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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Die phanotypischen Unterschiede von Zellen und deren Antwort und Anpassung an
Umwelteinfliisse wird unter anderem durch Regulation der Gentranskription gewabhrleistet.
Der in Vertebraten ubiquitar exprimierte und hoch konservierte Transkriptionsfaktor CTCF ist
auf vielfaltige Weise in die Regulation der Expression genetischer Information involviert. Die
Tatsache, dass CTCF in hoheren Eukaryoten der einzig bekannte Faktor ist, der Enhancer-
Blockade vermitteln kann, verdeutlicht seine grof3e Bedeutung. Dabei werden Gene von
unerwinschten Enhancer-Einfliissen abgeschirmt, die fir die Regulation anderer Gene
verantwortlich sind. CTCF-Bindestellen kénnen sich in enger rdumlicher Nachbarschaft zu
Bindestellen fur den Thyroidhormon-Rezeptor (TR), einem Mitglied der Familie der
Kernhormonrezeptoren befinden. Fur diese kombinierten Bindestellen wurde bereits gezeigt,
dass Thyroidhormon (T3) die Enhancer-Blockade regulieren kann. Es stellt sich die Frage,
durch welche Faktoren die hormonsensitive Enhancer-Blockade reguliert wird, und ob
weitere benachbarte Bindestellen fir CTCF und TR im Genom existieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit E6-AP ein zusatzlicher Cofaktor von CTCT und TR
identifiziert werden. GST Pulldown-Experimente zeigen eine in vitro-Interaktion von E6-AP
mit CTCF und in der Anwesenheit von Hormon mit TR. E6-AP bt zwei voneinander
unabhangige Funktionen aus. Zum einen ist es ein Coaktivator fir Kernhormonrezeptoren,
zum anderen fungiert E6-AP als E3-Ubiquitin-Ligase. In Studien, bei denen E6-AP im
Enhancer-Blockade-Assay Uberexprimiert wurde, zeigt sich ein geringer Einfluss auf die
Enhancer-Blockade.

Des Weiteren wurden 126 durch den TR regulierte Gene mittels in silico-Analysen auf
kombinierte CTCF- und TR-Bindestellen untersucht. Dabei konnten 17 Gene identifiziert
werden, die eine benachbarte Bindestelle von CTCF und TR haben. Die Durchfihrung von
EMSA-Experimenten verifizierte bei 10 kombinierten Bindestellen eine in vitro-Interaktion mit
der jeweiligen Sonde. Die neu identifizierten Elemente wurden in ein Vektorsystem integriert,
welches es erlaubt, diese auf ihre Funktionalitat hin in Bezug auf hormonsensitive Enhancer-
Blockade zu untersuchen. Dabei zeigt das benachbarte Bindeelement des ERRa-Gens
Enhancer-Blockade, die durch die Zugabe von T3 aufgehoben wird. Wie schon fiur die
Bindestellen F1 und F2 aus dem Huhner-Lysozym-Silencer gezeigt wurde, ist auch bei der
kombinierten Bindestelle des ERRa Gens die Vermittlung einer funktionellen Enhancer-

Blockade in der Abwesenheit von Hormon unmittelbar von der Prasenz des TR abhangig.
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2 Einleitung

Die Realisierung der genetischen Information unterliegt  verschiedensten
Regulationsmechanismen, die die zeitliche, entwicklungs- und zelltypspezifische Expression
von Genen sicherstellen. Das Genom von hoheren Eukaryoten besteht am Beispiel des
Menschen aus ca. 3,2 x 10° Basenpaaren und besitzt eine Lange von etwa zwei Metern. Die
einzelnen DNA-Molekile sind innerhalb des Zellkerns, der einen Durchmesser von 10um
hat, verpackt und nehmen definierte Territorien ein (Cremer et al., 2001). Es ist absehbar,
dass benachbarte Chromosomen und auch Abschnitte eines einzelnen Chromosoms in
Kontakt treten. Dabei kénnen regulatorische Elemente mit Promotoren interagieren und die
Expression des entsprechenden Gens beeinflussen. Damit es nicht zu unerwiinschten
Effekten kommt, muss die dreidimensionale Anordnung des Chromatins gezielt kontrolliert
werden. Um Gene vor unerwiinschten Interaktionen mit Enhancern abzuschirmen, existieren
im Genom hoherer Eukaryoten definierte Sequenzen, sogenannte Isolatoren, welche von
Isolatorproteinen gebunden werden. In Vertebraten ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nur ein
Protein bekannt, welches in der Lage ist, einen Promotor von einem Enhancer abzuschirmen
und auf diesem Weg in die Genregulation einzugreifen. Dabei handelt es sich um den

multivalenten Transkriptionsfaktor CTCF, der Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist.

2.1 CTCF - ein Transkriptionsfaktor, viele Funktionen

Der Transkriptionsfaktor ,CCCTC-Binding Factor“ (CTCF) ist, bis auf amakrine Zellen der
Saugetierretina (Canto-Soler et al., 2008), ubiquitar exprimiert und innerhalb verschiedener
Spezies hoch konserviert (83-84 % auf Aminosaure (AS)-Ebene bei Vertebraten) (Burke et
al., 2002; Lobanenkov et al., 1990). Entdeckt wurde er im Kontext zweier verschiedener
Gene: Im regulatorischen Bereich des c-myc-Gens des Huhns bindet er das “footprint V*-
Element (FPV), eine reprimierende Region, die drei Wiederholungen des Sequenzmotivs
,CCCTC" beinhaltet (Lobanenkov et al., 1990). Zeitlich parallel wurde im Hihner Lysozym-
Gen das Silencer-Element ,Footprint 1 (F1) identifiziert, welches von einem Repressor
Protein, dem ,Negativen Protein 1“ (NeP 1), gebunden wird (Baniahmad et al., 1990). Einige
Jahre spater zeigten Analysen, dass dieses Protein identisch mit CTCF ist (Burcin et al.,
1997). Die 727 AS dieses Faktors bilden 3 strukturelle Doménen aus: Die zentrale
DNA-Bindedomane besteht aus 11 Zinkfingern (1 bis 10 vom Typ C,H,, 11 vom Typ C,HC)

und wird von 267 AS auf N-terminaler Seite und 150 AS, die den C-terminalen Bereich
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bilden, flankiert (Abb. 2.1) (Vostrov et al., 2002). CTCF sollte folglich ein Molekulargewicht
von 82 kDa besitzen, lauft aber aufgrund bestimmter Sequenzen im N-Terminus nach
Auftrennung auf einem SDS-Polyacrylamidgel einer Laufhéhe entsprechend eines
Molekulargewichts von etwa 130 kDa (Klenova et al.,, 1997). Durch den Einsatz
verschiedener Kombinationen von Zinkfingern der hoch konservierten, zentralen Domane ist
CTCF in der Lage, an eine grof3e Anzahl von Zielgenen zu binden (Filippova et al., 1996).
Dies machte es lange Zeit nicht moglich, eine Konsensussequenz zu ermitteln. Durch
genomweite ChlP-on-chip-Experimente wurden kirzlich 13804 Bindestellen identifiziert, die
es mdglich machten, einen Konsensus zu berechnen (Kim et al., 2007). Dartberhinaus zeigt
sich eine starke Korrelation zwischen der Anzahl der Gene eines Chromosoms und der
Gesamtheit von CTCF-Bindestellen. Die drei Doméanen N-Terminus, Zinkfinger-Doméne und
C-Terminus stellen auch funktionelle Doménen des Faktors dar. So ist die
N-terminale-Domane an der Repression und Aktivierung von Transkription beteiligt und
daruber hinaus auch fir DNA-Biegung nach Bindung von CTCF an die DNA verantwortlich,
was zu einer unterschiedlichen 3-dimensionalen Struktur und demnach unterschiedlichen
Rekrutierung von Cofaktoren flhren kdonnte (Arnold et al.,, 1996). Die Repressionsdomane
konnte auf 20 AS im N-Terminus eingeengt werden, die jedoch keine Ahnlichkeit zu bereits
bekannten Motiven fur die Rekrutierung von Corepressoren aufweist (Drueppel et al., 2004).
Weiterhin konnte der fur die Enhancer-Blockade verantwortliche Bereich, die Aminosauren
2-61, innerhalb dieser Doméane identifiziert werden (Bardenhagen, Diplomarbeit 2003).
Neben der DNA-Bindung besitzt die Zinkfingerdomane und der C-terminale Bereich
mindestens zwei voneinander unabhangige Repressionsdoménen (Lutz et al., 2000). Im
carboxyterminalen Abschnitt  des Proteins  findet  sich ein potentielles
Kern-Lokalisationssignal, ein ,AT-Hook", der fur die Stabilisierung der DNA-Bindung
verantwortlich sein kénnte, sowie Erkennungsstellen fir die Casein-Kinase |1l (Abb. 2.1)
(Klenova et al., 1993). Letztere fuhrt zu einer posttranslationalen Modifikation, welche die
durch CTCF vermittelten Funktionen moduliert. So ist z.B. bekannt, dass die durch CTCF
verursachte Repression des c-myc-Gens durch Phosphorylierung von vier Serinen im
C-Terminus zur Aktivierung fuhrt. Mutation dieser AS fihrt zu einer signifikanten Verstarkung
der trankriptionellen Repression des Promotors, ohne jedoch die Kernlokalisierung oder
DNA-Bindung von CTCF zu beeinflussen (El-Kady and Klenova, 2005; Klenova et al., 2001).
Des Weiteren kann die Poly(ADP)-Ribosylierung (PARIlierung) von CTCF ebenfalls dessen
Funktion beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass die PAR-Polymerase (PARP-1)
CTCF durch Ubertragung mehrere Ribose-Einheiten in vivo modifiziert (Yu et al., 2004).
Weitere Studien fuhrten zum Nachweis, dass diese posttranslationale Modifizierung fir den
Vorgang der CTCF-vermittelten Enhancer-Blockade notwendig ist. Es wurde darlber hinaus

gezeigt, dass die PARIlierte Form von CTCF im Nukleolus von differenzierten oder
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apoptotischen Zellen anzutreffen ist und dort die nukleolare Transkription inhibiert (Torrano
et al., 2006).

AS1 AS 267 AS 577 AS 728
N C
'1‘ 11 Zink Finger 'f ¢
SUMO AT SUMO
DNA-Biegung I DNA-Bindung I
Zelltyp-spezifische Repression
Repression |
l | Corepressor-Interaktion
Enhancer-
Blockade

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Proteins CTCF

Angegeben sind die Positionen der ersten und letzten Aminosaure (AS), sowie Beginn und Ende der
annahernd zentral gelegenen DNA-Bindedoméane. Diese enthalt 11 Zinkfinger-Motive. Funktionelle
Domanen sind durch Klammern markiert. N, Aminoterminus; C, Carboxyterminus; P,

Phosphorylierungsstellen fir die Casein-Kinase Il; SUMO, SUMOlierungsstelle.

Kurzlich wurde berichtet, dass CTCF an zwei konservierten Stellen im C- und N-terminalen
Bereich sowohl in vivo als auch in vitro SUMOliert wird (Abb. 2.1) (MacPherson et al., 2009).
Diese Madifizierung ist ein weiteres Beispiel, wie die Funktion von CTCF posttranslational
gesteuert werden kann. Die SUMOIlierung ist funktionell wichtig fur die Repression des
c-myc-Promotors.

Studien innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten dariiber hinaus, dass die Zinkfinger 1-4 von
CTCF von den Histon-Acetyltransferasen (HATs) p300 und pCAF zumindest in vitro
acetyliert werden kdnnen. Die funktionelle Bedeutung dieser Modifikation von CTCF auf z.B.
Zellwachstum oder Enhancer-Blockade konnte abschlieRend noch nicht geklart werden (Jorg
Leers, personliche Mitteilung).

Neben der Repression von Genen sind fir CTCF noch eine Reihe weiterer Funktionen
bekannt. Es wurde bisher ein Beispiel beschrieben, bei dem sich CTCF aktivierend auf die
Genexpression auswirkt. Das humane Amyloid R-Precursor Protein (APP)-Gen, das in der
Alzheimererkrankung involviert ist, wird von CTCF an einer Sequenz stromaufwarts des
Transkriptionsstarts gebunden, und dadurch wird eine erhdohte APP-Genexpression als
Antwort auf TGFR vermittelt (Burton et al., 2002; Vostrov and Quitschke, 1997).
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Daruber hinaus ist CTCF auch in die Regulation der X-Inaktivierung involviert. In dem
Choice/lmprinting-Zentrum  von  Tsix  wurden durch  ChIP-Analysen  mehrere
CTCF-Bindestellen identifiziert (Chao et al., 2002). In weiblichen S&ugetierzellen kontrolliert
das sogenannte X-Inaktivierungszentrum, das zwei nichtkodierende Gene, Xist und seinen
Antisense-Gegenspieler Tsix, umfasst, die Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen.
CTCF bildet mit seinem Cofaktor YY1 einen Komplex, der fir die Transaktivierung von Tsix
auf dem zukUnftigen aktiven X-Chromosom und als Konsequenz daraus die Abschaltung von
Xist, benttigt wird (Donohoe et al., 2007). Abgesehen davon hat CTCF aber auch einen
direkten Einfluss auf den Promotor von Xist (Navarro et al., 2006). Zusatzlich ist CTCF an
der Regulation von Bereichen auf dem X-Chromosom beteiligt, die von der Inaktivierung
ausgenommen sind (Filippova et al., 2005). An den Grenzen dieser Bereiche wurden
Bindestellen fir CTCF identifiziert, die eine Aufrechterhaltung von aktiven bzw. inaktiven
Domanen nahe legt (Barski et al., 2007; Kim et al., 2007).

Durch Studien in unserer Arbeitsgruppe werden CTCF in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklus unterschiedliche Funktionen zugeschrieben, da CTCF eine dynamische,
Zellzyklus-abhangige Lokalisation aufweist (Zhang et al., 2004). In der Interphase ist CTCF
im Nukleus lokalisiert. Wahrend des Zellzyklus zeigt der Faktor jedoch eine dynamische
Verteilung, wobei CTCF wéhrend Metaphase und Anaphase mit den Centrosomen assoziiert
ist. Demgegeniber ist CTCF in der Telophase im Midbody und dem neu geformten Nukleus
zu finden. Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass CTCF mit mitotischen Chromosomen
assoziiert ist. Im Gegensatz zu anderen Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen bleibt
die spezifische Bindung von CTCF an Zielgenen auch in der Mitose erhalten und propagiert
so den epigenetischen Status der Zelle durch die Mitose (Burke et al., 2005).
Chromatinschleifen, die durch CTCF organisiert werden und fur die Enhancer-Blockade
verantwortlich sind, bleiben wahrend der Mitose erhalten. So zeigen chromosome
conformation capture Analysen (3C-assay) die Interaktion zwischen der Igf2-DMR1 und der
H19-ICR sowohl wahrend der Interphase als auch der Mitose. Aktuelle Studien beschreiben
ein komplexes dreidimensionales knotted loop-Model, wodurch die Enhancer in diesem
Bereich vom Igf2-Promotor ferngehalten werden (Qiu et al., 2008). Diese Konfiguration bleibt
auch wahrend der Mitose grofitenteils bestehen und liefert somit einen Mechanismus fir das
epigenetische Gedachtnis.

Diese Beispiele zeigen, dass CTCF ein bemerkenswert multivalenter Transkriptionsfaktor ist,
der in vielen kritischen Regulationsvorgdngen der Zelle eine Rolle spielt und durch eine
Vielzahl von Mechanismen moduliert wird. Auf die flr eine geregelte Genexpression
unerlassliche Enhancer-Blockade, die im Kontext des Igf2- und H19-Lokus bereits

angesprochen wurde, wird in den nachsten Abschnitten genauer eingegangen.
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2.2 Isolatoren organisieren das Genom

Eine weitere Funktion von CTCF konnte durch seine Identifizierung als Faktor, der an
Isolatoren bindet, beschrieben werden (Bell et al., 1999). Der erste detailiert charakterisierte
Isolator in Vertebraten war cHS4, der im Bereich des 5' Ende des Huhner B-Globin-Lokus
lokalisiert ist. Isolatoren sind DNA-Sequenzen, die Grenzelemente zwischen aktivem und
inaktivem Chromatin darstellen (Wolffe, 1994). Die lineare Anordnung der Gene und der sie
kontrollierenden DNA-Elemente, wie Enhancer oder Silencer, erfordert die Existenz solcher
Grenzelemente. Diese regulatorischen DNA-Elemente wirken weitgehend unabhangig von
ihrer Position oder Orientierung relativ zu einem Gen. Dies hat eine unspezifische Wirkung
auf zwei Gene zur Folge, wenn das regulatorische DNA-Element zwischen ihnen positioniert
ist. Ein Isolator ist in der Lage, die Wirkung des Enhancers oder Silencers spezifisch auf
eines der Gene zu beschranken (Abb. 2.2). Isolatoren ermdéglichen also die Etablierung
genomischer Doménen unterschiedlicher Aktivitdt. Des Weiteren sind sie in der Lage, die
Ausbreitung von Heterochromatin zu stoppen. Diese Barrierefunktion eines Isolators schirmt
ein Transgen von Positionseffekten ab und verhindert so die Ausbreitung einer inaktiven
Chromatinstruktur, die vor allem durch fehlende Acetylierung und H3 K9/27-Methylierung
gekennzeichnet ist (Kellum and Schedl, 1991; Pikaart et al., 1998).

Die ersten, als Isolatoren identifizierten DNA-Sequenzen, waren die scs- und scs’-Elemente
aus Drosophila (Udvardy et al., 1985). Sie markieren die Grenzen des Heat Shock Locus
und gaben erste Hinweise auf die Existenz von Chromatin-Doméanen hoherer Ordnung. Der
bisher einzige Faktor aus Vertebraten, flr den gezeigt werden konnte, dass seine Bindung
an Isolatorelemente zur Enhancer-Blockade essentiell ist, ist das Protein CTCF (Bell et al.,
1999). Fur alle untersuchten Isolatorelemente in Vertebraten konnte die Bindung des Faktors
nachgewiesen werden.

Der Mechanismus der Enhancer-Blockade ist nicht abschlieRend geklart und es werden
mehrere Modelle diskutiert, welche die Isolatoraktivitat zu erklaren versuchen. Fir jedes
einzelne Modell gibt es Hinweise, die aber nicht ausreichen, um das Phanomen in seiner
Gesamtheit zu verstehen. Das Tracking-Modell basiert auf der ldee, dass CTCF mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie interagiert und ein Signal, das entlang der DNA vom
Enhancer zum Promotor wandert, blockiert (Bell and Felsenfeld, 1999; Chernukhin et al.,
2007). Dem gegenuber steht das Looping-Modell. Dieses geht dabei von einer
Schleifenbildung des Chromatins aus, die aufgrund der Umlagerung zu einer Trennung von
Enhancer und Promotor fuhrt (Bell and Felsenfeld, 1999; Yusufzai et al., 2004). Es wird
spekuliert, das bei der Aktivierung der Globin-Gene durch die LCR beide Modelle eine Rolle
spielen (Zhao and Dean, 2004).



EINLEITUNG 7

Es ist vorstellbar, dass CTCF allein fur die Interaktion von Chromatin verantwortlich ist und
dadurch eine Schleifenbildung vermittelt. An DNA gebundenes CTCF ist in der Lage zu
dimerisieren und kdnnte so zwei DNA-Molekile miteinander verbinden (Pant et al., 2004). Es
gibt aber auch Hinweise darauf, dass Cofaktoren eine Rolle spielen. CTCF interagiert mit
Nukleophosmin, einem Matrixprotein der Kernhulle, von dem ein groBer Teil im
Kernkorperchen lokalisiert ist. Beide Proteine sind in vivo an Isolator-Elemente gebunden,
und diese DNA-Abschnitte werden abhangig von Nukleophosmin zu den Kernkdrperchen
rekrutiert (Yusufzai et al., 2004). Dies konnte dabei helfen, Chromatinschleifen zu

organisieren.

I_}
— &

Isolator Isolator

Heterochromatin Gen A Enhancer Gen B

Abb. 2.2: Isolatoren verhindern die Ausbreitung von Heterochromatin und vermitteln durch
Bindung von CTCF Enhancer-Blockade

Schematische Darstellung der Enhancer-Blockade im Genom. Gene sind als graue Balken dargestellt,
auf die Enhancer unspezifisch wirken kénnen (Pfeile). Auch die Ausbreitung von Heterochromatin
kann Genaktivitat beeinflussen. Die Anwesenheit von Isolatoren verhindert zum einen die Ausbreitung
des Heterochromatins und zum anderen durch Bindung von CTCF die aktivierende Wirkung von
Enhancern (rotes Kreuz) auf Gen A, jedoch nicht auf Gen B.

Die Analyse des Proteins Cohesin, welches fir das Zusammenhalten von
Schwesterchromatiden zu Beginn der S- bis zur G2-Phase bekannt ist, resultierte in der
Identifikation von Bindestellen, die zu jenen von CTCF identisch sind (Parelho et al., 2008;
Rubio et al., 2008; Stedman et al.,, 2008; Wendt et al., 2008). Cohesin besteht aus vier
Untereinheiten, die eine ringférmige Struktur bilden und so Schwesterchromatiden
zusammenhalten und fir eine geregelte Chromosomenverteilung wahrend der Zellteilung
sorgen (lvanov and Nasmyth, 2007). Cohesin ist auch wahrend der Interphase an DNA
gebunden, und die Vermutung einer zusatzlichen Funktion bei der Regulation der
Genexpression liegt nahe. Tatsachlich zeigen Reporter-Assays eine verringerte Aktivitat des

Hihner B-Globin-Isolators bei  vermindertem  Proteinlevel von Rad2l, einer
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Cohesin-Untereinheit (Parelho et al., 2008; Wendt et al., 2008). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass Cohesin an der Regulation des endogenen H19/Igf2-Isolators beteiligt ist.
Spekuliert wird tber ein Modell, bei dem Cohesin dabei hilft, Chromatinschleifen zu bilden
und diese zu stabilisieren.

Der angesprochene Igf2/H19-Lokus ist eines der am Besten untersuchten Beispiele in Bezug
auf Enhancer-Blockade, an dessen Differentially Methylated Region (DMR) CTCF in
Abhangigkeit des Methylierungsstatus bindet (Bell and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000).
Die Expression der Gene Igf2 und H19 erfolgt jeweils nur vom paternalen bzw. maternalen
Allel, was als genomische Pragung (Imprinting) bezeichnet wird. Wahrend der
Gametogenese wird das paternale Allel im Unterschied zum maternalen in hohem Maf3e
methyliert. Dies fuihrt zu einer differenziellen Expression der Gene wahrend der
Embryogenese. An diesem Imprinting beteiligt ist die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade.
Die Allel-spezifische Expression der H19- und Igf2-Gene wird durch die ICR, die -2 bis
-4,4 kb relativ. zum Transkriptionsstart des H19-Gens liegt, reguliert. Es wurde
nachgewiesen, dass die ICR durch Bindung von CTCF als Isolator auf dem maternalen Allel
wirkt. Die Bindung von CTCF verhindert die Aktivierung des maternalen Igf2-Promotors
durch die stromabwarts vom H19-Gen positionierten Enhancer. Aufgrund der starken
Methylierung des paternalen Chromosoms im Bereich der ICR kann CTCF nicht binden, und
es wird folglich keine Enhancer-Blockade ausgelbt. Dies hat zur Folge, dass der paternale
Igf2-Promotor zugénglich fir den Enhancer und aktiv ist. Dieses Beispiel zeigt, dass die
durch CTCF vermittelte Enhancer-Blockade nicht immer konstitutiv, sondern, wie in diesem
Fall durch DNA-Methylierung, regulierbar ist. Eine weitere Moglichkeit der Feinregulierung
durch CTCF stellt die hormonsensitive Enhancer-Blockade auf kombinierten
CTCF/TR-Bindestellen dar, auf die in den nachsten Abschnitten eingegangen wird.

2.3 Der Thyroidhormon-Rezeptor

Der Thyroidhormon-Rezeptor (TR) gehdrt zur Gruppe der kernlokalisierten
Hormonrezeptoren, die konservierte Domanstrukturen aufweisen und als
Liganden-abhangige Transkriptionsfaktoren fungieren, wobei sie einen grof3en Einfluss auf
Entwicklung, Wachstum und Metabolismus von Zellen austiben. Es existieren mindestens
neun verschiedene Formen des TR. Die Rezeptoren fir die a- und B-Isoformen stammen
von zwei verschiedenen Genen. Funf dieser Isoformen, unter ihnen TRB1 (Koenig et al.,
1988), TRB2 (Hodin et al., 1989), TRB3, TRAB3 und TRal (Thompson et al., 1987), sind in
der Lage, T3 zu binden und entstehen durch die Auswahl unterschiedlicher Promotoren bzw.

alternatives Spleil3en. Des Weiteren existieren vier Isoformen TRa2 (Benbrook and Pfahl,
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1987), TRa3, TRAal und TRAa2, die nicht in der Lage sind, T3 zu binden (O'Shea and
Williams, 2002).

Die zentrale DBD des TR besteht aus 2 Zinkfingern, die spezifische DNA-Sequenzen
erkennen und binden kdnnen. Trijodthyronin (T3) ist ein Ligand fur den TR und bindet im
C-terminus an die Liganden-Bindedoméne (LBD), die aus zwolf amphipatischen Helices
besteht und hormonabhangig mit Coaktivatoren bzw. Corepressoren interagiert (Feng et al.,
1998; Hu and Lazar, 1999). Die Bindung von Hormon lést eine Konformationsdnderung, vor
allem von Helix 12, aus, die zu einer veranderten Interaktion mit Coaktivatoren bzw.

Corepressoren und damit zu einer veranderten Genaktivitat fuhrt (Abb. 2.3).

Offenes Chromatin

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der basalen Repression und transkriptionellen Aktivierung
in Abhangigkeit von T3 eines positiv regulierten Gens

TR interagiert hormonabhéngig mit Corepressoren oder Coaktivatoren, die wiederum
Histondeacetylasen (HDAC) und Histonacetyltransferasen (HAT) rekrutieren, was zu einer offenen
bzw. geschlossenen Chromatinstruktur fuhrt. Die Gro3e der schwarzen Pfeile zeigt die Genaktivitat

an.
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Neben Coaktivatoren, die Histonacetytransferase-Aktivitat besitzen, spielen auch
Ubiquitin-Ligasen wie E6-associated protein (E6-AP) eine Rolle (Nawaz et al., 1999). E6-AP
wurde erstmals als Protein identifiziert, welches mit dem EG6-Protein des humanen
Papilloma-Virus interagiert und als Komplex mit diesem p53 ubiquitiniert und somit dessen
Degradation durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg einleitet (Scheffner et al., 1993). Viele
Kernhormonrezeptoren, darunter auch der Ostrogen-Rezeptor (ER) und der TR werden im
Zuge ihrer Genaktivierung ubiquitiniert und durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg abgebaut
(Dace et al., 2000; Li et al., 2006). Der ER und TR werden hormonabhéngig zu den
jeweiligen Hormone Response Elements (HRES) von Zielgenen rekrutiert (Liu et al., 2006).
Diese zyklische Bindung und Aktivierung bendétigt zumindest im Fall des ER die Aktivitat des
Ubiquitin-Proteasom-Komplexes und kénnte auch auf andere Rezeptoren Ubertragbar sein
(Reid et al., 2003).

TR bindet haufig zusammen mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) an die Thyroid hormone
response elements (TRE), die in sogenannte positive und negative Elemente eingeteilt
werden (Glass, 1994). Die TREs bestehen aus halbseitigen Erkennungssequenzen
(AGGT(C/A)A) mit verschiedenen Anordnungen, wie z.B. Palindromen, invertierten
Palindromen und direkten Wiederholungen mit Abstédnden von jeweils sechs, vier oder null
Nukleotiden (Desvergne, 1994). Bei positiven TREs werden Gene in der Abwesenheit von
T3 reprimiert und bei der Bindung von Liganden die Transkription entsprechend stimuliert,
wohingegen bei negativen TREs Gene in der Abwesenheit von T3 aktiviert und unter
Hormoneinfluss entsprechend reprimiert werden. Zumindest teilweise wird die
transkriptionelle Aktivitdt durch die Rekrutierung von Coaktivatoren bzw. Corepressoren
beeinflusst (Oetting and Yen, 2007).

TR-Bindestellen sind in einigen Fallen in unmittelbarer Néhe von Bindestellen fir CTCF
lokalisiert. Diese enge Nachbarschaft konnte Hinweise auf ein funktionelles Zusammenspiel

der beiden Faktoren geben.

2.4 Zusammenspiel von CTCF und TR

Der modulare Aufbau von CTCF und TR-Bindestellen wurde erstmalig fiir den Silencer aus
dem Lysozymgen des Huhnes beschrieben (Baniahmad et al, 1990). Dieses
Silencer-Element, das 2,4 kb oberhalb des Startpunktes der Transkription liegt, besteht aus
der CTCF-Bindestelle F1 und der Erkennungsstelle F2 fir den TR. Beide sind durch 20
Basenpaare voneinander getrennt. Das TRE des F2 ist als ein everted repeat angeordnet,
welches von 6 Basen getrennt wird (ER6). TR bindet an das F2-Element als Monomer,

Homodimer oder bevorzugt als Heterodimer mit dem RXR (Arnold et al., 1996). In
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Gegenwart von T3 ist das F1F2-Modul in der Lage, die Transkription synergistisch zu
aktivieren bzw. in Abwesenheit von T3 zu reprimieren (Baniahmad et al., 1990; Kohne et al.,
1993)

Enhancer-Blockade

Enhancer Isolator

+T3

Aufhebungder
Enhancer-Blockade

Abb. 2.4: Durch T3 wird die Blockierung von Enhancern aufgehoben

Schematische Darstellung der hormonsensitiven Enhancer-Blockade. CTCF und das TR/RXR-
Heterodimer binden an einen Isolator (F1) und ein benachbartes TRE (F2). Dadurch wird die
Aktivierung eines Enhancers auf ein Gen verhindert (rotes Kreuz) und das Gen wird kaum exprimiert.
Die Anwesenheit von T3 fuhrt zur Aufhebung der Enhancer-Blockade (griner Pfeil) und somit zur
Steigerung der Genexpression.

Diese Anordnung von benachbarten Bindestellen ist aber nicht auf das Hihner-Lysozymgen
beschrankt. Im humanen c-myc-Gen befindet sich ca. 2,1 kb stromaufwarts die sogenannte
TR-N site des humanen c-myc-Gens (Klenova et al., 1993). Zusétzlich gibt es in diesem Gen
noch drei weitere Bindestellen fir CTCF. Proximal zum P2-Promotor im ersten Exon befindet
sich die CTCF target site (CTS) A (Lobanenkov et al., 1990). Das benachbarte TRE befindet
sich 35 Bp stromabwarts von dieser Bindestelle und wird bevorzugt von
TR/RXR-Heterodimeren gebunden (Perez-Juste et al., 2000). Im ersten Exon befinden sich
noch zwei weitere CTS B und C. Diese Stellen sind auch bekannt als Pausierungsregionen
fur die DNA-Polymerase Il (Krumm et al., 1995; Strobl and Eick, 1992). CTCF und TR
kénnen direkt miteinander interagieren, obwohl eine kooperative DNA-Bindung bislang nicht
beobachtet werden konnte (Arnold et al., 1996; Perez-Juste et al., 2000).
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Daruber hinaus zeigten Studien mit den kombinierten CTCF/TR-Bindestellen des
Huhner-Lysozymgens und des humanen c-myc-Gens, dass T3 die Enhancer-Blockade, die
ebenfalls durch diese Elemente vermittelt wird, aufheben kann (Abb. 2.4) (Arnold et al.,
1996; Lutz et al., 2003). Ursache dafir ist jedoch nicht der Verlust der CTCF-Bindung, was
mittels Chromatin-Immunoprazipitationen (ChIP) am Hihner-Lysozymgen gezeigt werden
konnte. Es wurde auch beobachtet, dass die Histon H4-Acetylierung im Bereich der
CTCF-Bindestelle in Anwesenheit von T3 signifikant ansteigt. Diese mit der Aufhebung der
Enhancer-Blockade zunehmenden Acetylierung tritt nicht nur im Bereich der Bindestelle,
sondern auch am Enhancer und Promotor auf (Lutz et al., 2003).

