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1 Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die beiden Proteine CTCF und CTCFL weisen eine nahezu identische zentrale
11-Zinkfinger-Doméne auf, mit welcher sie in der Lage sind, an spezifische DNA-Sequenzen
zu binden. Wihrend CTCF in allen somatischen Zellen exprimiert wird, ist die Expression
von CTCFL auf wenige Zelltypen in Testis-Gewebe beschriankt und kann ansonsten nur noch
in Tumorgeweben und einigen Zelllinien in hoherer Kopienzahl nachgewiesen werden. Fiir
CTCF sind mehrere Funktionen (transkriptionelle Aktivierung oder Repression,
X-Inaktivierung, Imprinting) und auch Interaktionspartner (z.B. Cohesin) bekannt. Die
Funktionen von CTCFL sind hingegen weniger gut untersucht. Aufgrund der normalerweise
strikten Trennung der Expression von CTCF und CTCFL, sowie einer identischen
DNA-bindenden Zinkfinger-Region wird vermutet, dass beide Proteine im Falle gemeinsamer
Expression um dieselben Bindestellen konkurrieren. Im Hinblick darauf wird auch diskutiert,
ob gerade diese Konkurrenz indirekt durch eine Behinderung der natiirlichen Funktionen von
CTCEF zur Entstehung von Tumoren fiihrt.

Um die Funktionen von CTCFL sowie die Auswirkungen der Konkurrenz mit CTCF zu
untersuchen, wurden NIH3T3-Klone mit induzierbarer CTCFL-Expression (Tet-off-System)
hergestellt. Bei einer genomweiten Untersuchung in einem der Klone zeigten tiber 400 Gene
nach der Induktion von CTCFL eine signifikante Deregulierung ihrer Expression. Diese
konnte tiiber individuelle PCR-Experimente (RT-PCR und real-time-PCR) fiir alle
untersuchten Gene verifiziert und auch in weiteren Klonen nachgewiesen werden. Einige der
deregulierten Gene spielen dabei eine wichtige Rolle wihrend der Spermatogenese.

Die Identifizierung der Bindestellen von CTCFL und CTCF in dem fiir die
Genexpressionsanalyse verwendeten Klon zeigte, dass die Bindung von CTCFL und CTCF
tiberlappt. Eine Motivanalyse ergab ein fast identisches Bindemotiv fiir beide Proteine. CTCF
und CTCFL erkennen somit tatséchlich dieselben DNA-Sequenzen. An einigen Bindestellen
wurde sogar eine Verminderung der CTCF-Bindung nach CTCFL-Induktion beobachtet. An
diesen Stellen konnte es somit tatsdchlich zu einer Konkurrenz zwischen CTCF und CTCFL
kommen. Weiterhin konnte fiir mehr als die Hélfte der deregulierten Gene im Gen oder in
gennahen Bereichen eine CTCFL-Bindestelle detektiert werden, so dass die Deregulation in

diesen Fillen ein direkter Effekt der CTCFL-Bindung sein konnte.
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1.2 Abstract

The two proteins CTCF and CTCFL share a nearly identical central 11 zinc finger DNA
binding domain. While CTCF is ubiquitously expressed in somatic cells, CTCFL is in general
only transcribed in certain parts of the testes. However, expression outside of the testes was
detected in various types of cancers. So far, several functions of CTCF, like transcriptional
activation or repression, X chromosome inactivation and imprinting as well as interaction
partners (e.g. Cohesin) are known. In contrast the functions of CTCFL are quite unclear and
less well studied. Due to the mutually exclusive expression patterns of both proteins, together
with the nearly identical 11 zinc finger DNA binding domain, it is thought, that if both
proteins are expressed in the same cell, they may compete for the same binding sites. In this
regard it is also questioned whether this competition might hinder the natural CTCF functions
and thereby indirectly lead to the development of cancer.

To study the functions of CTCFL and the effects of its putative competition with CTCF,
NIH3T3 clones with inducible CTCFL expression (Tet-off-system) were generated. In a
genome wide study more than 400 genes showed a significant deregulation of their expression
after induction of CTCFL in a selected clone. This effect was validated by individual
experiments (RT-PCR and real-time PCR) for all genes which were tested. Additionally, the
effect was detectable in other clones. Notably, some of the deregulated genes are known to
play critical roles in spermatogenesis.

The identification of CTCF and CTCFL binding sites in the clone used for the gene
expression study, showed a clear overlap between the binding sites of both proteins.
Furthermore, the analysis of the binding motifs of CTCF and CTCFL revealed nearly
identical DNA sequences both are therefore binding to the same sites. Some of the binding
sites also showed a decrease of CTCF binding after induction and binding of CTCFL. At
these sites it might be possible that a competition between the two proteins takes place. In
Addition more than half of the deregulated genes possess a CTCFL binding site within the
gene or in regions adjacent to the gene body. Hence, it is likely that the deregulation of these

genes is a direct effect of the CTCFL binding.
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2 Einleitung

Als vor gut 10 Jahren, im Februar 2001 in der Zeitschrift Nature der erste globale Uberblick
zur humanen Genomsequenz erschien (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), war dies ein grofer Erfolg des Humangenomprojekts (HGP). Noch in
derselben Woche verodffentlichte die Firma Celera Genomics ihre parallel zum HGP ermittelte
humane Genomsequenz (Venter et al, 2001). Wenn auch die Qualitét der ersten zugénglichen
Genomsequenz noch zu wiinschen iibriglie (nur 90% des Euchromatins abgedeckt, 250.000
Liicken und eine groe Anzahl an Fehlern in der Nukleotidsequenz), so war dies im Jahre
2001 ein Meilenstein beziiglich der Sequenzierung ganzer Genome. Zu dieser Zeit waren
bereits die Genome von 38 Bakterien, einem Pilz (Saccharomyces cerevisiae), zwei
Invertebraten (Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster) und einer Pflanze
(Arabidopsis thaliana) bekannt. Alle diese Genome waren jedoch relativ klein, selbst
zusammengenommen waren sie kleiner als das menschliche Genom (Lander, 2011). Schon
kurze Zeit spiter wurde eine qualitativ deutlich bessere Genomsequenz (99,7% des
Euchromatins, nur 300 Liicken und nur ein falsches Nukleotid pro 100.000 Basen) publiziert
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

Die hohen Erwartungen beziiglich der Aufkldrung von Erbkrankheiten und der Entwicklung
neuer Medikamente erfiillten sich jedoch nur teilweise (Rivera and Bennett, 2010), da neben
der Gensequenz vor allem die Regulation der Transkription eine entscheidende Rolle spielt
(Felsenfeld and Groudine, 2003). Eine der interessantesten Erkenntnisse aus dem HGP war
die Tatsache, dass eine (zumindest subjektiv) hohe Komplexitit eines Organismus nicht
automatisch auf eine hohe Anzahl an Genen schlielen ldsst (Rivera and Bennett, 2010). So
sind aktuell knapp 21.000 Gene im humanen Genom bekannt (Clamp et al., 2007), friithere
Schitzungen lagen dagegen bei 30.000 bis 100.000 Genen (Lander, 2011). Eines der
iiberraschendsten Ergebnisse war, dass der grofite Teil der konservierten und funktionellen
Sequenzen (CNEs, conserved non-coding elements) nicht fiir Proteine kodieren. Bei einem
Vergleich des Genoms von Mensch und Maus zeigte sich, dass etwa 6% des humanen
Genoms liber die letzten 100 Millionen Jahre stark konserviert wurden, Protein-kodierende
Sequenzen machen aber nur etwa 1,5% des Genoms aus (Mouse Genome Sequencing
Consortium, 2002). Die restlichen 4,5 % miissen somit eine wichtige Rolle auBerhalb der
Kodierung von Proteinen spielen. Zwar ist die Funktion der meisten CNEs noch immer

ungekldrt, doch konnten verschiedene Klassen an funktionellen Elementen mit
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regulatorischen Funktionen identifiziert werden, darunter regulatorische Sequenzen in
Promotoren, enhancer- und silencer-Elemente und Isolator-Sequenzen (Lander, 2011).

Die "Kontrolle iiber die Doppelhelix" (Felsenfeld and Groudine, 2003) riickt somit immer
starker in den Fokus der Genetik. Fiir die Differenzierung und die Entwicklung der Zellen vor
allem hoherer Organismen spielt die Regulation der Genaktivitidt eine grofle Rolle. Das
Auftauchen komplexer, mehrzelliger Organismen ging einher mit einer deutlich hoheren
Komplexitit der genregulatorischen Mechanismen (Levine and Tjian, 2003; Moore, 2005).
Die Regulation der Genexpression findet dabei in eukaryotischen Zellen auf verschiedenen
Ebenen statt, zu den am Besten untersuchten regulatorischen Mechanismen zihlen dabei die
transkriptionelle Regulation iiber Transkriptionsfaktoren und die post-transkriptionelle
Regulation liber microRNAs (Chen and Rajewsky, 2007).

Zusétzlich zu rein sequenzbasierten Regulationsmechanismen riickt die Analyse sogenannter
epigenetischer Modifikationen zunehmend in den Fokus der Wissenschaft. Der Begriff
Epigenetik wird bereits seit 1942 verwendet (Waddington, 1942), seitdem wurden zahlreiche
teils stark abweichende Definitionen verdffentlicht. Generell bezieht sich Epigenetik auf
chemische Verdnderungen der DNA oder der assoziierten Histon-Proteine, welche die
Struktur des Chromatins verdndern und die Zuginglichkeit von DNA-Regionen beeinflussen,
ohne die eigentliche DNA-Sequenz zu verdndern. Zusétzlich sind diese Modifikationen stabil
und konnen auch iiber Zellteilungen hinweg aufrechterhalten werden (Rivera and Bennett,

2010).

2.1 Chromatin

Nach der Identifizierung der DNA als die das Erbgut kodierende Substanz wurde lange Zeit
die Theorie vertreten, dass die genetische Information ohne Proteine auskommt. Diese
Sichtweise hat sich mittlerweile als zu einfach herausgestellt (Felsenfeld and Groudine,
2003). Zumindest in Organismen die einen Zellkern aufweisen, ist die DNA mit mindestens
derselben Masse an Proteinen assoziiert (Kornberg, 1975). Der dabei geformte Komplex wird
als Chromatin bezeichnet und spielt eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Genaktivitit.

Die wichtigste strukturelle Proteinkomponente stellen die Histone dar. Diese kleinen, positiv
geladenen und basischen Proteine bestehen aus einer globuliren Doméne und einem
N-terminalen tail ("Schwanz"). Sie lagern sich zu Oktameren zusammen, um welche
anschlieend die DNA (jeweils 165 bp) in zwei superhelikalen Windungen gewickelt wird,
diese Struktur wird als Nukleosom bezeichnet (Abb. 1). Daraus resultiert eine 5 - 10 fache

Kompaktierung der DNA (Kornberg, 1975). Jedes Nukleosom besteht aus je zwei der vier



Einleitung 5

Kern-Histone H2A, H2B, H3 und H4 (Luger et al., 1997). Die um die Histone gewundene
DNA ist zwar teilweise zuginglich, eine Verschiebung oder Entfernung des Nukleosoms
erhoht die Zugénglichkeit jedoch deutlich. Neben der DNA sind auflerdem die
Amino-terminalen Schwinze der Histone gut zugénglich und kénnen durch Enzyme chemisch
modifiziert werden, wodurch beispielsweise die Verschiebung der Nukleosomen gefordert
werden kann (Felsenfeld and Groudine, 2003). Die Art der jeweiligen Modifikation
beeinflusst den Verpackungsgrad der DNA und zusitzlich auch die Bindung von
Nicht-Histon-Proteinen. Letztere erkennen die Modifikationen der Histone, in diesem
Zusammenhang wird daher auch vom Histon-Code gesprochen (Jenuwein and Allis, 2001).
Nukleosomen konnen generell iiber drei verschiedene Arten verdndert werden: Erstens durch
speziell fiir diesen Zweck vorhandene Enzym-Komplexe (Becker and Horz, 2002), zweitens
tiber kovalente Modifikationen der Histone (Zhang and Reinberg, 2001) und drittens durch
Einbau spezieller Histon-Varianten anstelle der Kern-Histone (Ahmad and Henikoff, 2002;
Redon et al.,, 2002; Smith, 2002). Die Verkniipfung der Nukleosomen erfolgt iiber die
Linker-DNA, welche mit dem fiinften bekannten Histon, H1, assoziiert ist (Abb. 1).

. H4 Schwanz
Linker-DNA Kern-Histone H2B Schwanz

— \ g

W H2A Schwanze e 13 Sehwanz
H2A Schwanz —
H4 Schwanz
| ] H2B Schwanz ks -

Histoh Oktamer 165 bp DNA I::H3 Schwanz

-
)J-t-ﬂvﬁr S ¢

H2A Histon H1

Abb. 1: Allgemeines Modell der Assoziation von Histonen und DNA in Nukleosomen. Links ist der
generelle Aufbau der Histone aus je zwei der vier Core-Histon-Proteine gezeigt, welche sich zum
Histon-Oktamer zusammenlagern. Aus diesem ragen die Schwinze der einzelnen Histone hervor und sind
dadurch fiir Modifikationen leicht zuginglich. Verbunden werden die Nukleosomen untereinander durch das
Histon H1. (Alberts et al., 2007).

Deutlich sichtbar wird das Chromatin nur wihrend der Mitose in Form der Chromosomen,
welche aus dicht spiralisierten Chromatinfasern bestehen. Bei Eintritt in die Interphase wird
das Chromatin wieder entspiralisiert (Euchromatin). Einige Teile des Chromosoms bleiben

aber verdichtet (Heterochromatin). Heterochromatische Regionen sind aufgrund ihres hohen
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Verpackungsgrades schwerer zuginglich und somit genetisch inaktiv (Weintraub and
Groudine, 1976). Es wird dabei noch unterschieden zwischen konstitutivem Heterochromatin
(Telomerbereiche, Centromere, hochrepetitive Sequenzen, praktisch nie exprimiert) und
fakultativem Heterochromatin (inaktive Gene, inaktiviertes X-Chromosom, kann unter

bestimmten Umstédnden exprimiert werden).

2.2 Regulation der Genaktivitat

Wie bereits erwihnt spielt die Genregulation bei der Differenzierung und Entwicklung von
Zellen hoherer Organismen eine wichtige Rolle. Sie erfolgt in eukaryotischen Organismen auf
verschiedenen Ebenen. Einige der wichtigsten Mechanismen werden im Folgenden

detaillierter beschrieben.

Genregulation Uber Transkription

Am intensivsten wurde die Regulation auf Ebene der Transkription untersucht. Dabei ist die
Initiation der Transkription zwar der notwendige erste Schritt in der Genexpression, jedoch
bedeutet dies nicht zwangslaufig, dass die transkriptionelle Regulation den groBten Effekt auf
die spitere Konzentration des aktiven Genprodukts aufweist (Chen and Rajewsky, 2007). In
erster Linie werden auf dieser Ebene Hiufigkeit und Effizienz der Transkription eines Gens
kontrolliert. Dies geschiecht durch die Bindung von generellen und spezifischen
Transkriptionsfaktoren und der daran anschlieBenden Rekrutierung der RNA-Polymerase I1.
Dabei ist die Bindung der Transkriptionsfaktoren auch abhéngig vom Chromatinstatus in der

jeweiligen Genregion.

Genregulation auf Chromatinebene

Regulatorische Signale treffen im Zellkern streng genommen nicht auf die DNA, sondern auf
Chromatin, und in den meisten Fillen ist die Stirke der resultierenden Genexpression
abhingig von Verdnderungen der Chromatinstruktur. Der bereits erwihnte, auf kovalenten
Modifikationen der freien Aminosdurereste in den Amino-terminalen Schwénzen der Histone
beruhende, Histon-Code wirkt dabei auf andere Faktoren ein, welche diesen erkennen und
interpretieren. Inaktives Chromatin zum Beispiel ist gekennzeichnet durch Hypoacetylierung
und Trimethylierung bestimmter Lysinreste (z.B. H3K9, H3K27) sowie Methylierung von
Argininresten. Aktives Chromatin zeichnet sich hingegen durch Acetylierung (z.B. H3K9,
H4K8) sowie Di- und Trimethylierung bestimmter Lysinreste (z.B. H3K4, H3K36) aus
(Schneider and Grosschedl, 2007). Neben Acetylierung und Methylierung spielen aber auch
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noch Phosphorylierungen und Ubiquitinierungen und der Austausch von Kern-Histonen durch
Histonvarianten (z.B. H2A.Z, CENP-A) eine grofe Rolle. Vor kurzem wurde als weitere
Histonmodifikation die Crotonylierung von Lysinresten beschrieben (Tan et al., 2011), die
Auswirkungen dieser Modifikation an den jeweils verdnderten Lysinresten sind jedoch noch
nicht bekannt. Zusitzlich zu den Histonen kann auch die DNA selbst modifiziert werden. So
kann die Methylierung von Cytosin in CpG-Inseln im Pomotorbereich zur Inaktivierung der
Genexpression fiihren indem die Bindung von Transkriptionsfaktoren verhindert wird. Vor
zwei Jahren wurde auflerdem eine weitere Modifikation von Cytosin wiederentdeckt, das
5-Hydroxymethylcytosin (Kriaucionis and Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009; Wyatt and
Cohen, 1952), dessen genaue Funktion jedoch noch nicht eindeutig geklart ist.

Isolatoren

Zu den cis-regulatorischen Elementen gehoéren die enhancer, welche die Expression von
Genen positiv beeinflussen. Zugrunde liegt dieser Aktivierung die Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren, welche letztlich in die Bildung des Transkriptionskomplexes miindet.
enhancer zeichnen sich dadurch aus, dass sie auch auf weit entfernte Gene wirken kénnen,
wobei die Wirkung der enhancer zusitzlich Zelltyp-spezifisch erfolgt (Heintzman et al.,
2009). Das Gegenstiick sind die negativ auf die Genexpression wirkenden silencer.

Um sicherzustellen, dass bei der Wirkung auf weit entfernte Gene nicht auch andere Gene
beeinflusst werden, ist eine Abschirmung letzterer notig. Dies geschieht iliber sogenannte
Isolatorelemente, welche auf diese Weise funktionelle Abschnitte im Genom errichten. Das
Isolatorelement liegt dabei zwischen dem Promotor und dem enhancer. In Invertebraten ist
eine Reihe von isolatorbindenden Proteinen bekannt, in Vertebraten ist jedoch in diesem
Zusammenhang bisher nur das Protein CTCF identifiziert worden (Bell et al., 1999).
Zusiétzlich konnen Isolatorelemente auch eine Barriere-Funktion haben. Sie dient dazu, die
Ausbreitung von heterochromatischen Bereichen in transkriptionell aktive Bereiche zu
verhindern. Diese kann zur Inaktivierung von Genen fithren und liegt dem sogenannten
Positionseffekt (position effect variegation) zugrunde, welcher darauf beruht, dass ein aktiver
Genabschnitt durch Translokation am Rand eines heterochromatischen Bereichs lokalisiert
und dadurch inaktiviert wird (Henikoft, 1992). Nach dem derzeit diskutierten Modell wird die
Barriere durch aktives Einfithren Euchromatin-spezifischer Histonmodifikationen errichtet
(Gaszner and Felsenfeld, 2006), welche die ansonsten ungehindert verlaufende Ausbreitung

des Heterochromatins verhindert (Bannister et al., 2001).
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2.3 Der multifunktionale Faktor CTCF

1990 wurde der Faktor CTCF als Transkriptionsfaktor des c-myc-Gens (Lobanenkov et al.,
1990) und des Lysozym-Gens in Hiithnern (Baniahmad et al., 1990) entdeckt. Er besteht im
Menschen aus 727 Aminosduren, hat ein Molekulargewicht von 82 kDa (Li et al., 2004) und
bindet unter anderem an die Sequenzen in welchen das Motiv CCCTC gehéuft zu finden ist,
worauf die Bezeichnung CTCF (CCCTC Binding Factor) verweist. Die Bindung an DNA
erfolgt liber eine 11-Zinkfinger-Domidne, wobei durch die Verwendung unterschiedlicher
Zinkfinger variierende DNA-Sequenzen erkannt werden (Ohlsson et al., 2001). Die zentrale

Zinkfinger-Doméne wird von einer N- und einer C-terminalen Doméne flankiert (Klenova et

al., 2002).
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Abb. 2: Aminosauresequenz von CTCF mit der zentralen 11-Zinkfinger-Domane und den flankierenden
N- und C-terminalen Sequenzen. Durch Verwendung unterschiedlicher Kombinationen der Zinkfinger (site 1,

2 und 3) konnen unterschiedliche DNA-Sequenzen gebunden werden. (Klenova et al., 2002).

Bei der Suche nach CTCF in anderen Organismen konnte CTCF bisher in allen untersuchten
mehrzelligen Organismen von Drosophila melanogaster bis zum Menschen in
hochkonservierter Form gefunden werden (Burke et al., 2002; Filippova et al., 1996; Hore et
al., 2008; Klenova et al., 1993; Moon et al., 2005; Pugacheva et al., 2006). In Sdugern betrigt
die Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz 90%, innerhalb der Zinkfingerregion betrigt
sie dariiberhinaus zwischen Fischen, Froschen, Vogeln und Séugetieren sogar anndhernd
100% (Hore et al., 2008). Auch in Nematoden scheint CTCF zumindest in bestimmten Arten
vorhanden zu sein, wurde aber wohl im Zuge der Evolution in einigen Vertretern nicht
konserviert und ging verloren (Heger et al., 2009). Diese starke Konservierung zeigt sich auch
darin, dass Huhn-CTCF an alle bekannten CTCF-Bindestellen in Drosophila bindet (Moon et
al., 2005). Exprimiert wird CTCF praktisch ubiquitér, lediglich in primédren Spermatocyten
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(Loukinov et al., 2002) sowie in Ganglien und amakrinen Zellen der Sdugetierretina (Canto-
Soler et al., 2008) fehlt es. Allerdings wird das Fehlen in primédren Spermatocyten
mittlerweile in Frage gestellt (Sleutels et al., 2012, submitted for publication).

