pG5-"*-AluSx™E* wurde zusammen mit 100 ng
Expresgonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-TRDyecr2, PCDNA3-Ga4BD-TRDygp1 Oder pcDNAS-
Ga4BD-TRDygp, in HEK293Zellen ko-transfiziert. Die Gesamt-RNA aus den transfizierten
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Zellen wurde isoliert und der RNA-Dot-Blot-Analyse mit radioaktiv markiertem Antisense-BC1-
Oligonukleotid unterzogen. Das Blot-Ergebnis wird in Abhildung 18B gezegt. Das Einfligen der
Gal4-Bindungssequenz vor der “FAluSx-Sequenz bewirkte éne unerwartete Stimulierung der
Alu-Expresson [+ 55.0% * 7.9%] be der Ko-Exprimierung vom Fusionsprotein Gal4BD-
TRDwmecpe. Das geht im scharfen Gegensatz z2u der Reprimierbarkeit des L 1-Promotors durch die
TRD von MeCP2 (Abhildung 14).

Darlber hinaus wurde festgestellt, dass das Einfligen der Gal4-Bindungssequenz vor der
"SLAluSx-Sequenz keine signifikante Verénderung der Alu-Expresson [+ 5.0% + 3.6%)] bei der
Ko-Exprimierung vom Fusionsprotein Gal4BD-TRDyjgp; und eine leichte Stimulierung der Alu-
Expresson [+ 34.6% * 242%)] be der Ko-Exprimierung vom Fusionsgrotein Gal4BD-
TRDmep2 bewirkte (Abbldung 18B). Der Kontrollversuch ohne Ko-Transfektion eines
Expressonsplasmides zeigt, dass das Einfligen der Gal4-Bindgungssequenz keinen Einfluld auf
die Alu-Transkription [+ 3.3% + 4.9%] ausiibte (Abbildung 18B). Nadh dieser Untersuchung
haben MeCP2, MBD1 und MBD2 dle nicht das Potential, die Alu-Transkription zu reprimieren.
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Abbildung 18 Der Einflul? der TRDs von MeCP2, MBD1 und MBD2 auf die Alu-Expresson.
(A) Schematische Darstellung der verwendeten Reporter-Konstrukte. (B) HEK293-Zellen
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wurden jeweils mit dem Reporterplasmid p’>AluSx™B! oder pG5-"AluSx™B zusammen
mit dem Expressonsplasmid pcDNA3-Ga4BD-TRDyecp2, PCDNA3-Ga4BD-TRDygp:
bezehungsweise pcDNA3-Ga4BD-TRDygp, oder mit keinem Expresgonsplasmid (none) ko-
trandfiziert. Die Gesamt-RNA aus den transfizierten Zellen wurde isoliert und der RNA-Dot-
Blot-Analyse mit radioaktiv markiertem Antisense-BC1-Oligonukleotid unterzogen. Jeder Spot
représentiert die RNA-Probe aus einer unabhéngigen transienten Transfektion.

3.12 Keine Repression des methylierten Alu-Elementes durch
MeCP2

Das Methylierungsmuster der Alu-Elemente in vivo ist noch nicht bekanrt. In den hisherigen in
vitro Untersuchungen Uber den Effekt der DNA-Methylierung auf die Alu-Expresson
verwendete man Uberwiegend de in vitro Methylierung mit M.Ssd-Methyltransferase, das adle
CpG-Stellen  symmetrisch methyliert. In meiner Untersuchung wurde eenfalls M.Ssd-
Methyltransferase (MBI Fermentas) zur Methylierung des Reporterplasmides verwendet, um zu
beobaditen, ob MeCP2, MBD1 und MBD2 de Transkription wvon einem vollsténdig
methylierten Alu-Element hemmen konnten.

Schein-methyliertes oder M.Ssd-methyliertes Reporterplasmid p’=-AluSx™B“! (1000 ng) wurde
mit oder ohne Expressonskonstrukt fur FLAG-MeCP2, FLAG-MBD1v3 oder FLAG-MBD2b
(100 ng) in HEK293 Zellen transient ko-transfiziert. Die Gesamt-RNA aus transfizierten Zellen
wurde isoliert und im RNA-Dot-Blot mit Antisense-BC1-Oligonukleotid als Sonde analysiert.
Das Ergebnis wird in Abbldung 19 gezegt. Die vollstdndige M.Ssd-Methylierung von
p"-AluSx™B! fiihrte im Vergleich zur Schein-Methylierung des Reporterplasmides zu einer
starken Reduktion der Alu-Expresson [- 78.5% + 1.3%]. Dieses in vivo Ergebnis dedkte sich mit
der beschriebenen Represson der Alu-Transkription durch die DNA-Methylierung in vitro (Liu
und Schmid, 1993. In Anwesendheit von exogen uberexprimiertem FLAG-MeCP2 fihrte die
DNA-Methylierung jedoch nicht zu einer weiteren Reduktion der Alu-Expresson, sondern im
Gegentell zu einer schwadien Stimulierung [+ 32.4% + 11.2%)]. Dieses Uberraschende Ergebnis
deutet darauf hin, dass MeCP2 nicht jener unbekannte, limitierende Faktor sein konnte, der fir
die Represson der Alu-Expresson durch die DNA-Methylierung verantwortlich ist (Liu und
Schmid, 1993. Da die TRD von MeCP2 nadh der Bindung in der Nahe des Alu-Elementes
ebenfalls die Alu-Expresson leicht stimulierte (Abbildung 18), konnte man annehmen, dass
MeCP2 an methylierte Alu-Sequenzen hinden kann. Mdoglicherweise konnte Uberexprimierte
MeCP2 dort mit einem noch rnicht bekannten Methyl-Alu-Represor um DNA-Bindungsdellen
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und / oder Co-Faktoren konkurrieren und somit indirekt zu einer scheinbaren Aufhebung der

Represson der Alu-Expresson aufgrund der DNA-Methylierung fuhren.

In Anwesendheit von exogen uberexprimiertem MBD1v3 oder MBD2b fihrte die M.Ssd-
Methylierung des Reporterplasmides jeweils zu einer Stimulierung [+ 1357% + 10.2%] und
einer Abschwadwung [- 47.4% + 7.6%] der Alu-Transkription (Abhbldung 19). Das deutete
darauf hin, dassweder MBD1v3, noch MBD2b der gesuchte, unbekannte Repressor von Alu im
methylierten Zustand sein konrte, weil die Uberexpresson eines editen Alu-Repressors im
Vergleich zur Ausgangsstuation ohrne Ko-Expresson eines Represors zu einer wesentlich

héheren transkriptionellen Represson eines methylierten Alu-Elementes fiihren miisge.