Interessante Ergebnisse stammen in diesem Zusammenhang auch von der ICR des
H19/Igf2-Locus. Mittels Footprint-Analyse wurden in dieser Region Sequenzen aul3erhalb
der CTCF-Bindestellen untersucht. In murinen, primaren Embryo-Fibroblasten, die nur die
maternale oder paternale ICR tragen, wurden 5 Footprints identifiziert, die spezifisch fiir das
maternale Allel sind. Jedes dieser Footprints umfasst mindestens zwei hexamere
Bindestellen fir Kernhormon-Rezeptoren und befindet sich jeweils neben einer
CTCF-Bindestelle. Es konnte gezeigt werden, dass die identifizierten Sequenzen Komplexe
binden, die den RXRa und ERp beinhalten. Wenn Keimzellextrakt von Féten verwendet wird,
der zu einem Zeitpunkt isoliert wurde, an dem die unterschiedliche Methylierung der ICR
stattfindet, wird beobachtet, dass die Footprint-Sequenzen die Rezeptorkomplexe nur dann
binden, wenn der Extrakt von mannlichen Keimzellen stammt (Szabo et al., 2004). So schien
das Zusammenspiel von CTCF und Kernhormonrezeptoren sich nicht nur auf den
TR/RXR-Heterodimer zu beschranken und neben der regulierbaren Enhancer-Blockade
eventuell auch an der Etablierung des Imprinting beteiligt zu sein. Dies war besonders
interessant, da bekannt ist, dass CTCF fiir die Weitergabe des Imprintings, jedoch nicht flr
die Etablierung des Methylierungsmusters bendtigt wird (Pant et al., 2003; Schoenherr et al.,
2003; Szabo et al., 2004). Jedoch zeigten nachfolgende Studien, dass die Mutagenese der
potentiellen NHRs zu keinem Unterschied in der Etablierung des Imprinting-Musters fihrt
(Szabo et al., 2006). Somit bleibt die funktionelle Bedeutung der Rezeptor-Bindestellen in der

Nachbarschaft zu CTCF-Bindestellen in der murinen ICR noch unklar.

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Da regulierte Isolatoren eine wichtige Funktion haben war es Ziel dieser Arbeit, den Einfluss
von Cofaktoren auf hormonsensitive Enhancer-Blockade zu untersuchen. Besonderes
Augenmerk wurde dabei auf die Identifikation von Proteinen gelegt, die sowohl mit CTCF als

auch mit TR interagieren, um deren Einfluss im episomalen Enhancer-Blockade-Assay zu
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untersuchen. Es sollte geklart werden, ob gemeinsame Co-Faktoren die Regulation erklaren
kénnen.

Daruiberhinaus stellt sich die Frage, ob diese Art an Genregulation einen haufig genutzten
Mechanismus darstellt und es weitere kombinierte Bindestellen im menschlichen Genom
gibt. Fur die beiden kombinierten CTCF- und TR-Bindestellen aus dem Huhner-Lysozymgen
und dem humanen c-myc-Gen, die eine hormonsensitive Enhancer-Blockade zeigen,
existiert kein geeignetes Zellsystem, in dem die entsprechenden Gene durch T3 reguliert
werden und am endogenen Lokus eventuelle Veranderungen des Chromatins oder der
Rekrutierung von Proteinen an die DNA studiert werden konnten. Daher ist die Identifikation

und Charakterisierung weiterer kombinierter Bindestellen Schwerpunkt dieser Arbeit.



MATERIAL

14

3 Material

3.1 Gerate

Analysewaage
Autoklav

Autoradiographieverstarkerfolien

Begasungsbrutschrank
Blotapparatur
Einfrierbehalter
Elektrophoresekammern
Entwicklermaschine
Filmkassetten
Geigerzahler
Geltrockner
Luminometer
Mikroliterpipetten
Mikroskope

pH-Meter

Pipettierhilfe
Quarzkivetten
Reinstwasser-Filteranlage
Rollinkubatoren

Rotator

Schuittler

Sonifier
Spannungsgeber
Spektralphotometer
Szintillationszahler
Thermocycler
Thermo-Schiittelschrank
Trockenschranke
Tubesealer
UV-Transilluminator

Vakuumzentrifuge

Janke&Kunkel, Kern, Mettler
Bachofer, Tecnomara

DuPont

Heraeus

Pharmacia

Nalgene

BioRad; Mighty Small, Hoefer; Peglab
M35 X-Omat Processor, Kodak
Rego, DuPont

Berthold LB1210 B, Bachofer
Geldryer Model 583, BioRad
SIRIUS, Berthold Detection Systems
Gilson, Eppendorf

Zeiss

Schott, inoLab

Pipettboy, Integra Biosciences
Hellma

Millipore

Bachofer

Neolab rotator 2-117, MAGV

Mixer 5432, Eppendorf

B12, Branson

Feathervolt 250, Stratagene
Ultraspec 3100, Amersham

1600 TR, Packard Bell

Rotorgene RG-3000, Corbett Research
Infors, Bellco Glass, Memmert
Memmert, Bachhofer

Beckmann

Bachofer (366nm), UVP (254nm)

Bachofer, Savant
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Videoanlage
Zahlkammer
Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

3.2 Verbrauchsmaterialien

Einfriergefalie
Einwegkantlen
Einwegspritzen
Faltenfilter

Filter (0,45 um)
Filtertips

Gaze

Glasperlen
Glaspipetten
Handschuhe

Membran
Pasteurpipetten
PCR-Gefalie
PCR-Gefalie (realtime)
Petrischalen/ Gewebekulturschalen
Photometerkivetten
Pipettenspitzen
PVDF-Membran
Reaktionsgefalie 0,5 ml
Reaktionsgefalie 1,5 ml/2,0 ml
Rontgenfilme

Rundfilter

INTAS

Fuchs-Rosenthal

Hettich Mikroliter
Heraeus Minifuge RF
Heraeus Cryofuge 20/30
Beckman J2-MC Kiihlzentrifuge
Beckman L-70 und XL 70
Beckman VTI 90
Beckman Ti 50.2
Beckman JA 10

Beckman JA 17

Cryotube, Nunc

Braun

Dispomed, Braun

@ 240 mm, Schleicher&Schuell
Millipore

Gilson, Greiner

Param

Roth

Brand

Roth

Hybond XL, Amersham
Hirschmann

Biozym

Corbett Research
Greiner

Ratiolab

Gilson, Greiner, Sarstedt
Immobilon, Millipore
Brand

Eppendorf

X-Omat AR, Kodak

@ 110 mm, Schleicher&Schuell
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Skalpell
Schraubdeckelgefalie
Sterilfilter

Tucher

Whatman-Papier
Zellkulturschalen, -flaschen

Zentrifugenréhrchen

3.3 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Agarose

AG®1-X8 Resin
Aktivkohle

all-trans Retinsaure
Ampicillin

APS

ATP

Bactotrypton
Betain
B-Mercaptoethanol
Bradford Reagenz
Bromphenolblau
BSA
Caesiumchlorid
Calciumchlorid
Chloramphenicol
Chloroform
9-cis-Retinsaure
Coomassie Brilliantblau R-250
D-Glucose

DTT

DMEM

DMSO

dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

Braun

Sarstedt

Minsart®, Sartorius
fusselfrei, Kimberly-Clark
3MM, Whatman

Greiner

Greiner, Falcon, TPP

Roth

BD Biosciences
IBI, Roth
BioRad
Sigma
Sigma
Merck
Serva
Boehringer Mannheim
Applichem
Sigma
Merck
Roth
Merck
Roche
Roth

Roth

Roth
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Gibco
Serva

MBI Fermentas
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EDTA-Natriumsalz
EGTA-Natriumsalz
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Formamid

FCS

Glucose

Glycerin

Glycogen

G418

Glycin

Glycogen

HEPES
Hygromycin

IPTG

Iscove’s DMEM
Isopropanol
jetPEI™
Kalbsthymus-DNA
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kalium-di-hydrogenphosphat-3-hydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Lachssperma-DNA
Lithiumchlorid
D-Luciferin
Magermilchpulver
Manganchlorid
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Methanol
Natriumacetat
Natrium-Bicarbonat
Natriumbutyrat

Natriumchlorid

Roth

Serva
Merck
Merck

10 mg/ml, Roth

Fluka
Gibco
Merck
Merck
Boehringer
Gibco
Merck
Serva
Roth

PAA
Applichem
Gibco
Merck
Biomol
Boehringer
Merck
Roth
Merck
Merck
Sigma
Sigma
PJK GmbH
Fluka
Merck
Merck
Serva
Merck
Merck
Roth
Serva
Sigma
Roth
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Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogencarbonat
Natrium-di-hydrogenphosphat Dihydrat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
o-Nitro-phenol-B-Galactopyranosid
NP-40

Oligonucleotide

PenStrep-Losung

Phenol

PMSF

Protein A-Agarose

Proteinmarker (6H, 7B)

Puromycin

Radiochemikalien

Roti®-Quant

RPMI

Saccharose

Salzsaure

SDS

Select Peptone (Casein Hydrolysat)
Sephadex G50

Streptomycin

TEMED

Tetrazyklin

T3

Tris

Triton X-100

Tween 20

Xylencyanol

3.4 Enzyme

Alkalische Kalberdarm-Phosphatase
(CIAP)
GoTaq® Flexi DNA-Polymerase

Roth
Merck
Merck
Merck
Roth
Roche
Serva
Invitrogen
Gibco
Roth
Sigma

50 % slurry, Upstate
Sigma
Fluka
Amersham
Roth
Gibco
Serva
Merck
ultra pure, Roth
Difco
Pharmacia
Sigma
BioRad
Serva
Sigma
Merck
Serva
Roth
Sigma

MBI Fermentas

Promega



MATERIAL

19

Klenow-Polymerase
Lysozym
Pfu-Polymerase
Proteinase K

RNAse A
Restriktionsendonukleasen
Tag-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T4-Polymerase
T4-Polynukleotid-Kinase
Trypsin

3.5 DNA-La&ngenstandards

A DNA EkoRI/Hindlll (MBI)
FragmentgréfRen (bp)
21227

MBI Fermentas
Boehringer

MBI Fermentas
MBI Fermentas
DNase-frei, Sigma
MBI Fermentas
Invitrogen

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Boehringer, NEB
Merck

pUC19 DNA Mspl (MBI)

FragmentgréRen (bp)
501

5148 489
4973 404
4268 331
3530 242
2027 190
1904 147
1584 111
1375 110
947 67
831

564

125

3.6 Klomplettausristungen
GeneAmp® RNA PCR Core-Kit Roche

GFX™ PCR, DNA and Gel band

purification-Kit Amersham



MATERIAL 20

Plasmid Midiprep-System Marligen Biosciences
pGEM® - Easy Vector-System Promega

QIAquick® Gel Extraction-Kit Qiagen

RNeasy® Mini-Kit Qiagen

SYBR® Green JumpStart™

Taq ReadyMix™ Sigma

TNT in vitro Transkription/

Translation-Kit Promega

3.7 Protein-Molekulargewichtsmarker

7B, gefarbt (Sigma)
GroRe (kD)
175
116
93
65
57
36
31

3.8 Bakterienstamme

Escherichia coli XL1-Blue MRF" (Stratagene)

Der Stamm besitzt den Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-
1 recAl gyrA96 relAl lac [F proAB lacl®ZAM15Tn10 (Tet")].

Er enthalt keine der bekannten Restriktionssysteme [A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-

mrr)173], und besitzt keine Endonuklease (endA). Es fehlt auch die Fahigkeit zur

Rekombination (recA). Eine Resistenz besteht gegen Tetracyclin.

BL 21(DE 3) pLys s (Studier et al., 1990)

Dieser Stamm tragt den Genotyp F ompT gal[dmc][ lon] hstB(rB_ mB_) mit DE3, einem A-
Prophagen, der das IPTG induzierbare T7-Polymerase-Gen tragt. Er besitzt weder lon- noch

ompT-Proteasen. Weiterhin enthalt er ein Plasmid, welches das T7-Lysozym und die



MATERIAL 21

Chloramphenicol-Acetyltransferase codiert. Er wurde zur Expression von GST-

Fusionsproteinen verwendet.

3.9 Eukaryontische Zelllinien

HEK-293T (ATCC-Nr. CRL-11268™)

HEK-293 Zellen wurden aus primaren embryonalen humanen Nierenzellen etabliert, die mit

Adenovirus 5 DNA transformiert wurden. 293T Zellen sind ein Derivat der 293 Zellinie, die
zusatzlich ein temperatursensitives Gen fur das SV40-Antigen tragen. Sie sind in hohem
Mal? transfizierbar und replizieren sehr effizient Plasmide, die einen SV40-
Replikationsursprung besitzen. Sie wachsen als Monolayer mit epithelialer Morphologie auf
Gewebekulturschalen. Sie wurden in DMEM mit 10% FCS und 1% Pen/Strep in 5%-iger CO,
Atmosphére bei 37°C kultiviert.

MCE-7 (ATCC-Nr. HTB-22 ™)

MCF-7-Zellen entstammen einem Pleuraerguss einer 69-jahrigen Krebspatientin mit

metastasierendem Mammakarzinom. Die Zelllinie wurde 1970 etabliert und zeigt ein epithel
oder kolonieféormiges adharentes Wachstum in Zellkulturschalen. Zur besonderen
Charakteristik dieser Zellen zahlt die starke Expression des a-Subtypes der
Ostrogenrezeptoren, wodurch eine starke Reaktivitat auf Ostrogene resultiert. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM/HAM F12-Medium im Verhdltnis 1:1 mit 10% FCS und 1%
Pen/Strep in 5%-iger CO, Atmosphare.

HepG2 (ATCC-Nr. HB-8065™)

Die humane Zelllinie HepG2 wurde 1979 aus einer Leberbiopsie eines Kindes, das an einem
priméren Hepatoblastom erkrankt war, isoliert. Diese Zelllinie besitzt noch viele Funktionen,
die fur normale humane Hepatozyten typisch sind. In Kultur sezernieren Hep G2-Zellen die
meisten Plasmaproteine, wie z.B. Albumin, Fibrinogen, a-Fetoprotein und Apolipoproteine in
das Medium. Unter dem Lichtmikroskop erscheinen HepG2-Zellen als flache, polygonal
wachsende Zellen mit einer Grol3e von 12-19um. Sie wachsen groltenteils, aber nicht
ausschlie3lich als Monolayer. Im Zellrasen zeigen HepG2-Zellen epitheloides Wachstum,
das am Rand unregelmaRliger und aufgeblaht erscheint. Bei lAngeren Kultivierungszeiten
kommt es zu einem dreidimensionalen Wachstum. In den Zellhaufen sind die interzellularen
Verbindungen sehr intensiv, so dass eine Dissoziation mit Trypsin erschwert ist. Die
Kultivierung erfolgte in DMEM Medium mit 10% FCS bei 37°C in 5%-iger CO,-Atmoshére.
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N2a (Neuro-2a, ATCC-Nr. CCL-131 ™)

Diese Zelllinie besteht aus Maus-Neuroblastomzellen. Sie weisen die Morphologie von

neuronalen und amoboiden Stammzellen auf. Sie wachsen adhéarent als Monolayer auf
beschichteten Zellkulturschalen. Sie werden in DMEM mit 10% FCS bei 37° C in 5%-iger
CO,-Atmosphére kultiviert.

N2ap

Die klonale Zelllinie N2a wurde stabil mit der B1 Isoform des humanen TR transfiziert und in
DMEM mit 10% FCS kultiviert (Lebel et al., 1994). Durch die stabile Integration besitzen sie
ein Hygromycin-Resistenzgen.

HelLa (ATCC-Nr. CCL-2 ™)

HeLa-Zellen sind aus einem stark wachsenden Zervixkarzinoms gewonnen, die seit 1951 in

Gewebekultur geziichtet werden. Die Patientin Henrietta Lacks, von deren Zervixkarzinom
diese Zellen abstammen, gab dieser Zelllinie ihren Namen. Die Kultivierung erfolgte in
DMEM Medium mit 10% FCS bei 37°C in 5%-iger CO,-Atmoshare.

3.10 Antibiotika

Ampicillin-Vorratslésung: 100 mg/ml in dd H,O
Einsatz in Flissigkultur und Agarplatten 100 pg/ml
Chloramphenikol-Vorratsldsung: 34mg/ml in Ethanol
Einsatz zur Amplifikation 1:200
Kanamycin-Vorratsldsung: 50mg/ml in ddH,O
Einsatz in Flussigkultur und Agarplatten 100ug/ml
Puromycin- Vorratslésung 2mg/ml in ddH,O

Einsatz in Flussigkultur zwischen 1,5 und 14 pg/ml
Geneticin (G418) Vorratslosung 350 mg/ml in ddH,O
Einsatz in Flussigkultur 800pg/ml

3.11Vektoren

Reporterkonstrukte
o (DRA4),-tkluc (Dana et al., 1994)
e pBSK (CTCF/TR Bindestellen) O. Weth, siehe Anhang
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e pCMV-LacZ U. Deutsch, Bad Nauheim
e pGL3control Promega
e p3a F. Ruger, (Diplomarbeit 2001)
e p3a (CTCF/TR Bindestellen) O. Weth, siehe Anhang
e p3alenh F. Ruger, (Diplomarbeit 2001)

pGL3 Promotor

pREP (CTCF/TR Bindestellen +-Enh.)
pRep

pRep E

pRep F1F2

pRep F1F2 E

pRep 5x(F1F2)

pRep 5x(F1F2) E

Plasmide fir die bakterielle Expression

pPpGEX-4T1lavi-CTCF
pPpGEX-4T1lavi-CTCF Zf
PGEX-4T1avi-CTCF Nterm
pGEX-4T1avi-CTCF Cterm
pGEX-4T1lavi-TRp
pPGEX-4T1lavi
pPpGEX-4T-E6-AP
pGST-CTCF

Plasmide fur die eukaryontische Expression

pcDNAS3 Flag CTCF
pcDNAS3 Flag E6AP
pcDNAS3 Flag E6AP CtoA
pcDNAS3 Flag linker
pcDNA6-TR

pCMV Sport6 Tripl2
pEGFP-C2

PRS-hTRp

pT7-hTRB

Promega

O. Weth, siehe Anhang
C. Weth, Doktorarbeit
C. Weth, Doktorarbeit
C. Weth, Doktorarbeit
C. Weth, Doktorarbeit
C. Weth, Doktorarbeit
C. Weth, Doktorarbeit

J. Leers

J. Leers

J.Leers

J.Leers

C. Weth, Doktorarbeit
J. Leers

(Nawaz et al., 1999)
H. Greb

Jorg Leers

O. Weth, siehe Anhang

O. Weth, siehe Anhang

O. Weth, siehe Anhang
Invitrogen

RZPD (IRAVp968B0762D6)
Clontech

(Thompson and Evans, 1989)
A. Baniahmad, 1991
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Sonstige
e pBluescript Il SK(+/-)
e pPBK-CMV
e pCDNA3
e pGEM E6-AP C—A
e pREP4
e pPREP4-ss

3.12 Antikorper

Anti-CTCF (c-terminal)

Anti-RNA Polymerase Il
Anti-mouse-HRP

Kontroll-IGG
Kontroll-IGG
Anti-TRB

Anti-Gapdh

Anti-SCC1 (Cohesin)
Anti-Flag

3.13 Allgemeine Vorbereitungen

Stratagene

Stratagene

Invitrogen

(Huibregtse et al., 1995)

Invitrogen

J. Leers, aus dem kommerziellen Vektor
pREP4 wurden der RSV-Promotor und die
Polyadenylierungsstelle entfernt

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper, der

gegen den C-Terminus des Hihner
CTCFs gerichtet ist (Dr. Klenova).

5 pl far ChIP

Polll, Santa Cruz N-20, 2 ug fur ChiP
Meerettich-Peroxidase gekoppelter

Antikdrper gegen Maus-Immunglobuline
1:20.000 in PBS-T fur Western Blot
Kaninchen, Abcam ab46540 1 5ug fur ChIP
Maus, Santa Cruz sc-2025 5ug fur ChIP
Affinity BioReagents, MA1-216 Klon J52
Monoklonaler Maus-Antikorper 1-5 pl fir ChiP
Polyklonale Kaninchen-Antikdrper, 1:5000 in
PBS-T fur Western Blot

Kaninchen, Abcam ab992 1-2ug fur ChiP
Maus, Sigma M2 1:6000 in 0,5% Milch fur

Western

Gelpuffer und N&ahrmedien wurden ausschlieZlich mit bidestilliertem Wasser (ddH,O) ange-

setzt, sterile Losungen durch Autoklavieren oder bei Vorliegen hitzelabiler Komponenten

durch Sterilfiltration hergestellt. Die Konzentrationsangaben der Losungen beziehen sich auf
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deren Endkonzentration. Glasgerate wurden autoklaviert oder 4 Sunden bei 180 °C
hitzesterilisiert.
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4 Methoden

4.1 Allgemeines Arbeiten mit DNA

4.1.1 Lagerung

Die Lagerung von DNA erfolgte in Wasser oder TE-Puffer bei -20°C oder 4°C.

TE-Puffer
Tris/HCI pH 8 10 mM
EDTA 1 mM

4.1.2 Préaparation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

4.1.2.1 Minipraparation

Die Plasmidpraparation im kleinen Maf3stab wurde nach einer modifizierten Methode von
Birnboim und Doly (Birnboim and Doly, 1979) durchgefihrt. Sie dient der schnellen und
einfachen Aufreinigung einer groReren Anzahl von Plasmid enthaltenden Bakterienkolonien.

Einzelne Klone wurden von einer Agarplatte isoliert und in 3 ml Medium (mit
entsprechendem Antibiotikum) mind. 12 Stunden bei 37°C geschiittelt. Von dieser LB-
Ubernachtkultur wurden 1,5 ml Bakteriensuspension mit 6.000 rpm fir 1 min pelletiert. Der
Uberstand wurde mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Pellet in 100 pl Lésung 1
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Ldsung 2 wurde die Probe gevortext und
anschlief’end 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 150 ul der Lésung 3 dazu pipettiert, die
Proben anschlielRend invertiert und die Zelldebris 3 min mit 13.000 rpm bei RT
abzentrifugiert. 380 pl des Uberstands, der die Plasmid-DNA enthélt, wurden vorsichtig
abgenommen und kraftig mit 300 ul Isopropanol gemischt. Das Ausfallen der DNA erfolgte
durch eine anschlieRende Zentrifugation fiir 3 min mit 13.000 rpm bei RT. Der Uberstand
wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert. Nach restlosem Entfernen des Uberstandes durch Trocknen der Proben
in der Speedvac oder im Brutschrank wurde das Pellet bei RT unter fir 30 min in 30 pl TE-
Puffer mit RNase (20 pg/ml) geldst. Fir Restriktionsverdaue wurden diesem Ansatz jeweils 1

Ml entnommen.



METHODEN 27

Losung 1 Losung 2
Glukose 50 mM NaOH 0,2N
Tris/HCI pH 8,0 25 mM SDS 1%
EDTA 10 mM frisch ansetzen, ddH,O
vorlegen

Losung 3

Kaliumacetat 2459

Eisessig 35 ml

pH 4,8 einstellen, mit
ddH,O auf 100 ml

auffullen

4.1.2.2 Midipraparation

Zur Aufreinigung mittlerer Mengen an DNA wurde die Komplettausriistung von Marligen

Biosciences verwendet. Dabei wurde strikt nach den Angaben des Herstellers vorgegangen.

4.1.2.3 Maxipraparation mit CsCl-Dichtegradient

Zur Aufreinigung groRBerer Mengen an DNA wurde ebenfalls die modifizierte
Bakterienaufschlussmethode nach Birnboim und Doly verwendet. Die Abtrennung der
Plasmid-DNA von RNA und genomischer Bakterien-DNA erfolgte mit Hilfe zweimaliger
Dichtezentrifugation in einem CsCl-Gradienten (Radloff et al., 1967). Zu 360 ml TB-Medium
wurden 40 ml Phosphat-Puffer, zur Selektion geeignete Antibiotika und Bakterien aus einer
Vorkultur gegeben. Nach einer Inkubation von 6-8 h bei 37°C im Schuttelinkubator wurde die
Bakterienkultur optional zur Plasmidamplifikation mit 400 pl einer Chloramphenicol-Lésung
(34 mg/ml, in Ethanol) versetzt. Nach einer weiteren Inkubation von 10-16 Stunden wurden
die Zellen fir 10 min bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde
anschliel3end in 10 ml Lésung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 20 ml frisch bereiteter
Losung 2 wurde der Aufschluss sehr gut gemischt und fir 5-10 min auf Eis inkubiert, was zur
DNA-Denaturierung fuhrt. Nach Zugabe von 15 ml Losung 3, starkem Schdtteln und erneuter
Inkubation fir 5 min auf Eis, erfolgte eine Zentrifugation fir 20 min bei 5000 rpm und RT.
Dieser Schritt dient der Neutralisierung, wobei hauptsachlich Plasmide wieder in Losung
gehen. Der Uberstand wurde zu gleichen Volumenteilen in zwei 50 ml Falcons (berfiihrt, mit

0,6 VT Isopropanol (20 min, RT) geféllt und anschliel3end prazipitiert (10 min, 5000 rpm, RT).
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Die getrockneten Pellets wurden in je 1,5 ml TE-Puffer durch Schiitteln bei 37°C gel6st und
wieder in einem Falcon vereint. Dann wurden 4,25 g CsCl zu jeder Probe hinzugefiigt und
bei 37°C gelost. Danach wurden 500 pl einer Ethidiumbromid-Stammldsung (10 mg/ml)
zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 5000 rpm, bei der grol3e Mengen an
Proteinen abgetrennt wurden. Der Uberstand wurde in ein Beckmann Quickseal™-
Zentrifugenrohrchen (13 x 51 mm) uberfuhrt. Das Zentrifugenréhrchen wurde daraufhin mit
einer 50%-igen (w/w) CsCIl-Losung oder ddH,O so aufgeflllt, dass die Probe ein
Gesamtgewicht zwischen 9,5 und 9,8 g besal. Es folgte das Zuschweilen des
Zentrifugenréhrchens und die Uberfiihrung in einen Vertikalrotor (Vti90). Der erste Gradient
wurde durch eine Ultrazentrifugation bei 55000 rpm Uber Nacht ausgebildet. Bei diesem
Schritt trennen sich die Bestandteile nach ihrer spezifischen Dichte im CsCl-
Dichtegradienten auf. Die dann sichtbare Plasmid-DNA-Bande wurde mit Hilfe einer
Injektionskanile und einer Einwegspritze abgesaugt, in ein neues Quick-Seal-
Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, mit 50%-iger CsCl-Losung (w/w) auf 9,5-9,8 g gebracht und
fir 4 h bei 70000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde erneut abgezogen, in ein 15 ml
Falcon Uberfihrt und mit je 2 ml CsCl-gesattigtem Isopropanol Uberschichtet. Durch
intensives Vortexen ging das restliche Ethidiumbromid aus der DNA-Ldsung in die obere
Isopropanolphase tber, die abgenommen und entsorgt wurde. Dieser Vorgang wurde sooft
wiederholt, bis beide Phasen klar waren, um dann anschlieBend die untere Phase noch
zweimal mit CsCl-geséttigtem Isopropanol zu Uberschichten und auszuschutteln. Daraufhin
wurde die wassrige Phase mit 2 VT H,O verdinnt, die DNA durch Zugabe von 0,6 VT
Isopropanol und 10-minutiger Inkubation auf Eis geféllt und durch Zentrifugation (15 min,
4°C, 5000 rpm) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend mit 70% (‘/,) Ethanol
gewaschen, getrocknet und je nach Ausbeute in bis zu 500 pl TE-Puffer geldst. Die Menge
der DNA wurde anschlie3end spektralphotometrisch bestimmt und die Qualitat der Plasmide

durch Restriktionsspaltung und Gelelektrophorese Uberpruft.

TB-Medium Phosphat-Puffer 10x

Select Peptone 12 g/l KH,PO, 0,17 M
Hefe-Extrakt 24 g/l K,HPO, 0,72 M
Glycerin 0,4% (v/v) Autoklaviert

Autoklaviert
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4.1.3 Isolierung genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Fur die Isolierung genomischer DNA wurde zuerst das Medium von den eukaryontischen
Zellen abgesaugt, die Zellen mit 1XPBS gewaschen und daraufhin mittels Trypsin von der
Schale abgel6st. Um die Trypsinierung zu stoppen, wurden die Zellen mit Medium versetzt,
in ein Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt und durch eine 10 mindtige Zentrifugation bei 1000 rpm
geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in dem 5 — 10fachen Volumen
an Extraktionspuffer resuspendiert. Daraufhin wurden die Zellen 3 h bei 55°C inkubiert. Nach
dem Abkihlen (ca. 15 min bei RT) wurde % VT Phenollésung hinzugegeben, 10 min
rotierend inkubiert und mit 1/2 VT Chloroform gemischt. Nach erneutem 10minitigem
Rotieren erfolgte ein Zentrifugationsschritt (10 min, 8000 rpm). Die obere wassrige Phase
wurde in ein neues Gefald Uberfihrt und mit 1 VT Chloroform versetzt. Es erfolgte wiederum
eine rotierende Inkubation fir 10 min und eine anschlieBende Zentrifugation bei 8000 rpm flr
10 min. Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefald Uberfuhrt und einer Ethanol-Fallung
unterzogen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in TE gel6st, wobei die Menge an TE von

der Pelletgréf3e abhangig ist.

Extraktionspuffer

NaCl 200 mM
EDTA 100 mM
SDS 0,2%
Proteinase K 100 pg/mi

frisch ansetzen

4.1.4 Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolféllung

Die Phenol/Chloroform-Extraktion dient der Beseitigung von Proteinen aus wassriger DNA-
Losung (Ausubel, 1989 ). Durch eine darauffolgende Ethanolpréazipitation werden Salze
entfernt.

Die wassrige DNA-LAsung wurde zunachst auf ein geeignetes Volumen (mindestens 200 pl)
mit ddH,O aufgefullt, mit 1 VT equilibriertem Phenol versetzt und mit einem Vortexer
grindlich vermischt. Ein Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 13.000 rpm diente der
Phasentrennung. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt
und mit der gleichen Menge an Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und gut vermischt. Nach
erneuter Phasentrennung (10 min, 13.000 rpm) wurde die obere Phase nochmals einer

Aufreinigung mit Chloroform unterzogen. AnschlieRend wurde die wassrige und jetzt
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proteinfreie Phase zur Fallung der DNA mit 2 VT 100%-igem Ethanol versetzt. Nach einer
Inkubation fir 15 min bei —20°C wurde die prazipitierte DNA abzentrifugiert (15 min, 13.000
rpm). Das Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen und nach einer erneuten kurzen
Zentrifugation getrocknet. Das Lésen der DNA in TE oder ddH,O erfolgte fur 10 min auf

einem Ruttler.

NaAc-LOsung
Natriumacetat 3M
pH mit Essigsaure auf

pH 5,0 einstellen

4.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen

Die spektralphotometrische Konzentrationsbhestimmung von DNA (Ausubel, 1989 ; Ausubel
F. M., 1989) erfolgte durch Absorbtionsmessung bei 260 nm in einer Quarzkiivette. Dabei
wurde die DNA in ddH,O verdinnt. Die Konzentration wurde nach folgender Gleichung

ermittelt;

C=OD260Xan

C: Konzentration

n: 50 pg/ ml fir dsDNA, 40 pg/ ml fur ssDNA und RNA, 30 pg/ ml fur Oligonukleotide bei
1 cm Kivetten-Schichtdicke

f: Verdinnungsfaktor

OD¢o: Optische Dichte bei 260nm

4.2 Enzymatische Modifikation von DNA

Modifikationen von DNA wurden mit Hilfe von Enzymen durchgefiihrt, die gemaR den

Herstellerangaben verwendet wurden.
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4.2.1 Restriktionsspaltung

Doppelstrangige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen geschnitten werden (Roberts
and Macelis, 1991). Diese Enzyme erkennen eine spezifische Nukleotidabfolge einer
doppelhelikalen DNA, an der sie entweder direkt (Typ Il Endonukleasen) oder an einem
davon entfernten Bereich (Typ | Endonukleasen) schneiden kdnnen. Hierbei entstehen
Uberstehende (sticky) Enden oder glatte (blunt) Enden (Ausubel, 1989 ). Die Aktivitat eines
jeden Enzyms ist in Units (engl.: Einheiten) angegeben. Ein Unit ist die Menge eines
Enzyms, die notig ist, bei optimalen Puffer- und Temperaturbedingungen 1 ug A-DNA in einer
Stunde vollstandig zu verdauen. Im Allgemeinen wurden 2-3 Enzymeinheiten pro pg
Plasmid-DNA verwendet und 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert.