Die hohe artiibergreifende Konservierung deutet auf eine grundlegende Funktion von CTCF
hin. Die mittlerweile bekannten Funktionen sind vielfiltig. CTCF spielt beispielsweise eine
Rolle bei der X-Inaktivierung (Chao et al., 2002). Weiterhin ist CTCF in der epigenetischen
Regulation involviert (Bell and Felsenfeld, 2000; Wallace and Felsenfeld, 2007). Am besten
untersucht ist dieser Effekt im IGF2 (insulin-like growth factor 2)/H19-Genlocus (Abb. 3). In
diesem ist die imprinting-Kontrollregion (ICR, imprinting control region) allelabhingig
methyliert (paternales Allel) oder unmethyliert (maternales Allel). Neben den beiden Genen
fir IGF2 und H19 befindet sich aulerdem ein auf beide Gene wirkender, stromabwérts vom
H19-Gen gelegener enhancer. CTCF bindet nur an der ICR des unmethylierten maternalen
Allels (Bell and Felsenfeld, 2000) und blockiert dadurch die Wirkung des enhancers auf den
IGF2-Promotor. IGF2 vom maternalen Allel wird somit nicht exprimiert, aber H19. Auf dem
paternalen Allel liegt die ICR methyliert vor (Kanduri et al., 2000) und CTCF bindet nicht,
wodurch der enhancer auf den IGF2-Promotor wirken und die Expression des Gens aktivieren

kann. Aufgrund der Methylierung der ICR wird H19 hingegen nicht gebildet (Abb. 3).

7 e i

@ Methylierung

Abb. 3: Epigenetische Regulation des 1gf2/H19-Lokus. CTCF bindet an der unmethylierten ICR im
maternalen Allel und blockiert die Wirkung des enhancers auf den Promotor von IGF2, welches in der Folge
nicht exprimiert wird. Im paternalen Allel ist die ICR methyliert und CTCF kann nicht binden. Die Wirkung des
enhancers auf den IGF2-Promotor wird nicht blockiert. Aufgrund der Methylierung im Promotorbereich von
H19 wird dessen Expression blockiert. ICR = imprinting-Kontrollregion (imprinting control region),
E = enhancer, @ = maternales Allel, & = paternales Allel.

Eine weitere wichtige Rolle spielt CTCF in der Tumorsuppression. Beispielsweise sind fiir
einige Krebsarten Mutationen der CTCF-Bindestellen (CTS, CTCF target sites) identifiziert
worden, die eine Bindung von CTCF verhindern (Filippova et al., 2002). CTCF selbst ist
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auBlerdem im langen Arm von Chromosom 16 im Bereich der Bande 22.1 kodiert. Die
Deletion dieser Region kann in vielen Tumoren beobachtet werden (Filippova et al., 1998).
Eine Mikrodeletion im IGF2/H19-Lokus, durch welche drei CTCF-Bindestellen entfernt
werden, flihrt zu einer biallelischen Expression von IGF2 und zur Entwicklung des
Beckwith-Wiedemann-Syndroms mit assoziiertem Wilms'-Tumor (Prawitt et al., 2005), auch
in diesem Fall konnte CTCF eine Rolle als Tumorsuppressor ausiiben. Generell scheint CTCF
eine reprimierende Funktion bei der Genexpression zu haben, beispielsweise befinden sich
trans-Repressor-Module in den Exons 1 und 10. Transkriptionsinhibierend wirkt in CTCF die
Zinkfingerregion sowie Abschnitte in den N- und C-terminalen Sequenzen, wobei bekannt ist,
dass die N-terminal vermittelte Repression Zelltyp-spezifisch erfolgt (Filippova et al., 1996;
Lutz et al., 2000).

Derzeit wird im sogenannten looping model postuliert, dass CTCF durch Bildung von
Chromatinschleifen und Anheftung von Isolatorelementen an nukledre Strukturen seine
Funktion als enhancer-blocker ausiibt. Beispielsweise konnte fiir die IGF2/H19-Region
mittels  3C-Analysen (chromosome conformation capture) die Bildung einer
CTCF-vermittelten Schleife zwischen der ICR und der DMR1 (differentially methylated
region 1) gezeigt werden, welche fiir die Repression der IGF2-Expression verantwortlich sein
konnte (Kurukuti et al., 2006). Weiterhin konnte fiir CTCF gezeigt werden, dass es aulerdem
an den meisten Bindestellen von Cohesin ebenfalls zu finden ist (Wendt et al., 2008). Cohesin
ist nicht nur bei der Paarung von Schwester-Chromatiden wihrend der Zellteilung wichtig,
sondern spielt vermutlich auch eine Rolle bei der Genregulation in postmitotischen Zellen. So
konnte gezeigt werden, dass Cohesin fir die enhancer-Blockade von CTCF im
IGF2/H19-Bereich bendtigt wird (Wendt et al., 2008). Da Cohesin bei der Paarung der
Schwester-Chromatiden zwei DNA-Molekiile verbindet, wird entsprechend postuliert, dass es
zur Stabilisierung von Chromatinschleifen beitragen konnte. Nachgewiesen wurde dies bereits
fiir CTCF-Bindestellen im humanen INFG (Interferon-y)-Locus (Hadjur et al., 2009) sowie
im IGF2/H19-Locus (Nativio et al., 2009).

2.4 Das cancer-testis-Gen CTCFL, ein paraloger Faktor von CTCF

Bei der Suche nach CTCF-bindenden Proteinen in nukledren Extrakten von Testis-Gewebe
zeigte sich in Gelretardierungs-Experimenten (EMSA) eine geringere Mobilitdt eines
DNA-Protein-Komplexes, von dessen DNA-Sequenz bekannt war, dass sie von CTCF
gebunden wird (Loukinov et al., 2002). Bei dem Protein handelte es sich aber nicht um

CTCF. Dies fiihrte zur Vermutung, dass ein CTCF-dhnliches Protein dafiir verantwortlich
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sein konnte. Uber PCR mit CTCF-spezifischen Oligonukleotiden und cDNA aus
Testis-Gewebe sowie anschlieBender Sequenzierung von 100 Proben konnte in einer einzigen
eine von CTCF abweichende Sequenz ermittelt werden. Das so entdeckte Gen wurde in der
Region 20q13.2 lokalisiert und wies ebenfalls eine zentrale 11-Zinkfinger-Region auf, welche
mit der von CTCF praktisch iibereinstimmt (Abb. 4), es wurde daher mit den Kiirzeln BORIS
(brother of regulator of imprinted sites, also Bruder von CTCF) oder auch CTCFL (CTCF-
like) bezeichnet. Es zeigte sich, dass auch die Intron-Exon-Ubergéinge zwischen CTCFL und
Saugetier-CTCF in diesem Bereich iibereinstimmen (Loukinov et al., 2002). Nachdem gezeigt
wurde, dass die Intron-Exon-Ubergéinge zwischen Siugetier- und Vogel-CTCF nicht, wie
zuvor angenommen (Klenova et al., 1998), voneinander abweichen (Hore et al., 2008), konnte

diese Aussage auch auf Vogel-CTCF ausgedehnt werden.

L FHEESEIFIEENISINISINIE ¥ B |

CTCF

ZF1 ZF2  ZF3 ZF4 2ZF5  ZF6 ZF7 ZF8 ZF9 ZF10 ZF11 CTCFL
| | Il |

N-terminale Doméane 11-Zinkfinger-Region C-terminale Doméane

Abb. 4: Ubereinstimmung der Genstruktur (Exon-Intron-Ubergénge) zwischen CTCF und CTCFL in der
Zinkfinger-Doméne. Die 11 Zinkfinger sind in verschiedenen Farben dargestellt und sind teilweise auf zwei
Exons kodiert. Deutlich sind die Unterschiede im Bereich der flankierenden N- und C-terminalen Sequenzen und
die konservierten Intron-Exon-Ubergiinge im Bereich der Zinkfinger zu erkennen. (Hore et al., 2008).

Es wurde auflerdem festgestellt, dass die Expression von CTCFL im Menschen
normalerweise nur in primédren Spermatocyten detektiert werden kann (Abb. 5 und Abb. 6),
wohingegen CTCF in diesen Zellen nicht zu finden ist (Loukinov et al., 2002). Dabei wurde
auch ermittelt, dass zwischen 10% und 30% von CTCFL im Kern lokalisert sind, der Rest
befindet sich im Cytoplasma. Im Gegensatz dazu wird fiir CTCF nur eine Lokalisierung im
Zellkern angegeben (Loukinov et al., 2002). Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass
CTCFL in allen Geweben exprimiert wird, jedoch in diesen Féllen nicht mehr als 0,3% der in
Testis-Gewebe detektierten Menge erreicht werden. Eine Expression unter diesem
Schwellenwert wird als biologisch nicht relevant angesehen (Kholmanskikh et al., 2008). In
Testis kann die Expression von CTCFL 10% bis 100% der Expression des Vergleichsgens
GAPDH erreichen (Hore et al., 2008).
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Expressionsmusters von CTCFL wahrend der Spermatogenese.
CTCFL exprimierende und 5-Methylcytosin (5-mC) negative Zellen sind pink dargestellt, in griin sind Zellen
ohne CTCFL-Expression aber mit 5-mC gezeigt. Im oberen Teil sind die Stadien der de novo Methylierung und
der CTCFL-Expression angegeben. (Nach Loukinov et al, 2002)

2.5 CTCFL ist aus einer Duplikation von CTCF entstanden

Aufgrund des Fehlens von CTCFL in Vdégeln (Loukinov et al., 2002), der fehlerhaften
Annahme einer abweichenden Genstruktur von CTCF in Vogeln verglichen mit Sdugetieren
und der Ubereinstimmung von CTCF und CTCFL im Zinkfingerbereich wurde bereits friih
vermutet, dass CTCFL aus einer Duplikation von CTCF hervorgegangen ist. Als Zeitpunkt
wurde ein frithes Stadium in der Sdugetier-Evolution angenommen (Klenova et al., 2002) und
es wurde daher vermutet, CTCFL sei in Plazentatieren (Eutheria) und Beutelsdugern
(Metatheria), nicht aber in Kloakentieren (Protheria) zu finden. In spdteren Experimenten
konnte jedoch gezeigt werden, dass CTCFL nicht nur in Kloakentieren detektiert werden
kann, sondern auch in einigen (aber nicht allen) Reptilien. Zwar konnte keine Expression von
CTCFL in Fischen und Vdgeln nachgewiesen werden, jedoch zeigte dies, dass CTCFL
deutlich frither entstanden sein musste, als bisher vermutet. Eine Datenbank-basierte Suche
zeigte dann auch, dass CTCFL urspriinglich auch in Végeln bzw. deren Vorfahren vorhanden
war, jedoch heute nur noch Reste der Sequenz zu finden sind (Hore et al., 2008). In derselben
Veroffentlichung erfolgte auch ein genereller Vergleich der CTCFL-Sequenzen
untereinander. Dieser zeigte, dass zwar die Zinkfinger-Region im Durchschnitt zu 80%
konserviert vorliegt, die flankierenden Sequenzen sich jedoch deutlich unterscheiden (im
Durchschnitt zu 35% konserviert). Selbst zwischen Maus- und Mensch-CTCFL besteht
beziiglich der flankierenden N- und C-terminalen Sequenzen nur eine geringe

Ubereinstimmung mit einigen wenigen hochkonservierten Bereichen.
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Aufgrund der Gemeinsamkeiten zwischen CTCF wund CTCFL beziiglich der
Zinkfinger-Region und der Unterschiede der C- und N-terminalen Sequenzen wurde
vermutet, dass eventuell nur eine Duplikation der Zinkfinger stattgefunden haben kdnnte.
Mittlerweile sind jedoch einige Indizien bekannt, welche fiir eine vollstindige Duplikation
sprechen. So kann eine CTCFL-flankierende Sequenz nahe der 20ql3-Region mit einer
CTCF-flankierenden Sequenz in der CTCF-Region 1622 in Verbindung gebracht werden
(human genome palogy map) (Loukinov et al., 2002; Popovici et al., 2001). AuBerdem liegen
am Ende der N- und C-terminalen Sequenzen zwischen CTCF und CTCFL konservierte
Bereiche vor (Hore et al., 2008).

CTCFL ist anscheinend nur in Metatheria und Eutheria Testis-spezifisch, in Kloakentieren
und Reptilien ist eine CTCFL-Expression auch in anderen Geweben zu detektieren
(Expression iiber dem erwihnten 0,3%-Schwellenwert). Es wird vermutet, dass aufgrund der
Genduplikation CTCF und CTCFL zu Beginn ihrer gemeinsamen Evolution beziiglich ihrer
Expression gleich waren. Das hochkonservierte Protein CTCF konnte nun iiber seine
Duplikation eine evolutive Verdnderung erfahren, in deren Verlauf CTCFL nicht nur eine
Verdnderung der N- und C-terminalen Sequenzen erfuhr, sondern auch unter den Einfluss
eines Testis-spezifischen Promotors gelangte. Die Beschrinkung von CTCFL auf die
Keimbahn scheint aulerdem mit der evolutiven Entwicklung des imprinting einherzugehen

(Abb. 6, Hore et al., 2008).
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Abb. 6: Evolution von CTCFL im Zuge einer Duplikation von CTCF. Wichtige Schritte sind mit Sternen
markiert. Gewebe welche eine Expression von CTCFL beziehungsweise CTCF zeigen, sind in den Abbildungen
schwarz eingezeichnet, Gewebe ohne eine solche Expression sind weill dargestellt. MYA = Millionen Jahre
(million years ago). Verindert nach Hore et al., 2008.
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Im humanen System sind mittlerweile auch eine Reihe von Isoformen beschrieben worden,
deren Funktion und biologische Relevanz bisher aber weitgehend unbekannt sind (Pugacheva
et al., 2010). Zusitzlich sind drei Promotoren (A, B und C) bekannt, welche jeweils auf
unterschiedliche Transkriptionsstartpunkte wirken und zu variierenden 5'-UTRs flihren. Alle
drei Promotoren spielen dabei eine Rolle bei der Aktivierung der CTCFL-Expression

wihrend der Spermatogenese (Renaud et al., 2007).

2.6 Konkurrenz zwischen CTCF und CTCFL um Bindestellen im
Genom

Aufgrund der gemeinsamen 11-Zinkfinger-Region, welche fiir die Bindung an die DNA
verantwortlich ist, wurde bereits frith vermutet, dass CTCF und CTCFL an dieselben
Sequenzen binden konnen und bei gleichzeitiger Expression um diese Bindestellen
konkurrieren. Da gleichzeitig die flankierenden Sequenzen beider Proteine grof3e
Unterschiede zeigen, wurde jedoch erwartet, dass zwar die Bindestellen identisch, die
Funktion der beiden Proteine aber unterschiedlich oder gar gegensitzlich ist (Jelinic et al.,
2006; Klenova et al., 2002). So wird fiir CTCFL, im Gegensatz zu CTCF, eine aktivierende
Funktion bei der Genexpression angegeben (Filippova et al., 1996; Hong et al., 2005; Lutz et
al., 2000; Vatolin et al.,, 2005). Allerdings wird auch diskutiert, ob aufgrund der
unterschiedlichen flankierenden Sequenzen spezifische Co-Faktoren gebunden werden und
somit auch die Bindung an unterschiedliche DNA-Sequenzen moglich ist, oder ob die
geringen  Unterschiede im  Zinkfingerbereich nicht doch einen  bestimmten
Schliisselunterschied darstellen, iiber welchen die Bindung an vollig verschiedene
DNA-Sequenzen ermdglicht wird (Nguyen et al., 2008b). Dass es beim Bindemechanismus
der beiden Proteine Unterschiede geben muss zeigt sich daran, dass CTCF nur an
unmethylierten CTS bindet, wohingegen CTCFL sowohl an unmethylierten als auch an
methylierten  Bindestellen zu  finden ist (Nguyen et al, 2008b). In
Gelretardierungs-Experimenten  beispielsweise bindet CTCF nur an unmethylierten
DNA-Sequenzen, CTCFL hingegen bindet stark an methylierte DNA und schwach auch an
unmethylierter DNA. Die unterschiedliche Bindung ist auch im IGF2/H19-Lokus zu
beobachten. CTCF bindet im unmethylierten maternalen Allel, CTCFL hingegen bindet im
methylierten paternalen Allel und schwach im maternalen Allel. Daraus wurde abgeleitet,
dass bei gleichzeitigem Vorhandensein beider Proteine eine Konkurrenz um unmethylierte
Bindestellen herrscht, an welchen CTCFL jedoch durch das stirker an diese Sequenzen

bindende CTCF verdriangt wird (Nguyen et al., 2008b). Zusétzlich ist aber auch bekannt, dass
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CTCEF selbst im Promotorbereich von CTCFL bindet und die Expression hemmt (Renaud et
al., 2007). Die wichtigsten Bindestellen fiir CTCFL diirften somit bei methylierten
Promotorsequenzen vorliegen. Interessanterweise liegt CTCFL im Hodengewebe nur in dem
Teil der Spermatocyten vor, in welchem eine Reprogrammierung der Methylierungsmuster
erfolgt (Loukinov et al., 2002).

Unterschiedliche Effekte von CTCF und CTCFL bei Bindung der gleichen Bindestelle
wurden beispielsweise flir das Gen BAG1 beschrieben. Es konnte dabei gezeigt werden, dass
CTCF im Promotorbereich des Gens bindet, wenn ein niedriges Verhidltnis zwischen
H3K4me2 und H3K9me2 vorlag, in diesem Falle konnte eine durch CTCF ausgeloste
verringerte BAGI-Expression beobachtet werden. Bei einem hohen Verhéltnis zwischen
beiden Histonmodifikationen hingegen konnte CTCFL im Promotorbereich binden und die
Expression von BAG1 war erhoht (Sun et al., 2008).

Aufgrund der evolutiven Entwicklung von CTCFL aus einer Duplikation von CTCF kann
vermutet werden, dass die Konkurrenz zwischen CTCF und CTCFL zumindest anfanglich
nicht bestand und sich erst im Laufe der Verdnderung der CTCFL-Sequenz entwickelte.
Daraus konnte resultieren, dass CTCFL und CTCF in héheren Siugetieren normalerweise
nicht zusammen exprimiert werden (Hore et al., 2008).

Die Tatsache, dass Zellen ohne CTCF-Expression sterben, die Spermatocyten jedoch kein
CTCF aufweisen und trotzdem {iberleben, hat zur Vermutung gefiihrt, dass CTCFL in den
Spermatocyten notig sein konnte, um zumindest einige spezielle Funktionen von CTCF in
diesen Zellen aufrechtzuerhalten. Es wire auch mdglich, dass dieser Wechsel von CTCF zu
CTCFL einige spezielle Funktionen in diesen Zellen (z.B. die Neuorganisation der
Methylierung in diesen Zellen) erlaubt, welche in Anwesenheit von CTCF nicht moglich
wiren (Loukinov et al., 2002). Allerdings muss auch hier wiederum bedacht werden, dass
neue Ergebnisse die strikte Trennung von CTCF und CTCFL in Spermatocyten in Frage
stellen (Sleutels et al., 2012, submitted for publication).

2.7 Einfluss von CTCFL auf die Transkription

Mittlerweile sind einige Interaktionspartner von CTCFL bekannt. Neben SP1 (Kang et al.,
2007) sind dies PRMT7 (Jelinic et al., 2006), die H3K4 Methyltransferase SET1A und der
Co-Chaperone-Rekrutierer BAT3. Letztere konnen durch Bindung von CTCFL in den
Promotorbereichen von Genen rekrutiert werden und dann zur Aktivierung der

entsprechenden Gene fiihren (Nguyen et al., 2008a).
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Ein funktioneller Zusammenhang der CTCFL-Expression mit der Expression anderer Gene
konnte in mehreren Fillen hergestellt werden, welche im Folgenden ausfiihrlicher

beschrieben werden:

MAGE-AL: Das Gen MAGE-A1 (Melanoma antigen family A, member 1) gehort zur Gruppe
der cancer-testis-Gene (CTA, cancer testis Antigens) und ist somit in einigen Krebsarten
exprimiert. Die Expression von CTCFL fiihrt laut Literaturangaben zur Aktivierung des Gens
(Vatolin et al., 2005), allerdings wurde in den zugrunde liegenden Versuchen eine
Behandlung der Zellen mit 5-AzadC (5-aza-2'-deoxycytidin) durchgefiihrt, einem global
wirkenden Inhibitor der DNA-Methylierung. Diese fiihrte zur Expression von CTCFL
(aufgrund der Demethylierung des Promotors, (Woloszynska-Read et al., 2007)), welche
ursichlich jedoch nicht zwangsldufig mit der Aktivierung von MAGE-A1 verbunden sein
muss. Es konnte sich dabei auch um einen pleiotropen Effekt von 5-AzadC handeln (Karpf
and Jones, 2002; Karpf et al., 2001). Auch ohne 5-AzadC durchgefiihrte Versuche mit
Uberexpression von CTCFL sollen iiber die Verdringung von CTCF durch CTCFL von der
Bindestelle im Promotor von MAGE-A1 zu einer Demethylierung des Promotors und einer
Aktivierung von MAGE-A1 fiihren (Vatolin et al., 2005), jedoch werden auch diese
Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen in Frage gestellt (Kholmanskikh et al., 2008). Vor
kurzem wurde iiber knock-down-Experimente gezeigt, dass die Expression von CTCFL selbst
nicht der Grund fiir die Aktivierung anderer CTAs und einer Hypomethylierung von
Promotorbereichen ist (Woloszynska-Read et al., 2010). Die Aktivierung von MAGE-A1 und
anderer CTAs erfolgt somit wie bereits vermutet wohl durch einen pleiotropen Effekt von
5-AzadC.