7SLAluSx MeCP2 MBD1v3 MBD2b
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Abbildung 19 Der Einflu von MeCP2, MBD1v3 und MBD2b auf die Transkription von einem
M.Ssd-methylierten Alu-Element. HEK293 Zellen wurden jewells mit dem schein-methylierten
(U) oder M.Ssd-methyliertem Reporterplasmid p™=-AluSx ™! (Me) allein oder zusammen mit
dem Expressonsplasmid pcDNAL1.Y/Amp-FLAG-MeCP2, pcDNAL1.J/Amp-FLAG-MBD1v3
oder pcDNAL1.Y/Amp-FLAG-MBD2b ko-transfiziert. Die Gesamt-RNA aus den transfizierten
Zellen wurde isoliert und der RNA-Dot-Blot-Analyse mit radioaktiv markierter Oligosonde
gegen BC1-Region unterzogen. Jeder Spot représentiert die RNA-Probe aus einer unabhéngigen
transienten Transfektion.

Zusammengefasd aus den Ergebnissen in 3.11 und 3.12 ergibt sich, dassalle drei Repressoren
aus der MBD-Proteinfamilie (MeCP2, MBD1 und MBD2) keine negativen Regulatoren der Alu-
Transkription sind. Wahrscheinlich kdnnte MeCP2 nur spezfisch Polll-Promotor, nicht aber

Pollll -Promotor reprimieren.
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4 Diskussion

4.1 MeCP2/ARBP ist ein MAR bindendes Protein in vivo.

In eukaryotischem Zellkern besitzen Chromosomen individuelle, nicht-Uberlappende Territorien.
Die wichtigen bologischen Vorgénge wie Replikation, Rekombination, Transkription und
Spleifen finden auf diskrete Strukturen innerhalb des Zellkerns gatt (Nickerson et al., 1995.
Trotz vieler Anstrengungen bei der Aufklarung der molekularen Basis fur die Kernarchitektur
gibt es zur Zeit noch kein klares Konzept Uber die hdhere Strukturordnung im Zellkern. Ein viel
diskutiertes Modell ist, dassdie Struktur und de Funktion vom Zellkern durch ein Skelett aus
Proteinen, das genannte Kernmatrix oder Kerngertst, und seine Wedselwirkung mit
architektonischen DNA-Elementen im Genom bestimmt sind (Gassr et al., 1987. Die
Anbindung vom Chromatin an den Kernmatrix scheint Uber spezalisierte AT-reiche DNA-
Elemente a1 erfolgen, die in alen untersuchten eukaryotischen Organismen gefunden wurden
und vermutlich das Genom in getrennte, topologisch unabhéngige Schlaufen wvon
unterschiedlicher Grof3e untertellen (Laanmli et al., 1992). Solche ds MARs bezehungsweise
SARs bezechneten DNA-Elemente sind in einer evolutiondr konservierten Weise an Kernmatrix
gebunden, vermutlich durch ein oder mehrere konservierte Bindungsproteine im Kernmatrix
(Cockerill et al., 1989. Die Erkennung von MARs durch Bindungsproteine ist auf der
molekularen Ebene noch nicht gut verstanden, aber sie scheint nicht von einer exakten
Erkennungssequenz ahéngig zu sein, well eine Konsensus-Sequenz fur MAR nicht identifiziert
werden konnte. Stattdessen konnten MARs durch Struktureigenschaften und / oder Anhéufung
von kurzen Sequenzmotiven erkannt werden. Tatsadlich enthalten viele darakteriserte MARS
A/T-Homopolymere, die au einer engeren Kleingrube der DNA-Doppelhelix fuhren (Boulikas
1995. Seine Wichtigkeit kann durch Distamycin demonstriert werden, das als Antibiotika an die
Kleingrube von DNA bindet und de Wedselwirkung zwischen MAR und Kernmatrix
unterdrickt (K&s et al., 1989. Auler den AT-reichen Sequenzmotiven kommen noch Elemente
wie unwinding elements und matrix attachment region recognition signature bel natirlichen
MARs vor, die meistens zwischen 600 und 3000bp lang sind (Bode et al., 1992 van Drunen et
al., 1999.

MARs gielen ncht nur eine Rolle in der Kernarchitektur, sondern auch in der Regulation der
Gen-Expresson. Zum Beispiel konnen MARs die Gen-Expresson eines heterologen
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Reportergens nadh desen genomischen Intergration stimulieren und de Chromatin-
Konfiguration benadhberter Regionen reguieren (Stief et al., 1989 Jenuwein et al., 1997).
Funktionel &neln MARs den Insulator-Sequenzen, die ane Intergrationsort-unabhéngige
Expresson des Transgens ermoglichen (Phi-Van et al., 1990.

Verschiedene MAR hindende Proteine wurden in den letzten Jahren identifiziert und
charakterisiert. Die meisten sind ubiquitdre, abundante Kernproteine, z.B. Topoisomerase I,
Histon H1, Lamin B1, HMG I/Y, Nucleolin, SAF-A, SAF-B, MeCP2/ARBP. SATB1 ud pl114
sind hingegen gewebe-spezfisch exprimiert. Zur Zeit ist aber noch wenig Uber ihre
Bindungsgeazfidten und ihre Rolle in der Kernarchitektur in vivo bekanrt.

ARBP wurde urspringlich anhand seiner Bindungsaffinitét zu 5-Lysozymgen-MAR aus Huhn
in Southwestern-Blot identifiziert. Das gereinigte Protein erwies sch auch as postiv in
Southwestern-Blot mit verschiedenen MARs aus Mensch, Maus und Fruchtfliege ds Sonde (von
Kries et al., 1991). Mit Southwestern-Blot wurde aich die MAR-Bindungsdoméne in einer N-
terminalen Region aus 125 Aminosauren lokalisert (Weitzd et al., 1997). Die exakte ARBP-
Bindungsdellen innerhalb 5'-Lysozymgen-MAR und Mausstelliten-DNA konnten in DNase-
Footprinting-Assay ermittelt werden, es handelte sich um ein zentrales 5-GGTGT-3"-Motiv, das
durch AT-reiche Sequenzen flankiert ist. Dass ARBP an beiden DNA-Elementen hinden kann,
liefd sich auch in Gel-Verzogerungstest (, Band-Shift*) quantitativ analysieren; danach betrégt die
Disoziationskonstante des Komplexes aus ARBP und 5-Lysozymgen-MAR 2 — 6 x 10 % M.
Obwohl diese drel verschiedenen DNA-Bindungstests jeweils wertvolle Informationen tber
ARBP geliefert haben, konnen sie aufgrund ihres in vitro Charakters nicht tGber die in vivo
Bindung von ARBP aussagen.

