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Einleitung

1 Einleitung

Diese Arbeit befasst sich mit dem X- chromosomalen Dystonie- Parkinson- Syndrom, kurz XDP.
Die folgende Einleitung soll einen Uberblick iiber die Erkrankung und deren molekulargenetischen
Hintergrund verschaffen. Zusétzlich erfolgt eine Einfiihrung in fiir diese Arbeit relevanten Aspekte

der Humangenetik.

1.1 Dystonien

Unter dem Begriff Dystonie fasst man Erkrankungen zusammen, die sich durch
Bewegungsstorungen #duBlern [1]. Diese werden durch unwillkiirliche Muskelkontraktionen
verursacht und fiithren zu Verdrehungen, abnormaler Haltung der Extremititen, des Rumpfes und
Halses oder repetitiven Bewegungsabldufen (Tremor) [2,3]. Betroffen sind entweder einzelne
(fokale Dystonie) oder mehrere benachbarte Korperteile (segmentale Dystonie). Ist der ganze
Korper betroffen, so spricht man von generalisierter Dystonie. Zur weiteren Klassifizierung
unterscheidet man primdre Dystonien, ,Dystonie-plus®, heredodegenerative Dystonien und
sekundére Dystonien. Dabei ist die Dystonie bei der primdren Form das einzige Symptom. Bei der
,Dystonie-plus* kommt ein weiteres Symptom hinzu, meist Parkinsonismus oder Myoklonus. Eine
heredodegenerative Dystonie ist Teil einer umfassenden neurologischen Storung. Sekundire
Dystonien schlieBlich konnen sich im Rahmen anderer hereditirer, meist neurologischer
Erkrankungen entwickeln und treten dann als Symptom dieser Erkrankung auf. Oftmals werden
Sekunddre Dystonien aber auch von &dufleren Faktoren wie Schlaganfillen, Tumoren oder
Drogenmissbrauch ausgelost [4].

Bislang sind 13 monogen vererbte Dystonien bekannt, die dementsprechend als DYT1 bis DYT13
bezeichnet werden [5]. Die Vererbung erfolgt autosomal dominant (DYT1, DYT4-13), autosomal
rezessiv (DYT2) oder X chromosomal rezessiv (DYT3). Mit Ausnahme von DYT2 und DYT4
wurden die chromosomalen Loci bereits identifiziert. Die krankheitsauslosenden Gene und der
molekulargenetische Hintergrund ist bei einigen Dystonien bekannt. So sei hier die Dopa-
Responsive Dystonie (DRD; DYTS5) genannt. Es handelt sich um eine Dystonie mit einem
gleichzeitig oder spdter auftretendem Parkinsonismus. Wie der Name vermuten lésst, sind die
meisten Patienten hervorragend mit L-Dopa behandelbar. Etwa 50-60 Prozent der Betroffenen
haben eine Mutation im GCH1 Gen, welches fiir GTP-Cyclohydrolase I codiert [6-10]. Auch bei

DYT1 (autosomal dominant early-onset dystonia; idiopathic torsion dystonia) kennt man das
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verantwortliche Gen. Fast alle Patienten haben eine GAG Trinukleotid- Deletion im Torsin A Gen,

weshalb dem Protein eine funktionell wichtige Glutaminsdure fehlt [11].

1.2 Das X-chromosomale Dystonie- Parkinson- Syndrom (XDP)

Das X-chromosomale Dystonie- Parkinson- Syndrom, kurz XDP, (OMIM #314250) wurde erstmals
1976 von Lee ef al. anhand von 28 Féllen auf der philippinischen Insel Panay beschrieben [12]. Das

Syndrom wird innerhalb der priméiren Dystonien als Dystonie 3 (DYT3) bezeichnet.

1.2.1 Krankheitsbild

Die Erkrankung wurde von Fahn ef al. mit dem philippinischen Wort ,,Lubag* bezeichnet [13].
Ubersetzt bedeutet dies soviel wie ,,verdreht”. Dies beschreibt anschaulich die mit der Dystonie

einhergehende abnormale Haltung der betroffenen Korperteile.

Abb. 1: XDP Patient mit oromandibulirer Dystonie
und Torticollis.
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Die Abbildung 1 zeigt beispielhaft einen an XDP erkrankten Patienten mit oromandibuldrer
Dystonie und Torticollis.

Wie Untersuchungen anhand von 42 Patienten aus 21 Familien zeigten, duflert sich XDP zuerst in
einem beschriankten Areal (untere oder obere Extremititen, Axialmuskulatur oder Kopf) und
generalisiert in 90 % der Félle innerhalb von einem bis 11 Jahren nach Auftreten der ersten
Symptome [14]. Die mittlere Dauer bis zur Generalisierung betrigt fiinf Jahre. Bei einem Grofteil
der Patienten treten Gangstérungen (90 %), Dystonien der Beine (79 %), des Mundes bzw. Kiefers
(oromandibulédr) (64 %), des Halses (Torticollis) (57 %), sowie Blepharospasmen (Lidkrdmpfe)
(57 %) auf. Im Verlauf der Erkrankung entwickeln 36 % der Betroffenen eine Parkinson-
Symptomatik, teilweise einhergehend mit einer Abschwichung der Dystonie. Die Parkinson-
Symptome umfassen Tremor, Bradykinesie (verlangsamte Bewegungen), Steitheit, Verlust der
Haltungs- (posturalen) Reflexe und schlurfenden Gang. Es tritt mindestens eines der genannten
Symptome auf. Auch eine verminderte Geruchswahrnehmung in Zusammenhang mit XDP wird
vermutet [15].

Die ersten Krankheitssymptome treten fiir gewohnlich im Erwachsenenalter auf. Der Durchschnitt
liegt bei etwa 35 Jahren (Zeitspanne 12-64 Jahre) [16]. Die Verlaufsdauer betridgt bis zu 40 Jahre.
Die Erkrankung fiihrt ausnahmslos zum Tod. Die Betroffenen verhungern, da die Nahrung nicht
mehr gekaut und geschluckt werden kann, ersticken an ihrer Zunge, oder sterben an
Sekundérinfekten (hauptséchlich Lungenentziindungen).

Bislang ist keine erfolgversprechende medikamentdse Therapie bekannt [14]. Allerdings kann den
Patienten durch Botulinum Toxin- Injektionen Linderung verschafft werden. Die Injektion erfolgt
intramuskuldr und fiihrt zu einer Relaxation des Muskels. Hierbei handelt es sich um eine
symptomatische Therapie, die nur bei einer fokalen Dystonie sinnvoll angewendet werden kann.
Neurochirurgische Eingriffe zur symptomatischen Therapie wie Thalamotomie oder Palidotomie

verliefen nur bedingt erfolgreich [12,17].

1.2.2 Neuropathologie

Das X-chromosomale Dystonie- Parkinson- Syndrom ist eine neurodegenerative Erkrankung. Die
dystonischen und parkinson- dhnlichen Symptome beruhen auf einer Muskel- fehlsteuerung.
Neuropathologische Untersuchungen zeigten in Patienten- Gehirnen eine Atrophie im Bereich des
Nucleus caudatus und Putamen [17,18]. Nucleus caudatus und Putamen bilden zusammen mit dem

Nucleus accumbens das Striatum (deutsch: Streifenkdrper) und sind Teil der Basalganglien des

3
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GroBhirns. Die Basalganglien sind fiir die Regulation von Bewegungsablidufen, insbesondere der
Grobmotorik zustidndig. Eine Stérung im Bereich der Basalganglien kann zu einer Fehlsteuerung
des Bewegungsapparates fiihren (z.B. bei Chorea Huntington) [19-21]. Mit Hilfe der Positronen
Emissions- Tomographie konnte im Striatum von XDP- Patienten ein reduzierter Glucose-
Stoffwechsel nachgewiesen werden [22]. Post mortem Analysen zeigten in den betroffenen
Bereichen einen Verlust von Neuronen verbunden mit einer Astrogliose. Andere Regionen wie
Cortex, Substantia nigra und Pons waren unauffillig [18,23].

Funktional setzt sich das Striatum aus zwei mosaikartig angeordneten Bereichen zusammen, dem
Matrix- und dem Striosomen- Bereich [24,25]. Der Matrixbereich bildet zwei Signalwege (direkter
und indirekter Signalweg), die als ,,Push-Pull*- System fungieren, um Bewegungen zu verstirken
oder abzuschwichen. Zusétzlich gibt es einen dritten, striosomalen Signalweg. Vermutlich setzt
eine korrekte Bewegungssteuerung eine aneinander angepasste Aktivitit der drei Signalwege voraus
[26]. Untersuchungen von Goto ef al. konnten zeigen, dass der Striosomen- Bereich bei XDP
Patienten mit Dystonie Symptomen degeneriert, der Matrix- Bereich jedoch intakt ist [27]. Bei
Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung im Parkinson- Stadium war auch der Matrix- Bereich
degeneriert. Die Degeneration wird verursacht durch einen Verlust an ,,medium spiny neurons®.

Cholinerge Neuronen sind nicht betroffen.

1.2.3 Erbgang

Wie aus dem Namen bereits ersichtlich, handelt es sich bei XDP um eine X- chromosomal rezessiv
vererbte Erkrankung. Formalgenetisch gezeigt wurde dies zuerst 1990 von Kupke et al. durch
neurologische Untersuchungen und Segregationsanalysen in 21 philippinischen Familien [28]. Von
XDP betroffen sind fast ausschlieBlich Ménner, allerdings wurden auch vereinzelt erkrankte Frauen
beschrieben [29,30]. Diese hatten im Vergleich zu den Méannern einen weniger stark ausgeprigten
Phénotyp mit einem milderen Krankheitsverlauf und spaterem Ausbruch der Krankheit. XDP ist
eine hauptsichlich auf den Philippinen anzutreffende Erkrankung, die auf einen ,,Griindereffekt*
zuriickzufiihren ist (engl. ,,founder effect”). Das heif}t, alle Betroffenen sind Nachfahren eines
einzigen Menschen, bei dem die krankheitsauslosende Mutation entstanden ist. Daraus resultiert
eine Homogenitit des krankheitsauslosenden Allels. Dies, zusammen mit der fast vollstdndigen
Penetranz erleichtert die Suche nach den molekularbiologischen Ursachen der Krankheit. XDP
konnte moglicherweise als Modell fiir andere, nicht monogen vererbte Dystonien dienen und dabei

helfen das Wissen iiber die molekularen Vorgénge im Bereich der Basalganglien zu erweitern.
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Der Ursprung des X- chromosomalen Dystonie- Parkinson- Syndroms liegt vermutlich auf der
philippinischen Insel Panay. Hier ist die Praevalenz (die H&ufigkeit) mit 4,77 Erkrankten pro
100000 Einwohner verglichen mit anderen Regionen héher [28,31]. Die absolut hochste Praevalenz
wurde fiir die auf Panay gelegene Provinz Capiz ermittelt. Von 100000 Einwohnern litten
durchschnittlich 21,94 Personen an XDP. Dies entspricht einer Haufigkeit von etwa 1/4000.
Obwohl XDP philippinischen Ursprungs ist, wurde die Erkrankung auch in anderen Landern
nachgewiesen [32]. Allerdings waren die Patienten ausnahmslos philippinischer Abstammung,

sodass anzunehmen ist das auch diese Fille auf den ,,Griindereffekt* zuriickzufiihren sind.

1.2.4 Das Transkriptsystem DYT3

Durch Kopplungsanalysen konnte der XDP- Locus DYT3 auf den proximalen- langen Arm des X-
Chromosoms eingegrenzt werden [33-35]. Zytogenetische Analysen zeigten bei Patienten keine
Chromosomenabberation [36]. Die Mutation musste folglich im subchromosomalen Bereich zu
suchen sein. Durch weitere Untersuchungen konnte schlieSlich der krankheitsauslésende Bereich
auf eine etwa 400 kbp groBe Region innerhalb der chromosomalen Bande Xql3.1 eingegrenzt
werden [37-40]. Flankiert wird die Region proximal von dem Marker DXS10016 und distal von
DXS559 (Abb. 2).
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Abb. 2: Krankheitsauslosender Bereich in Xq13.1. Dargestellt ist der etwa 400 kbp umfassende krankheits-
auslosende Bereich in Xq13.1 zwischen den polymorphen Markern DXS10016 und DXS559. Die Region
umfasst acht bekannte Gene, deren Transkriptionsrichtung durch Pfeile symbolisiert wird. Auflerdem
werden die Positionen der patienten- spezifischen Mutationen gezeigt.
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Der Bereich zwischen den Markern umfasst acht Gene, die als XDP Kandidatengene in Frage
kommen und deren Funktion bereits teilweise aufgeklirt ist. Das Gen ZMYM3 (frither DXS6673F)
codiert fiir ein Zinkfinger Protein unbekannter Funktion und wird in Verbindung mit Mentaler
Retardierung gebracht [41,42]. NonO codiert fiir das RNA- Bindeprotein p54™ [43] und /ITGBIBP2
fiir das muskelspezifische Melusin [44]. Das TAF1 Gen (frither CCG1) codiert fiir die 250 kDa
Untereinheit des ,,TATA- Box Bindeprotein Assoziierter Faktor 1¢. Dieser spielt eine wichtige
Rolle im Bereich der Transkriptionsaktivierung der RNA Polymerase 2, sowie der Steuerung des
Zellzyklus [45,46]. Das TAF1 Gen wird alternativ gespleifit und codiert zwei Isoformen, wobei
Isoform 2 intern 21 Aminosduren fehlen. Ein weites Gen im XDP- kritischen Bereich ist ING2 (oder
auch INGX) [47,48]. Es handelt sich um ein putatives Tumor Suppressor- Gen dhnlich ING1
(inhibitor of growth) mit einem PHD- Finger (plant homeodomain) Motiv. Desweiteren finden sich
noch die Gene OGT (O-linked N-acetylglucosamine transferase) [49], ACRC (codiert fiir ein
nukledres Protein mit saurem Repeatbereich) [50] und CXCR3, welches fiir den CXC
Chemokinrezeptor 3 codiert [51]. ACRC spielt mdglicherweise ein Rolle bei der Transkript-
Elongation [52].

Durch Sequenzierungen wurde tlberpriift, ob in diesen Genen krankheitsspezifische Mutationen
vorhanden sind. Dies konnte ausgeschlossen werden [39,40,50,53]. Die Untersuchungen
beschriankten sich auf die Exon- Bereiche. Intergenische Mutationen, sowie Mutationen in Introns
wurden dabei nicht erfasst. Die fiir das X- chromosomale Dystonie- Parkinson- Syndrom
krankheitsrelevante Mutation musste folglich in einem regulatorischen Bereich, einem Intron oder
einem bislang unbekannten Gen lokalisiert sein.

Deshalb wurde bei einem Patienten nahezu die vollstindige Kandidatengen- Region sequenziert.
Lediglich der hoch repetitive Bereich zwischen den Genen ITGBIBP2 und TAF1 konnte nicht
sequenziert werden. Es wurden bislang unbekannte Mutationen identifiziert ([54] sowie
unverdffentlichte Daten). Diesen Mutationen wurden in weiteren 46 XDP- Patienten, sowie 178
philippinischen Kontrollpersonen (ménnlich und weiblich; insgesamt 208 X- Chromosomen)
gesucht. Es zeigte sich, dass sieben SNPs, sowie eine 48 bp Deletion ausschlielich in Patienten
nachgewiesen werden konnten. Diese Mutationen sind folglich krankheits- spezifisch. Dabei waren
zwel Mutationen (SNP 4 und SNP 5) in Patienten polymorph, nicht jedoch in den Kontrollen. Dies
zeigt, dass SNP 4 und 5 auf Mutationen in XDP Krankheitstragern zuriickzufiihren, und deshalb
vermutlich nicht krankheitsrelevant sind.

Die restlichen fiinf XDP- spezifischen Basenaustausche wurden DSC 1, DSC 2, DSC 3, DSC 10
und DSC 12 (disease-specific single-nucleotide change) genannt (Abb. 2). Diese DSC sind,

zusammen mit der 48 bp Deletion, die einzigen Patienten- spezifischen Mutationen. Folglich
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miissen ein oder mehrere DSC krankheitsausldsend sein.

Neben den 178 philippinischen Kontrollpersonen wurden auch 180 kaukasische, 80 japanische und
60 kubanische Personen (insgesamt 629 X- Chromosomen) getestet. Bei keiner dieser Kontrollen
wurden DSCs gefunden. Bei zwei kubanischen Kontrollen fand sich eine, der 48 bp Deletion
dhnliche, jedoch nicht identische Deletion.

Bei der ndheren Analyse der Polymorphismen zeigte sich, dass bis auf zwei Ausnahmen alle DSC in
repetitiven Genombereichen (ALU, LINE und L1MBI1) lokalisiert sind. DSC 12 befindet sich in
einem nicht- repetitiven Bereich in TAF'1 Intron 18. DSC 3 befindet sich in einem nicht- repetitiven
Bereich, der Homologie zu dem auf Chromosom 18 lokalisierten SOCS6 oder CIS4 Gen aufweist,
einem Zytokin- Signalisierungshemmer mit C- terminaler SH2- und SOCS- Doméne [55]. Aus
diesem Grund wurde nach bislang unbekannten Transkripten im Bereich um DSC 3 gesucht.

Mit Hilfe von RT- PCR Amplifikationen mit Primern im Bereich um DSC 3 und mit Hilfe von
Phagenbank- Screenings konnten mehrere zuvor unbekannte Exone identifiziert werden (Abb. 3)

[54].
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Abb. 3: Das Transkriptsystem DYT3. Dargestellt sind die neu entdeckten Exone 1-5 (griin) sowie 32, 34" und
357 (hellblau). Im unteren Bereich der Abbildung sind die verschiedenen Transkriptvarianten gezeigt.

Funf der neu entdeckten Exone befinden sich im Bereich zwischen den Genen TAF1 und OGT. Sie

wurden von eins bis fiinf durchnummeriert und als DY73 Exone benannt (in Abb. 3 griin
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dargestellt). Das DYT3 Exon 2 iiberlappt teilweise mit dem ING2 Gen, welches sich allerdings im
Gegenstrang befindet (vgl. Abb. 2).

Es wurden jedoch auch Exone nachgewiesen, die im 74F'1 Transkriptbereich lokalisiert sind, jedoch
im Zusammenhang mit 74F'1 bislang nicht beschrieben wurden. Diese Exone wurden ihrer Position
im TAF1 Gen entsprechend als Exon 32°, 34" und 35" definiert.

Alle neu beschriebenen Exone bilden ein alternativ gespleifltes Transkriptsystem, das sich aus
mindestens vier Hauptvarianten und mehreren Untervarianten zusammensetzt (Abb. 3). Die
Transkriptvarianten wurden als Variante 1 bis 4 definiert. Neben diesen Hauptvarianten gibt es
innerhalb der Variante 2 mehrere Untervarianten (2a-e).

Die Hauptvarianten 1 und 2, sowie die Untervarianten 2 a-e nutzen auch 74F1 Exone. Bei Variante
3 und 4 kann dies nicht ausgeschlossen werden, da es sich bei den in Abbildung 3 dargestellten
Transkripten nicht um die vollstdndigen Transkripte handelt. Die 5'- und 3’- Bereiche sind bislang
unbekannt. So konnte, wie bislang unveroffentlichte Arbeiten unserer Gruppe zeigen, Variante 2 um
weitere TAF1 Exone in 5'- Richtung verldngert werden. Alle bislang entdeckten Transkriptvarianten
nutzen die DY73 Exone 3 und 4. Die XDP- spezifische Mutation DSC 3 befindet sich in Exon 4 und
ist damit die einzige Mutation in einem Exon.

Dies zeigt den momentanen Stand der Forschung. Die Funktion der DYT3 Transkriptvarianten ist
bislang unbekannt. Welcher der DSCs, oder die 48 bp Deletion krankheitsauslosend sind, ist nicht
bekannt. Allerdings ermoglichen es diese Polymorphismen bereits heute, XDP zuverldssig
molekulargenetisch zu diagnostizieren. Damit steigen die Chancen der Fritherkennung und

moglicherweise auch der Erfolg einer zukiinftigen Therapie.

1.3 Retroelemente im menschlichen Genom

Das menschliche Genom besteht aus etwa 20000 bis 25000 proteincodierenden Genen [56]. Die
codierenden Bereiche umfassen jedoch lediglich 1,2 % des gesamten euchromatischen Genoms.
Dies ist deutlich weniger als bei Prokaryonten. So ist z.B. das Genom des hédufig im Labor
eingesetzten E. coli Stammes K12 zu 87,8 Prozent proteincodierend [57]. Die iiberwiegende
Mehrheit des eukaryotischen Genoms besteht nicht aus proteincodierenden Bereichen. So besteht
etwa die Halfte des Sédugetier- Genoms aus sogenannten transponierbaren Elementen, die sich in
Transposons und Retroelemente gliedern [58]. Diese Elemente werden oft auch als ,,selfish DNA*

oder ,,Mobile Elemente* bezeichnet, was deren Féhigkeit sich selbst zu kopieren beschreibt. Die
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Retroelemente bendtigen hierzu eine RNA- Zwischenstufe, die mit Hilfe einer Reversen
Transkriptase wieder zu DNA umgeschrieben wird. Der iiberwiegende Teil der ,,selfish DNA*
besteht aus Retroelementen (42,2 %), wiahrend der Anteil der Transposons im menschlichen Genom
nur bei etwa 2,8 % liegt. Die funktionelle Bedeutung transponierbarer Elemente wurde lange
unterschitzt. So wurde urspriinglich angenommen, sie hdtten keine Funktion. Daher bezeichnete
man sie auch als ,,JJunk- DNA®“. Heute kennt man die wichtige Bedeutung transponierbarer
Elemente. So dienen sie oftmals als alternative Promotoren oder regulieren die Expression
naheliegender Gene. Auch geht man davon aus, dass sie eine wichtige Rolle bei der Evolution des

Genoms spielen [59-62].

1.3.1 Humane endogene Retroviren

Die Gruppe der Retroelemente teilt sich in LTR- und nicht- LTR- Elemente. Zur gréeren Gruppe
der nicht LTR- Elemente gehoren die ,,long interspersed nuclear elements* (LINE) zu denen L1 und
L2 repeats gehoren, die ,,short interspersed nuclear elements* (SINE) zu denen Alu und MIR repeats
gehoren, sowie Pseudogene [63]. Zur Gruppe der LTR- Elemente gehoren Sequenzen retroviralen
Ursprungs, die zusammen etwa acht Prozent des menschlichen Genoms ausmachen [64]. Sie
umfassen verschiedene Klassen endogener Retroviren sowie Retrotransposons und andere
retrovirale Sequenzen.

Humane endogene Retroviren (HERV) sind retrovirale Genome oder Teile davon, die durch
Infektionen der Keimbahn stabil in das humane Genom integriert sind, und damit nach mendelschen
Regeln vererbt werden [65]. Strukturell gleichen endogene Retroviren mit ihren zwei flankierenden
,Long Terminal Repeats* (LTR) ihren exogenen Verwandten (Abb. 4). Die GréBe vollstindiger
Proviren betrdgt etwa 8 bis 9 kbp. Intern enthalten sie Sequenzen, die homolog zu den retroviralen
Genen gag, pol und env sind und fiir die viralen Proteine wie Hiillproteine oder reverser
Transkriptase codieren. Allerdings sind meist die codierenden Fihigkeiten dieser Gene durch
Deletionen oder eine Anhdufung von Mutationen im Laufe der Evolution verloren gegangen. Es gibt
jedoch auch funktionell codierende endogene Retroviren, wie z.B. HERV-K Proviren, welche
Viruspartikel produzieren kdnnen. Diese sind jedoch aufgrund von Hiillprotein- Mutationen nicht
infektids [66]. In diesem Zusammenhang sei auch das Protein Syncytin genannt, urspriinglich ein
HERV-W Hiillprotein, das fiir die Funktion der Syncytiotrophoblasten und damit fiir die

Abgrenzung des foetalen Gewebes von der Plazenta essentiell ist [67,68].
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines endogenen Retrovirus. Retrovirale Sequenzen sind gelb und
zelluldre Sequenzen grau dargestellt. Das virale Genom enthélt die Gene gag, pol/ und env und wird
flankiert von zwei identischen long terminal repeats (LTR). Diese LTR besitzen an ihren Enden
kurze, invertierte repeats (Pfeile). Aulerdem ist eine tRNA Primerbindestelle vorhanden, um die
reverse Transkription zu primen. Durch Integration eines Provirus in das Genom entsteht eine etwa 4-
6 bp grofle Duplikation der zelluldren DNA (blauer Balken).

Humane endogene Retroviren werden flir gewohnlich anhand einer tRNA Primerbindestelle, welche
fiir die reverse Transkription essentiell ist, klassifiziert [65]. Zur Bezeichnung wird der
,,Einbuchstaben- Aminosidurecode verwendet. So haben z.B. HERV-K eine Bindestelle fiir eine
Lysin- tRNA. Desweiteren werden endogene Retroviren in drei Klassen unterteilt. In Kasse 1
werden alle HERV zusammengefasst, die Homologie zu Gamma- Retroviren, wie dem Moloney
Leukdmievirus (MLV) aufweisen. Klasse II umfasst HERV mit Ahnlichkeit zu Beta- Retroviren
(z.B. mouse mammary tumor virus; MMTV) und Klasse III umfasst HERV mit eingeschrinkter
Homologie zu Spumaretroviren.

Die Integration viraler Sequenzen ist nicht auf Eukaryonten beschrinkt, sondern wurde auch bei
Prokaryonten nachgewiesen [69]. Alle bislang beim Menschen untersuchten HERV findet man auch
in hoheren Primaten und Altweltaffen, die meisten jedoch nicht in Neuweltaffen [65]. Dies lasst
darauf schlielen, dass die meisten HERV wihrend der Primatenentwicklung vor etwa 30 Millionen
Jahren in das Genom integriert worden sind, was in etwa dem Zeitpunkt der Trennung von Alt- und
Neuweltaffen entspricht. Eine Ausnahme bilden HERV-L und MaLR, die 70 bis 100 Millionen
Jahre zuriickverfolgt werden konnen. Dies deutet auf eine Etablierung in Vorfahren der Eutheria

(Plazenta-Sauger) hin [70,71].

Wie bereits erwdhnt, besteht das menschliche Genom zu etwa acht Prozent aus Sequenzen
retroviralen Ursprungs. Allerdings handelt es sich bei den meisten retroviralen Elementen nicht um
vollstindige oder zumindest trunkierte endogene Retroviren, sondern lediglich um deren LTR.

Homologe Rekombination zwischen den 5'- und 3’- LTR fiihrt zur Entfernung der viralen Gene aus
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dem Genom. Es bleibt lediglich ein einzelnes LTR iibrig. Dieser Mechanismus scheint wihrend der
Evolution héufig stattgefunden zu haben, da wesentlich mehr eigenstindige LTR als komplette
HERV im humanen Genom vorkommen [65]. Wihrend sich die Zahl vollstindiger HERV im
haploiden Genom je nach Virustyp auf ein paar Dutzend beschrénkt, finden sich oftmals mehrere
tausend Kopien des dazugehorigen LTR.

Diese ,,Long Terminal Repeats* konnen sowohl Promotor- als auch Enhanceraktivitit besitzen [72,
73]. AuBlerdem sind sie fiir die Replikation des viralen Genoms essentiell [74]. Die Aktivitdt des
Promotors bzw. die Stirke des Enhancers ist oft zellspezifisch. Heute kennt man einige zelluldre
Gene, die ein LTR Flement als einzigen oder alternativen Promotor besitzen und die Expression
gewebespezifisch reguliert wird [75-77]. Strukturell setzen sich LTR aus einer U3, R und US5-
Region zusammen. Die grofite Region, die U3- Region (Unique 3”) beinhaltet die fiir die Aktivitdt
des Promotors essentiellen Motive (z.B. TATA- Box), sowie Motive, die eine zelltyp- spezifische
Regulation ermdglichen [78]. Die R- Region (Repeat Region) ist etwa 15 bis 250 Nukleotide lang
und beinhaltet den Transkriptionsstart, sowie oftmals ein Polyadenylierungssignal [79]. Die U5-
Region umfasst etwa 70 bis 250 Nukleotide und grenzt an die tRNA Primerbindestelle an. Die U5-
Region besitzt Sequenz- Motive, die fiir eine effiziente Polyadenylierung des viralen Transkripts im

3" LTR essentiell sind [80].

1.4 Regulation der Transkription

Die korrekte Steuerung der Genexpression ist flir den Zellstoffwechsel und damit fiir den gesamten
Organismus von fundamentaler Bedeutung. Neben der Anpassung an duflere Faktoren, wie etwa die
Sauerstoffkonzentration, muss die Genexpression bei vielzelligen Eukaryonten zelltypspezifisch
und auch zeitlich (z.B. wihrend des Zellzyklus oder der Embryogenese) exakt gesteuert sein. Die
Expression wird hierbei von bestimmten Sequenzabschnitten, den Promotoren getrieben. Diese sind

den eigentlichen (protein)codierenden Sequenzen vorgeschaltet.

1.4.1 Der Polymerase II Promotor

Die Transkription, also das Umschreiben der DNA in RNA, erfolgt mit Hilfe einer RNA
Polymerase. Bei Eukaryonten kennt man drei verschiedene RNA Polymerasen (I bis III). Die RNA
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Polymerasen I und III transkribieren die rRNA- und tRNA- Gene, wahrend RNA Polymerase II (Pol
II) proteincodierende Gene transkribiert. RNA Polymerasen setzen sich aus einer Vielzahl von
Untereinheiten zusammen, wobei das RNA Polymerase Il Holoenzym die meisten Untereinheiten
(anndhernd 60 Polypeptide) besitzt [81].

Die minimale, fiir eine basale Expression nétige Sequenz wird als Core- Promotor bezeichnet [82].
Der Polymerase II (Pol II) Core- Promotor enthélt fiir gewdhnlich ein oder mehrere konservierte
Motive wie TATA- Box, Inr- Element (Initiator Element), BRE (TFIIB Recognition Element) und
DPE (Downstream Promoter Element), welche fiir die korrekte Positionierung und Orientierung der
Transkriptions- Maschinerie wichtig sind [81,83]. Dabei befinden sich diese Motive in einem
definierten Abstand zum Transkriptionsstartpunkt (Abb. 5).

Die Transkription wird in verschiedene Phasen unterteilt. Zuerst bildet die Polymerase zusammen
mit den basalen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIB, TFIID, TFIE, TFIF und TFIH den
sogenannten Prd- Initiierungskomplex (PIC) im Bereich des Core- Promotors. Der
Transkriptionsfaktor TFIIB kann dabei an das BRE binden, wahrend TFIID an die TATA- Box,
sowie an das INR- Element und das DPE binden kann. TFIID setzt sich zusammen aus dem TATA-
Box Bindeprotein (TBP), sowie TATA- Box Bindeprotein assoziierten Faktoren (TAF). TFIID
orientiert sich so, dass das TBP an der TATA- Box, und TAF1 und TAF2 im Bereich des Inr binden
[84,85]. TAF6 und TAF9 positionieren sich im Bereich des DPE [86].

| bre [ E P

~-38 ~-24 +5 +28 +32
cee ApaG CCANTCC G
CCACCCC TATATAAR TTA\NATT éG’%%é
+1

Abb. 5: Position der Core- Promotor Elemente eines Pol II Promotors. Die Elemente sind als farbige Boxen
dargestellt. Darunter sind die Positionen relativ zum Transkriptionsstartpunkt (+1) angegeben. Die
Positionen des BRE und der TATA- Box sind im Gegensatz zum Inr und DPE nicht nukleotidgenau
festgelegt. Unter den Boxen sind die entsprechenden Konsensussequenzen gezeigt. Pol 11 Promotoren
enthalten flir gewohnlich nur einen Teil (oder keines) dieser Motive.