ESR1 und PGR: Zwischen der Expression der Gene ESR1 (estrogen receptor 1) und PGR
(progesterone receptor) und der Expression von CTCFL besteht ein positiver Zusammenhang
(D'Arcy et al., 2008). Uber Luciferase-Reportersysteme konnte dabei nachgewiesen werden,
dass die Promotoren der beiden Gene durch die Expression von CTCFL aktiviert werden und
zu einer erhdhten Expression der Luciferase fiihrten.

BAG1: In DNMT1” (DNA methyl transferase) und DNMT3”" knock-out-Linien tritt eine
Repression von Genen der BAG-Familie (BCL-2-associated athanogene, anti-apoptotische
Wirkung) auf, wohingegen sie im Falle einer Uberexpression der beiden Methyltransferasen
eine erhohte Expression zeigen. Detailliertere Untersuchungen zeigten, dass im Falle des
knock-out der Promotorbereich des Gens unmethyliert vorliegt und von CTCF gebunden wird,
was mit einer niedrigeren Expression von BAG1 einhergeht. Bei einer Uberexpression der

beiden Methyltransferasen jedoch kommt es zu einer Methylierung des BAGI1-Promotors,
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wodurch CTCF nicht mehr binden kann. CTCFL bindet nun im methylierten Promotor und es
kommt zu einer Erhéhung der Genexpression, wobei der Effekt von CTCFL mittels
Behandlung mit spezifischer shRNA bestitigt wurde (Sun et al., 2008).

NY-ESO-1: Ein weiteres CTA, fiir welches ein dhnlicher Zusammenhang der Aktivierung
mit der Expression von CTCFL wie bei MAGE-A1l gezeigt werden konnte, ist das
X-chromosomale Gen NY-ESO-1. Eine durch 5-AzadC-Behandlung hervorgerufene
CTCFL-Expression fiihrte zur Aktivierung von NY-ESO-1 (Vatolin et al., 2005), wobei auch
hier die direkte Wirkungskette nicht belegt ist. Bei der Aktivierung von NY-ESO-1 in
Lungenkrebs-Zellen konnte gezeigt werden, dass diese mit einem Wechsel der Bindung im
Promotorbereich einhergeht, die CTCF-Bindung geht verloren und CTCFL bindet dann in
diesem Bereich (Hong et al., 2005). In diesem Zusammenhang wurde auch SP1 als Co-Faktor
identifiziert, welcher zwar an CTCFL, nicht jedoch an CTCF bindet. CTCFL konnte somit
iber die Rekrutierung von SP1 an den NY-ESO-1-Promotor zur Aktivierung des Gens (Kang
et al., 2007) fiihren. Allerdings weisen neuere Untersuchungen, wie bereits fiir MAGE-A1
beschrieben, darauf hin, dass die Expression von CTCFL nicht der Ausloser fiir die
Aktivierung von NY-ESO-1 ist (Woloszynska-Read et al., 2010).

OCT4 (POUSF1, OCT3/4): Dieses Gen ist an der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von
Stammzellen beteiligt und in diesen stark exprimiert, in differenziertem Gewebe hingegen ist
es nicht nachweisbar (Kim et al., 2009). Neben der fraglichen Induktion der Genexpression
durch eine Expression von CTCFL (Vatolin et al., 2005) gibt es weitere Hinweise auf einen
Zusammenhang der beiden Gene. So wird tiber eine gleichzeitige Expression von CTCFL und
OCT4 in Kulturen menschlicher embryonaler Stammzellen berichtet (Monk et al., 2008) und
OCT4 ist, wie auch CTCFL, in einigen Krebsformen zu finden (Hoffmann et al., 2006; Xu et
al., 2007).

GAL3ST1 (CST) und TSP50: Nach dem knock-out von CTCFL in Méusen wurde bei diesen
ein Defekt der Spermatogenese beobachtet, welcher zwar nicht zur Unfruchtbarkeit, aber zu
verkleinerten Hoden fiihrte. Durch eine Genexpressionsanalyse wurde festgestellt, dass im
Hoden dieser Méduse eine verringerte Expression des Gens GAL3ST1 auftritt, wobei eine bis
dahin unbekannte Testis-spezifische Isoform des Gens exprimiert wird. Von diesem Gen war
bekannt, dass es eine wichtige Rolle wihrend der Meiose hat und es konnte gezeigt werden,
dass CTCFL am Promotor des Gens bindet und dieses aktiviert (Suzuki et al., 2010). Uber die
Aktivierung von GAL3ST1 beeinflusst CTCFL somit die Spermatogenese. Als weiteres
dereguliertes Gen wurde TSP50 identifiziert, welches fiir eine Testis-spezifische Protease

kodiert und zur Gruppe der CTAs gehort. CTCFL bindet auch im Promotor dieses Gens und
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fiihrt zu dessen Aktivierung. Allerdings ist dazu nicht nur die Expression von CTCFL
ausreichend, gleichzeitig muss die Nukleosomendichte im Promotor reduziert sein, um die

Bindung von CTCFL zu ermoglichen (Kosaka-Suzuki et al., 2011).

2.8 Konnte CTCFL an der Entstehung von Krebs beteiligt sein?

CTCFL gehort aufgrund seines Expressionsmusters zur Gruppe der cancer-testis-Antigene
(Simpson et al., 2005). Zu dieser Gruppe werden Gene zusammengefasst, welche
normalerweise nur in Testis-Gewebe exprimiert werden, aber auch eine aberrante Expression
in einigen Tumorzelllinien und primiren Tumoren zeigen. Uber die allgemeine Regulation
von CTAs ist noch wenig bekannt (Scanlan et al., 2004). AuBBerhalb von Testis-Gewebe ist
CTCFL in hoheren Sdugetieren nur in Tumorgewebe in biologisch relevanten Mengen
exprimiert (Hong et al., 2005; Kholmanskikh et al., 2008; Renaud et al., 2007; Risinger et al.,
2007; Vatolin et al., 2005; Woloszynska-Read et al., 2007). CTCFL konnte in mehr als 100
menschlichen Tumorzelllinien von praktisch allen Hauptformen von Krebs nachgewiesen
werden (Klenova et al., 2002). Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, dass diese Ergebnisse
fehlerhaft sein kdnnten. So wurde in einer anderen Studie entgegen den bisherigen Resultaten
gezeigt, dass CTCFL in den meisten Brustkrebs-Zelllinien und in primirem
Brustkrebs-Gewebe nicht exprimiert wird (Hines et al., 2010). Vor kurzem wurden
Ergebnisse publiziert, welche darauf hindeuten, dass CTCFL nicht nur in Tumorzellen
sondern auch in normalem Gewebe exprimiert wird (Jones et al., 2011). Diese werden aktuell
jedoch kontrovers diskutiert, da eine Expression in Geweben auBBerhalb von Testis-Gewebe in
der publizierten Hohe in keiner vorherigen Untersuchung beobachtet wurde.

Ein weiterer Hinweis auf eine Beteiligung von CTCFL an der Entstehung von Krebs ergibt
sich aus der Lokalisierung im menschlichen Genom in der Region 20q13.2. Diese stellt einen
mit Krebs assoziierten "hot spot" dar, welcher bei Tumoren hdufig amplifiziert vorliegt. Es
wird vermutet, dass in dieser Region ein stark immortalisierender oder transformierender
Faktor kodiert ist (Chen et al., 1998; Renkvist et al., 2001; Tanner et al., 1994), wobei
allerdings nicht klar ist, ob es sich bei CTCFL um genau jenen Faktor handelt.

Da CTCEF eine Rolle bei der epigenetischen Regulation spielt, konnte auch CTCFL in diesem
Prozess involviert sein (Robertson, 2005). Es ist bekannt, dass die epigenetische Regulation
eine Schliisselrolle bei der Onkogenese spielt (Jones and Baylin, 2007). Selbst wenn CTCFL
keine direkte Rolle bei der Regulation innehat, so kann CTCFL bei gleichzeitiger Expression
mit CTCF mit diesem um Bindestellen konkurrieren und CTCF in manchen Féllen eventuell

von den Bindestellen verdrangen. Die gleichzeitige Expression von CTCF und CTCFL koénnte
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in Form der Konkurrenz um die Bindestellen und Verlust einiger CTCF-Funktionen somit ein
Ausloser fiir Tumore darstellen. Dies wird vor allem vor dem Hintergrund deutlich, dass
CTCF eher eine die Transkription reprimierende Funktion zugeschrieben wird und es als
Tumorsuppressor gilt (Filippova et al., 2002), mit CTCFL hingegen eine eher aktivierende
Funktion assoziiert wird (Vatolin et al., 2005).

Unterstiitzt wird die Theorie, dass CTCFL an der Entstehung von Krebs beteiligt ist, auch
durch die bekannte und bereits beschriebene Deregulation von BAG1. CTCFL fiihrt im
Gegensatz zu CTCF zu einer stirkeren Expression von BAG1. Bei BAG1 handelt es sich um
ein anti-apoptotisch wirkendes Gen (Sun et al., 2008). Die Aktivierung von BAG1 konnte
somit einen wichtigen Schritt bei der Immortalisierung von Tumorzellen darstellen. Die
Aktivierung anderer CTA durch CTCFL wurde mittlerweile zwar in Frage gestellt
(Woloszynska-Read et al., 2011), jedoch wurde auch in dieser Publikation eine Korrelation
zwischen der Expression von CTCFL und einem fortgeschrittenen Stadium in Brustkrebs und
damit einhergehenden geringen Heilungchancen ermittelt.

Trotz aller Hinweise auf einen Einfluss von CTCFL auf die Entstehung von Tumoren kann
bisher nicht ausgeschlossen werden, dass die Expression von CTCFL nicht einer der Ausldser

von Krebs, sondern nur die Folge von Krebs ist.

2.9 Zielsetzung der Arbeit

CTCF und CTCFL konnen aufgrund der hochkonservierten, DNA-bindenden 11-Zinkfinger-
Doméne generell an dieselben DNA-Sequenzen binden, wobei CTCF nur an unmethylierte,
CTCFL jedoch an methylierte und unmethylierte DNA binden kann. Aufgrund der
Unterschiede beider Proteine im Bereich der N- und C-Termini wird angenommen, dass sie
zwar gleiche Bindestellen im Genom aufweisen, an diesen jedoch zu unterschiedlichen,
moglicherweise gegensitzlichen, Reaktionen fiihren. Die Konkurrenz beider Proteine um
gemeinsame Bindestellen wird in Eu- und Metatheria durch die rdumliche Trennung der
Expression beider Proteine (CTCF in somatischem Gewebe, CTCFL in priméren
Spermatocyten) weitgehend vermieden. Bei einer gleichzeitigen Expression, wie sie in
Tumoren und Tumorzelllinien hiufig beobachtet werden kann, konnten hingegen
unerwiinschte Effekte durch Konkurrenz der beiden Proteine um die Bindestellen die Folge
sein. Flir CTCF sind mittlerweile eine Reihe von Funktionen, Interaktionspartnern und
moglicher Regulationsmechanismen beschrieben, welche eindeutig die wichtige Rolle von
CTCF bei der Genregulation und der Organisation der Chromatin-Architektur belegen
(Phillips and Corces, 2009). Die gleichzeitige Expression von CTCF und CTCFL lésst
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vermuten, dass CTCFL entweder direkt (Interaktion mit anderen Proteinen und
CTCFL-spezifische Funktionen) oder indirekt (durch Verdringung von CTCF an den
gemeinsamen Bindestellen und somit Unterdriickung der CTCF-Funktionen) zu eigentlich
unerwiinschten Effekten fiihrt. Da zu den vielfiltigen Funktionen von CTCF auch die
Tumor-Suppression gehort, wére es denkbar, dass CTCFL diese Eigenschaft aufhebt und
somit zur Entstehung von Tumoren beitragen kann. Uber die Funktionen von CTCFL ist
bisher allerdings noch wenig bekannt.

Durch die Uberexpression von CTCFL in Zellen, welche endogen keine CTCFL-Expression,
wohl aber CTCF-Expression zeigen, sollte daher eine Konkurrenzsituation zwischen beiden
Proteinen geschaffen werden. In diesen Zellen sollte dann die Verdnderung der genomweiten
Genexpression ermittelt werden, um mogliche Zielgene von CTCFL zu identifizieren.
Gleichzeitig wurde iiber Ermittlung der Bindestellen von CTCFL und CTCF in diesen Zellen
untersucht, ob tatsdchlich eine Konkurrenz um gemeinsame Bindestellen vorliegt. Dabei stellt
sich vor allem die Frage, was genau nach der Bindung von CTCFL an diesen Bindestellen
passiert. Die Frage, ob CTCFL an der Entstehung von Tumoren beispielsweise durch einen
Einfluss auf die Proliferationsrate beteiligt sein konnte, sollte mit verschiedenen

Wachstumanalysen untersucht werden.
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3 Material

3.1 Gerate
Analysewaage Mettler PM3000
Autoklav H + P Labortechnik Varioklav
Begasungsbrutschrank Heraeus Hera Cell 240
Blotapparatur BIO-RAD Mini Protean II
Einfrierbehilter Nalgene Cryo 1°C freezing container
Eismaschine Scotsman AF20
Elektrophoresekammern AGS; Peqlab; Hoefer
Elektroporatoren Amaxa Lonza Nucleofector Device 11
BioRad Gene Pulser x Cell
Entwicklermaschine Kodak M35 x-omat processor
Feinwaage MAGYV Kern PRS 320-3
Filmkassetten Rego
Gefrierschrinke (-80°C) Revco
Geldokumentation BioRad Versadoc 4000MP
BioDoc Analyse
Inkubator/Schiittler 37°C Infors HT
Kiihl- und Gefrierschrinke (4°C / -20°C) Bosch; Liebherr; Siemens
Magnetriihrer Ikamag RCT
Mikroliterpipetten Gilson Pipetman
Mikroplatten-Lesegerit Tecan infinite M200 Pro
Mikroskope Zeiss Telaval 31
Mikrowellengerét Privileg 8020
Nanoquant Infinite M200Pro Tecan
pH-Meter Inolab pH Level 1
Pipettierhilfe Neolab 8-5010
Integra Biosciences Pipetboy
Quarzkiivette Biochrom (50ul)

Hellma (400 ul)

Real-time-PCR-Cycler

Corbett Research Rotor-Gene 3000

Reinstwasser-Filteranlage

Millipore Advantage A10

Schiittler Heidolph Unimax 1010

Ultraschallgerite Diagenode Bioruptor
Branson Sonifier 250

Spannungsgeber Ibi Mbp300

Spektralphotometer Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro

Sterilbank Ceag SchirpReinraumtechnik Envirco

Thermocycler Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600
Eppendorf Mastercycler gradient
Eppendorf Mastercycler

Tubesealer Beckman TubeSealer

Ultrazentrifuge Beckman XL70 ultracentrifuge

UV-Transilluminator

Ultra Violet Products Chromator vue c-61
Bachofer IL200L

VersaDoc Imaging system

BioRad
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Vortexer Scientific Industries Vortex-Genie 2

Wasserbédder Mgw lauda RM6
Kottermann 3042

Zihlkammer Fuchs-Rosenthal

Zellzdhlgerit Invitrogen Countess

Zentrifugen Biozym Sprout
Hettich Mikroliter
Beckman J2-MC
Eppendorf 5417R
Du Pont Sorvall MC 12V
Heraeus Multifuge 3
Heraeus Biofuge Pico
Eppendorf 5430R

3.2 Verbrauchsmaterialien

Einfriergefille Nunc

Elektroporationskiivetten Peqlab
Lonza

Filtertips Greiner Bio-One

PVDF-Membran Millipore

PCR-Gefidlle Biozym Scientific

Photometerkiivetten ratiolab

Real-time-PCR-Gefdl3e Corbett Research

Rontgenfilme Kodak

Sterilfilter Kobe

Whatman-Papier Whatman

Zellkulturschalen, -flaschen Greiner Bio-One
Nunc

Zentrifugenrohrchen QuickSeal Beckmann

3.3 Chemikalien
3.3.1 Laborchemikalien

B-Mercaptoethanol Sigma

Acrylamid Roth

Agar Kobe [ Roth

Agarose Roth

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma

Auftragspuffer 6x loading dye solution MBI Fermentas

Bactotrypton Roth

Bromphenolblau Serva

Caesiumchlorid Roth

Chloroform Merck

Coomassie Brilliantblau R-250

Sigma
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Diethylpyrocarbonat (DMPC) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva
Dithiothreitol (DTT) Sigma
dNTP's (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) Roche Diagnostics
Essigsdure Roth
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Roth
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Roth
Formaldehyd Calbiochem
Glycerin Roth
Glycin Roth
Hefeextrakt Roth
HEPES Roth
ImmobilonWestern HRP Substrat Millipore
Isopropanol Merck
jetPei ' Polyplus Transfection
Lithiumchlorid Sigma
Magermilchpulver Roth
Magnesiumsulfat (MgSO,) MBI Fermentas
Methanol Merck
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumdeoxycholat Sigma
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat Roth
Natriumhydroxid Roth
NP-40 Fluka
PEG-4000 MBI Fermentas
Phenol Roth
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth
Propidiumiodid Roth
Protein A-Agarose Millipore
Protein A/G-Agarose Calbiochem

Random-hexamer-Primer

Roche Diagnostics

Roti®-Quant

Roth

Salzsdure Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma
Tris-HCI Serva
Triton X-100 Roth
Trizol Invitrogen
Tween-20 Roth

3.3.2 Chemikalien fur die eukaryotische Zellkultur

B-Mercaptoethanol, 50 mM

Gibco Life Technologies

Dulbeccos modified eagle serum (DMEM)

Gibco Life Technologies

Dimethylsulfoxid

Serva

Fotales Kilberserum (FCS, fetal calf serum)

Gibco Life Technologies
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Iodonitrotetrazoliumchlorid Applichem
MEM L-Glutamin Biochrom

MEM Natriumpyruvat, 100 mM

Gibco Life Technologies

MEM Nicht-essenticlle Aminosauren
(NEAA, non-essential amino acids), 100x

Gibco Life Technologies

MEM Vitamin-Losung, 100x

Gibco Life Technologies

RPMI-1640 Gibco Life Technologies

Trypanblau Invitrogen

Trypsin/EDTA Gibco Life Technologies
3.3.3 Enzyme

Alkalische Kélberdarm-Phosphatase (CIAP) | MBI Fermentas

GoTagq® Flexi DNA-Polymerase Promega

innuScript Reverse Transkriptase Analytik Jena

Klenow-Fragment MBI Fermentas

Lysozym Sigma

Pfu-Polymerase MBI Fermentas

Proteinase K MBI Fermentas

Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas

RNase A, DNase-frei MBI Fermentas

RQ1 DNase, RNase-frei Promega

T4-DNA-Ligase MBI Fermentas

T4-DNA-Polymerase MBI Fermentas

T4-Polynukleotid-Kinase (PNK) MBI Fermentas

Transcriptor Reverse Transkriptase Roche

3.3.4 DNA-Langenstandards

Verwendet wurden DNA-Langenstandards von MBI-Fermentas, im Folgenden ist die Liange

der enthaltenen DNA-Fragmente in bp in absteigender Reihenfolge angegeben.

Gene Ruler 100 bp DNA ladder plus Lambda DNA/Eco1301 (Styl), Marker 16
3.000 19.329
2.000 7.743
1.500 6.223
1.000 4.254

900 3.472
800 2.690
700 1.882
600 925
500 421
400

300

200

100
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3.3.5 Protein-Molekulargewichtsmarker

Verwendet wurden Protein-Molekulargewichtsmarker der Firmen MBI-Fermentas und Sigma,

im Folgenden ist die Grofe der enthaltenen Markerproteine in kDa angegeben. Speziell beim

Marker 7B traten jedoch zwischen den verschiedenen Chargen kleinere Abweichungen in den

tatsdchlichen Laufhohen auf, welche vom Hersteller individuell angegeben und in der

Auswertung beriicksichtigt wurden. Im anderen Marker waren zwei Banden mit Farbstoffen

markiert um eine leichtere Zuordnung wéhrend der Elektrophorese zu gewihrleisten, diese

sind in der folgenden Auflistung mit den entsprechenden Farben markiert.