Meine transienten Transfektionsversuche stellen einen in vivo Protein-DNA-Bindungsassy dar.
Die transfizierte Plasmid-DNA liegt im Zellkern ncht nadkt vor, sondern as®ziiert mit
Chromatinproteinen. Unter dieser Bedingung drigieren MAR und Satelliten-DNA das
Represoorprotein MeCP2 zu beiden Reporter-Promotoren, SV40-Enhancer/Promotor und
adenoviralem Major-Late-Promotor, und hemmen ihre Aktivitdten durch die transkriptionelle
Represordoméane (TRD). Das bewies, dass Uberexprimiertes MeCP2 an Huhner-Lysozymgen-
MAR und Maus-Satelliten-DNA in vivo binden kann. Diese Daten unterstiitzen die friheren in
vitro Beobaditungen, dass MeCP2 ein MAR bindendes Protein ist. Sie weisen aul3erdem darauf
hin, dass MeCP2 kein striktes Methyl-CpG bindendes Protein ist, sondern auch an ausgewahite
nicht methylierte DNA in vivo binden kann, zum Beispiel MARSs. Das ist konsistent mit der
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vorlaufigen Beobaditung aus immuncytologischen Untersuchungen, dass die nukle&e
Vertellung von 5'-Methylcytosin und de von MeCP2 nicht vollig identisch sind (personliche
Mitteilung von Koch).

Interessanterweise ist MeCP2/ARBP nicht der einziger transkriptionelle Repressor unter MAR
bindenden Proteinen. Einige bekannten Beispiele sind: SAF-A, SAF-B und SATB1 (Kim et al.,
1999 Nayler et al., 1998 Liu et al., 1999. Dagegen kennt man hisher noch kein einziges MAR
bindendes Protein, das transkriptioneller Aktivator ist. Das geht gewissemal3en im Kontrast zur
MAR-vermittelten Stimulierung der Gen-Expresson eines heterologen Reportergens nach der
genomischen Intergration. Das kdnnte bedeuten, dass es noch weitere unkannte MAR bindende
Proteine gibt, die transkriptionelle Aktivatoren sind und de reprimierenden Effekte von MeCP2,
SAF-A, SAF-B und SATB1 mehr ads kompensieren konnten. Alternativ konnten die an
Gengrenzen oder in Introns liegenden MARS eine Falle bezehungsweise @n Speicher fur freie
transkriptionelle Repressoren darstellen und somit die in der Mitte der Chromatinschleifen
liegenden Promotoren in ein relativ Repressor-armes Milieu und daher einen transkriptionell
aktiven Zustand versetzen.

Ein Arbeitsmodell fir die physiologische Rolle von MeCP2 in der Bindung an MAR an
Chromatindomane-Grenzen wird in Abhbildung 20 graphisch dargestellt (Strétling und Yu, 1999.
MeCP2 bindet an MARS, rekrutiert Co-Repressor-Komplex und drigiert Histon-Deacéylase an
MARs. Durch die Histon-Deaceylase-Aktivitdt wird eine regionale repressve Chromatin-
Konfiguration erzeugt. Konsistent mit dieser Annahme wurde Histon-Deacdylase in
Kernmatrix-Préparaten gefunden (Hendzd et al., 1991). Im fakultativen Heterochromeatin des
inaktiven X-Chromosoms in Zellen aus welblichen Sdugern sind de Histone H3 und H4
unteracayliert. Dartber hinaus ist Histon H4 im konstitutiven, pericentromerischen
Heterochromatin an allen vier Lysin-Resten unteraceyliert (Turner 1993. Dagegen rekrutiert
Promotor-Regionen Histon-Acetyltransferase-Aktivitaten, z.B. TAFI1250, p300CBP und PCAF.
Solche Aktivitaten fihren zu einer Acetylierung der N-Termini von Histonen H3 sowie H4 und
befordern eine offene, aktive Chromatinstruktur. Die oOrtlich lokalisierte inaktive Struktur in der
Néhe von MARs und eine offene Organisation in der Ndhe der Promotoren flhren zu einer
erhdhten Konzentration an Transkriptionsfaktoren in der Nahe der Promotoren und konnten
moglicherweise die oft beschriebene Transkription-stimulierende Wirkung von MARS erkléaren
(Bode et al., 1995 Phi-Van und Strétling, 19969.
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Repressive chromatin
near MARs

(deacetylated histones)

Active chromatin
near promoters

(high level of histone acetylation)

Abbildung 20 Modell einer hypothetischen Chromatindoméne mit Hervorhebung deren Grenze
und Promotor. MeCP2 (MBD-TRD) bindet an MARs und rekrutiert einen grof3en Co-Represor-
Komplex, der Histon-Deacéylasen HDAC1 und HDAC2 enthélt. Diese Enzyme deaceylieren
die N-Termini von den Histonen H3 sowie H4 und generieren eine lokale repressve Chromatin-
konfiguration. Dagegen dirigieren generelle Transkriptionsfaktoren und transkriptionelle
Aktivatoren (zum Beispiel TAFII250, p300CBP, PCAF) Histon-Acetyltransferasen an den
Promotor und generieren dort eine &tive Chromatin-Konfiguration.