Nachdem die Transkriptions- Maschinerie am Core- Promotor gebunden ist, erfihrt sie eine

drastische Konformationsédnderung, bei der der DNA- Doppelstrang im Bereich des Transkriptions-

startpunktes auf einer Lange von etwa 10 bis 15 Nukleotiden geschmolzen wird [87]. Hierfiir sind
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TFIIE und TFIIH notwendig [88]. Der so einzelstringige Matrizen- Strang wird in das Aktive
Zentrum der RNA Polymerase transportiert. Diesen Zustand nennt man ,,Offener Komplex*. In der
nun folgenden Initiierungsphase, wird die RNA nach Vorgabe des Matrizen- Stranges synthetisiert.
Dabei kommt es oft zum Abbruch der Synthese nach etwa 3 bis 10 Basen [89,90]. Erreicht die RNA
eine Liange von etwa 30 Nukleotiden, so verliert die Polymerase den Kontakt zum Core- Promotor
(promoter clearance). Es beginnt die Elongations- Phase, bei der die RNA unter Zuhilfenahme von
Elongations- Faktoren bis schlieBlich zur Termination verlangert wird [91].

Neben den fiir die Transkription essentiellen basalen Transkriptionsfaktoren gibt es eine Vielzahl
weiterer Transkriptionsfaktoren, die aktivierend oder reprimierend auf die Transkription wirken und
so in einem komplexen Zusammenspiel die Genaktivitdt regulieren. Diese Transkriptionsfaktoren
konnen an Faktor- spezifische Konsensusmotive binden, welche sich fiir gewohnlich proximal des
Core- Promotors befinden.

Fiir die Transkription ist es erforderlich, dass die Transkriptions- Maschinerie einen Kontakt zum
Core- Promotor herstellen kann. Jedoch ist die DNA bei Eukaryonten im Chromatin (einem
Komplex aus DNA, Histon- und Nichthiston- Proteinen) organisiert. Dabei ist die DNA
unterschiedlich stark gepackt. Bei hoher Packdichte spricht man von Heterochromatin und bei
niedriger Packdichte von Euchromatin. Eine hohe Packdichte erschwert es der Transkriptions-
Maschinerie Kontakt zum Core- Promotor herzustellen und die Transkription zu initiieren. Viele
Transkriptionsfaktoren regulieren die Stdrke der Transkription, indem sie durch Histon-
Modifikationen lokal die Packdichte des Chromatins dndern und so den Zugang der Polymerase zur
DNA erleichtern oder erschweren [92]. Die Modifikation erfolgt mit Hilfe von Coregulatoren
(Coaktivator oder Corepressor) am N- terminalen Bereich der Histone. Man unterscheidet vier
Klassen Histon- modifizierender Coregulatoren, Histon- Acetyltransferasen, Histon- Deacetylasen,
Histon- Methyltransferasen und  Histon- Kinasen. Neben der Regulation {iiber Histon-
Modifikationen gibt es Transkriptionsfaktoren, die mit Hilfe eines modular aufgebauten Mediators
die Aktivitdt der Transkriptions- Maschinerie beeinflussen [93-95]. Die Regulation erfolgt hier
durch Phosphorylierung der C- terminalen Doméne der RNA Polymerase II.

1.4.2 Enhancer, Silencer und LCR

Neben dem eigentlichen Core- Promotor und den proximal angeschlossenen regulatorischen
Bereichen, wird die Expression vieler Gene zusitzlich durch weiter entfernt liegende

Sequenzabschnitte beeinflusst. Diese Bereiche werden, je nach Effekt, als Enhancer oder Silencer
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bezeichnet. Bereits 1981 konnte gezeigt werden, dass ein 72 bp groBBes repetitives Sequenzelement
aus dem SV40 Genom ausreichend ist, die Expression eines klonierten Himoglobin- Gens um den
Faktor 200 zu steigern [96]. Dabei war es unerheblich, wo sich das Element befand. Auch die
Orientierung hatte keinen Einfluss auf den verstirkenden Effekt. Dies entspricht der gédngigen
Definition eines Enhancers/Silencers als cis- regulatorisches Element, dessen Wirkung orts- und
orientierungsunabhingig ist. Die Entfernung vom Promotor kann mehrere zehntausend Basen
betragen [97]. Vermutlich aufgrund dieser hohen Distanz gibt es im Genom sogenannte ,,Insulator*-
Elemente (Isolierende Elemente). Diese konnen die Enhancer- Reichweite begrenzen, um
unerwiinschte Effekte auf angrenzende Gene zu verhindern [98].

Zur Funktionsweise von Enhancern nimmt man an, dass der Enhancer und der Core- Promotor
durch Schleifenbildung der DNA in engen Kontakt zueinander gebracht werden [99]. Die an den
Enhancer gebundenen Proteine konnen so in direkten Kontakt zur Transkriptionsmaschinerie treten
und die Transkription verstirken. Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass Enhancer basale
Transkriptionsfaktoren, sowie die Polymerase rekrutieren konnen. Dieser Komplex stellt den
Kontakt zum Core- Promotor entweder durch direkte Schleifenbildung oder durch einen
,»Tracking-““ Mechanismus, der auch zu einer Schleifenbildung fiihrt, her [100].

Neben Enhancern gibt es weitere transkriptions- verstirkende FElemente, die Locus-
Kontrollregionen (LCR). Diese sind komplexer aufgebaut als Enhancer und besitzen im Gegensatz
zu diesen mehrere DNase I hypersensitive Regionen [101,102]. LCR koénnen die Aktivitdt mehrerer
Gene iiber eine grofle Distanz gewebespezifisch und zeitlich exakt steuern. Die regulierten Gene
sind dabei in einem Gencluster organisiert.

Die wahrscheinlich am besten untersuchte LCR befindet sich stromaufwirts des (- Globin
Genclusters und umfasst fiinf DNase hypersensitive Regionen, die fiir sich genommen Enhancer-
oder Insulator- Eigenschaften aufweisen. Diese LCR reguliert die Aktivitidt der humanen (3- Globin
Gene, die wahrend der Embryonalentwicklung zu unterschiedlichen Entwicklungsstufen aktiv sind.
Dabei sind die B- Globin Gene auf dem Chromosom in der gleichen Abfolge organisiert, in der sie
aktiviert werden. Die Deletion der - Globin LCR fiihrt zu einem fast vollstdndigen Verlust der (3-
Globin Genexpression, wie verschiedene Formen der Thalassdmie zeigen [103].

Die Funktionsweise der LCR ist noch nicht vollstindig bekannt. Die Genaktivierung erfolgt durch
Lockerung der Chromatinstruktur in einem groBeren Bereich, als dies z.B. bei Enhancern der Fall
ist. Wie dies zustande kommt ist nicht abschlieBend geklart. Hier werden Schleifenbildungs- oder

,Linking*“- Mechanismen diskutiert [104,105].
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zur weiteren Analyse des bei XDP mutierten
Transkriptsystems DYT3 zu leisten. Bislang ldsst sich nicht vorhersagen, welche der von Nolte ef al.
identifizierten Mutationen krankheitsausldsend sind [54]. Die Mutationen konnten das pre-mRNA
Spleilen beeinflussen, zu einem Aminosdurenaustausch in einem bislang unbekannten Protein
filhren, oder eine Fehlregulation der Expressionsrate hervorrufen. Eine systematische Analyse wire
mit einem enormen Aufwand verbunden, weshalb es sinnvoll erscheint zuerst das Transkriptsystem
nédher zu charakterisieren, um so die krankheitsauslosende Mutation ndher eingrenzen zu kdnnen.
Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit richtet sich auf die Transkriptvariante 3 und deren Regulation.
Zundchst war zu kldren, ob es sich um ein TAF1- Exon unabhingiges Transkript mit
eigenstdndigem Promotor handelt. Die Regulation dieses Promotors sollte hinsichtlich mdglicher
XDP relevanter Mechanismen untersucht werden. Zusitzlich sollte nach weiteren putativ
transkriptionsregulativen Elementen gesucht, und diese néher analysiert werden.

In weiteren Experimenten sollte {iberpriift werden, ob die XDP- spezifische Mutation DSC12 zu
SpleiB3- Verdanderungen fiihren konnte. Die Sequenz bei DSC12 stellt eine putative Branch- Site dar,

die durch die Mutation zerstort wiirde.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Katalog- Nr.

2- Mercaptoethanol
50 Base- Pair Ladder

Agar- Agar
Agarose
Ampicillin

Bacto- Trypton
Bacto Hefeextrakt
Betain

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate

Borsaure

Bromphenolblau Na- Salz
BSA

Chloroform

Coomassie brilliant blue R-250
Cryo- safe I

Dulbecco’s PBS (10x)

Essigsdure
Ethidiumbromid Lésung

Ethylendiamin- tetraessigsdure
Dinatriumsalz (EDTA)

Ethanol

Ficoll 400

Foetales Kilberserum
Formamid

Glycerin

Glycin

Isobutanol
Isopropanol

Kaliumhydroxid (KOH)

Fluka Chemie GmbH; 9471 Buchs (Schweiz)

Amersham Biosciences; Piscataway, NJ 08855-
1327 USA

Serva GmbH & CO. KG; 69115 Heidelberg
Inno-TRAIN GmbH; 61477 Kronberg

Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim
BD; Sparks, MD 21152 USA

DIFCO (BD); Sparks, MD 21152 USA

Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim
Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA 94547 USA

Merck KGaA; 64293 Darmstadt

Serva GmbH & CO. KG; 69115 Heidelberg
Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim
Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe
Merck KGaA; 64293 Darmstadt

ccpro GmbH; 67433 Neustadt

lfAA Laboratories GmbH; 4061 Pasching;
Osterreich

Merck KGaA; 64293 Darmstadt
Merck KGaA; 64293 Darmstadt
Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim

Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe
Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim
ccpro GmbH; 67433 Neustadt

Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe
Merck KGaA; 64293 Darmstadt

Plisone Pharmacia Biotech AD, Uppsala, Sweden
Merck KGaA; 64293 Darmstadt

Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim
Merck KGaA; 64293 Darmstadt

63689
27-4005-01

11393
GX04004
A-0166
211705
212750
B-0300
500-0006

1.00165.1000
15375
A2153-50g
X984.1
12553
KM-11-V

1.00058.2500
1.11608.0030
E-5134

9065.4
F-4375
S-10-L
6749.1
1.04094.1000
17-1323-01
1.00988.1000
1-9516
5033.1000
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Chemikalie Hersteller Katalog- Nr.
Kanamycin Serva GmbH & CO. KG; 69115 Heidelberg 26898

L- Glutamin 200 mM ccpro GmbH; 67433 Neustadt Z-10-M

LMP Agarose GIBCO BRL; Gaithersburg, MD 20898 USA 5517UB
Methanol Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 4627.6
Molecular Weight Marker For Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim  MW-SDS-17S
Peptides

Najscitrat - 2 H,O Honeywell Riedel-de Haén GmbH; 30926 Seelze 25116
Natriumacetat (NaAc) Merck KGaA; 64293 Darmstadt 1.01539.0500
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 3957.1
Nukleotide (dATP, dTTP, dGTP, PEQLAB GmbH; 91052 Erlangen 20-2010
dCTP)

Penicillin/ Streptomycin Lsg. ccpro GmbH; 67433 Neustadt Z-13-M
Phenol Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 0038.1
Phenol/Chloroform Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe Al156.1
Polyvinylpyrrolidon Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim  PVP-360
Ponceau S Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 5938.1
rRNasin Promega Corporation; Madison, WI 53711 USA N2511
Temed Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 2367.3
Tetranatrium Pyrophosphat Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 89552 Steinheim  P-9146

Tris Carl Roth GmbH & CO. KG; 46185 Karlsruhe 4855.2
Tris-ClI USB; Cleveland, Ohio 44128 USA 22676
TrypLE Express GIBCO BRL; Gaithersburg, MD 20898 USA 12605-010
Salzsdure (HCI) Merck KGaA; 64293 Darmstadt 1.09057.1000
Sephadex G-50 Superfine Amersham Biosciences; Piscataway, NJ 08855- 17-0041-01

1327 USA

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Serva GmbH & CO. KG; 69115 Heidelberg 20783
Xylencyanol Merck KGaA; 64293 Darmstadt 10590.0005
2.2 Losungen und Puffer
- 0,15 M NaCl

0,2 M und 0,5 M EDTA (pH 8,0)

- 10 M KOH
-2x SSC; 0,1 % SDS

- 3 M Natriumacetat (pH 5,5)

- 40 mM Tetranatrium Pyrophosphat

- 6 x SSC; 0,1 % SDS
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- Bromphenolblau Lésung: 0,005 g/1 Bromphenolblau Na- Salz in 10 % Ethanol

- Ladepuffer 10x fiir Agarosegele: 20 % Ficoll 400; 0,1 M EDTA pH 8,0; 1 % SDS;
0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol

- Northern (Prd)hybridisierungspuffer: 6 x SSC; 5 x Denhardt Solution; 0,1 % SDS
- Ponceau S Losung: 0,5 g Ponceau S; 1 ml Essigsaure; ad H,O 100 ml

- SSC Puffer 20x (pH 7,0): 3 M NacCl; 0,3 M Nascitrat - 2 H,O

- TBE Puffer 10x: 890 mM Tris; 890 mM Borsédure; 20 mM EDTA pH 8,0

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

2.3 Bakterienstimme und humane Zelllinien

In dieser Arbeit wurde der E. coli Stamm Topl0 verwendet. Dieser eignet sich fiir allgemeine
Klonierungen einschlieflich blau- weif3 Selektion und hat folgenden Genotyp: F mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)

7697 galU galK rpsL (Str*) endA1 nupG

Tabelle 2 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien.

Tabelle 2: Humane Zelllinien

Name ATCC Nr. Ursprung isoliert aus

NT2/D1 CRL-1973 Malignes pluripotentes Metastase (Lunge)
Embryonalkarzinom (Testis)

Ug7 HTB-14 Glioblastom/ Astrozytom -

Lymphoblastoide Zelllinien - Lymphozyten aus gesunden Immortalisiert mit EBV

und erkrankten Philippinos
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2.4 Medien

Fiir die Anzucht von Bakterienkulturen (E. coli) wurde ausschlielich Luria- Bertani- Vollmedium

(LB- Medium) verwendet.

10 g Bacto- Trypton
10 g NaCl

5 g Bacto Hefeextrakt
ad H>O 1000 ml

Fiir die Herstellung von Agar- Platten wurden zusitzlich pro 1000 ml Medium 15 g Agar- Agar
zugefligt. Nach dem Autoklavieren (121 °C, 1 bar, 20 min) wurde das Medium auf 60 °C abgekiihlt,
der pH mit 10 M KOH auf 7,5 eingestellt und bei Bedarf Ampicillin oder Kanamycin
(Endkonzentration 50 pg/ml) zugegeben.

Fiir die Kultivierung eukaryotischer Zellen wurden je nach Zelltyp unterschiedliche Medien

eingesetzt. Es wurden ausschlieBlich Medien der Firma ccpro GmbH (67433 Neustadt) verwendet .

Lymphoblastoide Zellen: RPMI 1640 (Best. Nr. FM-16-L)
NT2/DlI: DMEM,; 4,5 g/l Glukose, 1,5 g/l Natriumbicarbonat (Best. Nr. FM-99L)
U87: DMEM; 4,5 g/l Glukose (Best. Nr. FM-131)

Zusitzlich wurde jedes Medium mit 10 % (v/v) Foetalem Kélberserum (FCS) und 1 % (v/v) 200
mM L- Glutamin supplementiert. AuBBerdem wurde 1 % (v/v) Penicillin/ Streptomycin Lsg.
zugegeben. Das Foetale Kilberserum wurde vor Gebrauch fiir 30 Minuten auf 56 °C erhitzt um die

Proteine im Serum zu denaturieren.
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2.5 Plasmide

Fiir die Durchfiihrung der Experimente wurden die in Tabelle 3 gelisteten Plasmide verwendet.

Tabelle 3: Verwendete Plasmide

Plasmid Vektor-  Relevanter Genotyp/ Quellenangabe
Backbone Konstruktion
pGL3-Basic pGL3 Amp®, Luziferase- Vektor zum Klonieren Promega; Madison, WI
eigener Promotor- Inserts 53711 USA
pGL3-Promoter pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit SV40 Promotor ~ Promega; Madison, WI
53711 USA
pGL3-Control pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit SV40 Promotor ~ Promega; Madison, WI
und SV40 Enhancer 53711 USA
pGL3-LTR 552 pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 552 bp LTR- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-LTR 521 pGL3 Amp® pGL3-Basic mit 521 bp LTR- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-LTR 162 pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 162 bp LTR- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-LTR 105 pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 105 bp LTR- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-LTR-Neg pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 521 bp LTR- Diese Arbeit
Promotor Insert in antisense Orientierung
pGL3-Var3 1644 pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 1644 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-Var3 639 pGL3 Amp® , pGL3-Basic mit 639 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-Var3 639-TS pGL3 Amp® , pGL3-Basic mit 545 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-Var3 253 pGL3 Amp® |, pGL3-Basic mit 253 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-Var3 137 pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 137 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert
pGL3-Var3-Neg pGL3 Amp® , pGL3-Basic mit 639 bp Var3- Diese Arbeit
Promotor Insert in antisense Orientierung
pGL3-Basic LTRenh s pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 521 bp LTR- Diese Arbeit
Promoter Insert stromabwdérts des
Luziferase Gens
pGL3-Basic LTRenh as pGL3 Amp®, pGL3-Basic mit 521 bp LTR- Diese Arbeit
Promoter Insert stromabwarts des
Luziferase Gens in antisense Orientierung
pGL3-Var3_639 LTRenh s  pGL3 Amp®, pGL3-Var3_639 mit 521 bp LTR- Diese Arbeit
Promoter Insert stromabwirts des
Luziferase Gens
pGL3-Var3 639 LTRenh as pGL3 Amp®, pGL3-Var3 639 mit 521 bp LTR- Diese Arbeit

Promoter Insert stromabwdérts des
Luziferase Gens in antisense Orientierung
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Plasmid

Vektor-

Backbone Konstruktion

Relevanter Genotyp/

Quellenangabe

Hypoxie- Reporter pGL2 Amp®, Promotor aus VEGF. SP1 und [106]
AP2 Motive mutiert

pMT2 pMT2 Amp® [107]

pMEF2C-1.6 pMT2 Amp®; MEF-2C Leserahmen in pMT2 [107]

pCDNA3-MCS pCDNA3  Amp"®, Kloniert aus pPCDNA3-IK2. Der  Diese Arbeit
IK2 Leserahmen wurde durch BamHI,
Xhol Verdau entfernt

pCDNA3-IK2 pCDNA3 Amp®, Tkaros Isoform 2 in pPCDNA3 [108]

pCDNA3-IK8 pCDNA3 Amp®, Tkaros Isoform 8 in pPCDNA3 [108]

pCR-Blunt II-TOPO Km®, Klonierungsvektor fiir ,,Blunt End*“ Invitrogen; Carlsbad, CA
Klonierungen 92008 USA

pCR 2.1-TOPO Amp®, Km®, Klonierungsvektor fiir Taq  Invitrogen; Carlsbad, CA
PCR- Produkte 92008 USA

pEGFP pPD16.43  Amp®, GFP Expressionsplasmid Clontech; Mountain View,

CA 94043 USA
2.6 Enzyme

Die verwendeten Enzyme sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Verwendete Enzyme

Name

Typ

Hersteller

BamHI, BstAPI, BstX1, EcoRl,
Hindlll, Ncol, Pvull, Sall, Sspl,

Xhol, Xmnl

AMYV Reverse Transkriptase

BD PowerScript

CIP (Calf Intestinal Phosphatase)

DNA Polymerase I (Klenow)

HotStarTaq Plus
PfuTurbo
PfuUltra
T4 DNA Ligase

Restriktionsendonuklease

Reverse Transkriptase
Reverse Transkriptase
Alkalische Phosphatase

DNA Polymerase/ 3'-5"
Exonuklease

DNA Polymerase
DNA Polymerase
DNA Polymerase
Ligase

New England Biolabs; Ipswich, MA
01938-2723 USA

Promega Corporation; Madison, WI 53711
USA

BD Biosciences; Palo Alto, CA 94303-
4230 USA

New England Biolabs; Ipswich, MA
01938-2723 USA

New England Biolabs; Ipswich, MA
01938-2723 USA

Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Stratagene; La Jolla, CA 92037 USA

Stratagene; La Jolla, CA 92037 USA

Roche Diagnostics GmbH; 68305
Mannheim
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Name

T4 Polynukleotidkinase

Taq Polymerase

Amersham Biosciences; Piscataway, NJ

Typ Hersteller
Kinase

08855-1327 USA
DNA Polymerase

Qiagen GmbH; 40724 Hilden

2.7 Oligonukleotide

Die in Tabelle 5 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma- Aldrich Chemie
GmbH in 89552 Steinheim geliefert.

Tabelle 5: Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5" -3)

LTRProm-F AACAAGCTTAGTGGGTTGCTACTACTG
LTRProm-F Neg AAACTCGAGAGTGGGTTGCTACTACTG
LTRProm-F2 AACAAGCTTACACAGCTTCCACGGTGTGG

LTRProm-515R
LTRProm-515R_Neg
LTRProm-156R
LTRProm-99R
Var3Prom-R
Var3Prom-R_Neg
Var3Prom-1644F
Var3Prom-1644F OS
Var3Prom-633F
Var3Prom-633F Neg
Var3Prom-247F
Var3Prom-131F
GLprimer2
RVprimer3
LTR-Northern
LTR-Northern2

M13 Forward

M13 Reverse
1664Seq-F
1644Seq-F2
1664Seq-R
1644Seq-R2

AAACTCGAGATGAGACCCGGGCTGGTG
AACAAGCTTATGAGACCCGGGCTGGTG
AAACTCGAGATGGACCAATTAGCACCTT
AAACTCGAGTCAGCAGGACATGGGTGG
AACAAGCTTCCTTTGCTGAGGTGCAGG
AAACTCGAGCCTTTGCTGAGGTGCAGG
GGTCTCGAGTATTTGAAGGATCCTGTCTG
AGGTGACTATATTTGAAGGATCCTGTCTG
AAACTCGAGAGGTTCAGGTGTGTGTGG
AACAAGCTTAGGTTCAGGTGTGTGTGG
AAACTCGAGTGCCTCAGCCTCCCGAATAG
AAACTCGAGTCTCCTGACCTCGTGATCCGAC
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
AGGACTACAGTGAGGATTGTGGAGGGAAGTGGACCTT
AGTATCCTCATCTGGCAGAACTCCCATAGGGTGTGCTC
GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
TTATAGGCGTGAGCCACCAAGCTG
TGGAATGCAGTGGCACGATCTCAG
ACAATACAGGAGGTGCTGCC
AGCTTGCAGTGAGCCAAGGTCG
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Name Sequenz (5"-3)

1644Seq-R3 AGGGATGGGAGTGATTCTCTTTGCC

Luc-R TGTCGTTCGCGGGCGCAACTGCAAC
TAF_EX_18-F GATGCTGGCTATGGTGAGAAATCC

TAF EX 19-R ACATAGGAGAATCCTTCACCACAC

Ex2V3-R2 GCCCAAGGAGAAGAAAGCCCAGAC

Ex2V3-R5 AGGCGTGAGTTAGCCGGGCT

Ex2V3-F3 TCCTGCACCTCAGCAAAGGTGG

Ex2V3-F4 TCTCCTGACCTCGTGATCCGAC

LTR12-F4 GGAGAGCCTGTGCGGCTGCATC

LTR12-F5 AGGTGGTTCTGGAGTTGGTTCC

HBActin-F ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG
HBActin-R CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC
Oligo dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
2.8 Kits

Fiir diese Arbeit wurden die in Tabelle 6 angegebenen Kits verwendet. Die in den Kits enthaltenen

Reagenzien werden nicht gesondert aufgefiihrt.

Tabelle 6: Verwendete Kits

Kit Hersteller Katalog- Nr.
BD SMART RACE cDNA BD Biosciences; Palo Alto, CA 94303-4230 USA 634914
Amplification Kit

BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Dual- Luciferase Reporter Assay
System

Effectene Transfection Reagent
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Forever 100 bp Ladder Personalizer

Megaprime DNA Labelling System

QIAamp DNA Blood Mini Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAshredder

Applied Biosystems ; Foster City, CA 94404 USA
Promega Corporation; Madison, WI 53711 USA

Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Seegene BioCat GmbH; 69120 Heidelberg

Amersham Biosciences; Piscataway, NJ 08855-1327
USA

Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Qiagen GmbH; 40724 Hilden
Qiagen GmbH; 40724 Hilden

4336917

E1910

301425
12362
FBLP-2003
RPN1604

51104
27106
28706
28106
79656
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Kit Hersteller Katalog- Nr.
RNase-Free DNase Set Qiagen GmbH; 40724 Hilden 79254

RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH; 40724 Hilden 74107

TOPO TA Cloning Kit Invitrogen; Carlsbad, CA 92008 USA 45-0640

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit  Invitrogen; Carlsbad, CA 92008 USA 45-0245

2.9 Laborgeriite

In der Tabelle 7 werden die

verwendeten Laborgerite aufgelistet. Es wird darauf verzichtet

Standard- Laborgerite wie z.B. Magnetriihrer aufzufiihren, da hier keine experimentelle Relevanz

Zu erwarten ist.

Tabelle 7: Laborger:iite

Geridt Bezeichnung Hersteller

Cryo- Cryo- Einfriergerdt NU200  Nunc GmbH & Co. KG; 65201 Wiesbaden

Einfriergerit

DNA/RNA GeneQuant II Amersham Pharmacia Biotech; Piscataway, NJ

Quantifizierung 08844 USA

Hybridisierungs- Typ30 SpecialHyb Bachofer Laboratoriumsgerite GmbH; 72770

ofen Reutlingen

Luminometer Sirius Luminometer Berthold Technologies GmbH & Co.KG; 75323
Bad Wildbad

Photometer Ultrospec 3000pro Amersham Pharmacia Biotech; Piscataway, NJ
08844 USA

Sequenzierer ABI PRISM 3100 Genetic Applied Biosystems ; Foster City, CA 94404

Analyzer USA

Tischzentrifuge  Biofuge fresco mit Rotor

75003328 (24 x 1,5/2,0 ml)

Thermocycler
Videoprinter

Zentrifuge
#6444

Zentrifuge

Gene Amp PCR System 2400
Video Copy Processor P6SE
Multifuge 3L-R mit Rotor

RC 5B Plus mit Rotoren

GSA und SS34

Heraeus Holding GmbH; 63450 Hanau

PerkinElmer; Wellesley, MA 02481-4078 USA
Mitsubishi Electric Europe; 40880 Ratingen
Heraeus Holding GmbH; 63450 Hanau

Sorvall (Thermo Electron; 63505 Langenselbold)
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3 Methoden

Das folgende Kapitel fiihrt die in dieser Arbeit angewandten Methoden auf und beschreibt die
Durchfiihrung der einzelnen Experimente. Bei der Verwendung von Kits wurde nach Angaben des
Herstellers vorgegangen. Deshalb wird in diesem Fall auf eine detaillierte Beschreibung der
Versuchsdurchfiihrung verzichtet. Lediglich die vom Protokoll abweichenden oder fiir das

allgemeine Verstindnis wichtigen Schritte werden genannt.

3.1 Handhabung von Nukleinsauren

3.1.1 Bestimmung der DNA- oder RNA- Konzentration in Losungen

Die DNA- oder RNA- Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch mit Hilfe eines
,»GeneQuant 11 Gerétes der Firma Amersham Pharmacia Biotech. Zur Messung wurde das Geriét
auf die richtige Messmethode (DNA oder RNA) eingestellt und dann eine nukleinsdurefreie Probe
(H,O)zur Festlegung der Referenz in das Gerdt gestellt. AnschlieBend wurden 1 pl der zu
messenden Losung in 99 pl nukleinsdurefreier Referenzldsung verdiinnt und im Gerdt gemessen.
Die Ausgabe erfolgte direkt als Konzentrationsangabe. Auflerdem konnte durch die Ausgabe des
Quotienten der OD bei 260 nm und 280 nm die Reinheit der Probe ermittelt werden. Der Wert sollte

hier etwa bei 1,8 liegen.

3.1.2 Fallung von DNA

Generell wurde DNA mit Hilfe von Ethanol (EtOH) gefillt. Hierfiir wurden der Probe 1/20 Vol.

3 M Na-Acetat pH 5,5 und anschlieBend 3 Vol. EtOH zugegeben und kurz gemischt. War das
Probenvolumen kleiner als 50 pl, so wurden zuvor bis 50 ul H,O zugegeben und dann gefillt. Falls
der durch die Fillung bedingte Verlust an DNA mdglichst gering gehalten werden sollte (z.B. bei
nur wenig Ausgangsmaterial), so wurde der Ansatz fiir 30 min bei -80 °C eingefroren.

AnschlieBend wurde bei 13000 rpm und 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert, dann der Uberstand
abgegossen und das Pellet mit eiskaltem 80 % EtOH gewaschen. Nach Lufttrocknung von etwa 10

Minuten wurde das Pellet im gewiinschten Volumen und Puffer resuspendiert.
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3.1.3 Phenolextraktion

Um Proteine aus Losungen zu entfernen, wurden Phenolextraktionen durchgefiihrt. Bei geringen
Probenvolumina wurde zuerst auf mindestens 200 pl mit entsprechendem Puffer aufgefiillt. Sollte
DNA aus LMP Agarose extrahiert werden, so wurde der Agaroseblock zuerst durch Zugabe von 5
Vol. TE- Puffer und Erhitzen auf 65 °C geldst. AnschlieBend wurde 1 Vol. Phenol zugegeben und
eine Minute gemischt. AnschlieBend wurde die Probe zur Phasenauftrennung fiir fiinf Minuten bei
10000 rpm zentrifugiert. Die Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefdf tiberfiihrt und 1 Vol.
Phenol/ Chloroform- Gemisch zugegeben. Wieder wurde eine Minute gemischt und fiinf Minuten
zentrifugiert. Nachdem die Oberphase in ein neues ReaktionsgefdR {iberfiihrt wurde, wurde 1 Vol.
Chloroform zugegeben, eine Minute gemischt und fiinf Minuten zentrifugiert. Die Oberphase wurde

abgenommen und die darin befindliche DNA in einem letzten Schritt gefallt.

3.1.4 Isolierung von Plasmid- DNA

Fiir die allermeisten Anwendungen wurde Plasmid- DNA mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Miniprep
Kit“ der Firma Qiagen isoliert. Als Ausgangsmaterial wurden 4 ml E. coli TOP10 Ubernachtkultur
eingesetzt (fiir Sequenzierungen nur 2 ml).

Wurde die Plasmid- DNA fiir die Transfektion eukaryotischer Zellen bendtigt, so wurde die
Praparation mit Hilfe des ,,EndoFree Plasmid Maxi Kit* (Qiagen) durchgefiihrt. Dieser Kit bietet
den Vorteil, dass hier bakterielle Endotoxine nahezu vollstindig entfernt werden, was zu einer
hoheren Uberlebensrate der transfizierten Zellen fiihrt. Als Ausgangsmaterial wurden 100 ml

E. coli TOP10 Ubernachtkultur eingesetzt.

3.1.5 Isolierung von genomischer DNA

Fiir die Isolierung von genomischer Wildtyp- DNA wurde der ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit* von
Qiagen verwendet. Als Ausgangsmaterial wurden 200 pul eigenes Blut (Thilo Herzfeld) eingesetzt.
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3.1.6 Isolierung von RNA

Zur Isolierung von Gesamt- RNA wurde der ,,RNeasy Mini Kit* von Qiagen verwendet. Es wurden
pro Reaktion etwa 107 Zellen mit Hilfe des ,,QIAshredder Kits (Qiagen) homogenisiert und fiir die
RNA Isolierung eingesetzt. Zum vollstdndigen Verdau von genomischer DNA wurde das von

Qiagen vertriebene ,,RNase-Free DNase Set* wie vorgeschrieben in das Protokoll integriert.

3.2 Methoden zur Klonierung

Fir die Klonierung der in dieser Arbeit verwendeten Luziferase- Reporter- Vektoren mussten
verschiedene Promotor- Fragmente in den Luziferase- Vektor pGL3-Basic kloniert werden.
AuBerdem musste der Ikaros 2 codierende Leserahmen aus pCDNA3-IK2 entfernt werden, um fiir

den Versuch einen Kontrollvektor zu erhalten.