4.2.2 Auffillen von 5 -Enden

Wenn nach Restriktionsverdaus zwei DNA-Fragmente entstanden, deren Enden nicht
zueinander komplementar waren, und diese miteinander ligiert werden sollten, war es
notwendig, diese Enden durch eine Polymerase-Reaktion zu glatten Enden mit
Desoxynukleotiden aufzufillen. Das hierfir verwendete Enzym war das Klenow-Enzym, das
der grof3en Untereinheit der DNA-abhéangigen DNA-Polymerase | aus E. coli entspricht, oder
die T4 DNA Polymerase. Diese Enzyme katalysieren die Addition von Desoxynukleotiden an
die freie 3'-OH-Gruppe eines DNA-Molekiils, das einen 5'-Uberhang besitzt und somit
sowohl als Primer als auch als Matrize dient. Ferner besitzt das Klenow-Enzym eine 3°-5°-
Exonuklease-Aktivitat. Fiir das Auffiillen von 5'-Uberhdngen wurden bis zu 5 ug DNA in 1 x
Klenow- oder T4-Reaktionspuffer mit 1 ul eines 25 mM dNTP-Mixes und 10 Units Klenow-
Enzym oder T4 DNA Polymerase in einem Volumen von 10 pl fur 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Fur 10 uyg DNA wurden 10 Units Enzym der Firma MBI zusammen mit 4 pl eines 4
mM dNTP-Mixes eingesetzt und fir 30 min bei RT inkubiert.

4.2.3 Dephosphorylierung

Das Einbringen eines DNA-Fragmentes in einen linearisierten Vektor, welcher zwei gleiche
Enden aufweist, wird durch die Religationseigenschaft des Vektors erschwert. Durch die hy-
drolytische Abspaltung der 5 -terminalen Phosphatgruppen des Vektors mittels alkalischer
Kalberdarm-Phosphatase (CIAP) kann dessen Re-Ligation verhindert werden. Die

Dephosphorylierungsreaktion erfolgte mit einer Enzym-Einheit fir 1 Stunde bei 37°C im
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zugehdrigen Reaktionspuffer. Nach beendeter Reaktion wurde die Phosphatase durch
Phenol/Chloroform-Extraktion oder Gelelektrophorese von der DNA separiert.

4.2.4 Ligation

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym
katalysiert ATP- und Mg -abhangig die Verbindung von 5’-Phosphatgruppen und 3'-
Hydroxylgruppen zu Phosphodiesterbindungen (Ausubel, 1989 ). Bei glatten Enden wurden
dabei Vektor und Insert im molaren Verhdltnis 1:4 und bei Uberh&ngenden Enden 1:2 in
Ligase-Puffer mit einem Enzym-Unit Ligase pro pg Gesamt-DNA inkubiert. Im Falle
kohasiver Enden erfolgte die Ligation fir mind. 3 Stunden bei RT, im Falle glatter Enden
Uber Nacht bei 4°C.

4.2.5 Multimerisieren und Klonieren von DNA-Fragmenten in einen

episomalen Vektor

Ausgangspunkt fur die Klonierung waren PCR-Produkte der jeweiligen genomischen
Bereiche. Diese wurden mit der Tag-Polymerase amplifiziert, welche die Eigenschaft besitzt,
nach Ende der Strangsynthese einen 5-Adenosin-Uberhang zu bilden, so dass das Produkt
direkt in den kommerziellen Vektor pGEM®-T kloniert werden kann.

Die Multimerisierung erfolgte in dem Vektor pBSK in drei Schritten. Zun&chst wurde das
Insert mit den kombinierten Bindestellen mittels der Spel/Xbal-Schnittstellen aus dem
pGEM®-T-Vektor ausgeschnitten und in die gleichen Schnittstellen des Vektors pBSK
einkloniert. Das zur Multimerisierung benétigte Insert wurde durch Verdau des pBSK-Vektors
mit Spel/Notl prapariert. Parallel wurde in einem zweiten Ansatz der Vektor mit den Enzymen
Notl/Xba geschnitten. Dies fuhrt zu einem linearisiertem Vektor mit eingebautem Insert.
Durch Ligation des Inserts mit dem linearisierten Vektor kommt es zur Bildung eines Dimers.
Die Erkennungssequenz der kompatiblen Enden der Spel- und Xba-Schnittstellen werden
hierbei zerstort. Die Tetra- bzw. Pentamerisierung erfolgte nach dem gleichen Prinzip, jedoch
dienten teilweise die neu erhaltenen Plasmide als Ausgangspunkt.

Sowohl die monomeren als auch die multimeren Inserts wurden im nachsten Schritt
direktional in den Vektor p3a-5’-3’ (Ruger, Diplomarbeit) kloniert. Dieser Vektor ist ein Derivat
des kommerziellen Vektors pGL3 (Promega), welcher neben dem durch einen SV40-
Promotor aktiviertes Luciferase-Gen und einem SV40-Enhancer zusétzlich zum

Ursprungsvektor eine zweite Multiple Cloning Site (MCSII) zwischen Reportergen und
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Enhancer enthalt. Das direktionale Klonieren erfolgte durch Linearisierung des Vektors
mittels Spel in der MCSIlI und dem Einklonieren des Spel/Xbal-geschnittenen Inserts.
Aufgrund der kompatiblen Enden der beiden Enzyme kann der Einbau des Inserts in beide
Richtungen erfolgen. Die Orientierung des Inserts wurde durch einen Testverdau ermittelt,
die auf Grundlage der Position der wiederhergestellten Spel-Schnittstelle beruhte.

Im finalen Schritt wurde der fir die Luciferaseexpression verantwortliche regulatorische
Bereich ausgeschnitten und in den Vektor pREP-ss, ein Derivat des kommerziellen Vektors
pREP4, aus dem der RSV-Promotor und die Polyadenylierungsstelle entfernt wurden, in die

Schnittstellen Notl und Nhel einkloniert.

4.2.6 Sequenzierung von DNA

Um Plasmide, die aus einer Minipraparation stammen, zu sequenzieren, musste die DNA
zuvor noch einer Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlielenden Ethanol-Fallung
unterzogen werden. Plasmide aus einer Maxipraparation konnten direkt verwendet werden.
0,6 ng des zu sequenzierenden Plasmids wurden zusammen mit 20 pmol geeignetem Primer
in einem Volumen von 7 pl in ein PCR-Gefal3 pipettiert. Die Sequenzierung wurde von der

Firma Sequence Laboratories Géttingen GmbH durchgefiihrt.

4.2.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion ist ein Verfahren, um spezifische DNA-Fragmente in einer
exponentiell verlaufenden Polymerisierungsreaktion zu amplifizieren. Drei wesentliche
Komponenten kommen dabei zum Einsatz: eine hitzestabile, DNA-abhangige DNA-
Polymerase, ein Plasmid oder ein DNA-Fragment, das der Polymerase als Matrize dient und
schlie3lich zwei Primer, die komplementér zu den flankierenden Regionen der zu ampli-
fizierenden Sequenz sind, an die sie antiparallel hybridisieren und deren freies 3"-OH Ende
der Polymerase als Substrat fur die Addition von freien Desoxynukleotiden dient.

Die Reaktionen der PCR erfolgen zyklisch, wobei die Einzelreaktionen der PCR tempera-
turabhangig sind und in drei Schritten verlaufen. Der Denaturierung bei 94°C, bei der sich die
beiden Strdnge der DNA trennen, folgt die Hybridisierung der Primer bei 45-65°C an die
DNA-Einzelstrange. Die anschlieRende Elongation bei 72°C, dem Temperaturoptimum der
Polymerase, schlie3t den Zyklus ab. Fur gewdhnliche Amplifizierungen wurde die Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet. Sollten die PCR-Produkte jedoch fur

Klonierungen dienen, wurde die Pfu-Polymerase verwendet, da sie eine Proof Reading-



METHODEN 34

Aktiviat besitzt. Bei der Auswahl von geeigneten Primern wurde darauf geachtet, dass sie
eine Lange von 17-28 Nukleotiden im hybridisierenden Bereich und einen GC-Gehalt von 50-
60% besalen. Die Primer solten am 3-Ende ein G oder C besitzen und die
Schmelztemperaturen (Tm) optimalerweise zwischen 55 und 80°C liegen.

4.2.8 realtime-PCR

Die realtime-PCR wird angewendet, um eine quantitative Echtzeitanalyse von spezifischen
DNA-Fragmenten durchzufihren. Die Produktzunahme wird durch Fluoreszenzlicht
gemessen, welches in Abhangigkeit zur Produktmenge entsteht. Hierfir wurde der Farbstoff
SYBR Green | verwendet. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenldnge von 480nm, das
Emissionsmaximum lag bei 520nm. Der Farbstoff bindet sequenzunabhangig in der kleinen
Furche doppelstrangiger DNA und nur gebundener Farbstoff fluoresziert nach Anregung.
Das Amplikon sollte eine Lange von 100-200 bp besitzen. Bei diesem sensiblen System sind
die Reaktionszeiten des Amplifizierungszyklus wesentlich kirzer als bei der herkdmmlichen
PCR (Denaturierung 95°C 10 sec, Annealing 58-60°C 10 sec, Verlangerung 72°C 10 sec).
Zum Abschluss der Reaktion wurde eine Schmelzkurve erstellt, um die Eigenschaften des
amplifizierten Produkts bestimmen zu konnen. Verwendet wurde das SYBR® Green

t™ Tag ReadyMix'™ von Sigma. Dieser Mix enthélt die fir die Amplifikation der

JumpStar
DNA erforderliche Reagenzien SYBR Green | flurescent dye, Tag-Polymerase, Mg?*, Uracil-
DNA-Glykosylase (UDG) und dNTPs (wobei dTTP durch dUTP ersetzt wurde) und liegt als
2fach Mix vor. In einen 10 ul PCR-Ansatz wurden zu 5 pl 2fach SYBR Green Mix 3ul H,0, je

0,5 ul Primer (10 pmol/ul) und 1 pl Template pipettiert.

4.3 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Elektrophorese ist ein biochemisches Trennverfahren, das die Wanderung von
geladenen Molekilen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung nutzt. Dieses Verfahren

wurde sowohl zu analytischen als auch zu praparativen Zwecken eingesetzt.
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4.3.1 Agarosegele

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten, die eine Lange Uber 100 bp
aufweisen, eignen sich Agarosegele als Matrix (Southern, 1979). Der Trennbereich dieser
Gele kann durch Einstellung der Agarosekonzentration (0,6 — 3,5% (w/v)) variiert werden.

Zur Herstellung analytischer Agarosegele wurde Agarose in 1xXTAE-Puffer in einem
Mikrowellenherd erhitzt. Nach Abkuhlen auf ca. 50°C wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 1ug/ml hinzugegeben und die Gel-Lésung in eine Flachbettapparatur
gegossen (Johnson and Grossman, 1977). Nach Erkalten des Gels wurde die
Elektrophoresekammer mit 1XTAE-Puffer befiillt. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden
mit 1/6 VT Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Zum Langenvergleich wurde
0,5 pg eines DNA-Langenstandards in einer weiteren Spur aufgetrennt. Die bei der
Elektrophorese verwendete Spannung betrug 5-10 V/cm Elektrodenabstand. Zur
Dokumentation wurden die Gele unter UV-Licht (266 nm) fotografiert. Die DNA-Banden
waren unter UV-Licht sichtbar, da Ethidiumbromid die Eigenschaft besitzt, zwischen die

DNA-Basen zu interkalieren und dann zu fluoreszieren.

TAE-Puffer 50x Gel-Ladepuffer

Tris 242 g/l Fikoll 40% (w/v)
Eisessig pH 7,7 57,1 ml Bromphenolblau 0,05% (w/v)
EDTA 18,6 g/l Xylencyanol 0,05% (w/v)

Ethidiumbromid-
LAsung
10 mg/ml in ddH,O

4.3.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um ein spezifisches DNA-Fragment aus einem DNA-Gemisch zu isolieren, wurden ebenfalls
Agarosegele zur Auftrennung verwendet. Nach der Separierung wurde die zu isolierende
DNA-Bande mit Hilfe eines Transilluminators bei 365 nm detektiert. Die Bande wurde mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald3 tberfuhrt. Die
Extraktion erfolgte mit dem Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) oder dem

QIAquick® Gel Extraction Kit von Qiagen. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren.
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4.4 Arbeiten mit RNA

4,41 Lagerung

Die Lagerung von RNA erfolgte bei —80°C in RNase freiem Wasser.

4.4.2 Isolierung von RNA

Fur die Isolierung der in den geernteten Zellen befindlichen gesamt-RNA wurde das RNeasy-
Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Zellen, die als Monolayer in einer Kulturschale
wuchsen, wurden zuerst trypsiniert und zentrifugiert (5 min, 1000 rpm, RT). Nach Waschen
des Zellpellets mit 1xPBS, wurden die Zellen unter Verwendung eines milden Detergens
(RLT-Puffer) mit R-Mercaptoethanol lysiert und durch das zuséatzliche Passagieren durch
eine Kanile homogenisiert. Das Lysat wurde daraufhin mit 1 VT 70%-igem EtOH versetzt.
Bei der anschlieRenden Zentrifugation adsorbierte die Silicongelmembran einer Trennsaule
die freigewordene RNA. Nach mehreren Waschvorgéangen wurde die adsorbierte RNA mit 50
ul RNase-freiem Wasser ausgewaschen und in einem ebenfalls RNAse-freien
Reaktionsgefald aufgefangen. Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde

spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt.

4.4.3 RT-PCR

Reverse Transkriptasen sind Enzyme, die die Umschreibung der einzelstrangigen RNA in
eine doppelstrangige Komplementar-DNA (cDNA) katalysieren. Die Reverse Transkriptase
ermdglicht die Untersuchung der Expressionsstarke eines Gens anhand der mRNA-Menge
(und somit auch der cDNA-Menge). Die hergestellte cDNA kann dann Uber PCR ausgewertet
werden.

Gesamt-RNA wurde mittels reverser Transkriptase und Oligo-dT als Primer in cDNA
umgeschrieben. Dazu wurde die RT-PCR mit dem RNA-PCR-Kit der Firma GeneAmp
durchgefinhrt:
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Komponenten Volumen in pl

25 mM MgCI2 4 ul
10x PCR Puffer lI 2 ul
DEPC-Wasser 3 ul -RNA Volumen
DGTP 2 pl
DATP 2 pl
DCTP 2 pl
DTTP 2 ul
Rnase-Inhibitor 1l
MuLV 1l
Random-Primer je 0,5 ul
Oligo-dT

RNA 1 ug
Endvolumen 20 ul

RT-PCR Programm:
10 min - RT, 15 min-42 °C, 5min-99 °C, 5min -5 °C

Fur die anschlieRende PCR wurde jeweils 1 ul eingesetzt.

4.5 Arbeiten mit Bakterien

4.5.1 Vermehrung und Lagerung

Die Vermehrung der beschriebenen Bakterienstdmme erfolgte bei 37°C auf LB-Agarplatten
oder als Schittelkultur in LB-Medium, eventuell mit geeigneten Antibiotika angereichert. Auf
Agarplatten kdnnen die Bakterien bis zu 4 Wochen bei 4°C gelagert werden. Zur Lagerung
Uber einen langeren Zeitraum hinweg wurden 100pl einer LB-Bakteriensuspension 600pl
frisches LB-Medium und 400ul Glycerin zugegeben. Die einzelnen Komponenten wurden gut

gemischt in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert (Ausubel, 1989 ).
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LB-Medium Agarplatten

Bactotrypton 10 g/l Bactotrypton 10 g/l
Hefe-Extrakt 54l Hefe-Extrakt 54l
NaCl 10 g/l NaCl 54l
pH 7,5 autoklaviert

Der Agar fur die Agarplatten wurde autoklaviert, auf ca. 50°C in einem Wasserbad abgekdihlt,
und nach Zugabe geeigneter Antibiotika in Petri-Schalen gegossen. Die Aufbewahrung der
Platten erfolgte im Dunkeln bei 4°C.

Glycerinstock

Bakteriensuspension 100ul
LB-Medium 600ul
Glycerin 400yl

4.5.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Zellen sind E.coli-Zellen, die durch Calciumeinschliisse besonders geeignet
sind, fremde DNA aufnehmen zu kénnen. Die Herstellung kompetenter Bakterien und deren
Transformation mit Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Hanahan (Hanahan, 1983)
durchgefuhrt (Hanahan, 1983). Bei dieser Methode kdénnen Transformationseffizienzen von
bis zu 10" Transformanten pro pg Plasmid-DNA erreicht werden. Fir die Herstellung
transformationskompetenter Bakterien wurden 200 ml LB-Medium mit 1 ml Bakterien einer
UN-Flissigkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgyonm Von 0,6 geschiittelt. Nach
Erreichen der vorgesehenen Bakteriendichte wurden die Bakterien fur 10 min bei 3000 rpm
und 4°C pelletiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C. Puffer, GefalRe und
Glaspipetten wurden ebenfalls auf diese Temperatur vorgekihlt. Das Pellet wurde vorsichtig
in 40 ml TB-Puffer resuspendiert und 10 min inkubiert. Die Zellen wurden erneut fir 10 min
bei 3200 rpm zentrifugiert und das Bakterienpellet in 9,3 ml TB-Puffer und 0,7 ml DMSO
resuspendiert und 10 min inkubiert. Die Proben wurden aliquotiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren.
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4.5.3 Transformation von Bakterien

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen wird Transformation
genannt. Die Kompetenz wird zuvor durch eine Behandlung mit Calcium- oder anderen
zweiwertigen lonen (siehe 4.6.2) generiert. Sie bewirkt auf eine noch unbekannte Art und
Weise eine wesentlich leichtere Aufnahme der DNA (Mandel and Higa, 1970). 50-200 pl
transformationskompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 100-500
ng Plasmid-DNA oder einem Ligationsansatz und einer 30-minutigen Inkubationszeit auf Eis
folgte eine Hitzebehandlung fur 90 sec bei 42°C. Danach wurde 2 VT LB-Medium zugegeben
und die Bakteriensuspension flir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt
(1 min bei 4000 rpm) wurde das Bakterienpellet in 100 yl LB-Medium resuspendiert und
anschlieend auf einer Agarplatte ausplattiert. Die Agarplatte enthielt ein zur Selektion
geeignetes Antibiotikum. Nach 10-16 Stunden Inkubation bei 37°C konnten Einzelkolonien

isoliert werden.

4.6 Arbeiten mit eukaryontischen Zelllinien

Fur das Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden ausschlie3lich sterile Puffer, Medien,
Glasgerate und Zentrifugenrdhrchen verwendet. Alle Arbeiten wurden in Sterilboxen
durchgefunhrt.

4.6.1 Lagerung und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Ein Aliquot (5 x 10°%1 x 10’ Zellen) in fliissigem Stickstoff gelagerter Zellen wurde bei RT
aufgetaut und in ein steriles Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Um das DMSO, das aus dem
Einfriermedium stammt, auszuwaschen, wurden die Zellen mit 9 ml Medium verdiinnt und fir
5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Zellpellet in 10 ml frischem
Medium resuspendiert und die Zellen in eine Maxi-Kulturschale mit vorgelegten 10 ml

Medium ausgesat.
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4.6.2 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle verwendeten Zellen wurden in Gewebekulturschalen und, wenn nicht anders deklariert,
in DMEM mit 10% FCS und 1% Pen/Strep-Lésung in 5%-iger CO,-Atmosphére bei 37°C
kultiviert.

Um die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten, wurden sie in
Abhangigkeit von ihrer Wachstumsrate umgesetzt. Das Umsetzen adhéarenter Zellen erfolgte
vor Erreichen der Konfluenz. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1xPBS
gewaschen. Nach Absaugen des PBS-Puffers wurden die Zellen 2 - 5 min in Versen-Trypsin-
Ldsung inkubiert. Die proteolytische Reaktion des Trypsins bewirkte das Ablésen der Zellen
von den Gewebekulturschalen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml frischen
Mediums abgestoppt, die abgelésten Zellen vorsichtig resuspendiert und im Verhaltnis von

1:2 bis 1:10 auf neue Kulturschalen ausgesat.

DMEM-Medium RPMI-Medium
DMEM 13,38 g/l 17,66 g/l
Na-Bicarbonat 3,749/l 3,024 g/l
HEPES 25 mM autoklaviert
Autoklaviert
Pen/Strep-L6sung PBS-Puffer
Penicillin 10.000 Na,PO,4-2H,0, pH7,4 10 mM
units/ml
Streptomycin 10.000 KH,PO, 1,7 mM
units/ml
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
autoklaviert
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Versen-Trypsin- Versen-Trypsin-
Losung A L6ésung B
Na,HPO,-2H,0 6 mM CaCl, 0,6 mM
KH,PO, 1 mM MgSO, 0,4 mM
NacCl 137 mM Zutaten in 1/5 des
Endvolumens losen
KCI 2,6 mM Losung A+B vereinen
EDTA 3mM auf Endvolumen auffillen
Trypsin aus 0,125% (w/v) steril filtrieren
Rinderpankreas
Zutaten in  3/4 des 0,125% (w/v) bei —20°C lagern
Endvolumens l6sen,

pH 7,0 einstellen

4.6.3 Einfrieren eukaryontischer Zellen

Zum Einfrieren wurden die Gewebekulturzellen mit Versen-Trypsin-Ldsung (s. 0.) abgelost
und nach Zugabe von Medium resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen zentrifugiert
(5 min, 1.000 rpm, RT), in 1 ml frisches Medium aufgenommen und in ein Cryogefald
uberfiihrt. Dazu wurde jeweils 1 ml Einfriermedium pipettiert. Die Ampullen wurden in einem
Einfrierbehdlter bei -70°C lber Nacht langsam abgekihlt und anschlieend in flissigem
Stickstoff gelagert.

Einfriermedium

DMEM-Medium 45%
FCS 40%
DMSO 15%

4.6.4 DNA-Transfer in Zellen

CaPO,-Methode

In dieser Arbeit wurde vor allem die CaPO,-Methode zur Transfektion von eukaryontischen

Zellen verwendet. Die eingesetzte DNA formiert zusammen mit dem Calciumphosphat
Kristalle, die sich an die Zellen anhaften und von diesen Uber einen noch unbekannten,
endocytotischen Mechanismus aufgenommen werden. Die zu transfizierenden Zellen

wurden einen Tag vor ihrer Transfektion so ausgesat, dass sie bei Abschluss des
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Experimentes fast konfluent waren. Transiente Transfektionen flr Reporterassays wurden
jeweils im Duplett angefertigt, aus denen ein Mittelwert und die korrespondierende
Standardabweichung erstellt wurde. Fir Transfektionen wurden die sog. HEBS-Methode
angewendet, die mit 6-well Schalen (Luc-Assay) durchgefuhrt wurde.
Ein Ansatz, der pro well (9,6 cm?) fur die Transfektion verwendet wurde, setzt sich wie folgt
zusammen:
Reaktionsansatz: 5,4 ug DNA
mit ddH,O auf 183,6 ul aufgefiillt
21,6 ul 10xHEBS — vortexen
10,8 ul 2M CaCl, — jede einzelne Probe sofort nach Zugabe
vortexen
Nach der Zugabe von 10,8 ul CaCl, wurde der Ansatz flr genau 11 min bei 20°C inkubiert
und anschlieBend zu den Zellen gegeben. 8-16 Stunden nach der Transfektion wurden die

Zellen mit 1xPBS-Puffer gewaschen und mit frischem Medium Uberschichtet.

10xHEBS

HEPES pH 7,2 mit HCI 200 mM
einstellen

NacCl 1,37 M
Glucose 60 mM
KCI 50 mM
Na,HPO, 7 mM

jetPEI™
Polyethyleneimin (PEI) ist ein organisches Polymer, das eine hohe Dichte an Aminogruppen

besitzt, die protoniert werden kénnen. Herrscht im Milieu ein physiologischer pH, so bindet
dieses Polykation sehr stark an DNA. Wie das genaue Einschleusen der PEI-DNA-Komlexe
funktioniert, ist noch unbekannt. Das PEI-Verfahren ist bei vielen Zellen sehr effektiv, jedoch
scheint die Membran durch diese Aufnahmemethode sehr durchlassig zu sein, so dass die

Zellen sehr sensibel gegentber Umweltfaktoren werden.

Fur die Transfektion von HepG2-Zellen, wurde das Jet-PEI-Kit von Biomol verwendet. Fur
ein well wurden 3 pg DNA in 100 pl 150 mM NaCl und 3,6 pl Jet-PEI ebenfalls in 100 pl 150
mM NaCl gegeben. Daraufhin wurden beide L&sungen miteinander vermischt, wobei zu
beachten ist, dass PEI in die DNA-enthaltende Losung gegeben wird. Nach kurzem Vortexen
und Zentrifugieren wurden die Proben 15-30 min bei RT inkubiert und anschliel3end

tropfenweise auf die Zellen gegeben.
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4.6.5 Hormoninduktion in der transienten Transfektion

In DNA-Transferexperimenten mit Hormoninduktion war es notwendig, die Zellen mindestens
einen Tag vor dem Transfer in hormonfreiem oder T3-freiem Medium zu halten. Hierfir
wurde das dem Medium zugesetzte fotale Kalberserum von endogenem Gesamthormon
oder T3 befreit. Fur die Herstellung von Serum ohne Hormon wurden 500 ml FCS fiur 2
Stunden mit 25 g Aktivkohle bei RT gerihrt, anschlieBend 1 Stunde bei 6000 rpm
zentrifugiert und zweimal sterilfiltriert (Porengrof3e bei der ersten Filtration 0,8 um, bei der
zweiten Filtration 0,2 pm). Das so behandelte Serum wurde in Aliquots zu 50 ml bei -20°C
eingefroren. Um das FCS vom T3 zu befreien, wurden Anionenaustauscher-Beads
verwendet. Fir 250 ml FCS wurden 10 ug Beads dreimal mit ddH,O &aquilibriert (5 min, 3000
rpm, 4°C), um dann mit dem FCS fir 5 Stunden bei RT rotierend inkubiert zu werden.
AnschlieBend wurden die Beads abzentrifugiert (15 min, 3000 rpm, 4°C) und das FCS im
Uberstand erneut mit 10 ug aquilibrierten Beads UN bei RT rotierend inkubiert. Am néchsten
Tag wurden die Beads zentrifugiert (15 min, 3000 rpm, 4°C) und der Uberstand uiber einen
Faltenfilter (& 240 mm) von restlichen Beads befreit. Das vom T3 depletierte FCS wurde
daraufhin zweimal sterilfiltriert (Porengrof3e bei der ersten Filtration 0,8 um, bei der zweiten
Filtration 0,2 um) und in Aliguots bei —20°C eingefroren.

Die Hormonzugabe zum Medium erfolgte nach dem eigentlichen DNA-Transfer. In den

durchgefuhrten Experimenten wurde jeweils eine Endkonzentration von 106 M T3/E2
verwendet. Nach 48 Stunden erfolgte eine erneute Zugabe, da die Hormone im Medium

nach dieser Zeit abgebaut wurden.

4.6.6 Ernte und Aufschluss der Zellen

24-72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Das Medium wurde
verworfen und die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen
bei RT mit 250 pl Lysepuffer inkubiert. Nach 15 Minuten wurden die Schalen aufgestellt und
der Zellextrakt in Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Bis zur Messung wurde der Extrakt auf Eis

aufbewabhrt.
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Lysepuffer

Tris/HCI pH 7,5 25 mM
MgCl, 8 mM
EDTA 1 mM
Triton X100 1%
Glycerin 15%
pH 7,1-7,5 15%
frisch : DTT 1 mM

4.6.7 Aktivitatsbestimmung der Luciferase (Luc-Assay)

Die Messung der Genaktivitat beim Einsatz der Luciferase (Luc) als Reportergen erfolgte
Uber die Quantifizierung des gebildeten Enzyms Luciferase. Dazu wurde der Proteinextrakt
aus den transfizierten Zellen mit einem Uberschuss des Substrates Luciferin und ATP
inkubiert und die Starke der Umsatzreaktion anhand der Lichtemission bestimmt. Zur
Messung der Proben wurden jeweils 100 pl Proteinextrakt 4 Sekunden nach Einstellen in das
Gerat automatisch mit 100 pl Luciferin-ATP-LOsung versetzt. Nach einer Inkubation von 5
Sekunden wurde die Lichtemission Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden gemessen und als

Summe gezahlt (Integration).

Luciferin-ATP-L6sung

D-Luciferin 90 mg/I
ATP 0,8 mM
pH 7

4.6.8 Aktivitatsbestimmung der 3-Galactosidase

Das Reporterplasmid pCMV-lacZ, welches ein B-Galactosidase-Gen enthalt, wurde in
transienten Transfektionen zur Normalisierung der Transfektionseffizienz eingesetzt. Die
Aktivitdt des Enzyms wird photometrisch anhand eines gelben Farbumschlags detektiert. o-
Nitrophenol wird von o-Nitro-phenol-B-Galactopyranosid (ONPG) abgespalten und kann
quantitativ im Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 420 nm erfasst werden kann.
Es wurden 5-50 pl Proteinextrakt mit 750 pl Z-Puffer und 200 ul ONPG versetzt und bis zum
Farbumschlag bei 30°C im Dunkeln inkubiert. Die Enzymaktivitat ergibt sich aus der

Farbveranderung pro Zeit, d.h. nach ausreichender Farbveranderung wurden alle Proben
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gleichzeitig direkt im Photometer gemessen. Die Enzymaktivitat wurde anhand folgender
Formel errechnet:

OD4z20 nm X 1000 = LacZ-Wert

Eine Normalisierung erfolgte indem die Luciferase-Einheiten anschlieBend zu den
entsprechenden LacZ-Werten ins Verhaltnis gesetzt wurden (Luc/LacZz).

Z-Puffer ONPG-LOsung

K;HPO,4 x 2H,0 60 mM KPO, pH=7,0 0,1M
KH,PO,4 x H,O 40 mM ONPG 4 g/l
KCI 10 mM

MgSO, x 7TH20 0,1 mM

pH 7, sterilfiltrieren

4.7 Arbeiten mit Proteinen

4.7.1 Lagerung von Proteinen

Alle Arbeiten mit Proteinen wurden bei 4°C oder auf Eis ausgefihrt. Es wurden nur sterile
Gerate und Lésungen benutzt. Fur die Lagerung bei -80°C wurde den Proteinen 1/10 VT

Glycerin zugesetzt.

4.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen erfolgt spektralphotometrisch bei einer
Wellenlange von 595 nm. Sie basiert auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums einer
sauren Coomassie-Lésung von 495 nm zu 595 nm, wenn Protein zur Losung hinzugefuigt
wird.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 1-10 pl Proteinlésung mit 200 pl Roti®-Quant versetzt
und durch Zugabe von 0,25 M Tris/HCI pH 7,8 auf ein Volumen von 1 ml gebracht. Die
Proben wurden gegen einen proteinfreien Leerwert bei 595 nm gemessen. Die
Proteinkonzentration errechnet sich aufgrund einer Eichkurve geman der Formel:

¢ [ug/ul] = ODsgs nm X 19,89 / eingesetztes Volumen



METHODEN 46

4.7.3 Herstellung von Ganzzellextrakt

Diese Methode =zur Herstellung von Ganzzellextrakt wurde fir eine anschlieRende
immunologische Detektion von Proteinen im Western Blot verwendet. Die Zellen wurden
hierfir nach Waschen mit 1xPBS-Puffer auf der Zellkulturschale mit einem Gummischaber in
5xSDS-Auftragspuffer geerntet. Um die enthaltene genomische DNA zu zerstdren, wurde der
Extrakt fir 2x10 Sekunden bei Level 1 sonifiziert. Zu 200ul Probe wurden 600ul H,O, 800l
Methanol und 200pl Chloroform pipettiert und anschliel3end gevortext. Die Losung wurde fiir
5 Minuten bei 6000rpm zentrifugiert, wobei sich eine milchige mittlere Phase ausbildet
welche die Proteine enthalt. Das Pellet wurde mit 2ml Methanol versetzt und fir weitere 5
Minuten bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der
Speedvac getrocknet und in 90ul 1x PBS und 10ul 10% SDS aufgenommen. Fir die
anschliel3ende Proteinbestimmung musste ein Aliquot mit Wasser verdinnt werden (1:10),
da SDS die Bradfordreaktion stért. Vor Auftragen von gleichen Proteinmengen fiir den

Western Blot wurden die Proben gekocht und zentrifugiert (13.000 rpm, 1 min).