Obwohl die transiente Transfektion eine leistungsvolle Methode zaur Untersuchung der Protein-
DNA-Interaktion in vivo ist, hat sie aich ihre Einschrankungen. Sie kann zwar eine vermutete
Protein-DNA-Interaktion verifizieren oder verwerfen, kann aber nicht beantworten, an welche
unbekannte DNA-Sequenzen das Protein in vivo noch bindet. Eine klasssche Methode dazu ist
das Formaldehyd-Crosdinking, mit dem zum Beispiel die an SATB1 bindenden DNA-
Fragmente efolgreich kloniert werden konnten (de Belle et al., 1998. Besonders elegant ist das
vor kurzem eingefuihrte Chromatin-Profiling mittels DNA-Adenin-Methyltransferase aus E. coli,
das in Kombination mit DNA-Chips mit hohem Durchsatz die genomischen Bindungsdellen
eines DNA-bindenden Proteins aufspiren kann (van Steensel et al., 2001). Die Information Uber
die gesamten genomischen Bindungsgellen von MeCP2 wird sicherlich zu einem bessren

Verstandnis Uber seine physiologischen Funktionen beitragen.

4.2 MeCP2 kann die Transkription Uber einem Histon-

Deacetylase-unabhangigen Weg reprimieren.

Die besondere Bedeutung meiner Studie liegt an der ldentifizierung eines neuen, Histon-
Deaceylase-unabhangigen Weges fur die transkriptionelle Represson von MeCP2. Dieser Weg
wird bei SV40-Enhancer/Promotor und SV40-Promotor in HEK293-Zellen beschritten, aber
nicht bei adenoviralem Major-Late-Promotor in demselben Zelltyp. Die starke Represson des
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SV40-Promotors durch TRD von MeCP2 wurde durch TSA, einen spezfischen Inhibitor gegen
ale bekannten Histon-Deaceaylasen, nicht aufgehoben (Grozinger et al., 1999. Im Gegensatz
dazu wurde die schwade Represson des adenoviralen Major-Late-Promotors in demselben
Zelltyp duch TSA aufgehoben. Frihe Transfektionsdudien demonstrierten Uberzeugende
Beweise fur einen Histon-Deaceylase-abhangigen Weg duch TRD von MeCP2 (Nan et al.,
1998 Jones et al., 1998. Welcher Repressonsweg gewahlt wird, héngt offensichtlich vom
Promotorkontext ab. Der Histon-Deaceylase-unabhdngige Modus funktioniert bel SV40-
Promotor und der Histon-Deaceylase-abhangige Weg bei adenoviralem Magjor-Late-Promotor.
Der partielle Aufhebungseffekt von TSA bei der transkriptionellen Represson des menschlichen
B-Actin-Promotors durch MeCP2 weist darauf hin, dass die Represson dieses Promotors Uber
beide Wege alaufen konnte (Nan et al., 1998. Die transkriptionelle Repressor-Aktivitat wurde
urspringlich in in vitro Experimenten identifiziert, in denen nadkte DNA mit MeCP2
bezehungsweise Extrakten aus Hel a-Zellen oder Rattenleber inkubiert wurde (Nan et al., 1997).
Weil sich Nucleosomen unter dieser Bedingung vermutlich nicht asseemblieren kénnen, wurde
spekuliert, dass die transkriptionelle Represson auch Uber einem Histon-Deaceylase-
unabhéngigen Weg geschehen konnte. Darlber hinaus konnte en Histon-Deacéeylase-
unabhéngiger Weg tellweise eklaren, warum TSA die durch CpG-Methylierung ausgeschalteten
endogenen Gene oder das FMR1-Gen aus Fragile-X-Patienten nicht reaktivieren kann (Cameron
et al., 1999 Coffee et al., 1999. MeCP2 ist das zuerst bekannt gewordene Mitglied einer
Familie von Proteinen, die dle Uber eine Methyl-CpG bindende Doméne verfligen (Hendrich et
al., 1998. Ein anderes Mitglied der Familie, MBD2, besitzt interessanterweise auch Repressor-
Aktivitdt und reprimiert den menschlichen B-Actin-Promotor durch einen Histon-Deaceylase-
unabhangigen Medanismus (Ng et al., 1999. Ein anderes vergleichbares Beispiel mit dualen
Repressonswegen ist Retinoblastomaprotein, Rb (Luo et al., 1998. Rb kann sowohl mit Histon-
Deaceylase aur transkriptionellen Represson interagieren, als auch tber Wedselwirkungen mit
am Promotor bindenden Transkriptionsfaktoren (z.B. das ETS-Familienmitglied PU.1) die
Transkription direkt reprimieren.

Die TRD (aa 196 — 310 des Histon-Deaceylase-unabhéngigen Weges dedt sich
Ubereinstimmend mit der TRD (aa 207 — 310 des Histon-Deaceylase-abhéngigen Weges
(Abbildung 8B; Nan et al., 1998. Dennoch Heibt ein Tel der Repressor-Aktivitét in den C-
Terminalen 176 Aminosaureresten erhaten. In einer regionalen Mutationsanalyse detektiere ich
zwel benadbarte Segmente (D und E), deren Mutation die transkriptionelle Repressor-Aktivitét
von MeCP2 auf SV40-Enhancer/Promotor audoschen. Die Mutation der ersten dieser beiden
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Segmente (D) hemnt die in vitro Interaktionen MeCP2-mSin3A und MeCP2-c-Jun (Yu et al.,
200Q Thiesen, 2001). Dariiber hinaus ist eine die Segmente D und E enthaltende Region aus 46
Aminosauren fir die Represson der VP16-stimulierten Transkription ausreichend. Das Segment
D beinhaltet eine Gruppe basischer Aminosduren, die vom Frosch bis zum Menschen konserviert
sind. Eine Substitution von vier basischen Aminosduren gegen vier saure Aminosauren innerhalb
des Segmentes D reduziert zum grofeen Tell die Represor-Aktivitdée von TRD. Daher
représentiert dieses zentrale Peptid (aa249— 294) den funktionellen Kern von TRD. Vor kurzem
wurde berichtet, dass Mutationen im MECP2-Gen die neurologische Storung, Rett-Syndrom,
verursadhen (Amir et al., 1999. Eine der identifizierten Mutation verursadit ein Trandations-
Stop im Codon 255 (markiert duch einen Pfell in Abhldung 9) und vermutlich die Produktion
eines gekirzten Proteins ohne Segmente D und E. Diese Daten unterstiitzen meinen Befund, dass
die Segmente D und E fur die transkriptionelle Represson der SV40-Enhancer/Promotor
esentiell sind. Im Gegensatz heben dieselben Muationen D und E die Represor-Aktivitét von
TRD auf adenoviralen Mgor-Late-Promotor nur wenig auf. Das konnte daran liegen, dass die
Segmente D/E betroffene Interaktion zur Represson des adenoviralen Major-Late-Promotors

durch andere redundante Protein-Protein-Interaktionen kompensiert wird.