7B, gefarbt (Sigma) PageRuler™ Prestained Protein Ladder (MBI Fermentas)

175 170
116 130
93 95
65 72
57 55
36 43
31 34

26
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3.3.6 Komplettsysteme

GeneAmp” RNA PCR Core-Kit Applied Biosystems
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit | GE Healthcare
GoTag® Flexi DNA-Polymerase Kit Promega
High-Purity-Plasmid-Midiprep-System Marligen Biosciences
pGEM"-T-Easy Vector-System Promega
QIAquick” Gel Extraction-Kit Qiagen

RNeasy” Mini-Kit Qiagen

RQ1 RNase free DNase Kit Promega
SYBR"Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ Sigma

TNT in vitro Transkription/Translation-Kit Promega
Transcriptor First Strand cDNA Synthese Kit Roche
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3.4 Antibiotika

Tab. 1: Fur eukaryotische Zellkultur und Bakterienkultur verwendete Antibiotika

Antibiotikum Firma Anwendung

Ampicillin Invitrogen Fliissigkultur und
Agarplatten: 100 pg/ml

Doxycyclin Applichem Zellkultur: 1pg/ml Medium

Kanamycin Gibco Life Technologies Fliissigkultur und

Agarplatten: 50 pg/ml

Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep)

Gibco Life Technologies

Zellkultur: 100 U/ml bzw.
100 pg/ml

Puromycin PAA Zellkultur: 1pg/ml Medium
Tetracyclin Roth Zellkultur: 1 pg/ml Medium
3.5 Plasmide

pBI-eGFP Clontech

pBI-eGFP-FLAGhCTCFL

P.Bergmaier, JLU GieBBen

pBI-eGFP-FLAGmCTCFLmut

S. Dienstbach, diese Arbeit

pBK-CMV-HAmCTCFLmut

S. Dienstbach, diese Arbeit

pBK-CMV-HA-TIF2

Leers et al., 1998

pBluescript II SK+ (pBSK)

Stratagene

pCDNA3

Invitrogen

pCDNA3-FLAG-chCTCF

J. Leers, JLU Giellen

pCDNA3-FLAG-hBORIS

J. Leers, JLU Giellen

pCDNA3-FLAGmCTCFLmut

S. Dienstbach, diese Arbeit

pCDNA3-hCTCFL

S. Dienstbach, diese Arbeit

pCDNA3-mCTCFLmut

S. Dienstbach, diese Arbeit

peGFP-C2

Clontech

pGEM-T-easy

Promega

pGEM-T-mCTCFL

S. Dienstbach, diese Arbeit

pGEM-T-mCTCFL-Kpn2I

S. Dienstbach, diese Arbeit

pGEM-T-mCTCFLmut

S. Dienstbach, diese Arbeit

pMaxGFP

Lonza

pTA-N

J. Leers, JLU Giellen

3.6 Antikorper

Tab. 2: Kontroll-1gG's fur die Chromatin-lmmunopréazipitation (ChlIP).

Spezies Hersteller Anwendung
Kaninchen Abcam 5 pl pro ChIP
Maus Santa Cruz Biotechnology 5 pl pro ChIP
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Tab. 3: Primérantikérper fur Western Blot (WB) und Chromatin-lmmunoprazipitation (ChlP). In
Klammer ist bei den fir Western Blots verwendeten Antikdrpern die verwendete Milchpulverlésung
(Angabe in % w/v, siehe 4.4.4) angegeben.

Antikorper (Nr.) Spezies | Hersteller Verwendung

o -BORIS (ab18337) Hase Abcam WB (0%)
a-FLAG M2 Maus Sigma WB (0,5 %), ChIP
a-GAPDH (sc-5916) Hase Santa Cruz Biotechnology WB (5%)
CTCFL6 (a-mCTCFL) | Hase F. Sleutels, Erasmus MC, Rotterdam | WB (5 %), ChIP
N2.2 (a-CTCF) Hase F. Sleutels, Erasmus MC, Rotterdam | ChIP

Tab. 4: Sekundarantikdrper fur Western Blot.

Antikdrper Hersteller Anwendung
Goat anti-mouse IgG-HRP | Santa Cruz Biotechnology | 1:20.000 in 0,5% Milchlésung
Goat anti-rabbit [gG-HRP | GE Healthcare 1:35.000 in 5% Milchlésung

3.7 Oligonukleotidprimer

Generell wurden Oligonukleotidprimer der Firma Invitrogen verwendet. Bei der Auswahl der
Sequenz wurde darauf geachtet, moglichst eine Lange von 20 bp, einen GC-Gehalt von 50%
und eine annealing-Temperatur von 60°C zu erreichen. Teilweise wurde dazu das
open-source Programm Primer3 verwendet. AuBlerdem wurde die Sequenz mit dem
Programm OligoTech auf Sekundérstrukturen und die Bildung von Dimeren untersucht. Eine
Liste mit allen in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimern ist in Tab. 14 (S. 144 im

Anhang) zu finden.

3.8 Zelllinien

3.8.1 Bakterien

Die Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien erfolgte unter Verwendung des
chemisch-kompetenten Escherichia coli Labor-Sicherheitsstamms XL1-Blue MRF". Dieser
Stamm weist folgenden Genotyp auf: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac[F' proAB lacI’ZAMI15Tn10 (Tet")]. Er besitzt somit
keine Endonuklease (endA) und enthdlt keines des bekannten Restriktionssysteme
[A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173], weiterhin fehlt die Fahigkeit zur Rekombination
(recA). Der Stamm besitzt eine Resistenz gegen das Antibiotikum Tetracyclin und erlaubt

aullerdem eine Blau-Weil3-Selektion nach der Transformation.
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3.8.2 Eukaryotische Zelllinien
NIH3T3 (ATCC-Nr. CRL-1658™, (Todaro and Green, 1963)): Diese adhédrenten Zellen

wurden 1962 von George Todaro und Howard Geen aus Fibroblasten von Mausembryonen
isoliert. Das dabei verwendete Protokoll (3-Tages-Transfer, Inokulum 3 x 10° Zellen) ist
verantwortlich fiir den zweiten Teil des Namens, NIH bezieht sich hingegen auf die Herkunft
des verwendeten Mausstammes. Die Immortalisierung der Zelllinie erfolgte spontan nach
etwa 30 Generationen. Die Zellen werden in DMEM-Medium mit 10% FCS bei 37°C unter
5%iger CO,-Atmosphére kultiviert.

RMB-3 (de Both et al., 1981): Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Myelocyten (myeloide
Vorlauferzellen), welche in einem frithen Stadium der Maus-Makrophagendifferenzierung
arretiert sind. Die in Suspensionskultur wachsenden Zellen konnen durch Zugabe von
Wachstumsfaktoren in vitro zur Differenzierung angeregt werden. Diese korreliert mit der
Expression des Markerproteins Lysozym. Kultiviert wurden die Zellen in DMEM-Medium
mit 10% FCS bei 37°C unter 5%iger CO,-Atmosphire.

FTC-133 (ICLC Katalog: HTL97015): Diese adhidrent wachsende Zelllinie wurde etabliert
aus einer Lymphknoten-Metastase eines 42 Jahre alten minnlichen Patienten mit einem
follikuldren Schilddriisenkarzinom (follicular thyroid carcinoma, FTC). Bekannt sind das
Vorliegen komplexer chromosomaler Verdnderungen und eine Mutation von p53. Die Zellen
wurden in der vorliegenden Arbeit nur als Positivkontrolle im colony formation assay (4.6.6)
verwendet. Als Medium wurde bei der Erstellung des verwendeten Agars DMEM-Medium

benutzt, die Inkubation erfolgte dann bei 37°C unter 5%iger CO,-Atmosphére.

THP-1 (ATCC-Nr. TIB-202™, (Tsuchiya et al., 1980)): Bei dieser aus peripherem Blut
etablierten Zelllinie handelt es sich um Monozyten. Sie stammen von einem einjdhrigen
mannlichen Sdugling mit akuter monozytischer Leukdmie. Die Zellen sind nicht adhérent
wachsend, bekannt ist aulerdem die Bildung von Lysozym. Bei diesen Zellen wurde
RPMI-1640-Medium mit speziellen Zusétzen (siehe 4.6.1) benutzt, kultiviert wurden sie dann
bei 37°C unter 5%iger CO,-Atmosphire.

HEK-293T (ATCC-Nr. CRL-1573™_ (Graham et al., 1977)): Diese humane Zelllinie
entstand 1973 im Labor von van der Eb an der Universitit Leiden und ist das

Transformationsprodukt einer menschlichen embryonalen Nierenzelle (human embryonic
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kidney, HEK) mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5. Dabei erfolgte ein Einbau
von 4,5kb des viralen Genoms in das Erbgut der Nierenzelle. Die hypotriploiden
Epithelzellen wachsen adhirent. HEK-293T-Zellen sind eine Variante der HEK-293-Zellen,
welche zusitlich noch das SV40 large T-antigen exprimiert, was fiir die Replikation von
episomalen Plasmiden mit SV40 origin of replication von Bedeutung ist. Kultiviert werden
diese Zellen in DMEM-Medium mit 10% FCS bei 37°C unter 5%iger CO,-Atmosphére.

3.9 Software

Tab. 5: Verwendete Programme und Datenbanken sowie deren Hersteller beziehungsweise Anbieter.

Software Hersteller / Anbieter

Adobe Photoshop Adobe Systems

BLAST NCBI & EBI

CLUSTAL X EMBL

DAVID Bioinformatics Resources | Huang et al., 2009, http://david.abce.nciferf.gov/

GATC-Viewer GATCBiotech AG

GeneVenn Pirooznia et al., 2007

GEO (gene expression omnibus) Edgar et al., 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

GraphPad Prism 3.03 GraphPad Software Incorporated

MEME Bailey et al., 2009,
http://meme.sdsc.edu/meme/meme-intro.html

MS Office 2003 Microsoft

OligoTech Oligos etc.

Patser http://stormo.wustl.edu/software.html

Primer3 Sourceforge.net

Rotor Gene 6.1 Corbett Research

UCSC genome browser Kent et al., 2002, http://genome.ucsc.edu/

Vector NTI Informax Inc.

Quantity One 4.6.7 BioRad Laboratories
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4 Methoden

4.1 Arbeiten mit DNA

4.1.1 Aufbewahrung von DNA

Die Lagerung von DNA erfolgte allgemein bei -20°C in TE-Puffer. Bei Proben welche fiir
ChIP-Seq-Experimente vorgesehen waren, wurde die DNA hingegen in DNase-freiem
Wasser, ebenfalls bei -20°C, aufbewahrt.

TE-Puffer 10 mM Tris-HCL, pH 7,5
1 mM EDTA

4.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration in wassriger Losung

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte spektralphotometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm (Ausubel, 1989; Ausubel et al., 1989). Hierzu wurden Quarzkiivetten verwendet. Da
bei einer doppelstringigen DNA eine Extinktion (E) von 1 einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml entspricht, konnte die vorliegende DNA-Konzentration (c) rechnerisch {iber

folgende Formel ermittelt werden:
c[ug /ml] = E x 50 xVerdiinnungsfaktor = 1000

Bei kleinen verfligbaren Volumina erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit dem Infinite
M200Pro. Hierzu wurde die DNA-Losung mit Quant-It™ Pico Green® dsDNA 5 min unter
Lichtabschluss inkubiert. Dabei handelt es sich um ein ultrasensitives, fluoreszierendes und
Nukleinsduren-anfarbendes Reagenz, welches die Detektion und Quantifizierung kleiner
Mengen von DNA erlaubt. Bei dieser Methode wird aullerdem der Einfluss von RNA und
Einzelstrang-DNA  auf das Messergebnis 1im  Vergleich zur herkdmmlichen
DNA-Quantifizierung bei 260 nm deutlich reduziert. (Invitrogen, 2008). Im Anschluss an die
Inkubation erfolgte die Messung bei einer Exzitation von 480 nm und einer Emission von
520 nm in einem Microplatten-Lesegerdt. Um anhand der Messwerte die Konzentration der
DNA zu bestimmen, wurde gleichzeitig eine Verdiinnungsreihe mit Lachssperma-DNA zur
Erstellung einer Eichgeraden verwendet.

Wenn eine spektralphotometrische Bestimmung nicht mdglich war, wurde eine grobe
Konzentrationsbestimmung mittels Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden

drei verschiedene Mengen der zu quantifizierenden DNA sowie drei unterschiedliche Mengen
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des DNA-Liangenstandards aufgetragen. Da die Konzentration der den einzelnen Banden des
Langenstandards zugrunde liegenden DNA bekannt war, konnte durch Vergleich der
Intensitdt der Banden zwischen Liangenstandard und aufgetragener Probe eine grobe

Quantifizierung der DNA durchgefiihrt werden.

4.1.3 Plasmidpraparation aus bakteriellen Zellen

Zur schnellen Vermehrung von Plasmiden wurden diese mittels Transformation (4.5.2) in
Bakterien eingebracht, welche sich selbst und dabei auch die eingebrachten Plasmide
vermehrten. Durch die Zugabe geeigneter Antibiotika (0) zum jeweiligen Kulturmedium
(4.5.1) wurde sichergestellt, dass sich nur transformierte Bakterien mit der entsprechenden
Plasmid-vermittelten Antibiotikaresistenz vermehrten. Die Plasmide konnten anschlielend
wieder aus diesen Bakterien isoliert werden. Je nach Verwendungszweck der Plasmide
wurden unterschiedliche Mengen benétigt, beispielsweise geniigten zum Testen einer
Klonierung bereits kleinere Mengen an Plasmiden, wohingegen fiir zukiinftige Transfektionen
groBere Mengen besonders reiner Plasmid-DNA nétig waren. Entsprechend der
unterschiedlichen Zielsetzung wurden daher verschiedene Methoden zur Aufreinigung
angewandt.

Im Anschluss an die Isolierung erfolgte eine Charakterisierung der gewonnenen
Plasmid-DNA {iber einen Restriktionsverdau (4.1.6.1) und eine anschlieBende
gelelektrophoretische Auftrennung (4.2.1) der erhaltenen Produkte. Wenn die Plasmid-DNA
fiir Klonierungen verwendet werden sollte oder es sich um ein neu hergestelltes Plasmid
handelte, wurde auflerdem eine Sequenzanalyse (4.1.5) durchgefiihrt. Fiir Klonierungen
wurde auBlerdem auch unverdaute Plasmid-DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt, um den

Anteil von superspiralisierter (supercoil) DNA zu bestimmen.

4.1.3.1 Plasmidpraparation im kleinen Malf3stab (Minipraparation)

Zur Vermehrung wurden einzelne Klone von Agarplatten isoliert oder aus Kryo-Stocks (4.5.1)
entnommen und in 3 ml LB-Medium, welches eine geeignete Konzentration des
entsprechenden Antibiotikums (sieche Tab. 1) enthielt, iiber Nacht bei 37°C auf einem
Schiittler inkubiert.

Von dieser Ubernachtkultur wurden anschlieBend 1,5 ml fiir die Plasmid-Isolation wie folgt
verwendet. Sie wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 bei 13.000 rpm fiir 1 min zentrifugiert
und der Uberstand anschlieBend verworfen. Fiir die alkalische Lyse der Zellen wurde das
Pellet mit 100 pul Losung 1 sorgféltig resuspendiert, danach mit 200 pl Losung 2 vermischt

und 5 min auf Eis inkubiert. Zur Neutralisierung der Losung und Fillung der chromosomalen
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DNA wurden 150 ul Lésung 3 zugegeben und nach griindlichem Vermischen erneut fiir 5 min

auf Eis inkubiert.

Ldsung 1 50 mM Glukose Ldsung 2 0,2 M NaOH
25 mM Tris-HCI pH 8,0 1% SDS
10 mM EDTA frisch angesetzt
| Lésung 3 | 5 M Kaliumacetat pH 4,8 |

Durch Zentrifugation fiir 15 min bei 13.000 rpm und Raumtemperatur wurde der Zelldebris
pelletiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die enthaltenen
Plasmide durch Zugabe von 0,8 Volumenteile (VT) Isopropanol und Inkubation fiir 10 min
bei -20°C ausgefillt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur und anschlieBendem Verwerfen des Uberstandes wurde das DNA-Pellet mit
400 pl 70%igem Ethanol gewaschen und erneut wie zuvor zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet an der Luft angetrocknet und zur Entfernung mitpréparierter

RNA in 40 pl TE-Puffer mit RNase A aufgenommen und 45 min bei 37°C inkubiert.

TE-Puffer + RNase A 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1 mM EDTA
100 ug/ml

4.1.3.2 Plasmidpraparation in mittlerem Mal3stab (Midipréaparation)

Fir die Isolierung mittlerer Mengen Plasmid-DNA wurde das high purity plasmid
midiprep-System der Firma Marligen Biosciences verwendet, welches eine sdulenbasierte,
leicht abgewandelte Form der alkalischen Lyse (Birnboim and Doly, 1979) darstellt. Die
Vermehrung der Bakterien erfolgte aus einer 3 ml LB-Medium Vorkultur, welche mit
Bakterien-Klonen aus einem Kryo-Stock (4.5.1) oder von einer Agarplatte beimpft und iiber
Nacht bei 37°C in einem Schiittelinkubator kultiviert wurden. Diese Vorkultur wurde
anschlieend zum Beimpfen eines Erlenmayerkolbens verwendet, in welchem bereits 250 ml
LB-Medium vorgelegt wurden. Nach Inkubation bei 37°C iiber Nacht wurden die Zellen {iber
Zentrifugation bei 4°C mit 4.000 rpm geerntet. Sowohl fiir die Vorkultur als auch fiir die
Vermehrungskultur wurde dem Medium ein geeignetes Antibiotikum zugegeben (0). Die
anschlieende Aufreinigung erfolgte weitgehend nach Herstellerangaben (Marligen, 2005),
lediglich die Zentrifugationsschritte wurden abweichend vom Protokoll mit 5.000 rpm

durchgefiihrt.
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4.1.3.3 Plasmidpraparation in gro3em Mal3stab (Maxipraparation)

Zur Aufreinigung grofler Mengen Plasmid-DNA wurden zwei verschiedene Methoden
verwendet. Wenn die Plasmid-DNA fiir stabile Transfektionen verwendet werden sollte,
erfolgte die Aufreinigung mittels Dichtegradienten-Zentrifugation, was den Vorteil einer
hoheren Reinheit der Plasmid-DNA bot. Dazu wurde eine Bakterien-Vorkultur (wie bereits
unter 4.1.3.2 beschrieben) in einen Erlenmayerkolben mit Schikane iiberfiihrt, in welchem
bereits 360 ml TB-Medium und 40 ml Phosphat-Puffer sowie ein geeignetes Antibiotikum
vorgelegt wurden. Im Vergleich zu LB-Medium erreichen die Bakterien in diesem Medium

eine deutlich hohere Zelldichte.

TB-Medium 12 g/l Bactotrypton 10x Phosphat-Puffer 0,17 M KH,PO4

(terrific broth) 24 g/l Hefeextrakt 0,72 M K,;HPO4
0,4 % Glycerol autoklaviert
autoklaviert

Die Vermehrung der Bakterien erfolgte dann iiber Nacht bei 37°C in einem
Schiittel-Inkubator, anschlieBend wurden die Bakterien mittels Zentrifugation fiir 10 min bei
4°C mit 4.000 rpm geerntet. Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das Pellet mit 10 ml
Losung 1 resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend wurden die
Zellen durch Zugabe von 20 ml Losung 2 und griindlichem Vermischen sowie 5 min
Inkubation auf Eis aufgeschlossen. Danach wurden 15 ml Losung 3 zugegeben und nach
griindlichem Vermischen erneut fiir 5 min auf Eis inkubiert, im Anschluss erfolgte eine

Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C mit 5.000 rpm.

Losungl 50 mM Glukose Losung2 0,2 M NaOH
25 mM Tris-HCI pH 8,0 1% SDS
10 mM EDTA frisch ansetzen
50 mg Lysozym, frisch
zugegeben | Lésung3 5 M Kaliumacetat pH 4,8 |

Der Uberstand wurde durch drei Lagen Gaze gefiltert, auf zwei 50 ml Sarstedt-GefiBe
aufgeteilt und mit je 12,5 ml Isopropanol fiir 20 min bei Raumtemperatur gefallt. Es folgte
eine Zentrifugation fiir 30 min bei 20°C mit 5.000 rpm, der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mit 1,5 ml TE-Puffer (4.1.1) bei 37°C im Schiittel-Inkubator mit 150 rpm geldst.
Der Inhalt der beiden Sarstedt-Gefdl3e wurde vereinigt und 4,5 g Ciasiumchlorid zugegeben, es
folgte eine Inkubation fiir 15 min bei 37°C im Schiittelinkubator, um das Casiumchlorid zu
16sen. Nun wurden 500 pl Ethidiumbromid zugegeben, kurz gevortext, und dann bei 20°C fiir
10 min bei 6.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Quickseal™-

Zentrifugenrohrchen (13 mm x 51 mm) der Firma Beckmann iiberfiihrt und mit 50%iger
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CsCl-Losung (w/w) oder MilliQ auf ein Gewicht von 9,5-9,8 g austariert. Nach dem
Zuschweillen der Zentrifugenrbhrchen wurden diese in einem Vertikalrotor in einer
Ultrazentrifuge bei 20°C und 70.000 rpm fiir 4 Stunden zentrifugiert. Mit einer Kaniile wurde
nun die untere der erkennbaren Banden durch seitliches Einstechen abgesaugt und in ein
neues Zentrifugenrohrchen gegeben, welches erneut mit 50%iger CsCl-Losung aufgefiillt,
austariert und zugeschweifit wurde. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation im Vertikalrotor
in der Ultrazentrifuge bei 20°C mit 50.000 rpm tiber Nacht. Erneut wurde die Plasmidbande
wie beschrieben mit einer Kaniile abgenommen und in ein 15 ml Sarstedt-Gefdl3 {iberfiihrt
und wieder 2 ml CsCl-gesittigtes Isopropanol zugegeben, gevortext und die obere rotlich
gefarbte Phase abgenommen und verworfen. Dieses Ausschiitteln des Ethidiumbromids
wurde, sobald die obere Phase keine Féarbung mehr zeigte, noch zweimal wiederholt,
anschlieBend wurden 2 Volumenteile (VT) H,O durch Schiitteln mit der Losung vermischt.
Im Anschluss daran wurden 0,6 VT Isopropanol zum Ausfillen bei Raumtemperatur
zugegeben. Daran schloss sich eine Zentrifugation bei 20°C fiir 20 min mit 5.000 rpm an,
nach Abnahme des Uberstandes wurde durch Zugabe von 5 ml 70%igem Ethanol und
erneuter Zentrifugation unter den oben beschriebenen Bedingungen das Pellet gewaschen.
Dieses wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt, in 800 ul TE-Puffer (4.1.1) oder H,O
gelost und anschlieBend die DNA-Konzentration ermittelt.