3.2.1 Klonierung der Luziferase- Reporter- Konstrukte

Fir die Klonierung der Luziferase- Reporter- Konstrukte wurden zuerst verschieden lange
Promotor- Fragmente aus genomischer DNA mit Hilfe von PCR amplifiziert. Dabei beinhalteten die
fiir die PCR eingesetzten Primer Schnittstellen flir die Restriktionsenzyme HindlIIl oder Xhol. Die
detaillierten PCR- Protokolle finden sich in Kapitel 3.4.

Die PCR Produkte wurden gefillt und die Pellets zur Restriktion aufgenommen in:

2ul  NEB2

0,2 ul BSA (100x)
1yl Hindll

1 ul  Xhol

15,8 ul H,O

20 pl

Inkubiert wurde bei 37 °C uber Nacht.

AnschlieBend wurden die Proben iiber ein LMP Agarose- Gel aufgetrennt, die entsprechenden

Banden ausgeschnitten und die DNA mittels Phenolextraktion isoliert.
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Der Restriktionsverdau des Vektors (pGL3-Basic) erfolgte in einem Volumen von 150 pl:

6,66 ul pGL3-Basic (20 pg)
15 pl NEB 2

1,5 ul BSA (100x)

3ul Hindlll

3ul Xhol

120,84 ul  H,0

150 pl

Inkubiert wurde bei 37 °C fiir 5,5 Stunden mit anschlieBender Inaktivierung der Enzyme bei 65 °C
fiir 20 Minuten. Dann wurden dem Ansatz 3 pl Alkalische Phosphatase (CIP) zugegeben um die
Vektorenden zu dephosphorylieren. Die Probe wurde in einem LMP Agarose- Gel aufgetrennt, die

Vektorbande ausgeschnitten und die DNA mittels Phenolextraktion isoliert.

Zur Ligation der Promotor- Fragmente mit dem Vektor wurde wie folgt vorgegangen:

1 ul  Ligase Puffer (10x)
2ul  dATP (10 mM)

1 ul T4 Ligase

1 ul  Vektor (400 ng)

1 ul  Insert (=300 ng)

10 pl Inkubation fiir 4 Stunden bei 15 °C

AnschlieBend wurden 25 ul kompetente E. col/i TOP10 mit 5 pl des Ligationsansatzes transformiert.
Der Transformationsansatz wurde komplett auf selektive LB- Agarplatten (50 pg/ml
Spectinomycin) aufplattiert und die Platten bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden
pro Konstrukt mehrere Klone liber Einzelkolonieausstriche vereinzelt.

Das Screening der Klone erfolgte mittels PCR und ist in Abschnitt 3.3.1 beschrieben. Als letzter
Schritt wurden die Inserts der ermittelten Positiv- Klone sequenziert und ein fehlerloser Klon

ausgewdhlt. Die Vektoren werden anhand der Linge und Art ihres Promotor- Inserts benannt.
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3.2.2 Klonierung von pGL3-Var3 639-TS

Fiir die Klonierung von pGL3-Var3 639-TS wurde der Vektor pGL3-Var3 639 Bs¢XI und Hindlll

geschnitten.

3ul pGL3-Var3 639 (3 ng)
S5ul  NEB2

I ul  BstXI

1wl Hindlll

30ul HO

50 ul inkubiert bei 37 °C tiber Nacht

AnschlieBend wurde gefillt und die Vektorenden mittels Klenow-Fragment begradigt.

1,5 ul Vektor (550 ng)

0,2 ul Klenow (1 U)

6,6 ul dNTPs (100 pmol/ul)
2ul  NEB2

9,7 ul Hzo

20 pl inkubiert bei 25 °C fiir 15 Minuten

Dann wurde 1 ul 0,5 M EDTA zugegeben und das Enzym bei 75 °C fiir 20 Minuten inaktiviert. Der
Ansatz wurde iiber ein Agarose Gel aufgetrennt und die Vektorbande ausgeschnitten. Die DNA
wurde mit Hilfe des ,,QIAquick Gel Extraction Kit* (Qiagen) isoliert und dann gefallt.

Anschlieflend wurde der Vektor rezirkularisiert.

5ul  Vektor- DNA

1 ul  Ligase Puffer (10x)
2ul  dATP (10 mM)

1 ul T4 Ligase

lul HO

10 ul inkubiert bei 15 °C fiir 4 Stunden

Die Transformation, das Screening und die Sequenzierung von Positiv- Klonen erfolgte wie unter

3.3.1 beschrieben.
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3.2.3 Klonierung der LTR- Enhancer Konstrukte

Fiir die Klonierung des 521 bp LTR- Promotor Fragments stromabwérts des Luziferase Gens in

pGL3-Basic und pGL3-Var3 639 wurden beide Vektoren mit Sal/l geschnitten.

pGL3-Basic pGL3-Var3 639
6,67 ul DNA (10 pg) 10 ul DNA (10 pg)
1 ul BSA 1 ul BSA

2 ul Sall 2 ul Sall

10 ul NEB 3 10 ul NEB 3

80,33 ul H,O 77 ul H,O

100 pl 100 pl

Inkubiert bei 37 °C tiber Nacht

AuBerdem wurde das 521 bp LTR- Promotor Fragment durch Hindlll und X%ol Verdau aus pGL3-
LTR 521 isoliert.

30 ul pGL3-LTR 521
15ul NEB2

1,5 ul BSA (100x)
3ul  Hindlll

3ul  Xhol

97,5 ulH,O

150 pl inkubiert bei 37 °C tliber Nacht

Anschliefend wurden alle Ansétze fiir 20 Minuten bei 65 °C inaktiviert, dann gefdllt und die Pellets

in H,O aufgenommen.

Es folgte ein Klenow- Verdau:

pGL3-Basic pGL3-Var3 639 pGL3-LTR 521
2ul DNA (1 pug) 1,6 ul DNA (1 pg) 4,23 ul DNA (5 pg)
0,4 ul Klenow (2 U) 0,4 ul Klenow (2 U) 2 ul  Klenow (10 U)
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pGL3-Basic pGL3-Var3 639 pGL3-LTR 521

13,2 ul dNTPs (100 pmol/ul) 13,2 ul ANTPs (100 pmol/ul) 6,6 pl dNTPs (1 nmol/ul)
4ul  NEB2 4ul  NEB2 20 ul  NEB2

20,4 ul HO 20,8 ul HO 169,17 ul H,O

40 pl 40 pl 200 pl

Dann wurden je Ansatz 2 pl (10 pl bei pGL3-LTR 521) 0,5 M EDTA zugegeben und bei 75 °C fiir
20 Minuten inaktiviert. AnschlieBend wurde gefillt und die Pellets in 17 pl H,O resuspendiert.
Die Vektoren (pGL3-Basic und pGL3-Var3 639) wurden dephosphoryliert.

2ul  NEB3
lul CIP(1U)
17 ul  Vektor- DNA

20 ul Inkubiert bei 37 °C fiir eine Stunde

Die dephosphorylierten Vektoren wurden mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen)
aufgereinigt.

Der Hindlll, Xhol geschnittene Vektor pGL3-LTR 521 wurde liber ein Agarose Gel aufgetrennt.
Die 521 bp Bande wurde ausgeschnitten und die DNA mittels ,,QIAquick Gel Extraction Kit*
(Qiagen) isoliert. AnschlieBend wurden alle Vektoren gefdllt und die Pellets in je 5 ul H,O
resuspendiert.

Die Ligation von pGL3-Basic bzw. pGL3-Var3 639 mit dem 521 bp Promotor- Fragment wurde
wie folgt durchgefiihrt.

0,5 ul Vektor (120 ng pGL3-Basic bzw. 130 ng pGL3-Var3 639)
3ul  Insert (500 ng 521 bp LTR- Promotor Fragment)

2ul  dATP (10 mM)

1 ul T4 Ligase

1 ul  Ligase Puffer (10X)

2,5ul H,O

10 pl Inkubiert bei 15 °C {iber Nacht

Die Transformation erfolgte wie zuvor beschrieben (Abschnitt 3.3.1), das Screening jedoch erfolgte

durch einen Hindlll Verdau.
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2ul DNA(1 pg)
1,5 ul NEB2

0,5 ul Hindlll

11 ul HO

15 ul Inkubiert bei 37 °C fiir 2 Stunden

Die Restriktionsansétze wurden iiber ein Agarose Gel aufgetrennt und anhand der FragmentgroBen

konnte ermittelt werden, ob und in welcher Orientierung das Insert vorhanden ist.

3.2.4 Klonierung von pPCDNA3-MCS

Fir die Konstruktion von pCDNA3-MCS wurde der Ikaros Leserahmen aus pcDNA3-IK2

herausgeschnitten und der Vektor rezirkularisiert.

10 ul pCDNA3-IK2 (7 png)

S5ul  NEB2

0,5 ul BSA (100x)

1wl BamHI

1 ul  Xhol

32,5 ulH,O

50 pul Inkubiert bei 37 °C fiir 4 Stunden

AnschlieBend wurde der Restriktionsansatz gefallt, und die DNA Klenow- verdaut.

1,2 ul DNA (550 ng)

2ul NEB2

6,6 ul dNTPs (100 pmol/ul)
0,2 ul Klenow (1 U)

10 ul H,O

20 pl Inkubiert bei 25 °C fiir 15 Minuten

Das Enzym wurde durch Zugabe von 1 ul 0,5 M EDTA und Erhitzen auf 75 °C fiir 20 Minuten
inaktiviert.
Anschlieend wurde die DNA iiber ein Agarose Gel aufgetrennt, die Vektorbande ausgeschnitten,

die DNA aus dem Gelblock isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit) und dann gefillt.
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Um den Vektor zu rezirkularisieren wurde ligiert.

5ul  Vektor

1 ul  Ligase Puffer (10x)
2ul  dATP (10 mM)

1 ul T4 Ligase

1ul  HO

10 pl Inkubiert bei 15 °C fiir 4,75 Stunden

Anschlieend wurde Transformiert und nach positiven Klonen durch HindlIll Verdau gescreent.

lul  DNA
2ul  NEB?2
1 ul  Hindll
16 ul H,0

20 pl Inkubiert bei 37 °C fiir 4 Stunden

Ein positiver Klon wurde ausgewéhlt und eingefroren.

3.3 Polymerase Kettenreaktion

Fiir die Amplifikation von DNA oder ¢cDNA wurden verschiedene PCRs durchgefiihrt. Dabei
kamen unterschiedliche Polymerasen zum FEinsatz. Sollten PCR- Fragmente fiir Klonierungen
verwendet werden, so wurden ,,proofreading Polymerasen* wie PfuTurbo und PfuUltra (Stratagene)
eingesetzt. Fiir alle anderen Reaktionen wurden 7aq Polymerase oder HotStarTaq Plus (beide
Qiagen) verwendet. Bei PfuUltra und HotStarTaq Plus handelt es sich um sogenannte ,,Hotstart™
Polymerasen, d.h. das Enzym muss durch einen der PCR vorgeschalteten Schritt aktiviert werden.
Dies geschieht durch mehrmintitiges Erhitzen auf 95 °C. Da das Enzym vor diesem Schritt inaktiv
ist, wird eine Elongation von Primer- Dimeren und unspezifisch gebundenen Primern wéhrend der

ersten ,,Autheizphase* der PCR verhindert. Dies fiihrt zu einer erhohten Spezifitét.

33



Methoden

3.3.1 Amplifikation der Promotor- Inserts

Fiir die Amplifikation der Promotor- Inserts (siche Abschnitt 3.2.1) wurde wie folgt vorgegangen.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen

5ul  Puffer (10x) 2min 94 °C

5ul  Betain

1 ul  dNTPs (10 mM)

1 ul  genomische DNA (150 ng) 30 sek 94 °C

0,5 ul Vorwirts- Primer (100 pmol/pl) 30 sek 62°C - 35 Zyklen
0,5 ul Riickwiérts- Primer (100 pmol/ul)

1 ul PfuTurbo 50sek 72°C

36 ul H,O

50 pl 10 min 72 °C

Die Kombination aus Vorwirts- und Riickwérts- Primer bestimmte die Art des Promotor- Inserts.

pGL3-LTR 521: LTRProm-F
pGL3-LTR-Neg: LTRProm-F Neg
pGL3-LTR _162: LTRProm-F
pGL3-LTR 105: LTRProm-F

pGL3-Var3 639:
pGL3-Var3-Neg:
pGL3-Var3 253:
pGL3-Var3 137:

Var3Prom-633F
Var3Prom-633F Neg
Var3Prom-247F
Var3Prom-131F

LTRProm-515R
LTRProm-515R_Neg
LTRProm-156R
LTRProm-99R

+ o+ + +

Var3Prom-R
Var3Prom-R_Neg
Var3Prom-R
+ Var3Prom-R

+ + +

Zur Amplifikation des pGL3-LTR 552 Inserts waren andere Reaktionsbedingungen notig.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen
Sul  Puffer (10x) 2min 95 °C
1 ul  dNTPs (10 mM)
1 ul  genomische DNA (150 ng)
0,5 ul LTRProm-F2 (100 pmol/pl) 30 sek 95°C
0,5 ul LTRProm-515R (100 pmol/ul) 30 sek 60 °C - 35 Zyklen
1yl PfuUltra
41ul H,0 1 min 72 °C
50 ul .
10 min 72 °C

Die Amplifikation des pGL3-Var3 1644 Inserts scheiterte zunédchst, da die im Vorwirts- Primer
(pGL3-Var3 1644F) enthaltene HindlIl Schnittstelle die Spezifitdit der PCR zu stark herabsetzte
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und keine definierten Fragmente auftraten. Um dieses Problem zu umgehen, wurde die PCR

zundchst mit einem Vorwiérts- Primer ohne Hindlll Schnittstelle durchgefiihrt.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen

10 ul  Puffer (10x) 2min 95 °C

10 ul Betain

2 ul dNTPs (10 mM)

1 ul  genomische DNA (150 ng) 30sek 95°C

0,5 ul Var3Prom-1644F_OS (100 pmol/ul)  30sek 61 °C - 40 Zyklen
0,5 ul Var3Prom-R (100 pmol/ul)

2wl PfuUltra 2 min 72 °C
73l H0
00 10 min 72 °C

AnschlieBend wurde das PCR- Produkt iiber ein Gel aufgetrennt, die entsprechende Bande
ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des ,,QIAquick Gel Extraction Kit*“ (Qiagen) isoliert. Dann
wurde eine neue PCR, diesmal mit Var3Prom-1644F (mit Hindlll Schnittstelle) durchgefiihrt.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen
Sul  Puffer (10x) 2min 95 °C
S5ul  Betain

1 ul  dNTPs (10 mM)

1 ul  DNA aus erster Amplifikation 30sek 95°C

0,5 ul Var3Prom-1644F (100 pmol/ul)

30sek 55°C -35 Zyklen
0,5 ul Var3Prom-R (100 pmol/ul)

1wl PfuUltra 2 min 72 °C
36 ul H,O
50 pl 10 min 72 °C

Das PCR- Produkt wurde dann fiir die Klonierung in pGL3-Basic eingesetzt.
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3.3.2 Screening der Klone

Um zu iiberpriifen, ob die neu klonierten Luziferase- Vektoren tatsdchlich das richtige Insert
besitzen, wurden PCR Screenings durchgefiihrt. Vor der PCR wurde mit einer Pipettenspitze eine

Kolonie aufgenommen und die Bakterien im Reaktionsansatz resuspendiert.

Reaktionsansatg PCR- Zyklen

2 ul  Betain 2min 94 °C
2 ul  Puffer (10x)
0,4 ul dNTPs (10 mM)

0,2 ul GLprimer2 (100 pmol/ul) 30 sek 94 °C

0,2 ].11 RVprimer3 (100 mel/].ll) 30sek 54 °C -35 Zyklen
0,2 ul Tag Polymerase .

15ul H,0 50sek 72 °C

20 pul + transformierte E. coli TOP10 )
10 min 72 °C

Das PCR- Produkt wurde auf ein Agarose Gel aufgetragen. Anhand der FragmentgroBe lie3 sich
abschitzen, ob ein Klon das gewiinschte Insert enthielt. Diese wurden fiir die Sequenzierung

ausgewabhlt.

3.4 Synthese von cDNA

Fiir die cDNA Erststrangsynthese wurde AMV Reverse Transkriptase (Promega) verwendet. Es
wurden parallel zwei Ansitze angefertigt. Einem dieser Anséitze wurde als Negativkontrolle keine
Reverse Transkriptase zugegeben, um eine Kontamination der RNA mit genomischer DNA

ausschlieBen zu konnen.

3 ug gesamt RNA oder 1 pg polyA” RNA
4 ul  Oligo dT Primer (50 pmol/pl)
ad H,0 8,5 ul

Die Reaktion wurde fir 5 Minuten auf 70 °C erhitzt und dann sofort fur weitere 5 Minuten auf Eis

gestellt, um RNA Sekundérstrukturen aufzulosen. Dann wurde zugegeben:
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4ul  5x AMV Puffer

2,5 ul dNTPs (10 mM)

1 ul  RNasin (40 U)

2 ul  Tetranatrium Pyrophosphat (40 mM); vorgewarmt auf 42 °C
2 ul  AMV Reverse Transkriptase

20 ul Inkubiert bei 42 °C fiir 60 Minuten

AnschlieBend wurde die Reaktion zur spédteren Weiterverwendung bei -20 °C eingefroren.

3.5 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden mit Hilfe des ,,BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit*“ (ABI)
durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um ein ,,Cycle Sequencing* Verfahren, welches darauf beruht,
dass dem Sequenzieransatz beigemischte, fluoreszenzmarkierte Didesoxy- Nukleotide zu einem
Abbruch der Verldngerung fithren. Nach einigen Sequenzier- Zyklen erhdlt man einen Pool
unterschiedlich langer Fragmente, die an ihrem 3°- Ende ein markiertes Didesoxy- Nukleotid tragen.
Da jede Didesoxy- Base mit einem anderen Fluorophor markiert ist, kann durch die Auftrennung
der Fragmente nach GroB3e und gleichzeitiger Fluoreszenzmessung die Basenabfolge und damit die
Sequenz ermittelt werden.

Entscheidend fiir die Qualitdt der Sequenzierung ist die Giite der DNA. Deshalb wurde als Matrize
bevorzugt Plasmid DNA (isoliert mit ,,QIAprep Spin Miniprep Kit“, Qiagen) eingesetzt. Auch die
direkte Sequenzierung von PCR Produkten wurde durchgefiihrt, jedoch wurde hier zuvor das PCR
Produkt iiber ein Agarose Gel aufgetrennt, die Bande ausgeschnitten und mittels ,,QIAquick Gel
Extraction Kit“ (Qiagen) isoliert. Sequenziert wurde dann mit einem bereits fiir die PCR
verwendeten Primer. Unter Umstinden war es notig, das PCR- Produkt mit Hilfe des ,,TOPO TA
Cloning Kit* (Invitrogen) in den Vektor pCR 2.1-TOPO zu klonieren und die Sequenzierung dann
nach erfolgter Plasmidisolierung mit den fiir diesen Vektor vorgesehenen Sequenzierprimern M13
Forward und M13 Reverse durchzufiihren.

Generell wurde die Sequenzierreaktion wie folgt angesetzt:

x ul  Matrize (10 ng bei PCR- Produkt- und 150 ng - 300 ng bei Plasmidsequenzierung)
1 ul  Sequenzierprimer (1,6 uM)

2 ul  BigDye Terminator v3.1

ad H,O 10 pl
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PCR- Zyklen:

10 sek 96 °C
5sek 50°C -25Zyklen
4 min 60 °C

Zur Aufreinigung der Sequenzierprodukte wurden auf eine 96- Well Filterplatte (Millipore;
Multiscreen-HV) je Well 300 pl Sephadex G-50 Superfine (in H,O gequollen) pipettiert.
AnschlieBend wurde bei 730 G fiir zwei Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
Sequenzierreaktion auf die Sephadexmatrix aufgetragen und wiederum fiir zwei Minuten bei 730 G
zentrifugiert. Der Durchfluss (ca. 8 pl) wurde aufgefangen und 1 Vol Formamid zugegeben. Die
Probe wurde anschlieBend durch einen ,,ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer* (Applied

Biosystems) sequenziert.

Die Inserts aller der fiir diese Arbeit klonierten Vektoren wurden sequenziert. Hierfiir wurden die
Primer Glprimer2 und Rvprimer3 (alle Luziferase- Reporter- Konstrukte), sowie 1664Seq-F,
1644Seq-F2, 1664Seq-R, 1644Seq-R2 und 1644Seq-R3 (nur pGL3-Var3 1644) verwendet.

3.6 Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von DNA- Fragmenten wurden Agarosegele verwendet. Die Grofle der
aufzutrennenden Fragmente bestimmte dabei die Agarosekonzentration. Fiir Fragmentgroflen iiber
500 bp wurden 1,2 % Agarose, zwischen 200 bp und 500 bp wurden 1,5% Agarose und fiir kleinere
Fragmente 2,0 % Agarose eingesetzt. Dementsprechend wurden 1,2 g, 1,5 g oder 2,0 g Agarose
zusammen mit 100 ml 1x TBE Puffer in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht und die Agarose
durch Schwenken vollstindig geldst. AnschlieBend wurde die Losung auf etwa 70 °C abgekiihlt und
dann 10 pl Ethidiumbromidlésung zugegeben und gemischt. Ein Geltrdager (11 cm x 12 cm) wurde
mit einem Kamm versehen und an den Enden mit Klebeband abgedichtet. Nun wurde die Losung
auf den Geltrdger gegossen und bis zum Abkiihlen auf Raumtemperatur stehen gelassen.

In der Zwischenzeit wurde den Proben 1/10 Vol Ladepuffer (10x) zugegeben. Nach Abkiihlen des
Gels wurden die Klebestreifen und der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1 x TBE Puffer
gefiillte Gelkammer gelegt. Als Grofenstandards wurden eine 50 bp Leiter und/oder eine 100 bp
Leiter verwendet.

Die Proben wurden aufgetragen und der Lauf bei 100 V gestartet. Dabei war auf richtige Polung zu
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achten (DNA ist negativ geladen und wandert von der Kathode zur Anode). Nachdem die
Fragmente eine ausreichend grofle Strecke gelaufen waren (Bromphenolblau lduft bei etwa 200 bp),
wurde das Gel entnommen und das Ergebnis auf einem UV- Leuchttisch begutachtet. Zur

Dokumentation wurden Gelfotos mit einem Videoprinter ausgedruckt.

3.7 Kultivierung von Bakterien

Bakterien (E. coli TOP10) wurden ausschlieBlich in LB- Vollmedium kultiviert. Zur Anfertigung
von Ubernachtkulturen wurde LB- Fliissigmedium mit einer sterilen Impfose angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C bei 180 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Enthielten die Bakterien ein Plasmid
mit einem Resistenzgen, so wurde dem Medium das entsprechende Antibiotikum in einer
Konzentration von 50 pug/ml zugegeben. Fiir die dauerhafte Aufbewahrung von Klonen wurden

500 pl Ubernachtkultur mit 500 pl Glycerin gemischt und bei -80 °C eingefroren.

3.7.1 Transformation von Bakterien

Fiir die Transformation von Bakterien wurden chemisch kompetente E. coli TOP 10 (One Shot
TOP10 Chemically Competent E. coli; Invitrogen) verwendet. Es wurden pro Ansatz 5 pl Plasmid-
DNA und 25 pl Bakteriensuspension verwendet. Die Durchfiihrung richtete sich nach den Angaben

des Herstellers.

3.8 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene humane Zelllinien kultiviert.

3.8.1 Auftauen, Passagieren und Einfrieren der Zellen

Gelagert wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bei -196 °C. Fiir die Kultivierung wurden die
Zellen moglichst schnell aufgetaut. Hierfiir wurde ein Kryorohrchen dem Stickstofftank entnommen

und sofort bei 37 °C in ein Wasserbad gestellt. Sobald das Medium vollstindig aufgetaut war,
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wurde das Rohrchen aus dem Wasserbad genommen und der Inhalt durch vorsichtiges Schiitteln
homogenisiert. Nun wurde die Zellsuspension auf eine auf 37 °C vorgewdrmte 10 cm
Gewebekulturschale (mit 10 ml Zellkulturmedium) pipettiert. Die Zellen wurden durch Schwenken
gleichméBig verteilt und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Fiir die Kultivierung der nicht adhirent
wachsenden lymphoblastoiden Zelllinien wurden keine Gewebekulturschalen, sondern 25 cm?
Gewebekulturflaschen (10 ml Medium) verwendet.

Die Zellen wurden tiglich unter dem Mikroskop begutachtet, und spitestens nach zwei Tagen das
Medium erneuert. Hierfir wurde das alte Medium abgesaugt und durch neues ersetzt. Die
lymphoblastoiden Zellen wurden durch Zentrifugation (600 rpm; 5 min) pelletiert und dann in
neuem Medium aufgenommen.

Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 90 % erreicht hatten, wurden sie passagiert. Hierfiir
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 1x PBS (PAA Laboratories) gewaschen. Das
PBS wurde abgesaugt und die Zellen durch Zugabe von 2 ml TrypLE Express (GIBCO) trypsiniert.
Nach fiinf Minuten im Inkubator (37 °C) hatten sich die Zellen von der Platte gelost und die
Reaktion wurde durch Zugabe von 8 ml Medium gestoppt. Nun wurde die Zellsuspension
zentrifugiert (600 rpm; 5 min) und das Pellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Je 1 ml der
Losung wurden zusammen mit 10 ml Medium auf eine neue Platte pipettiert.

Lymphoblastoide Zellen wurden zentrifugiert (600 rpm; 5 min), das Pellet in 10 ml Medium
aufgenommen und in einem Verhiltnis von 1 zu 10 auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

Um Zellen einzufrieren, wurde zunichst wie bei einer normale Passage vorgegangen, d.h. erst
wurde trypsiniert (nur adhirent wachsende Zellen) und anschlieBend zentrifugiert. Dann wurde das
Pellet jedoch in 1 ml Cryo- safe Medium (ccpro) resuspendiert und in ein Kryordhrchen pipettiert.
Dieses wurde dann in einem Cryo- Einfriergerdt (Nunc) bei -80 °C eingefroren. Dies gewéhrleistete
eine konstante Temperaturabnahme von 1 °C pro Minute. Nach etwa einem Tag wurde das

Kryordhrchen in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt und dort gelagert.

3.8.2 Transfektion

Fiir die Transfektion von Zellen wurde ,,Effectene” von der Firma Qiagen verwendet. Mit diesem
Transfektionsreagenz kann eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen mit hoher Effizienz transfiziert
werden. Die Durchfiihrung der Transfektion richtete sich nach den Angaben des Herstellers,

lediglich die ,,Effectene®- Konzentration wurde optimiert.
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3.8.3 Ermitteln der Transfektionseffizienz bei NT2/D1 Zellen

Die Transfektionseffizienz bei unterschiedlichen ,,Effectene*- Konzentrationen, aber gleicher DNA-
Menge wurde bestimmt, um das optimale Verhdltnis von hoher Transfektionseffizienz, guter
Zellviabilitit und geringem ,,Effectene- Verbrauch zu ermitteln. Transfiziert wurde pEGFP, ein
GFP exprimierender Vektor. So konnte die Transfektionseffizienz direkt durch Betrachten der
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ermittelt werden. Pro Well einer 6- Well Zellkulturplatte
wurden 1,5 ng pEGFP transfiziert.

Nachdem die Zellen (NT2/D1) eine Konfluenz von etwa 80 % erreicht hatten, wurde jedes Well mit
2 ml PBS gewaschen und anschlieBend 0,8 ml frisches und auf 37 °C vorgewidrmtes Medium
zugegeben. Dann wurde fiir jedes Well ein Transfektionsansatz mit unterschiedlicher ,,Effectene-
Konzentration pipettiert. Zuerst wurden 10 pl pEGFP (1,5 pg), 90 pl Puffer EC und 12 pl
Enhancer zusammenpipettiert. AnschlieBend wurde kurz gemischt und fiir zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 37,5 pl, 31,25 pl, 25 pl, 18,75 pl, 12,5 ul oder 6,25 ul
Effectene zugegeben und gemischt. Nach Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden
dem Transfektionsansatz 600 pl Medium zugegeben. Diese Losung wurde anschlieBend
tropfenweise auf die Zellen gebracht. Die Zellen wurden weitere 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert und dann unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Tabelle 8 zeigt exemplarisch die Transfektionseffizienz und Zellviabilitit bei einer ,,Effectene®-

Zugabe von 37,5 pl und 6,25 pl.

Tabelle 8: Zellviabilitit und Transfektionseffizienz bei NT2/D1 in Abhingigkeit von der
Effectenekonzentration

Effectene- Viabilitiit Transfektionseffizienz
zugabe

37,5 ul
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Effectene- Viabilitiit Transfektionseffizienz
zugabe
6,25 ul

Wie man sieht, ist die Transfektionseffizienz bei einer ,,Effectene*- Zugabe von 37,5 pul hoher als
bei 6,25 pl. Allerdings sind bei 37,5 pul viele Zellen abgestorben. Bei 6,25 ul war die Zellviabilitit
hoch und es wurden keine toten Zellen beobachtet. Die anderen ,,Effectene- Mengen (31,25 ul, 25
ul, 18,75 ul, 12,5 pl; Daten nicht gezeigt) bestétigen den Trend, dass die Transfektionseffizienz mit
hoherer ,,Effectene- Konzentration zunimmt, die Zellviabilitit jedoch abnimmt.

Um in den Luziferase- Assays aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, ist es wichtig vitale Zellen zu
verwenden. Aus diesem Grund wurde fiir die Luziferase- Assays eine niedrige ,Effectene®-

Konzentration gewihlt (6,75 pl). Die Transfektionseffizienz ist fiir diese Versuche ausreichend.

3.9 ,,Northern Blot*

Fiir den Nachweis des LTR- Transkriptes wurden Northern- Hybridisierungen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden ein ,,Human MTN Blot* (Katalog Nr. 7760-1) und ein ,,Human Brain MTN Blot* (Katalog
Nr. 7793-1) der Firma Clontech verwendet. Als Sonden wurden einzelstrdngige und mit dem
radioaktiven Phosphorisotop **P endmarkierte DNA- Oligonukleotide oder random- markierte PCR

Fragmente verwendet.

3.9.1 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide LTR-Northern und LTR-Northern2 wurden vor der Hybridisierung mit **P

endmarkiert. Hierfiir wurde wie folgt vorgegangen:

42



Methoden

0,5 ul LTR-Northern(2) 50 pmol/pl
Sul  10x Puffer

2,5 ul y*?P dATP (220 TBg/mmol; Hartmann Analytic, 38124 Braunschweig)
5ul T4 Polynukleotidkinase ( 3 U/ul; verdiinnt aus 30 U/ul)
37ul H;0

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 30 Minuten, gefolgt von einem Inaktivierungsschritt (70 °C,
10 min). AnschlieBend wurde der Ansatz {iber eine MobiSpin G-50 Siule (MobiTec GmbH, 37083

Gottingen) aufgereinigt um die Nukleotide zu entfernen.

3.9.2 Herstellung und Markierung der (-Actin Sonde

Fiir die Normalisierung der Northern Blots wurde eine [3- Actin Sonde hergestellt. Als Sonde wurde
ein random- markiertes PCR Fragment verwendet. Fiir die Herstellung des Sondentemplates wurde

wie folgt vorgegangen.

Reaktionsansatg PCR- Zyklen

2,5 ul cDNA (aus Human Placenta ges. RNA) 2 min 94 °C
10 pul  Puffer (10x)
1 ul  dNTPs (10 mM)

1 pl - HBActin-F (100 pmol/ul) 30sek 94 °C
1 },ll HBActin-R (100 mel/Ml) 30sek 64 °C -35 Zyklen
1 ul  Taq Polymerase ‘ .
83,5 ulH,0 I min 72°C
100 pl )
10 min 72 °C

15 pl des PCR Produktes wurden auf ein Agarose Gel aufgetragen um zu bestétigen, dass durch die
PCR ausschlieBlich das gewlinschte Actin Fragment von 838 bp amplifiziert wurde. AnschlieBend
wurde das PCR- Produkt mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen) gereinigt und die
DNA Konzentration ermittelt. Das gereinigte PCR- Produkt wurde dann fiir die random-
Markierung eingesetzt. Fiir die Markierung wurde das ,Megaprime DNA Labelling System*

(Amersham) verwendet.
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2,5 ul Sonden- Matrize (25 ng)
5ul  Random Primer Mix
18,5 ulH,O

AnschlieBend wurde die DNA durch Erhitzen (5 min, 96 °C) denaturiert.