Die &tuellen Daten weisen auf eine Beteiligung von mSin3A, aber keine Betelligung von TSA-
hemmbarer Histon-Deacéylase, in dem Histon-Deacéylase-unabhéngigen Medhanismus hin.
Der Co-Represoor mSin3A kann sowohl HDAC1, HDAC2 und HDACT rekrutieren, als auch
direkt mit dem allgemeinen Transkriptionsfaktor TFIIB interagieren, um die Transkription zu
reprimieren (Wong und Privalsky 1998; Kao et al., 2000. Alternativ kann MeCP2 auch direkt an
TFIB binden und so die generelle Transkriptionsmaschinerie bel der Initialiserung der
Transkription hemmen (Kaludov und Wolffe 2000. Meine Daten, dass MeCP2 und TFIIB mit
Antikorper gegen TFIIB ko-praapitierbar sind, unterstiitzen beide Szenarien. Die TRD von
MeCP2 bindet an c-Jun in vitro und dese Interaktion wird duch die Mutation im Segment D
geschwadit (Thiesen, 2001). Meine Daten aus dem Immunpréapitationsversuch zegen, dass
diese Wedhselwirkung zwischen MeCP2 und c¢-Jun auch in vivo existiert. Die Interaktion mit c-
Jun, einer Untereinheit des dimeren Aktivators AP-1, stellt somit eine zusdtzliche, mogliche
Komponente im Histon-Deaceylase-unabhéngigen Medhanismus dar (Franklin et al., 1995). Die
schematische Darstellung in Abbildung 21 gibt einen zusammenfassenden Uberblick der drei
oben diskutierten Repressonswege von MeCP2. Nadh dem Abschluss meiner Doktorarbeit
wurde bekannt, dass MeCP2 dartiber hinaus zwei weitere Co-Repressoren, ndmlich N-CoR und
c-Ski, rekrutieren kann (Kokuraet al., 2007).
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Abbldung 21 Modell Uber paralele Repressonswege von MeCP2. MeCP2 (grin) besteht aus
einer DNA-Bindungsdoméne (DBD) und einer transkriptionellen Repressordoméne (TRD). Der
Co-Represor mSin3A  (braun) verbindet TRD von MeCP2 mit dem Kern des Histon-
Deaceylase-Komplexes aus HDACL/2 (blau) und RbAp4648 (rot). RbAp4648 stimulieren die
Bindung des Komplexes an Histonen, HDACL/2 entfernen Acetylgruppen aus den N-Termini
von Histon H3/H4 uwnd maden das Chromatin  kompakter und unzuganglich flr
Transkriptionsfaktoren. Der generelle Transkriptionsfaktor TFIIB (orange), der an der
Initialiserung der Transkription beteligt ist, kann direkt durch MeCP2 oder indirekt Uber
mSIN3A gehemmt werden. Der dimere Aktivator AP-1 (grau) kann tber seine Untereinheit c-Jun
an MeCP2 binden und auf diese Weise in seiner transaktivierenden Funktion dockiert werden.

c-Fos

Mein Versuch, die in vivo Interaktion zwischen MeCP2 und c-Jun im Zwel-Hybrid-Test in
kultivierten menschlichen Zellen zu demonstrieren, war nicht erfolgreich. Die mogliche Ursadche
war, dass MeCP2 tber multiple Repressonsmecdhanismen verfiigt und somit die Expresgon des
Indikatorgens effektiv. hemmt. Dass bisher keine Durchmusterung nadh enem
Interaktionspartner von MeCP2 im Zwei-Hybrid-Test in Hefe beschrieben wurde, unterstiitzt
meine Vermutung. Um weltere unbekannte Interaktionspartner von MeCP2 identifizieren und
somit die biologischen Funktionen von MeCP2 vollstandig aufkldren zu konnen, mul3 man
andere eperimentelle Wege gehen. Die aste Moglichkeit ist die biochemische Isolierung der
MeCP2 enthaltenden Komplexe aus Zellen, insbesonders aus Neuronen im Gehirn, well
Mutationen im MECP2-Gen die neurologische Storung, Rett-Syndrom, verursadchen. Die zawveite
Moglichkeit bietet das relativ robuste pJuFo-Phagen-Display-System an, wobel  die
reprimierende Eigenschaft von MeCP2 keinen radhteiligen Einflu? mehr auf diese nicht auf die
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Transkription eines Indikatorgens basierende Durchmusterung austiben kann (Crameri und Suter,
1993.

4.3 MeCP2 reprimiert die LINE1-Transkription in vivo.

Zwei Experimente von mir zeigen, dass MeCP2 de L1-Transkription effizient reprimiert.
Erstens, Bindung des Fusionsproteins Gal4-TRDyecp, an die Gal4-Bindungssequenz vor dem
L1-Luciferase-Reporterkonstrukt reprimiert die Expresson von zwei aktiven L1-Promotoren,
L1.3 und Llgp, um 70%. Zweitens, MeCP2 reprimiert einen methylierten L1.3-Reporter um
77%. Frihere Ergebnise zegten, dass die Represson der endogenen L1-Elemente in
somatischem Gewebe durch Ubermethylierung der internen Promotorsequenzen erfolgt
(Woodcock et al., 1997 Thayer et al., 1993. Darliber hinaus bewirkte die Cre-vermittelte
Deletion des Gens fir die Erhatungsmethyltransferase Dnmtl eine genom-weite DNA-
Demethylierung und Zunahme der Expresson von L1 und retroviralen Elementen in kultivierten
Maus-Fibroblasten (Jadkson-Grusby et al., 200]). Pasend zu deser Modellvorstellung deuten
meine Resultate auf eine direkte Vermittlung von MeCP2 in der Represson der endogenen L 1-
Elemente hin. Im Gegensatiz zu den beiden bekannten postiven Regulatoren der L1-
Transkription, YY 1 und SOX11, bewirkt MeCP2 eine Represson der L1-Transkription (Tchénio
et al., 200Q Bedker et al., 1990). Es bleibt zu klaren, ob MeCP2 mit YY1 oder SOX11
interagiert, oder mit diesen Faktoren um die Bindungsgelle konkurriert. Die Represson der
endogenen L1-Elemente durch MeCP2 konnte fir das Verstdndnis der zum Rett-Syndrom
fuhrenden molekularen Ereignise relevant sein, well Mutationen des MECP2-Gens diese
neurologische Stérung verursachen (Amir et al., 1999. Wahrend de genauen molekularen
Konsequenzen eines nicht-funktionsfahigen MeCP2 in der neuronalen Gen-Expresson zur Zeit
nicht bekannt sind, werden zwei einander nicht aus<chlief3ende Hypothesen vorgeschlagen: Rett-
Syndrom konnte durch eine fehlerhafte Regulation einiger wichtigen Gene fir die neuronale
Physiologie oder dternativ durch ein tberméliges transkriptionelles , Hintergrundgerausch*
verursadht werden (Van den Veyver et al., 2000. Die Unterdriickung der endogenen L1-
Expresson durch MeCP2 wére konsistent mit der letzten Hypothese. Eine direkte Uberprifung
dieses Modells ist, zu untersuchen, ob die Gehirnneuronen von Rett-Madchen und MECP2-
defizienten Mé&usen eine ehdhte Expresson von L1-Elementen zegen. Interessant ist auch eine
experimentelle Uberpriifung, ob transgene Mause mit einer Uberexpresson von L1-Elementen in