SDS-Auftragspuffer 5X

Tris/HCI pH 6,8 62,5 mM
Glycerin 20% (v/v)
SDS 2% (Wiv)
B-Mercaptoethanol 5% (v/v)
Bromphenolblau 0,125% (w/v)

4.7.4 Denaturierende Polyacrylamidgele

Um ein einzelnes Protein in einem Gemisch nachzuweisen, bedarf es einer Auftrennung der
Proteine und ihrer anschlieRenden Visualisierung entweder durch direkte Anféarbung (z.B.
Coomassie) oder mittels einer spezifischen Nachweisreaktion (Immunoblot).

In dem von Ulrich Lammli 1970 erstmals beschriebenen System lassen sich
Proteinmischungen unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer GrolRe auftrennen
(Laemmli, 1970). Bei diesem Verfahren dient das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
zum Entfalten der Proteinstrukturen. Dabei lagern sich pro AS durchschnittlich zwei Molekile
SDS an und geben allen Proteinen eine elipsoide Raumstruktur, was eine ausschlie3lich
durch das Molekulargewicht abhéngige Auftrennung ermdglicht. Eine stark reduzierende
Chemikalie (B-Mercaptoethanol) bricht zusétzlich alle Disulfid-Bindungen auf. Auf diese

Weise standardisierte Proteinmischungen konnen Uber die regulierbare Matrix eines
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Polyacrylamidgels der Grofl3e nach aufgetrennt werden. Dabei wird die doppelt negative
Ladung von SDS ausgenutzt, die alle Eigenladungseffekte der Proteine Giberdeckt und eine
Auftrennung im elektrischen Feld ermdglicht. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes und erfolgt in Richtung Anode.

Das verwendete Gelsystem steht senkrecht und besteht aus zwei Polyacrylamid-Bereichen,
die sich im pH-Wert unterscheiden und nacheinander von den Proteinen durchlaufen
werden. Dabei fokussiert das obenliegende Sammelgel die Proteinprobe in einem schmalen
Band, bevor mit dem Wechsel zum Trenngel der pH-Anstieg eine Auftrennung bewirkt. Dabei
kann die PorengrdfRe des Trenngels mit unterschiedlicher Polyacrylamid-Konzentration
variiert werden, so dass eine optimale Auftrennung in jeweils verschiedenen
Molekulargewichts-Bereichen gewahrleistet ist. Zur Bestimmung der Molekulargewichte
wurde parallel ein standardisiertes Proteingemisch (Marker) aufgetragen. Alle Zubehdrteile
des Gelsystem Hoefer Mighty Small wurden mit entionisiertem Wasser und 70% (v/v)
Ethanol gereinigt. Es wurde eine Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlésung (30:0,8 (w/v))
benutzt, die 10 bis 15%-ig im Trenngel, und 6%-ig im Sammelgel eingesetzt wurde. Die

gewiinschten Gelldsungen wurden fur Trenn- und Sammelgel separat angesetzt.

Sammelgel 6% Trenngel 10% 7,5%

0,5M Tris/HCI pH6,8 2,5ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8 2,5 ml 2,5 mi
PAA/BAA (37,5:1) 1,3 ml PAA/BAA (37,5:1) 3,3ml 2,5 mi
ddH,O 6,1 ml ddH,O 4,1 ml 49 ml
SDS 10% 100 ul SDS 10% 100 pl 100 pl
APS 50 ul APS 50 ul 50 ul
TEMED 10 pl TEMED 5ul 5ul

Zur Polymerisierung wurden zunachst das Trenngel und spéater das Sammelgel in die
vorbereiteten Giel3stande gefillt. Nachdem die Gele auspolymerisiert waren, wurden sie in
eine entsprechende Apparatur eingespannt und mit 1 X Lammli-Puffer gefuillt.

Die Proteinproben wurden mit SDS-Auftragspuffer (5x konz.) versetzt und 5 Minuten
gekocht. Anschliel3end wurden die Proben fur 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und in
die Probenauftragstaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde mit 20 mA pro Gel
(Einlaufen der Proben in die Matrix) begonnen und dann bei 25-30 mA weitergefihrt.

Eine Visualisierung von Proteinbanden wurde durch Farbung der Gele in Coomassie-L6sung
(60 min) ermd@glicht. Die Nachweisgrenze dieser Methode lag im Bereich von 0,4ug Protein
pro Bande. Die Entfarbung (mehrere Stunden) des Hintergrundes durch Entfarbel6sung
erfolgte genauso wie die Farbung auf einem Schdttler bei RT. Nach vollstandiger Entfarbung
der Gele konnten diese auf einem Leuchttisch ausgewertet und durch Fotografie

dokumentiert werden.
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Entfarbelésung Coomassie-

Farbeldsung

Methanol 40% (v/v) Coomassie blue R250 0,2% (w/v)
Eisessig 10% (v/v) in Fixierer

Lammli-Puffer 10x

Tris 250 mM

Glycin 1920 mM

SDS 1%

4.7.5 Blotten der Proteine

Der Elektroblot erlaubt den Transfer von zuvor in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteinen auf eine Tragermembran. Da diese Proteine mit SDS beladen sind,
wandern sie im elektrischen Feld zur Anode und kénnen so aus der Gelmatrix heraus auf
eine Membran transferiert werden.

In dieser Arbeit wurde die so genannte Wetblot-Methode angwendet. Nach Aktivierung der
Membran in 100% Methanol wird diese auf das Gel aufgelegt. Vor und hinter diese
Anordnung werden jeweils drei mit Transferpuffer getrénkte Whatman-Papiere und jeweils
eine Schwammmatte gesetzt. Dieses Sandwich wird im Anschluss so in den Blotrahmen
eingelegt, dass die PVDF-Membran auf der Seite der Anode (wei3e Seite) liegt. Durch
Anlegen eines elektrischen Feldes erfolgt der Transfer der negativ geladenen Proteine auf
die Membran. Der Transfer wird in einer mit 1x Transfer-Puffer geflllten Wetblot-Apparatur
bei 4°C und 100V Spannung fur 1 Stunde durchgeflhrt.

Blotpuffer 10x
Glycin 1,92 M
Tris 250 mM

4.7.6 Immunodetektion

Die Immunodetektion ist eine sensitive Nachweismethode fir Proteine. Diese Methode
beruht auf der immunologischen Reaktion zwischen einem spezifischen Antikorper
(Primarantikérper) mit seinem  Antigen  (Protein). Zur Visualisierung dieses

Antikdrper/Antigen-Komplexes dient ein gegen den Priméarantikdrper gerichteter,
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enzymgekoppelter Sekundarantikdrper. Durch die Bindung mehrerer Sekundarantikdrper an
einen Primarantikdrper wird eine Signalverstarkung erreicht, die zusammen mit der hohen
Sensitivitdt der Enzymreaktion die Empfindlichkeit dieses Nachweissystems ausmacht.

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden Priméarantikorper
aus Mausen in Kombination mit geeigneten Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrpern
eingesetzt. Nach dem Elektroblot wurde die ,proteinbeladene® PVDF-Membran zur
Absattigung unspezifischer Bindestellen fir 2 Stunden bei 20°C mit einer fettfreien
Milchlésung (5% (w/v) Milchpulver in PBST) inkubiert. Die abgesattigte Membran wurde
daraufhin fur 1-2 Stunden mit dem in PBST verdinnten Primarantikorper inkubiert. Nach drei
Waschschritten (3 x5 min mit PBST), zum Entfernen von unspezifisch gebundenen
Primarantikérpern, wurde die Membran fiir eine weitere Stunde mit einem entsprechend in
PBST verdinnten Sekundarantikdrper inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal
gewaschen (s.0) und stand danach fiir die Nachweisreaktion mit dem ECL-Kit zur Verfiigung.
Hierzu wurde die Membran auf einem Stlick Haushaltsfolie mit einem Gemisch aus gleichen
Anteilen der ECL-Detektionslésung A und B benetzt und fir eine Minute inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran in Folie verpackt, in einer Filmkassette
befestigt und gegen einen Rontgenfilm exponiert. Die Signalentstehung bei diesem
Entwicklersystem beruht auf einer verstarkten Peroxidase-katalysierten Chemilumineszenz.
In den meisten Féllen reichten Expositionen zwischen 5 Sekunden und 5 Minuten aus, um

ausreichende Signalintensitaten zu erreichen.

PBST

NasPO,4 2H,0 pH7,4 10 mM
KH,PO, 1,7 mM
NacCl 137 mM
KCI 2,7 mM
Tween 20 0,1%

4.7.7 In vitro Transkription/Translation

Fur die gekoppelte in vitro Transkription/Translationsreaktion wurde eine Komplettausriistung
der Firma Promega verwendet, wobei die Durchfiihrung gemalR3 den Herstellerangaben
erfolgte. Die Arbeiten wurden ausschlieBlich mit Handschuhen, RNase-freien
Reaktionsgefallen und Pipettenspitzen sowie mit nukleasefreiem Wasser durchgefiihrt. Der

Puffer und alle anderen Komponenten wurden auf Eis aufgetaut. Im Folgenden ist die
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Zusammensetzung eines 1x Ansatzes aufgelistet, welcher bei Bedarf vervielfacht wurde. Die
Anséatze wurden vorsichtig gemischt und fir 90 min bei 30°C inkubiert.

Komponenten Volumen in pl
TNT-Reticulocyten-Lysat oder 6,25 pl
Wheat-germ Extrakt

TNT Reaktionspuffer 0,5 pl
Aminosaure-Mix (ohne Methionin) 0,25 pl
%3-Methionin (15 pCi/pl) 1 pl
DNA (1 pg/ul) 0,25 pl
TNT Polymerase (T7, T3, SP6) 0,25 pl
Rnasin 0,5 pl
ddH,O 3,5 ul
Endvolumen 12,5 pl

Sollte der Einfluss von Hormon auf die Interaktion zwischen einem in vitro translatierten
Rezeptor und einem GST-Fusionsprotein untersucht werden, wurde der Translationsansatz
mit einer entsprechenden Menge Hormon fir 20 min bei RT vor dem Pulldown inkubiert

(siehe auch).

4.7.8 Expression rekombinanter Proteine

In dieser Arbeit wurde die Expression eukaryontischer Gene als GST-Fusion in E. coli
durchgefuhrt. Nach der Transformation eines entsprechenden Plasmids wurde ein Einzelklon
fir 12 h bei 37°C in 5 ml TB mit 25 pl Glucose (20%) und geeignetem Antibiotikum vermehrt.
Die Kultur wurde in 400 ml TB-Medium ohne Antibiotikum mit 40 ml Phosphatpuffer und 20
ml Glucose (20%) tberfuhrt und bis zu einer ODgyonm VOn 0,7 bis 0,8 bei 37°C inkubiert. Nun
erfolgte durch Zugabe von IPTG (0,5 mM Endkonzentration im Medium) die Induktion der
Expression des rekombinanten Proteins. Der Ansatz wurde fir weitere 3-7 h bei 18-25°C
inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C und mit vorgekihlten Ldsungen
durchgefihrt. Nach Abschlul3 der Inkubation wurden die Bakterien pelletiert (10 min,
3200 rpm, 4°C) und in 30 ml STE-Puffer gut resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation

wurde das Bakterienpellet nochmal in 30 ml STE-Puffer resuspendiert. Die Bakterienlyse
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wurde durch Aktivierung des endogenen Lysozymgens mittels Einfrieren UN bei -20°C
verstarkt. Danach wurden die Proben bei RT aufgetaut und die Proteine duch Zugabe von
300 pl 1 M MgCl;, 15 yl 2 M MnCl,, 300 pl DNAse | (1mg/ml), 300 ul RNAse A (1 mg/ml) und
300 pl Lysozym (50 mg/ml) rotierend fur 30-45 min freigesetzt. Die unldslichen Bestandteile
wurden durch Zentrifugation (30 min, 11.000 rpm, 4°C) entfernt und der Uberstand bei -80°C
in Aliquots aufbewabhrt.

STE-Puffer

NaCl 150 mM
Tris/HCI pH 8 10 mM
EDTA 1mM

4.7.9 Affinitatsaufreinigung GST-fusionierter Proteine

Diese Methode zur Aufreinigung der rekombinanten GST-Fusionsproteine beruht auf der
spezifischen  Enzym/Substrat-Wechselwirkung von GST mit Glutathion. Durch
Immobilisierung des Glutathions an einer Matrix aus Sepharose lassen sich GST-
Fusionsproteine durch Zentrifugation von den restlichen Bestandteilen des Proteinextraktes
trennen.

Bevor die Glutathion-Sepharose fir Bindereaktionen eingesetzt wurde, fand ein Waschschritt
mit 1xPBS statt, um u.a. das aus der Lagerung stammende Ethanol zu entfernen. Der
aufzureinigende Extrakt wurde mit einer entsprechenden Menge der aquilibrierten Matrix fur
2 h bei 4°C inkubiert. Bei Proteinextrakten, die aus einer 400 ml Bakterienkultur stammten,
wurden z.B. 300 pl der Sepharose eingesetzt. AnschlieRend wurde die Sepharose mittels
Zentrifugationsschritten (5 min, 1000 rpm, 4°C) dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Fur
EMSA Experimente erfolgte zum Abschlu3 der Aufreinigung die Elution der GST-
Fusionsproteine durch Aufnahme der Beads in Waschpuffer mit zugegebenem Glutathion
(Endkonzentration 20mM).

Waschpuffer
Tris/HCI pH 8 100 mM
NaCl 100 mM

4.7.10 GST-Pulldown

Dieses Verfahren eignet sich zur in vitro Analyse von Interaktionen zwischen Proteinen und
beruht auf einer Immobilisierung von Glutathion-S-Transferase-(GST-)-Fusionsproteinen an

Glutathion-Sepharose (Kaelin et al., 1991). Immobilisierte GST-Fusionsproteine wurden in
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einem zweiten Schritt mit in vitro translatiertem, **S-markiertem Protein inkubiert. Im Falle
einer Bindung beider Proteine miteinander wurde das **S-markierte Protein ebenfalls
immobilisiert und konnte nach Coprézipitation anschlieRend autoradiographisch
nachgewiesen werden.

Die GST-Fusionsproteine wurden in E.coli exprimiert und dber Glutathion-Sepharose
aufgereinigt. Jeweils 30 pl aquilibrierte Beads wurden zweimal mit Waschpuffer, der mit 1,5
mg/ml BSA angesetzt wurde, um unspezifische Bindungen zu verhindern, gewaschen (5
min, 2000 rpm, 4°C). Nach der letzten Zentrifugation folgte die Bindereaktion. Daflir wurden
5 ul eines in vitro Transkriptions/Translationsansatzes (siehe 4.8.7) pro Reaktion zusammen
mit 170 ul Waschpuffer (1,5 mg/ml BSA) dazugegeben. Nach einer zweistliindigen
rotierenden Inkubation bei 4°C wurden die Ansétze dreimal fur 15 min mit Waschpuffer (ohne
BSA) gewaschen, bevor sie mit 1xSDS-Auftragspuffer versetzt wurden. Als Input wurden 5%
des Uberstandes der Kontrollbindereaktion mit GST vor den Waschschritten genommen.
Gebundene GST-Fusionsproteine wurden anschlieRend durch Coomassie-Farbung, *S-

markierte Proteine mittels Autoradiographie visualisiert.

4.8 Untersuchung von DNA-Protein-Interaktion

4.8.1 Chromatin Immunoprazipitation (ChlP)

Mit dieser Methode konnen in Zellsystemen in vivo-Bindungen von Proteinen an
genomischer Kern-DNA nachgewiesen werden. Alle Puffer missen frei von DNA sein und es
wurden ausschliel3lich Filtertips verwendet, um DNA-Kontaminationen zu verhindern.

Jeweils eine Maxischale, ca. 10’ Zellen, wurde entsprechend des Experiments behandelt,
z.B. fur eine bestimmte Zeit mit Hormon inkubiert. Danach erfolgte zuerst der DNA/Protein-
Crosslink in den Zellen. Dafir wurde 37%-iges Formaldehyd, welches zuvor fur 4h bei 65°C
inkubierte, in einer Endkonzentration von 1% direkt zum Zellkulturmedium hinzugefiigt und
die Zellen fur 10 min bei RT inkubiert. Dabei erfolgte die kovalente Bindung der
interagierenden Proteine an die DNA. Die Kreuzvernetzungsreaktion wurde durch Zugabe
von 1/7 Volumen 1M Glycin und weiterer Inkubation von 5 min bei RT beendet.
AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit kaltem 1xPBS gewaschen und mit einem
Zellschaber in 1 ml kaltes 1xPBS, das mit 1 mM PMSF versehen wurden, geerntet.
Daraufhin wurden die Zellen fur 5 min bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert, in 1 ml SDS
Lysepuffer (+ Proteinaseinhibitoren, 1 mM PMSF) resuspendiert und fir 10 min auf Eis

inkubiert. Die anschlie3ende Sonifizierung (7-10x 10 sec, Level 1, konstanter Puls) im 15 ml
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Falcon auf Eis bewirkte die vollstandige Zelllyse und die mechanische Fragmentierung des
kreuzvernetzten Chromatins. Dabei entstanden Chromatinfragmente einer mittleren Grol3e
von ca. 500 bp. AnschlieBend erfolgte die Abtrennung von Zellbruchstiicken durch
Zentrifugation fuir 10 min bei 14.000 rpm und 4°C. Der Uberstand konnte nach diesem Schritt
mit 5% Glycerin versetzt und bei -80°C bis zur Immunoprazipitation gelagert oder direkt
weiter verwendet werden.

Fur die Chromatin Immunopréazipitation wurden je 200 ul Aliqguot mit 1800 ul Dilutionspuffer +
1mM PMSF aufgefullt. 20 pl des Uberstandes wurden fiir den Input bei —20°C aufbewabhrt.
Vor der eigentlichen Préazipitation wurde der Zellextrakt vorgereinigt. Hierflr wurden je 30 ul
Protein A-Agarose Beads (50% slurry) einmal mit Dilutionspuffer &aquilibriert und
anschlieRend mit dem verdinnten Zellextrakt (2 ml) und 5 pl Prdimmunserum bei 4°C fir 2 h
rotierend inkubiert. Nach Zentrifugation der Proben bei 2000 rpm (5 min, 4°C), wurde der
Uberstand mit 1-5 pg des entsprechenden Antikérpers iiber Nacht rotierend bei 4°C
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit 5 pyl Prdimmunserum inkubiert. Die
Bindung der gebildeten Immunkomplexe erfolgte durch Zugabe von je 30 ul Protein A-
Agarose, die mit Dilutionspuffer aquilibriert wurde, und anschlieBender Inkubation fir 2 h bei
4°C. Die Prazipitate wurden mit jeweils 1 ml Niedrigsalzpuffer, Hochsalzpuffer, LiCl-Puffer
und zweimal mit je 1 ml TE gewaschen. Das Waschen bestand aus einer 5Smindtigen
Inkubation (rotierend) bei 4°C und anschlieRender Zentrifugation fir 1 min bei 2000 rpm. Die
DNA/Protein-Komplexe wurden daraufhin durch zweimalige Inkubation mit je 250 pl
Elutionspuffer (rotierend) fur 15 min bei RT eluiert. Der Input wurde ebenfalls mit
Elutionspuffer auf 500 pl aufgefullt. Durch die Zugabe von 20 pl 5 M NaCl und
anschlieRender Inkubation bei 65°C UN erfolgte die Auflésung der durch Formaldehyd
vermittelten DNA/Protein-Bindung. Die freigesetzten Proteine und enthaltene RNA wurden
zuerst mit 5 pg RNase A fir 2 h bei 37°C und anschliel3end mit 20 ug Proteinase K bei 45°C
zerstort. Um das fir den Verdau notwendige Milieu zu schaffen, wurden dem Prazipitat zuvor
10 pl 0.5 M EDTA und 100 pl 0.5 M Tris-HCI pH 6,8 zugesetzt. Die DNA-Extraktion erfolgte
mittels  Phenol-/Chloroform-Extraktion und anschlie@ender Ethanol-Fallung unter
Verwendung von 10 pg Glykogen als Carrier. Die Fallung erfolgte bei —80°C fir 10min und
weiteren 30min bei -20°C. Das luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in 43 pl ddH,O und 7 pl TE

aufgenommen. Fir PCR oder realtime-PCR wurden je 1 pl als Template verwendet.
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SDS Lysepuffer Dilutionspuffer
SDS 1% SDS 0,01%
EDTA 10 mM Triton X100 1,1%
Tris/HCI pH 8,1 50 mM EDTA 1,2 mM
Proteaseinhibitor- 1:1000 Tris/HCI pH 8,1 16,7 mM
Mix

NaCl 167 mM
Niedrigsalzpuffer Hochsalzpuffer
SDS 0,1% SDS 0,1%
Triton X100 1% Triton X100 1%
EDTA 2mM EDTA 2mM
Tris/HCI pH 8,1 20 mM Tris/HCI pH 8,1 20 mM
NacCl 150 mM NacCl 500 mM
LiCl-Puffer TE-Puffer
LiCl 0,25 M Tris 10 mM
NP40 1% EDTA 1mM
Deoxycholat 1% pH 8
EDTA 1mM
Tris/HCI pH 8,1 10 mM

4.8.2 Gelretardierungsexperiment (EMSA)

Bei dieser Art von Experimenten kann die Bindung von Proteinen an kurze, radioaktiv mar-
kierte DNA-Fragmente durch eine verringerte Mobilitdt der entstehenden DNA-Protein-
Komplexe gegeniiber der ungebundenen DNA nachgewiesen werden. Nach der Autoradio-
graphie zeigen sich dabei neben der nicht von Protein besetzten DNA-Bande (,Freie Probe®),
welche die héchste Mobilitat besitzt, eine oder mehrere Banden geringerer Mobilitat, welche

durch die Bildung verschiedener DNA-Protein-Komplexe hervorgerufen werden.

Herstellung einer radioaktiven Sonde

Zunachst erfolgte die Markierung eines Stranges. Dazu wurden 100 pm DNA mit 1ul T4-
Polynukleotid-Kinase und 50uCi 32P-y-ATP in einem Gesamtvolumen von 30l mit
entsprechendem Volumen an Puffer Tango fur 1h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach

Zugabe von 100pm des komplementaren Stranges erfolgte eine weitere Inkubation fir 15min
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bei 37°C. Diese zweischrittige Markierungsreaktion ist notig, da die T4-Polynukleotid-Kinase
bei einzelstrangiger DNA eine hohere Effizeinz der 32P-Ubertragung besitzt als bei
doppelstrangiger DNA. Im Anschluss erfolgte das Annealing der beiden komplementéaren
Strange im von 100°C auf Raumtemperatur abkiihlenden Wasserbad. Nach diesem Schritt
erfolgte die Aufnahme in 70ul 1x Bandshift-Puffer mit zugegebenem Methylenblau und die
Aufreinigung der Probe Uber eine Sephadex G-50-Saule. Die Lagerung der radioaktiven

Probe erfolgte bei -20°C bis unmittelbar vor Benutzung.

EMSA-Reaktion
1-4 ul E.coli- exprimiertes GST-Fusionsprotein (1ul fur GST und 4ul fir GST-

Fusionsproteine) wurde zunachst in einem Gesamtvolumen von 20 ul 1x Bandshift-Puffer mit
Kompetitor-DNA versetzt, um unspezifische Interaktionen mit der DNA zu verhindern. Nach
20 min RT wurde dann 1pl der markierten Probe zum Ansatz hinzugegeben und wiederum
fir 20 min bei RT inkubiert. Dann wurde der Ansatz auf ein 5%-iges PAA-Gel geladen und
bei einer maximalen Starke von 150 Volt fur 3-4 h aufgetrennt. Anschlielend wurde das Gel
in 10% MeOH/5% CH3COOH fixiert und fir 1,5 h im Geltrockner getrocknet. Zur Detektion
wurde das getrocknete Gel gegen einen Rontgenfilm exponiert, wobei die Expositionszeit in
Abhangigkeit von der Starke der Strahlung zwischen 4 Stunden und 3 Tagen variiert wurde.

Bandshift-Puffer 2X TBE-Puffer 5x
Hepes pH 7,4 40 mM Tris 450 mM
Glycerin 20% Borat 450 mM
KCI 40 mM EDTA 10mM
MgCI 2mM

DTT 10 mM

ZnClI2 20uM

BSA 200ug/mli

NP40 0,04%
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5 Ergebnisse

5.1 Identifikation eines gemeinsamen Interaktionspartners von
CTCFund TR

Es ist anzunehmen, dass bei der hormonsensitiven Enhancer-Blockade Cofaktoren, die
durch CTCF und/oder TR rekrutiert werden, eine entscheidende Rolle spielen. Bis heute sind
mit Sin3A, Alien, RXR und p53 vier Proteine bekannt, die sowohl mit CTCF als auch mit TR
interagieren. Bei Studien, die zur Identifizierung von Interaktionspartnern fir CTCF
durchgefihrt und freundlicherweise von S. van de Nobelen zur Verfligung gestellt wurden,
zeigte sich unter anderem TRIP12 als méglicher Kandidat. MEL-Zellen die entweder mit der
prokaryotischen Biotin-Ligase BirA als Kontrolle oder mit rekombinantem CTCF und BirA
stabil transfiziert wurden, dienten in Pulldown-Experimenten als Ausgangspunkt, um
Interaktionspartner von CTCF zu identifizieren. Dabei wurde biotinyliertes CTCF an
Streptavidinbeads gebunden und mit allen putativen Interaktionspartnern auf einem Gel
aufgetrennt und anschlieRend in der Massenspektroskopie analysiert. In diesen Studien
wurde unter anderem TRIP12 identifiziert (S. van de Nobelen, Doktorarbeit). Urspriinglich
wurde das Protein als TR interacting protein 12 beschrieben und computergestitzte
Analysen zeigen eine 45%ige Ubereinstimmung der Aminosauresequenz der c-terminalen
Doméane mit E6-AP (Lee et al., 1995). Fur TRIP12 wurde eine sogenannte WWE- und eine
HECT-Domane (homologous to E6-AP carboxyl terminus), die ein Merkmal von E3-Ubiquitin-
Ligasen ist, beschrieben (Aravind, 2001). E6-AP wurde erstmals als Protein identifiziert,
welches mit dem E6-Protein des humanen Papilloma-Virus interagiert und als Komplex mit
diesem p53 ubiquitiniert und somit dessen Degradation durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg
einleitet (Scheffner et al., 1993). Auch ERa wird spezifisch von E6-AP gebunden und
ubiquitiniert, was zur Regulierung des endogenen Levels des Rezeptors beitragt (Li et al.,
2006). Des Weiteren besitzt E6-AP eine zusatzliche, von dieser unabhangigen, Funktion als
Coaktivator fir verschiedene Kernhormon-Rezeptoren (Nawaz et al., 1999). Diese
Informationen fuhrten zur naheren Betrachtung von TRIP12 und E6-AP in Bezug auf direkte

Interaktion mit CTCF und TR sowie dem Einfluss auf hormonsensitive Enhancer-Blockade.
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5.1.1 TRIP12 und E6AP interagieren mit CTCF und TR-

Die Pulldown-Bedingungen, bei denen TRIP12 als Interaktionspartner von CTCF identifiziert
wurde, lassen es nicht zu die direkte physische Bindung der beiden Proteine zu belegen.
Uber E6-AP liegen keine Informationen beziiglich einer Interaktion mit CTCF und TR vor. Um
eine direkte Protein-Protein Interaktion nachzuweisen wurden GST-Pulldown-Experimente
durchgefuhrt. In einem ersten Ansatz wurde GST-CTCF und einzelne GST-CTCF-
Doménen, die an Glutathion-Agarose-Beads immobilisiert wurden, mit **S-markiertem
TRIP12 inkubiert, auf einem Gel aufgetrennt und das Signal fur TRIP12 durch eine

Autoradiographie visualisiert.
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Abb. 5.1: TRIP12 interagiert in vitro mit CTCF

GST, GST-CTCF und einzelne CTCF-Domé&nen wurden zusammen mit in vitro-translatiertem,
**S-markiertem TRIP12 inkubiert. Die Proteine wurden anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt
und mit Coomassie angefarbt. Eine Autoradiographie visualisiert das Signal fur TRIP12 vor (5% Input)
und nach der Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und ein Pfeil verweist auf die
Laufhohe von TRIP12.

Alle getesteten GST-Fusionsproteine interagieren mit TRIP12, wobei GST allein nicht

interagiert (Abb. 5.1). Aufgrund der unterschiedlichen GST-Konstrukte, die sich nicht alle in
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gleichem Ausmalf} in E.coli exprimieren liel3en, ist es nicht mdglich alle vergleichend in
Bezug auf die Starke der Interaktion mit TRIP12 zu beurteilen. Das mit Coomassie gefarbte
Gel zeigt mit Sternchen markiert die Laufhthe der entsprechenden GST-CTCF
Fusionsproteine und zeigt gleiche Mengen an eingesetztem Protein bei GST, GST-CTCF N-
term und GST-CTCF C-term sowie GST-CTCF und GST-CTCF ZF. Dabei wird ersichtlich,
dass die C-terminale Domé&ne wesentlich besser als die N-terminale Domane mit TRIP12
interagiert und es keinen Unterschied bei der Interaktion zwischen GST-CTCF und GST-
CTCF ZF mit TRIP12 gibt.

Um die Interaktion von E6-AP mit CTCF zu testen, wurde GST-E6-AP, das an Glutathion-
Agarose-Beads immobilisiert wurde, mit %s-markiertem CTCF inkubiert, auf einem Gel
aufgetrennt und das Signal fir CTCF durch eine Autoradiographie visualisiert. Das in vitro
translatierte und radioaktiv markierte CTCF-Protein erzeugt ein deutliches Signal im GST-
Pulldown, wobei GST als Negativkontrolle keine Interaktion mit CTCF zeigt (Abb. 5.2 A).

Der Ligand von Hormonrezeptoren spielt oftmals eine grofRe Rolle bei Interaktionen zwischen
Rezeptoren und anderen Proteinen, wie z.B. Cofaktoren. Aus diesem Grund wurde
Uberprift, ob Hormon die Interaktion zwischen E6-AP und TRB beeinflusst. Bei der
Inkubation von GST bzw. GST-E6-AP mit **S-markiertem TRB zeigt sich eine
hormonabhéngige Interaktion (Abb. 5.2 B). In der Gegenwart von 10* M T3 wird im GST-
Pulldown eine deutliche Bande sichtbar, die in der Abwesenheit von Hormon fast vollstéandig
verschwindet. Bei der GST-Kontrolle kommt es zu keiner Interaktion.

Damit konnte eine direkte Interaktion von CTCF mit TRIP12 bzw. E6-AP gezeigt werden.
Des Weiteren bindet E6-AP nur in der Gegenwart von T3 den Thyroidhormon-Rezeptor
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Abb. 5.2: E6AP interagiert in vitro mit CTCF und in Anwesenheit von T3 mit TRB
(A) GST und GST-E6-AP wurden zusammen mit in vitro-translatiertem, %S-markierten TRp in der An-
bzw. Abwesenheit von 10* M T3 inkubiert. (B) GST und GST-E6-AP wurden zusammen mit in vitro-

translatiertem, **S-markierten CTCF inkubiert. Die Proteine wurden anschlieRend gelelektrophoretisch

aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Eine Autoradiographie visualisiert das Signal fur TRB bzw.

CTCF vor (5% Input) und nach der Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und ein
Pfeil verweist auf die Laufhohe von TR bzw. CTCF.
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5.1.2 E6-AP zeigt geringen Einfluss im Enhancer-Blockade-Assay

Nachdem die Interaktion von TRIP12 und E6-AP sowohl mit CTCF als auch mit TR- gezeigt
wurde, sollte nun ein mdglicher Einfluss auf die hormonsensitive Enhancer-Blockade im
episomalen System untersucht werden. Dafur wurde die Kodierungssequenz fur E6-AP aus
dem fur die prokaryotische Expression bestimmten GST-Vektor ausgeschnitten und in einen
fur eukaryotische Expression geeigneten Vektor 3 eines Flag-tags einkloniert. Das gleiche
Prozedere wurde mit E6-APmut, einer Mutante, die durch einen Austausch der Aminosaure
833 von Cystein zu Alanin nicht in der Lage ist Ubiquitin-Molekule auf andere Proteine zu
Ubertragen, durchgefuhrt. Diese Mutante sollte es erméglichen, die beiden Funktionen von
E6-AP zu unterscheiden und im Besonderen die Auswirkung einer moglichen Ubiquitinierung
zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte TRIP12 nicht in einen geeigneten Vektor flr die
eukaryotische Expression zusammen mit einem Flag-tag einkloniert werden. Die Griinde
hierfir waren vor allem Probleme die cDNA mit Primern, die zusatzliche Schnittstellen zum
spateren Klonieren besitzen, mittels PCR zu amplifizieren. Somit konnte TRIP12 und dessen
Einfluss im episomalen System nicht getestet werden.