Fiir transiente Transfektionen oder Klonierungen wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des high
purity plasmid maxiprep-Systems der Firma Marligen Biosciences isoliert. Die Durchfiihrung
erfolgte weitgehend nach Herstellerangaben (Marligen, 2005), abweichend vom Protokoll
wurden jedoch die Zentrifugationsschritte bei 5.000 rpm ausgefiihrt. Die Vermehrung der
transformierten Bakterien erfolgte wie bereits fiir die Dichtegradienten-Zentrifugation

beschrieben.

4.1.4 DNA-Fallung

Fiir eine Aufkonzentrierung von DNA-Proben oder zum Umpuffern wurde die DNA mittels
Ethanol-Féllung oder Isopropanol-Féllung (bei groBeren Volumina) ausgefillt. Bei geringen
DNA-Mengen oder sehr niedrigen Konzentrationen wurde der DNA-Losung vor der
jeweiligen Féllung noch 0,05% Glykogen zugesetzt.

Fiir die Ethanol-Fillung wurde das Volumen der DNA-L&sung bestimmt und anschlieBend
1/10 VT 3 M Natriumacetat zugegeben. Nach griindlichem Vermischen wurden weitere
2,5 VT 100%iger Ethanol zugegeben und erneut gemischt. Die Féllung erfolgte bei -20°C fiir
mindestens 10 min. Nach Zentrifugation mit 14.000 rpm fiir 3 min bei 4°C wurde der

Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 VT 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter
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Zentrifugation mit obigen Bedingungen wurde der Uberstand verworfen und das Pellet an der
Luft angetrocknet. AnschlieBend erfolgte das Losen des Pellets im entsprechenden Puffer
oder in Wasser bei 4°C.

Die Isopropanol-Fillung verlief nahezu identisch. Es wurde jedoch zum Fillen 0,7 VT
Isopropanol statt Ethanol verwendet. Die geringere Menge des Alkohols erlaubte in diesem

Falle das Ausfillen auch aus grof8en Volumina in kleineren Reaktionsgefédlen.

4.1.5 Sequenzierung, Sequenzanalyse und -darstellung

Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab durchgefiihrt, der dazu versendete
Sequenzierungsansatz setzte sich zusammen aus 600 ng Plasmid-DNA sowie 20 pmol des
jeweiligen Sequenzierprimers. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 7 ul, falls notwendig
wurde mit H,O aufgefiillt. Die Ausgabe und Auswertung der Ergebnisse erfolgte im
FASTA-Format sowie in Form von ABI-Elektropherogrammen.

Die Auswertung und Darstellung von Nukleotidsequenzen erfolgte computergestiitzt mit
Hilfe der Programme CLUSTAL X, VectorNTI und dem GATC-Viewer auf
Arbeitsplatzrechnern, sowie mit BLAST unter Verwendung der jeweiligen Zentralrechner der
anbietenden Institutionen. Die in dieser Arbeit abgebildeten Plasmid- und Genkarten wurden
mit VectorNTI erstellt, die den Genkarten zugrunde liegenden Daten wurden aus dem UCSC

Genome Browser importiert.

4.1.6 Enzymatische Modifikationen

4.1.6.1 Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ II sind in der Lage eine spezifische DNA-Sequenz zu
erkennen und den DNA-Doppelstrang in der Regel an dieser Stelle zu schneiden (Kessler and
Manta, 1990; Roberts and Macelis, 1991). Die verwendeten Restriktionsendonukleasen
wurden von der Firma MBI Fermentas bezogen. Die jeweiligen Puffer- und
Temperaturbedingungen wurden anhand der Herstellerangaben ermittelt (Fermentas, 2010).
Allgemein erfolgte die Inkubation bei 37°C fiir 1 h mit 1 U (Enzym-Einheit, unit) pro pg
DNA, sofern nicht anders angegeben. Bei einem Doppelverdau wurde entweder nach einem
fiir beide Restriktionsendonukleasen passenden Puffer gesucht, oder nach Verdau mit dem
ersten Restriktionsenzym eine Fillung und Umpufferung (4.1.4) durchgefithrt mit
anschlieBendem Verdau mit dem zweiten Restriktionsenzym. Die Auswertung erfolgte iiber
Gelelektrophorese (4.1.10), bei Bedarf wurde eine Aufreinigung mittels Gelextraktion
(4.1.9.1) durchgefiihrt.
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4.1.6.2 Auffillen von 5'-Uberhangen

Durch den Verdau mit bestimmten Restriktionsendonukleasen entstehen iiberhdngende Enden
(sticky ends) an einer doppelstringigen DNA (Ausubel, 1989). In manchen Féllen muss dieser
Uberhang aufgefiillt werden um glatte Enden (blunt ends) zu erhalten, damit das
DNA-Fragment fiir Klonierungen verwendet werden kann (Bolivar and Backman, 1979).
Dafiir wurde das Enzym T4-DNA-Polymerase verwendet, welches in der Lage ist, durch
Anbau von Desoxynukleotiden an die freie 3-OH-Gruppe der DNA 5'-Uberhinge
aufzufiillen. Der Reaktionsansatz setzte sich dabei aus 1 pg DNA, 1 ul T4-DNA-Polymerase
(2 5U) sowie 3 ul ANTP-Mix (10 mM pro dNTP) zusammen, die Inkubation erfolgte in
einem Gesamtvolumen von 20 ul (aufgefiillt mit H,O) bei 37°C fiir 1 h.

Alternativ wurde zum Auffiillen von 5'-Enden das Klenow-Fragment verwendet (Tabor and
Richardson, 1987). Dazu wurde die DNA zusammen mit 0,5 ul dANTP's (je 2 mM), 2 pl 10x
Puffer und 0,5 pl Klenow-Fragment (10 U/pl) und H>O (zum Auffiillen auf 20 pl
Endvolumen) im Thermocycler fiir 60 min bei 37°C und anschlieBend fiir 15 min bei 75°C

inkubiert und dann bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

4.1.6.3 Dephosphorylierung freier 5'-Enden

Um die Selbstligation eines linearisierten Vektors zu verhindern, wurden mittels der
alkalischen Kailberdarm-Phosphatase (CIAP, calf intestine alkaline phosphatase) die
5'-terminalen Phosphatgruppen des Vektors hydrolytisch entfernt. Der Ansatz der Reaktion
erfolgte nach Herstellerangaben (Fermentas, 2010), die Inkubation wurde bei 37°C fiir 1 h
durchgefiihrt.

4.1.6.4 Phosphorylierung von DNA am 5'-Ende

Nach der Dephosphorylierung eines Vektors wie unter 4.1.6.3 beschrieben, konnen
PCR-Produkte nur zur Ligation mit dem Vektor verwendet werden, wenn sie ihrerseits zuvor
am 5'-Ende phosphoryliert wurden. Das hierfiir verwendete Enzym T4-Polynukleotid-Kinase
(PNK) ist in der Lage, das y-Phosphat von ATP auf die 5'-OH-Gruppe doppelstrangiger DNA
zu iibertragen. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben (Fermentas, 2010) angesetzt, die

Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 1 h.

4.1.6.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Um einen linearisierten Vektor und ein entsprechendes Insert miteinander zu verbinden,

wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym katalysiert die ATP-abhingige
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Verkniipfung von  3'-Hydroxylgruppen und 5'-Phosphatgruppen in Form von
Phosphodiesterbindungen (Ausubel, 1989). Im Reaktionsansatz wurde ein molares Verhiltnis
zwischen Vektor und DNA von 1:5 bei einer Gesamtmenge von 50— 100 ng Vektor
verwendet und entsprechend den Herstellerangaben (Fermentas, 2010) ergidnzt. Lagen
kohésive Enden (sticky ends) vor, erfolgte die Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur. Zur
Ligation glatter Enden (blunt ends) wurden dem Reaktionsansatz bei einem Gesamtvolumen
von 20 pl noch 2 pl 50%ige PEG 4000-Losung zugegeben (Endkonzentration 5% w/v) und
bei 14°C iiber Nacht inkubiert.

4.1.6.6 T/A-Klonierung

Die T/A-Klonierung beruht auf der Fahigkeit vieler thermostabiler DNA-Polymerasen, an
jedes 3'-Ende eines synthetisierten PCR-Fragmentes ein weiteres, liberhingendes Nukleotid
anzufiigen., wobei es sich meist um ein Adenosin-Nukleotid (3'-Adenylierungsaktivitit)
handelt, es konnen aber auch andere Nukleotide angefiigt werden (Hu, 1993). Diese
PCR-Fragmente mit A-Uberhang kénnen mit einem linearisierten Vektor mit T-Uberhéingen
ligiert werden, wobei sich deutliche Effizienzvorteile gegeniiber einer blunt-end-Ligation
ergeben.

PCR-Produkte oder Produkte aus Restriktionsendonuklease-Verdaus mit glatten Enden,
welche iiber diese Methode kloniert werden sollten, wurden fiir 30 min mit einem dNTP-Mix,
PCR-Puffer, Tag-Polymerase, Wasser und Magnesium (jeweils in PCR-iiblichen
Konzentrationen) bei 72°C inkubiert (sogenanntes A-tailing). Als Vektor wurde
pGEM-T-easy verwendet, die Ligation erfolgte mit T4-DNA-Ligase bei 14°C fiir 12 Stunden.
Die Konzentrationen wurden anhand der Angaben im Handbuch des TA-Cloning® Kit,

Version V der Firma Invitrogen ermittelt.

4.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)

Die  Polymerase-Kettenreaktion  dient der  spezifischen  Vervielfiltigung  von
Nukleinsduremolekiilen mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase (Mullis and Faloona,
1987; Saiki et al., 1985). Neben der allgemein verwendeten Tag-Polymerase (urspriinglich
isoliert aus Thermus aquaticus) wurde fiir einige Klonierungen die Pfu-Polymerase
(urspriinglich isoliert aus Pyrococcus furiosus) verwendet, welche zusitzlich eine 3' — 5'
Exonuklease-Aktivitit  (sogenannte  Korrekturlese-Polymerase oder proof reading
polymerase) aufweist und zu einer deutlich verringerten Anzahl falsch eingebauter Nukleotide
wihrend der PCR fiihrt. Aufgrund dieser Eigenschaft der Pfu-Polymerase wurde fiir
T/A-Klonierungen die Tag-Polymerase verwendet, da diese in der Lage ist, 3'-(A)-Uberhiinge
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am PCR-Produkt zu produzieren. AuBlerdem wurde die Tag-Polymerase auch in
colony-PCR-Experimenten eingesetzt, um in einer Population von Bakterienkolonien nach
einer Transformation die Klone zu finden, welche den gewiinschten Vektor aufgenommen
hatten. Zusammen mit zwei Oligonukleotidprimern, welche beziiglich ihrer Sequenz
komplementdr zu den flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden Sequenz sind,
antiparallel mit ithnen hybridisieren und deren freies 3'-OH-Ende als Substrat zur Anheftung
der Desoxynukleotide durch die DNA-Polymerase dient, sowie unter geeigneten
Pufferbedingungen kann dadurch eine Matrizen-DNA oder ein Teil derselben spezifisch
vervielfaltigt werden. Die Durchfithrung der unterschiedlichen PCR-Reaktionen orientierte
sich an  Miller (Miiller, 2001). Die verwendete Anlagerungstemperatur
(annealing-Temperatur, T,,) wurde nach der Formel T,, = T, — 2 berechnet, wobei die
Schmelztemperatur (Ty,) nach der Wallace-Regel (Wallace et al., 1979) iiber folgende Formel

fiir jeden Oligonukleotidprimer gesondert ermittelt wurde:

T_[°C]=4x(Anzahl G + Anzahl C)+2x (Anzahl A+ Anzahl T)

Bei Primerpaaren mit unterschiedlichen T, wurde der niedrigere Wert verwendet. Die
Elongationszeit (E;) wurde auf die Linge des erwarteten Produkts angepasst, wobei pro
100 bp 10 s veranschlagt wurden. Fiir die DNA-Polymerasen wurden auflerdem auch die
Herstellerangaben zur Durchfiihrung der PCR beriicksichtigt. Bei der Pfu-Polymerase erfolgte
die Zugabe der Polymerase erst nach der priméren Denaturierung, um eine Degradation der
Oligonukleotidprimer zu verhindern. Im Folgenden sind die Standardprotokolle fiir

Tag-Polymerase-PCR, Pfu-Polymerase-PCR und colony-PCR angegeben:

PCR mit Tag- colony- PCR mit Pfu-Polymerase
Polymerase PCR
Template 200 pg—20ng 1 Kolonie | Template 200 pg—20 ng
Puffer griin (5x) 4 ul 2 ul Puffer + 20 mM 5ul
MgCl, (25 mM) 1,5 ul 1,5 ul MgSO4 (10x)
dNTP's (je 10 mM) 0,2 ul 0,1 pul dNTP's (je 10 mM) 1 ul
Primer 1 (100 uM) 0,2 ul 0,1 ul Primer 1 (100 uM) 0,5 ul
Primer 2 (100 uM) 0,2 ul 0,1 pl Primer 2 (100 uM) 0,5 ul
Tag-Polymerase 0,25 ul 0,5 ul Pfu-Polymerase 2 ul
H,O ad 20 pl ad 10 ul | H,O ad 50 pl
Gesamt 20 ul 10 pl Gesamt 50 ul
Thermocycler-Programm
Tag-PCR colony-PCR Pfu-PCR

Initiale Denaturierung 3 min bei 95°C 10 min bei 95°C 3 min bei 95°C
Denaturierung 30 s bei 95°C 30 s bei 95°C 30 s bei 95°C
Anlagerung 30 s bei Tap 30 s bei Typ 30 s bei Ty,
Elongation E: bei 72°C E: bei 72°C 2+ E; bei 72°C
Finale Elongation 5 min bei 72°C 5 min bei 72°C 10 min bei 72°C




Methoden 39

Die PCR wurde auBlerdem verwendet um gezielt Punktmutationen in DNA-Sequenzen
einzufiigen. Zu diesem Zweck wurden Oligonukleotidprimer verwendet, deren Sequenzen
nicht zu 100% identisch mit der Sequenz des zu amplifizierenden Templates waren (Hemsley
et al,, 1989). Das entstchende PCR-Produkt wies dann im auf die Oligonukleotidprimer

zuriickgehenden Sequenzbereich eine Mutation im Vergleich zur Template-Sequenz auf.

4.1.8 Real-time PCR

Im Gegensatz zur konventionellen PCR erlaubt die real-time-PCR eine direkte
Quantifizierung der amplifizierten PCR-Produkte nach jedem durchlaufenen PCR-Zyklus.
Dies wird durch Zugabe eines in die DNA interkalierenden Farbstoffs zu dem
Reaktionsansatz erreicht, welcher dann nach der Elongationsphase die doppelstrangige DNA
anfarbt und iiber die Intensitit der Farbung eine Aussage iiber die Menge der vorhandenen
doppelstrangigen DNA erlaubt. Da Ethidiumbromid jedoch neben doppelstringiger DNA
auch einzelstringige DNA bindet, ist es fiir den Nachweis von PCR-Amplifikaten nicht
geeignet. Im fiir diese Arbeit verwendeten SYBR"™ green jumpstart” Taq readymix  -Kit
enthielt der Reaktionsmix bereits alle fiir die PCR notigen Reagenzien inklusive dem
Farbstoff SYBR Green I, es mussten lediglich Template und Primer fiir die Reaktion zugesetzt
werden. Das Anregungsmaximum dieses dsDNA-spezifischen Interkalators liegt bei 488 nm,
das Emissionsmaximum liegt bei 520nm. Dies erlaubt =zusétzlich auch eine
Schmelzpunktanalyse hinsichtlich der Bindungsaffinitit der verwendeten Primer. Zusétzlich
wird in diesem Kit ein Antikdrper verwendet (jumpstart Tag-Antikorper), welcher durch
Bindung an die Polymerase diese inhibiert bis der Antikdrper im initialen
Denaturierungsschritt abgebaut wird. Dadurch wird sichergestellt, dass die Aktivitit des
Enzyms erst nach dem ersten Denaturierungsschritt freigesetzt wird. Die Durchfithrung
orientierte sich an (Miiller, 2001) sowie den Angaben des Herstellers. Die verwendeten
Primer wurden so gewihlt, dass das Amplifikat eine Grofle von 250 bp moglichst nicht

tiberschritt. StandardméBig wurde folgendes Protokoll verwendet:

SYBR" green jumpstart” Taq readymix 5l

Primer 1 (10 uM) 0,5 ul

Primer 2 (10 uM) 0,5 ul

Template 1 pul cDNA oder 2 pul ChIP-Material
H,0 ad 10 ul
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4.1.9 DNA-Aufreinigung aus wassrigen Losungen

4.19.1 Gelextraktion

Die Produktbande, welche die gewiinschte DNA enthielt, wurde mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefdl} liberfiihrt. Die Isolierung der DNA aus dem
Agarose-Gel erfolgte mit Hilfe des QIAquick™ gel extraction Kit nach Herstellerangaben
(Qiagen, 2006). Die Auswertung und Quantifizierung erfolgte {iber eine erneute
Agarose-Gelelektrophorese. Fiir sensitive Verfahren (z.B. Sequenzierung) verwendete DNA

wurde mit sterilem Wasser statt des mitgelieferten Puffers eluiert.

4.1.9.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um Proteine in einer wissrigen Losung von DNA abzutrennen wurde eine
Phenol-Cloroform-Extraktion durchgefiihrt (Ausubel, 1989). Dazu wurde die DNA-Ldsung
mit H>O auf 200 pl aufgefiillt und 0,5 VT Phenol zugegeben. Nach kurzem Vortexen wurden
0,5 VT Chloroform zugegeben und erneut kurz gevortext. Durch Zentrifugation bei
Raumtemperatur mit 14.000 rpm fiir 3 min erfolgte die Phasentrennung. Die obere Phase,
welche die DNA enthielt, wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt.
Nach Evaluierung des abgenommenen Volumens wurde erneut 1 VT Chloroform zugegeben,
kurz gevortext und wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Erneut wurde die obere Phase
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdl} {iberfiihrt. Anschlieend erfolgte die Féallung

der DNA (4.1.4).

4110 In-vitro-Transkription und -Translation

Die in-vitro Translation ist ein Verfahren mit dessen Hilfe mittels in-vitro-Transkription
erzeugte mRNA-Molekiile in einem Reaktionsgefdl zur Proteinbiosynthese verwendet
werden konnen. Dadurch ist es moglich, dass aus einer DNA-Sequenz hervorgehende Protein
in-vitro  herzustellen. ~ Ublicherweise  geschieht dies heute mit Hilfe von
in-vitro-Translationssystemen, welche neben den nétigen Enzymen auch die entsprechenden
tRNA-Molekiile und Aminosduren enthalten. In dieser Arbeit wurde das TNT® T7/T3
coupled wheat germ extract System, entsprechend den Herstellervorgaben (Promega, 2006),
verwendet. Der Reaktionsansatz wurde dann fiir 90 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert.
Fiir eine Detektion des Proteins mittels Western-Blot wurde die Probe anschlieend 1:2 mit

Rotiload (SDS-Ladepuffer) verdiinnt.
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Reaktionsansatz in-vitro Translation
Weizenkeim-Extrakt 6,25 pl
TNT Reaktions-Puffer 0,5 ul
Aminosdure-Mix ohne Leucin 0,125 pl
Aminosdure-Mix ohne Methionin 0,125 pul
RNasin 0,5 pul
T7-Polymerase 0,25 ul
DNA 1 pug
H,O Auffiillen auf 12,5 pl

4.2 Gelelektrophorese

4.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die qualitative und quantitative Untersuchung von DNA-Fragmentierungen (iiber
Restriktionsendonuklease-Verdau (4.1.6.1) oder Sonifizierung (Bioruptor, 4.8.1)),
DNA-Extraktionen (4.1.9.1) und PCR-Produkten (4.1.6.6) sowie die Aufreinigung von
DNA-Fragmenten (4.1.9) und die Analyse von RNA-Isolaten (4.3.1) erfolgte iiber
Agarose-Gelelektrophorese. Abhingig von der GroBBe der DNA- bzw. RNA-Molekiile wurde
die Konzentration der Agarose zwischen 0,7 und 2% (w/v) gewdhlt, als Laufpuffer wurde 1x
TAE-Puffer verwendet. Die eingewogene Agarose wurde mit der entsprechenden Menge
Puffer in der Mikrowelle aufgekocht, nach kurzem Abkiihlen wurden 0,5 ug Ethidiumbromid
pro ml Puffer zugegeben sowie durch Zugabe von H,O das wihrend des Aufkochens
verdunstete Wasser ersetzt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und erlaubt iiber
Anregung durch UV-Licht (254 — 366 nm) und anschlieBende Emission im sichtbaren Bereich
(rot-orange) die Detektion der Nukleinsduremolekiile und eine Dokumentation mittels
CCD-Kamera. Die noch fliissige Agarose wurde dann in eine Flachbettapparatur gegossen
und mittels eines eingesteckten Kammes entstanden nach Erkalten und Verfestigung der
Agarose Vertiefungen, in welche die DNA- bzw. RNA-Losung mit Hilfe eines
beschwerenden Auftragspuffers geladen wurde. Der bei Taq-PCR-Reaktionen standardmifBig
verwendete Puffer (4.1.6.6) diente direkt auch als Auftragspuffer, in allen anderen Fillen
wurde zum Beschweren die 6x loading dye solution verwendet. Die Ermittlung der
Fragmentgrofen und eine grobe Quantifizierung erfolgte durch Vergleich mit einem ebenfalls

aufgetragenen DNA-Marker (3.3.4).