Nun wurden dem Ansatz zugegeben:

4 ul  dGTP (aus dem Kit)

4 ul  dATP (aus dem Kit)

4 ul  dTTP (aus dem Kit)

5ul o P dCTP (110 TBg/mmol; Amersham Biosciences)
5ul  Puffer (10x)

2 ul  Klenow Polymerase (aus dem Kit)

50 pul Inkubiert bei 37 °C fiir 10 Minuten
AnschlieBend wurden 5 pl 0,2 M EDTA (pH 8,0) zugegeben.
Die Sonde wurde tiber eine MobiSpin G-50 Siule (MobiTec GmbH, 37083 Gottingen) aufgereinigt.

3.9.2 Hybridisieren, Waschen und Exposition

Der Blot wurde zur Prahybridisierung in ein Hybridisierungsrohrchen gelegt (mit der RNA Seite
nach innen) und 20 ml Northern (Pré)hybridisierungspuffer (siehe 2.2) zugegeben. Es wurde fiir vier
Stunden bei 40 °C unter Rotation prihybridisiert.

AnschlieBend wurde der (Pré)hybridisierungspuffer ersetzt, die Sonde denaturiert (95 °C, 2
Minuten) und in das Hybridisierungsrohrchen gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei 40 °C fiir
eine Stunde unter Rotation. Zum Waschen wurde das Hybridisierungsgemisch abgegossen und
20 ml 6 x SSC 0,1 % SDS (21°C) zugegeben und kurz geschwenkt. AnschlieBend wurde der Puffer
abgegossen und 20 ml 2 x SSC 0,1 % SDS (40 °C) zugegeben und bei 40 °C unter Rotation im
Hybridisierungsofen inkubiert. Der Puffer wurde entfernt und der Blot aus dem Rohrchen
genommen und die Radioaktivitdt gemessen. Lag der Wert bei iiber 200 cps, so wurde der letzte
Waschschritt so lange wiederholt, bis ein Wert von etwa 200 cps gemessen wurde.

Dann wurde der Blot mit der RNA- Seite nach unten auf einen Rontgen- Film (Kodak Biomax MR)
gelegt und bei -80 °C exponiert. AnschlieBend wurde der Film entwickelt.
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3.10 Bestimmung der Luziferaseaktivitit der unterschiedlichen Promotor-

Konstrukte

Zur Bestimmung der Promotoraktivitit wurde die Luziferaseaktivitdt von Lysaten Luziferase-
Reporter- Vektor transfizierter Zellen gemessen. Die Zelllinien NT2/D1 und U87 wurden mit den
Reporter- Konstrukten, sowie einem Renilla Luziferase exprimierenden Vektor (zur
Normalisierung) kotransfiziert. Nach zwei Tagen wurden die Zellen lysiert und die
Luziferaseaktivitdt mit Hilfe des ,,Dual- Luciferase Reporter Assay System* (Promega) bestimmt.
Die Versuchsdurchfiihrung richtete sich nach den Angaben des Herstellers. Alle Versuche wurden
im 6- Well MaBstab durchgefiihrt. Fiir jedes Konstrukt wurden drei voneinander unabhéngige
Parallelexperimente durchgefiihrt.

Bei allen Versuchen wurde zwolf Stunden nach der Transfektion das Medium erneuert. Nach
weiteren 36 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 250 pl ,,Passive Lysis*“- Puffer (aus
dem Kit) zugegeben. Die Zellen wurden mit Hilfe eines ,,Zellschabers® vom Untergrund gelost, in
ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und bei -80 °C eingefroren. Dann wurden die Losungen zur
vollstdndigen Lyse aufgetaut, kurz gemischt und wieder eingefroren.

Zur Messung der Aktivitit der Firefly Luziferase wurden 10 ul Lysat mit 50 pl Luziferase Assay
Reagent II (aus dem Kit) gemischt und sofort im Luminometer gemessen. Nach einer Messzeit von
10 Sekunden wurden vom Gerat automatisch 50 pl Stop & Glo Reagent zupipettiert. Dies fiihrt zu
einem ,,quenching® der Firefly Luziferase und gleichzeitig zur Aktivierung der Renilla Luziferase.

Die Messzeit betrug auch hier 10 Sekunden.

3.10.1 Luziferaseaktivitit der Variante 3 Promotor- Konstrukte

Die Luziferaseaktivitdit der Vektoren pGL3-Var3 639, pGL3-Var3 253, pGL3-Var3 137 und
pGL3-Var3-Neg wurde fiir die Zelllinien NT2/D1 und U87 bestimmt. Als Referenz wurde die
Aktivitdit des promotorlosen Vektors pGL3-Basic ermittelt. Zusdtzlich wurde als Vergleich der
Vektor pGL3-Promotor (mit SV40 Promotor) mitgemessen.

Transfektion pro Well:

750 ng Luziferase- Reporter- Konstrukt ( 5 pl)

250 ng Renilla Vektor (2,5 ul)

92,5 ul Puffer EC (aus Effectene Transfection Reagent- Kit; Qiagen)
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6,5 ul Enhancer
6,75 ul Effectene
800 pl Medium

3.10.1.1 Induktion von HIF-1a

Hier wurde die Luziferaseaktivitdt der Vektoren pGL3-Basic, pGL3-Var3 1644, pGL3-Var3 639,
pGL3-Var3 639-TS und des Hypoxie- Reporter- Plasmids [106] in der Zelllinie U87 ermittelt. Es
wurden zwei Versuche parallel durchgefiihrt. Bei einem dieser Versuche wurden die Zellen 24 h
nach der Transfektion in eine Hypoxiekammer (1 % O,, 5 % CO,) gestellt und dort bis zur Lyse
(nach weiteren 24 h) inkubiert.

Folgender Transfektionsansatz wurde verwendet. Die Mengen beziehen sich auf ein Well.

750 ng Luziferase- Reporter- Konstrukt ( 5 nl) oder
250 ng Hypoxie- Reporter- Plasmid (5 pl)
250 ng Renilla Vektor (2,5 ul)
92,5 ul Puffer EC (aus Effectene Transfection Reagent- Kit; Qiagen)
6,5 ul Enhancer
6,75 ul Effectene
800 pl Medium

3.10.1.2 Koexpression von Ikaros Isoform 2 und 8

Hier wurde die Luziferaseaktivitit der Vektoren pGL3-Basic, pGL3-Var3 1644 und pGL3-
Var3 639 in NT2/D1 und U87 ermittelt. Zusétzlich zu dem fiir die Normalisierung notwendigen
Renilla Vektor wurden die Expressionsvektoren pCDNA3-IK2, pPCDNA3-IK8 oder pPCDNA3-MCS

kotransfiziert.

Es wurde folgender Transformationsansatz verwendet:

500 ng Luziferase- Reporter- Konstrukt ( 3,33 ul)

500 ng pCDNA3 Expressionsvektor (3,33 pl)

50 ng Renilla Vektor (0,5 pl)

97,8 ul Puffer EC (aus Effectene Transfection Reagent- Kit; Qiagen)
6,5 ul Enhancer

6,75 ul Effectene

800 pl Medium
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3.10.1.3 Koexpression von MEF2C

Die Luziferaseaktivitit der Vektoren pGL3-Basic und pGL3-Var3 1644 bei Koexpression von
pMEF2C-1.6 oder pMT2 wurde in der Zelllinie U87 ermittelt.

Es wurde folgender Transformationsansatz verwendet:

500 ng
500 ng
50 ng

97,8 ul
6,5 ul

6,75 ul
800 ul

pGL3-Basic oder pGL3-Var3 1644 ( 3,33 ul)

pMEF2C-1.6 oder pMT2 (3,33 pul)

Renilla Vektor (0,5 ul)

Puffer EC (aus Effectene Transfection Reagent- Kit; Qiagen)
Enhancer

Effectene

Medium

3.10.2 Luziferaseaktivitit der LTR Promotor- Konstrukte

In diesem Versuch wurde die Luziferaseaktivitit der Reporter- Konstrukte mit einem LTR-

Promotor Insert ermittelt. Es wurden die Vektoren pGL3-Basic, pGL3-Promotor, pGL3-LTR 521,
pGL3-LTR 162, pGL3-LTR 105 und pGL3-LTR 521-Neg verwendet. Auch hier wurde zur

Normalisierung der Renilla Luziferase Vektor kotransfiziert.

Es wurde folgender Transformationsansatz verwendet:

750 ng
250 ng
92,5 ul
6,5 ul

6,75 ul
800 pl

Luziferase- Reporter- Konstrukt ( 5 pl)

Renilla Vektor (2,5 ul)

Puffer EC (aus Effectene Transfection Reagent- Kit; Qiagen)
Enhancer

Effectene

Medium

3.10.3 Luziferaseaktivitit der LTR Enhancer- Konstrukte

Die Messung der Luziferaseaktivitdt der LTR Enhancer- Konstrukte geschah analog zu den bereits
beschriebenen Versuchen. Es wurden die Vektoren pGL3-Basic, pGL3-Basic LTRenh_s, pGL3-
Basic LTRenh as, pGL3-Var3 639, pGL3-Var3 639 LTRenh s und pGL3-Var3 639 LTRenh as

zusammen mit dem Renilla Luziferase Vektor kotransfiziert. Das Transfektions- Schema entspricht

dem von Punkt 3.12.2.
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3.11 ,,Rapid Amplification of cDNA Ends* (RACE)

Zur Identifikation von Transkriptionsstartpunkten (5°- RACE) wurde der ,,BD SMART RACE
cDNA Amplification Kit“ der Firma BD Biosciences verwendet. Zuerst wurde sogenannte ,,5-
RACE- Ready cDNA* nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Bei dieser Methode wird direkt
bei der Erststrangsynthese ein Oligonukleotid (BD SMART II A Oligonucleotide) mit spezifischer
Sequenz an das 3’- Ende der cDNA (entspricht dem 5'- Ende der RNA) gekoppelt. Bei den
anschliefenden PCR- Amplifikationen macht man sich dies zunutze, indem man einen
genspezifischen und einen zum BD SMART II A Oligonukleotid komplementéren Primer wiéhlt. Da
nur ein genspezifischer Primer verwendet werden kann, ist die Spezifitit im Vergleich zu einer PCR
mit zwei genspezifischen Primern herabgesetzt. Aus diesem Grund wurde das PCR- Produkt als
Matrize fiir eine weitere PCR mit ,,Nested Primern eingesetzt.

Die in der zweiten (nested) PCR amplifizierten Fragmente wurden iiber ein Agarose Gel
aufgetrennt, die Bande(n) ausgeschnitten und die DNA isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit;
Qiagen).

3.11.1 Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Transkriptvariante 3

Als Ausgangsmaterial flir die Synthese der ,,5'- RACE- Ready ¢cDNA*“ wurde 1 pg poly A" RNA
(mRNA) aus Nucleus Caudatus (Clontech, Best. Nr. 636132) verwendet.
Die erste Amplifikation wurde wie folgt durchgefiihrt.

Reaktionsansatg PCR- Zyklen
2,5ul 5'- RACE- Ready cDNA 2min 94 °C
5ul  Puffer (10x)

Sul  Betain

I ul  dNTPs (10 mM) 30sek 94 °C

I ul  Ex2V3-R5 (100 pmol/ul)

3 . - . 30sek 63°C -35Zyklen
5ul  Universal Primer Mix (aus SMART RACE Kit)

1 ul  Taq Polymerase (Qiagen) 3 min 72°C
29,5 WlH,0
50 ul 10 min 72 °C

Anschlieend wurde das PCR Produkt mit Hilfe des ,,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen)
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gereinigt und 1 pl als Matrize in der Nested- PCR eingesetzt.

Reaktionsansatg PCR- Zyklen

1 ul  gereinigtes PCR- Produkt 2min 94 °C

5ul  Puffer (10x)

5ul  Betain

1 ul  dNTPs (10 mM) 30sek 94 °C

1 ].,Ll Ex2V3-R2 (100 mel/Ml) 30sek 60°C -35 Zyklen
1 ul  Nested Universal Primer (aus SMART RACE Kit) _

1 ul  Tagq Polymerase (Qiagen) 3 min 72°C

35ul H,O

50 pl 10 min 72 °C

Das PCR- Produkt wurde auf ein Agarose Gel aufgetragen und anschlieBend die Banden
ausgeschnitten. Die DNA wurde isoliert (QIAquick Gel Extraction Kit; Qiagen) und anschlieend

mit dem Primer Ex2V3-R2 sequenziert.

3.11.2 Uberpriifung des Transkriptionsstartpunktes durch PCR

Um zu iiberpriifen, ob es noch weiter proximal gelegene Transkriptionsstartpunkte gibt, die mit
RACE nicht zu erfassen gewesen wiren, wurden Amplifikationen mit zwei genspezifischen Primern
durchgefiihrt. Es wurden zwei Primerkombinationen verwendet. Bei der einen befindet sich der
Forward- Primer (Ex2V3-F4) direkt vor (5°) dem am meisten proximal gelegenen
Transkriptionsstartpunkt. Bei der anderen Primerkombination befindet sich der Primer (Ex2V3-F3)
direkt hinter dem Transkriptionsstart.

Es wurde DNase- verdaute gesamt RNA aus der Zelllinie NT2/D1 in ¢cDNA umgeschrieben.
Zusitzlich wurde ein identischer Ansatz, jedoch ohne Reverse Transkriptase angefertigt.

Als Matrize fiir die PCR wurden entweder cDNA, der Ansatz ohne Reverse Transkriptase, oder 85

ng genomische DNA eingesetzt.
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Reaktionsansiitze PCR- Zyklen

5ul  cDNA, Ansatz ohne Rev. Transkr. oder genom. DNA 2 min 94 °C
5ul  Puffer (10x)

5ul  Betain

1 ul  dNTPs (10 mM) 30sek 94 °C

0,5 ul Ex2V3-F3 oder Ex2V3-F4 (100 mel/Ml) 30 sek 60°C -35 Zyklen
0,5 ul Ex2V3-R2 (100 pmol/ul)

1 ul  Tag Polymerase (Qiagen) 45 sek 72°C

32 ul HO

50 Hl 10 min 72 °C

AnschlieBend wurden die PCR- Produkte iiber ein Agarose Gel aufgetrennt. Das PCR Produkt der
cDNA- Amplifikation mit den Primern Ex2V3-F3 und Ex2V3-R2 wurde gereinigt und anschlieBend
Sequenziert (Primer Ex2V2-R2). (Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem PCR Produkt um

das gewlinschte Fragment aus dem Promotorbereich von Transkriptvariante 3 handelte.)

3.11.3 Identifikation des Transkriptionsstartpunktes des LTR- Promotors

Fiir die Identifikation des Transkriptionsstartpunktes wurden zunidchst NT2/D1 Zellen mit dem

Vektor pGL3-LTR 552 transfiziert.

Fiir eine Transfektion wurden angesetzt (10 cm Zellkulturplatte):

17,5 ul pGL3-LTR 552 (6 pg)
382,5 ul Puffer EC

48 ul Enhancer

50 ul Effectene

4,5 ml Medium

Zwolf Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt. Vierundzwanzig Stunden
nach der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert, dann zentrifugiert und das Pellet sofort in
fliissigem Stickstoff eingefroren. AnschlieBend wurde die gesamt RNA isoliert (mit DNase Verdau)
und daraus ,,5'- RACE- Ready cDNA® synthetisiert (mit Negativkontrolle ohne Reverse

Transkriptase).

50



Methoden

Die erste Amplifikation wurde wie folgt durchgefiihrt.

Reaktionsansatg PCR- Zyklen

2,5ul 5'- RACE- Ready cDNA oder Negativkontrolle Smin 95°C
5ul  Puffer (10x)
1 ul  dNTPs (10 mM)

0,5 ul Luc-R (100 pmol/ul) 30sek 94 °C -5 Zyklen
5ul  Universal Primer Mix (aus SMART RACE Kit) I min 72°C
1 ul  HotStarTaq Plus (Qiagen)
35ul HO 30 sek 94 °C
'''''''''''' 30sek 70 °C -5 Zyklen
50 pul I min 72 °C
30sek 94 °C
30sek 68 °C - 35 Zyklen
I min 72 °C

AnschlieBend wurde eine Nested- PCR wie folgt durchgefiihrt.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen

1 ul  gereinigtes PCR- Produkt Smin 95°C

5ul  Puffer (10x)

1 ul dNTPs (10 mM)

0,5 ul GLprimer2 (100 pmol/ul) 30sek 94 °C

0,5 pul Nested Universal Primer (aus SMART RACE Kit) 30 ok 56 °C - 35 Zyklen

1 ul  HotStarTaq Plus (Qiagen)
41HH1 H,O 1 s 30sek 72 °C

10 min 72 °C

Ein Teil der PCR Produkte wurde iiber ein Agarose Gel aufgetrennt, die Banden wurden
ausgeschnitten und die DNA isoliert.

Nun wurde die DNA (gereinigtes PCR Produkt oder aus Gel isoliert) mit Hilfe des ,,TOPO TA
Cloning Kit* (Invitrogen) in den Vektor pCR 2.1-TOPO ligiert und E. coli TOP10 durch den
Ligationsansatz transformiert. Die Klone wurden vereinzelt und Ubernachtkulturen angefertigt.
Nach erfolgter Plasmidisolierung wurden die Vektor- Inserts (also die RACE- Produkte) sequenziert
(Sequenzierprimer M13 Forward und M13 Reverse).

Um die Transkriptionsstartpunkte in vivo zu bestétigen, wurde die 5'- RACE wiederholt. Diesmal

wurde der Transkriptionsstart anhand genomischer LTR Transkripte ermittelt. Fiir die ,,5"- RACE-
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Ready cDNA* Synthese wurden 1 pg Human Fetal Brain poly A+ RNA (Clontech, Best. Nr.

6361006) eingesetzt.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen

5ul  5’- RACE- Ready cDNA oder Negativkontrolle 2min 95 °C

5ul  Puffer (10x)

1 ul  dNTPs (10 mM)

0,2 ul LTR12-F4 (100 pmol/ul) 30sek 94 °C -5 Zyklen

5ul  Universal Primer Mix (aus SMART RACE Kit) 45 sek 72 °C
1wl PfuUltra
32,8 ulH>O 30sek 94 °C
"""""""" 30sek 70 °C -5 Zyklen
50 pl 30 sek 72 °C
30sek 94 °C
30sek 68 °C -40 Zyklen
30sek 72 °C
Die Nested- PCR wurde wie folgt durchgefiihrt.
Reaktionsansatg PCR- Zyklen
0,5 ul gereinigtes PCR- Produkt 2min 95°C
5ul  Puffer (10x)
1 ul  dNTPs (10 mM)
0,5 ul LTR12-F5 (100 pmol/ul) 30sek 94 °C
0,5 pl Nested Universal Primer (aus SMART RACE Kit) 30 ek 60°C - 35 Zyklen
0,5 ul PfuUltra
42 1l H0 30sek 72 °C
50 pl .
10 min 72 °C

Ein Teil des PCR Produktes wurde auf ein Agarose Gel aufgetragen. Die 210 bp Bande wurde

ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des ,,QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) isoliert.

AnschlieBend wurde die DNA in den Klonierungsvektor pCR 2.1-TOPO kloniert. Dann wurden die

Vektor- Inserts sequenziert.
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3.12 Test auf Splei3- Alterationen im Bereich 74 F1 Exon 18-19

Mit Hilfe von PCR wurde versucht, mogliche Spleif3- Varianten im Bereich TAF1 Exon 18-19 zu
identifizieren. Es wurde cDNA aus verschieden RNA- Spezies synthetisiert. Eingesetzt wurden 3 pg
gesamt RNA oder 1 p poly A" RNA. Die cDNA- Synthese erfolgte wie unter Punkt 3.5 beschrieben.

Fir die cDNA- Synthese wurde RNA aus sechs unterschiedlichen Zelllinien und Geweben

eingesetzt:

Lymphoblastoide Zelllinie Kontrolle 1 (WT): gesamt RNA
Lymphoblastoide Zelllinie Kontrolle 2 (WT): gesamt RNA
Lymphoblastoide Zelllinie Patient 1 (XDP): gesamt RNA
Lymphoblastoide Zelllinie Patient 2 (XDP): gesamt RNA
Human Fetal Brain (Clontech, Best. Nr. 636106): poly A" RNA
Skeletal Muscle (Clontech, Best. Nr. 636534): gesamt RNA

Fiir die Amplifikation des Bereichs um Exon 18-19 wurde folgende PCR durchgefiihrt.

Reaktionsansatz PCR- Zyklen
2ul  cDNA 2min 94 °C
5ul  Puffer (10x)

5ul  Betain

1 ul  dNTPs (10 mM) 20 sek 94 °C

0,5ul TAF_EX_18-F (100 pmol/ul)

30sek 56 °C -45 Zyklen
0,5 ul TAF_EX 19-R (100 pmol/pl)

1 ul  Taq Polymerase (Qiagen) I min 72°C
50 ul 10 min 72 °C

Die PCR- Produkte wurden anschlieBend auf ein Agarose Gel aufgetragen.
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit befasst sich mit dem beim Dystonie- Parkinson- Syndrom mutierten Transkriptsystem
DYT3/TAF1 und gliedert sich in zwei Schwerpunkte.

Der erste Teil der Arbeit umfasst Untersuchungen zur von Nolte et al. [54] beschriebenen DYT3
Transkriptvariante 3. Es sollte iiberpriift werden, ob es sich um ein T74F1 unabhingiges Transkript
handelt. Hierfiir wurde der Transkriptionsstartpunkt ermittelt. Zusétzlich wurden Promotor-
Analysen durchgefiihrt und putative Transkriptionsfaktor- Bindestellen ermittelt. AnschlieBend
wurde fiir die Transkriptionsfaktoren HIF-1a, MEF-2 und Ikaros {iberpriift, ob diese die Aktivitét
des Promotors beeinflussen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Identifizierung und Charakterisierung eines in Exon
4 des DYT3/TAF'1 Transkriptsystems lokalisierten Gegenstrangtranskripts. Es wurde iiberpriift, ob
ein distal von Exon 4 gelegenes LTR Element Promotor- sowie Enhanceraktivitét besitzt. Es sollte
die Promotoraktivitit des LTR gezeigt, sowie das dazugehorige Transkript nachgewiesen werden.
Zusatzlich wurde der Transkriptionsstartpunkt ermittelt.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob ein XDP spezifischer SNP in 74F1 Intron 18-19 zu

SpleiB3- Veranderungen fiihren konnte.

4.1 Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Transkriptvariante 3

Es sollte iiberpriift werden, ob es sich bei der von Nolte et al. [54] beschriebenen Transkriptvariante
3 um ein TAF1- Exon unabhéngiges Transkript handelt. Hierfiir wurde der Transkriptionsstartpunkt

ermittelt.
4.1.1 5'- RACE zur Identifikation des Transkriptionsstartpunktes

Zur Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Transkriptvariante 3 wurden 5- RACE
(Rapid Identification of cDNA Ends) Experimente durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird zuerst
mRNA in ¢cDNA umgeschriecben. An das 3’- Ende der cDNA wird eine ,,Linker*- Sequenz
angehédngt. AnschlieBend wird das Target mit Hilfe von PCR unter Verwendung eines
genspezifischen und eines zur Linker- Sequenz komplementiren Primers amplifiziert. Das PCR-

Produkt kann anschlieBend sequenziert werden.
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Die ,,Linker“- Sequenz kann im Anschluss an die cDNA Synthese mit Hilfe einer Terminalen
Transferase angehingt werden. Dieser Reaktionsschritt verlduft allerdings recht ineffizient.
AulBlerdem erhidlt man hierbei keinen spezifischen Linker, sondern fiir gewohnlich einen 3" poly A
Schwanz.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Transkriptionsstartpunkte mit Hilfe des ,,BD SMART RACE
cDNA Amplification Kit“ (BD Biosciences) ermittelt. Dem Kit liegt ein von Zhu et al. [109]
verbessertes RACE- Verfahren zugrunde, die sogenannte ,,SMART RACE® (Switching Mechanism
At 5" end of RNA Transcript). Hier wird eine spezifische ,,Linker*- Sequenz (,,BD SMART II A*
Oligonukleotid) direkt wihrend der cDNA Synthese an das 3’- Ende der cDNA angehingt. Dies
erhoht die Spezifitit fiir die folgenden PCR- Amplifikationen. Die Abbildung 6 veranschaulicht das
Prinzip dieser Methode.

a . .
) ¢DNA Synthese Oligo dT Primer
3 e e e e e - - = "['I'I'I'ITI'I'IT(I’)155’ cDNA
5 AAAAAAAAAAA(A), MRINA
3
b.) cDNA Synthese
- .
(= = = —m = = = = = = = = = = = = = TI'I'I'ITI'I'IT(T)US cDNA
AAAAAAAAAAA(A), mMRNA
BD SMART II A Oligo-GGG 3
C.
) cDNA Synthese
D :
—————— cce '1'1'1'1'I'r1'1'1'r(1')155 cDNA
BD SMART II A Olige-GGG AAAAAAAAAAA(A), MRNA
3

Abb. 6: Prinzip der ,,SMART RACE®“. (a) Die oligo dT hybridisierte mRNA wird mit Hilfe einer
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. (b) Erreicht die Verlangerung das 5'- Ende der
mRNA, so werden durch die Terminale Transferase- Aktivitdt der Reversen Transkriptase mehrere
Nukleotide (vorzugsweise C) an das 3’- Ende der cDNA angehingt. An diesen Uberhang kann das
»-BD SMART II A*“ Oligonukleotid anlagern und dient im weiteren (c) als Matrize fiir das

Fortschreiten der cDNA Synthese.

Die nach der oben beschriebenen Methode hergestellte cDNA wurde als Matrize in einer PCR
eingesetzt. Es wurden ein Universalprimer (UP) und der Primer Ex2V3-R5 (Abb. 7) verwendet.
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proximal distal
Ex2V3-R2 Ex2V3-R5
Linker*

Nach Nolte er al (2003) 100 bp
bekanntes 5'- Ende von Exon 2

Abb. 7: Bindestellen der fiir die RACE- PCR eingesetzten Primer.
Dargestellt sind die genspezifischen Primer Ex2V3-R2 und
Ex2V3-R5, sowie der Universalprimer (UP) und der Nested

Universalprimer (NUP).

Das PCR- Produkt wurde anschlieBend auf einem Agarose- Gel aufgetrennt. Die folgende

Abbildung (Abb. 8) zeigt das dazugehorige Gelfoto.

{- 1000 bp

Amplifikat.

Abb. 8: Ergebnis der Amplifikation mit Ex2V3-RS und
Universalprimer. In Spur 1 wurde eine 100 bp
Leiter (,,Forever 100 bp Ladder Personalizer;
Seegene) aufgetragen. Spur 2 zeigt das PCR

Die Abbildung 8 zeigt eine schwache Bande bei etwa 1000 bp. Es konnte sich hierbei um eine 5°-

Verldangerung von Exon 2 oder aber um ein anderes, unspezifisches RACE- Produkt handeln.

Die PCR Amplifikat wurde gereinigt und als Matrize fiir eine Nested- PCR

eingesetzt. Als Primer wurden der Exon 2 spezifische Primer Ex2V3-R2 und der Nested

Universalprimer verwendet (Abb. 7). Das PCR- Produkt wurde auf ein Agarose- Gel aufgetragen

und das Gel anschlieBend photographiert.
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~ Bande 1
400 bp

Bande 2

150 bp Abb. 9: Ergebnis der Amplifikation mit Ex2V3-R2 und
Nested Universalprimer. In Spur 1 wurde eine 100
bp Leiter (,,Forever 100 bp Ladder Personalizer";

_ Bande 3 Seegene) aufgetragen. Spur 2 zeigt das Amplifikat

50 bp der Nested PCR.

Beriicksichtigt man den Abstand von Primer Ex2V3-R5 und Ex2V3-R2 (436 bp), so wiirde man
ausgehend von der 1000 bp Bande in Abbildung 8 in der darauf folgenden Nested- PCR eine Bande
bei etwa 600 bp erwarten. Auf dem Gel (Abb. 9) waren jedoch zwei Banden bei 400 bp (1) und bei
150 bp (2), sowie eine Dimerbande (3) bei etwa 50 bp zu erkennen. Deshalb kann ausgeschlossen
werden, dass es sich bei der 1000 bp Bande aus Abbildung 8 um eine 5° Verldngerung von Exon 2
handelt. Trotzdem war die erste PCR (Abb. 8) notwendig, da lediglich mittels Nested- PCR die fiir
diesen Versuch notwendige Spezifitit erreicht werden konnte.

Die Banden (1,2; Abb. 9) wurden ausgeschnitten, die DNA extrahiert und anschlieBend sequenziert.

INR +1 (Konsesussequenz: PyPyA..N(T/A)PyPy)
%ﬁéﬁ%ﬁ%ﬁ%E%Ziég%éiﬁiiég%?SS?Siiii?Siiiiiiii?iiﬁiﬁiﬁi?Siiiiiii$§§§¥§§
igo

TTTTGTTCTCCTCACTATTAGACGCATGTCCCCAAACTACCTGTTATAAGCCCTGTTTTTTTT-CTGGACTTCTCAAGGGCTTTGC
TTTTGTTCTCCTCACTATTAGACGCATGTCCCCAAACTACCTGTTATAAGCCCTGTTTTTTTTTCTGGACTTCTCAAGGGCTTTGC

CCATCGTTCTTTCCCCGGCATCTGGAACAGTACCACTTGCGCTTTGGTTTATGGTTGAGACTCACACACGAGAAGCGGAACCACTC
CCATCGTTCTTTCCCCGGCATCTGGAACAGTACCACTTGCGCTTTGGTTTATGGTTGAGACTCACACACGAGAAGCGGAACCACTC

GATGGGGCATTCGTTGTCGCAGCGGATCATCTCCCAGTAGGAGGGCTCGCTGGGGTCGATGGGGAGGTCTGCGGGGGACGCCTGCC

GATGGGGCATTCGTTGTCGCAGCGGATCATCTCCCAGTAGGAGGGCTCGCTGGGGTCGATGGGGAGGTCTGCGGGGGACGCCTGCC

NTTTNAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGAGTAGGAGGGCTCGCTGGGGTCGATGGGGAGGTCTGCGGGGGACGCCTGCC
BD SMART IIA Oligo

GCTACGCCTTGGCCATGGAGCTCTGCTTCTTCTTAGAGGTCTGGGCTTTCTTCTCCTTGGGC
GCTACGCCTTGGCCATGGAGCTCTGCT Ex2V3-R2
GCTACGCCTTGGCCATGGAGCTCTGCTTCTT-TTAG

Abb. 10: Sequenzierung der 5" RACE Produkte. Dargestellt sind die Ergebnisse der Sequenzierung von
Bande 1 (rot) und Bande 2 (blau). Die genomische Sequenz ist schwarz dargestellt. Der
Sequenzierprimer (Ex2V3-R2) ist unterstrichen und das nach [54] bekannte 5'- Ende von Exon 2
ist fett gedruckt. Die Sequenzierung von Bande 1 (rot) ergab einen Transkriptionsstartpunkt an
einem ,,initiator element* (INR; unterstrichen).

57



Ergebnisse

Die Sequenzierung (Abb. 10) zeigte, dass es sich bei beiden Banden um Exon 2 Verldngerungen
handelte.

Exon 2 konnte um 312 bp in 5'- Richtung verldngert werden. Es wurden zwei Transkriptions-
startpunkte ermittelt. Der durch die Sequenzierung von Bande 1 (Abb. 9) ermittelte
Transkriptionsstartpunkt befindet sich exakt an einem INR Element (PyPyA.,N(T/A)PyPy).