Zur Analyse von E6-AP in Bezug auf die Enhancer-Blockade wurden HEK293T-Zellen mit
dem Referenzvektor (pRep E), welcher dem episomalen Konstrukt pRep 5xF1F2 E
entspricht mit Ausnahme der fehlenden kombinierten Bindestelle zwischen Enhancer und
Promotor, und den im Rahmen dieser Arbeit neu klonierten Expressionsplasmiden fur Flag-
E6-AP bzw. Flag-E6-APmut transfiziert. Die Bindestellen fir CTCF (F1) und TR (F2), die in
das episomale System kloniert wurden, stammen aus dem Hihner-Lysozym-Silencer
(Baniahmad et al., 1990). Parallel wurde ein Expressionsplasmid fur TR-B und Lac-Z
transient in die Zellen eingebracht. Das Verhéltnis der Messwerte von der gegen die Lac-Z-
Aktivitat normalisierten Luciferaseaktivitdt des Referenzvektors zu den Werten des 5xF1F2
Konstrukts sind ein MalR fur die Enhancer-Blockade. Fir die spatere Expressionsanalyse
mittels Western Blot wurde von jedem Transferansatz ein zusétzliches 6well transfiziert und
parallel zu dem Luciferaseassay ausgewertet. Das episomale Testsystem wurde in unserem
Labor als Standardexperiment fir den Nachweis einer funktionellen Enhancer-Blockade
etabliert (C. Weth, Doktorarbeit 2006). Das Konstrukt pRep 5xF1F2 E zeigt in transienten
Transfektionen in der Abwesenheit von Hormon, in N2aB-Zellen, eine ca. 8fach geringere
Luciferaseaktivitat als der Kontrollvektor pRep E. In der Gegenwart von 10° M T3 wird dieser
Effekt aufgehoben. Dieses System wurde im Rahmen dieser Arbeit fir verschiedene Studien

verwendet.
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Abb. 5.3: Die Blockierung des Enhancers durch die kombinierte CTCF (F1) und TR (F2)
Bindestelle kann durch T3 aufgehoben werden

Schematische Darstellung der hormonsensitiven Enhancer-Blockade. CTCF und TR binden an einen
Isolator und ein benachbartes TRE. Dadurch wird die Aktivierung eines Enhancers auf ein Gen
verhindert (rotgriner Pfeil) und das Gen wird kaum exprimiert. Die Anwesenheit von T3 fuhrt zur
Aufhebung der Enhancer-Blockade (griner Pfeil) und somit zur Steigerung der Genexpression. Die

Luciferaseexpression des Referenzvektors (pRep E) wird nur marginal durch T3 beeinflusst.

Bei der Auswertung zeigt sich in dem Kontrollexperiment (Flag-empty) wie erwartet in der
Abwesenheit von Hormon eine 3,5fache Enhancer-Blockade, die durch die Gabe von 10° M
T3 aufgehoben wird (Abb. 5.4 A). Die Uberexpression von Flag-E6-APmut fuihrt zu keiner
Veranderung dieses Wertes. Der mutierte Faktor vermittelt somit in diesem experimentellen
Ansatz keinen Einfluss als Coaktivator, was auch eine verstarkte Aktivierung in der
Anwesenheit von Hormon zur Folge haben wiirde. Bei der Uberexpression von Flag-E6-AP
ist in der Abwesenheit von Hormon die Luciferaseaktivitat leicht erhoht, was im
Umkehrschluss zu einer etwas verringerten Enhancer-Blockade von ca. 2,5fach fiihrt. Ob
diese Reduzierung tatsachlich auf den Einfluss von E6-AP und nicht auf natirliche
Schwankungen, die dem experimentellen Ansatz geschuldet sind, zurtickzufiihren ist, kann

abschlieRend nicht geklart werden. In einzelnen Experimenten wurde in der Abwesenheit
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von Hormon sowohl eine leichte Erh6hung auf 4fach als auch eine Reduzierung der
Enhancer-Blockade auf 1,5fach beobachtet. Die Expressionskontrolle zeigt im Western Blot
Signale gleicher Starke fur E6-AP und E6-APmut sowohl in dem Transferansatz fir den
Referenz-Vektor pRep E als auch fir pRep 5x F1F2 E (Abb. 5.4 B). Die Variationen sind
daher nicht auf unterschiedliche Expressionen von E6-AP oder E6-APmut zurtickzufiihren.
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Abb. 5.4: Uberexpression von E6-AP hat keinen signifikanten Einfluss auf Enhancer-Blockade

(A) HEK293T-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem
Reporter transfiziert. Zusatzlich wurden 0,2 ug eines Expressionsplasmid fur TR-B und 0,5 pg fir Flag-
empty, Flag-E6-AP bzw. Flag-E6-APmut cotransfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An-
oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitat im
Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pRep E) in der An- und
Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade der jeweiligen
Episomen ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe eines cotransfizierten B-Galactosidase
Vektors (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert. Es ist ein reprasentatives Experiment von 4 unabhangigen
Versuchen gezeigt. (B) Western Blot eines zusatzlich fir jeden Transferansatz transfiziertem 6wells

Nachweis mit monoklonalem a-Flag-Erstantikorper.
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In N2aB-Zellen zeigen sich die gleichen Resultate wie in HEK293T-Zellen mit der
experimentellen Einschréankung, die Expression von Flag-E6-AP und Flag-E6-APmut wegen
einer zu geringen Transfereffizienz nicht mittels Western Blot detektieren zu kdnnen. Bei der
Cotransfektion von Flag-E6-AP zeigt sich in der Abwesenheit von Hormon eine ca. 6,5fache
Enhancer-Blockade im Vergleich zu 8,5fach (Anhang: Abb. 8.1). Die Uberexpression von
E6-APmut fuhrt in der Abwesenheit von Hormon zu einer 10fachen Enhancer-Blockade. In
allen Ansatzen wird bei der Inkubation der Zellen in T3-haltigem Medium die Blockade
aufgehoben. Auch hier zeigen sich, wie schon weiter oben fir HEK293T-Zellen beschrieben,
zwischen einzelnen Experimenten Variationen, die es nicht zulassen einen signifikanten
Effekt, der von E6-AP verursacht wird, zu postulieren.

Es konnte eine direkte Interaktion von E6-AP mit CTCF und in der Gegenwart von T3 mit
dem Thyroidhormon-Rezeptor gezeigt werden. Die Uberexpression von E6-AP im

Luciferase-Assay hat aber nur einen geringen Einfluss auf die Enhancer-Blockade.

5.2 ldentifikation benachbarter Bindestellen von CTCF und TR

Es stellt sich die Frage, ob die hormonsensitive Enhancer-Blockade einen Mechanismus
darstellt, welcher nur vereinzelt oder haufiger zu beobachten ist. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
wurden zwei kombinierte CTCF- und TR-Bindestellen identifiziert, die eine hormonsensitive
Enhancer-Blockade zeigen (Lutz et al., 2003). Diese stammen aus dem Huhner-Lysozym
und dem humanen c-myc-Gen. Fur beide existiert aber kein geeignetes Zellsystem, in dem
die entsprechenden Gene durch T3 reguliert werden und am endogenen Lokus eventuelle
Veranderungen des Chromatins oder der Rekrutierung von Proteinen an die DNA studiert
werden kdnnten. Daher ist die Identifikation weiterer benachbarter Bindestellen ein wichtiger
Schritt und Schwerpunkt dieser Arbeit, um hormonsensitive Enhancer-Blockade an

endogenen Genen untersuchen zu kdénnen.

5.2.1 Als Ausgangspunkt dienen 126 durch TR regulierte Gene

Um die Auswahl der Gene, die eine benachbarte CTCF- und TR-Bindestelle besitzen
konnten, auf potenzielle Kandidaten zu fokussieren, wurde auf Microarray-Datensatze aus 3
unabhangigen Publikationen zuriickgegriffen, die Gene identifiziert haben, welche von TR
reguliert werden. In der ersten Publikation ist die Expression in 37 von 588 untersuchten
Genen hoch oder runter reguliert. Hierbei wurde Herzgewebe von Ratten, die 15 Tage mit T3

behandelt wurden, gegen eine Kontrollgruppe untersucht (De et al., 2004). Weitere 55 durch
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den TR regulierte Gene wurden in quantitativen Microarray-Versuchen identifiziert.
Fluoreszierende cDNA, prapariert aus hypothyroiden und mit T3 behandelten Mausen,
wurde auf einen cDNA-Microarray hybridisiert, welcher 2225 unterschiedliche Mausgene
reprasentiert, und anschlieBend eine Computeranalyse durchgefiihrt, um die relativen
Unterschiede in der Genexpression zu untersuchen (Feng et al., 2000). Dariiber hinaus
wurden 33 Gene durch Genexpressionsprofile von murinem Lebergewebe von normalen und
TRB-defizienten Mauslinien nach 2 Stunden und 5 Tagen Induktion mit Thyroidhormon
identifiziert. Somit konnten direkte und eventuelle sekundare Langzeiteffekte und vor allem
der Einfluss von TRB unterschieden werden (Flores-Morales et al., 2002). Diese Gene
wurden noch durch die Phosoenolpyruvat Carboxy-Kinase (PEPCK) vervollstandigt, ein Gen
welches zelltypspezifisch, vor allem in der Leber, durch den TR reguliert ist und die Initiation
der Gluconeogenese kontrolliert (Loose et al., 1985; Park et al., 1995). Somit dienten die hier
beschriebenen Gene als Ausgangspunkt fir die weitere Charakterisierung bezuglich einer
kombinierten CTCF- und TR-Bindestelle. Eine detailierte Ubersicht der einzelnen Gene
befindet sich im Anhang (Tabelle 8.1).

5.2.2 ldentifikation von CTCF-Bindestellen 40 kb stromauf- bzw. abwarts

des Transkriptionsstarts

Durch genomweite Untersuchungen von CTCF-Bindestellen stehen Datensatze zur
Verfligung, mit Hilfe derer einzelne Gene untersucht werden kénnen (Kim et al., 2007). In
ChIP on chip-Experimenten wurden insgesamt 13804 CTCF-Bindestellen in primaren
humanen Fibroblasten identifiziert. Des Weiteren wurde ein Konsensus-Motiv, welches aus
20 Basenpaaren besteht und zur Vorhersage von CTCF-Bindestellen dient, beschrieben. Ein
wichtiges Programm hierbei ist der GenomeBrowser, ein internetbasiertes Werkzeug zur
Visualisierung von genomischen Daten und derer Annotationen. Dabei ist das Programm so
gestaltet, dass externe Annotationsdatensatze jederzeit importiert werden kénnen. Da die
Datensatze fur die CTCF-Bindestellen aus humanen Zellen stammen wurde jedes der durch
den TR regulierten murinen Gene, wenn mdglich, in den GenomeBrowser (UCSC
GenomeBrowser, human may 2004 assembly) zusammen mit dem Datensatz fir CTCF
Ubertragen und einzeln kontrolliert, ob eine Bindung im Bereich 40 kb vor bis 40kb nach
Transkriptionsstart vorliegt. 31 der untersuchten Gene besitzen eine oder mehrere
Bindestellen fur CTCF im untersuchten Bereich, wobei 64 Genregionen mit dem heutigen
Wissensstand nicht von CTCF gebunden werden (Abb. 5.5 und Anhang: Tabelle 8.1). Die
Ubrigen Gene konnten im GenomeBrowser weder mit Namen noch mit der Genbank-

Eintragsnummer (Accession number) gefunden werden und somit auch nicht weiter
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charakterisiert werden. Es wurde eine weitere Unterteilung der Gene, die eine CTCF-
Bindestelle besitzen, vorgenommen. Das ,klassische® Beispiel aus dem Hihnerlysozym-Gen
liegt im Promotorbereich des Gens und so wurden analog dazu die CTCF-Bindestellen in
promotornahe (5° des Transkriptionsstarts) und Bindestellen im transkribierten oder
stromabwarts liegende Sequenzbereiche unterteilt. Die Mehrzahl, namlich 23 Bindestellen,

liegen im 5° Bereich, die Ubrigen 8 entsprechend 3' davon.

126 durch TR regulierte Gene

63 haben keine CTS im Bereich +-40 kb i 32 sind im GenomeBrowser nicht zuzuordnen

31 besitzen eine oder mehr CTS

» a4
23 haben eine 5' CTS 8 haben eine 3' oderim transkribierten
\ Bereich gelegene CTS
\
\\ I/
10 besitzen kein putatives TRE \‘ ’I 4 besitzen kein putatives TRE
13/4 haben eine benachbarte
Bindestelle

6 wurden nicht weiter untersucht l 1 bindet TR nicht invitro

10 haben eine benachbarte Bindestelle an die CTCF
und TR bindet.

Abb. 5.5: Von 126 untersuchten Genen besitzen 10 eine kombinierte Bindestelle fir CTCF und
TR

Die 126 Gene aus dem murinen Genom wurden im ersten Schritt auf das humane Genom Ubertragen.
Pfeile (schwarz gestrichelt = in silico, blau = in vitro Analysen) markieren jeweils Gene die weiter
untersucht wurden. CTS = CTCF Target Site, TRE = Thyroid hormone receptor Response Element.

5.2.3 Identifikation von madglichen TR-Bindestellen mit Hilfe des
NUBIScan-Algorithmus

Kernhormonrezeptoren werden durch eine Vielzahl von Hormonen, weiteren endogenen
Substanzen und exogenen Molekilen aktiviert. Diese beeinflussen die Regulation ihrer
Zielgene durch Bindung an Promotoren oder Enhancer auf spezifischen
Erkennungssequenzen. Diese zu identifizieren ist meist der erste Schritt, um detailiertes
Wissen Uber den Regulationsmechanismus eines Gens zu erhalten. Der NUBIScan-

Algorithmus ist ein Computerprogramm, das verwendet wird, um Erkennungssequenzen von
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Kernhormonrezeptoren vorherzusagen (Podvinec et al., 2002). Der Algorithmus bewertet
dabei die Verteilung von Nukleotiden in einer Matrix und kombiniert die Werte beider
Halbseiten, die fur die Bindung von Dimeren erforderlich sind. Der TR erkennt eine Vielzahl
an Bindemotiven als Monomer, Homodimer oder Heterodimer zusammen mit RXR. Dabei
besteht eine Halbseite aus der Konsensussequenz AGGT(C/A)A, die in unterschiedlichen
Ausrichtungen, wie z.B. Palindromen, invertierten Palindromen und direkten Wiederholungen
mit Abstanden von jeweils sechs, vier oder null Nukleotiden zueinander stehen kénnen. In
der Computeranalyse wurde auf Bindestellen des Typs DRO, DR4, DR5 (direct repeat), IR4
(inverted repeat) und ER6 (everted repeat), die alle daflr bekannt sind, TR zu binden,
fokussiert (Desvergne, 1994). Von den 23 Genen, die eine 5° CTCF-Bindestelle haben,
besitzen 10 keine putative TR-Bindestelle, die Ubrigen 13 zeigen aber im NUBIScan-
Algorithmus eine mogliche Zielsequenz (Abb. 5.5). Bei den restlichen 8 Genen zeigen 4 eine
negative und 4 eine positive Vorhersage. Damit haben ca. 50% (17 von 31) der untersuchten
CTCF-Bindestellen eine mogliche benachbarte TR-Bindestelle. Um die Auswahl weiter
einzugrenzen, wurden 6 Gene nicht weiter untersucht. Die Kriterien flir den Ausschluss
waren recht unterschiedlich wie z.B. ein niedriger Vorhersagewert (Score), fur die TR-
Bindung, relativ grof3e Distanz (>800bp) zwischen der CTCF- und der TR-Bindestelle oder
keine genaue Vorhersage fur ein CTCF-Bindeelement, sondern nur ein relativ grof3er
Sequenzbereich, der durch die ChIP on chip-Experimente bekannt war. Die einzelnen
Namen der detailiert untersuchten Gene, Anzahl und Ausrichtung der CTCF- und TR-
Bindestellen sind in Abbildung 5.6 zu sehen.
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Abb. 5.6: Schematische Darstellung der Gene mit kombinierter CTCF- und TR-Bindestelle.

Die einzelnen Skizzen zeigen jeweils die Bezeichnung des Gens und den Bereich in Basenpaaren
(bp), der auf eine putative TR-Bindestelle untersucht wurde. Durch einen schwarzen Pfeil ist der
Transkriptionsstart gekennzeichnet. Eine CTCF-Bindestelle ist mit CTS und eine TR-Bindestelle
entsprechend mit DRO, DR4, DR5, IR4, DRO oder ER6 markiert.

5.2.4 Alle CTCF-Bindestellen zeigen in vitro-Bindung

Wie bereits zuvor erwahnt wurde, basieren die Vorhersagen fur CTCF-Bindung auf ChIP on
chip-Datensatzen und einer Konsensussequenz, die es ermdglicht, diese im Genom
vorherzusagen. Die Rohdaten der ChIP on chip-Signale beinhalten die kompletten Intervalle,
unabhangig von der Signalstarke des Arrays, und umfassen somit mehrere hundert
Basenpaare. Deswegen wurden alle, im Rahmen dieser Arbeit, vorhergesagten CTCF-
Elemente hinsichtlich der in vitro-Bindung von E.coli-exprimierter GST-CTCF Zinkfinger-
Doméane (GST-CTCF ZF) untersucht. Diese Proteinextrakte erzeugen im EMSA mit der
jeweiligen radioaktiv markierten Sonde ein deutliches Signal (Abb. 5.7). Diese Interaktion
kann durch einen Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter F1 wt-Bindestelle (bekannte
CTCF-Bindestelle des Huhner-Lysozym-Gens) in allen Ansatzen komplett oder stark
kompetiert werden, was zeigt, dass die Bindung von GST-CTCF ZF spezifisch ist. In allen
Ansatzen wurde ein groRer Uberschuss an Lachssperma-DNA verwendet, um eine
Kompetition nur durch die zusatzliche DNA auszuschliel3en. GST allein ist nicht in der Lage
eine retardierte Bande zu erzeugen. Diese Ergebnisse zeigen, dass CTCF alle

vorhergesagten Sequenzen in vitro bindet.
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Abb. 5.7: CTCF bindet im EMSA an alle vorhergesagten Elemente

0,5-2 ng E.coli-exprimiertes und aufgereinigtes GST als Negativkontrolle oder GST-CTCF ZF wurden
zusammen mit jeweils 1 pM radioaktiv markiertem Oligonukleotid und 2 pg Lachssperma-DNA
inkubiert und anschlieBend auf einem 5%-igen PAA-Gel aufgetragen. Fir Kompetitionsexperimente
wurden die Ansatze zusatzlich mit einem 50fach Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter DNA-

Sonde (K = Kompetitor F1) versetzt. Pfeile markieren die Laufhéhe von GST-CTCF ZF.

5.2.5 Etwa 50% der vorhergesagten TR-Elemente zeigen in vitro-Bindung

Analog zu den CTCF-Bindestellen wurden auch alle vorhergesagten TR-Bindestellen im
EMSA auf in vitro-Bindung Uberprift. Im Unterschied zu den CTCF-Elementen basieren die
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Vorhersagen fir TR ausschlie3lich auf dem NUBIScan-Algorithmus und wurden noch nicht in
der Literatur beschrieben. Als Kontrolle fur die Spezifitét der Bindung von E.coli-exprimiertem
GST-TR wurde in einem zufallig ausgewahlten Fall mit der TR Bindestelle aus dem Hiihner-
Lysozym-Gen (F2) und zusétzlich auch mit einer mutierten Bindestelle (F2mut) kompetiert.
Die Sonde Cat 3° DR4 fuhrt zu einer klaren Retardierung, wenn sie mit GST-TR inkubiert
wird (Abb. 5.8). Dieses Signal kann durch einen 50fachen Uberschuss an spezifischem
Kompetitor (F2) komplett und bei der 0,5fachen Menge bereits teilweise kompetiert werden.
Die mutierte F2 Bindestelle, die nicht in der Lage ist TR zu binden (Weth, Doktorarbeit 2006),
bewirkt keine Abschwéchung der retardierten Bande, was zeigt, dass die Bindung von GST-
TR spezifisch ist und nicht durch die zusétzliche DNA hervorgerufen wird. In allen weiteren
Bandshift-Experimenten wurde lediglich mit einem 50-fachen Uberschuss an spezifischem
Kompetitor gearbeitet. Die Sonde Stearyl DR4 zeigt eine deutlich verringerte Mobilitat, wenn
sie mit GST-TR inkubiert wird. Dieses Signal kann durch einen 50fachen Uberschuss an
spezifischem Kompetitor stark reduziert werden. GST allein ist nicht in der Lage eine
retardierte Bande zu erzeugen (Abb. 5.9). Die Bindung ist demnach spezifisch fir dieses
Element. Bei den Sonden PTPR DR5, COUP DRO, ERR DRO, Per DR4 5, AM2 ERG, Bcl-3
DR4, Lamin ER6 und PEPCK IR4 konnten ebenfalls Banden mit geringerer Mobilitat, die
spezifisch kompetierbar sind, festgestellt werden. Die Sonde ERRa DR4 erzeugt keine
retardierte Bande, wenn sie mit GST-TR inkubiert wird. Auch in der Abwesenheit von
unspezifischer Lachssperma-DNA konnte kein Signal beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Es findet demnach keine Bindung von GST-TR im EMSA an diese Sonde statt.
Ebenfalls keine retardierte Bande zeigen die Sonden Cat 3' IR4, PTPR DR4, COUP IR4,
ERR DR4, Per DR4 3‘ und GHR DR5/4. Die putative kombinierte Bindestelle des growth
hormone receptors ist damit die einzige, die keine Bindung im EMSA zeigt. Ein Signal,
welches nicht kompetiert werden kann, wird bei den Sonden COUP ER6 und PEPCK DRO
identifiziert. Dies deutet auf unspezifische Bindung von Protein an diese DNA-Elemente hin
und ist demnach zumindest in vitro keine Bindestelle fir den TR. Etwa die Halfte (10 von 19)
der so untersuchten DNA-Sonden zeigen im EMSA ein spezifisches Signhal und konnten so

als neue TR-Bindestellen identifiziert werden.
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GST +
GST-TR +
GST-TR +50x K +
GST-TR+0,5x K +
GST-TR+50x unsp. K +
GST-TR+0,5xunsp. K
el
—

Cat3'DR4

Abb. 5.8: GST-TR bindet spezifisch an die Sonde Cat 3‘ DR4

Mit dem Unterschied zu Abb. 5.7 wurde 1 pM radioaktiv markiertes Oligonukleotid mit GST oder GST-
TR inkubiert und mit spezifischem (K = Kompetitor F2) und unspezifischem Kompetitor (unsp. K =
Kompetitor F2mut) in der Gegenwart von 0,2 pg Lachssperma-DNA und 0,1 pl Poly (dI-dC) inkubiert.
Der Pfeil markiert die Laufhéhe von GST-TR.

5.2.6 CTCF bindet in vivo - TR kann mangels geeignetem Antikorper

nicht nachgewiesen werden

Um einen in vivo-Beweis flr die Bindung von CTCF auf den jeweiligen Elementen zu
erhalten, wurden ChIP-Analysen mit Chromatin von HelLa-Zellen durchgefiihrt. Die
Préazipitation mit einem CTCF-Antikorper und anschlieRender Amplifizierung der
genomischen Bereiche der humanen CTCF-Bindestellen zeigte eine deutliche Rekrutierung
von CTCF (Abb. 5.10). Je nach Bindestelle wurden zwischen 0,1 und 1% des eingesetzten
Chromatins prazipitiert. Als Positivkontrolle diente die humane Myc-N site, eine bereits
publizierte CTCF-Bindestelle (Filippova et al., 1996). Chromatin, welches mit
Praimmunserum inkubiert und amplifiziert wurde, diente als Negativkontrolle. Hierbei wurde
kein Produkt gebildet. Des Weiteren wurden, um die spezifische Bindung von CTCF auf dem
jeweiligen Element zu zeigen, Primer verwendet, die einen Genombereich 4 kb
stromaufwarts der moglichen ERRa-CTS amplifizieren (Kontrolle). Hier ist CTCF nicht
nachweisbar, was eine spezifische Prazipitation des Chromatins durch den CTCF-Antikorper
zeigt. Damit konnte auf allen 5 zuféllig ausgewahlten CTCF-Bindestellen eine Rekrutierung

in vivo nachgewiesen werden.
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GST + + + + + + + + +
GST-TR + + + + + + + + +
GST-TR+K

Cat3‘'IR4 StearyilDR4 DR5 DR4
PTPR COUP
GST + + + + + + + + +
GST-TR + + + + + + + + +
GST-TR+K +
| \-N.v

DR45 DR43° AM2ER6 Bcl-3DR4 LaminER6 _ IR4  DRO DR
Par PEPCK

Abb. 5.9: TR bindet im EMSA an 9 bisher unbekannte Elemente
Es wurde wie in Abb. 5.8 E.coli exprimiertes GST-TR Protein mit den jeweiligen Sonden inkubiert und
auf einem 5%-igen PAA-Gel aufgetragen. Es wurde ausschlieRlich mit einem 50-fachen Uberschuss

an spezifischer F2-Sonde kompetiert. Pfeile markieren die Laufthéhe von GST-TR.
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Stearyl 5°CTS
PTPRCTS

Catechol3'CTS1
Catechol3'CTS2
ERRCTS
Myc-NCTS

Kontrolle

Abb. 5.10: CTCF bindet in vivo an 5 zufallig ausgewahlten Elementen

HelLa-Zellen wurden 24h vor Versuchsbeginn in Maxischalen ausgeséat. Fiur die ChlP-Analyse wurde
der Zellextrakt mit 5yl CTCF-Antikérper oder 5ul Prdimmunserum inkubiert. 1 bzw. 0,1% der
Chromatinfraktion wurde als Input fur die PCR verwendet. Die semi-quantitative Amplifikation erfolgte
mit Primern spezifisch fir die jeweilige CTCF-Bindestelle. Angegeben sind jeweils die Abklrzungen
der Gene. Myc-N diente hierbei als Positivkontrolle. Die PCR bestand aus 35-37 Zyklen und ist von
den eingesetzten Primern abhangig.

Analog zu den ChlIP-Experimenten mit einem CTCF-Antikdérper wurden auch Versuche mit
einem TR-B Antikérper durchgefihrt, um Anhaltspunkte Uber eine in vivo-Bindung auf den
benachbarten Elementen zu erhalten. TR-B wird in GHs-Zellen, einer murinen
Hypophysenzelllinie, nach der Zugabe von T3 zyklisch zu vier untersuchten Promotoren,
darunter auch PEPCK, rekrutiert (Liu et al., 2006). Ein Maximum kann nach 105 Minuten
festgestellt werden. Laut Herstellerangaben ist dieser in der beschriebenen Studie
verwendete Antikdrper in der Lage, den TR-B von Ratten und Menschen in ChlP-
Experimenten gleichermal3en zu préazipitieren.

ChlP-Analysen mit dem Chromatin von HeLa- und HepG2-Zellen, die zuvor fir 0, 30, 90, 105
und 120 Minuten mit T3 behandelt wurden, zeigten in der folgenden PCR mit Primern fiir den
Promotor von PEPCK, Myc-N sowie dem benachbarten Bindeelement des PTPR-Gens
keine Signale (Daten nicht gezeigt). PEPCK und Myc-N sollten hierbei als Positivkontrolle
dienen, die beweisen sollte, dass der Antikdrper in der Lage ist, den humanen TR- auf
bekannten Bindestellen zu préazipitieren, um spéater alle neu identifizierten TR-Bindestellen zu
testen. Aber mangels eines adaquaten Antikérpers konnte weder gezeigt noch widerlegt

werden, dass TR-B in vivo zu den neu beschriebenen Bindestellen rekrutiert wird.
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5.3 Klonierung der kombinierten Bindestellen in episomale

Vektoren und funktionelle Analysen

Damit die neu identifizierten benachbarten Bindeelemente auf ihre Funktionalitdt hin
untersucht werden konnen, ist es notig, sie in ein Vektorsystem zu integrieren, welches es
ermoglicht die hormonsensitive Enhancer-Blockade zu untersuchen. Entsprechend ihrer
genomischen Orientierung relativ zum jeweiligen Transkriptionsstart wurden die kombinierten

Bindestellen in einen episomalen Testvektor eingebracht.

5.3.1 Klonierung in einen episomalen Vektor

Ein erster Schritt ist es, den jeweiligen genomischen Lokus mittels PCR zu amplifizieren und
in einen adaquaten Vektor ()GEM®-T) zu klonieren. Die Primer wurden so konstruiert, dass
an den Enden eine Erkennungssequenz fir die Restriktionsenzyme Xbal bzw. Spel entsteht,
um das subklonierte Element wieder auszuschneiden. Fir 2 benachbarte Elemente (Stearyl
und Per) wurden je zwei verschiedene Primerpaare benutzt, die aber in der PCR kein
spezifisches Produkt ergaben. Es war daher nicht moglich, diese beiden Elemente auf ihre
Funktionalitat hin zu untersuchen. Die Ubrigen wurden in einen episomalen Vektor kloniert,

um die hormonsensitive Enhancer-Blockade zu untersuchen.

Tabelle 5.1: Ubersicht der klonierten episomalen Vektoren
Klonierte Konstrukte sind mit (+) gekennzeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Episomen
sind fett (+) markiert.

pRep Konstrukte
Kombinierte . : . . .
Bindestellen Monomer : Tetramer ; Pentamer : Monomer : Tetramer ; Pentamer
mit SV40-Enhancer ohne SV40-Enhancer

Lamin A (n) + ' ' + ' + L+ +
Lamin A (r) + - + + -
PEPCK + - - + - ' -
ERRa + + - + + -
AM2-Rezeptor + + - + + -
Catechol 3' + + + + + +
COUP-TF + + - + + -
Bcl-3 + + - + + -
PTPR type F + + - + + -
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Um schwache Hormoneffekte im Luciferase-Assay zu erkennen, wurden die Inserts mit den
kombinierten Bindestellen sowohl als Monomer, Tetramer und in zwei Féllen auch als
Pentamer hergestellt (Methoden: 4.2.5). Die Tabelle 5.1 zeigt eine Ubersicht der episomalen
Konstrukte die im Rahmen dieser Arbeit kloniert wurden.

Durch seine episomalen Eigenschaften ist pRep4 fur die transiente Transfektion in
eukaryotische Saugerzellen optimiert und bleibt hier unter anderem durch das Eppstein Barr
Nuclear Antigen 1 (EBNA-1) und einen viralen Origin of Replication (OriP) auch nach einer
Zellteilung vorhanden. Neben den Vektoren mit SV 40-Enhancer wurden auf3erdem
Episomen ohne Enhancer hergestellt, die als wichtige Kontrollen dienen, um zwischen
Promotorrepression und Enhancer-Blockade, beides Eigenschaften die fir CTCF
beschrieben wurden, zu unterscheiden (Abb. 5.11).

Mit den klonierten Episomen konnten nun in transienten Reporterversuchen die
benachbarten Bindestellen von CTCF und TR in Bezug auf hormonsensitive Enhancer-

Blockade untersucht werden.

_>
-4 EBVori —m— Luciferase —.TCF/TR =] SV-40Enh. pe== pRep I E
_>
-4 EBVori —m Luciferase SV-40Enh. e pRep E
_>
EBVori BNA Luciferase TCF/TR PRep |
_>
EBVori BNA LuCiferase [rm— PRep

Abb. 5.11: Schematische Darstellung der Luciferase-Episomen mit kombinierten CTCF/TR-
Bindestellen

In den p3a 5°-3‘-Vektor wurden die monomeren oder multimerisierten CTCF/TR-Bindestellen zwischen
SV40-Enhancer und Promotor des Luciferase-Reportergens kloniert. Das Isolator(l)-Enhancer(E)-
Promotor-Gen-Element oder Isolator-Promotor-Gen-Element wurde daraufhin ausgeschnitten und in

den episomalen Vektor pREP4-ss kloniert.
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5.3.2 Das kombinierte Bindeelement des ERRa Gens zeigt in 2 Zelllinien

hormonsensitive Enhancer-Blockade

Die Bindung von CTCF an Isolatorsequenzen kann die Wirkung eines Enhancers auf
Promotoren blockieren, wenn sich die Isolatorsequenz zwischen beiden Elementen befindet.
Diese Enhancer-Blockade kann in einigen Fallen durch die benachbarte Bindung des
Schilddrisenhormon-Rezeptors hormonabhangig moduliert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurden solche benachbarten Bindestellen fur TR und CTCF identifiziert und zwischen
Enhancer und Promotor eines episomalen Systems kloniert. Dieses Testsystem ermoglicht
Ruckschlisse auf die Wirkung von CTCF und die Auswirkungen von Hormonbehandlung auf
die Enhancer-Blockade.