Auftragspuffer 6x 0,03% Bromphenolblau 50x 2 M Tris/HCI pH 7,8
loading dye solution, 0,03% Xylencyanol TAE-Puffer 150 mM Natriumacetat
MBI Fermentas 60 mM EDTA pH 7,6 50 mM EDTA

10 mM Tris

60% Glycerol
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4.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden Polyacrylamid-Gele
verwendet. Sie haben eine kleinere Porengrof3e als Agarose-Gele. Bei der SDS-PAGE werden
die Proteine durch das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS, sodium dodecyl sulfate)
denaturiert, wobei die Proteinmolekiile mit einer negativ geladenen Hiille umgeben werden.
Durchschnittlich lagern sich dabei zwei Molekiile SDS pro Aminosédure an. Dadurch wird die
natiirliche Ladung des Proteins maskiert und ein konstantes Verhiltnis zwischen Masse und
Ladung erreicht, was eine Trennung der Proteine entsprechend ihrer Grofle ermdglicht. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei umgekehrt proportional zum Logarithmus des
Molekulargewichtes. Weiterhin wird durch B-Mercaptoethanol, welches stark reduzierend
wirkt, ein Aufbrechen von Disulfid-Bindungen erreicht.
Die verwendeten Gele bestanden aus einem Trenn- und einem Sammelgel, welche senkrecht
aufeinander aufgebaut verwendet wurden. Zuerst wurde das Trenngel gegossen, anschlielend
darauf aufsitzend das Sammelgel, in welchem sich auch die beim Auspolymerisieren durch
eingesteckte Kdmme entstandenen Taschen fiir die Proteinlésung befanden. Die beiden
Gelbereiche unterschieden sich vor allem im pH-Wert. Das obere Sammelgel fokussierte
dabei die Proteine der Losung in einem schmalen Bereich, das darauf folgende Trenngel
diente dann der eigentlichen Auftrennung der Proteine. Die Proteinldsungen waren mit einem
Ladepuffer versetzt, wodurch die Proben beschwert wurden und in die Taschen gefiillt werden
konnten. Aulerdem wurden sie bei erstmaliger Verwendung fiir 10 min im Wasserbad mit
kochendem Wasser erhitzt. Als Laufpuffer wurde 1x Lammli-Puffer verwendet. Zusétzlich
wurde ein standardisiertes Proteingemisch als Molekulargewichtsmarker verwendet.
10x Lammli-Puffer (SDS-Laufpuffer) 30,2 g/l Tris
144 g/1 Glycin
1 % SDS

Verwendet wurde ein Gelsystem der Firma Hoefer. In dieses wurden dann nacheinander die
unpolymerisierten Gellosungen zum Auspolymerisieren eingefiillt. Die Zusammensetzung
dieser Losungen ist Tab. 6 zu entnehmen. Verwendet wurde dabei eine
Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlosung (37,5:1 (w/v), Rotiphorese” Gel 30). Dabei handelt es
sich  um synthetische hydrophile Monomere, welche unter Anwesenheit von
Ammoniumperoxosulfat (APS) und Tetramethylethylendiamid (TEMED) radikalisch
polymerisieren. Die Konzentration des Trenngels wurde der erwarteten GroBe der

Proteinmolekiile, welche aufgetrennt werden sollten, angepasst.
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Tab. 6 Herstellung des Sammelgels und der Trenngele fiir die SDS-PAGE

Trenngel Sammelgel
Konzentration 15% 12% 10% 7,5% 6%
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1
(W /3/) R tiphores?@ Gol 30 5ml 4ml | 33ml | 2,5ml 1,3 ml
H,O 2,4 ml 3,4 ml 4,1 ml 4,9 ml 6,1 ml
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 2,5ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml -
0,5 M Tris/HCI pH 6,8 - - - - 2,5 ml
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
40% APS 50 pul 50 ul 50 pul 50 ul 50 ul
TEMED Sul Sul Sul Sul Sul

4.3 Arbeiten mit RNA

Generell wurden bei allen Arbeiten mit RNA nur Materialien verwendet, welche RNase-frei
waren. Alle Arbeiten wurden aulerdem moglichst steril und auf Eis durchgefiihrt, um einen
Abbau der RNA durch die faktisch omniprisenten RNasen zu verhindern. Zu diesem Zwecke
wurde auBBerdem, wenn mdglich, den Reaktionsansédtzen ein RNase-Inhibitor zugegeben. Das
verwendete Wasser wurde zuvor mit Diethylpyrocarbonat (DMPC) behandelt, wodurch die
Histidinreste der RNasen carboxymethyliert und letztere somit inhibiert werden. Die

Lagerung der RNA erfolgte kurzfristig bei -20°C, fiir langere Zeitraume hingegen bei -80°C.

4.3.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung von RNA wurden je nach Verwendungszweck verschiedene Methoden
angewendet. Sollten sehr viele Proben bearbeitet werden, ohne dass eine sehr gute Reinheit
der RNA nétig war, so erfolgte die RNA-Extraktion mit TRIzol® aus Midi-Schalen. Bei
adhirenten Zellen wurden diese dazu mit Hilfe eines Zellschabers in kaltem PBS geerntet und
mittels Zentrifugation bei 2.000 rpm fiir 2 min bei Raumtemperatur pelletiert. Bei
Verwendung von Suspensions-Zellen wurden die Zellen mittels Zentrifugation mit 2.000 rpm
bei 4°C fiir 2 min gewonnen, mit PBS resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstandes wurde in beiden Fillen das Pellet in 1 ml TRIzol® resuspendiert
und fiir 15 s gevortext. Nach der anschlieBenden Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur
wurde flir 5 min mit 14.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und danach die obere Phase
abgenommen. Es folgte eine Evaluierung des abgenommenen Volumens und die Zugabe von
0,7 VT Isopropanol. Nach kurzem Vortexen wurde bei 4°C fiir 15 min inkubiert und
anschlieBend mit 14.000 rpm bei 4°C fir 10 min zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet durch Zugabe von 300 pl 70% Ethanol (mit DMPC-H,0),

kurzes vortexen, Zentrifugation mit obigen Bedingungen und erneuter Abnahme des
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Uberstandes zweimal gewaschen. Nach kurzem Antrockenen des Pellets wurde dieses in
RNase-freiem Wasser gelost.

War eine hohere Reinheit der RNA nétig, erfolgte die Isolierung mit Hilfe des RNeasy®
mini-Kits. Die Isolierung erfolgte dabei anhand der Angaben des Herstellers (Qiagen, 2010),
wobei die Zellen wie bereits fiir die TRIzol®-Extraktion beschrieben, mittels Zellschaber oder
direkter Zentrifugation geerntet wurden. Zur Homogenisierung wurde die Zelllosung 9-mal
mit einer Spritze mit 0,9 mm Kaniile aufgezogen und wieder ausgeblasen. Das Pellet wurde
im mitgelieferten RNase-freien Wasser resuspendiert.

Um groflere Mengen sehr sauberer und qualitativ hochwertiger DNA zu gewinnen, wurde
eine Kombination aus TRIzol®-Extraktion und Extraktion mittels RNeasy® mini-Kit
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen wie bereits zuvor beschrieben geerntet. Das Pellet
wurde dann mit 1 ml TRIzol® griindlich resuspendiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 200 pl Chloroform zugegeben, fiir 15 s gevortext und erneut 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Daran schloss sich eine Zentrifugation bei 4°C fiir 10 min bei
12.000 rpm an. Die obere Phase wurde dann in ein neues Reaktionsgefal iiberfiihrt und 1 VT
70% Ethanol (DMPC-Wasser) zugegeben. Diese Losung wurde dann auf eine Sdule des
verwendeten Kits gegeben, welche danach fiir 30 s mit 12.000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und 700 ul Puffer RW1 auf die Saule
gegeben. Es erfolgte eine Zentrifugation wie zuvor, der Durchfluss wurde verworfen und die
Séule in ein neues Sammelgefdl tiberfiihrt. Auf die Sdule wurden dann 500 ul Puffer RPE
gegeben und erneut wie zuvor zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt und erneut
zentrifugiert, jedoch diesmal flir 2 min. Die Sdule wurde nun in ein neues Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und 50 ul DMPC-H,0 zur Elution zugegeben. Dazu wurde dann fiir 1 min mit
14.000 rpm bei RT zentrifugiert.

Alle RNA-Losungen wurden nach der Isolierung spektralphotometrisch analysiert (4.3.2) und
bis zur spateren Verwendung bei -80°C gelagert. Wenn die RNA fiir spezielle Experimente
verwendet werden sollte, wie beispielsweise fiir Expressionsanalyse-Studien, wurde
zusitzlich eine Agarose-Gelelektrophorese (4.2.1) durchgefiihrt, um anhand der Banden der
ribosomalen RNA die Qualitiat der RNA zu bestimmen.

4.3.2 Spektralphotometrische Analyse

Zur Ermittlung der Konzentration von RNA in einer wissrigen Ldsung wurde
spektralphotometrisch die Extinktion (E) bei einer Wellenlinge von 260 nm ermittelt. Aus

diesem Messwert wurde dann mittels folgender Formel die Konzentration (c) berechnet:
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c[Mg/ pl] = E x40xVerdinnungsfaktor +1.000

Zur qualitativen Beurteilung der RNA wurde aulerdem die Extinktion bei einer Wellenldnge
von 280 nm ermittelt und anschlieBend das Verhiltnis (Ratio) zwischen Eagonm und Ezgonm
berechnet. Dieses Verhiltnis kann zeigen, inwieweit die Losung noch mit Phenol- oder
Proteinresten verunreinigt ist. Der Wert fiir reine RNA-Priparationen liegt laut

Literaturangaben (Nicholl, 2002) bei 2,0.

4.3.3 Qualitatsbeurteilung der RNA

Das Verhéltnis zwischen Egonm und Eagonm (4.3.2) gibt lediglich an, ob die RNA-Losung frei
von Kontaminationen ist, erlaubt jedoch keine Aussage iiber den strukturellen Zustand der
RNA. Um diesen zu ermitteln, wurde die RNA auf einem Agarose-Gel gelelektrophoretisch
aufgetrennt (4.2.1). Die Qualititsmessung der Gesamt-RNA erfolgte dann {ber die
ribosomale RNA (rRNA), welche mit bis zu 90% die groffte Fraktion bei einer
RNA-Extraktion darstellt. Dazu wurde das Verhiltnis von 28S-RNA zu 18S-RNA ermittelt,
welches bei intakter RNA einen Wert von 2,0 ergeben sollte (Becker et al., 2009). Allerdings
ist dieser Wert auch abhidngig vom Gewebe, aus welchem die RNA isoliert wurde, und zeigt
mitunter deutliche Schwankungen (Palmer and Prediger, 2004).

Neuere Methoden ermitteln weitere Faktoren und berechnen daraus den RIN-Wert (RNA
integrity number). In dieser Arbeit wurde der RIN-Wert fiir RNA bestimmt, welche fiir
Expressionsanalysen verwendet wurde, die Messungen erfolgten an einem Bioanalyzer
(Agilent Technologies) und wurden in Bad Nauheim von Dr. T. Bottger durchgefiihrt. Dabei
bedeutet ein Wert von 10, dass eine intakte, nicht fragmentierte und nicht degradierte RNA
von sehr hoher Qualitdt vorliegt, wohingegen ein Wert von 1 auf eine vollstindig degradierte

und fragmentierte RNA niedrigster Qualitdt hinweist (Becker et al., 2009).

4.3.4 DNase-Verdau

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass nach der RNA-Extraktion auch geringe Mengen
an DNA in der Losung vorhanden sind, muss diese vor weiteren Experimenten in den meisten
Féllen entfernt werden. Dies geschieht durch enzymatischen Abbau mit dem Enzym DNase 1.
Dazu wurde die RNase-freie DNase RQ1 verwendet. Nach Quantifizierung der RNA (4.3.2)
wurden 3 pg RNA zusammen mit 3 pl RQ1-Puffer (10x) und 3 pl DNase I gemischt und mit
DMPC-H,O auf 30 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert und die Reaktion
anschlieBend durch Zugabe von 3 pl RQ1-Stop-Puffer und Inkubation fiir 10 min bei 65°C
gestoppt. Diese Losung wurde anschlieBend ohne weitere Behandlung verwendet oder bei

-20°C gelagert.
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4.3.5 cDNA-Synthese und RT-PCR

Da RNA nicht direkt mittels PCR amplifiziert werden konnte, musste sie zuerst in DNA
umgeschrieben werden. Dies geschah durch Verwendung des Enzyms Reverse Transkriptase.
Zur cDNA-Synthese wurden im Verlauf der Arbeit verschiedene Kits unterschiedlicher

Firmen verwendet:

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit Roche

GeneAmp RNA PCR Core Kit Applied Biosystems
innuScript Reverse Transcriptase Kit analytikjena
Transcriptor First strand cDNA Synthesis Kit Roche

Alle Kits wurden entsprechend der Herstellerangaben verwendet (analytikjena, 2009;
AppliedBiosystems, 2000; Roche, 2007; Roche, 2008), als Template diente RNA, welche
zuvor einem DNase-Verdau unterzogen worden war (4.3.4). In allen Fillen wurden als Primer
random hexamers des jeweiligen Herstellers verwendet.

Die auf diese Weise gewonnene cDNA wurde anschlieend 1:1 mit H,O verdiinnt und dann
fiir RT- und real-time-PCR (4.1.8) verwendet. Fiir die RT-PCR wurde das zuvor beschriebene
Protokoll fiir PCR-Reaktionen mit Tag-Polymerase verwendet (4.1.6.6), als Template dienten
dabei 2 pul cDNA, die beiden verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden so gewéhlt, dass sie
auf unterschiedlichen Exons des zu untersuchenden Gens liegen und das Amplifikat eine

GroBe von 300 bp moglichst nicht {iberschreitet.

4.4 Arbeiten mit Proteinen

Generell wurden bei allen Arbeiten mit Proteinen steril angesetzte Losungen verwendet.
Weiterhin wurden alle Arbeiten moglichst auf Eis ausgefiihrt, um einen Abbau der Proteine
durch Proteasen zu verhindern. Zu diesem Zwecke wurden auflerdem, wenn moglich, einer
oder mehrere Protease-Inhibitoren verwendet. Die Aufbewahrung erfolgte filir kiirzere

Zeitraume bei -20°C, fiir eine langere Dauer jedoch bei -80°C.

4.4.1 Isolierung von Proteinen

Alle folgenden Mengenangaben beziehen sich auf die Verwendung von Maxi-Schalen. Wenn
die Extraktion aus geringeren Zellzahlen (6-well, Midi-Schalen) erfolgte, wurden die
Volumina der verwendeten Reagenzien entsprechend angepasst. Bei Verwendung adhérenter
Zellen wurde das Medium aus den Gewebekulturschalen abgesaugt und die Zellen mit 20 ml
kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden erneut 10 ml kaltes PBS auf die Zellen
gegeben und diese dann mit einem Zellschaber von der Gewebekulturschale geldst.

Anschliefend wurde die Zellsuspension fiir 2 min bei 4°C mit 2.000 rpm zentrifugiert.
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Wurden Suspensionszellen verwendet, erfolgte die Ernte durch Zentrifugation unter den oben
genannten Bedingungen, nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 10 ml kaltem
PBS resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert. In beiden Féllen wurde dann der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 100 ul 1x RIPA-Puffer (enthilt complete mix
mini zur Inhibierung von Proteasen) resuspendiert. Nach Inkubation fiir 10 min bei 4°C folgte
eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C mit 14.000 rpm. Der Uberstand wurde abgenommen
und 5 pl fiir die Quantifizierung aliquotiert. Der Rest wurde 1:1 mit 4x Rotiload-Ladepuffer
versetzt und dann sofort verwendet oder bei -20°C gelagert.

RIPA-Grundldsung (2x) 280 mM NacCl
20 mM Tris/HCI pH 8
2 mM EDTA pH 8
2% (v/v) Triton-x-100
0,2% (v/v) SDS
0,2% (v/v) Deoxycholicacid (DOC)

complete mix mini 1 Tablette
Protease-Inhibitor Cocktail gelost in 1,5 ml MilliQ
RIPA-Puffer (1x) 1 VT RIPA-Grundlésung (2x)
0,1 VT complete mix mini
0,9 VT MilliQ

4.4.2 Quantifizierung von Proteinen in wassriger Losung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Quantifizierung beruht auf der Blaufiarbung
eines Proteinfarbstoffs in Abhdngigkeit von der Proteinkonzentration (Bradford, 1976). Bei
der Isolierung der Proteine (4.4.1) wurden 5 pl Protein-Losung zur Bestimmung der
Konzentration aliquotiert. Diese wurden nun 1:10 mit H,O verdiinnt. Dann wurden 800 pl
250 mM Tris/HCl pH 6,8 mit 200 ul Rotiquant gemischt und 5 pul der verdiinnten
Protein-Losung zugegeben. Nach Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur wurde am
Spektralphotometer die Absorption bei einer Wellenldnge von 595 nm (Asgs) gemessen. Fiir
den Nullwert wurden statt der Protein-Losung 5 ul RIPA-Puffer (4.4.1) verwendet. Die
Konzentration (¢) der Protein-Losung wurde dann mit der folgenden Formel berechnet:

c[pug /] = ((19,89x Ays) + x pl Losung) xVerdunnungsfaktor
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4.4.3 Western Blot

Beim Western Blot wurden die zuvor mittels SDS-PAGE (4.2.2) aufgetrennten Proteine auf
eine Trdgermembran iibertragen. Durchgefiihrt wurde dies als wet-Elektroblot (Transfer in
einem mit Puffer gefiillten Tank mittels Anlegen einer Spannung) mit einer
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran), welche zuvor fiir 10s in Methanol
aktiviert wurde. Eine schematische Darstellung des Transfer-Aufbaus ist in Abb. 7 gezeigt.
Die Membran wurde auf die GroBe des zu iibertragenden Gelbereichs angepasst, weiterhin
wurden je Blot sechs Whatman-Papiere entsprechender GroBe zugeschnitten. Der
Zusammenbau erfolgte in eiskaltem 1x Transfer-Puffer, um Luftblasen zwischen
Transfermembran und Gel zu vermeiden. Dennoch vorhandene Luftblasen wurden durch
seitliches Ausdriicken entfernt. Zusétzlich wurde ein Kiihlelement in den Tank gegeben,
welches auf -20°C vorgekiihlt worden war, sowie ein Magnet-Riihrstab. Der Tank selbst
wurde zusitzlich in eine mit Eiswasser gefiillte Schale gestellt, welche anschliefend auf
einem Magnetriihrer platziert wurde. So wurde eine ausreichende Kiihlung wéhrend des fiir

1 h andauernden Blot-Vorgangs sichergestellt.

++ +++++ + + + + + + +| Deckel (Anode)

3 Lagen Whatman-Papier
PVDF-Membran
SDS-PAGE-Gel

3 Lagen Whatman-Papier

______________ Boden (Kathode)

Abb. 7: Schematischer Aufbau der Blotapparatur beim wet-Elektro-Western-Blot. Die aufgrund des
enthaltenen SDS negativ geladenen Proteinmolekiile wandern im Spannungsfeld zur Anode und werden dabei
auf die PVDF-Membran {ibertragen. Dabei wird die Blotapparatur in einem mit 1x Transfer-Puffer gefiillten
Tank eingespannt, so dass sie vollstindig mit Fliissigkeit bedeckt ist.

10x Transfer-Puffer 250 mM Tris
1,92 M Glycin
10% Methanol

4.4.4 Immunodetektion von Proteinen auf einer Tragermembran

Nach der Ubertragung der Proteine vom SDS-PAGE-Gel auf die PVDF-Trigermembran
konnten diese mit Antikdrpern detektiert werden. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
immunologischen Reaktion eines spezifischen Antikdrpers (Primdrantikorper) mit dem
Antigen (Protein). Durch Verwendung eines gegen den Primédrantikdrper gerichteten zweiten
Antikorpers (Sekundérantikorper), welcher aulerdem an das Enzym Peroxidase gekoppelt ist,

wird eine Signalverstiarkung bei der Detektion erreicht. Dies beruht zum Einen darauf, dass
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dieser Sekundérantikorper mehrfach an den Primarantikdrper bindet, zum Anderen aber auch
auf der enzymatischen Aktivitdit des mit dem Sekundérantikdrper gekoppelten Enzyms.
Dadurch erreicht diese Methode eine sehr hohe Sensitivitdt. In der vorliegenden Arbeit
wurden unterschiedliche Primérantikorper, welche aus verschiedenen Spezies isoliert wurden,
verwendet (Tab. 3), die benutzten Sekundérantikorper (Tab. 4) waren spezifisch gegen
Antikorper bestimmter Spezies, wodurch mehrere Primédrantikdrper mit demselben
Sekundérantikdrper detektiert werden konnten.

Im Anschluss an die Ubertragung der Proteine auf die Trigermembran wurde diese iiber
Nacht bei 4°C in einem blocking-Puffer auf einem Schiittler inkubiert. Danach wurde die
Membran in einer Primérantikorper-Losung fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
inkubiert. Zum Entfernen unspezifisch gebundenen Antikdrpers wurde anschlieSend 3-mal fiir
je Smin in PBST-Puffer gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation der
Membran mit der Sekundéirantikdrper-Losung, erneut fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler. Dann wurde wie zuvor 3-mal gewaschen, um {berschiissigen und unspezifisch

gebundenen Antikorper zu entfernen.