Gehirnneuronen an Rett-Syndrom erkranken.
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Parallel zu meinen in vivo Transkriptionstesten konnten Nora Zingler und Gerald Schumann in
einem analogen, genetischen Retrotranspositionstest mit HeL a-Zellen zeigen, dassdie TRD von
MeCP2 de Retrotranspositionshaufigkeit eines Gesamt-L 1-Reporter-Konstruktes um 82%
reduziert (Yu et al., 200). Die Retrotranspositionshaufigkeit eines Gesamt-L 1-Reporter-
Konstruktes nahm nacdh der in vitro M.Hpall-Methylierung ab und reduzierte sich bei einer
gleichzatigen Ko-Expresson von MeCP2 noch weiter (Yu et al., 2001). Interessanterweise
wurden die Transkription und de Retrotransposition von L1 in zwel solchen unterschiedlichen
Experimenten in demselben Mal3e reprimiert, was auf die Transkription von L1 as den die
Geschwindigkeit bestimmenden Schritt des gesamten Retrotranspositionvorgangs hindeutet. Die
Evolutionsgenetik von L1 erfordet seine Expresson und Retrotransposition in der Keimbahn.
Daher ist es hochstens interessant, dass MeCP2 zwar ubiquitdr exprimiert wird, ménnliche
Keimzdlen aus Maus aber eine wichtige Ausnahme darstellen (Reichwald et al., 200Q Miller et
al., 2000. Daher konnte MeCP2 in der Represson der Expresson und der Retrotransposition
von L1 in den meisten somatischen Zellen der Maus betelligt sein. In mannlichen Keimzdlen
kommt aber MeCP2 nicht vor, wo die Retrotransposition stattfindet. In der Tat konnte die L1-
Expresson im Gametenzyklus der Maus nadhgewiesen werden (Branciforte und Martin, 1994
Trelogan und Martin, 1995. Neben MeCP2 kbonren Keimzdl-spezfische Faktoren in der

Bestimmung eines eingeschrankten Expressonsmusters von L1 beteili gt sein.

Obwohl MBD1v3 und MBD2b in vitro auch eine @nzene symmetrisch methylierte CpG-Stellen
erkennen, kdnnen beide a@n methyliertes L1-Konstrukt nicht reprimieren (Hendrich und Bird,
1998 Yu et al., 200)). Da die TRD von MBD2 auch keine L 1-Promotor-reprimierende Aktivitét
im Versuch mit Gal4-Fusionsprotein zegt, kann die Schlussolgerung gezogen werden, dassL1
kein Zielmolekll des Represors MBD2 ist. Die Situation von MBD1 ist dagegen anders. seine
TRD zdgt durchaus die L1-Promotor-reprimirende Aktivitdt im Versuch mit Gal4-
Fusionsprotein. Das deutet auf eine nicht effiziente Bindung an in vitro M.Hpall-methylierten
L1-Promotor durch MBD1 hin. Zusammengefasd besitzt MeCP2 dlein die Fahigkeit, die
Transkription von einem moderat methylierten L1-Promotor zu reprimieren. Meinem Wissen
nadh ist das die este Stude, die die selektive Represson eines MBD-Familiemitgliedes
demonstriert. Als Erweiterung zu desem Befund postuliere ich, dassdie MBD-Proteine MeCP2,
MBD1 und MBD2 uterschiedliche, mindestens tellweise nicht Uberlappende Funktionen
erfullen und in ihrer Bindung an methylierte DNA-Sequenzen speazfisch sind. Dass MeCP2,
MBD1 und MBD2 in unterschiedlichen Repressor-Komplexen vorkommen, unterstitzt dieses
Modell (Ballestar und Wolffe, 2001).
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Die Rolle der DNA-Methylierung in Gewebe-spezfische Gen-Expresson wahrend der
Entwicklung und der Differenzierung wird viel diskutiert. Eine Korrelation zwischen der DNA-
Methylierung und der Gen-Expresson wurde fir einige Gene beobaditet, wahrend wiederum
keine solche Korrelation fur einige axderen Gene gefunden werden konnte (Jadkson-Grusby, et
al., 2001, Mdiller et al., 2000. Dies konnte bedeuten, dass die DNA-Methylierung nicht fur die
Represson aler Gene notig ist. Dartber hinaus wurde postuliert, dass sch die DNA-
Methylierung primé&r aus einem Verteidigungsmedianismus gegen transponierbare Elemente
entwickelte (Yoder et al., 1997). Obwohl meine Studie mit transenter Transfektion in
kultivierten Zellen diese Kontroverse nicht 16sen kann, belegt sie, dass die Rekrutierung von
MeCP2 zu methylierten L1-Elementen das Potential hat, L1-Expresson in somatischen Zellen
zu reprimieren. Interessanterweise wurde seit kurzem bekanrt, dass MeCP2 auch an der
transkriptionellen  Ausschaltung von einer  welteren  Retrotransposongruppe, namlich
methylierten LTR-Elementen, beteiligt ist (Lorincz et al., 2001).