4.1.2 Uberpriifung des Transkriptionsstartpunktes

Es wurde {iberpriift, ob die 5- Verldngerungen von Exon 2 um 312 bp tatsdchlich die
grofftmogliche Verldngerung darstellt, oder ob es noch weitergehende 5'- Verldngerungen gibt, die
durch die RACE nicht erfasst wurden. Hierfiir wurden PCR Amplifikationen mit je zwei transkript-
spezifischen Primern (Abb. 11) durchgefiihrt.

proximal distal

Ex2V3-R2
Ex2V3-F4 Ex2V3-F3

----- e

Durch RACE ermittelte \
Transkriptionsstartpunkte ~ Nach Nolte er al.  (2003) 100 bp
bekanntes 5'- Ende von Exon 2

Abb. 11: Darstellung der fiir die Uberpriifung des Transkriptionsstartpunktes
verwendeten Primer. Die Vorwérts- Primer sind blau und der
Riickwirtsprimer rot darstellt. Ex2V3-F3 befindet sich gerade noch in der
grofiten, durch die RACE Experimente ermittelten Exon 2- Verldngerung.
Ex2V3-F4 befindet sich proximal davon, und damit nicht mehr im Transkript-
Bereich.

Die Vorwirts- Primer wurden so gewihlt, dass sich ein Primer (Ex2V3-F3) gerade noch im
Transkriptbereich, und der andere Primer (Ex2V3-F4) knapp auflerhalb davon befindet. Bei der
Amplifikation von cDNA sollte bei der Primerkombination Ex2V3-F3 und Ex2V3-R2 ein Produkt
von 370 bp amplifiziert werden.

Sollte es noch weitergehendere 5'- Verldngerungen von Exon 2 als die bisher identifizierten geben,
so wiirde man bei der Primerkombination Ex2V3-F4 und Ex2V3-R2 ein PCR- Produkt von 477 bp
erhalten, andernfalls nicht. Neben cDNA wurden als Kontrolle genomische DNA, sowie ein cDNA-
Ansatz, dem keine Reverse Transkriptase zugegeben wurde als Matrize eingesetzt. Dies sollte

gewihrleisten, dass die Funktionsfahigkeit der Primer tiberpriift werden konnte und die cDNA nicht
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durch genomische DNA verunreinigt war.

Ex2V3-F3 Ex2V3-F4
+ +
Ex2V3-R2 Ex2V3-R2

genom. genom.

cDNA -RT DNA ' ¢cDNA -RT DNA

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

Abb. 12: Test auf grofiere Exon 2 Verlidngerungen. In der linken Hélfte sind die Ex2V3-
F3 und in der rechten Hilfte die Ex2V3-F4 Amplifikationen dargestellt. In die
jeweiligen Spuren wurden die Amplifikate aus cDNA (cDNA), der Kontrolle
ohne Reverse Transkriptase (-RT), sowie genomischer DNA (genom. DNA)
aufgetragen. Als GroBenstandard wurde eine 100 bp Leiter verwendet.

Bei der Amplifikation von cDNA, sowie von genomischer DNA mit der Primerkombination
Ex2V3-F3/Ex2V3-R2 wurden PCR- Produkte in der erwarteten Grofle von 370 bp gebildet (Abb.
12). Eine Sequenzierung konnte bestétigen, dass es sich um das richtige Produkt handelte. Bei der
Kontroll- PCR ohne Reverse Transkriptase (-RT) wurde kein Produkt amplifiziert.

Bei den Experimenten mit der Primerkombination Ex2V3-F4 und Ex2V3-R2 bildete sich nur bei
der Amplifikation von genomischer DNA ein, dem Abstand der Primer entsprechendes Fragment
von 477 bp. Bei der Amplifikation von cDNA, sowie der Kontrolle ohne Reverse Transkriptase
zeigte sich kein solches Fragment. Allerdings trat in der cDNA Spur eine schwache Bande von etwa
240 bp auf. Dieses PCR Produkt findet sich auch in der Amplifikation von genomischer DNA
weshalb es auszuschlieBen ist, dass es sich um ein gespleifites Transkript handelt. Da der Abstand
der Primer groBer ist (477 bp), kann es sich nicht um ein Amplifikat aus der gesuchten Region
handeln. Vermutlich ist diese Bande durch unspezifisches Hybridisieren der Primer entstanden.
Darauf deutet auch der ,smear” bei der Amplifikation genomischer DNA hin. Auf eine

Sequenzierung wurde deshalb verzichtet.
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4.2 Analyse des Variante 3 Promotors mit Hilfe von Luziferase Assays

Die Identifikation des Transkriptionsstartpunktes von Variante 3 hat gezeigt, dass es sich um ein
TAF'1- Exon- unabhédngiges Transkript handelt. Es sollte untersucht werden, wie die Transkription
dieser Variante reguliert wird. Es wurde vermutet, dass die Transkription von einem vor dem
Transkriptionsstart gelegenen Promotor gesteuert wird. Um dies zu iiberpriifen, wurde die
transkriptions- stimulierende Wirkung putativer Promotor- Fragmente mit Hilfe von Luziferase

Assays untersucht.

4.2.1 Analyse verschieden langer Promotor Fragmente

Dazu wurden verschieden lange Fragmente (639 bp, 253 bp, 137 bp) aus dem Bereich proximal des
DYT3 Exon 2 in den Vektor pGL3-Basic kloniert (Abb. 13). Das ldngste Fragment wurde auch in
inverser Orientierung kloniert. Der Vektor pGL3-Basic besitzt ein fiir Reporter Assays optimiertes
Luziferase- Gen des Gliihwiirmchens (Photinus pyralis) [110], jedoch keinen Promotor. Stattdessen
befindet sich proximal des Luziferase- Gens eine ,,Multiple Cloning Site* um eigene Promotor-
Fragmente klonieren zu kdnnen.

Alle klonierten Promotor- Fragmente iiberlappen den Transkriptionsstart bis Position +24 und
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer GréBe im 5'- Bereich. Eine groBere Uberlappung wurde
vermieden, da bei Position +30 ein Start- Codon (ATG) vorhanden ist. Dieses Start- Codon konnte
die Luziferase- Translation storen und folglich die Messungen verfilschen. Die aus den
Klonierungen hervorgegangenen Vektoren wurden ihrer Insertgrofe entsprechend pGL3-Var3 137,
pGL3-Var3 253 und pGL3-Var3 639 genannt. Der Vektor mit dem 639 bp Insert in inverser
Orientierung erhdlt den Namen pGL3-Var3 Neg.

60



Ergebnisse

proximal distal
b |
oot H 137 bp Insert (pGL3-Var3_137)

— 253 bp Insert (pGL3-Var3_253)
f———— 639 bp Insert (pGL3-Var3_639)

—— 639 bp Insert invers orientiert
(pGL3-Var3_Neg)

Abb. 13: Klonierung der Variante 3 Promotor- Fragmente. Es wurden ein
137 bp, ein 253 bp und ein 639 bp Fragment in pGL3-Basic
kloniert. Das 639 bp Fragment wurde zusitzlich in inverser
Orientierung kloniert. Der durch die RACE ermittelte am weitesten
proximal gelegene Transkriptionsstartpunkt wird als ,,+1° definiert.

Um den transkriptions- stimulierenden Effekt der Promotor- Fragmente zu zeigen, wurden die
Vektoren in die humanen Zelllinien NT2/D1 und U87 transfiziert. Zur Normalisierung wurde ein
Normalisierungsvektor kotransfiziert, um experimentelle Faktoren wie Transfektionseffizienz und
Uberlebensrate der Zellen auszugleichen. Dieser Normalisierungsvektor exprimiert konstitutiv eine
Luziferase aus der Weichkoralle Renilla reniformis. Die transfizierten Zellen exprimieren somit
simultan die Luziferasen aus Photinus pyralis und aus Renilla reniformis. Dabei ist die Menge der
gebildeten Photinus- Luziferase abhingig von der transkriptions- stimulierenden Aktivitit des
klonierten Promotor Fragments.

Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die Luziferaseaktivitit der Lysate
ermittelt. Die Messung beider Enzyme erfolgte seriell im gleichen Ansatz. Zuerst wurde die durch
die Photinus- Luziferase katalysierte Lumineszenz gemessen. Anschliefend wurde die Reaktion

gestoppt und gleichzeitig die Renilla- Luziferase aktiviert [111] und deren Aktivitét ermittelt.
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Zur Auswertung wurden die Messwerte der Photinus- Luziferase normalisiert. Anschliefend
wurden die normalisierten Werte mit denen des promotorlosen pGL3-Basic verglichen. Das
Verhiltnis ergab die transkriptions- stimulierende Aktivitit des klonierten Promotor- Fragments. In
Abbildung 14 sind die durch drei unabhdngige Messungen ermittelten Werte der Variante 3

Promotor Konstrukte dargestellt.

6,00

5,00 |

4,00 1

ONT2/D1
1 W us7

3,00

2,00 +

Luziferaseaktivitat relativ zu pGL3-Basic

1,00 I

0,00 + : : : : i3 B

pGL3- pGL3- pGL3- pGL3- pGL3-
Basic  Var3_639 Var3_253 Var3_137 Var3-Neg

Abb. 14: Luziferaseaktivitit der Variante 3 Promotor
Fragmente relativ zu pGL3-Basic. Es wurde die
Aktivitdt der Variante 3 Promotor Konstrukte mit
dem promotorlosen Vektor pGL3-Basic verglichen.
Die Daten fiir die Zelllinie NT2/D1 sind blau, und
flir U87 rot dargestellt.

Die Daten zeigen fiir pGL3-Var3 639 in beiden Zelllinien eine etwa vierfach héhere Aktivitit als
der Hintergrund (pGL3-Basic). Bei pGL3-Var3 253 lieB sich keine Aktivierung zeigen. Bei dem
kiirzesten Promotor- Fragment von 137 bp zeigte sich ein Unterschied zwischen NT2/D1 und U87.
Wihrend in US87 kein transkriptions- stimulierender Effekt zu beobachten war, lag die
Luziferaseaktivitdt in NT2/D1 um etwa den Faktor 2,5 hoher als der Hintergrund. Leider ist dieses
Ergebnis aufgrund der groBen Standardabweichung nicht deutlich signifikant. Die Bereiche
innerhalb der Standardabweichungen iiberschneiden sich jedoch nicht.

Die Aktivitdt des invers- orientierten 639 bp Fragments lag bei beiden Zelllinien deutlich unter der

von pGL3-Basic.
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4.3 Regulation des Variante 3 Promotors

Durch die Versuche aus Abschnitt 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass der Bereich vor Exon 2
Promotoraktivitét besitzt. Es sollte nun geklédrt werden, wie dieser Promotor reguliert wird. Bei der
Analyse wurde insbesondere versucht, fiir das Gehirn relevante Regulationsmechanismen

aufzudecken.

4.3.1 In silico 1dentifikation putativer Transkriptionsfaktor- Bindemotive

Zur in silico Analyse des Promotors wurde im Bereich vor Exon 2 nach putativen
Transkriptionsfaktor- Bindemotiven gesucht. Dies geschah mit Hilfe der Internet- basierten
Suchmaschinen ,,TESS* (Transcription Element Search System; http://www.cbil.upenn.edu/tess/)
und ,Tfsitescan®  (http://www.ifti.org/cgi-bin/ifti/Tfsitescan.pl). ,, TESS* durchsucht die
eingegebene Sequenz nach Transkriptionsfaktor- Konsensusmotiven und greift hierfiir auf die
»TRANSFAC* Datenbank [112] zuriick. Viele Konsensusmotive sind jedoch nur wenige
Basenpaare lang und oftmals degeneriert. Es findet zwar eine Gewichtung statt (positional weight
matrix), nach der bestimmte Basen an einer Position hiufiger auftreten, jedoch lieferte die Analyse
des Promotorbereichs mit Hilfe von ,,TESS* sehr viele Treffer.

,» 1 fsitescan‘ basiert auf der ,,Object-oriented Transcription Factors Database* (00oTFD) [113] und
kann in der eingegebenen Sequenz nach Ahnlichkeiten zu Transkriptionsfaktor- Bindestellen
suchen. Es wird im Gegensatz zu ,,TESS* nicht nach Konsensusmotiven gesucht, sondern nach
experimentell bestdtigten Bindestellen bereits untersuchter Promotoren. Zu jeder Bindestelle wird
der dazugehorige Artikel zitiert. Dies erhoht die Qualitdt der Suche und erleichtert die Auswahl
interessanter Bindemotive.

Durch die Kombination der Ergebnisse beider Suchmaschinen, und unter Beriicksichtigung einer
moglichen Relevanz fiir die Expression in neuronalem Gewebe, wurden die Transkriptionsfaktoren

Ikaros, HIF-1 und MEF2 zur ndheren Analyse ausgewéhlt.

4.3.2 Koexpression von Ikaros Isoform 2 und Isoform 8

Es wurde tberpriift, ob der Transkriptionsfaktor Ikaros (oder LyF-1) [114,115] die Aktivitdt des
Variante 3 Promotors beeinflussen kann. Hierfiir wurde, wie bereits in Abschnitt 4.2.1 beschrieben,

die Promotoraktivitidt mit Hilfe von Luziferase- Assays ermittelt. Die in silico Analyse hat gezeigt,
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dass es im Bereich proximal Exon 2 mehrere putative Bindemotive fiir Ikaros gibt. An den
Positionen -77 (CCTCCCAAA), -1025 (CCTCCCAAA) und -1450 (CCTCCCAAG) befinden sich
humane Ikaros- Konsensusmotive (TRANSFAC AccNo: T02702) (Abb. 15). An den Positionen -64
(TGGGATT), (TGGGATT) und -1136 (TGGGAAT) befinden sich Motive fiir das murine Ikaros
(TRANSFAC AccNo: T01470). Der Abstand zwischen dem humanen Ikaros Motiv an der Position
-77 und dem murinen Ikaros Motiv an Position -64 betrdgt 13 Nukleotide. Interessanterweise betriagt
auch der Abstand zwischen den Motiven an den Positionen -1025 und -1012 genau 13 Nukleotide.
Die Sequenz zwischen den Motivpaaren unterscheidet sich.

Zur Versuchsdurchfiihrung wurde ein Luziferase Reporter Vektor kloniert, der alle in silico
identifizierten Ikaros Motive enthielt. Hierfiir wurde ein gréferes Variante 3 Promotor- Fragment
von 1644 bp in pGL3-Basic kloniert (Abb 15) und der daraus resultierende Vektor pGL3-
Var3 1644 genannt.

proximal distal
human murin

100 bp

f—— 639 bp Insert (pGL3-Var3 639)
1644 bp Insert (pGL3-Var3_1644)

pGL3-Basic
4818 bp

Abb. 15: Klonierung von pGL3-Var3 1644. Ein 1644 bp groBes Promotor
Fragment wurde in pGL3-Basic kloniert. Zum Vergleich ist das in pGL3-
Var3 639 klonierte Fragment abgebildet. Die humanen (rot) und
murinen (blau) Ikaros- Konsensusmotive werden als farbige Linien
dargestellt.
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Zusitzlich zu den Reporter- Vektoren pGL3-Var3 1644, pGL3-Var3 639 und dem Renilla-
Luziferase Normalisierungsvektor wurden lkaros- exprimierende Plasmide kotransfiziert. Dabei
kamen die Expressionsvektoren pCDNA3-IK2 und pCDNA3-IK8 zum Einsatz, welche die
Isoformen zwei und acht des humanen Ikaros- Gens iiberexprimieren. Zur Kontrolle wurde der
Expressionsvektor pPCDNA3-MCS (ohne Ikaros Konstrukt) kotransfiziert. Das folgende Schema
verdeutlicht die durchgefiihrten Transfektionen.

Transfiziert wurden pro Ansatz:

pGL3-Basic oder pGL3 Var3 1644 oder pGL3-Var3 639
+
Renilla- Luziferase Normalisierungsvektor

N
pCDNA3-MCS oder pPCDNA3-IK2 oder pCDNA3-IKS8

Die Messungen erfolgten fiir die Zelllinien NT2/D1 und U87 und wurden in drei unabhédngigen
Ansidtzen durchgefiihrt (Abb. 16). Die Aktivitit der 1644 bp und 639 bp Promotor- Fragmente
bezieht sich jeweils auf pGL3-Basic.

a) US7 b) NT2/D1
14,00 14,00
I

12,00 1 12,00
2 10,00 2 10,00
8 = -
o =y T
A3 8,00 @ 800
o o
- >
= E=
® 600 5 6,00
> > :
£ 400 f S 400
= D
Q2 2
> £ —]:—|
. . N l

pCDNA3-MCS PCDNA3-IK2 pCDNA3-IK8 pCDNA3-MCS pCDNA3-IK2 pCDNA3-IK8
\ @pGL3-Var3_1644 mpGL3-Var3 639 ‘ \ @pGL3-Var3_1644 m pGL3-Var3_639 ‘

Abb. 16: Promotoraktivitit in Ikaros kotransfizierten Zellen. Aktivitit der Variante 3 Promotor Fragmente in U87
(a) und NT2/D1 Zellen (b). Die y-Achse zeigt die Luziferaseaktivitit der einzelnen Konstrukte relativ zu
pGL3-Basic. Es wurde die Aktivitit der Plasmide pGL3-Var3 1644 (blau) und pGL3-Var3 639 (rot)
gemessen. Die Spalten zeigen die Kotransfektionsexperimente mit dem insertlosen Expressionsvektor
pCDNA3-MCS, sowie den Ikaros Isoform 2 und 8 exprimierenden Vektoren pCDNA3-IK2 und pCDNA3-
IKS.
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Die Daten zeigen fiir die Zelllinie U87 folgendes. Die Aktivitit des 1644 bp Fragmentes liegt bei
pCDNA3-MCS Transfektion bei Faktor sechs. Bei Kotransfektion der Ikaros 2 Isoform ldsst sich
keine Aktivitdt iiber Hintergrund mehr nachweisen. Bei Kotransfektion der Ikaros 8 Isoform, wurde
eine Aktivierung um etwa den Faktor zwolf gemessen. Das 639 bp Fragment verhilt sich dhnlich.
Auch hier fillt die Aktivitdt bei Ikaros 2 Koexpression auf Hintergrundniveau ab. Bei Koexpression
der Isoform 8 ist im Vergleich zur Kontrolle erhohte Expression nachweisbar. Die Messdaten der
Zelllinie NT2/D1 bestdtigen diesen Trend. Der Effekt ist nicht so ausgeprigt wie bei U87, jedoch

deutlich vorhanden.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass der Promotor der Transkriptvariante 3 durch den
Transkriptionsfaktor Ikaros reguliert wird. Ikaros Isoform 2 reprimiert die Promotoraktivitit,

wihrend bei Koexpression der Isoform 8 eine hohere Expression festzustellen war.

4.3 .3 Induktion von HIF-1

Der Helix- Loop- Helix Transkriptionsfaktor HIF-1 (TRANSFAC AccNo: T01609) spielt eine
wichtige Rolle beim ,,0xygen sensing® der Zelle [116,117]. HIF-1, ein Heterodimer, setzt sich
zusammen aus den Untereinheiten HIF-1a und HIF-1P3. Dabei wird HIF-1p gleichbleibend
exprimiert, wihrend HIF-1a von der zelluldren Sauerstoftkonzentration reguliert wird. Unter
Sauerstoffmangel (Hypoxie) erhoht sich die HIF-la Konzentration, was wiederum die
Dimerbildung begiinstigt und somit die Konzentration funktionaler HIF-1 Molekiile erh6ht. Der
Transkriptionsfaktor kann verstirkt an HIF-1 Motive binden und je nach Gen und Zelltyp die
Expression verstidrken oder abschwichen [118].

Das HIF-1 Motiv wird als ,,HRE* (hypoxia- responsive element) bezeichnet. Das von Wenger und
Gassmann vorgeschlagene Konsensusmotiv lautet (T, G, C) (A, G) CGTG (C,G, A) (G, T, C) (G,
T, C) (G, T, C) [119]. Die Sequenzanalyse des Promotorbereichs der DYT3 Variante 3 zeigte an den
Positionen -54 und -1002 putative, der Konsensussequenz entsprechende HREs. Das Motiv bei
Position -54 entspricht dabei weitgehend dem HRE, welches im Promotor- Bereich des Noxa- Gens
identifiziert wurde [120]. ,,Electrophoretic Mobility Shift Assays“ (EMSA) und ,,Supershift*
Analysen des Noxa- Promotors haben gezeigt, dass HIF-1 das fiir die Experimente verwendete
Shift- Oligonukleotid (ATTACAGG CGTG AGCCACCGCGT) bindet. Dieses Oligonukleotid

unterscheidet sich nur in der letzten Position von dem im Promotor von Variante 3 identifizierten
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putativen HRE an Position -54 (ATTACAGG CGTG AGCCACCGCGC).

Um zu tberpriifen, ob der Promotor von Transkriptvariante 3 durch HIF-1, und damit durch
Hypoxie reguliert wird, wurden Luziferase- Promotoranalysen durchgefiihrt. Dafiir wurden
verschiedene Luziferase- Reporter Vektoren transient in U87 Zellen transfiziert und unter normaler
(Normoxie) oder reduzierter Sauerstoffkonzentration (1 % O,) inkubiert. Es wurden Konstrukte mit
beiden putativen HRE (pGL3-Var3 1644), einem HRE (pGL3-Var3 639), sowie ohne HRE (pGL3-
Var3 639-TS) transfiziert (Abb. 17). Dabei enthilt pGL3-Var3 639-TS ein im 3’- Bereich um 93
bp verkiirztes Promotor- Fragment aus pGL3-Var3 639, und somit nicht mehr das putative HRE bei
Position -54.

proximal putative HRE distal

/ S

: | pGL3-Var3 1644
fj——— pGL3-Var3 639
— pGL3-Var3_639-TS

100 bp

Abb. 17: Promotor- Fragmente zum Nachweis der Hypoxie- Induktion. Dargestellt sind
die Positionen der putativen HRE im Variante 3 Promotor- Bereich, sowie die in die
Luziferase- Vektoren klonierten Promotor- Fragmente.

Zusatzlich wurde als Positivkontrolle ein Hypoxie- Reporter Vektor transfiziert, um HIF-1
Induktion nachweisen zu konnen. Mit Hilfe dieses Vektors wurde zuvor die optimale Hypoxie-
Inkubationsdauer ermittelt. Es zeigte sich, dass nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden die HIF-
1 Induktion am groften war (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden die Zellen in den
nachfolgenden Experimenten fiir 24 Stunden unter Normoxie bzw. Hypoxie inkubiert.

Anschlieend wurde die Luziferaseaktivitdt der Zelllysate ermittelt.
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Luziferaseaktivitat relativ zu pGL3-Basic

Abb. 18: Luziferaseaktivitit bei HIF-1 Induktion. Die
Abbildung zeigt die Aktivitit der einzelnen
Konstrukte relativ zu pGL3-Basic. Die Aktivitit
bei normoxisch- inkubierten Zellen ist blau und
bei hypoxisch- inkubierten Zellen rot dargestellt.
(n=3)

Die Auswertung der Daten (Abb. 18) zeigte, dass die Aktivitdit des Hypoxie- Reporters bei
Inkubation der Zellen unter hypoxischen Bedingungen um etwa den Faktor vier zunahm. Dies
bestdtigt, dass HIF-1 induziert wurde. Bei den Variante 3 Promotor- Konstrukten war keine
signifikante Anderung der Aktivitit feststellbar. Dies zeigt, dass die in silico identifizierten HRE
nicht funktional sind, und somit die Expression der DY73 Transkriptvariante 3 vermutlich nicht von
der Sauerstoffkonzentration reguliert ist. Zusétzlich zeigt das Experiment, dass die Aktivitét des 3°-
trunkierten Promotorfragments (pGL3-Var3 639-TS) genauso hoch war wie die von pGL3-
Var3 639. Dies zeigt, dass der Bereich um den Transkriptionsstartpunkt keinen Einfluss auf die

Starke der Expression hat.
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4.3.4 Koexpression von MEF-2C

Die Familie der MEF-2 (myocyte enhancer factor 2) Transkriptionsfaktoren gliedert sich in MEF-
2A bis MEF-2D, welche von unterschiedlichen, alternativ gespleiten Genen transkribiert werden
[121-124]. Exprimiert werden sie hauptsidchlich in Muskelgewebe. Es wurden allerdings auch
gehirnspezifisch exprimierte Isoformen (MEF-2C) nachgewiesen [107,125].

MEF-2 Proteine binden als Homo- oder Heterodimer an die Erkennungssequenz
C/TTA(A/T)sTAG/A . An Position -17 und -498 des Variante 3 Promotors befinden sich solche
Motive. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob MEF-2C (TRANSFAC AccNo: T01766)
einen Effekt auf den Promotor ausiibt. Hierfiir wurde, dhnlich wie bereits zuvor fiir die Analyse der
Ikaros Motive geschehen, die Luziferaseaktivitit der Vektoren pGL3-Basic und pGL3-Var3 1644
bei MEF-2C iiberexprimierenden Zellen gemessen. Es wurde der MEF-2C exprimierende Vektor
pMEF2C-1.6 kotransfiziert. Zur Kontrolle wurde in Parallelexperimenten der insertlose

Expressionsvektor (pMT2) kotransfiziert.

Transfiziert wurden pro Ansatz:

pGL3-Basic oder pGL3-Var3 1644
+
Renilla- Luziferase Normalisierungsvektor

+
pMEF2C-1.6 oder pMT2

a) b)
25,00 16,00
14,00
< o
= 20,00 @
= ©
= @ 12,00
o it
7]
P 2 10,00
A 15,00 z
(:‘ 5 BIpMT2 % 8,00 [ pMT2
g W pMEF2C-1.6 8 B pMEF2C-1.6
2 10,00 =
B £ 600 |
R T S -
g 500 r & 400
s N
| E
-
0,00 I_r—-
. 0,00 ‘
pGL3-Basic PGL3-Var3_1644 pGL3-Basic pGL3-Var3_1644

Abb. 19: Promotoraktivitit in MEF-2C Kkotransfizierten Zellen. Dargestellt ist die Aktivitat der Vektoren pGL3-
Basic und pGL3-Var3 1644 in pMT2 (blau) und pMEF2C-1.6 (rot) kotransfizierten Zellen (U87). In der
linken Grafik (a) gibt es nur eine Referenz (durchgéngige Linie) auf die alle anderen Messwerte bezogen
werden (gestrichelte Linien). In der rechten Grafik (b) werden die selben Daten anders dargestellt. Hier
werden die Kotransfektionen gesondert betrachtet.
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Die Daten zeigen, dass die Luziferaseaktivitit bet MEF-2C Kotransfektion im Vergleich zur pMT2
Kotransfektion um etwa den Faktor zwei ansteigt (Abb 19a). Allerdings betrifft dies nicht nur den
Vektor mit Variante 3 Promotor Fragment (pGL3-Var3 1644), sondern auch den promotorlosen
Vektor pGL3-Basic. Vergleicht man die Luziferaseaktivitidt von pGL3-Var3 1644 und pGL3-Basic
bei pMT2 bzw. pMEF2C-1.6 Kotransfektion untereinander (Abb. 19b), so ist keine Erhohung

sondern eher eine Erniedrigung der Aktivitit feststellbar.
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4.4 Identifikation eines Exon 4 Gegenstrang- Transkripts

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Identifizierung eines in Exon 4 lokalisierten

Gegenstrangtranskriptes. Das Transkript wurde nédher charakterisiert und der dazugehdrige

Promotor identifiziert. AuBerdem wurde der Transkriptionsstartpunkt identifiziert.

4.4.1 Homologie zwischen humanem und murinem Genom zwischen den Genen
TAF1 und OGT

Zur weiteren Analyse des DYT3 Transkriptbereiches wurde ein Alignment des humanen und
murinen Genoms zwischen den Genen 74F1 und OGT durchgefiihrt. Es sollte liberpriift werden, ob
die DYT3 Exone 1-5 bei der Maus vorhanden sind. Das Alignment wurde mit Hilfe der ,,Align two
sequences‘ Funktion des NCBI- BLAST Servers durchgefiihrt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

TAF1 TAF1

DYT3 DYT3 DYT3
EXjn 37 Exon 38

OGT
Exon3 Exon4 Exon5 Exon 1
i 1
R | B W ({1 ! » Mensch
| ' v g , .7 -
/ t DYT3 DYT3 . y e =
i v / 7 - e
; \\ Exon 1 Exon 2 L - L L7 .7 1v_093840
/ \ L K - ot (LTR12)
i \ L’ / ’ 7
! |
I

Maus
oGr
Fxon 37 Exon38 o
homolog homolog
homolog (unvollstindig)
| IS T N T N S R SN I SO B S B | 1 ]
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Mabstab [kbp]

Abb. 20: Homologie zwischen humanem und murinem Genom im Bereich 74F1 und OGT. Das humane
Genom ist gelb, das murine Genom griin dargestellt. Exonbereiche werden als rote Balken gezeigt. Im
Maus- Genom homologe Regionen werden als blaue Balken dargestellt und sind iiber gestrichelte
Linien mit dem humanen Genom verbunden. Rote Linien kennzeichnen invers orientierte homologe
Bereiche. Repeat- Sequenzen retroviralen Ursprungs werden als gelbe Balken dargestellt.
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Es zeigte sich, dass es im murinen Genom zu den 7AF1 und OGT Exonen homologe Bereiche gibt
(Abb. 20). Das TAF1 Exon 38- Homolog der Maus ist terminal deletiert. Diese Ubereinstimmung
entspricht den Erwartungen, da die zu TAF1 und OGT homologen Mausgene bereits beschrieben
wurden [126,127]. Zu den DYT3 Exonen homologe Sequenzen finden sich nicht. Es gibt lediglich
kurze homologe Bereiche (blau). Im Schimpansen (Pan troglodytes) findet sich jedoch eine hohe
Konservierung der Exon- Sequenzen. Eine grafische Darstellung wie in Abbildung 20 war jedoch
aufgrund fehlender Sequenzinformationen (Assembly PanTro 1.0, Nov 2003; sowie vorldufiges
Assembly PanTro 2.1, Mar 2006) nicht moglich.

Vergleicht man den Bereich zwischen TAF1 und OGT so fillt auf, dass das humane Genom im
Vergleich zur Maus in diesem Bereich expandiert ist. Zusitzlich finden sich einige repetitive
Bereiche retroviralen Ursprungs (gelbe Balken), die der Maus fehlen. Es handelt sich hierbei um

Fragmente Humaner Endogener Retroviren (HERV) bzw. LTR Fragmente (siche Abschnitt 1.3).

4.4.2 In silico 1dentifikation eines LTR mit putativer Promotoraktivitdt distal Exon 4

Long Terminal Repeats (LTR) kénnen sowohl Promotor- [76] als auch Enhanceraktivitit [128]
besitzen und die Expression naheliegender Gene beeinflussen [129,130]. In der Region zwischen
den Genen TAF1 und OGT wurde eine Reihe solcher LTR Elemente identifiziert. Eines davon
iiberlappt Exon 4 des DYT3 Transkriptsystems. Exon 4 ist Teil aller identifizierten
Transkriptvarianten und beinhaltet die XDP- spezifische Mutation DSC3. Aus diesem Grund wurde
der Exon 4 iiberlappende LTR néher charakterisiert.

proximal distal

DSC3

DYT3 Exon 4

I ] ]

(TGGG), Repeat
Aluy 100 tp

Abb. 21: Repeat- Bereiche um Exon 4. Dargestellt ist der Bereich um Exon 4 des DY73
Transkriptsystems, sowie die XDP spezifische Mutation DSC3. In dieser Region gibt es
repetitive Bereiche unterschiedlichen Ursprungs, die nach Klassen unterteilt und farblich
voneinander abgegrenzt dargestellt werden.
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Bei der Sequenzanalyse (Abb. 21) zeigte sich, dass es im Bereich um Exon 4 mehrere repetitive
Sequenzen unterschiedlichen Typs gibt. Neben einem Alu Y Repeat, einem TGGG Repeat und
einem MLT1El (Mammalian LTR Transposon) Repeat finden sich vier LTR 12- Repeat- Bereiche.
Vermutlich bilden die beiden distalen LTR- Fragmente zusammen mit dem TGGG Repeat die U3,
R, und US5- Regionen eines vollstindigen LTR. Bei der Sequenzanalyse zeigte sich, dass das distal
Exon 4 gelegenen LTR 12 Fragment Homologie zu einem von La Mantia et al. [131] und Strazzullo

et al. [132] untersuchten LTR 12 Core- Promotor aufweist.