Es wurden HepG2-Zellen mit dem Referenzvektor (pRep E), welcher den episomalen
Konstrukten entspricht mit Ausnahme der fehlenden kombinierten Bindestelle zwischen
Enhancer und Promotor, und den im Rahmen dieser Arbeit neu klonierten Episomen
transfiziert. Parallel wurde ein Expressionsplasmid fir TR-f und Lac-Z transient in die Zellen
eingebracht. Das Verhaltnis der Messwerte von der gegen die Lac-Z-Aktivitat normalisierte
Luciferaseaktivitat des Referenzvektors zu den Werten der Konstrukte mit CTCF und TR
Bindestellen sind ein Maf fur die Enhancer-Blockade.

Das Episom pRep F1F2 E dient dabei als Positivkontrolle. In HepG2-Zellen erreicht die
Enhancer-Blockade in Abwesenheit von Hormon einen Wert von 1,4. Nach Zugabe von T3
kann eine deutliche Reduzierung auf ca. 0,2 beobachtet werden (Abb. 5.12 A). Die
kombinierte Bindestelle AM2 zeigt weder in der Ab- noch in der Anwesenheit von T3 einen
Einfluss auf die Aktivitat des Luciferasegens und somit sind die Werte bei ca. 1. Die
benachbarten Elemente des Lamin-A Gens stammen als einzige aus einem transkribierten
Bereich. Da es keinerlei Erfahrung hinsichtlich der Orientierung solcher Elemente in Bezug
auf die hormonabhangige Enhancer-Blockade gibt, wurde diese Bindestelle in ihrer
natirlichen (n) und reversen (r) Orientierung in das episomale System kloniert. Lamin (n)
zeigt im Unterschied zu Lamin (r) in der Abwesenheit von T3 Enhancer-Blockade der Starke
1,5, die aber nicht signifikant nach Zugabe von Hormon reduziert wird. Dies gilt auch fir das
Insert Cat 3'. Die Inserts PEPCK, COUP, Bcl-3 und PTPR zeigen in hormonfreiem Medium
eine Enhancer-Blockade zwischen 1,4 und 2, welche aber nicht durch die Zugabe von T3
moduliert wird. Eine 2fache Enhancer-Blockade in hormonfreiem Medium zeigt das ERRa-
Element, welches im Unterschied zu allen anderen getesteten kombinierten Bindestellen
durch die Zugabe von T3 signifikant aufgehoben wird und somit als aussichtsreicher
Kandidat fiir ein neues benachbartes Bindeelement angesehen werden kann.

Um mdgliche Effekte sowohl in Bezug auf die Enhancer-Blockade als auch auf deren

Aufhebung zu untersuchen, wurden alle benachbarten Bindeelemente als Tetramer
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multimerisiert. Zwei zufallig ausgesuchte Elemente wurden zusatzlich zu Pentameren
multimerisiert, da zum einen die Positivkontrolle (5xF1F2) auch als Pentamer vorliegt und
zum anderen gezeigt wurde, dass sich zwei Kopien des Su(Hw) Isolators in ihrer Aktivitat als
Isolator gegenseitig neutralisieren (Muravyova et al., 2001). Dieser Mechanismus kénnte
sich unter Umstanden auch auf tetramere Kopien eines Isolators tbertragen lassen.

Ebenso wie bei den Monomeren zeigt 5xF1F2 (Positivkontrolle) in der Abwesenheit von
Hormon Enhancer-Blockade, die aber durch die Multimerisierung auf ca. 7fach ansteigt.
Durch T3 kann dieser Effekt komplett aufgehoben werden. Diese Verstarkung der Effekte ist
auch bei 4xERRa zu beobachten (Abb. 5.12 B). Ohne Hormon steigt die Enhancer-Blockade
auf das Sechsfache an. Zugabe von T3 flhrt zu einer Aufhebung dieses Effekts. Damit wird
das Ergebnis des monomeren Konstrukts bestétigt und die Eigenschaft dieser benachbarten
Bindestelle als hormonsensitiver Enhancer-Blocker untermauert. Die anderen Konstrukte
kénnen grob in zwei Gruppen aufgeteilt werden. Die Elemente 4/5xLamin(n), 4xLamin(r),
4xAM2 und 4xCat 3 zeigen in hormonfreiem Medium nur eine geringe Enhancer-Blockade
von ca. 1,2fach. Durch Zugabe von Hormon verandert sich dieser Zustand nicht. Die Ubrigen
(5xCat3‘, 4xCOUP, 4xBcl-3 und 4xPTPR) zeigen im Vergleich zu den monomeren
Konstrukten in der Abwesenheit von Hormon eine deutlich erhdhte Enhancer-Blockade, die
zwischen 4 und 5fach liegt, aber im Unterschied zu F1F2 und ERRa nicht hormonsensitiv ist.
Uber den Mechanismus der hormonsensitiven Enhancer-Blockade ist noch relativ wenig
bekannt. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass Co-Faktoren fur CTCF und TR dabei eine
Rolle spielen. Da Zellkulturen aus unterschiedlichen Geweben eine flr den jeweiligen Zelltyp
spezifisches Proteom besitzen, wurden die Konstrukte in zwei weiteren Zellsystemen (HelLa
und N2a) getestet. In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass N2ap-Zellen in Bezug auf das
5xF1F2 Element die starkste Enhancer-Blockade zeigt. Dies konnte hier bestétigt werden.
Es findet eine 9fache Enhancer-Blockade in der Abwesenheit von Hormon statt, die
vollstdndig aufgehoben werden kann (Anhang: Abb. 8.2 B). Mit Ausnahme von 4xLamin (n)
und 4xLamin(r) die keine Blockade zeigen, kann bei allen anderen eine Enhancer-Blockade,
die zwischen 2 und 4fach liegt, festgestellt werden. Diese ist aber nicht durch die Zugabe
von Hormon aufzuheben.

Auch in HeLa-Zellen zeigt sich keine hormonsensitive Enhancer-Blockade der neu klonierten
Konstrukte. Die Positivkontrolle 5xF1F2 zeigt eine 5fache Blockade, die hormonsensitiv ist.
Die Elemente 4xERRa, 5xCat3‘, 4xCOUP, 4xBcl-3 und 4xPTPR fiihren zu einer 2-4fachen
Enhancer-Blockade, die aber nicht durch die Zugabe von T3 aufgehoben wird (Anhang: Abb.
8.3 B). Die Ubrigen zeigen auch in der Abwesenheit von Hormon keinen Effekt.

Durch den Luciferase-Assay konnte mit ERRa ein Gen mit einer bislang unbekannten
funktionellen kombinierten Bindestelle von CTCF und TR identifiziert werden, die in den

nachfolgenden Experimenten weiter charakterisiert wird.
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Abb. 5.12: Die kombinierte Bindestelle ERRa vermittelt im episomalen System hormonsensitive

Enhancer-Blockade

HepG2 Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgeséat und mit 1 ug episomalem Reporter

transfiziert. Zusatzlich wurden 0,2 pug eines Expressionsplasmid fur TR- cotransfiziert. Nach 48 h

Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die Zellen geerntet und die

Luciferaseaktivitat im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pRep E) in

An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade der

jeweiligen Episomen ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe eines cotransfizierten -

Galactosidase-Vektors (pCMV-Lacz, 0,5 pg) normalisiert. Orientierung der genomischen Sequenz

relativ zum Promotor: (natirliche Orientierung (n), reverse Orientierung (r)). Es ist ein reprasentatives

Experiment von 3 unabhangigen Versuchen gezeigt. (A) Episomen mit monomerer Integration der

Bindestellen. (B) Multimerisierte Konstrukte.
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5.3.3 Das ERRa-Element wirkt als Isolator und nicht als Repressor auf

den Promotor

Um den Einfluss von CTCF auf die Luciferase-Aktivitat durch Genrepression zu untersuchen,
wurden die episomalen Vektoren ohne Enhancer transfiziert. Anhand dieser Ergebnisse
kénnen die unterschiedlichen Funktionen in Bezug auf Repression und Enhancer-Blockade
von CTCF analysiert werden. Fur die 5xF1F2 Bindestelle wurde in N2ap-Zellen eine 4fache
Repression durch CTCF beschrieben, die aber durch die CTCF-vermittelte Enhancer-
Blockade deutlich tUbertroffen wird (C. Weth, Doktorarbeit 2006)

3 -
2,5 A
5§ 27
)
[%]
Q
g 5 .
K -T3
S O+T3
£ 1
N h L
0 - T T T ,
pRep pRep pRep pRep
ERRa 4AXERRa 5xF1F2

Abb. 5.13: Das ERRa-Element hat keine reprimierende Wirkung auf den Luciferase-Promotor
HepG2-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesét und mit 1 pg episomalem Reporter
ohne SV 40-Enhancer transfiziert. Zusatzlich wurden 0,2 pg eines Expressionsplasmid fur TR-p

cotransfiziert. Die Auswertung erfolgte analog zu Abb. 5.12.

In HepG2-Zellen, die in hormonfreiem Medium kultiviert wurden, fuhrt die Transfektion mit
pRep 5xF1F2 E und anschlielBender Auswertung der Luciferaseaktivitat zu einem Anteil der
Repression von 2,5fach. Sowohl bei dem monomeren als auch bei dem multimeren ERRa-
Element zeigt sich keinerlei reprimierende Wirkung auf den Promotor. Der Wert liegt bei
beiden Konstrukten ohne Hormon zwischen 0,6 und 0,7fach, was im Umkehrschluss einer
leichten Aktivierung gleich kommt (Abb. 5.13). Diese Aktivierung verstarkt sich bei dem
multimerisiertem Konstrukt in der Anwesenheit von Hormon auf 0,2fach. Im Unterschied zu
dem 5xF1F2-Element uUbt das ERRa-Element keinerlei Repression aus und das erhohte

Verhaltnis der Luciferaseaktivitat der Testkonstrukte und des Referenzvektors in der
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Abwesenheit von Hormon, die in den vorangegangen Kapiteln beschrieben wurde, ist
vollstandig auf eine funktionelle Enhancer-Blockade zurtickzufihren.

5.3.4 Die Enhancer-Blockade ist von TR abhéangig

In unserer Arbeitsgruppe wurde die Abhangigkeit der hormonsensitiven Enhancer-Blockade
von TR-[3 bereits beschrieben. Wir konnten zeigen, dass in N2a-Zellen, die nur sehr geringe
Mengen an endogenem TR-B exprimieren, die Enhancer-Blockade in der Abwesenheit von
Hormon auf dem 5xF1F2 Element drastisch reduziert ist. Durch eine Uberexpression von
TR-B konnte dieser Effekt wieder aufgehoben werden. Bei einer mutierten F2-Bindestelle
konnten wir ebenfalls keine Enhancer-Blockade detektieren. Wie bereits erwahnt zeigt das
ERRa-Element in N2a-Zelllinien keine hormonsensitive Enhancer-Blockade und damit kann
dieses System nicht genutzt werden. Aus diesem Grund wurden HepG2- und HEK293T-
Zellen zu diesen Versuchen herangezogen. Diese Zelllinien besitzen zwar endogenen TR-j3,
aber nicht in dem Ausmal3, um ein Reportergen, welches unter der Kontrolle von zwei
TR-Bindestellen (DR4) steht, voll zu aktivieren. HepG2- und 293T-Zellen zeigen im
Luciferase-Reporter-Assay ohne cotransfizierten TR-f3 eine 4 bzw. 3fache Aktivierung, wenn
die Zellen mit T3 behandelt werden im Vergleich zu hormonfreiem Medium (Abb. 5.14
Aund B). Werden die Zellen gleichzeitig mit dem Reporterkonstrukt noch mit einem
Expressionsplasmid fur TR-B transfiziert, zeigt sich in der Anwesenheit von Hormon bei
beiden Zelllinien eine 12fache Aktivierung. Die endogenen Rezeptor-Level reichen demnach
nicht aus, um die Anzahl der Plasmide, die von einer Zelle aufgenommen werden, in ihrer
Gesamtheit zu binden. Die Zellsysteme kdnnen somit genutzt werden, um die Abhangigkeit
der hormonsensitiven Enhancer-Blockade hinsichtlich der Abhé&ngigkeit von TR-B zu

untersuchen.
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Abb. 5.14: Endogene Level an TR-f aktivieren ein Luciferase-Reporterkonstrukt in HepG2- und
293T-Zellen nur zu 30%

(A) HepG2-Zellen und (B) 293T-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesét und mit 1
ug (DR4),-tkluc- Reporter transfiziert. Zusétzlich wurden 0,2 ug eines Expressionsplasmid fir TR-p
oder ein Leervektor cotransfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von
10° M T3 wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der
Luciferasewert des Experiments in der Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative
Aktivierung des Ansatzes mit T3 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe eines

cotransfizierten B-Galactosidase-Vektors (pCMV-LacZ, 0,5 pug) normalisiert.

Dafur wurden in HepG2- und HEK293T-Zellen die episomalen Konstrukte pRep 5xF1F2 E
als Positivkontrolle oder pRep 4xERRa E mit und ohne Expressionsplasmid fir TR-8
eingebracht und anschlieRend fiir 48 h ohne Hormon oder in Anwesenheit von 10° M T3
kultiviert. Die Ansatze ohne TR-3 zeigen in beiden Zelllinien sowohl bei F1F2 als auch bei
ERRa in der Abwesenheit von Hormon nicht die Fahigkeit eine Enhancer-Blockade zu
etablieren (Abb. 5.15 A+B). Wird zusatzlich ein Expressionsvektor fur TR-B mit den
Episomen in die Zellen transfiziert, fuhrt dies zu einer funktionellen Enhancer-Blockade,
wenn sich kein Hormon im Medium befindet. In HepG2-Zellen betragt sie wie weiter oben
bereits gezeigt 6 bzw. 4fach fur 5xF1F2 und 4xERRa. In 293T-Zellen wird die Enhancer-
Blockade nicht so stark ausgebildet und betragt jeweils 2fach. Durch die Gabe von Hormon
kann, wie erwartet, der Effekt in beiden Zelllinien wieder aufgehoben werden.

Fir das ERRa-Element sind nahe der TR Bindestelle bereits zwei Halbseiten beschrieben,
die von ER-a erkannt werden (Liu et al., 2003). In unserer Arbeitsgruppe konnte im GST-
Pulldown unter anderem eine Interaktion von CTCF mit ER gezeigt werden (C. Weth,
Doktorarbeit 2006). Eine funktionelle Zusammenarbeit beider Faktoren liegt demnach im
Bereich des Mdglichen und soll im folgenden Experiment untersucht werden. HepG2-Zellen
wurden in hormon- und phenolrotfreiem Medium ausgesat mit den episomalen Konstrukten
pRep E und pRep 4xERRa E transfiziert und fiir 48h mit 10® M B17-Estradiol (E2) und/oder
10°® M T3 inkubiert. Die Ansétze ohne Hormon wurden mit 10° M Tamoxifen behandelt,
einem selektiven ER-Modulator, der eingesetzt wurde, um den sich im nicht aktivierten
Zustand im Zytoplasma befindlichen ER, in den Zellkern zu befdrdern.

Wie bereits gezeigt vermittelt das 4xERRa-Element eine hormonsensitive Enhancer-
Blockade, wenn TR-B cotransfiziert wird. Im Gegensatz dazu kommt es in der Abwesenheit
von Hormon zu keiner Ausbildung einer funktionellen Enhancer-Blockade, wenn
ausschlielich ER-B tUberexprimiert wird (Abb. 5.16). Werden beide Rezeptoren in die Zellen
eingebracht zeigt sich ohne Hormon eine 2,5 bis 3,5fache Enhancer-Blockade. Diese kann

sowohl durch Zugabe von T3 als auch einem Gemisch aus T3 und E2 wieder aufgehoben
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werden. Die Zugabe von E2 allein wirkt sich nicht modulierend auf die Enhancer-Blockade
aus.

Es zeigt sich, dass neben dem F1F2-Element aus dem Hihner Lysozymgen auch auf der
benachbarten Bindestelle des ERRa-Gens der Schilddrisenhormon-Rezeptor eine
entscheidende Rolle in der hormonsensitiven Enhancer-Blockade spielt. Im Gegensatz dazu
hat der Ostrogen-Rezeptor keinen Einfluss in der Ausbildung einer funktionellen Enhancer-

Blockade und deren Aufhebung.
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Abb. 5.15: Uberexpression von TR-B fiihrt zur Enhancer-Blockade

(A) HepG2-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 pg episomalem
Reporter transfiziert. Zusatzlich wurden entweder 0,2 pg eines Expressionsplasmid fur TR-f oder der
entsprechende Leervektor cotransfiziert. Die Auswertung erfolgte analog zu Abb. 5.12. (B) HEK 293T-

Zellen.
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Abb. 5.16: Uberexpression von ER-B fiihrt nicht zur Aufhebung der Enhancer-Blockade nach
E2 Behandlung auf dem ERRa-Element

HepG2-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgeséat und mit 1 pg episomalem Reporter
transfiziert. Zusatzlich wurden 0,2 pg eines Expressionsplasmid fir TR-B, ER-B oder der
entsprechende Leervektor, in unterschiedlichen Kombinationen cotransfiziert. Die Zellen wurden mit
10% M B17-Estradiol (E2) und/oder 10°® T3 inkubiert. Ansatze ohne Hormon wurden mit Tamoxifen
(Endkonzentration 10° M) behandelt. Die Auswertung erfolgte analog zu Abb. 5.12.

5.4 Endogene Genregulation

Nach ldentifikation und Verifikation der kombinierten Bindestellen im Genom wurde im
nachsten Schritt die endogene Genregulation untersucht. Bislang konnte die
hormonsensitive Enhancer-Blockade nur bei stabil integrierten Plasmiden (Lutz et al., 2003)
oder im episomalen System gezeigt werden. Des Weiteren existiert kein geeignetes
Zellsystem, in dem unter anderem das Huhner-Lysozymgen durch T3 reguliert wird und
welches als Modelsystem genutzt werden kann, um Veranderungen des Chromatins oder die
Rekrutierung von Proteinen an die DNA zu untersuchen. Aufgrund dessen wurde die

Regulation des ERRa-Gens im Folgenden analysiert.
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5.4.1 ERRa wird in den untersuchten Zelllinien durch E2 nicht aber

durch T3 reguliert

Wie bereits beschrieben stammen die Informationen Uber die Regulation von ERRa durch T3
aus Herzgewebe von Ratten, die 15 Tage mit Hormon behandelt wurden (De et al., 2004).
Aufgrund dieses langen Zeitraums kénnen sekundare Effekte natirlich nicht ausgeschlossen
werden. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass die Genregulation durch
hormonsensitive Enhancer-Blockade in kirzeren Zeitabstanden stattfindet und damit eine

Feinregulierung des entsprechenden Gens erreicht wird.
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Abb. 5.17: In HepG2-Zellen ist ERRa nicht durch T3 reguliert

HepG2-Zellen wurden in 10 cm-Schalen drei Tage in hormonfreiem Medium gehalten und
anschlieBend bei einer Konfluenz von 80% (50% bei 72h) fir die angegebenen Zeitpunkte (h) mit 10°
M T3 behandelt. Nach der Isolierung der RNA wurde jeweils 1ug in cDNA umgeschrieben und eine
realtime-PCR mit ERRa-spezifischen Primern durchgefiihrt. Als Referenzgen diente GAPDH, gegen
dieses eine Normalisierung der Expression erfolgte. Der Ansatz ohne Hormon wurde gleich 1 gesetzt
und alle anderen auf diesen bezogen. Fehlerbalken entsprechen Standardabweichung der Messwerte

aus 2 unabhéangigen biologischen und je 2 experimentellen Replikaten.

HepG2-Zellen wurden 3 Tage in hormonfreiem Medium kultiviert und danach fir 0,5, 1, 6, 24
und 72 Stunden mit T3 behandelt. Danach wurde die gesamte RNA isoliert und pro Ansatz
1pg in cDNA umgeschrieben. In einer realtime-PCR erfolgte die Auswertung der
Expressionsmuster fur ERRa und, um eine relative Quantifizierung der PCR zu ermdéglichen,

auch die Expression des Gens der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
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als Referenz. Alle Werte wurden unterstiitzt durch die mitgelieferte Software (Corbett
Research, comparative Quantitation) ausgewertet. Dabei wird der take off-Punkt der PCR-
Reaktion ermittelt und ins Verhdltnis zu einem manuell ausgesuchten Wert (In diesem Fall
T3 (h) = 0) gesetzt. AnschlieRend erfolgte eine weitere Normalisierung gegen die Expression
von GAPDH, ein Haushaltsgen, welches nicht durch T3 reguliert wird.

Nach der doppelten Normalisierung der Ergebnisse ist erkennbar, dass zu den untersuchten
Zeitpunkten keine signifikante Regulation des ERRa-Gens stattfindet. Nach 0,5 und 6
Stunden zeigt sich eine 0,2fache Erhdhung, die aber eher natlrlichen Schwankungen der
sehr sensitiven Nachweismethode zuzuschreiben ist (Abb. 5.17). Bei den Ubrigen drei
Zeitpunkten zeigt sich die gleiche Expression wie bei den Kontrollzellen, die nicht mit
Hormon behandelt wurden.

Es ist nicht moglich, HepG2-Zellen zusatzlich mit einem Expressionsplasmid fur TR-B zu
transfizieren und anschlieRend eine homogene Zellkultur zu erhalten, da die maximale
Transfereffizienz fir diesen Zelltyp bei ca. 10% liegt. Zu dieser Uberlegung kam es, da die
hormonsensitive Enhancer-Blockade im episomalen System ebenfalls nur in Zellen, die mit
TR-B cotransfiziert wurden, festzustellen war. Aus diesem Grund wurde das
Expressionsmuster von ERRa in HEK293T-Zellen, bei denen eine Transfereffizienz von tber
90% maoglich ist, vergleichend mit und ohne cotransfiziertem TR- untersucht.

Die Resultate sind mit dem Expressionsmuster aus HepG2-Zellen vergleichbar. Die Menge
an RNA ist nach 4 und 24 Stunden Behandlung mit T3 um 0,1 bzw. 0,2fach im Vergleich zu
unbehandelten Zellen erhéht (Abb. 5.18). Dabei unterscheiden sich diese mit und ohne
cotransfiziertem TR-B nur marginal. Es zeigt sich in den zwei untersuchten Modelsystemen,
die genutzt wurden, um die hormonabhangige Enhancer-Blockade zu untersuchen, keine T3-
abhangige Genregulation von ERRa.

Fir ERRa ist eine E2-abhdngige Genregulation in MCF-7-Zellen beschrieben. Bereits nach
30 Minuten Inkubation mit 10® M E2 zeigt sich eine 2,4fache Induktion der Expression. Die
Genregulation folgt einem zyklischem Muster mit einem zweiten Peak nach 4 Stunden,
wobei die Werte nach jeder Induktion (2 und 8 Stunden) wieder auf basale Level sinken (Hu
et al., 2008).

Diese Regulation konnte reproduziert werden, wobei nur zwei Zeitpunkte untersucht wurden.
MCF-7-Zellen zeigen nach Inkubation mit 10® M E2 nach 30 Minuten eine 1,8fache Induktion
die nach 8 Stunden wieder auf das Niveau der Kontrollzellen, die nicht mit Hormon behandelt
wurden, sinkt (Abb. 5.19). Bei der Behandlung mit 10°® M T3 zeigt sich nach 0,5, 8 und 24
Stunden auch in MCF-7-Zellen keine Veranderung in der Transkriptionsrate des ERRa-

Gens.
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Dies verdeutlicht, dass die Nachweismethode geeignet ware eine Veradnderung der
Genregulation nach T3 Behandlung zu detektieren, aber in allen getesteten Zelllinien kein

Einfluss von T3 festzustellen ist.

15 -
14 ERRa
1,3 -
1,2

1,1 A
O— +Co TR-R
—&— +Vektor

l .

fach Induktion

0,9 A
0,8 A

0,7 A

0,6 T T 1
T3(h) O 4 24

Abb. 5.18: Die Expression von ERRa in 293T-Zellen ist nach T3-Behandlung nicht signifikant
erhodht

HEK293T-Zellen wurden in 10 cm-Schalen drei Tage in hormonfreiem Medium gehalten und
anschlieBend bei einer Konfluenz von 80% mit 1,5ug eines TR-B Expressionsplasmid transfiziert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen zu gleichen Teilen auf 3 neue Schalen aufgeteilt und weitere 24
Stunden inkubiert. Die Transfereffizienz lag bei mehr als 90% und wurde in einem Parallelansatz mit
eGFP Uberpruft. Es folgte die Behandlung mit 10° M T3 fur die angegebenen Zeitpunkte. Der Ansatz
ohne TR-B-Expressionsplasmid direkt nach 3 Tagen in hormonfreiem Medium fir die angegebenen
Zeitpunkte (h) mit 10°® M T3 inkubiert. Die Auswertung erfolgte analog zu Abb. 5.17.
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Abb. 5.19: In MCF-7-Zellen ist ERRa durch E2 reguliert

MCF7-Zellen wurden in 10 cm-Schalen drei Tage in phenolrot- und hormonfreiem Medium gehalten
und anschlieBend bei einer Konfluenz von 80% fiir die angegebenen Zeitpunkte (h) mit 10® M E2 oder
10° M T3 behandelt. Die Auswertung erfolgte analog zu Abb. 5.17.

5.4.2 Die ChIP-Analyse zeigt spezifische Promotorbindung von CTCF,

Pol Il und Cohesin

Parallel zu den Expressionsstudien wurden ChIP-Analysen mit Antikdorpern gegen CTCF,
Polymerase 1l und Cohesin (Sccl Untereinheit) durchgefiihrt. Polymerase 1l sollte als Mal3
fur die Transkription herangezogen werden. Cohesin ist bekannt fur das Zusammenhalten
von Schwesterchromatiden zu Beginn der S- bis zur G,-Phase, um dabei die korrekte
Teilung der Chromosomen wahrend des Zellzyklus sicherzustellen. Aktuelle Studien zeigen
eine zusatzliche Funktion von Cohesin wéahrend der Interphase. Die Identifikation von
Cohesin-Bindestellen im Genom von HelLa-Zellen und deren Vergleich mit Bindestellen fur
CTCF zeigt ein hohes MalR an Colokalisation beider Faktoren (Wendt et al., 2008).
Funktionell sind sie an der Regulation des H19-I1gf2 Isolators beteiligt. CTCF ist in der Lage
Chromosomenschleifen auszubilden, die gewisse Promotor-Enhancer-Interaktionen férdern
und andere verhindern. Es wird spekuliert, dass Cohesin dabei hilft diese Schleifen
auszubilden und sie zu stabilisieren. ChlP-Analysen sollen Aufschluss tber eine mdogliche
hormonabhéngige Rekrutierung der oben genannten Faktoren zu der Promotorregion des

ERRa-Gens geben.
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Chromatin von hormonfreien bzw. T3-behandelten HEK293T-Zellen wurde mit den
entsprechenden Antikdrpern inkubiert und in einer anschlie@enden realtime-PCR mit
Primerpaaren, die spezifisch fur Transkriptionsstart (Prom.), TRE und CTS sind, ausgewertet
(Abb. 5.20 B). CTCF wird wie erwartet am starksten an seine Bindestelle rekrutiert und nur
sehr schwach, namlich 0,02% des Inputs, auf dem Promotor préazipitiert (Abb. 5.20 A). Keine
Bindung ist auf dem TRE zu detektieren. Im Gegensatz dazu bindet Polymerase Il bevorzugt
auf der TR-Erkennungssequenz und nur zu ca. 0,15 % des Inputs auf der CTCF-Bindestelle
bzw. der Promotorregion. Cohesin konnte auf der myc-N site, einer CTCF-Bindestelle, in der
ChIP Analyse nachgewiesen werden (Stedman et al.,, 2008). Dieses Ergebnis konnte
reproduziert werden und kann somit als Positivkontrolle herangezogen werden (Daten nicht
gezeigt). Auf der ERRa CTS zeigt sich die Rekrutierung von Cohesin in gleichem Ausmal
wie auf der myc-N site, namlich 0,1% des Inputs. Dies ist ein weiteres Beispiel fur die
Colokalisierung der beiden Faktoren auf DNA-Elementen. Auf der Promotorregion und dem
TRE wird keine DNA mit dem Cohesin-Antikbrper prazipitiert. Die Resultate der ChlP-
Analyse sind spezifisch, da mit keinem der verwendeten Antikdrper ein PCR-Produkt mit den
Kontrollprimern amplifiziert wurde. Es zeigt sich keine Veranderung bei der Rekrutierung von
CTCF, Polymerase Il und Cohesin nach Hormonbehandlung der Zellen mit 10° M T3 fiir 24
Stunden. Die ChIP-Analyse liefert bei analogem Ansatz mit HepG2-Zellen die gleichen
Resultate (Daten nicht gezeigt).

Damit konnte die Bindung der untersuchten Faktoren stromaufwarts des ERRa-Gens

nachgewiesen, aber eine Regulation durch Thyroidhormon nicht gezeigt werden.
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Abb. 5.20: CTCF und Cohesin binden stromaufwirts des ERRa-Gens an ihre Zielsequenzen.
Polymerase Il wird hauptsachlich zum TRE rekrutiert

(A) HEK293T-Zellen wurden in Maxischalen ausgesét und fur 72 Stunden in hormonfreiem Medium
kultiviert. Es folgte die Behandlung einer Schale mit 10° M T3 fiir weitere 24 Stunden. Fir die ChIP-
Analyse wurde der Zellextrakt mit Antikdrpern gegen CTCF, Pol Il und Cohesin  oder
Praimmunserum inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels realtime-PCR mit Primerpaaren, die
spezifisch an die entsprechende Region binden, und ist relativ zur eingesetzten Input-DNA dargestellt.
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung von zwei unabhangigen Versuchen. (B)
Schematische Darstellung der ERRa-Promotorregion mit eingesetzten Primerpaaren (sense (s) und
antisense (as)). Der Transkriptionsstart ist durch einen orangefarbenen Pfeil markiert. Die Gro3e des

Bereichs ist in Basenpaaren (bp) angegeben.
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6 Diskussion

Fur die Genexpression sind regulatorische Elemente wie Enhancer und Silencer von
entscheidender Bedeutung. Durch die enge Verpackung und die raumliche Struktur des
Genoms im Nukleus kann es jederzeit zu unerwiinschten Interaktionen dieser Elemente mit
Promotoren kommen, die zu einer veranderten Genexpression fiihren. Um eine geregelte
Genaktivitat zu gewahrleisten, existieren im Genom hoéherer Eukaryoten Isolatorsequenzen,
die in der Lage sind, die Wirkung eines Enhancers auf einen Promotor abzuschirmen, wenn
sie von CTCF gebunden werden und sich zwischen Enhancer und Promotor befinden. Im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Identifikation und Charakterisierung von
kombinierten Bindestellen fur CTCF und TR. Im Falle der Positionierung einer
CTCF-Bindestelle neben einem TRE und der daraus resultierenden Bindung von TR, ist die
Enhancer-Blockade nicht wie Ublich konstitutiv, sondern kann bei gewissen Modulen durch
die Anwesenheit von T3 reguliert werden. Uber den Mechanismus dieser hormonsensitiven
Enhancer-Blockade ist relativ wenig bekannt. Dies resultiert auch aus der Tatsache, dass
noch kein endogenes Modellsystem, an dem regulatorische Vorgénge untersucht werden
konnten, identifiziert wurde. Es ist anzunehmen, dass Cofaktoren, die in Abhangigkeit von
Hormon rekrutiert werden, eine tragende Rolle spielen. Im Folgenden werden die

Ergebnisse, die sich mit dieser Fragestellung auseinandersetzen, diskutiert.

6.1 ldentifikation von kombinierten Bindestellen fur CTCF und TR

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere benachbarte Bindestellen fir CTCF und TR
identifiziert. Zu Beginn der Arbeit waren zwei Module bekannt, die eine hormonsensitive
Enhancer-Blockade zeigen (Lutz et al., 2003). Ein geeignetes Zellsystem, in dem die
entsprechenden Gene durch T3 reguliert werden und an deren endogenen Bereichen
eventuelle Veranderungen des Chromatins oder der Rekrutierung von Proteinen an die DNA
untersucht werden kdnnten, existiert aber nicht.