PBS-Puffer (10x) 60 mM Na3;PO, - 2 H,O, pH 7,4
10 mM KH,PO4
1 M NaCl
20 mM KCl
PBST-Puffer 1x PBS-Puffer blocking-Puffer  1x PBST-Puffer
(1x) 0,1% Tween-20 (1x) 5% (w/v) fettfreies Milchpulver
Priméarantikérper-Lésung 1x PBST-Puffer
0 — 5% (w/v) fettfreies Milchpulver (siehe Tab. 3)
Sekundarantikdrper-Lésung 1x PBST-Puffer
0 — 5% (w/v) fettfreies Milchpulver (siehe
Tab. 4)

AnschlieBend erfolgte die Nachweisreaktion mit dem Immobilon Western HRP-Substrat,
einem Chemilumineszenz-Substrat bestehend aus einer Luminol- und einer Peroxid-Ldsung.
Das enthaltene Luminol diente dabei der an den Sekundérantikérper gekoppelten Meerrettich-
Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) als Substrat und wurde vom Enzym oxidiert. Das
oxidierte Luminol emittierte Licht und zeigte so den Ort der Antikdrper-Bindung an. Dazu
wurden 500 pl der Luminol-Losung mit 500 pl Peroxid-Losung gemischt und anschlieBend
auf die Membran gegeben. Die Dokumentation erfolgte anschlieend mittels Rontgenfilmen
oder dem Versadoc-Dokumentationssystem. Dabei wurden in beiden Fillen unterschiedliche

Belichtungszeiten zwischen 2 s und 10 min verwendet.
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4.4.5 Erneute Immunodetektion von Proteinen (Strippen)

Sollte eine Membran mit verschiedenen Antikorpern untersucht werden, so wurden nach der
ersten Immunodetektion die Antikérper durch sogenanntes Strippen wieder entfernt. Dazu
wurde die Membran fiir 30 min in Strip-Puffer bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Im
Anschluss wurde die Membran 3-mal mit PBST-Puffer (4.4.4) gewaschen und konnte dann
fiir eine erneute Immunodetektion verwendet werden.

1x Strip-Puffer 25 mM Glycin
1 % SDS
pH 2.0, mit HCl einstellen

4.5 Arbeiten mit Bakterien

4.5.1 Vermehrung und Lagerung

Die Vermehrung des verwendeten Bakterienstammes Escherichia coli XL1Blue erfolgte bei
37°C als Schiittelkultur in LB-Medium, oder auf LB-Agarplatten. Wurde eine hohere
Bakteriendichte angestrebt, erfolgte die Vermehrung in TB-Medium (4.1.3.3). In allen Féllen

wurden die entsprechenden Selektionsantibiotika (0) zugegeben.

LB-Medium (lysogeny broth) 10 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

LB-Agarplatten 10 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
5 g/l NaCl
15 g/l Agar
Autoklavieren
Zugabe des Antibiotikums und Giellen in Petrischalen

Zur léngerfristigen Lagerung wurden Glycerol-Stocks angelegt. Dazu wurde eine
LB-Bakteriensuspension mit Glycerol (87%) versetzt bis zu einer Endkonzentration von 15%.

Anschliefend wurde die Suspension dann bei -80°C eingelagert (Miller, 1987).

4.5.2 Transformation mit Plasmid-DNA

100 pl kompetente Bakterien (aus einem Glycerol-stock, auf Eis aufgetaut) wurden mit 8 pl
eines Ligationsansatzes 4.1.6.5) vermischt und flir 30 min auf Eis inkubiert. Der fiir
Transformation der Bakterien notige Hitzeschock wurde durch 45 s Inkubation im auf 42°C
aufgewdrmten Wasserbad erreicht. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min auf Eis, danach
wurden 100 ul LB-Medium zugegeben und die Zellsuspension anschlieBend auf

LB-Agarplatten (mit entsprechendem Antibiotikum, 4.5.1) ausgestrichen. Dabei wurde der
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Ansatz auf je zwei Agarplatten aufgeteilt. Fiir die Erste wurden 90% des Ansatzes verwendet,
auf der Zweiten wurden die restlichen 10% des Ansatzes ausgestrichen. Im Anschluss erfolgte
die Inkubation iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

Die Selektion der transformierten Bakterien erfolgte einerseits durch das dem Agar
zugegebene Antibiotikum, wodurch nicht transformierte Bakterien absterben sollten. In
manchen Fillen wurde jedoch zusdtzlich mittels Blau-WeiB-Selektion eine weitere
Charakterisierung der Bakterienkolonien erreicht. In diesen Féllen wurden dem Agar
zusitzlich das Laktose-Analogon IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactosid) und der Farbstoff
X-Gal [(5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-B-D-galactosid] zugegeben. Fiir das Blau-Wei3-Screening
wurden spezielle Plasmide verwendet, bei welchen das LacZ-Gen in der Polylinker-Region
(MCS, multiple cloning site) vorlag. Kam es nicht zu einer DNA-Insertion, so lag das Gen
intakt vor und es wurde das Enzym B-Galaktosidase gebildet. Dieses Enzym spaltete X-Gal,
wobei aus dem zuvor farblosen X-Gal ein blauer Farbstoff (5-Brom-4-Chlor-indigo)
entstandt. Kolonien, welche blau gefiarbt waren, haben somit ein Plasmid ohne die
gewiinschte DNA-Insertion aufgenommen. Bei erfolgreicher Ligation von Plasmid und
DNA-Insert und erfolgreicher Aufnahme durch das Bakterium hingegen erschienen die
Kolonien weill. Das dem Agar zugesetzte IPTG diente zur Induktion der Bildung der
B-Galactosidase, diente diesem Enzym aber nicht als Substrat. Eine abschlieBende Analyse
der erhaltenen Kolonien erfolgte entweder mittels Plasmid-Mini-Prep (4.1.3.1) und

anschlieBendem Restriktionsverdau (4.1.6.1), oder iiber colony-PCR (4.1.6.6).

4.6 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien wurden in Sterilbdnken durchgefiihrt. Die
verwendeten Puffer, Medien und Glasmaterialien wurden autoklaviert oder steril filtriert, bei

Plastikwaren wurde auf bereits vom Hersteller sterilisierte Produkte zuriickgegriffen.

4.6.1 Kultur der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in allen Féllen in einem begasten Brutschrank (5%ige
CO,-Beimischung) bei 37°C in einer mit Wasserdampf geséttigten Atmosphire. Die
Grundzusammensetzung aller verwendeten Zellkulturmedien bestand aus 10% (v/v) FCS , 1%
(v/v) Pen/Strep-Losung und einem Basismedium (DMEM- oder RPMI 1640-Medium). Im
Falle von RPMI 1640-Medium wurden auBBerdem noch folgende Zusétze verwendet (Angaben
beziehen sich auf 500 ml fertiges Medium): Sml 200 mM L-Glutamin, 5ml 100x
NEAA-Lo6sung, 5ml 100 mM Natriumpyruvat, 2 ml 100x Vitamine-Lésung und 0,5 ml
50 mM B-Mercaptoethanol. Fiir die Haltung von adhdrenten Zellen wurden beschichtete
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Gewebekulturschalen benutzt, auf welchen die Zellen als Monolayer kultiviert wurden. Vor
Erreichen der Konfluenz wurde das verwendete Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen
mit 1x PBS-Puffer (4.4.4) gewaschen. Nach Absaugen des Puffers wurden die Zellen fiir
5-10min mit Trypsin/EDTA-Losung bei Raumtemperatur inkubiert, wodurch sich die
Zellen aufgrund der proteolytischen Reaktion des Trypsins von den Kulturschalen abldsten.
Um die Reaktion abzustoppen wurde frisches Zellkulturmedium zugegeben und die Zellen in
diesem mit Hilfe einer Glaspipette resuspendiert. Die Aufteilung auf neue Schalen erfolgte je
nach Dichte und Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen im Verhiltnis von 1:5 bis 1:12.
Trypsin/EDTA-L6sung

Grundlésung A Grundldsung B
Na,HPO, * 2 H,O 6 mM CaCl, 0,6 mM
KH2P04 1 mM MgSO4 0,4 mM
NaCl 137 mM in 1/5 des Endvolumens 16sen
KClI 2,6 mM
EDTA 3 mM

Trypsin aus Rinderpankreas  0,125% (w/v)
in 3/4 des Endvolumens 16sen, pH 7,0 einstellen

Losungen A und B vereinen, auf Endvolumen auffiillen, steril filtrieren, Lagerung bei -20°C

Bei Suspensionszellen war eine Ablosung mittels Enzym nicht nétig. Diese Zellen wurden in
unbeschichteten Gewebekulturschalen kultiviert, bei zu hoher Dichte wurde das die Zellen
enthaltende Medium abgenommen und in ein Zentrifugenrohrchen {iberfithrt. Durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 500 rpm wurden die Zellen pelletiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert und auf neue
Kulturschalen aufgeteilt, erneut unter Beriicksichtigung der Zelldichte und der
Wachstumsgeschwindigkeit. Die verwendeten Volumina an Zellkulturmedium, PBS-Puffer
und Trypsin/EDTA-Losung wurde an die jeweils verwendeten Kulturschalen angepasst und

sind in Tab. 7 aufgelistet.

Pen/Strep-L6sung Penicillin 10.000 units / ml
Streptomycin 10.000 units /ml

DMEM RPMI-1640

(Dulbecco's modified eagle medium)

DMEM 13,38 g /1 RPMI 10,43 g/1

Na-Bicarbonat 3,7g/1 Na-Bicarbonat 2g/1

HEPES 25 mM HEPES 25 mM
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Tab. 7: Verwendete Volumina an Zellkulturmedium, PBS-Puffer und Trypsin/EDTA-Losung in Abhdngigkeit
der verwendeten Zellkulturschalen.

Kulturschale Zellkulturmedium 1x PBS-Puffer Trypsin/EDTA-LOsung
Maxi-Schale 20 ml 10 ml 2,5 ml

Midi-Schale 10 ml 5Sml 1 ml

6-well Platte 2 ml 1 ml 500 ul

24-well Platte 1 ml 500 pl 250 ul

48-well Platte 500 pl 250 pl 100 pl

96-well Platte 100 pl 50 ul 50 pl

4.6.2 Bestimmung der Zellzahl

Fiir die Bestimmung der Zellzahl wurde entweder eine Fuchs-Rosenthal Zéhlkammer (Tiefe
0,2 mm; Fliche 0,0625 mm?’; Umrechnungsfaktor 8-104) verwendet, oder das
Countess™-Zellzdhlgerit. Bei Verwendung der Zahlkammer wurden adhérente Zellen mittels
Trypsin/EDTA-L6sung von den Zellkulturschalen wie unter 4.6.1 beschrieben abgeldst und
durch Zentrifugation mit anschlieBender Abnahme eines Teils des Uberstandes
aufkonzentriert. Suspensionszellen wurden direkt zur Zentrifugation verwendet. Von der
Zellsuspension wurden dann in beiden Fillen 20 pl in die Zdhlkammer gegeben und
anschlieBend der Mittelwert der Zellzahl von 16 Kleinstquadraten ermittelt. Unter
Berticksichtigung des Umrechnungsfaktors konnte damit die Zellzahl pro ml Zellsuspension
ermittelt werden.

Wurden die Zellen mittels Countess™-Zellzdhlgerdt gezihlt, erfolgte die Vorbereitung der
Zellen wie fiir die Zédhlkammer beschrieben, jedoch wurden die Zellen zuvor mit Trypanblau
angefarbt. Vor den eigentlichen Messungen wurde das Gerdt mittels eines mitgelieferten
Standards kalibriert. Fiir die Messung wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau-Losung vermischt und danach in die zum Gerét passenden Objekttriger gegeben.
Das Gerit ermittelte dann neben der Zellzahl auch die Zellgroe sowie anhand der

Trypanblau-Farbung die Zahl lebender und toter Zellen.

4.6.3 Lagerung (Einfrieren) und Auftauen der Zellen

Die ldngerfristige Aufbewahrung der Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff. Dazu wurden die
Zellen mittels Trypsin/EDTA (bei adhédrenten Zellen) wie zuvor beschrieben abgeldst und mit
10 ml Kulturmedium in ein Zentrifugenréhrchen {iberfiihrt, bei Suspensionszellen wurden
diese direkt mit dem gesamten Kulturmedium in Zentrifugenrohrchen gegeben. Die Ernte der
Zellen erfolgte dann in beiden Féllen durch Zentrifugation fiir 5 min mit 500 rpm bei
Raumtemperatur. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml

Kulturmedium resuspendiert und in ein spezielles 2 ml Einfriergefa3 (Kryotube) iiberfiihrt.
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Danach wurde 1 ml Einfriermedium zugegeben und gut gemischt. Die verschlossenen
EinfriergefiBe wurden in speziellen Einfrierbehidltern bei -80°C eingefroren, welche eine
konstante Abkiihlung von etwa 1°C pro Minute erlaubten. Nach 24 Stunden wurden die
Einfriergefile dann in Behiltern mit fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir eine kurzfristigere

Aufbewahrung (einige Monate) verblieben die Zellen bei -80°C.

Einfriermedium (10 ml) 4,5 ml Zellkulturmedium
4 ml FCS
0,5 ml DMSO

Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, mussten diese wieder aufgetaut und das
enthaltene DMSO entfernt werden. Dazu wurden die Einfriergefile bei Raumtemperatur
aufgetaut und die Zellsuspension zusammen mit 8 ml Zellkulturmedium in ein
Zentrifugenréhrchen gegeben und gemischt. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation
fiir 5 min mit 500 rpm bei Raumtemperatur pelletiert und der Uberstand abgenommen. Das
Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und in die entsprechende Zellkulturschale

gegeben.

4.6.4 Tet-off-System

Um gezielt die Expression eines in eukaryotische Zellen eingebrachten Gens aktivieren
beziehungsweise reprimieren zu kdnnen, wurde fiir diese Arbeit ein tet-off-System verwendet.
Bei diesem System wird die Expression des entsprechenden Gens durch Zugabe von
Tetracyclin bzw. Doxycyclin (ein Tetracyclin-Derivat mit langerer Halbwertszeit) zum
Zellkulturmedium blockiert. Durch Entfernen des Tetracyclins wird die Expression aktiviert.
Das zugrunde liegende Prinzip wurde erstmals im Jahr 1992 beschrieben (Gossen and Bujard,
1992). Die maximalen Expressionslevel sind vergleichbar mit den Expressionsleveln die mit
starken Sdugetier-Promotoren (z.B. CMV) erreicht werden (Yin et al., 1996). Im Unterschied
zu anderen induzierbaren Systemen weist das Tet-System eine hohe Spezifitit auf, wodurch
pleiotrope Effekte und eine unspezifische Induktion vermieden werden (Clontech, 2003). Das
System besteht aus zwei Komponenten, dem Regulator-Protein und einem Response-Plasmid.
Das Regulatorprotein basiert dabei auf dem Tet-Repressor, im Falle des tet-off-Systems
besteht dieses 37 kDa Protein aus einer Fusion der ersten 207 Aminosduren des
Tet-Repressor-Proteins aus E. coli und den 127 C-terminalen Aminosduren der VP16
Aktivierungsdomédne des Herpes Simplex Virus. Durch diese Fusion wird aus dem
transkriptionellen Repressor ein transkriptioneller Aktivator. Dieser wird auch als
Tetracyclin-kontrollierter Transaktivator (tTA) bezeichnet, er befindet sich auf dem

sogenannten Regulator-Plasmid, welches zusitzlich eine Antibiotikaresistenz beinhaltet.
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Aufgrund der durch das Plasmid vermittelten Antibiotikaresistenz konnen stabil transfizierte
Zellklone selektiert werden. Fiir diese Arbeit wurde dazu das Plasmid pT-AN verwendet,
welches ein Puromycin-Resistenzgen aufwies.

Die zweite Komponente, das Response-Plasmid, trigt das gewlinschte Gen unter Kontrolle
eines tetracyclin-response-Elements (TRE). Alle fiir diese Arbeit verwendeten
response-Plasmide sind Derivate des Plasmids pBI-eGFP. Dieses enthélt das TRE, welches
aus sieben direkten Wiederholungen des 42 bp langen Tet-Operators (tetO) besteht und direkt
up- und downstream von zwei CMV-Minimal-Promotoren (Ppnincmv) liegt. Dem
Minimalpromotor fehlen die starken enhancer-Elemente welche normalerweise mit dem
CMV-Promotor assoziiert sind. Dadurch wird ein niedriges Level an Hintergrund-Expression
erreicht. Einer der Promotoren ist fiir die Expression von eGFP verantwortlich, der Zweite fiir

die Expression des jeweils einklonierten Gens.

4.6.5 Transiente Transfektion und stabile Integration von Plasmid-
DNA

Fiir die Transfektion von eukaryotischen Zellen wurden je nach Zelllinie verschiedene
Transfektionsmethoden und -reagenzien verwendet. Bei transienten Transfektionen wurden
die Zellen ohne weitere Selektion nach 48 h fiir weitere Versuche verwendet. Eine Kontrolle
der Transfektionseffizienz erfolgte fluoreszenzmikroskopisch. Dazu wurde eine
Kontroll-Zellkulturplatte mit einem GFP-Vektor transfiziert und der Anteil der Zellen mit
GFP-Signal bezogen auf die Gesamtzellzahl nach 48 h ermittelt.

Um DNA stabil ins Genom der Zelllinien zu integrieren, erfolgte nach der Transfektion der
Zellen eine Selektion mittels eines geeigneten Selektionsmarkers. Dazu wurden bei der
Transfektion Vektoren verwendet, welche neben der einzubringenden DNA auch noch eine
Antibiotikum-Resistenz  kodierten. Die transfizierten Zellen wurden dann diesem
Antibiotikum ausgesetzt, so dass Zellen, welche die DNA nicht oder nicht dauerhaft
aufgenommen hatten, nach kurzer Zeit abstarben. Dann konnten die aus den iiberlebenden
Zellen entstandenen Zellklone entnommen und eingehend charakterisiert werden. Die
Konzentration des Antibiotikums musste in allen Féllen zuvor durch Erstellung einer
sogenannten death curve individuell fiir jede Zelllinie ermittelt werden. Dazu wurden die
untransfizierten Zellen auf 6-wells ausgesit und mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Antibiotikums kultiviert. So konnte die Konzentration bestimmt werden, bei welcher nach

einer Woche alle untransfizierten Zellen abgestorben waren.
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Um tatsidchlich einzelne Zellklone statt eines Pools an transfizierten Zellen zu erhalten,
wurden verschiedene Methoden verwendet. Bei adhédrenten Zellen wurden die Zellen nach der
Transfektion diinn ausgesét und anschlieBend mit dem Antibiotikum selektiert. Aus den stabil
transfizierten Zellen gehen in dieser Zeit rundliche Zellkolonien hervor, welche dann mittels
Pipette abgenommen und in separate Zellkulturschalen tiberfiihrt wurden. Im Falle von
Suspensionszellen war dies nicht moglich, hier wurden die Zellen nach der Transfektion auf
96-wells sehr diinn ausgesit, so dass rechnerisch nur 0,5 Zellen pro well enthalten waren.
Dadurch wurde eine hohe Wahrscheinlichkeit erreicht, dass nur eine stabil transfizierte Zelle
pro well vorhanden war. Bei sehr niedrigen Transfer-Effizienzen wurde die Zahl der Zellen

pro well erhoht.

4.6.5.1 Jet-Pei™

In den meisten Fillen erfolgten Transfektionen mit dem Polymer-basierten (lineares
Polyethylenimin) DNA Transfektionsreagenz jetPEI™. Es verbindet eine in vielen Zelllinien
hohe Transfektionseffizienz mit einer geringen Toxizitdt und einer guten Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse. Neben dem Transferreagenz wurde auBlerdem noch eine sterile 150 mM
NaCl-Losung benotigt, welche durch Sterilfiltration selbst hergestellt wurde.

Die Zahl der Zellen pro well, die eingesetzten Mengen an DNA und jetPEI™-Lisung sowie
die benotigte Menge 150 mM NaCl-Losung wurden aus Tabellen aus dem Herstellerprotokoll
entnommen (Polyplus, 2011). Je nach Zelllinie musste das Verhéltnis von DNA (in pg) zur
Menge an jetPEI™-Losung (in pl) sowie das Volumen des Transfektionsansatzes angepasst
werden. Die entsprechenden Werte wurden zum Teil ebenfalls aus dem Herstellerprotokoll
oder einer speziellen Datenbank (www.polyplus-transfection.com) des Herstellers
entnommen.

Zur Transfektion wurde die entsprechende DNA-Menge in 150 mM NaCl-Ldsung gegeben,
kurz gevortext und durch kurzes zentrifugieren am Reaktionsgefd3-Boden gesammelt. Dann
wurde die entsprechende Menge jetPEI™-Losung ebenfalls in 150 mM NaCl-Losung
gegeben, kurz gevortext und am Boden des Reaktionsgefiflies durch kurzes zentrifugieren
gesammelt. Beide Ldsungen wurden anschlieBend vereinigt, wobei immer die
jetPEI™-Losung zur DNA-Losung gegeben wurde. Nach kurzem Vortexen und kurzer
Zentrifugation wie zuvor, erfolgte eine Inkubation fiir 15 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Danach wurde die Losung tropfenweise auf die Zellkulturschale mit den zu transfizierenden
Zellen gegeben und durch sanftes Schwenken der Schale anschlieBend mit dem

Zellkulturmedium vermischt. Die Auswertung erfolgte dann nach 24 h bis 48 h, bei
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empfindlich reagierenden Zellen wurde zur weiteren Verminderung der Toxizitdt das

Zellkulturmedium nach 8 h ausgetauscht.