521 bp Fragment

AAACTCGAGA
AAAGAAATAC
CAAGAGGATT
AGAGGTTTGT

ATGGACCAAT

ATCAGCACTC

TGAGACCCGG
ATAGATGTGA
GTAAAATGCA
AAAATGCGCC

CAGCAGTCTG

TGTAAAATGG

GCTGGTGGCT
GAGGAGAAGC
CCAATCAGCA
AATCAGTGCT

TAAAATGGAC
- 105
ACCAATCAGC

GCTGTTGCAC
CAGCTGGACT
CTCTGTAGCT
CTGTAAAAAC

CAATCAGCGC
bp Fragment

TGCTGCTGAA AAAAAATGGC TCCAAAGGTT
TCCTGGGTTG GGTGGGGACT TAAAGAACTT
AGGATTGTAA AACGCACCAA TCAGCGCTCT
ACACCAATCA GTGCTCTGTG GCTAGCTAGA
> 162 bp Fragment
TCTGTAAAAT GGACCAATTA GCACCTTGTA

AGGACATIGGG TGGGGACAAA TAAGGGAATA AAAGCTGGCC

AAATGAAGCC
TTCTGTCTTA
GTGGCTAGCT
GGTTTGTAAA

AAATGGACCA

ACATTCCGCA

Spl-Motiv TATA-Box

AGTAGCAACC CACTCGGGTC TCTTTCCACA CCGTGGAAGC
3"-Ende Exon4 (Variante 3)

CCCACCCACC CACCCACCCA CCAGGCCAGT TGTGTTCTTT

Abb. 22: Putativer LTR Promotor. Dargestellt ist der DY73 Gegenstrang distal Exon 4. Das 3’- Ende von Exon
4 (Transkriptvariante 3) ist fett gedruckt. U3- Repeatbereiche sind blau hervorgehoben. Das SP1-Motiv
und die TATA-Box sind fett gedruckt und doppelt unterstrichen. Der TGGG Repeat ist griin markiert.
Die Grenzen der klonierten Promotor- Fragmente sind rot dargestellt.

Die fiir die Transkription relevanten Motive finden sich zum Teil auch im distal Exon 4 gelegenen
LTR 12 Fragment. So wurde ein putatives SP1- Motiv identifiziert, bei dem jedoch im Vergleich zu
dem von La Mantia et al. beschriebenen Motiv (TGGGTGGGGC) die letzte Base durch ein Adenin
ersetzt ist (Abb. 22). Nach La Mantia et al. ist dieses Motiv fiir die Aktivitdit des Promotors
essentiell.

Beim zweiten Motiv handelt es sich um eine TATA-Box (AATAAAA). Der Abstand des SP1-
Motivs von der TATA-Box ist genauso grol wie in der Literatur beschrieben, die Sequenz
dazwischen unterscheidet sich jedoch. Nach Strazzullo ef al. beeinflusst die TATA-Box die
Festlegung des Transkriptionsstarts, sowie die Starke der Initiierung.

Das dritte, von La Mantia et al. beschriebene Motiv ist ein Initiator-element (Inr) in Form eines
»inverted repeat” an den Positionen -8/-5 und +1/+4. Dieses Motiv hat keinen Einfluss auf die
Promotoraktivitéit, sondern definiert den Transkriptionsstartpunkt. Das Inr fehlt im LTR 12 distal
Exon 4. Stattdessen befindet sich hier ein TGGG Repeat.

Neben diesen Motiven wurden in der U3- Region neun dhnlich aufgebaute Repeats (blau) gefunden,

die Bindemotive fiir die Transkriptionsfaktoren NF-Y (CCAAT) und F2F (TAAAAT) enthalten.
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4.4.3 Analyse des putativen LTR Promotors

Es sollte untersucht werden, ob das distal Exon 4 lokalisierte LTR- Element Promotor- sowie

Enhanceraktivitit besitzt.

4.4.3.1 Nachweis der Promotoraktivitit mit Hilfe von Luziferase Assays

Um zu zeigen, dass das LTR Element distal Exon 4 tatsdchlich Promotoraktivitit besitzt, wurde die
Aktivitit verschieden langer LTR- Fragmente mit Hilfe von Luziferase Assays in den Zelllinien
NT2/D1 und U87 gemessen. Hierfiir mussten die LTR- Fragmente in pGL3-Basic kloniert werden
(Abb. 23).

proximal distal
LTR
To0bp 105 bp Insert H
162 bp Insert H

521 bp Insert f—]
521 bp Insert invers f—on—-—

pGL3-Basic
4818 bp

Abb. 23: Klonierung der LTR Promotor- Fragmente. Es
wurden ein 105 bp, ein 162 bp und ein 521 bp
Fragment in pGL3-Basic kloniert. Das 521 bp
Fragment wurde zusétzlich in inverser Orientierung
kloniert.

Die klonierten Fragmente unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Grofle im distalen Bereich. Es sei

nochmals erwihnt, dass der LTR Promotor im DY73 Gegenstrang vermutet wird. Folglich ist der
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3’- Bereich des LTR Promotors proximal, und der 5'-Bereich distal lokalisiert. Aus diesem Grund
ist das Luziferase- Gen in Abbildung 23 im Vergleich zu den Variante 3 Promotor Klonierungen
entgegengesetzt orientiert.

Die LTR Promotor Fragmente iiberlappen das 3'- Ende von Exon 4 der DY73 Transkriptvariante 3
um 13 bp. Es wurden Inserts mit einer Ldnge von 521 bp, 162 bp und 105 bp kloniert, das grofite
auch in inverser Orientierung. (Die effektive Lange der LTR Fragmente ist aufgrund der
Schnittstellen- Uberhiinge um jeweils 6 bp geringer.) Das 521 bp Insert iiberspannt die komplette
LTR Region distal Exon 4, sowie den TGGG Repeat und 25 bp des proximalen LTR 12 Elements
(sieche Abb. 22). Das 162 bp Insert iiberspannt nur einen Teil des LTR Elements. Einige der in silico
identifizierten Bindemotive sind nicht mehr enthalten (Abb. 22). Das 105 bp Insert umfasst nur
noch das fiir die Transkription essentielle SP1-Motiv, sowie die TATA-Box, jedoch keine weiteren,

in silico identifizierten Motive.
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Abb. 24: Luziferaseaktivitit der LTR Promotor Fragmente
relativ zu pGL3-Basic. Dargestellt ist die Aktivitdt der
verschieden langen LTR Promotor Fragmente in Bezug
zu pGL3-Basic in den Zelllinien NT2/D1 und U87. Zum
Vergleich wurde der Vektor pGL3-Promoter (SV40
Promotor mitgemessen (n=3).

Die so klonierten Vektoren wurden ihrer InsertgroBe entsprechend pGL3-LTR 521, pGL3-
LTR 162 und pGL3-LTR 105 genannt. Der Vektor mit dem invers orientierten 521 bp Insert
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erhielt den Namen pGL3-LTR-Neg. Die Luziferase- Konstrukte wurden zusammen mit dem Renilla
Normalisierungsvektor in die Zelllinien NT2/D1 und U87 kotransfiziert. Als Referenz wurde pGL3-
Basic verwendet. AuBlerdem wurde der Vektor pGL3-Promoter mitgemessen. Es handelt sich
hierbei um einen pGL3- Vektor mit SV40 Promotor.

Die Daten (Abb. 24) zeigen fiir das lingste LTR Promotor Fragment (521 bp) eine um den Faktor
47 (NT2/D1) bzw. 24 (U87) hohere Aktivitdt als beim promotorlosen Vektor pGL3-Basic. Die
Aktivitdt von pGL3-LTR 162 liegt neun- (NT2/D1) bzw. sechsfach (U87) tiber der von pGL3-
Basic. Der Vektor pGL3-LTR 105 zeigte in beiden Zelllinien eine geringere Aktivitit als der
promotorlose Vektor. Der zum Vergleich mitgemessene pGL3-Promoter (SV40 Promotor) hatte,
bezogen auf pGL3-Basic, eine um den Faktor 41 (NT2/D1) bzw. 12 (U87) hohere Aktivitit. Die
Aktivitdt des invers- orientierten 521 bp LTR- Inserts lag 26-Fach (NT2/D1) bzw. 12-Fach (U87)

iber dem Hintergrund.

4.4.3.2 Untersuchungen zur Enhanceraktivitit des LTR

In Abschnitt 4.4.3.1 wurde gezeigt, dass das LTR Element distal Exon 4 Promotoraktivitit besitzt.
Nun sollte gekliart werden, ob dieses LTR Element Enhanceraktivitdt aufweist. Dies konnte flir die
Regulation des DY73 Transkriptsystems bzw. der Transkriptvariante 3 von Bedeutung sein.

Um Enhanceraktivitit nachzuweisen, wurde das langste LTR Fragment (521 bp) in ,,sense‘- und in
»antisense“- Orientierung stromabwérts des Luziferasegens in die Vektoren pGL3-Basic und pGL3-
Var3 639 kloniert (Abb. 25).

Die neuen Vektoren wurden hinsichtlich ihrer Promotor- und Enhancerbereiche benannt. Die aus
pGL3-Basic  hervorgegangenen Vektoren wurden pGL3-Basic LTRenh s und pGL3-
Basic LTRenh as genannt. Dabei geben das ,,s bzw. ,,as* am Ende der Vektorbezeichnung die
Orientierung des LTR Fragmentes an. Wie in Abschnitt 4.4.3.1 gezeigt wurde, besitzt das LTR
Fragment bidirektionale Promotoraktivitdt. Bei ,,s ist die Richtung in der die stirkere Transkription
erfolgt, mit der Transkriptionsrichtung des Luziferase Gens identisch. Bei ,,as* ist das LTR
Fragment entgegengesetzt orientiert .

Die aus pGL3-Var3 639 hervorgegangenen Vektoren enthalten das 639 bp Fragment aus dem
Promotor der Variante 3 und wurden pGL3-Var3 639 LTRenh s und pGL3-Var3 639 LTRenh as
genannt. Die LTR Fragment- Orientierung erfolgte analog zu den promotorlosen Konstrukten durch

die Bezeichnungen ,,s* bzw. ,,as®.
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639 bp Variante 3
Promotor Insert

pGL3-Basic

4818 bp

SV40 late poly(A)
Signal SV40 late poly(A)

Signal

521 bp Insert —
521 bp Insert invers p—o——

00 bp LTR

proximal distal

Abb. 25: Klonierung der LTR Enhancer Konstrukte. Das 521 bp LTR Fragment wurde in
sense und antisense Orientierung in die Sa/l Schnittstelle der Vektoren pGL3-Basic
und pGL3-Var3_ 639 kloniert.

Die Vektoren wurden in je vier unabhingigen Experimenten transient in die Zelllinien NT2/D1 und
U87 transfiziert. Normalisiert wurde mit Hilfe des Renilla Normalisierungsvektors. AnschlieBend
wurde die Luziferaseaktivitit gemessen.

Die Daten zeigen fiir die Zelllinien U87 und NT2/D1 ein unterschiedliches Bild. Bei U87 (Abb.
26a) wurde die Luziferaseaktivitit durch Integration des LTR- Elements in ,,sense- Orientierung

nicht beeinflusst. Sowohl bei den pGL3-Basic als auch bei pGL3-Var3 639 basierten Vektoren
zeigte sich kein Unterschied. Die Integration des LTR- Elements in ,,antisense* Orientierung
hingegen fiihrte zu einer Abnahme der Luziferaseaktivitit sowohl in den promotorlosen als
auch in den Vektoren mit Variante 3 Promotor- Fragment. Die Aktivitdt sank bei pGL3-Basic
durch Integration des LTR- Elements in ,antisense”- Orientierung von 1 auf 0,3. Bei pGL3-

Var3 639 sank die Aktivitdt von 4,2 auf 1,9.
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Abb. 26: Luziferaseaktivitit der Enhancer Konstrukte relativ zu pGL3-Basic. Dargestellt ist die
Luziferaseaktivitit in den Zelllinien U87 (a) und NT2/D1 (b). In den jeweils linken Spalten sind die
promotorlosen Vektoren (pGL3-Basic) und in den rechten Spalten die Vektoren mit Variante 3 Promotor
Fragment (pGL3-Var3 639) gruppiert. Die farbigen Balken geben an, ob und in welcher Orientierung der
Vektor das LTR Element in der Sa/l Schnittstelle inseriert hatte. (n=4)

Bei NT2/D1 Zellen (Abb. 26b) zeichnete sich ein anderes Bild ab. Hier filihrte die Integration des
LTR- Elements in ,,sense*“- Orientierung zu einer Zunahme der Luziferaseaktivitit. Bei den pGL3-
Basic Konstrukten stieg die Aktivitit von 1 auf 7,8 und bei den pGL3-Var3 639 Konstrukten von 4
auf 8. Die Integration in ,,antisense“- Orientierung fiihrte bei pGL3-Basic zu einem schwachen
Anstieg der Luziferaseaktivitit von 1 auf 1,9. Bei pGL3-Var3 639 bewirkte die Integration des

LTR- Elements in ,,antisense‘ Orientierung eine Abnahme der Luziferaseaktivitét von 4 auf 2,6.
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4.4.4 In vivo Nachweis des Gegenstrang Transkripts durch ,,Northern Blot*

Die vorausgegangenen Experimente konnten zeigen, dass es sich bei dem LTR- Element distal
Exon 4 um einen bidirektionalen Promotor handelt. Eines der von diesem LTR- Promotor
getriebenen Transkripte wire komplementér zu Exon 4 und somit ein DY73 Gegenstrangtranskript.
Die bisherigen Luziferase- Experimente zur Analyse des LTR 12 distal Exon 4 konnten zwar
Promotoraktivitdt zeigen, jedoch ist dies kein Beweis fiir die Existenz eines LTR 12 getriebenen
Gegenstrangtranskriptes. Aus diesem Grund wurde versucht, dieses Transkript in vivo
nachzuweisen. Hierfiir wurden ,,Northern Blot* Hybridisierungen durchgefiihrt. Es wurden zwei
unterschiedliche ,,Multiple Tissue Northern Blots* der Firma Clontech verwendet. Dadurch konnte
ein breites Spektrum von RNA aus verschiedenen humanen Gewebetypen und Hirnregionen
abgedeckt werden. Als Sonden wurden endstindig radioaktiv- markierte Oligonukleotide
verwendet. Dadurch konnte strangspezifisch hybridisiert werden, was fiir den Nachweis unerlésslich
war. Obwohl Sonden- Homologie zu anderen Genombereichen durch ,BLAST“ Analyse
ausgeschlossen wurde, kdnnte es trotzdem zu unerwiinschtem Hybridisieren an partiell homologen
RNAs kommen. Dies wiirde zu falsch- positiven Ergebnissen filhren. Um dies auszuschlieBen,

wurden zwei unterschiedliche Sonden verwendet (Abb. 27).

a.)

proximal distal

DSC3 | LTR |

o F‘i
= /

LTR-Northern LTR-Northern2

b.)

LTR-Northern: AGGACTACAGTGAGGATTGTI GGAGGGAAGTGGACCTT
LTR-Northern2: AGTATCCTCATCTGGCAGAACTCCCATAGGEGTGIGCTC

Abb. 27: Darstellung der fiir die ,,Northern Blots* verwendeten Sonden. (a) Die Abbildung
zeigt die Positionen, der fiir die Hybridisierungen verwendeten Sonden LTR-
Northern und LTR-Northern2. Die in den Luziferase- Experimenten ermittelte
stirkere Promotoraktivitit des LTR wird durch den schwarzen Pfeil am Ende von
Exon 4 symbolisiert. (b) Angabe der Sondensequenzen.
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Zuerst wurde eine Sonde (LTR-Northern) hybridisiert. Dann wurde gewaschen und exponiert. Nach
der Filmentwicklung wurde die Sonde vom Blot gewaschen und durch erneute Exposition bestitigt,
dass die Sonde vollstindig entfernt wurde. Anschlieend wurde die zweite Sonde (LTR-Northern2)
hybridisiert. Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Hybridisierung mit der Sonde LTR-

Northern.
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Abb. 28: Hybridisierung der Multiple Tissue Northern Blots mit LTR-Northern. Die Abbildung zeigt das Ergebnis
der Hybridisierung mit der einzelstringigen Oligonukleotid- Sonde LTR-Northern. Pro Spur wurden vom
Hersteller (Clontech) 2 pg poly(A)+ RNA aus verschiedenen Organen (a), bzw. Hirnregionen (b) aufgetragen.
Die Auftrennung erfolgte in einem GroBenbereich von 9500 bp bis 240 bp.

Abbildung 28a zeigt etwa 1000 bp grofle Banden in der Skelettmuskel, Leber und Herzspur. In allen
anderen Spuren findet man kein Signal. Der Hintergrund ("smear") ist bei den Niere-, Lunge- und
Gesamtgehirn- Spuren schwicher ausgepridgt. Dies konnte auf geringere RNA- Mengen in diesen
Spuren hindeuten.

Bei der Auswertung des Blots aus verschiedenen Gehirnregionen (Abb. 28b), zeigen sich auch

Banden von 1000 bp GroBe. Diese finden sich in RNAs aller Regionen. In den Gesamtgehirn-,
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Hippocampus- und Corpus callosum- Spuren ist die Bande etwas schwécher. Der Hintergrund ist
bei allen Proben é&hnlich stark. Zusdtzlich erhdlt man in allen Spuren sehr schwache
Hybridisierungssignale bei etwa 2300 bp und 8000 bp, in der Corpus callosum Spur zuséitzlich ein
etwas stirkeres Signal bei etwa 4000 bp.

Um falsch- positive Signale aussortieren zu konnen, wurden die Blots ,,gestripped* (sehr stringent

gewaschen) und anschlieBend die Sonde LTR-Northern2 hybridisiert.
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Abb. 29: Hybridisierung des Multiple Tissue
Northern Blots mit LTR-Northern2.
Die Abbildung zeigt das Ergebnis der
Hybridisierung mit der Sonde LTR-
Northern?2.

Die Auswertung der Hybridisierung mit der Sonde LTR-Northern2 (Abb. 29) zeigt wieder eine
Bande bei 1000 bp in der Skelettmuskel und in der Herzspur. Die Bande in der Leberspur ist
deutlich schwicher als bei der LTR-Northern Hybridisierung. Auflerdem traten extrem schwache
1000 bp Banden in den anderen Spuren auf. Zusédtzlich dazu gibt es bei etwa 7000 bp eine weiter
Bande in der Skelettmuskelspur.

Die Abbildung der Hybridisierung des zweiten Blots (verschiedene Gehirngewebe) war aufgrund zu

schwacher Signale nicht moglich. Allerdings war mit bloBem Auge auch hier eine 1 kbp Bande
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sichtbar.

Zusitzlich zu den hier gezeigten Daten sei noch erwéhnt, dass von D. Nolte durchgefiihrte
Experimente (unverdffentlicht) mit einer einzelstrangigen Oligonukleotidsonde im Bereich DSC3
die gleiche 1000 bp Bande gezeigt haben. Es ist daher anzunehmen, dass es sich bei dieser Bande

um das gesuchte, LTR- Promotor getriebene Gegenstrangtranskript in Exon 4 handelt.

4.4.4.1 Normalisierung der Blots durch 3-Actin Hybridisierung

Zur Normalisierung wurde eine random- markierte - Actin Sonde verwendet. Als Sondentemplate

diente ein 838 bp groBes PCR- Fragment, welches einen Grofiteil des Actin- Leserahmens

iiberspannt.
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Abb. 30: Normalisierung durch B- Actin. Dargestellt sind die Hybridisierungen der Blots mit einer B- Actin
Sonde. Es wurden die gleichen Blots wie fiir die Hybridisierung der LTR- Sonden verwendet. Die starken
Signale in der Skelettmuskel- und Herzspur werden durch das in diesen Geweben exprimierte O- Actin
hervorgerufen.
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Die Abbildung 30a zeigt das Ergebnis der Hybridisierung der 3- Actin Sonde. Etwas unterhalb von
2,4 kbp findet man in allen Spuren ein Signal. Es handelt sich hierbei um die gesuchten [3- Actin
Banden. Humane [3- Actin mRNA hat ohne polyA- Schwanz eine Lénge von 1793 bp. Die 3- Actin
Banden sind etwa gleich intensiv. Lediglich in der Gesamtgehirn Spur ist das Signal deutlich
schwécher. In der Skelettmuskel- und Herzspur finden sich bei etwa 1,7 kbp sehr starke Banden, die
vermutlich durch Hybridisierung mit a- Actin hervorgerufen wurden. Zusétzlich gibt es im Bereich
zwischen 4,4 kbp und 9,5 kbp mehrere Signale, die in der Skelettmuskelspur am deutlichsten
ausgepragt sind.

Die Analyse des Blots mit RNA aus verschiedenen Gehirnregionen (Abb. 30b) zeigt ausschlieBlich
die gesuchten (- Actin Signale. Hier sind die Intensititen der Thalamus-, Gesamtgehirn- und
Hippocampus- Banden etwa gleich. Das Signal in den Corpus callosum-, Nucleus caudatus- und

Amygdala- Spuren ist etwas stirker als bei den drei zuvor genannten Regionen.

4.4.5 Identifikation des Transkriptionsstartpunktes des Gegenstrang Transkripts

Die ,,Northern Blot*“ Experimente konnten zeigen, dass es in Exon 4 ein Gegenstrangtranskript gibt.
Dieses Transkript wird vermutlich von dem distal Exon 4 lokalisierten LTR- Promotor gesteuert.

Nun sollte mit Hilfe von 5'- RACE Experimenten der Transkriptionsstartpunkt identifiziert werden.

4.4.5.1 5'- RACE an Luziferase- Vektor- Transkripten

Zur Identifizierung von Transkriptionsstartpunkten wurden 5°- RACE Experimente an
Luziferasevektoren durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein im 3’- Promotor- Bereich um 31 Nukleotide
verlingertes LTR Fragment amplifiziert und in pGL3-Basic kloniert (Abb. 31). Dies sollte
gewihrleisten, dass auch weiter stromabwiérts gelegene Transkriptionsstartpunkte erfasst werden.
Der neu klonierte Vektor wurde pGL3-LTR 552 genannt.

Der Vektor (pGL3-LTR 552) wurde transient in NT2/D1 Zellen transfiziert. AnschlieBend wurde
Gesamt- RNA isoliert (mit DNase Verdau) und daraus 5- RACE READY cDNA hergestellt. Als
Kontrolle wurde zusétzlich ein Ansatz ohne Reverse Transkriptase angefertigt, um spater
genomische Kontamination der cDNA ausschlieBen zu konnen. Als genspezifischer Primer fiir die

erste Amplifikation wurde Luc-R verwendet, der im Luziferase- Gen des pGL3-LTR 552 Vektors
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bindet (Abb. 31). In der Nested- PCR wurde der Primer GLprimer2 eingesetzt, der im 5'- Bereich

des Luziferase- Gens bindet.

proximal distal

LTR

. T

100 bp

521 bp Insert ]
552 bp Insert |

GLprimer2

pGL3-Basic
4818 bp

Abb. 31: Klonierung eines 552 bp LTR- Promotor Fragments. Dic
Abbildung zeigt das im Vergleich zu dem 521 bp Fragment um
31 Nukleotide verldngerte 552 bp Fragment. Die Verlangerung
befindet sich im 3’- Bereich des Promotors (Gegenstrang). Die
fiir die RACE verwendeten Primer (Luc-R und GLprimer2) sind
rot dargestellt.

Die Auswertung des Gelfotos (Abb. 32) zeigte, dass nach der ersten PCR mit dem Primer Luc-R
kein PCR- Produkt sichtbar wurde. Dies gilt gleichfalls fiir die Negativkontrolle (-RT). Nach der
Nested- PCR zeigten sich zwei Banden bei etwa 270 bp und 310 bp. Bei der Negativkontrolle
erhielt man kein spezifisches PCR- Produkt, sondern nur eine diffuse Primer- Dimer Bande.

Das Produkt der nested PCR wurde gereinigt und in den Vektor pCR 2.1-TOPO kloniert.
AnschlieBend wurden die Vektor- Inserts sequenziert. Die Sequenzierung zeigte, dass es sich bei

den beiden Banden aus der Nested- PCR um RACE- Verlidngerungen handelte.
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Erste PCR mit
Luc-R

Nested PCR
mit GLprimer2

+RT -RT | +RT -RT
| 1 | |

Abb. 32: LTR 5’- RACE Amplifikationen. Im linken Teil des
Gelfotos sind die PCR- Produkte der Luc-R
Amplifikationen dargestellt. Die Kontrolle ohne Reverse
Transkriptase wurde in der -RT Spur aufgetragen. Auf der
rechten Seite wurden die PCR- Amplifikate der GLprimer2
Nested- PCR aufgetragen. Als GroBenstandard wurde eine
100 bp Leiter verwendet.

552 bp Insert

AAACTCGAGA
AAAGAAATAC
CAAGAGGATT
AGAGGTTTGT
ATGGACCAAT
ATCAGCACTC

TGAGACCCGG
ATAGATGTGA
GTAAAATGCA
AAAATGCGCC
CAGCAGTCTG
TGTAAAATGG

GCTGGTGGCT
GAGGAGAAGC
CCAATCAGCA
AATCAGTGCT
TAAAATGGAC
ACCAATCAGC

GCTGTTGCAC
CAGCTGGACT
CTCTGTAGCT
CTGTAAAAAC
CAATCAGCGC
AGGACAIGGG

TGCTGCTGAA
TCCTGGGTTG
AGGATTGTAA
ACACCAATCA
TCTGTAAAAT
TGGGGACAAA

AAAAAATGGC
GGTGGGGACT
AACGCACCAA
GTGCTCTGTG
GGACCAATTA
TAAGGGAATA

TCCAAAGGTT
TAAAGAACTT
TCAGCGCTCT
GCTAGCTAGA
GCACCTTGTA
AAAGCTGGCC

AAATGAAGCC
TTCTGTCTTA
GTGGCTAGCT
GGTTTGTAAA
AAATGGACCA
ACATTCCGCA

Spl-Motiv TATA-Box
+42 <

AGTAGCAACC CACTCGGGTC TCTTTCCACA CCGTGGAAGC TGTGTTCTTT

+1

CCCACCCACC CACCCACCCA CCAGGCCAGT

3"-Ende Exon4 (Variante 3)

Abb. 33: Identifizierte Transkriptionsstartpunkte. Die Abbildung zeigt den DYT3 Gegenstrang distal Exon
4. Das SP1- Motiv und die TATA- Box sind fett gedruckt und doppelt unterstrichen. Der in pGL3-
LTR 552 klonierte Bereich ist durch magentafarbene Pfeile markiert. Die durch die RACE
ermittelten Transkriptionsstartpunke werden als +1 und +42 definiert. Die BD SMART II A Oligo-
Sequenz ist gelb dargestellt.
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Abbildung 33 zeigt die mit Hilfe der RACE ermittelten Transkriptionsstartpunkte. Der als +1
definierte Transkriptionsstartpunkt entspricht der 310 bp Bande (Abb. 32) und der Startpunkt bei
+42 entspricht der 270 bp Bande. Vereinzelt wurden auch andere, kiirzere RACE- Verlangerungen
ermittelt (nicht gezeigt). Diese konnten jedoch in einem unabhingigen Wiederholungsexperiment
nicht bestdtigt werden. Es ist daher anzunehmen, dass es sich hierbei um unvollstindige 5°-
Verlédngerungen handelte. Die Tatsache, dass bei den Wiederholungsexperimenten ausschlielich
die 310 bp und 270 bp Banden amplifiziert wurden deutet darauf hin, dass die Transkription durch
den LTR- Promotor an zwei definierten Startpunkten (+1 und +42) initiiert wird.

Der Transkriptionsstartpunkt bei Position +42 (TCTCTTT...) wurde bei allen durchgefiihrten
Experimenten ermittelt. Die Sequenz vor diesem Startpunkt lautet ,,AGTAGCAACC
CACTCGGG*. Damit sind die vier letzten Basen (CGGG) Homolog zum 3’- Ende des BD
SMART II A Oligonukleotids (vgl. Abb. 33). Sollte das BS SMART II A Oligonukleotid aufgrund
dieser Homologie wihrend der Amplifikation hybridisiert sein, so wiirde es sich nicht um einen
Transkriptionsstartpunkt, sondern um ein PCR Artefakt handeln. Dies ist jedoch unwahrscheinlich,
da eine ,,Hot Start“ Polymerase verwendet wurde und dieses Amplifikat (die 270 bp Bande)
mehrfach bestétigt wurde. Die Basenabfolge ,,CGGG* tritt statistisch alle 256 bp auf. Somit hétten

bei den RACE- Experimenten ofter solche Artefakte auftreten miissen, was nicht der Fall war.
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4.4.5.2 5'- RACE an Genom- Transkripten

Die Transkriptionsstartpunkte sollten durch weitere 5'- RACE Experimente bestitigt werden.
Diesmal wurde versucht, den Transkriptionsstartpunkt direkt am genomischen Transkript
nachzuweisen. Hierfiir wurde zuerst 5'- RACE READY cDNA aus 1 pg Human Fetal Brain polyA+
RNA hergestellt. Auch hier wurde einem Ansatz als Negativkontrolle keine Reverse Transkriptase
zugegeben (-RT). AnschlieBend wurde eine PCR mit den Primern LTR12-F4 und dem
Universalprimer, und dann eine Nested- PCR mit den Primern LTRI12-F5 und dem Nested
Universalprimer durchgefiihrt (Abb. 34).

proximal distal

— ~ 7
100k LTR12-F4 LTR12-F5

Abb. 34: Lokalisation der Primer fiir das LTR 5"-RACE. Dargestellt sind die fiir die RACE verwendeten Primer
LTR12-F4 und LTR12-F5. Der LTR- Repeatbereich ist gelb dargestellt. Die Haupt- Transkriptionsrichtung
des LTR- Promotors wird durch einen schwarzen Pfeil symbolisiert.

Dabei befindet sich der Primer fiir die erste Amplifikation (LTR12-F4) direkt vor dem LTR-
Repeatbereich. Der Primer fiir die Nested- PCR (LTR12-F5) befindet sich im Repeatbereich.

Nach der ersten PCR zeigte sich, dass die Amplifikation kein spezifisches PCR- Produkt ergeben
hat. Es wurde nur ein ,,smear* auf dem Gel sichtbar (Abb. 35a). Bei der Negativkontrolle zeigte sich
nichts. Bei der Nested- PCR wurden mehrere Produkte amplifiziert. Aufgrund der, in den
Luziferasevektor- RACE- Experimenten ermittelten Transkriptionsstartpunkte bei +1 und +42,
wurden zwei Banden von 211 bp und 252 bp erwartet. Auf dem Gelfoto (Abb. 35b) erkennt man
eine dominante Bande bei 210 bp. Zusétzlich tritt bei etwa 250 bp eine weitere Bande auf. Hierbei
handelt es sich vermutlich um die gesuchten RACE- Verlingerungen. AuBlerdem wurden drei

weitere PCR- Produkte kleiner 200 bp amplifiziert.
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b)

Abb. 35: LTR 5°- RACE Amplifikationen an genomischen Transkripten. Dargestellt
sind die Ergebnisse der ersten Amplifikation mit LTR12-F4 (a), sowie der
Nested- PCR mit LTR12-F5 (b). Zusétzlich zur RACE- Amplifikation (+RT)
wurde eine Negativkontrolle mitgetestet (-RT). Als Grofenstandard wurde eine
100 bp Leiter verwendet.

Um den Transkriptionsstartpunkt bei +42 zu bestétigen, wurde die Bande bei 210 bp ausgeschnitten
und in den Klonierungsvektor pCR 2.1-TOPO kloniert. AnschlieBend wurde sequenziert. Die
Sequenzierung zeigte, dass es sich bei der 210 bp Bande um das gesuchte RACE- Produkt handelte
(Abb. 36). Der Transkriptionsstartpunkt bei +42 konnte bestétigt werden.