Meine Daten weisen darauf hin, dass Alu-Elemente im Gegensatz zu L1-Elementen nicht durch
MeCP2 reprimiert werden. Das zagt, dass die transkriptionelle Aktivitét von Alu-Elementen
wahrscheinlich einem anderen Regulationsmedhanismus unterliegt. Konsistent mit dieser
Vermutung ist der experimenteller Befund, dass die Alu-Transkription durch verschiedene
Stresdaktoren stimuliert wird (Chu et al., 1998. Da Alu-Elemente ds kleine Retrotransposons
ohre egene kodierende Kapaztéat die Retrotranspositionsmaschinerie von L1 fir ihre agene
Verbreitung benutzen, konnte @ne negative Regulation der L1-Elemente durch MeCP2 indirekt

auch die Ausbreitung von Alu-Elementen reprimieren (Boeke, 1997).
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5 Zusammenfassung

DNA-Methylierung ist eine eigenetische Modifikation, die @ne wichtige Rolle in der Gen-
Regulation, der Embryogenese, der Inaktivierung des X-Chromosoms, der genomischen Prégung
(Imprinting), der Inaktivierung von genomischen parasitéren Elementen und der Tumorgenese
spielt. MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2) ist das erste identifizierte Protein, das in vitro an
methylierte DNA bindet. Durch seine Wedselwirkung mit dem Co-Repressor-Komplex aus
mSin3A und HDACL/2 (histone deaceylase 1/2) stellt es ein Bindeglied zwischen der DNA-
Methylierung, der Represson der Gen-Expresson und der Chromatinorganisation dar. Dass
Mutationen des MECP2-Gens bel Maéadchen Rett-Syndrom, eine neurologische Storung,
verursadhen, unterstreicht die grofe biologische Bedeutung von MeCP2.

Weill MeCP2 in vitro an MAR (matrix attachment region) bindet, wurde in der vorliegenden
Arbeit zuerst untersucht, ob MeCP2 in vivo an bestimmte, nicht-methylierte DNA binden kann.
Dazu wurden HEK293-Zellen mit einem Expressonsplasmid fur Gesamt-MeCP2 (1 — 486 a9
und einem Luciferase-Reporterplasmid transient ko-transfiziert. Wenn das 5'-Lysozymgen-MAR
aus Huhn kezehungsweise Satelliten-DNA aus Maus gromaufwérts des Reporterpromotors
insertiert wurde, reduzierte sich die Luciferase-Expresson im Vergleich zur Kontrolle. Das weist
darauf hin, dass der transkriptionelle Represor MeCP2 an diese beiden nicht-methylierten
DNA-Elementen auch unter in vivo-Bedingung binden kann.

Durch transente Transfektion wurde auch die Fragestellung tberprift, ob die Represson von
MeCP2 ausschliefdlich Gber HDAC erfolgt. HEK293 Zellen wurden mit einem durch Adenovirus
Major-Late-Promotor  (AdMLP)  getriebenen  Luciferase-Reporterplasmid und  einem
Expresgonsplasmid fur ein Fusionsprotein aus der Repressordoméne von MeCP2 (196 — 486 a9
und der Gal4-DNA-Bindungsdomédne  ko-transfiziert. Nadh Insertion der Gal4-
Erkennungsequenz  stromaufwérts des ADMLP verminderte sich die Luciferase-Expresson.
Dass diese Represson durch Zugabe des Histon-Deacéylase-Hemmstoffs Trichostatin A
aufgehoben werden konrte, wies auf eine Betelligung von HDAC hin. Wenn AAMLP durch
SVAQ-Enhance/Promotor  (SV40EP) ersetzt wurde, beobaditete ich in transenten
Transfektionsexperimenten eine  wesentlich stérkere Represson, die dlerdings durch
Trichostatin A nicht mehr aufgehoben werden konnte. Ahnliche Versuchsergebnisee mit der
minimalen Represoordoméne (196 — 310 ag und der C-terminalen Region (311 — 486 ag von
MeCP2 erhérteten den Befund, dass die Represson von SV40EP durch MeCP2 nicht durch
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Trichostatin A aufgehoben werden konnte. Daraus wurde die Schlusdolgerung gezogen, dass
MeCP2 auch iber einen Histon-Deacéylase-unabhangigen Weg Gen-Expresson reprimieren
kann.

Um die kritischen Aminosdurereste fir die Represor-Aktivitat zu detektieren, wurden seds
Regionen aus neun Aminosaureresten (A bis F) innerhalb der minimalen Repressordoméane
gegen die Sequenz des FLAG-Epitops zuziglich eines Valins ausgetauscht. Die
Repressonseigenschaft der sechs Mutanten wurde mit der vom Wildtyp verglichen: die Mutante
D verlor fast vollstdndig de Fahigkeit, SV40EP zu reprimieren; die Mutante E war in seiner
Repressorfunktion stark bedntraditigt; die anderen vier Mutanten reprimierten den SV40EP
ungehindert. Zusétzlich konnte der Bereich um die Regionen D und E (249 — 294 ag die durch
die VP16-Aktivierungsdoméne stimulierte Transkription eines Minimal-Promotors unterdriicken,
wenn dieser Bereich zwischen der Ga4-DNA-Bindungsdomdne und der VP16
Aktivierungsdomane angebaut wurde. Das zagt, dassder Bereich um die Regionen D und E das
zentrale Kernstiick fur die Represor-Aktivitét von MeCP2 darstellt.

Die Region D enthdlt eine hohe Dichte a konservierten basischen Aminosduren. Zur
Untersuchung ihrer Relevanz fir die Represson wurden sie paaweise in saure Aminosauren
mutiert. Die basschen Reste K267, R268 wd K271 erwiesen sich als essentiel, well
entsprechende Mutanten eine verminderte Repressor-Aktivitét zeigten. Die Reste K266 wnd
R270 waren hingegen nicht essentiell.

Um zu untersuchen, ob MeCP2 neben mSin3A noch andere Interaktionspartner hat, wurde das
Lysast von HEK293Zellen separat mit Antikbrper gegen fiunf  verschiedene
Transkriptionsfaktoren immunpraapitiert. Die Anwesendheit von MeCP2 im Immunprazpitat
wurde im Western-Blot Uberprift. Auf diese Weise konnte gezegt werden, dass TFIIB, en
genereller Transkriptionsfaktor, und c-Jun, eine Komponente von dem Aktivator AP-1, mit
MeCP2 in Wedsalwirkung treten. Diese beiden Interaktionen spielen wahrscheinlich eine Rolle
bel dem Histon-Deaceylase-unabhangigen Repressonsmedianismus.