Als Ausgangspunkt dieser Arbeit dienten Gene, die in 3 unabhangigen Publikationen durch
Expressionsanalysen identifiziert wurden und durch den Thyroidhormon-Rezeptor reguliert
werden (De et al., 2004; Feng et al., 2000; Flores-Morales et al., 2002). Komplettiert wurden
diese Gene noch durch PEPCK, welches ebenfalls durch den TR reguliert wird (Loose et al.,
1985). Im néachsten Schritt konnten mit Hilfe von Datensatzen zu genomweiten

Untersuchungen von CTCF-Bindestellen, die zusammen mit dem jeweiligen T3-regulierten
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Gen im GenomeBrowser visualisiert wurden, 31 Gene identifiziert werden, bei denen eine
CTCF-Bindung im Bereich von 40kb vor bis 40kb nach Transkriptionsstart vorliegt, wobei 64
Genregionen nach heutigem Wissensstand nicht von CTCF gebunden werden. Die Ubrigen
Gene konnten im  GenomeBrowser weder mit Namen noch mit der
Genbank-Eintragsnummer (Accession number) gefunden werden und somit auch nicht
weiter charakterisiert werden. Der Grund hierfir ist wahrscheinlich, dass die Datenséatze fur
die TR-regulierten Gene aus der Maus und die fur die genomweite Bindung von CTCF aus
dem Mensch stammen. Es war nur mdglich, die Daten fir die CTCF-Bindung in
Zusammenhang mit den Daten fir das menschliche Genom (UCSC GenomeBrowser,
human may 2004 assembly) darzustellen.

Fur die Identifikation von TR-Bindestellen wurde der NUBIScan-Algorithmus verwendet, ein
Computerprogramm, welches es ermdglicht, Erkennungssequenzen von Kernhormon-
rezeptoren vorherzusagen (Podvinec et al., 2002). Dabei zeigten sich bei 17 der 31
CTCF-Bindestellen jeweils mégliche TR-Erkennungssequenzen, die ndher als 1kb stromauf-
bzw. stromabwarts von diesen liegt.

Es scheint eine Haufung von CTCF-Bindestellen im 5° Bereich relativ zum Transkriptionsstart
der jeweiligen Gene zu geben. Nur 8 der 31 mdglichen Bindestellen liegen in transkribierten
oder 3 gelegenen Bereichen. Die ubrigen 23 sind im 5° Bereich des Transkriptionsstarts
lokalisiert. Fir CTCF ist zwar eine starke Korrelation zwischen der Genzahl des jeweiligen
Chromosoms und der Anzahl der CTCF-Bindestellen beschrieben, aber eine Haufung im
Promotorbereich ist nicht festzustellen (Kim et al.,, 2007). Vielmehr zeigt CTCF eine
ubiquitare Verteilung, wobei 46% in intergenischen, 20% in promotornahen und 34% in
Introns oder Exons lokalisiert sind. Entsprechend der Anzahl an CTCF-Bindestellen wurden
auch mehr kombinierte Elemente im 5° Bereich identifiziert. Etwa 56% (13 von 23) der 5
gelegenen CTCF-Bindestellen haben eine mégliche TR-Erkennungssequenz in unmittelbarer
Nahe. Bei den ubrigen liegt dieser Wert bei 50% (4 von 8). Exakte Ruckschlisse, ob es sich
um eine statistische Haufung von kombinierten Bindestellen im 5° Bereich handelt, lassen
sich daraus aber nicht ziehen. Zum einen ist zu wenig Uber die Verteilung von
TR-Bindestellen im Genom bekannt. Es stellt sich die Frage ob TR-Bindestellen generell
haufiger im Promotorbereich zu finden sind oder nicht. Eine Haufung von Bindestellen im
Promotorbereich liegt fir einen Transkriptionsfaktor nahe, aber in genomweiten Studien zu
ER-Bindestellen konnte gezeigt werden, dass anndhernd alle neu identifizierten
Erkennungssequenzen nicht in unmittelbarer Nahe zu Promotoren zu finden sind (Carroll et
al., 2006). Nur etwa 4% liegen im Bereich von 1kb proximal zum Promotor. Ob diese
Verteilung auch auf den TR zutrifft bleibt spekulativ. Zum anderen reicht die Anzahl der
untersuchten Gene nicht aus, um statistisch fundierte Aussagen tber eine Akkumulation von

kombinierten Bindestellen im 5° Bereich treffen zu konnen.
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Die Auswahl der Gene, deren mdogliche Bindestellen fir CTCF und TR weiter untersucht
wurden, beschrankte sich auf 11. Alle moglichen CTCF-Bindestellen zeigten im EMSA eine
Interaktion mit GST-CTCF-ZF, was durch eine Retardierung der radioaktiv markierten
DNA-Proben sichtbar wurde. Des Weiteren bindet CTCF in vivo an 5 zuféllig ausgewdahlte
Elemente, was durch ChlIP-Experimente nachgewiesen wurde. Da die Vorhersagen fir die
CTCF-Bindestellen auf ChIP on chip-Datensédtzen und einer daraus resultierenden
Konsenssequenz basieren, ist dieses Ergebnis erwartet worden. Trotzdem war das Wissen
Uber die exakten Bindestellen, die im EMSA nachgewiesen wurde, eine Voraussetzung fur
die nachfolgenden funktionellen Analysen. Von den 19 untersuchten putativen
TR-Bindestellen zeigten 10 im EMSA eine spezifische Interaktion mit GST-TR. Dies zeigt
zum einen, dass der NUBIScan-Algorithmus ein hilfreiches Werkzeug zur Identifizierung von
Bindestellen fiir Kernhormon-Rezeptoren darstellt, aber auch die zwingende Notwendigkeit,
diese mit biochemischen Methoden zu verifizieren.

Einen Beweis flr die Bindung in vivo mittels ChIP-Analyse konnte mangels eines adaquaten
Antikodrpers weder gezeigt noch widerlegt werden. In murinen GHs-Zellen wird TR- nach
Zugabe von T3 zyklisch zu vier untersuchten Promotoren rekrutiert (Liu et al., 2006). Dieses
Ergebnis konnte in humanen HelLa- und HepG2-Zellen nicht reproduziert werden, obwohl der
Antikorper laut Herstellerangaben in der Lage sein sollte, den TR-B von beiden Spezies zu
erkennen. Es bleibt die Frage offen, ob in den menschlichen Zellen die untersuchten
Bindestellen von TR- gebunden werden, oder ob es mit dem verwendeten Antikdrper nicht
moglich ist, eine Bindung nachzuweisen. Methodische Probleme sollten nicht die Ursache
gewesen sein, da zum einen ChIP-Analysen mit anderen Antikorpern reproduzierbare
Ergebnisse hervorgebracht haben. Zum anderen wurden einige Variationen des
ChiP-Protokolls getestet, darunter weniger stringente Waschschritte der DNA-
Protein-Antikdrper-Komplexe und verschiedene Konzentrationen an Formaldehyd, was zur
Kreuzvernetzung von DNA und Proteinen eingesetzt wird.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bis auf eine mdgliche kombinierte Bindestelle alle
anderen eine Bindung fur CTCF und TR-B in vitro zeigten. Die Ausrichtung der Elemente
zueinander und auch relativ zum Transkriptionsstart gibt aber keinen Hinweis auf ein
konserviertes Muster. Die funktionellen Aspekte dieser Bindestellen werden im folgenden

Kapitel diskutiert.
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6.2 Der Einfluss von CTCF, TR und deren Cofaktoren auf die

hormonsensitive Enhancer-Blockade

Die benachbarten Bindestellen, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und in ein
episomales Testsystem Kkloniert wurden, zeigten im Luciferaseassay unterschiedliche
Ergebnisse. Die Effekte im Luciferase-Assay konnte in drei Gruppen unterteilt werden. In
HepG2-Zellen zeigten sowohl die monomeren als auch die multimeren kombinierten
Bindestellen AM2 und Lamin(r) weder in der Ab- noch in der Anwesenheit von T3 einen
Einfluss auf die Aktivitdt des Luciferasegens. Fur die monomeren und multimeren Inserts
Lamin(n), PEPCK, Cat 3‘, COUP, Bcl-3 und PTPR wurde jeweils eine Enhancer-Blockade
mit teilweise unterschiedlicher Starke beobachtet, die aber nicht durch T3 moduliert wurde.
Eine jeweils 2 bzw. 6fache Enhancer-Blockade zeigte sich bei der monomeren bzw.
multimerisierten kombinierten Bindestelle des ERRa-Gens, die durch die Gabe von T3
aufgehoben wurde. Dabei handelt es sich nicht um Promotorrepression, eine Funktion die
ebenfalls durch CTCF vermittelt wird. Dies konnte eindeutig durch die Transfektion von
Episomen, die keinen Enhancer besitzen, demonstriert werden.

Es stellt sich natirlich die Frage, wie eine kombinierte Bindestelle aufgebaut sein muss, um
hormonsensitive Enhancer-Blockade zu vermitteln. Die Identifikation von ERRa lasst die
Fragezeichen eher noch etwas groRer werden. Bei dem seit langem bekannten F1F2-Modul
liegen 20 Basenpaare zwischen den Bindestellen fir CTCF und TR. Das TR-Element ist ein
everted repeat, welches von 6 Basen getrennt wird. Die CTCF- und TR-Bindestellen des
ERRa-Gens sind durch ca. 380 Basenpaare getrennt und die TR-Bindestelle ist durch zwei
direkt aufeinander folgende Halbseiten (DRO) charakterisiert. Elemente, die dem F1F2-Modul
vom Aufbau wesentlich &ahnlicher sind, zeigten Uberraschenderweise keine Enhancer-
Blockade und somit auch keinen Hormoneffekt. Das AM2- und das Lamin-Modul bestehen
aus einer CTCF-Bindestelle und einer direkt folgenden bzw. durch 10 Basen getrennte
TR-Bindestelle (ER6). Demnach scheint die Anordnung der CTCF- und TR-Bindestelle
zueinander auf den ersten Blick nicht das entscheidende Kriterium fur ein funktionelles
Element zu sein. In diesem Zusammenhang missen also andere Faktoren eine Rolle
spielen. Diese These verdeutlicht auch die Tatsache, dass sowohl das F1F2- als auch das
ERRa-Element nicht in allen Zelllinien funktionell sind. Fir das F1F2-Element wurde in einer
Reihe von Zellen (MEF, NIH3T3 und 293T) eine hormonsensitive Enhancer-Blockade
beschrieben, die sich nur hinsichtlich der Blockade-Intensitdt voneinander unterschied
(2-4fach). In JEG3-Zellen jedoch war eine sehr starke Enhancer-Blockade zu beobachten,
die aber nicht durch T3 aufgehoben werden konnte (C. Weth, Doktorarbeit 2006). Da
JEG3-Zellen funktionellen TR enthalten, ist die konstitutive Enhancer-Blockade vermutlich

auf eine andere Zusammensetzung an Cofaktoren in dieser Zelllinie zurtickzufiihren. Im
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Rahmen dieser Arbeit konnte fir das ERRa-Element eine hormonsensitive Enhancer-
Blockade in HepG2- und HEK293T-Zellen beobachtet werden, wohingegen in HelLa- und
N2ap-Zellen eine konstitutive Enhancer-Blockade festgestellt wurde.

Sowohl CTCF als auch TR sind in der Lage Cofaktoren zu rekrutieren, und beide sind Ziel
von posttranslationalen Modifikationen, welche die unterschiedlichsten Einflisse haben.
Auch wenn keine direkte Interaktion mit HDACs gezeigt werden konnte, so ist CTCF
dennoch in der Lage, HDAC-AKktivitat aus Kernextrakt zu rekrutieren (Lutz et al., 2000). Dies
korreliert mit der Fahigkeit an Sin3A zu binden. Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass die
CTCF-vermittelte Repression sensitiv gegenltiber dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA)
ist. FUr F1F2 konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von TSA im episomalen System
auch zur Aufhebung der Enhancer-Blockade fiihrt, was auf eine unmittelbare Beteiligung von
HDACs in der CTCF/TR-vermittelten Enhancer-Blockade hinweist (C. Weth, Doktorarbeit
2006). Eine Reduzierung der Enhancer-Blockade um 30% wurde unter Verwendung von
3-ABA, einem Inhibitor der PAR-Polymerase, im episomalen System beobachtet. Die
posttranslationale Modifizierung von CTCF durch die PAR-Polymerase spielt eine wichtige
Rolle in der Vermittlung der Enhancer-Blockade. Mittels insulator trap assay konnte gezeigt
werden, dass die Isolatorfunktion vieler CTCF-Bindestellen sensitiv gegeniiber 3-ABA ist (Yu
et al., 2004). Fur TR/RXR-Heterodimere konnte mittels EMSA eine Interaktion mit der
PAR-Polymerase auf bekannten Bindestellen demonstriert werden, wobei die DBD von
RXRa eine direkte Bindedomane darstellt (Miyamoto et al., 1999). Eine Rekrutierung der
PAR-Polymerase durch TR/RXR-Heterodimere, die dann wiederum zu einer funktionellen
Modifizierung von CTCF fuhrt, wére vorstellbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss des Proteins E6-AP im episomalen Enhancer-
Blockade-System untersucht. E6-AP ist zum einen dafiir bekannt, als Coaktivator fir
Kernhormonrezeptoren zu fungieren, und zum anderen ist es in der Lage, andere Proteine
Zu ubiquitinieren, was zu deren Abbau durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg flihrt (Nawaz et
al., 1999; Scheffner et al., 1993). In GST Pulldown-Experimenten konnte gezeigt werden,
dass E6-AP direkt mit CTCF und in der Gegenwart von T3 mit TR interagiert. Ob CTCF und
TR von E6-AP ubiquitiniert werden, ist nicht bekannt. Allerdings konnte dies fur ERa gezeigt
werden, was zur Regulierung des endogenen Levels dieses Rezeptors beitragt (Li et al.,
2006). Zumindest fur den TR wurde eine Ubiquitinierung und, im Zuge der Genaktivierung,
der Abbau durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg nachgewiesen (Dace et al., 2000). Uber
CTCF gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Informationen, ob es ubiquitiniert wird und
welche moglichen Konsequenzen dies in Bezug auf seine Funktion als Isolatorprotein héatte.
Bei dem Enhancer-Blockade-Assay mit dem 5xF1F2-Konstrukt und gleichzeitiger
Uberexpression von E6-AP konnte zwar in der Abwesenheit von Hormon eine leichte

Abschwachung der Enhancer-Blockade beobachtet werden, aber dabei handelt es sich nicht
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um einen signifikanten Effekt. Die Variation der Einzelexperimente reichte von einer leichten
Erhohung auf 4fach bis zu einer Reduzierung der Enhancer-Blockade auf 1,5fach. Es bleibt
die Frage offen, ob E6-AP, obwohl das Protein sowohl mit CTCF als auch TR interagiert,
tatsachlich keinen Einfluss auf die hormonsensitive Enhancer-Blockade hat oder aber
gewisse Cofaktoren nicht in ausreichender Menge in den Zellen vorhanden waren. In diesem
Zusammenhang konnten squelching-Effekte auftreten, so dass die Menge an EG6-AP,
welches nicht an DNA gebunden ist, Cofaktoren, wie z.B. die E2-konjugierenden Enzyme,
.wegfangt® und diese an den Zielsequenzen nicht in ausreichender Zahl zur Verfligung
stehen. In Vorversuchen wurden zwar verschiedene Mengen an Expressionsplasmid fir
E6-AP transfiziert, was keinen Einfluss auf die Ergebnisse hatte, aber um die gleichmaRige
Uberexpression mittels Western Blot nachweisen zu kénnen, durfte eine bestimmte Menge
nicht unterschritten werden. Eine andere Moglichkeit kbnnte natlrlich eine ausreichende
Menge an endogenem EG6-AP in den Zellen sein, die es damit nicht ermdglicht, einen
gesteigerten Effekt in die eine oder andere Richtung zu erwirken. Hier wére eine
Reduzierung der Proteinlevel unausweichlich, um eventuelle Einflisse zu detektieren. Die
erforderlichen Werkzeuge, wie etwa siRNA gegen E6-AP, standen aber nicht zur Verfiigung.
Insgesamt bleibt die Frage, ob die Rekrutierung von HDACs, PARIlierung, Ubiquitin-Ligasen
und anderer Faktoren tber CTCF erfolgt, oder aber, ob die Faktoren hierfiir erst Uber TR
rekrutiert werden. Fir DNA-gebundenen TR ist im Allgemeinen bekannt, dass die
Transkriptionsaktivitéat Uber Cofaktoren vermittelt wird, die in einer Liganden-abhangigen
Weise rekrutiert wurden. Diese Cofaktoren werden in Corepressoren, die Genreprimierung
vermitteln, und Coaktivatoren, die zur Genaktivierung fuhren, unterteilt. Zahlreiche
Corepressoren, die direkt an die LBD des TR binden, wurden charakterisiert, dazu zahlen
unter anderem SMRT/N-CoR, Alien, Cyclin-D1 und SUN-CoR (Rosenfeld and Glass, 2001).
Die SMRT/N-CoR Corepressoren kommen einerseits innerhalb anderer Komplexe vor, die
HDACs zum DNA-gebundenen Rezeptor rekrutieren, und kénnen andererseits selbst
HDACSs binden. Diese Chromatin-modifizierenden Enzyme filhren zu einer Deacetylierung
von Lysinresten der Histonarme, was eine Kondensierung der Chromatinstruktur zur Folge
hat, die dadurch weniger zugénglich fur Transkriptionsfaktoren wird.

Durch die Bindung von Ligand an den TR &andert sich dessen Konformation, was zur Folge
hat, dass die Corepressor-Komplexe dissoziieren und Coaktivatoren rekrutiert werden. Zu
diesen Coaktivatoren gehoren die p160-Proteine, die wiederum p300/CBP rekrutieren, die
Histon-Acetyltransferase(HAT)-Aktivitdt besitzen. Der T3-besetzte TR fuhrt auch zur
Assoziation mit pCAF/GCN5-Komplexen, die ebenfalls HAT-Aktivitat innehaben. Diese
Enzymaktivitat fihrt im Gegensatz zur HDAC-Aktivitat zu einer offenen Chromatinstruktur
(Westin et al., 2000).
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Die unmittelbare Nahe einer CTCF-Bindestelle zu einem TRE fuhrt zu der Frage, ob sich die
Cofaktoren, die jeweils rekrutiert werden, gegenseitig beeinflussen, was zu einer
Stabilisierung  eines  hoheren  Komplexes fuhren kénnte. Sowohl auf der
CTCF-TR-Bindestelle im ERRa-Promotor als auch auf dem F1F2-Element wurde gezeigt,
dass CTCF die Anwesenheit von TR benétigt, um in der Abwesenheit von Hormon eine
funktionelle Enhancer-Blockade aufzubauen (Abb. 5.15). Fur das ERRa-Element sind nahe
der TR-Bindestelle bereits zwei Halbseiten beschrieben, die vom ER erkannt werden (Liu et
al., 2003). Es stellte sich also die Frage, ob andere Kernhormonrezeptoren in der Lage sind,
mit CTCF zu kooperieren. Es konnte aber gezeigt werden, dass die hormonsensitive
Enhancer-Blockade nicht durch den ER vermittelt werden kann, sondern die Anwesenheit
von TR Voraussetzung fir diese Funktion ist (Abb. 5.16). Der Grund fir dieses Ergebnis
koénnte darin liegen, dass ER in der Abwesenheit seines Liganden und der Anwesenheit von
Tamoxifen nicht in vollem Umfang mit Corepressoren assoziiert ist (Wen et al., 2009). Es
ware also vorstellbar, dass durch den TR rekrutierte Cofaktoren auch in die Regulierung der
CTCF-vermittelten Enhancer-Blockade involviert sind. Denkbar wére eine Beteiligung von
Sin3A-Komplexen, denn sowohl CTCF als auch TR sind mit Sin3A-Komplexen assoziiert.
Der Komplex von DNA-gebundenem TR/RXR und CTCF konnte eine Plattform fir den
Sin3A-Komplex bilden, der dann durch CTCF und TR stabilisiert wird. Gleiches wére auch
fur den Cofaktor E6-AP vorstellbar.

Die Anwesenheit von Ligand hat dann die Rekrutierung von E6-AP und dessen Cofaktoren
zur Folge, was zur Aufhebung der Enhancer-Blockade fuhren konnte. Ob die Ubiquitinierung
nur bei CTCF und/oder TR oder eventuell auch bei Histonen stattfindet, bleibt spekulativ. Fur
den TR ist bekannt, dass die transkriptionelle Aktivitdt invers mit der Proteinmenge des
Rezeptors korreliert (Dace et al., 2000). Nach der Induktion durch T3 sinkt die Anzahl der
TR-Molekile in der Zelle, ein Vorgang, der Uber den Ubiquitin-Proteasom-Weg gesteuert
wird, die Expression von Zielgenen wird aber erhéht. Fur Histone ist seit langem bekannt,
dass Histon H2A ubiquitiniert werden kann, aber die funktionelle Bedeutung blieb ungeklart
(Goldknopf et al., 1975). Aktuelle Studien zeigten nun eine Verbindung zwischen der
Ubiquitinierung von H2A und dem durch Polycomb vermitteltem Silencing (Wang et al.,
2004). Des Weiteren wurde ubiquitiniertes H2A mit der Initiation der
X-Chromosom-Inaktivierung in Verbindung gebracht (Fang et al., 2004). Es gibt demnach
neben dem Abbau von Proteinen durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg weitere Funktionen,

die durch eine Ubiquitinierung gesteuert werden.
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Abb. 6.1: Modell fir den Einfluss von Cofaktoren auf die CTCF/TR-vermittelte Enhancer-
Blockade

In der Abwesenheit von Hormon kénnte die Rekrutierung von HDAC-Aktivitat Gber Sin3A auf das
kombinierte Bindeelement erfolgen. Die Assoziation von PARP1 mit RXR fiihrt méglicherweise zur
PARlierung von CTCF. In Anwesenheit von T3 werden Coaktivatoren zusammen mit E6-AP rekrutiert,
was madglicherweise zur Ubiquitinierung von CTCF und zur Aufhebung der Enhancer-Blockade fuhren
kénnte. TR wird ubiquitiniert und durch den Ubiquitin-Proteasom-Weg abgebaut. Der zyklische Abbau
und die aktivierende Wirkung des Rezeptors sind dabei gekoppelt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

sind nicht alle im Text diskutierten Einfliisse in dem Modell dargestellit.
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Bei der Beteiligung von Sin3A ist ein Szenario vorstellbar, bei dem die Anwesenheit von
Ligand die Rekrutierung von HAT-Komplexen zur Folge hat, was z.B. zur Acetylierung von
CTCF und somit zur Aufhebung der Enhancer-Blockade fiihren kdnnte. Dieser dynamische
und zeitlich sehr schnell ablaufende Wechsel von assoziierten Komplexen an kombinierten
Bindeelementen konnte die Schlisselreaktion sein, die fur das Umschalten der Enhancer-
Blockade verantwortlich ist. Auch hier muss die Frage gestellt werden, ob die enzymatischen
Funktionen nur auf die beteiligten DNA-bindenden Elemente oder auch auf das Chromatin

wirkt. Diese offenen Fragen sollten in Zukunft angesprochen und analysiert werden.

6.3 Endogene Regulation des ERRa-Gens

Das ERRa-Gen ist im Herzgewebe von Ratten, die 15 Tage mit Hormon behandelt wurden,
durch T3 reguliert (De et al., 2004). Da in der vorliegenden Arbeit eine hormonsensitive
Enhancer-Blockade der kombinierten CTCF- und TR-Bindestelle des ERRa-Gens in HepG2-
(Leber) und HEK293T-Zellen (Niere) gezeigt wurde, lag der Fokus der endogenen
Genregulation auf diesen beiden Zelllinien. Zum einen musste Uberprift werden, ob ERRa in
Zelllinien, die nicht aus Herzgewebe stammen durch T3 reguliert ist, und zum anderen, ob
dies in kirzeren Zeitabstanden als 15 Tage stattfindet, weil davon ausgegangen wird, dass
die Genregulation durch hormonsensitive Enhancer-Blockade in kirzeren Intervallen
geschieht und damit eine Feinregulierung des entsprechenden Gens erreicht wird.

Mittels quantitativer realtime-PCR wurde die Expression des ERRa-Gens in der Ab- und
Anwesenheit von Hormon untersucht. Sowohl HepG2- als auch HEK293T-Zellen zeigten
keine Veranderung der Expressionsmuster nach T3-Behandlung. Eine Uberexpression von
TRB in HEK293T-Zellen fiihrte ebenfalls zu keiner Veranderung. In der Literatur wurde
bereits die Regulation von ERRa in MCF-7-Zellen durch E2 beschrieben (Hu et al., 2008).
Dieses Ergebnis konnte im Rahmen dieser Arbeit reproduziert werden und zeigte die
Funktionalitdt der sehr sensitiven Nachweismethode mittels rt-PCR. Das wiederrum
bedeutet, dass ERRa in den untersuchten Zelllinien zumindest in den analysierten
Zeitintervallen nicht durch T3 reguliert ist und methodische Probleme ausgeschlossen
werden kbénnen.

Zusatzlich zu den Expressionsmustern des ERRa-Gens wurden ChlP-Analysen in HEK293T-
und HepG2-Zellen mit Antikorpern gegen CTCF, Polymerase Il und der Sccl-Untereinheit
von Cohesin durchgefuhrt. Dabei wurden Primerpaare verwendet, die spezifisch fir den
Promotorbereich, das TRE bzw. die CTCF-Bindestelle sind. Es konnte gezeigt werden, dass
CTCF und Cohesin fast ausschlieBlich an die CTS rekrutiert wurden, wobei die

Polymerase Il an allen Regionen zu finden ist. Allerdings wurden die starksten Signale fur
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das TRE beobachtet. Fir alle drei Faktoren konnte keine Abhé&ngigkeit in Bezug auf die
Behandlung mit T3 festgestellt werden. Da die Rekrutierung der Polymerase Il als Maf3 fur
die Transkription herangezogen wurde und es keine Veranderung gab, wird die Aussagekraft
der Expressionsanalyse bestétigt. Die Identifikation eines geeigneten Zellsystems, um
hormonsensitive Enhancer-Blockade am endogenen Lokus analysieren zu kdnnen, bleibt ein
wichtiges Ziel fur zukiinftige Forschungsarbeiten.

Einen interessanten Aspekt kdnnte die Involvierung von Cohesin bei der endogenen
Regulation des ERRa-Gens darstellen. In kirzerer Vergangenheit wurde fiir Cohesin neben
dem Zusammenhalten von Schwesterchromatiden zu Beginn der S- bis zur G,-Phase, um
dabei die korrekte Teilung der Chromosomen wahrend des Zellzyklus sickerzustellen, eine
zusatzliche Funktion wahrend der Interphase beschrieben. Ein Vergleich von CTCF- und
Cohesin-Bindestellen zeigte ein hohes Mal3 an Colokalisation beider Faktoren (Wendt et al.,
2008). Funktionell sind sie an der Regulation des H19-Igf2 Isolators beteiligt. CTCF ist in der
Lage, Chromosomenschleifen auszubilden, die gewisse Promotor-Enhancer-Interaktionen
fordern und andere verhindern. Denkbar ware hier, dass Cohesin dabei hilft, die Schleifen
auszubilden und sie zu stabilisieren. Ein mdglicher Mechanismus hierbei konnte das
Zusammenhalten von zwei CTCF-Bindestellen sein vergleichbar mit der Funktionsweise bei
zwei Schwesterchromatiden. Der Beweis hierfir muss aber noch erbracht werden. Eine
weitere Frage die sich stellt ist, ob sich der Einfluss von Cohesin auf konstitutive Isolatoren
beschrankt oder auch bei regulierbaren Enhancer-Blockade-Elementen eine Rolle spielt.
Dies wirde voraussetzen, dass Chromosomenschleifen hormonsensitiv ausgebildet werden
und dadurch Promotor-Enhancer-Interaktionen je nach Bedarf geférdert oder verhindert
werden. Ein Zusammenspiel von hormonabhé&ngigen posttranslationalen Modifikationen von
CTCF und TR sowie einer veranderten Chromatinstruktur mit der Ausbildung von distinkten

Chromosomenschleifen ware vorstellbar.

6.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden 10 weitere kombinierte Bindestellen fir CTCF und TR
identifiziert und charakterisiert. Dabei zeigte ein Element im episomalen System eine
hormonsensitive Enhancer-Blockade. Um mehr Informationen zu erhalten, wie ein solches
Modul aufgebaut sein muss, um funktionell zu sein, wére es interessant einzelne CTCF- und
TR-Bindestellen auszutauschen und neu zu kombinieren. Hier stellt sich die Frage, ob die
benachbarte Positionierung eines in diesem Zusammenhang funktionellem TRE mit jeder

CTCF-Bindestelle hormonsensitive Enhancer-Blockade vermitteln kann oder nicht.
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Bei dem Enhancer-Blockade-Assay mit dem 5xF1F2-Konstrukt und gleichzeitiger
Uberexpression von E6-AP konnte kein signifikanter Einfluss auf die Enhancer-Blockade
oder deren Aufhebung nach Zugabe von T3 beobachtet werden. In diesem Zusammenhang
ware ein knock-down von E6-AP mittels siRNA ein interessanter Ansatz, um einen Einblick
zu erhalten ob E6-AP als Cofaktor fungiert. Generell gilt die Suche nach Cofaktoren als
wichtiger Baustein, um die hormonsensitive Enhancer-Blockade und die zugrunde liegenden
Mechanismen besser zu verstehen.

Fur die Identifikation von weiteren benachbarten Bindestellen stehen seit kurzem neue Daten
zur Verfigung. Durch ChIP on chip Experimente aus murinem Zerebellumgewebe konnten
91 Gene mit bisher unbekannten Bindestellen fir TRB identifiziert werden (Dong et al.,
2009). Allerdings umfasste der verwendete microarray nicht das komplette Genom, sondern
nur den Bereich von -8 kb bis +2 kb relativ zum jeweiligen Transkriptionsstart von 5000
Genen. Dennoch ist es interessant diese Bindestellen mit denen von CTCF abzugleichen,
was Gegenstand aktueller Forschungen ist. Weiterhin bleibt die Identifikation eines
geeigneten Zellsystems, anhand dessen regulatorische Vorgdnge am endogenen Lokus

studiert werden kdnnen, eine grof3e Herausforderung.
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8 Anhang

8.1 Enhancer-Blockade-Assay
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Abb. 8.1: Uberexpression von E6AP hat keinen signifikanten Einfluss auf Enhancer-Blockade

N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgeséat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Zusatzlich wurden 0,5 pg eines Expressionsplasmid fur Flag-E6AP bzw. Flag-E6APmut
cotransfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden
die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pRep) in der An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade der jeweiligen Episomen ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit
Hilfe von cotransfizierter -Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert. Es ist ein reprasentatives

Experiment von 3 unabhangigen Versuchen gezeigt.
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Abb. 8.2: Keine der neu identifizierten kombinierten Bindestellen vermittelt in N2ag-Zellen

hormonsensitive Enhancer-Blockade

N2af Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgeséat und mit 1 ug episomalem Reporter

transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die

Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des

Kontrollexperiments (pRep) in der An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die

relative Enhancer-Blockade der jeweiligen Episomen ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit

Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ug) normalisiert. Zahlen hinter Lamin

zeigen die Orientierung der genomischen Sequenz relativ zum Promotor an (natirliche Orientierung

(8), reverse Orientierung (7)). Es ist ein reprasentatives Experiment von 3 unabhéngigen Versuchen

gezeigt. (A) Episomen mit monomerer Integration der Bindestellen. (B) Multimerisierte Konstrukte.
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Abb. 8.3: Keine der neu identifizierten kombinierten Bindestellen vermittelt in HelLa-Zellen

hormonsensitive Enhancer-Blockade

HelLa Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und analog zu Abb. 8.1 behandelt.

Zusatzlich wurden 0,2ug eines TR- Expressionsplasmid transfiziert.
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8.2 Ubersicht T3-regulierte Gene

Tabelle 8.1: Durch T3 regulierte Gene die auf kombinierte Bindestellen hin untersucht wurden.
CTCF Bindestelle 40 kb stromauf- bzw. abwaérts des Transkriptionsstart (orange), zusatzlich
benachbarte TR Erkennungssequenz(griin), n.f. = nicht feststellbar.

Gene Funkt_l(_)n_elle Accession cTs | TRE
Klassifizierung No.