ATCAGCACTC TGTAAAATGG ACCAATCAGC AGGACATGGG TGGGGACAAA TAAGGGAATA AAAGCTGGCC

Spl-Motiv TATA-Box

ACATTCCGCA

+1 +42

CCCACCCACC
GTGCTGGAAT

CCGTCTTCAC
CCGTCTTCAC

TCCGTGGCTT
TCCGTGGCTT

CACCCACCCA
TCGCCCTT

AATGAATCTT
AATGAATCTT

CATTCTTGAA
CATTCTTGAA

CCAGGCCAGT

GCTGCTGCTC
GCTGCTGCTC

GTCAGCGAGA
GTCAGCGAGA

AGTAGCAACC CACTCGGGTC
TC

ACTCTTTGAG TCCGTGCCAC
ACTCTTTGAG TCCGTGCCAC

CCAGGAACCC ACCAAAAGGA
CCAGGAACCC ACCAAAAGGA

TCTTTCCACA
TCTTTCCACA

CTTTAAGAGC
CTTTAAGAGC

ACCAACTCCA
ACCAACTCCA

CCGTGGAAGC
CCGTGGAAGC

TGTAACACTC
TGTAACACTC

GAACCACCTC
GAACCACCTA

TGTGTTCTTT
TGTGTTCTTT

ACCGTGAAGG
ACCGTGAAGG

CGGAGGGAGA
AGGGCGAATT

Abb. 36: Sequenzierung der 210 bp Bande. Dargestellt ist der Bereich um die Transkriptionsstartpunkte +1
und +42. Der fiir die Nested- PCR verwendete Primer LTR12-F5 ist rot gedruckt. Die durch die
Sequenzierung der 210 bp Bande ermittelte Sequenz ist blau dargestellt. Die BD SMART II A
Oligonukleotidsequenz ist gelb markiert. Sequenzen aus pCR 2.1-TOPO sind grau dargestellt.

88



Ergebnisse

4.5 Test auf Splei3- Alterationen im Bereich 74 F1 Exon 18-19

In einem weiteren Experiment sollte geklart werden, ob die DSC 12 Mutation im TAF'1 Intron 18-

19 das pre- mRNA SpleiBBen beeinflussen konnte. Der Bereich um DSC 12 entspricht einer

putativen Branch- Site, die durch die DSC 12 Mutation zerstort wiirde. Es ist nicht auszuschlieBen,

dass es in TAF1 Intron 18-19 eine bislang unbekannte 3’- Splice Site gibt, die das Branch- Motiv

um DSC 12 nutzt. Um dies zu iiberpriifen, wurde cDNA mit Hilfe von PCR amplifiziert. Zur

Synthese der cDNA wurde RNA aus lymphoblastoiden Zellen, sowie aus foetalem Gehirn und

Skelettmuskelgewebe verwendet. Die lymphoblastoiden Zellen stammen aus zwei gesunden

Kontrollpersonen (Kontrolle 1+2), sowie aus zwei an XDP erkrankten Patienten (Patient 1+2). Die

RNA der Patienten beinhaltet den DSC 12 T zu G Basenaustausch. Zur Amplifikation wurden die in
Exon 18 und 19 lokalisierten Primer TAF_EX 18-F und TAF_EX 19-R verwendet (Abb. 37).

proximal

TAF_EX_18-F

distal

DSC12 TAF_EX_18-R

4

100 bp

TTCCCTCACTAACTTGAGG Wildtyp
TTCCCTCACGAACTTGAGG XDP (DSC12)

Abb. 37: DSC12 in TAF1 Intron 18-19. Dargestellt ist der Bereich zwischen den TAF1 Exonen 18
und 19. Der XDP spezifische T zu G Basenaustausch DSC12 befindet sich im Intron. Der
Bereich um DSC 12 stellt ein putatives Branch- Site Motiv dar (doppelt unterstrichen).

Das PCR- Produkt sollte exakt 200 bp grof sein. Falls in Intron 18-19 eine bislang unbekannte

Splice Acceptor Site existiert, so wiirde man zusitzlich ein grofleres Produkt erwarten. Dieses sollte

in den cDNAs der Patienten nicht nachzuweisen sein.
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Spur 1: Kontrolle 1 (WT)
2: Kontrolle 2 (WT)
3: Patient 1 (XDP)
4: Patient 2 (XDP)

5: Foetales Gehirn ~ (WT)
6: Skelettmuskel (WT)

Abb. 38: Ergebnis der TAF1 Exon 18-19 PCR. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis der TAF1 Exon 18-19 Amplifikationen
mit cDNA aus Wildtyp- und Patienten- RNA. Als

GroBenstandard wurde eine 50 bp Leiter verwendet.

Die Auswertung des Gelfotos (Abb. 38) zeigte in allen Spuren die erwarteten Banden von 200 bp.
Dies entspricht dem Abstand der Primer TAF EX 18-F und TAF EX 19-R. Bei den
Amplifikationen mit cDNA aus ,,Kontrolle 2- und ,,Skelettmuskel*“- RNA wurde weniger Produkt
gebildet. AuBlerdem sind in allen Spuren starke Primer- Banden bei etwa 50 bp zu erkennen. Davon
abgesehen, gibt es neben den 200 bp Produkten keine weiteren Amplifikate und es ldsst sich kein
Unterschied zwischen Wildtyp und XDP cDNA feststellen.
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5 Diskussion

Die Erforschung des X-chromosomalen Dystonie- Parkinson- Syndroms konnte einen wichtigen
Beitrag im Bereich der Dystonie- Forschung leisten. Dadurch steigen die Chancen, dass verbesserte
Therapieformen entwickelt werden. So konnte das Fortschreiten der Erkrankung aufgehalten oder

zumindest verlangsamt werden und den Patienten ein qualvoller Tod erspart bleiben.

5.1 Die DYT3 Transkriptvariante 3

Die Arbeiten von Nolte et al. [54] fiihrten zu der Identifizierung neuer Exone im Bereich zwischen
den Genen TAF'1 und OGT. Desweiteren wurden im TAF'1 Intronbereich neue Exone entdeckt, die
bei der Analyse des TAF1- Gens bislang nicht beschrieben wurden. Die neu entdeckten Exone
bilden ein Transkriptsystem, mit vier Hauptvarianten (Varianten 1-4) und mehreren Untervarianten
(Varianten 2a-e) (siche Abb. 3). Dabei umfassen Variante 1 und 2 auch originidre TAF'1- Exone.
Die Varianten 3 und 4 beschrinken sich auf die DYT3 Exone 1 bis 5, welche keine bekannten T4AF'1
Exone einschlieBen.

Die Identifizierung des Transkriptsystems erfolgte mit Hilfe von RT- PCR und Phagenbank-
Screenings. Zur 5'- Verldngerung der Klone wurden RT- PCR Amplifikationen durchgefiihrt. Die
hierfiir verwendeten Riickwirts- Primer befanden sich in den Exonen 3 und 4 und die
Vorwirtsprimer in verschiedenen 74F1 Exonen. So konnten die Transkriptvarianten 2 und 4 in 5'-
Richtung verldngert, und die Untervarianten 2a-e identifiziert werden. Allerdings erhdlt man so nur
Teile des Gesamt- Transkriptes, ndmlich genau den Teil, der sich zwischen den verwendeten
Primern befindet. AuBlerdem werden nur Transkripte erfasst, die auch 74F1 Exone beinhalten. Die
Transkriptvariante 3 konnte nicht verldngert werden, was darauf hindeuten konnte, dass es sich hier
um ein 7AF1 unabhédngiges Transkript handelt.

Um dies zu iiberpriifen, wurden 5'- RACE Experimente durchgefiihrt (siche 4.1.1, S. 54). Exon 2
konnte um 312 bp in 5'- Richtung verliangert werden. Wie bereits in der Einleitung besprochen,
besitzen viele Promotoren ein Sequenzelement, welches den Transkriptionsstartpunkt festlegt.
Dieses Element wird Inr genannt. Die Inr- Konsensussequenz lautet PyPyA.,N(T/A)PyPy. Der
Transkriptionsstartpunkt befindet sich bei A:; [133]. Die Sequenz am 5'- Endes des Variante 3
Transkriptes lautet ,, TTACACT*. Das RACE- Produkt endet mit ,,ACACT*, d.h die erste Base des

Transkriptes ist ein Adenin. Die Sequenz entspricht damit einer Inr- Konsensussequenz. Der durch
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die RACE ermittelte Transkriptionsstartpunkt befindet sich exakt bei A.;. Es kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei der 312 bp Exon 2- Verldngerung um die maximale

Verldangerung handelt und die Transkription an einem funktionalen Inr initiiert wird.

Zur Absicherung wurde mit Hilfe von PCR- Amplifikationen iiberpriift, ob weitergehende Exon 2
Verldangerungen vorhanden sein konnten (siehe 4.1.2, S. 58). Die Ex2V3-F3/Ex2V3-R2
Amplifikationen konnten zeigen, dass in diesem Bereich ein Transkript vorhanden ist und somit die
durch die RACE ermittelte Verlangerung von Exon 2 bestétigen (Abb. 12). Bei der Amplifikation
mit der Primerkombination Ex2V3-F4 und Ex2V3-R2 wurde nur bei der Amplifikation von
genomischer DNA ein Produkt mit der dem Abstand der Primer entsprechenden Grofle von knapp
500 bp amplifiziert. In den +RT und -RT Spuren wurde kein solches Produkt gebildet. Dies zeigt,
dass es im Bereich des Primers Ex2V3-F4 kein Transkript gibt. Es kann damit ausgeschlossen
werden, dass es iiber diesen Primer hinausgehende Exon 2 Verldngerungen gibt.

Bei der Amplifikation von genomischer DNA war neben dem 500 bp Produkt eine 250 bp
Artefaktbande sichtbar. Diese fand sich auch in der +RT Spur. Zusitzlich trat ein Hintergrundsmear
auf, der auf unspezifische Primerbindung hindeutet. Bei der 250 bp Bande in der +RT Spur handelt
es sich hochstwahrscheinlich nicht um eine DY7T3 SpleiB3variante, da diese 250 bp Bande auch in
der genomischen Spur beobachtet wurde und hier eine gespleite PCR- Matrize auszuschliefen ist.
Vielmehr scheint es sich um eine unspezifische Amplifikation gehandelt zu haben. Vor dem
ermittelten Transkriptionsstartpunkt und damit im Bereich des Primers Ex2V3-F4 befindet sich ein
AluY Repeat. So hat Ex2V3-F4 vermutlich auch an vielen anderen Alu Elementen gebunden und so
den "smear" in der PCR hervorgerufen. Auf diese Weise konnte auch die 250 bp Bande entstanden

sein.

5.1.1 Der Variante 3 Promotor

Die Ergebnisse der RACE- Experimente konnten zeigen, dass die Transkription der Variante 3 vor
dem DYT3 Exon 2 initiiert wird. Es wurde deshalb vermutet, dass in diesem Bereich ein
funktionaler Promotor vorhanden sein muss.

Bei genauerer Analyse der Sequenz im Bereich des Transkriptionsstartpunktes konnte neben dem
bereits beschriebenen Inr Element ein putatives BRE (TFIIB Recognition Element) an der Position
-43 bis -37 (CCGCGCC) identifiziert werden, das sich jedoch verglichen mit der Literatur fiinf

Nukleotide weiter stromaufwirts befindet [134]. Die BRE Konsensussequenz lautet
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(G/C)(G/C)(G/A)CGCC. Zur Funktion eines BRE ist bekannt, dass der basale Transkriptionsfaktor
TFIIB an dieses Sequenzelement binden kann. Diese Interaktion kann aktivierend oder reprimierend
auf die Transkription wirken [134,135].

Neben Inr und putativem BRE findet sich kein weiteres Core- Promotor Element. Eine TATA- Box
konnte nicht identifiziert werden. Es wird vermutet, dass diec TFIIB- BRE Interaktion entscheidend
fiir die Bildung des Pre- Initiierungskomplexes bei TATA- Box losen Promotoren ist [136].

Neben den identifizierten Core- Promotor Konsensusmotiven wurde in der Region proximal Exon 2
eine CpG- Insel sowie ein Alu Repeat identifiziert. Eine Methylierung von Nukleotiden kann im
Sauger- Genom ausschlieBlich am C-5- Atom eines Cytosins, und auch nur wenn dem Cytosin ein
Guanosin folgt, stattfinden [137]. Das CpG Dinukleotid ist im Genom statistisch unterreprisentiert.
Dies liegt an der spontanen, hydrolytischen Deaminierung von 5-Methylcytosinen, die dadurch in
Thymin umgewandelt werden. Eine Deaminierung von unmethyliertem Cytosin fiihrt zur Bildung
von Uracil, welches im Gegensatz zu Thymin von der Reparaturmaschinerie erkannt, und durch das
urspriingliche Cytosin ersetzt wird [138]. Bereiche, an denen die Héufigkeit des CpG Dinukleotids
anndhernd der statistischen Erwartung entspricht, nennt man CpG- Inseln [139]. Die Haufigkeit
solcher CpG- Inseln im Genom betrigt etwa 1%.

Interessanterweise enthalten viele Promotoren CpG- Inseln und Alu Elemente [137,138]. Dies
verstarkt die Vermutung, dass die Transkriptvariante 3 von einem eigenstindigen Promotor
getrieben wird.

Zur experimentellen Bestitigung wurden verschieden lange, putative Promotor- Fragmente auf
transkriptions- stimulierende Aktivitdt hin untersucht (siehe 4.2, S. 60). Die Fragmente wurden in
Luziferase- Vektoren kloniert und in Zellen der humanen Zelllinien NT2/D1 und U87 transfiziert.
NT2/D1 Zellen sind pluripotent und wurden aus einem Embryonalkarzinom (Testis) isoliert. U87
hingegen entstammen einem Gehirntumor (Glioblastom/Astrozytom). Diese beiden Zelllinien
wurden ausgewdhlt, um die Messungen in einem neuronal- (U87) bzw. embryonal- (NT2/D1)
dhnlichen Zellsystem durchfiihren zu kdnnen.

Die Promotoraktivitidt wurde durch Bestimmung der Luziferaseaktivitét in den Zelllysaten ermittelt.
Dabei lag die Aktivitdt des ldngsten Fragmentes (639 bp) in beiden Zelllinien etwa vierfach iiber
Hintergrund. Die beiden kiirzeren Fragmente zeigten, mit Ausnahme des 137 bp Fragmentes in
NT2/D1, keine transkriptionsstimulierende Aktivitit. Das invers- orientierte 639 bp Fragment fiihrte
zu einer Luziferaseaktivitdt, deutlich niedriger als der Hintergrund (die basal- Aktivitit des
promotorlosen Vektors). Dies zeigt, dass vor Exon 2 ein funktionaler Promotor vorhanden ist und
dieser die Expression der Transkriptvariante 3 reguliert. Dabei ist der Bereich zwischen dem 5°-

Ende des 639 bp Fragmentes und dem 5°- Ende des 253 bp Fragmentes fiir die Aktivitdt essentiell.
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Die Stirke des Promotors ldsst sich aus diesen Experimenten jedoch nur bedingt ableiten. Die
Bestimmung der Aktivitit erfolgte durch Vergleich der Luziferase- Vektoren mit Promotor-
Fragment im Bezug zu dem promotorlosen Vektor pGL3-Basic. Die pGL3-Basic Zelllysate zeigten
Luziferaseaktivititen von einigen tausend RLU/s (relative light units pro Sekunde) bei NT2/D1 bis
zu mehreren zehntausend RLU/s bei U87 Zellen (Daten nicht gezeigt). Die Luziferaseaktivitit
untransfizierter Zellen lag jedoch nur bei etwa 20-30 RLU/s. Dies zeigt, dass der promotorlose
Vektor eine je nach Zelltyp unterschiedlich stark ausgeprigte, basale transkriptionsstimulierende
Aktivitdit besitzt. Dies liegt vermutlich an im Vektor- Geriist zufdllig vorhandenen
Konsensusmotiven, die unter Umstdnden transkriptionsstimulierend wirken konnen.

Der Unterschied zwischen promotorhaltigem und promotorlosem Vektor von etwa vier ist nicht
ungewohnlich niedrig. Wie zahlreiche Beispiele aus der Literatur zeigen, gibt es viele Promotoren
bei denen der Unterschied dhnlich gering ausfillt. Bei den humanen DC-SIGN und DC-SIGNR
Promotoren z.B. liegt die Aktivitét je nach Zelllinie in einem Bereich zwischen 3- und 12- fach iiber
dem Hintergrund [140]. Bei Untersuchungen am Promotor des humanen Retinoid Rezeptor a-
Gens zeigte sich eine Aktivitéit etwa sechsfach iiber dem Hintergrund [141].

Es gibt jedoch auch viele Promotoren mit weitaus hoherer Aktivitit. So liegt die Aktivitdt des
,Promotor F* des humanen Ostrogen- Rezeptor a- Gens in MG-63 Zellen etwa 25- fach iiber dem
Hintergrund [142]. Eine noch hohere Aktivitit (etwa 100- fach liber Hintergrund) zeigte der
Promotor des humanen ,,Ribonucleotid- Reduktase R2“ Gens [143].

Daraus lasst sich ableiten, dass es sich beim Promotor der Transkriptvariante 3 um einen (zumindest

in den getesteten Zelllinien) relativ schwachen Promotor handelt.

5.1.2 Regulation des Promotors

XDP ist eine neurodegenerative Erkrankung, die Patienten erleiden einen Verlust striataler
Neuronen. Andere Hirnregionen sind unauffillig (siche Abschnitt 1.2.2). AuBlerdem handelt es sich
um eine Krankheit, die sich erst im Erwachsenenalter manifestiert. Dies flihrt zu der Fragestellung,
durch welche molekularen Regulationsmechanismen diese zeitlich und rdumlich begrenzten
Auswirkungen bedingt werden. Die Analyse der Regulation des krankheits- assoziierten
Transkriptsystems DY73 konnte dabei helfen dies aufzudecken.

Aus diesem Grund sollte untersucht werden, wie der Promotor der Transkriptvariante 3 reguliert
wird. Dabei sollten insbesondere Gehirn- relevante Regulationsmechanismen untersucht werden.

Aufgrund der in der Promotorregion identifizierten putativen Konsensusmotive (siche 4.3.1, S. 63),
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wurden die Transkriptionsfaktoren Ikaros, HIF-1 und MEF2 zur nidheren Analyse ausgewahlt. Die
Konsensusmotive dieser Transkriptionsfaktoren sind relativ lang, was die Wahrscheinlichkeit
erhoht, tatsdchlich funktionelle Motive identifiziert zu haben. AuBlerdem werden alle zu
untersuchenden Transkriptionsfaktoren im Gehirn exprimiert.

Um zu untersuchen, ob diese Transkriptionsfaktoren die Aktivitit des Promotors beeinflussen,
wurden Luziferaseassays durchgefiihrt. Es wurden Transkriptionsfaktor- {iberexprimierende

Vektoren kotransfiziert, oder wie im Fall von HIF-1 die Zellen unter Hypoxie inkubiert.

5.1.2.1 Ikaros Koexpression

Das Ikaros- Gen wird alternativ gespleilit (Abb. 39) und codiert fiir mindestens sechs Ikaros
Isoformen (Ik-1-1k-6) [114,144,145]. Durch kiinstliche Deletion der Exone 3 und 4 wurden zwei

weitere Ikaros Isoformen geschaffen (Ik-7, Ik-8).

F1 F2 F3 F4 F5 F6
soforn | IR )
Exon 1+2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon 6 Exon 7

soror2 [ i )
tsoform NN R i I | |
woms [ W )
tsoform - NN . | |
Isoform 6 - :m
tsoform 7 [N L . ]
tsoform s [N mm 1)

nach Sun ez al. (1996)

Abb. 39: Schematische Darstellung der Ikaros Isoformen. Die Zinkfinger (F1-
F6) sind als rote Boxen dargestellt. Die N- terminalen Zinkfinger (F1-
F4) dienen der Interaktion mit der DNA, wihrend die C- terminalen
Zinkfinger (F5,F6) fir die Dimerbildung verantwortlich sind. Die
kiinstlichen Ikaros Isoformen 7 und 8 sind blau dargestellt.
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Fiir die Analyse von Ikaros (sieche 4.3.2, S. 63) wurden neben den Luziferase- Vektoren ein Ikaros
Isoform 2 oder ein Ikaros Isoform 8 exprimierender Vektor kotransfiziert. Zur Kontrolle wurde ein
leerer Expressionsvektor kotransfiziert. Die Auswertung der Versuche zeigte, dass eine
Uberexpression der Ikaros Isoform 2 in beiden verwendeten Zelllinien (U87 und NT2/D1) eine
Verringerung der Promotoraktivitit bewirkte. Die Uberexpression der Ikaros Isoform 8 fiihrte
hingegen zu einer Erh6hung der Promotoraktivitdt. Erkldren ldsst sich dieser gegensitzliche Effekt
wie folgt.

Der Transkriptionsfaktor Ikaros bindet als Dimer an die DNA. Das Ikaros Monomer besitzt bis zu
vier N- terminale und zwei C- terminale Zinkfinger. Dabei dienen die N- terminalen Zinkfinger (F1-
F4) der Interaktion mit der DNA (also dem Konsensusmotiv), wihrend die C- terminalen
Zinkfinger (F5,F6) fiir die Dimerbildung verantwortlich sind [146,147]. Die Ikaros Isoform 2 besitzt
beide C- terminalen und drei N- terminale Zinkfinger, wihrend Isoform 8 nur die beiden C-
terminalen Zinkfinger besitzt. Bei Uberexpression von Isoform 8 kann diese ein Dimer mit endogen
exprimierten Ikaros Monomeren bilden. Diese Dimere sind dann jedoch aufgrund der fehlenden N-
terminalen Zinkfinger des Isoform 8- Monomers nicht in der Lage an die DNA zu binden [146]. So
sinkt die Konzentration funktionaler Ikaros- Dimere im Zellkern. Dies erkldrt den gegenteiligen
Effekt bei Koexpression der Isoform 8. Bei Uberexpression von Isoform 2 hingegen steigt die
Konzentration funktionaler Dimere, was eine verstirkte Ikaros- Aktivitdt zur Folge hat.

Im Falle des Variante 3 Promotors bewirkt Ikaros eine Abschwichung der Transkription. Die
reprimierende Wirkung von Ikaros ist bereits beschrieben worden. Es konnte gezeigt werden, dass
Ikaros mit Corepressoren der Sin3 Familie interagiert und diese die Transkriptionsinhibierung durch
Histon- Deacetylasen vermitteln [148,149]. Allerdings kann Ikaros auch transkriptions- aktivierend
wirken [114,146]. Ob Ikaros aktivierend oder reprimierend wirkt, ist vom Promotor- Kontext sowie
vom Zelltyp abhingig.

Die im Promotor der Transkriptvariante 3 an den Positionen -77/-64 und -1025/-1012 identifizierten
putativen Bindemotive sind sogenannte Dualmotive. Das heiflt, zwei Konsensusmotive liegen dicht
beieinander und werden nur durch wenige Nukleotide getrennt. Im Falle des Variante 3 Promotors
trennen die Konsensusmotive jeweils 13 bp, wobei sich die Sequenz zwischen den Motiven (die 13
bp) unterscheidet. Bereits zuvor wurde beschrieben, dass Ikaros an solche Dualmotive mit einer
hoheren Affinitit als an Einzelmotive bindet [114]. Der Abstand der Motive von exakt 13 bp und
die Tatsache, dass sich die Sequenz dazwischen unterscheidet, zeigt, dass die Dualmotive nicht
durch eine Duplikation entstanden sein konnen. Dies ldsst spekulieren, dass ein Abstand von 13 bp
fir die Erkennung wichtig ist. So konnte dies die Einzelmotive am Nukleosom aufgrund der

helikalen Struktur der DNA in einem definierten Winkel zur ,,Oberflache des Histons positionieren
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und so die Erkennung durch den Transkriptionsfaktor verbessern (Abb. 40). Dieser Mechanismus
wurde z.B. fiir das ,thyroid hormone receptor response element” (TRE) bereits beschrieben

[150,151].

Wong et al. (1997)

Abb. 40: Positionierung des TRE am Nukleosom. Modellhaft dargestellt
ist die um ein Nukleosom gewundene DNA Doppelhelix des
TRBA Promotors. Die beiden Konsensusmotive des TRE
(schraffierte Bereiche; AGGTCA/AGGACA) positionieren sich
in definiertem Winkel zur Histon- ,,Oberflache*.

Die Frage, ob alle im Promotorbereich identifizierten Ikaros Motive funktional sind, kann nicht
beantwortet werden. Allerdings war der Ikaros- vermittelte Effekt auch bei Verwendung des
kleineren 639 bp Promotor- Fragmentes nachweisbar (sieche Abb. 15, 16). Hier war die
Reprimierung/Aktivierung jedoch weniger stark ausgeprégt, was darauf schieen ldsst, dass mehrere
Motive funktional sind.

Die vorliegenden Experimente zeigen, dass der Promotor der Transkriptvariante 3 durch Ikaros
reguliert wird. Urspriinglich beschrieben wurde dieser Transkriptionsfaktor als Regulator
lymphozyten- spezifischer Gene der Maus [152]. Daher stammt auch die alternative Bezeichnung
LyF-1 (lyphoid transcription factor). Ikaros ist fiir die Differenzierung von Lymphozyten essentiell
und wurde in foetaler Leber und embryonalem Thymusgewebe nachgewiesen [145]. Zuséitzlich
konnte Ikaros jedoch auch im embryonalen Gehirn der Maus und des Zebrabarblings (Danio rerio)

nachgewiesen werden [153]. Die Expression im Gehirn beschrinkte sich auf bilateral symmetrische
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Bereiche im Corpus striatum.

Im Zusammenhang mit der Erforschung der Regulation des Enkephalin Gens, einem
Neurotransmitter codierenden Gen, konnte nachgewiesen werden, dass die Ikaros- Expression im
Gehirn zeitlich und rdumlich gesteuert ist [154,155]. Sie beschrinkt sich auf die subventrikuldre
Zone und den sich entwickelnden Matrix- Bereich des Striatums (vgl. 1.2.2, S. 3). Im adulten
Gehirn waren nur noch minimale Ikaros- Mengen nachweisbar (lediglich iiber PCR; nicht mehr
iiber Northern Blots). Interessanterweise ist der Nucleus caudatus der Teil des Gehirns mit dem
hochsten Anteil enkephalinerger Neuronen (etwa 80 %). Andere Gehirnregionen enthalten

wesentlich weniger Neuronen dieses Typs.

5.1.2.2 Hypoxie Induktion

Sauerstoff ist fiir den Metabolismus aller Eukaryonten essentiell. So dient er z.B. als finaler
Elektronenakzeptor in der mitochondrialen Atmungskette. Die Sauerstoftkonzentration muss exakt
reguliert werden. Ein Zuviel an Sauerstoff muss ebenso wie eine zu geringe Sauerstoffkonzentration
vermieden werden. Eine zu hohe Sauerstoffkonzentration wiirde die Bildung Reaktiver
Sauerstoffzpezies (ROS) beglinstigen.

Die Regulation erfolgt einerseits iiber physiologische Prozesse, wie etwa die Atmungsregulation
durch das Glomus caroticum. Andererseits beeinflusst die Sauerstoffkonzentration auch die

Expression zahlreicher Gene. Einige dieser Gene werden in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Hypoxie- regulierte Gene.

Gen Locus (homo
sapiens)

Adrenomedullin (ADM) 11pl15.4

Ham- Oxygenase 1 (HO-1) 22q13.1

Erythropoietin (EPO) 7q22

Lactat Dehydrogenase A (LDHA) 11p15.4

Noxa (PMAIP1) 18q21.32

Phosphofructokinase L (PFKL) 21g22.3

Transferrin (TF) 3q22.1

vaskulédrer endothelialer Wachstumsfaktor ~ 6p12
(VEGF)
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Erstmals ndher untersucht wurde dieser Regulationsmechanismus bei der Analyse des
Erythropoietin Gens [156]. Das Glycoprotein- Hormon Erythropoietin (EPO) steuert die Bildung
von Erythrozyten und damit den Sauerstofftransport im Blut. Diese Arbeiten fiihrten zur
Entdeckung eines Sequenzelementes (,,Hypoxia Response Element®“, HRE), welches die Expression
des Erythropoietin Gens unter Sauerstoffmangel (Hypoxie) stimuliert. Der fiir die Aktivierung
verantwortliche Transkriptionsfaktor wurde HIF-1 (,,hypoxia-inducible factor-1°) genannt.

Heute kennt man iiber 70 Hypoxie- sensitive Gene, die durch HIF-1 reguliert werden [117]. Eines
dieser Gene ist das Noxa- Gen, welches Hypoxie- induzierte Apoptose vermittelt [157]. Im Rahmen
der Analyse des Noxa- Promotors wurde das fiir die Hypoxie- Sensitivitit verantwortliche HRE des
Noxa- Gens identifiziert und mit Hilfe von Gelshift- Analysen bestitigt.

Bei der Sequenzanalyse des DYT3 Transkriptvariante 3 Promotorbereichs wurden zwei putative
HRE identifiziert. Interessanterweise unterscheidet sich die Sequenz im Bereich des putativen HRE
an Position -54 (ATTACAGG CGTG AGCCACCGCGC) nur durch die letzte Base von dem, fiir
die Noxa- Shift- Analysen verwendeten Oligonukleotid (ATTACAGG CGTG AGCCACCGCGT)
(siche 4.3.3, S. 66). Das HIF-1 Konsensusmotiv (fett gedruckt) befindet sich dabei mittig in diesem
Oligonukleotid. Es erscheint unwahrscheinlich, dass die letzte Base des Oligonukleotids (die auch
nicht Teil der Konsensussequenz ist) fiir die HIF-1 Interaktion entscheidend ist. Es konnte deshalb
mit einiger Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass auch das putative HRE im
Transkriptvariante 3 Promotor an Position -54 HIF-1 binden kann.

Um zu tberpriifen, ob der Variante 3 Promotor durch die Sauerstoffkonzentration reguliert wird,
wurden Luziferaseassays angefertigt. Die flir die Experimente verwendeten Vektoren enthielten
entweder beide, nur eins oder gar keins der putativen HRE (Abb. 17). Dies sollte es ermdglichen zu
unterscheiden, welches der Motive funktional ist. Als Positivkontrolle wurde ein Hypoxie-
induzierbarer Luziferasevektor mitgetestet. Dieser zeigte in den Experimenten eine Steigerung der
Luziferaseaktivitit um etwa den Faktor vier (Abb. 18) und bestitigte somit, dass HIF-1 induziert
wurde. Bei den Variante 3 Promotor- Vektoren war kein Unterschied zwischen Normoxie und
Hypoxie feststellbar. Auch zwischen pGL3-Var3 639 und pGL3 639-TS, dem Vektor, dem der
Transkriptionsstart- Bereich fehlt, war kein signifikanter Unterschied feststellbar. Das heift, das in
pGL3-Var3 639-TS fehlende Inr hat keinen Einfluss auf die Starke der Expression.

Es stellt sich die Frage, weshalb kein Hypoxie- induzierbarer Effekt messbar war, obwohl das HRE
an Position -54 eine so groBe Ahnlichkeit zu dem im Noxa- Gen identifizierten HRE aufweist. Fiir
die Aktivitdt eines Transkriptionsfaktors ist eine funktionale Konsensussequenz nétig. Damit der
Faktor an die DNA binden kann, ist jedoch nicht nur die richtige Sequenz notwendig. Er muss auch

Zugang zur DNA haben, was unter Umstinden durch die strukturelle Organisation der DNA
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verhindert wird [151].

Die unterste Organisationsstufe des Chromatins bilden die sogenannten Nukleosomen. Es handelt
sich um einen Komplex aus acht Histon- Proteinen und etwa 146 bp DNA. Die DNA umschlingt
dabei das Histon- Octamer fiir 1,75 Windungen bevor das nédchste Nukleosom durch eine Linker-
DNA von etwa 20 bp angeschlossen wird (nucleosomal gap) [151,158]. Die Linker- DNA ist nicht
an Core Histon- Proteine gebunden.

Fir die Aktivitit vieler Transkriptionsfaktoren kommt es darauf an, wo das Konsensusmotiv
lokalisiert ist. Einige Transkriptionsfaktoren, wie z.B. TFIIIA konnen effektiv an die DNA binden,
wenn sich das Konsensusmotiv in einem Linker- Bereich befindet. Liegt das Motiv im Randbereich
des Nukleosomen, so findet zumindest noch eine schwache Bindung statt. Im zentralen
Nukleosomen- Bereich kann der Faktor nicht mehr binden [151]. Einige Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. TBP konnen per se gar nicht an nukleosomal organisierte DNA binden [159].