Wie die Mutationen im MECP2-Gen zum Rett-Syndrom fuhren, ist zur Zeit in Details noch nicht
bekannt. Es wird angenommen, dass einige Gene bezehungsweise Elemente beim Ausfal vom
Represoorprotein MeCP2 nicht mehr korrekt reprimiert sind. Einen potentiellen Hinweis auf die
Identitdt solcher Repressonsziele von MeCP2 liefert der Befund, dass die Uberwiegende
Mehrheit der 5'-Methylcytosine in der genomischen DNA bei Sdugetieren in den endogenen
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transponierbaren Elementen lokalisert ist und mit der transkriptionellen Abschaltung deser
parasitéaren Elemente ssziiert ist. Im weiteren Tell meiner Arbeit wurde deshalb untersucht, ob
MeCP2 an der negativen Regulation von LINE-1 und Alu, zwei immer noch aktiven Gruppen
der Retrotransposons im menschlichen Genom, beteili gt sein kdnrte.

Die internen Polll-Promotoren von zwei aktiven LINE-1-Elementen, L1.3 und L1gp, Wurden
hinter die Ga4-Bindungsdelle und vor das Reportergen Luciferase positioniert. Nach einem
» Targeting* der Repressordoméne (TRD) von MeCP2 tber Gal4-DNA-Bindungsdoméne an die
LINE-1-Promotoren verminderte sich die Luciferase-Expresson in transfizierten Zellen. Wenn
in vitro methylierte L1.3-Reporterkonstrukte mit dem MeCP2-Uberexpressonsplasmid ko-
transfiziert wurden, lief3 sich ebenfalls eine Reduktion der Luciferase-Expresson feststellen. Aus
diesen beiden Ergebnisen konnte die Schlusdolgerung gezogen werden, dass die
Represordoméne (TRD) von MeCP2 LINE-1-Promotoren transkriptionell reprimieren kann und
die DNA-Bindungsdoméne (MBD) von MeCP2 an methylierte LINE-1-Promotoren hinden
kann. Somit ist LINE-1 ein wahrscheinliches Ziel von MeCP2 in vivo.

Um die Spezfitdt der transkriptionellen Represoren zu untersuchen, wurden zwel weitere
Methyl-CpG bindende Proteine aim Vergleich mit MeCP2 herangezogen. Dazu wurde die
Gesamt-RNA aus HEK293-Zellen isoliert und as Matrize fur die RT-PCR Klonierung der
cDNAs von MBD1v3 und MBD2b verwendet. In transienten Transfektionsexperimenten unter
Benutzung des Reporters Gal4-L1.3-Luciferase konnte nur die Represordomane (TRD) von
MBD1, nicht aber die von MBD2, den L1.3-Promotor reprimieren. In vitro methylierter L1.3-
Promotor wurde hingegen weder durch MBD1v3, noch durch MBD2b reprimiert. Diese
Beobadtung verdeutlicht, dass MBD-Proteine funktionell nicht redundant snd und de
Represson von LINE-1 duch MeCP2 sehr spezfischiist.

Der interne Pollll -Promotor von AluSx wurde hingegen durch MeCP2 nicht reprimiert, egal ob
der Repressor indirekt Uber Gal4dBD und drekt Uber die DNA-Methylierung an den Alu-
Promotor bindet. Auch MBD1 und MBD2 konnten sich hier nicht als Alu-Repressoren erweisen.
Dieser Befund deutet darauf hin, dass die durch die DNA-Methylierung vermittelte Represson
der Alu-Expresson nicht Uber MBD-Proteine efolgt.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

aa amino aads

bp base pairs

BSA Rinderserumalbumin

cDNA komplementére DNA

chARBP chicken attachment region binding protein
Ci Curie

CD C-terminadle Domane

CMV Cytomegalovirus

cpm counts per minute

DABCO 1,4-Diazaicyclo[2.2.2]octan

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

ddNTP Didesoxynucleotidtriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desxyribonuklease

DNMT de novo Methyltransferase

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat

DTT 1, 4-Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessgsaure

EST expresed sequencetags

FCS fotales Kalbsserum

HTC Fluorescean-1sothiocyanat

g Erdbeschleunigung

Ga4BD Gal4 DNA binding domain

GR glucocorticoid receptor

GST Glutathion S-Transferase

h Stunde(n)

HDAC histone deaceylase

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazn-1-ethansulfonsdure
hMeCP2 human methyl-CpG-binding protein 2
HRP horseradish peroxidase

MBD Methyl-CpG bindende Doméne
mMSiN3A mamalian SWI | Ndependent

N-CoR nuclea corepresor

hnRNP heterogeneous nuclea riboneoprotein
IPTG | sopropyl-p-thiogaladopyranosid
kbp Kilobasenpaae

kDa Kilodaton



LB
LINE
LTR

MAR
MBD
mCi
MCS
min
MLP
mM
MOPS
NLS
nt
ORF
p. A.
PAG
PMSF
PBS
PCR
Polll
Pollll
Rb
RLU
RNase
RP
rpm
RT-PCR
SAF
SAR
SATB
SDS
sec
SINE
TAF
TBP
TEMED
TRD
Tris
TSA

UKE

uv
VP16AD
X-Ga
YB-1
YY1
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Luria-Bertani

long interspersed element

long terminal reped

Molar

meatrix attachment region

methyl CpG binding domain

Milli curie

multiple doning site

Minute(n)

major late promotor

Millim olar
3-(N-Morpholino)propansulfonsiure
nuclea locdisation signal
Nukleotide

open reading frame

zur Analyse
Polyaaylamidgelelektrophorese
Phenylmethansulfonylfluorid
phosphate buffered saline
polymerase dhain reacion
RNA-Polymerase I
RNA-Polymerase Il
Retinoblastomaprotein

relative light units

Ribonuklease

retinitis pigmentosa

rounds per minute

reverse transkription polymerase chain reacion
scdfold attadhment fadtor

scdfold attadhment region

spedfic AT-rich DNA binding protein
Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

short interspersed element

TBP as2ciated fador(s)

TATA-box binding protein
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
transkriptionelle repressor domain
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Trichostatin A

Units

Universitats-Klinikum Eppendorf
ultraviolettes Licht

virus protein 16 adivation domain
5-Brom-4-chlor-indolyl-B-D-galadopyranosid
Y box binding protein 1

Yin-Yang 1
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