De et al. 2003

Cytochrome P450 Metabolismus M29874 n.f.

HDL-binding protein M83789 nein

Adipocyte fatty acid binding protein J02874 nein

Phospholipid transporter protein L26232 nein

Cyclo-oxygenase 1 M59979 n.f.

Insulin responsive glucose transporter M20747 ja ja

Cu,Zn-SOD J02947 nein

Cardiac muscle myosin heavy chain a Zytoskelett-Matrixprotein ~ D00943 nein

isoform

Cardiac muscle myosin heavy chain 3 M58018 nein

isoform

Matrix metalloproteinase 2 J03210 ja nein

Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 J05593 nein

(TIMP2)

Collagen Va1 M11315 n.f.

Collagen XVla1 M92642 n.f.

L-selectin M25280 nein

Junction placoglobulin M23410 ja nein

Erythrocyte adducin alpha subunit X58141 nein

Atrial natriuretic factor (ANF) Wachstumsfaktor HS75640 nein

Placental growth factor 1 X54936 ja nein

Estrogen-related receptor alpha (ERRa)  Transkriptionsfaktor X51416 ja ja

Retinoic acid receptor alpha (RARa) X06614 ja nein

Retinoic acid receptor gamma (RARY) M24857 nein nein

V-erb-related protein 3, transcription X12795 nein

factor COUP2

nuclear receptor subfamily 2 group F X58241 ja ja

member 2

Progesterone receptor M15716 nein

Mineralocorticoid receptor M16801 nein

Purinoreceptor u41070 nein

Vascular endothelial growth factor AF016050 nein

receptor

Vasopressin V-3 receptor D31833 nein

Sterol regulatory element-binding TF 1 u00968 nein

Protein tyrosine phosphatase receptor Y00815 ja ja

type-F

Tafazzin Nicht klassifiziert X92762 nein

Feng et al. 2000

Spot 14 gene Kohlenhydrat und X95279 n.f.
Fettsdure Metabolismus

Glucose-6-phosphatase u00445 nein

Carbonyl reductase (Cbrl) U31966 nein

Insulin-like growth factor binding protein 1 X81579 nein nein

prec.

Fatty acid transport protein (FATP) U15976 nein
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Gene Funkt!qr!elle Accession cTs | TRE
Klassifizierung No.

Cyp4a-10 X69296 nein

PHAS-II U75530 n.f.

Serine/threonine kinase (Akt2) Uu22445 nein

Putative transcription factor of the insulin X17500 nein

gene

Nuclear-encoded mitochondrial L42996 nein

acyltransferase

Glycerophosphate dehydrogenase J02655 Ja nein

B61 Zellproliferation und U26188 nein
Replikation

Bcl-3 M90397 ja ja

Kinesin-like protein (Kip1p) AF131865 nein

Chromodomain-helicase-DNA binding P40201 nein

protein 1

NfiB1-protein (exon 1-12) Y07685 ja ja

Putative ATP-dependent RNA helicase Jo4847 nein

PL10

Murine vik5variant in the kinase S53216 n.f.

C11 protein X81624 n.f.

Thymic stromal stimulating factor D43804 ja nein

Ubiquitin-activating enzyme E1 X D10576 ja ja

b-2 Adrenergic receptor Signaltransduktion X15643 n.f.

Protein kinase C inhibitor (mPKCI) U60001 nein

Inhibitory G protein of adenylate cyclase, M13963 nein

a chain

Terminal deoxynucleotidyltransferase X04123 ja nein

Rho-associated, coiled-coil forming U58513 nein

protein kinase p160

Protein kinase C, u type AB011812 nein

Protein kinase z M94632 ja nein

Lamin A D13181 ja ja

a-2,3-Sialyltransferase Glykoprotein Synthese D28941 nein

B-Galactoside a 2,6-sialyltransferase D16106 ja nein

T-complex protein 1, & subunit Zellulare Immunitat P80315 nein

H-2 class | histocompatibility antigen Q61147 n.f.

FK506-binding protein (FKBP65) LO7063 nein

FK506-binding protein (FKBP23) AF040252 ja nein

Myosin binding protein H (MyBP-H) Zytoskelett Protein u68267 ja nein

AM2 receptor X67469 ja ja

Cytoskeletal b-actin X03672 n.f.

Actin, a cardiac M15501 nein

Skeletal muscle actin M12866 nein

Capping protein a-subunit G565961 n.f.

Actin, y-enteric smooth muscle M26689 nein

Major urinary protein 2 precursor nicht klassifiziert M27608 nein

B-Globin AB020013 nein

a-Globin L75940 nein

Putative SH3-containing protein SH3P12 AF078667 nein

Membrane-type matrix metalloproteinase X83536 ja nein

ecel (endothelin-converting enzyme) W78610 nein

a-Adaptin P17426 n.f.

Glucose regulated protein 78 D78645 nein

Lupus la protein homolog L00993 n.f.

EST Al646753 n.f.

Virus-like (VL30) retrotransposon BVL-1 X17124 n.f.
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Gene Funkt!qr!elle Accession cTs | TRE
Klassifizierung No.

TGN38B D50032 n.f.

Mitochondrial genome LO7096 n.f.

Arylsulfatase A X73230 ja ja

Flores-Morales et al. 2002

Glucose-6-phosphatase Glukose-Stoffwechsel RGIAJ68 nein

L-type pyruvate kinase RGIAQ41 nein

FAS (EC 2.3.1.85) Fett-Stoffwechsel RGIAN54 n.f.

6-Phosphogluconate dehydrogenase RGIAU16 nein

Hepatic product spot 14 RNACO7 n.f.

Cytosolic malic enzyme RGIAN56 nein

Farnesyl pyrophosphate synthetase RGIAQ69 nein

Stearyl-CoA desaturase RGIAE62 ja ja

NADH-cytochrome b5 reductase RGIAA92 ja ja

Peroxisomal enoyl-CoA hydratase RGIAJ92 nein

Cytochrome P450 IVA3 RGIAX68 n.f.

Lipoprotein lipase RGIBC49 nein

Fatty acid transporter (FAT) RGIAVO1 n.f.

Fatty acid binding protein RNAA94 n.f.

Nudix 7 Intermediarer RGIAM95 n.f.
Metabolismus

Cyclohydrolase | RGIAC24 nein

S-adenosylmethionine decarboxylase RGIATO7 nein

Catechol O-methyltransferase RGIAM38 ja ja

Ornithine aminotransferase RGIAE79 Ja ja

N-GN-G-dimethylarginine RGIBA46 n.f.

dimethylaminohydrolase

Highly similar GTPase-activating protein  Signaltransduktion RGIAM83 n.f.

p-GAP

p-1g RGIAJO1 nf.

N-ras gene for p21 protein RGIAU48 n.f.

14-3-3 protein, g-isoform RGIAM25 n.f.

ERK1 RGIAJ95 nein

PDE1 A RNAB35 nein

PDE1 C RNAB35 nein

PDE | B RNAB35 nein

Epidermal growth factor receptor RGIAV72 nein

Epidermal growth factor RGIAV72 n.f.

Phosphatidylinositol-4-phosphate 5- RGIBA80 n.f.

kinase a, type Il

GH receptor RGIBC55 ja ja

STAT5b Transkription RGIAK24  nein

DNA-binding protein inhibitor ID-1 RGIAQ63 n.f.

hPer (circadian pacemaker protein) RGIBA55 ja ja

((PERY))

NGF-inducible protein PC3 Zellproliferation und RGIAL89 nein
Apoptosis

Cyclin A RGIAI87 nein

Cyclin | 5days responsive RGIAR37 ja nein
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8.3 Vektoren

CMV Promotor
Hag
Nhel(957)

BamHI (963)

Ampicillin

" EcoRI(969)
EcoRV (977)
Afe1(984)
NotI(989)

pCDNAS3 Flag-linker

5470 b
P Xho1(996)

Xbal(1008)

//SV40 Promotor

= Y T PstI(2357)

Neomycin

Abb. 8.4: Schematische Darstellung des Konstrukts pCDNA3 Flag linker

Das Plasmid ist zur eukaryontischen Expression und in vitro-Translation von Flag geeignet.
CMV-Promotor: Promotor des Cytomegalie-Virus; T7-Promotor: Promotor fur T7; SV40-Promotor:
Promotor des Simian-Virus 40; Neomycin: Neomycin-Resistenzgen; Ampicillin:
Ampicillin-Resistenzgen. Klonierungsstrategie: Der Vektor pCDNA3-Flag-CTCF wurde mit Nhel und
Xhol geschnitten und Uber ein Gel aufgereinigt. Dadurch wird die Codierungssequenz fir CTCF

entfernt. Die Primer pCDNA3-Flag-Polylinker s&as wurden annealed und mit dem Vektorriickrad
ligiert.
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CMV Promotor

Ampicillin T7 Primer

Flag
Nhe1(957)
. BamHI(963)

Xho 1(1053)

Xho 1(1669)
pCDNA3 Flag-E6-AP
Xho 1(2104)
7974 bp
Xba 1(2207)
; E6AP
EcoRI(2329)
Neomycin Pst1(2483)
PstI(4861) EcoRV (2881)
SV40 Promotor 5p6 Primer TN Xho1(347)
T I
Xho1(3500) ot 1(3493)

Abb. 8.5: Schematische Darstellung des Konstrukts pCDNA3 Flag E6-AP

Das Plasmid ist zur eukaryontischen Expression und in vitro-Translation von Flag-E6-AP geeignet.
Beschreibung s. Abb. 8.4. Klonierungsstrategie: Der Vektor pPCDNA3-Flag-linker und pGEX-4T-E6-AP
wurden mit BamH1 und Notl geschnitten und die Fragmente jeweils Uber ein Gel aufgetrennt,

ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Kodierungssequenz fir E6-AP wurde in den geschnittenen
Vektor pPCDNAS-Flag-linker einkloniert.

CMV Promotor
T7 Primer

Ampicillin

Hag

Nhe 1(957)

\\\\\\Bﬂm HI(963)

\Xho 1(1053)
Xho 1(1669)
Xho 1(2109)

PCDNAS3 Flag-E6-AP C to A mut

7966 bp o 162207

‘ E6AP mut
Eco RI(2320)
Bt 1248)
Eco RV (2881)
/) ‘Not 1(3485)

Sp6 Primer/
Xba 1(3509) Xho 1(3492)

Neomycin
Pt 1(483)
SV40 Promotor
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Abb. 8.6: Schematische Darstellung des Konstrukts pCDNAS3 Flag E6-AP mut

Das Plasmid ist zur eukaryontischen Expression und in vitro-Translation von Flag-E6-AP mut
geeignet. Beschreibung s. Abb. 8.4. Klonierungsstrategie: Der Vektor pPCDNA3-Flag-linker wurde mit
BamH1 und EcoRV geschnitten und die Fragmente Uber ein Gel aufgetrennt, ausgeschnitten und
aufgereinigt. Das Plasmid pGEM E6-AP C—A wurde mit Hindlll geschnitten und die Enden mit der
T4-Polymerase aufgefillt. Danach wurde mit BamHI geschnitten und die Fragmente Uber ein Gel
aufgetrennt. Die Kodierungssequenz fir E6-AP mut wurde in den geschnittenen Vektor pCDNA3-Flag-

linker einkloniert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnen nicht alle klonierten episomalen Konstrukte dargestellt
werden, da dies den Umfang sprengen wirde. Beispielhaft ist jeweils ein Konstrukt mit und
ohne SV-40 Enhancer abgebildet. Alle Ubrigen Konstrukte sind in der Datenbank des
Genetischen Instituts abgelegt.

pREP Notl SEQ s Nhel (16)
TK pA
Hygromycin SV 40 Promoter
Luciferase
Yy
M SV 40 Late Poly A
/ DRO
7 T
puUC ori ~ crs
f pRep ERRa =
A
‘ 11662 b
Ampicillin % P Spel (2718)
Spel(3701)
T
OriP
.
EBNA-1 gene

Abb. 8.7: Schematische Darstellung des Konstrukts pRep ERRa

Der episomale Vektor pRep ERRa wurde fiur transiente Transfektionen in eukaryontische Zellen
verwendet. Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist.

SV40 Late Poly A: Polyadenylierungsstelle des Simian-Virus 40; OriP: viraler Replikationsursprung;
EBNA-1 gene: virales nukledres Antigen; Ampicillin: Ampicillin-Resistenzgen; pUC ori:
prokaryontischer Replikationsursprung; P tk: Promoter der Thymidinkinase (Herpes Simplex-Virus);
Hygromycin: Hygromycin-Resistenzgen; TK pA: Polyadenylierungsstelle der Thymidinkinase (Herpes

Simplex-Virus).
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Klonierungsstrategie: Das Episom pRep4-ss wurde mit Notl geschnitten und der Uberhang mit T4-
Polymerase aufgefillt. Danach wurde mit Nhel geschnitten und das Fragment Uber ein Gel
aufgereinigt. Der Vektor p3a-ERRa wurde mit Nhe und EcoRV geschnitten und die Fragmente Uber
ein Gel aufgetrennt und aufgereinigt. Das Promotor-Luciferase-Isolator-Element wurde in den

geschnittenen pRep4-ss einkloniert.

pPREP Notl SEQ s
Nhel (16)
~ TKpA SV 40 Promoter
Hygromycin ) Luciferase
P tk /%\\v /SV 40 Late Poly A
‘ DRO
¥
pucori I * -~
CTS
| =
| pRep ERRa E |
o \ 11934 bp | speren)
Ampicillin SV 40 Enhancer
Spel(3973)
N
OriP
) __
EBNA-1 gene

Abb. 8.8: Schematische Darstellung des Konstrukts pRep ERRa E

Beschreibung siehe Abb. 8.7.

Klonierungsstrategie: Das Episom pRep4-ss wurde mit Notl geschnitten und der Uberhang mit T4-
Polymerase aufgeflllt. Danach wurde mit Nhel geschnitten und das Fragment Uber ein Gel
aufgereinigt. Der Vektor p3a-ERRa wurde mit BamHI geschnitten und der Uberhang mit T4-
Polymerase aufgeflllt. Danach wurde mit Nhel geschnitten und das Fragment Uber ein Gel
aufgetrennt und aufgereinigt. Das Promotor-Luciferase-lsolator-Enhancer-Element wurde in den

geschnittenen pRep4-ss einkloniert.

8.4 Oligonukleotide

Oligonukleotide fiir Bandshift Versuche

Catechol CTScorel s & as

5 -CCTGCTCTGTCTACCCGAGGGCACCAGAGGGCACGAGAAGGCTGGCTCCCTG- 3
5" -CAGGGAGCCAGCCTTCTCGTGCCCTCTGGTGCCCTCGGGTAGACAGAGCAGG- 3
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Catechol CTScore2 s & as
5 -TGAACCTTGCCCCTCTGCAAACACAAGGGGGCGATGGTGGCACTCCAAGCAA- 3
5 -TTGCTTGGAGTGCCACCATCGCCCCCTTGTGTTTGCAGAGGGGCAAGGTTCA- 3

Catechol IR4 s & as
5 -CGTCCAGAGCATGGGTGACCAGCACG- 3
5 -CGTGCTGGTCACCCATGCTCTGGACG- 3'

Catechol DR4 s & as
5 -ACCCGAGGGCACCAGAGGGCACGAGA- 3
5 -TCTCGTGCCCTCTGGTGCCCTCGGGT- 3

Catechol 5CTS 20mer s & as
5 -CCACTCTTGCCCCAGGCCTGCCCTCTGCTGGGAGCCGGGACACTGAGCTC-3'
5 -GAGCTCAGTGTCCCGGCTCCCAGCAGAGGGCAGGCCTGGGGCAAGAGTGG- 3'

Catechol 5’DR4 s & as
5 -ACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCG- 3
5 -CGGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGT- 3'

Stearyl CTS s & as
5 -GGTGCTTTACCTACCAGGGCCACTGGGTGGCAGCAGGACCCTGGCCCCAT- 3
5 -ATGGGGCCAGGGTCCTGCTGCCACCCAGTGGCCCTGGTAGGTAAAGCACC- 3

Stearyl DR4 s & as
5 -ACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCA- 3
5 -TGGGTGGATCACCTGAGGTCAGGAGT- 3'

PTPR CTScore s & as
5 -CAGTCCCATCCCCTCCTCATACGCCAGGGGGCGCACACGCACTGTTTGTGAA- 3!
5 -TTCACAAACAGTGCGTGTGCGCCCCCTGGCGTATGAGGAGGGGATGGGACTG- 3

PTPR DR4 s&as
5’ -ACTCCTGACCTCGGGTGATCTGCCCG- 3
5 -CGGGCAGATCACCCGAGGTCAGGAGT- 3'
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PTPR DR5 s & as
5 -TTGTGAATTCAAGTTCAGGACAAAAAC- 3
5 -GTTTTTGTCCTGAACTTGAATTCACAA- 3

COUP-TF2CTS s & as
5 -TTTAGGCAGCGAGGACTCTTACACTAGGGGGCAGACAGATACTGTACTTGCT- 3
5 -AGCAAGTACAGTATCTGTCTGCCCCCTAGTGTAAGAGTCCTCGCTGCCTAAA- 3’

COUP-TF2IR4 s & as
5 - TACTGAGTTCAGAGTTAAACTCGGCA- 3
5 - TGCCGAGTTTAACTCTGAACTCAGTA- 3

COUP-TF2 ER6 s & as
5 - AATTCTGTGCTCTGTCCAGAACATTCAA- 3
5 - TTGAATGTTCTGGACAGAGCACAGAATT- 3

COUP-TF2 DRO s & as
5 -AGATACTGTACTTGCTCTAATCTT- 3'
5 -AAGATTAGAGCAAGTACAGTATCT-3'

ERRa CTS s & as
5 -GGTTCCTCGAATCACACATGCGGCGCCCCCTGGTGGGGAGACCTTTCGGT- 3!
5 -ACCGAAAGGTCTCCCCACCAGGGGGCGCCGCATGTGTGATTCGAGGAACC- 3

ERRa DR4 s & as
5 -CGCGATGTCCTTTTGTGTCCTACAAG- 3
5 -CTTGTAGGACACAAAAGGACATCGCG- 3

ERRa DRO s & as
5 -CCGCAGTGACCTTGAGCTTTCTCC- 3
5 -GGAGAAAGCTCAAGGTCACTGCGG- 3

Period CTS s & as
5 -CCCATTACCAACTCCTAGTGCCCCCCTGTGGCCACTTTGAGAATCACACT- 3
5 -AGTGTGATTCTCAAAGTGGCCACAGGGGGGCACTAGGAGTTGGTAATGGG- 3
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Period DR4/IR4 s & as
5 -ACAAGAGATCAATTGTGGCCAACCCC- 3'
5 -GGGGTTGGCCACAATTGATCTCTTGT- 3’

Period DR4 s & as
5 -ACTCCTGACCTCAAATGATCTGCCTG- 3
5 -CAGGCAGATCATTTGAGGTCAGGAGT- 3'

AM2 receptor CTS s & as
5 -AACAGCCATAAAACGCCGCCCAGAAGGGGGCAGTGACCAAAAGCACGTTC- 3
5 -GAACGTGCTTTTGGTCACTGCCCCCTTCTGGGCGGCGTTTTATGGCTGTT- 3

AM2 receptor ER6 0,71 s & as
5 -GGCAGTGACCAAAAGCACGTTCACTGGC- 3
5 -GCCAGTGAACGTGCTTTTGGTCACTGCC- 3

Bcl3 CTS s & as
5 -GAAGGCGTGCCCATGGCAACCGCTAGGTGGTGCCCGTACACCACCAGCCA- 3
5 - TGGCTGGTGGTGTACGGGCACCACCTAGCGGTTGCCATGGGCACGCCTTC- 3'

Bcl3 DR4 s & as
5 -CAGGAGGATCACCTGAGGTCAGAAAT- 3’
5 -ATTTCTGACCTCAGGTGATCCTCCTG- 3

PEPCK CTS s & as
5 -AACCATGCTCAGCCACAGTGGCCTCTGCAGGTTGAGGAGGGATTCGCTGT- 3
5 - ACAGCGAATCCCTCCTCAACCTGCAGAGGCCACTGTGGCTGAGCATGGTT- 3

PEPCK IR4 s & as
5 -GCCCAAGCACAAATGTGACCCTCGGT- 3
5 - ACCGAGGGTCACATTTGTGCTTGGGC- 3

PEPCK DRO s & as
5 -CAAATGTGCTCTTGAGCCTATTTT- 3
5 -AAAATAGGCTCAAGAGCACATTTG- 3
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Lamin A ER6 s & as
5 -CTAAATGTCCCTCGTTTTGGTCACTGGC- 3
5 -GCCAGTGACCAAAACGAGGGACATTTAG- 3

Growth hormone receptor DR5 s & as
5 —-GTATTTGAGCCACAGCTGAGCTTCTGA- 3’
5 —_TCAGAAGCTCAGCTGTGGCTCAAATAC- 3

Growth hormone receptor DR4 s & as
5 —-CGGCGTGACCCCTGGTGAACGGTGGC- 3

5 —-GCCACCGTTCACCAGGGGTCACGCCG- 3

Oligonukteotide fir die ChlP-Analyse

Stearyl 5 CTS ChIP s & as
5" -CAGAACAAATTCTTCACTCCTACCT- 3
5 -TGTGGAGAAAAGTGGTCTCTAGATT- 3'

PTPR CTS ChIP s & as
5 -GGTGAAAAACCACTCACTGGAA- 3’
5 - TTCAGGGATCACGTGGTAATG- 3'

Catechol 3 CTS1 ChIP s & as
5 -AACAGCCTGAGTCCGTGTCTG- 3'
5 -CTTTGCTTGGAGTGCCACC- 3'

Catechol 3’ CTS2 ChlIP s & as
5 -ACAGCTGCCAACAGCAGAGG- 3'
5 -GCCAGAGGCACACACCTGCT- 3

ERR CTS ChIP s & as
5 - ATCTGCGGTTCCTCGAATCA- 3
5 - ATGTATCGCTGCAGCTCCTT- 3

ERR 5’control ChIP s & as
5 -TTATGATTTGCGCTGGTTGA- 3'
5 - GCACACAGCAAGTGCTCAAT- 3
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ERR MHRE ChIP s & as
5 - GTCAGTGCAGGACAGCCCGCGTGA- 3'
5 - GATAGGGCCCGGACGGAGAAAGC- 3

ERR Prom ChIP s & as
5 - AGGAAGCGGAGTAGGAAGC- 3’
5 - GGAGTGCCGGAGTGAGCC- 3’

hmycN ChIP s & as
5 -TGTTTTAAGGAACCGCCTGT- 3'
5 -CGTTCAGGTTTGCGAAAGTA- 3'

hPEPCK ChIP TRE s & as
5 -CTTCCCATGAACTTTGACTG- 3
5 -CAACTTCCAACTGACTAAACCT- 3

hB-Globin FIl s&as
5 -CCTGACCTATATCTGGCAGGAC- 3

5 -GCACCCACCTTCAATCAAAA- 3

Oligonukleotide zum Sequenzieren

Olle013 (MCS I, p3alxA)
5-TTG TAA CCA TTA TAA GCT GC-3°

pRepNot seq_s & as (Not Ss, pRep4)
5 -TCCACGACTGGACTGAGCAG- 3
5 -CCCAGTTGGCAAGTTGTACCA- 3

M13u (Standardprimer)
5 -CGTTGTAAAACGACGGCCAGT- 3

Sp6 (Standardprimer)
5 -ATTTAGGTGACACTATAG- 3
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pGex_seq_s & as (MCS, pGex)
5 -GGTGGCGACCATCCTCCAAA- 3
5 -GACAAGCTGTGACCGTCTCC- 3

T7 (Standardprimer)
5 -TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AG- 3

T3 (Standardprimer)
5-ATT AAC CCT CAC TAA AG-3’

Klonierungs-Oligonukleotide

pCDNAZ3-Flag-Polylinker
5 -CTAGCGGATCCGAATTCGATATCTAGCGCTGCGGCCGCC- 3’
5 -TCGAGGCGGCCGCAGCGCTAGATATCGAATTCGGATCCG- 3

AM2 receptor_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTGCAGACACCTAGAAAGTCAGACACT- 3
5 -TTTTCTAGAGATACTTTGCAGAAGGCAGGC- 3

Bcl3_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTAAGCTCCGGATGGAAGGCGT- 3
5 -TTTTCTAGACCGTGTTGGCCAGGTTTGT- 3'

Catechol 3’'_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTTGAGTCCGTGTCTGCTTCTGT- 3'
5 -TTTTCTAGACTTTGCTTGGAGTGCCAC- 3'

ERRa_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTATCTGCGGTTCCTCGAATCA- 3'
5 -TTTTCTAGAGGTGGGTGAAGCCGACTTAAA- 3

PEPCK_Speé&Spe
5 -TTTACTAGTCTCAGTTAAAATGCCGCATTG- 3
5 -TTTACTAGTCCTTTCTTCATCTGGGTATGACATT- 3
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LaminA_Speé&Xba
5 -TTTACTAGTGGCTTCTTGTGAAGGGAATCC- 3
5 -TTTTCTAGAGCAAAAGAAGTAGTGCCTGGAG- 3'

COUP-TF2_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTCTGACTTAAGAAGCAATTCTGTGC- 3
5 -TTTTCTAGAGGTCCTCTGAAAAATTTACAGTGCT- 3

PTPR_Spe&Xba
5 -TTTACTAGTGGTGAAAAACCACTCACTGGAA- 3'
5 -TTTTCTAGATTCAGGGATCACGTGGTAATG- 3'

Stearyl Spe&Xba
5 -TTTACTAGTAGGCTTGTCTCGAACTCCTCA- 3'
5 -TTTTCTAGACAGAAAAGAGCAGGCTCTCCA- 3'

pcDNA3 Flag Polylinker
5’ -CTAGCGGATCCGAATTCGATATCTAGCGCTGCGGCCGCC- 3

5’ -TCGAGGCGGCCGCAGCGCTAGATATCGAATTCGGATCCG- 3

realtime-Oligonukleotide

Catechol sol rts & as
5 -GCTGGAACGAGTTCATCCTG- 3'
5’ -GCACAGCTGAGTAGCCACAG- 3

AM2 rts & as
5 -ATTGTGTCCCCACACTCGAT- 3
5 -TTGGCTATCAACAGCACAGG- 3'

Stearyl rts & as
5 -GGTAGTTGTGGAAGCCCTCA- 3
5 -AAACCTGGCTTGCTGATGAT- 3

PTPR_rt s& as
5 -GGGGTGAACAAGCAAAGACTC- 3
5 -TGGGTTCTCCTGTAGCTTGG- 3
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GHR rts & as
5 -TTAGCAGAGCACCCTGGAGT- 3
5 -TCAGGGCATTCTTTCCATTC- 3

Bcl3_rts & as
5 -CCCTATACCCCATGATGTGC- 3
5 -CCACAGACGGTAATGTGGTG- 3

PEPCK rts & as
5 -AAGAGACACAGTGCCCATCC- 3
5 -ACGTAGGGTGAATCCGTCAG- 3

ERRa_rts & as
5 -GGCCCTTGCCAATTCGA- 3'
5 -GGCCTCGTGCAGAGCTTCT- 3'

B-Actin_rts & as
5 -AGCCTCGCCTTTGCCGA- 3

5 -CTGGTGCCTGGGGCG- 3

B2M_rts & as

5 -AGCGTACTCCAAAGATTCAGGTT- 3'
5 -ATGATGCTGCTTACTGTCTCGAT- 3'

RNAPolll_rts & as
5 -GCACCACGTCCAATGACAT- 3'
5 -GTGCGGCTGCTTCCATAA- 3

GAPDH _rts & as
5 -TGCACCACCAACTGCTTAGC- 3

5 -GGCATGGACTGTGGTCATGAG- 3'
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8.5 Abkirzungsverzeichnis

3-ABA
Abb.
Amp
Amp
APS
APP
AS
as
ATCC
ATP
Bp

bq
BSA
bzw.
C

°C
ChIP
cDNA
Ci
CIAP

Cmv
cpm
CsCl
CTCF
C-Terminus
CTS
Da
DBD
ddH,O
ddNTP
DEPC
d.h.

Ampere (Stromstéarke)

anti

3-Aminobenzamid

Abbildung

Ampicillin

Ampicillinresistenz
Ammoniumperoxodisulfat

Amyloides Vorlauferprotein
Aminosaure

antisense

American Type Culture Collection
Adenosin-5"-triphosphat

Basenpaar(e)

Bequerel [Zerfall/sec]
Rinderserumalbumin

beziehungsweise

Carboxyterminus

Grad Celsius
Chromatin-Immunoprazipitation
complementary DNA

Curie [=3,7-10'%bq]

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (alkalische Kalberdarm-
Phosphatase)

Cytomegalie-Virus

counts per minute (Zahlimpulse pro Minute)
Casiumchlorid

CCCTC-hinding factor (CCCTC-Bindefaktor)
Carboxy-Terminus

CTCF target site (CTCF-Bindestelle)
Dalton [g/Mol]

DNA-Bindedoméane

bidestilliertes Wasser

2,3 -Didesoxynucleosid-5 Triphosphat
Diethylpyrocarbonat

das heif3t
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DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMR Differentially methylated region

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat

DR direct repeat

DTT Dithiothreitol

E Extinktion

E6-AP E6-associated protein

EBV Eppstein-Barr-Virus

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EMSA Elektrophoretic Mobility Shift Assay

ER Ostrogenrezeptor

ER6 everted repeat spaced by 6 nukleotides

ERRa Estrogen related receptor alpha

et al. et alii (und andere)

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

fl full length (vollstandig)

F1, F2 Footprint 1,2 fir CTCF/TR-Bindestellen am Hihner-Lysozym-Silencer
FCS Fotales Kéalberserum

g Gramm

GST Gluthation-S-Transferase

h Stunde(n)

HAT Histonacetyltransferase

HDAC Histondeacetylase

HEPES 4-(2-Hydroxyetyhl)-1-piperazinethan-Sulfonséaure
HRE hormon response element

HRP Horseradish Peroxidase (Meerettich-Peroxidase)
HS DNase | hypersensitive-site

ICR Imprinting control region

IP inverted palindrome

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactosid

k kilo [107]

K Kompetitor

kb Kilobase (=1000 Basenpaare)
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kDa
I
LacZ
LB
LBD
LCR
Lsg
Lys

MCS
MeOH
min
mMRNA
MW

N
NaAc
Neo'
NH,AC
NP40
N-Terminus
oD

ONPG

Ori

Y

PAA

PAGE

PAR
PARlierung
PARP

PBS

PCR

Pen

PMSF
PolyA

Kilodalton

Liter

Gen fir p-Galactosidase
Luria-Bertani (Medium)
Liganden-Bindedoméne

Locus control region

LOsung

Lysozym

milli [1079]

Molar [mol/l]

Multiple Cloning Site

Methanol

Minute

messenger RNA (Boten-RNA)
Molekulargewicht

mikro [10°]

nano [10°]

Aminoterminus

Natriumacetat

Neomycin (G418)-Resistenz
Ammoniumacetat

Nonidet P40; Ethylenphenyl-Polyethylenglycol
Amino-Terminus

Optische Dichte
o-Nitrophenyl-p-D-galactopyranosid
origin of replication (Replikationsursprung)
pico [10™9]
Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly(ADP)Ribose
Poly(ADP)Ribosylierung
PAR-Polymerase
Phosphate Buffer Saline

Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Penicillin
Phenylmethylsulfonsaurefluorid

Polyadenylierungssignal
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PVDF Polyvinylidenfluorid

RLU relative light units

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RSV Rous-Sarcoma-Virus

RT Raumtemperatur

RXR Retinoid-X-Rezeptor

s sense

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

SiRNA small interfering RNA

Strep Streptomycin

SV40 Simian-Virus 40

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TB Teriffic Broth (Medium)

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBP TATA-Bindeprotein

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N",n"-Tetramethylendiamin

Tet Tetrazyklin

TK Thymidinkinase

T3 3,5,3 -Triiodothyronin, Thyroidhormon
TR Thyroidhormon-Rezeptor

TRE Thyroid hormone response element
Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Aminoethan
Triton-X-100 Oktylphenol-Ethylenglykolether
TSA Trichostatin A

Tween 80 Polyoxyethylensorbitan-monooleat
u unit (Einheit)

uv Ultraviolettes Licht (Wellenlange < 340 nm)
uz Ultrazentrifuge

vV Volt (Spannung)

(V/v) Volumenanteile

W Watt (Leistung)

(wiv) Masse pro Volumen

(wiw) Massenanteile
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