Im Fall der putativen HRE des Variante 3 Promotors stellt sich nun die Frage, inwieweit dies einen
Einfluss auf die durchgefiihrten Versuche haben konnte.

Es ist bekannt, dass transfizierte Plasmid- DNA in sogenannten ,,Minichromosomen* und damit
nukleosomal organisiert ist [160]. So ist es vorstellbar, dass dies die Bindung von HIF-1 an die
Luziferasevektoren verhindert hat. Es konnte also sein, dass der Promotor der Transkriptvariante 3
durch Hypoxie reguliert wird, diese Regulation jedoch von der Koaktivierung durch einen anderen,
Histon- modifizierenden Transkriptionsfaktor abhingig ist. Erst durch diese Modifikation und die
damit verbundene ,,Auflockerung® der Chromatinstruktur kann HIF-1 an das/die HRE binden und
die Transkription beeinflussen. Um dies zu iiberpriifen miissen weitere Experimente durchgefiihrt
werden. Bei einem ersten Experiment konnte kein koaktivierender Effekt durch Koexpression der

Ikaros Isoform 8 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

5.1.2.3 MEF-2C Koexpression

MEF-2 (myocyte enhancer factor 2) Transkriptionsfaktoren werden hauptsdchlich in
Muskelgewebe, dariiber hinaus jedoch auch im Gehirn exprimiert [161]. Bestimmte Isoformen des
Faktors MEF-2C werden ausschlieBlich im Gehirn (im Cortex) exprimiert [162,163]. Aulerdem
konnte gezeigt werden, dass MEF-2 Transkriptionsfaktoren neuroprotektive Eigenschaften besitzen
und wéhrend der Neurogenese antiapoptotisch wirken [164-166].

MEF-2C erkennt und bindet, wie die anderen MEF-2 Faktoren auch, die ,,MEF-2 site* genannte
Konsensussequenz C/TTA(A/T)s;TAG/A. Im Promotorbereich der Transkriptvariante 3 wurden an
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den Positionen -17 und -498 solche Konsensusmotive identifiziert (siche 4.3.4, S. 69).

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob ein MEF-2C {iberexprimierender Vektor die Aktivitit der
Luziferase- Promotorkonstrukte beeinflussen konnte.

Die Experimente zeigen, dass die Luziferaseaktivitit bei MEF-2C Uberexpression um etwa den
Faktor zwei anstieg (Abb. 19a). Allerdings war eine Erhdhung der Luziferaseaktivitdt auch bei dem
promotorlosen Vektor pGL3-Basic messbar. Hier sollte kein Effekt auftreten, da im Vektorbereich
keine MEF-2 Konsensusmotive vorhanden sind. Daher ist davon auszugehen, dass der aktivierende
Effekt bei MEF-2C Uberexpression nicht auf eine Interaktion des Faktors mit einem
Konsensusmotiv im Promotorbereich zuriickzufiihren ist. Diese Vermutung bestétigt sich, wenn
man die Daten auf die jeweiligen pGL3-Basic Werte normalisiert (Abb. 19b). Hier verschwindet der
aktivierende Effekt und es wird deutlich, dass die Aktivitdtszunahme bei pGL3-Basic grofler war als

bei pGL3-Var3 1644.

5.2 Der LTR- Promotor distal Exon 4

Bei dem Vergleich der humanen und murinen Genome zwischen den Genen 74F1 und OGT zeigte
sich, dass der Bereich zwischen diesen Genen beim Menschen expandiert ist (Abb. 20). AuBBerdem
sind im humanen Genom einige Sequenzen retroviralen Ursprungs (HERV- Fragmente, bzw. LTR)
vorhanden. Auch konnte gezeigt werden, dass bei der Maus, im Gegensatz zum Schimpansen und
Menschen, keine DYT3 Exone vorhanden sind.

Dies zeigt, dass in diesem Bereich wéhrend der Evolution der Eutheria Insertionen stattgefunden
haben. Verursacht wurden diese vermutlich durch retrovirale Transpositionen (Zunahme der Grof3e)
und anschlieBender homologer Rekombination der LTR, was zur Entfernung der retroviralen Gene
gefiihrt hat (Abnahme der GroBe). Ubrig blieben einzelne LTR. Diese These wird dadurch gestiitzt,
dass es sich bei den retroviralen Sequenzen im Bereich zwischen 74F1 und OGT iiberwiegend um
Fragmente einzelner LTR handelt. Dieses Zunahme/Abnahme- Modell wurde bereits ausfiihrlich
bei Pflanzen diskutiert [167]. Interessanterweise scheinen in das X- Chromosom
iiberdurchschnittlich viele retrovirale Sequenzen inseriert zu sein, da hier die ,,human endogenous
retrovirus® (HERV)- Dichte nach der auf dem Y- Chromosom am zweithdchsten ist [168].

Es ist bekannt, dass die Regulation einiger Gene durch transponierbare Elemente beeinflusst wird
[59,61]. Dabei kann das transponierbare Element als eigenstindiger oder alternativer Promotor

fungieren, ein Polyadenylierungssignal bereitstellen oder auch als Enhancer bzw. Silencer wirken
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[62]. In Exon 4 des DYT3 Transkriptsystems wurde ein solches Element identifiziert (Abb. 20). In
anderen Exonen wurde kein solches Element gefunden. Da Exon 4 Teil aller Transkriptvarianten
ist, konnte eine Regulation durch dieses transponierbare Element Auswirkungen auf das gesamte
Transkriptsystem haben.

Bei genauerer Analyse zeigte sich, dass es sich bei dem Element um ein ,,long terminal repeat* vom
Typ LTR 12- handelt und dieses entgegengesetzt zum DY T3 Transkriptsystem orientiert ist.

LTR12 gehoren zu der endogenen Retrovirenfamilie HERV9. HERVO (oder auch ERV9) werden
als Klasse 1 endogene Retroviren klassifiziert und haben eine geschitzte Kopiezahl von 300 im
haploiden Genom und zusétzlich etwa 5000 einzelne LTR [65]. Die stirkste HERV9 Expression
wurde in Testis- und Nebennieren- Gewebe lokalisiert [169]. In anderen Geweben war der
Expression deutlich geringer.

Bei der Sequenzanalyse des LTR 12 im Exon 4 Gegenstrang zeigte sich, dass dieses LTR
Homologie zu einem von La Mantia et al. [131] und Strazzullo et al. [132] beschriebenen LTR 12
Promotor aufweist (siche Abb. 22). Das fiir die Promotoraktivitét essentielle SP1- Motiv, sowie die
TATA- Box sind vorhanden. Die letzte Base des SP1- Motivs (TGGGTGGGGA) ist durch ein
Adenosin ersetzt (TGGGTGGGGC bei La Mantia et al.). Inwieweit dies die Funktionalitit des
Promotors beeinflusst ist unbekannt. Allerdings handelt es sich auch bei La Mantia et al. um keine
klassische GC Box (GGGGCGGGGC) und es wurde gezeigt, dass SP1 an dhnliche Motive binden
kann und dort aktiv ist [170].

Die Experimente zur Ermittlung der Promotoraktivitét (siche 4.4.3.1, S. 74) konnten zeigen, dass
das LTR 12 in Exon 4 Promotoraktivitit besitzt. Die Aktivitit des 521 bp LTR- Inserts lag bei
NT2/D1 Zellen 47- fach tiber dem Hintergrund (siche Abb. 24). Dies entspricht etwa der Aktivitét
eines SV 40 Promotors und ist sogar etwas hoher als bei La Mantia et al. (39- fach {iber
Hintergrund). Bei U87 Zellen war die Aktivitét nur etwa halb so hoch.

Beim Vektor mit 162 bp Promotor- Insert (pGL3-LTR 162) war die Aktivitit deutlich niedriger,
vermutlich weil hier nicht mehr alle Repeats aus der U3- Region des LTR vorhanden sind (siche
Abb. 22). Bei pGL3-LTR 105 war keine Aktivitit mehr messbar. In diesem Vektor sind
ausschlieBlich das SP1- Motiv, sowie die TATA- Box, jedoch keine stromaufwérts gelegenen
Repeatbereiche vorhanden. Diese scheinen fiir die Aktivitit des Promotors essentiell zu sein.

Bei der Analyse des invers- orientierten Promotor- Fragmentes (pGL3-LTR Neg) zeigte sich, dass
es sich um einen bidirektionalen Promotor handelt. Die Aktivitit dieses Fragmentes war, im
Vergleich zu dem ,,normal“- orientierten Fragment nur halb so gro. Das heillit die stirkere
Transkriptionsrichtung ist entgegengesetzt zur DYT3 Transkriptionsrichtung. Dieses vom LTR-

Promotor getriecbene Transkript wére komplementdr zu Exon 4 und damit ein
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Gegenstrangtranskript. Die Bidirektionalitdt des LTR- Promotors deckt sich mit Beispielen aus der
Literatur, wo bereits mehrere solcher Promotoren beschrieben wurden. So konnten Dunn et al.
zeigen, dass ein bidirektionaler ERV1 LTR- Promotor die Gene DSCR4 und DSCRS transkribiert.
Auch hier ist die Aktivitdit des Promotors in ,sense” Orientierung stirker als in ,antisense®
Orientierung [171]. Auch die LTR der HERV-K Familie wurden bereits als bidirektionale

Promotoren beschrieben [172].

5.2.1 Untersuchungen zur Enhanceraktivitit

Es ist bekannt, dass LTR Elemente gewebespezifische Enhancer- Eigenschaften besitzen
[128,173,174] und die Transkription naheliegender Gene beeinflussen konnen [175,176].
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass ERVs in der Nidhe von Genen und in Introns statistisch
unterreprasentiert sind, vor allem wenn diese Gene in LTR- Transkriptionsrichtung lokalisiert sind
[177,178]. Befindet sich ein LTR Element im 5" oder 3" UTR Bereich eines Gens, so weisen die
meisten dieser LTR eine mit dem Gen identische Transkriptionsrichtung auf [179]. Daraus lésst sich
folgern, dass LTR- Insertionen in der Ndahe von Genen deren Funktion storen und somit evolutionir
aussortiert wurden. Dies scheint insbesondere dann der Fall zu sein, wenn das LTR- Transkript zu
dem Transkript des Gens gegenldufig ist, was im Falle des distal Exon 4 lokalisierten LTR
Elementes zutrifft. Dieses LTR Element konnte die Regulation des DY73- Gens beeinflussen
weshalb untersucht wurde, ob das LTR Element Enhanceraktivitit besitzt. Hierfiir wurde zunéichst
eine Sequenzanalyse durchgefiihrt und das LTR Element distal Exon 4 mit einem von Ling et al.
beschriebenen ERV9- LTR verglichen (LTR 12 ist ein ERV9- LTR).

Ling et al. konnten zeigen, dass der ERV9- LTR stromaufwirts der ,,DNase I hypersensitiven
Region 5 (HSS site) des humanen [3- Globin Locus eine zelltypspezifische Enhanceraktivitdt
besitzt [180,181]. Die Aktivitéit beruht auf 14 Tandem- Repeats in der U3- Region, die Bindestellen
fiir die Faktoren NF-Y (CCAAT), MZF1 (GTGGGA) und GATA-2 (TATC/GATA) enthalten
[182].

Die U3- Region des LTR 12 im Exon 4 Gegenstrang ist im Vergleich zu dem von Ling et al
beschriebenen LTR anders aufgebaut. Hier finden sich neun repetitive Motive, die intern teilweise
variable Basen enthalten(Abb. 22, blau dargestellt). In allen neun Repeats finden sich Bindemotive
fiir NF-Y. Bindemotive fiir MZF1 und GATA-2 fehlen. Die Untersuchungen zum (3- Globin LTR

zeigten, dass die NF-Y Bindung das Grundgeriist fiir die anderen Faktoren darstellt und die anderen
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Faktoren iiber Protein- Protein Interaktionen rekrutiert werden. Die Rekrutierung weiterer
Transkriptionsfaktoren durch NF-Y wurde auch in einem anderen Kontext beschrieben [183].

Bei der Suche nach weiteren mdoglichen Motiven in den U3- Repeats wurden putative F2F-
Bindestellen (TAAAAT) identifiziert. Der Transkriptionsfaktor F2F wurde als Repressor des
Prolactin- Promotors in nicht- Hypophysenzellen beschrieben [184].

Um eine mogliche Enhanceraktivitét des Exon 4- LTR zu zeigen, wurde das 521 bp LTR- Fragment
in beiden moglichen Orientierungen stromabwérts des Luziferasegens in die fiir Enhancer-
Untersuchungen vorgesehene Sal/l- Schnittstelle kloniert (Abb. 25). Der Luziferasevektor enthielt
entweder keinen Promotor (pGL3-Basic) oder das 639 bp Fragment des Variante 3 Promotors.

Nach Auswertung der Messungen zeigte sich in den Zelllinien U87 und NT2/D1 ein
unterschiedliches Bild. Bei U87 hatte das LTR- Insert in sense- Orientierung keinen Effekt auf die
Starke der Transkription des Variante 3 Promotors. Bei antisense- Orientierung wurde eine
Abnahme der Transkription auf etwa die Hélfte des Ausgangswertes gemessen (Abb. 26). Dieser
Effekt tritt jedoch auch bei dem promotorlosen Vektor auf.

Bei NT2/D1 Zellen fiithrt das LTR- Insert in sense- Orientierung zu einer Erhohung der
Luziferaseaktivitidt auf etwa achtfach {iber Hintergrund. Dies gilt sowohl fiir den Vektor mit
Variante 3 Promotor, als auch flir den promotorlosen Vektor. Bei LTR- Insert in antisense-
Orientierung kommt es beim Vektor mit Promotor zu einer Halbierung der Expressionsrate. Beim
promotorlosen Vektor hingegen kommt es eher zu einer Erh6hung der Expressionsrate.

Die Aussage dieses Versuches ist nicht eindeutig. Zum einen unterscheiden sich die Ergebnisse je
nach Zelltyp. Dies ldsst auf eine zelltypspezifische Aktivitdt schlieBen. Zum anderen spielt die
Orientierung des Enhancer- Inserts eine Rolle. Dies widerspricht der gdngigen Definition eines
Enhancers, der unabhingig von Ort- und Ausrichtung arbeitet. Allerdings findet man in der
Literatur auch Beispiele fiir orientierungs- und zelltyp- spezifische Enhancer [185,186].
Moglicherweise gab es eine Interferenz zwischen den Luziferasetranskripten und den vom LTR-
Fragment ausgehenden Gegenstrangtranskripten. Da das stromabwirts des Luziferase- Gens
gelegene SV 40 Polyadenylierungssignal strangspezifisch ist, findet keine Termination von
Gegenstrangtranskripten statt. LTR- getriebene Transkripte konnten also mit dem Luziferase-
Transkriptbereich iiberlappen und so durch RNA Interferenz eine Abschwichung der
Luziferaseaktivitit zur Folge haben. Dies kdnnte umgangen werden, indem das LTR- Fragment an
eine andere Position kloniert, oder ein Terminationssignal zwischengeschaltet wird. AuBlerdem wire
es sinnvoll das Experiment in einer Hypophysenzelllinie zu wiederholen, um eine mogliche

Repression durch den Transkriptionsfaktor F2F zu umgehen.
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5.2.2 In vivo Nachweis eines Exon 4 Gegenstrang- Transkripts

Die in Punkt 5.2 diskutierten Experimente haben gezeigt, dass es sich bei dem LTR 12 distal Exon
4 um einen funktionalen Promotor handelt. Es zeigte sich, dass die stirkere Aktivitét
entgegengesetzt zum DYT3 Transkriptsystem orientiert ist. Da sich der Promotor am Ende des Exon
4 befindet, wiirde man ausgehend vom LTR- Promotor ein Exon 4 Gegenstrangtranskript erwarten.
Die Bedeutung eukaryotischer Gegenstrangtranskripte wurde lange unterschétzt. Neuere
Untersuchungen zeigten jedoch die biologische Relevanz, indem vielfiltige Funktionen im Bereich
RNA Interferenz, Imprinting, Transkriptions- Inhibierung sowie Embryonalentwicklung
nachgewiesen werden konnten [187,188]. Dies ist hinsichtlich der in Exon 4 lokalisierten XDP-
spezifischen Mutation DSC3, aber auch hinsichtlich einer moglichen reziproken Regulation der
Sense- und Antisense- Transkripte interessant.

Aus diesem Grund wurde mit Hilfe von Northern- Blots versucht, das Exon 4 Gegenstrangtranskript
nachzuweisen. Aufgrund der notwendigen Strangspezifitit wurden als Sonden einzelstringige
Oligonukleotide verwendet. Mittels Blast- Analyse wurde eine Sonden- Homologie zu anderen
Genombereichen ausgeschlossen. Der Exon 4 Bereich ist im Gegenstrang partiell homolog zum
SOCS6- Gen (suppressor of cytokine signaling 6). Deshalb wurde insbesondere darauf geachtet,
dass die Sonden keine Ahnlichkeit zu diesem Gen aufweisen, um keine SOCS6 Transkripte zu
detektieren. Die Sonden wurden sequenziell hybridisiert, um falsch- positive Signale zu
identifizieren. Zwischen den Hybridisierungen wurden die Blots gewaschen und probeexponiert, um
sicherzugehen dass die alte Sonde vollstindig entfernt wurde.

Die Analyse der Blots zeigte in den Skelettmuskel, Leber, Herz, sowie in allen Spuren des gehirn-
spezifischen Blots ein Signal bei etwa 1000 bp (Abb. 28a,b). Hier kann es sich nicht um SOCS6-
Transkripte handeln, da diese mit 2,6 kbp deutlich gréBer sind.

Fir die Experimente wurden bereits mehrfach benutzte Blots verwendet. Daher ist davon
auszugehen, dass die Qualitit der RNA auf den Blots nicht mehr optimal war. Dies zeigte sich auch
bei der anschlieBenden Hybridisierung mit der Sonde LTR-Northern2. Die Signale waren nach dem
erneuten ,,Strippen so schwach, dass eine druckreife Darstellung kaum moglich war. Bei dem
Gehirn- spezifischen Blot waren die Signale nur noch mit bloBem Auge sichtbar.

Die (- Actin Normalisierung zeigte, dass in allen Spuren dhnlich viel RNA vorhanden war.
Lediglich in der Gesamtgehirn- Spur des Mehrgewebs- Blots (Abb. 30a) war das Actin- Signal
schwiécher. Dies erklart auch, weshalb in diesem Blot in der Gesamtgehirn- Spur kein Signal der
LTR-Northern Sonde erkennbar war.

Die starken Actin- Signale oberhalb von 1,35 kbp in der Skelettmuskel und Herzspur sind auf das in
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Muskelgewebe stark exprimierte a- Actin zuriickzufiihren. Die fiir die Hybridisierung verwendete

Sonde ist zu 86 % mit O- Actin sequenzidentisch.

Die Daten bestitigen ein etwa 1000 bp groBes Exon 4 Gegenstrangtranskript. Die stdrkste
Expression war in Skelettmuskel, Herz und Leber, sowie im gesamten Gehirn nachweisbar. Eine
densitometrische Quantifizierung war aufgrund des schlechten Signal/ Hintergrund- Verhéltnisses
nicht moglich.

Die GroBBe des Transkriptes ldsst sich aufgrund des PolyA- Schwanzes der mRNA nur ungeféhr
schitzen. Dieser kann bis zu mehreren hundert Nukleotiden lang sein. Allerdings {iberlappt das
Transkript auf jeden Fall mit der in Exon 4 lokalisierten XDP- spezifischen Mutation DSC3, wie
unabhéngige Experimente mit einer DSC3- {iberlappenden Oligonukleotidsonde bestétigten (Daten

von D. Nolte; nicht gezeigt).

5.2.3 Transkriptionsstartpunkte des Promotors

Der Transkriptionsstart befindet sich bei LTR Promotoren fiir gewohnlich zwischen der R und US5-
Region [79,189]. Die Transkriptionsstartpunkte des LTR 12 Promotors werden von einem Inr-
Element und einer TATA- Box definiert [131,132]. Im von La Mantia et al. beschriebenen
Promotor wurden zwei definierte Transkriptionsstartpunkte an den Positionen +1 und +5
identifiziert, wobei der Startpunkt bei +5 ein schwicheres Signal lieferte und vermutlich nicht so
haufig genutzt wird. Es konnte gezeigt werden, dass ein fehlendes oder mutiertes Inr die Position
des Transkriptionsstartpunktes verschieben kann, jedoch keinen Einfluss auf die Stirke der
Expression hat. Strazzullo ef al. [132] haben gezeigt, dass bei mutiertem INR- Element ein weiter,
stromabwirts gelegener Transkriptionsstartpunkt auftreten kann.

Zur Identifikation des/der Transkriptionsstartpunkte(s) des LTR 12 Promotors im DY73 Exon 4
Gegenstrang wurden 5°- RACE Experimente durchgefiihrt. Dabei wurden zwei unterschiedliche
Strategien verfolgt.

Zum einen sollten die Startpunkte an Luziferasevektoren ermittelt werden. Dies hat den Vorteil,
dass sich die fiir die RACE verwendeten Primer im Vektorbereich befinden konnen. Da es im
humanen Genom keine Homologie zum verwendeten Vektor gibt, ist eine hohe Spezifitit der
RACE zu erwarten.

Zum anderen sollten die Startpunkte direkt im natiirlichen Kontext gezeigt werden. Dies hat den

Vorteil, dass so direkt bewiesen werden kann, dass das Exon 4 Gegenstrangtranskript vom LTR 12
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Promotor distal Exon 4 getrieben wird. Leider ist hier aufgrund der Homologie des Transkriptes
zum SOCS6- Gen und aufgrund der im Transkriptbereich lokalisierten U5- Region eine schlechte
Spezifitit der RACE- PCR zu erwarten.

Mit Hilfe der 5'- RACE am Luziferasevektor pGL3-LTR 552 (siehe 4.4.5.1, S. 83) konnten zwei
Transkriptionsstartpunkte an den Position +1 und +42 identifiziert werden. Diese konnten in einem
Wiederholungsexperiment bestédtigt werden. Der Nachteil einer RACE (z.B. gegeniiber einem
Primer- Extension) ist allerdings, dass bei der RACE die Haiufigkeit, mit der bestimmte
Transkriptionsstartpunkte verwendet werden, nicht ermittelt werden kann. Die Stirke des PCR
Signals gibt dariiber keine Auskunft. So bleibt unbekannt, welcher der beiden ermittelten
Transkriptionsstartpunkte hdufiger genutzt wird.

Bei der 5'- RACE an Genom- Transkripten (sieche 4.4.5.2, S. 87) zeigte sich bereits in der ersten
PCR (Abb. 35a) ein "smear", was auf eine schlechte Spezifitdt der PCR hindeutet. Dies setzt sich in
der Nested- PCR fort (Abb. 35b). Hier zeigten sich mehrere unspezifische PCR- Produkte.
Trotzdem wurden die beiden, den Transkriptionsstartpunkten entsprechenden Produkte (211 bp und
252 bp) mit hoher Effizienz amplifiziert. Dies beweist, dass das mit Hilfe der Northern Blot
Experimente identifizierte Exon 4 Gegenstrangtranskript vom LTR- Promotor getrieben wird.

Die TATA- Box des Promotors befindet sich relativ zu +1 an Position -31 und die SP1- Box an
Position -51 des hier beschriebenen LTR Promotors, was verglichen mit dem von La Mantia et al.

verdffentlichtem Promotor eine Verschiebung um drei Nukleotide bedeutet.

5.3 Weitere Untersuchungen zu den DY73 Transkriptvarianten

Das Experiment zum Test auf Splei3- Alterationen (siche 4.5, S. 89) sollte zeigen, ob es im Bereich
zwischen den TAF1- Exonen 18 und 19 bislang nicht beschriebene Spleill- Varianten geben
konnten. Der Bereich um DSCI12 stellt eine putative Branch- Site dar. Die DSC12- Mutation
zerstort jedoch das Konsensusmotiv. Dies konnte bei XDP- Patienten zu einem abnormalen
SpleiBlen fiihren.

Das von Harris und Senapathy vorgeschlagene Branch- Site Konsensusmotiv lautet CT(A/G)A(C/T)
[190]. Natiirlich handelt es sich hierbei um ein sehr hidufig vorkommendes Motiv. Es findet sich
insgesamt 14 mal im Bereich zwischen Exon 18 und 19. Gegen ein bei DSCI12 alternativ
gespleilites Transkript spricht, dass 20-50 bp stromabwirts von DSC12 keine putative Spleil3-
Akzeptor Stelle identifiziert werden konnte. Trotzdem war die Durchfiihrung des Experimentes

sinnvoll, da ein alternatives Spleilen nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann und der

107



Diskussion

Versuch mit geringem Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte.
Leider konnte kein Unterschied zwischen den Wildtyp- und XDP- Zelllinien bzw. den Wildtyp-
Geweben festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass es keine weitere 3" Splice- Site

vorhanden ist.

5.4 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnten einige Fragen zum Aufbau und
zur Regulation des DYT3 Transkriptsystem kldren. Damit verbunden ergeben sich jedoch wiederum
neue Fragen.

Die Versuche zur Transkriptvariante 3 konnten den bekannten Transkriptbereich in 5'- Richtung
verlingern und den Transkriptionsstartpunkt ermitteln. Auch die Regulation wurde untersucht.
Offen bleibt jedoch die Funktion dieses Transkriptes. Durch die 5'- Verldngerung erdffnet sich die
Moglichkeit, dass ein im verldngerten Bereich von Exon 2 beginnender Leserahmen
proteincodierend sein konnte. Dieser Leserahmen umfasst 149 Aminosduren und enthélt ein
putatives RNP-1 RNA- Bindemotiv (RGLGFLLL). Gegenwértig wird versucht, das Protein in
Lysaten aus verschiedenen Gehirnregionen nachzuweisen.

Die Experimente zeigten auch, dass es in Exon 4 ein DSC3- iiberlappendes Gegenstrangtranskript
gibt. Dieses konnte proteincodierend sein. Im Exon 4 Gegenstrangtranskript gibt es zwei
iiberlappende offene Leserahmen, wobei der erste Leserahmen nur 108 bp lang ist und mit einem

Stop- Codon im zweiten Leserahmen endet. Der zweite Leserahmen umfasst 399 bp und schlief3t

DSC3 ein. Die Mutation wiirde zu einem Arginin — Cystein Austausch flihren. Allerdings ist es
fraglich, ob dieser zweite Leserahmen proteincodierend ist, da das Startcodon des ersten
Leserahmens in einem nach Kozak ef al. stirkeren Initiierungs- Kontext steht [191].

Wie bereits in Abschnitt 5.2.2 erwihnt, ist der Exon 4 Gegenstrang teilweise homolog zum SOCS6-
Gen. Betrachtet man die Leserahmen, so sind beide putativen Proteine partiell homolog zum N-
terminalen Teil des SOCS6- Proteins. Dabei betridgt die Homologie des ersten Leserahmens 80 %.
Beim Zweiten betrigt sie nur noch 47 %. Keiner der Leserahmen enthélt Teile der SH2- oder
SOCS- Domine. Es scheint zweifelhaft, ob einem vom Exon 4 Gegenstrangtranskript codierten
Protein, eine funktionelle Bedeutung zukommen wiirde.

Dem Gegenstrangtranskript konnte jedoch auf einem ganz anderen Gebiet eine funktionelle

Bedeutung zukommen. Man schétzt, dass im humanen Genom mehr als 20 % aller Transkripte ein
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natiirliches Gegenstrangtranskript besitzen [192] und diese oftmals eine Rolle bei der Regulation
durch RNA- Interferenz, Imprinting oder Transkriptionsinhibierung spielen [187,188]. Diese Arbeit
hat gezeigt, dass es in Exon 4 ein natiirliches, von einem LTR- Promotor getriebenes
Gegenstrangtranskript gibt. Dieses Gegenstrangtranskript wird gewebespezifisch exprimiert. Alle
bisher identifizierten DYT3 Transkriptvarianten schliefen Exon 4 ein.

Es ist vorstellbar, dass eine Regulation des DYT3- Transkriptsystems durch das LTR- Promotor
getriebene Exon 4 Gegenstrangtranskript erfolgt. In einem néchsten Schritt sollte dieser putative

Regulationsmechanismus experimentell untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Das X- chromosomale Dystonie- Parkinson- Syndrom (XDP) ist eine neurodegenerative
Erkrankung mit Auftreten der ersten Dystonie- Symptome im Erwachsenenalter. Die Patienten
erleiden einen mosaikartigen Verlust neostriataler Neuronen verbunden mit einer Astrogliose. Im
spateren Krankheitsverlauf ist das gesamte Neostriatum betroffen, oft einhergehend mit einer
Parkinson- Symptomatik.

Der krankheits- assoziierte Locus befindet sich auf dem proximal- langen Arm des X- Chromosoms
in Xql13.1. Im relevanten Genombereich konnten sieben patienten- spezifische SNPs, sowie eine 48
bp Deletion identifiziert werden. Aulerdem wurde ein neues Transkriptsystem zwischen den Genen
TAF1 und OGT entdeckt, mit vier Haupt- Spleiflvarianten und mehreren Untervarianten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, das Transkriptsystem ndher zu charakterisieren. Dabei
richtete sich das Hauptaugenmerk auf die Transkriptvariante 3.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Transkriptvariante einen eigenstindigen, TATA- Box losen
Promotor besitzt und die Transkription vor Exon 2 an einem Initiator- Element (Inr) initiiert wird.
Das Transkript ist somit von TAF1 Exonen unabhéngig. Weitere Untersuchungen befassten sich mit
der Regulation des Promotors. Es wurde in Transfektions- Experimenten die Aktivitdt des
Promotors gezeigt und verschieden lange Promotor- Fragmente auf Aktivitit hin untersucht. In
Kotransfektions- Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Promotor durch den
Transkriptionsfaktor Ikaros reprimiert wird. Dies ist hinsichtlich des Expressionsmusters dieses
Transkriptionsfaktors interessant, da dieser im Gehirn ausschlieBlich wédhrend der
Embryonalentwicklung und auch nur in einem beschrankten Areal des Striatums exprimiert wird.
Eine Regulation des Transkriptvariante 3 Promotors durch die Transkriptionsfaktoren HIF-1 und
MEF-2C konnte nicht nachgewiesen werden.

In weiteren Untersuchungen wurde ein LTR- Element, welches teilweise mit Exon 4 iiberlappt
ndher charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass es sich um einen bidirektionalen Promotor
handelt. AuBBerdem konnte eine schwache orientierungs- und zelltyp- abhingige Enhancer- bzw.
Silenceraktivitdt des LTR gezeigt werden. Hier sind weitere Experimente in anderen Zelllinien
notig.

Desweiteren konnte ein etwa 1000 bp grofles, gewebespezifisch- exprimiertes Exon 4
Gegenstrangtranskript nachgewiesen werden. Das Transkript wird von dem LTR- Promotor distal
Exon 4 getricben und an zwei definierten Transkriptionsstartpunkten initiiert. Das

Gegenstrangtranskript tiberlappt die XDP spezifische Mutation DSC3.
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In weiteren Experimenten wurde in lymphoblastoiden Wildtyp- und XDP- Zelllinien, sowie in
Skelettmuskel- und foetalem Gehirngewebe nach Spleilvarianten im Bereich zwischen den TAF1
Exonen 18 und 19 gesucht. Es konnte keine neue Spleiflvariante entdeckt werden und es zeigte sich

kein Unterschied zwischen Wildtyp- und XDP- Zelllinien.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine Verbindung zwischen der Regulation der
Transkriptvariante 3 und der bei XDP betroffenen Gehirnregion.

Es erscheint sinnvoll, die Funktion sowie die Regulation der Transkriptvariante 3 aufzukléren.
Moglicherweise ergeben sich so neue Erklirungsansidtze zur Krankheitsentstehung unter

Berticksichtigung der in Exon 4 lokalisierten Mutation DSC3.
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