4.6.5.2 Calcium-Phosphat-Prazipitation

Bei dieser Transfektionsmethode bindet die zu iibertragende DNA an ausfallendes
Calciumphosphat, welches sich in einem Gemisch aus Calciumchlorid und Natriumphosphat
bildet. Die gebildeten Kristalle sinken mitsamt der DNA auf die zu transfizierenden Zellen
und werden von diesen durch Endocytose aufgenommen. Der gesamte Vorgang ist von einer
Vielzahl an Paramtern abhingig (z.B. Menge und Reinheit der Plasmid-DNA, pH-Wert, etc.)
und bedeutet Stress fiir die Zellen, weswegen nach 24 h ein Austausch des Zellkulturmediums
durchgefiihrt wurde. Alle folgenden Mengenangaben beziehen sich auf die Transfektion in
einer 6-well Schale. Dazu wurden 5,4 pg DNA mit ddH,O auf 183,6 pl aufgefiillt. Meist
wurde jedoch nur 1 pg des zu transfizierenden Vektors verwendet und die fehlende Menge
mit einem Leervektor, im Falle dieser Arbeit pBSK, aufgefiillt, da sonst oft negative Effekte
beobachtet werden konnten. Im Anschluss wurden 21,6 ul 10x HEBS-Puffer zugegeben und
kurz gevortext. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 10,8 pl 2 M CaCl, woraufhin sofort gevortext
und anschliefend bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Nach 11 min wurde erneut kurz
gevortext und dann je well 216 pl Transfektionsansatz zum Zellkulturmedium gegeben und
die Schalen zum Verteilen der Kristalle kurz geschwenkt. Nach 24 h erfolgte ein Austausch
des Zellkulturmediums, die Zellen wurden auBlerdem mit 1x PBS gewaschen.

10 x HEBS-Puffer 1,37 M NaCl
0,2 M HEPES
7 mM NazHPO4
pH 7,2, sterilfiltrieren

4.6.5.3 Elektroporation und Nukleofektion

Das Prinzip der Elektroporation beruht darauf, dass in der Zellmembran durch
Spannungspulse reversible Poren erzeugt werden, wodurch die Zellmembran fiir DNA
permeabel wird (Neumann et al., 1982; Wong and Neumann, 1982; Zimmermann, 1982). Da
die Zellen nicht adhdrent vorliegen miissen wie beispielsweise bei der
Calciumphosphat-Methode, bietet sich die Elektroporation speziell fiir Suspensionszellen an.
Nachteilig ist, das nennenswerte Transfektionsraten nur unter Bedingungen erreicht werden
konnen, welche gleichzeitig auch einen groflen Teil der Zellen abtoten. Bei der
Elektroporation sind eine Reihe von Parametern zu beachten, darunter beispielsweise die
kritische Feldstirke (KF), welche erforderlich ist, um den elektrischen Durchbruch der

Membran herbeizufiihren. Diese wurde anhand der Zellgrofe, welche zuvor im Mikroskop
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bestimmt wurde, nach folgender Formel ndherungsweise fiir die jeweilige Zelllinie berechnet.
Dabei betrigt die Durchbruchspannung der Membran bei 20°C etwa 1 V. Die einzustellende
Spannung ergibt sich dann durch Multiplikation der kritischen Feldstirke mit dem
Elektrodenabstand der Elektroporations-Kiivette.

KF [V /cm] = Durchbruchspannung Membran[V ]/ (0,75 * Zelldurchmesser[cm])

Sofern die entsprechenden Bedingungen nicht bereits in der Literatur zu finden waren, wurde
versucht, die geeigneten Elektroporationsbedingungen iiber ein Optimierungs-Protokoll
individuell zu ermitteln. Die Vorgehensweise dabei richtete sich nach den Angaben einer
entsprechenden Hersteller-Anleitung (Eppendorf, 2006). Die Elektroporation wurde mit dem
BioRad Gene Pulser x Cell durchgefiihrt.

Bei der Nukleofektion handelt es sich prinzipiell um eine Elektroporation, bei welcher jedoch
spezielle Losungen dafiir sorgen, dass die DNA vom Cytoplasma in den Zellkern gelangt. Fiir
die Nukleofektion wurde der Nucleofector II verwendet. Da fiir eine der verwendeten
Zelllinien keine Erfahrungswerte bekannt waren, mussten die entsprechenden Parameter
mittels eines Optimierungsprotokolls (Amaxa, 2005) ermittelt werden. Danach folgten die
Versuche den Angaben der spezifischen Herstellerprotokolle (Amaxa, 2007; Amaxa, 2008;
Amaxa, 2009).

4.6.6 Anchorage independent growth (colony formation assay)

Bei diesem in-vitro Assay wird die morphologische Transformation von Zellkolonien
semi-quantitativ ermittelt. Eine solche Transformation ist assoziiert mit einigen
phénotypischen Verdnderungen, beispielsweise dem Verlust der Kontaktinhibition und der
Moglichkeit der Zellteilung ohne feste Verankerung an einer Oberflache. Letzteres kann {iber
einen anchorage independent growth assay ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde dazu ein
Softagar-Assay verwendet.

Fiir den Assay wurden ein sogenannter base agar und ein top agar benétigt. Mit dem base
agar wurde zuerst eine diinne Schicht Agar auf den Zellkulturplatten aufgebracht. Dazu
wurde 1% Agar in der Mikrowelle aufgeschmolzen und anschlieend in einem Wasserbad auf
40°C abgekiihlt. Gleichzeitig wurde 2x DMEM-Medium im Wasserbad auf 40°C erwirmt.
Nachdem beide Losungen die gewiinschte Temperatur erreicht hatten, wurden sie im
Verhéltnis 1:1 vereinigt und anschlieBend 1,5 ml dieser Losung pro well auf 6-wells gegeben.

Nach dem Aushérten des Agars konnten die Platten bei 4°C fiir 1 Woche gelagert werden.
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Auf den base agar wurde der top agar gegeben, welcher eine niedrigere Agar-Konzentration
aufwies. Dazu wurde 0,7% Agar in der Mikrowelle aufgeschmolzen und im Wasserbad auf
40°C abgekiihlt. Ebenso wurde erneut 2x DMEM-Medium im Wasserbad auf 40°C erwarmt.
Die Platten mit dem base agar wurden auBlerdem fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen mittels Trypsin/EDTA-LOsung geerntet und
die Zellzahl bestimmt. Pro well wurden 5.000 Zellen benétigt. Die Zellsuspension wurde auf
200.000 Zellen pro ml eingestellt. Dann wurden 0,1 ml der Zellsuspension in ein 15 ml Gefif3
tiberfiihrt. Zum Ausplattieren wurden 3 ml 2x DMEM mit 3 ml 0,7% Agar in dem 15 ml
Gefdll mit den Zellen vermischt und sofort 1,5 ml der Losung pro well auf den base agar
gegeben. Eventuell entstandene Luftblasen wurden mit einer Pipettenspitze entfernt. Die
Inkubation der Zellen erfolgte dann wie tiblich bei 37°C im Inkubator. Fiir das tet-off-System
wurde in diesem Experiment Doxycyclin aufgrund der deutlich héheren Halbwertszeit
verwendet. Zur Nachlieferung wurde die noétige Menge Doxycyclin in 50 pl DMEM alle
2 Tage auf die Zellen gegeben, um iiber Diffusion eine konstante Nachlieferung von
Doxycyclin zu gewéhrleisten.

Um die Kolonien anzufirben wurde Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) verwendet. Die
Stocklosung bestand aus 5 mg INT gelost in 50% Methanol. Davon wurden 0,2 ml pro well
auf die Kolonien gegeben und iiber Nacht im Inkubator gefiarbt. Die anschlieBende

Auszihlung erfolgte automatisch am VersaDoc (Option colony counting).

4.7 Genexpressionsanalyse (expression profiling)

Fiir globale Analysen der Genexpression wurde ein DNA-Microarray verwendet. Dieser
diente dazu, die Menge der mRNA der einzelnen Gene in isolierter Gesamt-RNA zu
ermitteln. Dadurch konnten Verdnderungen der Genexpression beispielsweise aufgrund der
Uberexpression eines Gens ermittelt werden. Im Rahmen der Arbeit wurde dafiir der
Gesamt-Transkript-basierte Affymetrix genechip mouse gene 1.0 ST array verwendet. Dieser
zeichnet sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aus (Pradervand et al.,
2008). Im Gegensatz zu vielen anderen Arrays erfolgt beim Gene 1.0 ST eine
DNA-DNA-Hybridisierung (statt der iiblichen DNA-RNA-Hybridiserung), wodurch die Zahl
der falsch positiven Ergebnisse reduziert wird (Eklund et al., 2006). In Vergleichsstudien mit
anderen DNA-Microarrays hat sich gezeigt, dass der verwendete Array fiir die Durchfiihrung
von Genexpressionsanalysen hervorragend geeignet ist (Pradervand et al., 2008). Auf dem
Array sind 28.853 Gene iiber durchschnittlich 27 Sonden représentiert, welche die gesamte

Liange des Gens abdecken, wodurch eine vollstindigere und genauere Ermittlung der
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Genexpression erfolgt, als dies in 3'-basierten Arrays moglich ist. Fiir den Array wurden nur
sicher annotierte Gene und Exon-Sequenzen verwendet (Affymetrix, 2007; Pradervand et al.,
2008).

Nach der Isolierung und qualitativen sowie quantitativen Analyse der RNA erfolgte die
eigentliche Durchfithrung des expression profilings als Auftragsarbeit durch T. Bottger am
MPI in Bad Nauheim, die anschlieBende bioinformatorische Aufbereitung der Rohdaten
wurde weitgehend von M. Bartkuhn (JLU GieBen) iibernommen. Die Proben wurden mit
Biotin gelabelt, labeling und Hybridisierung folgten den Herstellerangaben im genechip WT
terminal labeling and hybridization user manual in Kombination mit dem Ambion WT

expression Kit.

4.7.1 Microarray-Analyse

Die Expressionsarrays wurden mittels AltAnalyze analysiert (Emig et al., 2010). Dabei wurde
der RMA-Algorithmus zur Normalisierung verwendet. Als Schwellenwerte fiir die
Identifikation signifikant deregulierter Gene wurden ein p-Wert<0.05 und ein differentieller
Regulationseffekt groBer 2-fach (in mindestens einem der Kontraste) gewidhlt. Die mittels
Altanalzye berechneten Expressionswerte wurden anschlieBend in die statistische
R/BioConductor-Umgebung fiir die statistische und grafische Weiterverarbeitung geladen (R
Development Core Team, 2009), welche mittels eigens dafiir konzipierter Skripte
durchgefiihrt wurden.

4.8 Untersuchung von DNA-Protein-Interaktionen mittels
Chromatin-Immunoprazipitation (ChiP)

Die Methode der Chromatin-Immunoprézipitation wird verwendet, um in-vivo festzustellen,
ob ein Protein an bestimmte Stellen im Chromatin gebunden ist. Das zugrunde liegende
Prinzip Dbesteht darin, dass die zu einem bestimmten Zeitpunkt bestehenden
DNA-Protein-Assoziationen mittels Formaldehyd fixiert werden (crosslink). Dabei reagieren
die Amino- und Imino-Gruppen bestimmter Aminosaduren (Lysin, Arginin und Histidin) und
der DNA (hauptsidchlich Adenin und Cytosin) mit dem hochreaktiven bipolaren Formaldehyd
unter Bildung einer Schiff'schen Base (McGee and von Hippel, 1975a; McGee and von
Hippel, 1975b). Nach der Isolierung und Fragmentierung des Chromatins werden die
Fragmente, welche an das Protein gebunden sind, durch einen fiir das Protein spezifischen
Antikdrper préazipitiert und dadurch isoliert. Die an die DNA gebundenen Proteine werden

anschlieBend mittels Proteinase K -Behandlung und Hitzeinwirkung wieder entfernt
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(Solomon and Varshavsky, 1985). AnschlieBend kann die Identitit der jeweiligen
DNA-Sequenzen ermittelt werden und durch Abgleich mit der Genomsequenz somit die

Bindestellen des Proteins im Genom bestimmt werden.

4.8.1 Isolierung des Chromatins

Zu Beginn wurden die Zellen in Maxi-Schalen kultiviert, bis sie eine Dichte von 10" Zellen
pro Zellkulturschale erreicht hatten. Nach Erreichen der gewiinschten Dichte wurde das
Medium abgesaugt und durch 20 ml frisches Zellkulturmedium ersetzt. Der crosslink erfolgte
durch Inkubation der Zellen fiir 10 min auf einem Schiittler bei Raumtemperatur mit 555,5 pl
37% Formaldehyd (Endkonzentration: 1%). Durch Zugabe von 2ml 1,25 M Glycin und
Inkubation auf einem Schiittler fiir 5 min bei Raumtemperatur wurde die Vernetzungsreaktion
abgestoppt. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen zweimalig mit eiskaltem 1x
PBS-Puffer gewaschen. Zur Ernte der Zellen wurde 1 ml 1x PBS-Puffer, welcher zuvor mit
1 mM PMSF versetzt wurde, zugegeben und die Zellen mit einem Zellschaber von der Schale
abgelost. Mittels Zentrifugation fiir 5 min mit 2.000 rpm bei 4°C wurden die Zellen pelletiert,
anschlieBend in 1x SDS-Lysepuffer (1,5 ml je 10’ Zellen) resuspendiert und fiir 10 min auf
Eis inkubiert.

1x SDS-Lysepuffer 1% SDS
10 mM EDTA
50 mM Tris/HCI pHS,1
10% (v/v) complete mix mini (siche4.4.1)
1 mM PMSF

Die Fragmentierung (Sonifizierung) des Chromatins erfolgte in 15 ml Hartplastikgefilen im
Bioruptor (15x high energy, 30 s Impuls, 30 s Pause), wodurch Chromatinfragmente mit einer
GroBle von 200 - 700 bp entstanden. Durch Zentrifugation fiir 10 min mit 14.000 rpm bei 4°C
erfolgte die Abtrennung von Zellbruchstiicken. Das so gewonnene Chromatin wurde entweder

direkt verwendet oder bei -20°C gelagert.

4.8.2 Chromatin-Immunoprazipitation

12,5 ml des isolierten Chromatins wurden als input bei 4°C auf bewahrt. Fiir die eigentliche
Immunoprizipitation wurden 30 pul Agarose-A-beads zur Aquilibrierung in 50 ml
Dilutionspuffer gegeben und bei 4°C fiir 3 min mit 2.500 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Um unspezifisch an die beads bindende Protein-DNA-Molekiile aus dem
Chromatin zu entfernen (preclearing) wurden 125 ul der Chromatinlésung mit 1.125 pul

Dilutionspuffer vermischt, zu den aquilibrierten beads gegeben und rotierend fiir 2 h bei 4°C
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inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min mit 2.000 rpm bei 4°C wurde der Uberstand in neue
Reaktionsgefafe tiberfiihrt und die beads verworfen.

1x Dilutionspuffer 0,01% SDS
1,1% Triton-X-100
1,2 mM EDTA
16,7 mM Tris/HCI pH 8,1
167 mM NacCl
1 mM PMSF

Dann wurden die jeweiligen Antikorper zugegeben und die Ansdtze liber Nacht bei 4°C
rotierend inkubiert. Fiir die Negativkontrolle wurde eine Probe mit Hase-IgG-Antikdrper
inkubiert. Am ndchsten Tag wurden 40 pl Agarose-A-beads wie bereits beschrieben mit
500 pul Dilutionspuffer dquilibriert, zu der Chromatin-Antikdrper-Losung gegeben und fiir 2 h
bei 4°C rotierend inkubiert, wodurch die gebildeten Immunkomplexe gebunden werden
sollten. Die beads wurden durch Zentrifugation fiir 2 min mit 2.000 rpm bei 4°C prézipitiert
und anschlieend nacheinander mit je 1 ml Niedrigsalzpuffer, Hochsalzpuffer, LiCl-Puffer
und zweimal mit TE-Puffer gewaschen. Dabei bestand ein Waschvorgang stets aus einer
5 miniitigen rotierenden Inkubation bei 4°C, anschliefender Zentrifugation fiir 3 min bei

2.000 rpm und Abnehmen und Verwerfen des jeweiligen Waschpuffers.

Niedrigsalzpuffer 0,1% SDS Hochsalzpuffer 0,1% SDS
1% Triton-X-100 1% Triton-X-100
2mM EDTA 2 mM EDTA
20 mM Tris/HCI pH 8,1 20 mM Tris/HCI pH 8,1
150 mM NacCl 500 mM NacCl
1 mM PMSF 1 mM PMSF
LiCl-Puffer 0,25 M LiCl TE-Puffer 10 mM Tris
1% NP40 1 mM EDTA
1% Deoxycholat pH 8
1 mM EDTA 1 mM PMSF
10 mM Tris/HCI pH 8,1
1 mM PMSF

Die beads und der aufbewahrte input wurden mit 100 ul TE-Puffer versetzt, dann wurde
jeweils 1 ul RNase A (Stammldsung 10 mg/ml in H,O) zugegeben und fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurden jeweils 5 ul 10% SDS und 2,5 pl Proteinase K zugegeben
und bei 37°C fiir 4 h inkubiert. Die Aufldsung des crosslinks erfolgte dann durch Inkubation
im Wasserbad bei 65°C tiber Nacht. Am folgenden Tag wurden die Proben fiir 5 min mit
2.000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert, 100 ul des Uberstandes abgenommen und die
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DNA mit dem GFX™ PCR DNA and gel band purification Kit nach Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Die Auswertung der ChIP-Proben erfolgte iiber individuelle PCR,
real-time-PCR oder ChIP-Seq.

4.8.3 ChlIP-seq

Das relativ neue Verfahren der ChIP-Sequenzierung verbindet die
Chromatin-Immunoprézipitation mit einer Hochdurchsatz-Sequenzierung (Barski et al., 2007;
Johnson et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007; Robertson et al., 2007). Dazu erfolgt nach dem
ChIP eine massive parallele Sequenzierung der prazipitierten DNA-Fragmente, wobei zwar
die theoretische Lange der zu sequenzierenden Fragmente in der Regel etwa zwischen 200 bp
und 1 kbp liegt, jedoch meist nur die ersten 25 bis 50 Nukleotide dieser Fragmente
sequenziert werden (Jothi et al., 2008). Anschlieend werden die so ermittelten Sequenzen
mit der Genomsequenz abgeglichen. Die Bindestellen des im ChIP untersuchten Proteins
weisen dann nach der Sequenzierung gegeniiber anderen genomischen Regionen eine erhdhte
Anzahl gemappter Sequenzierung-reads auf. Bei einer punktuellen Bindung des Proteins
ergeben sich dann definierte peaks nach dem Abgleich der ermittelten Sequenzen mit der
Genomsequenz, welche den Ort der Bindung mit einer hohen Auflosung definieren. Die
eigentliche Sequenzierung wurde als Auftragsarbeit von W. van Ijcken im center for biomics
an der Erasmus MC Universitit in Rotterdam durchgefiihrt, die Auswertung der Rohdaten
erfolgte durch M. Bartkuhn (JLU Gief3en).

Die zusammengefiihrten und aufkonzentrierten Chromatin-Immunoprézipitate wurden mittels
eines Illumina HiSeq am BIOMICS-Zentrum des Erasmus MC in Rotterdam massiv parallel
sequenziert. Die Herstellung der zu sequenzierenden Bibliotheken wurde mittels
Standardmethoden  durchgefiihrt. Diese Bibliotheken wurden entsprechend der
Herstellerangaben in Form von "36-bp single reads" sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mit BOWTIE gegen einen prid-assemblierten Index des murinen Genoms mm9
aligniert (Langmead et al., 2009). Dabei wurden nur diejenigen Sequenzen weiterhin
verwendet, die eindeutig nur ein einziges mal im Genom aligniert werden konnten.

Um innerhalb der jeweiligen Datensétze diejenigen genomischen Bereiche zu identifizieren,
welche mit den untersuchten Faktoren spezifisch interagieren, wurden verschiedene
Algorithmen angewendet, wobei MACS die robustesten Daten lieferte (Zhang et al., 2008).
Dabei wurden signifikant gebundene Regionen im Vergleich zur Sequenzierung der
CTCFL-ChIP aus Zellen, die kein CTCFL-Transgen beinhalteten, betrachtet. Dabei wurden
im Weiteren Binderegionen mit einem Poisson-P-Wert < 10” und einer FDR (false discovery

rate) < 0.05 betrachtet.
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4.8.4 Analyse der ChiP-Seq-Profile

Es wurden von RefSeq stammende Genom-Annotationen fiir das Maus Genom mm9
verwendet (bezogen von der UCSC Genome Browser Homepage: http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway?db=mm9). Die relative Assoziation von CTCF/CTCFL-Binderegionen mit
den Annotationen Exon, Intron, intergenisch, TSS (Transkriptions-Start-Stelle), TES
(Transkriptions-End-Stelle), TSS upstream wurde durch Uberlapp-Analyse bestimmt, wobei
der Vergleich zur relativen Héaufigkeit der verschiedenen Annotationen ein Mal} dafiir
darstellt, ob bestimmte Annotationen gehduft im Bereich der Binderegionen vorkommen. Fiir
die gleichzeitige Darstellung der ChiPseq-Daten in Form einer heatmap wurden die
Bindedaten in einem Intervall von +/-3kb um alle ungefihr 60000
CTCF/CTCFL-Bindestellen herum mittels des in der Software SeqMiner enthaltenen k-means
Algorithmus sortiert und grafisch dargestellt. Die H3K4me3-Daten aus NIH3T3-L1-Zellen
(Mikkelsen et al.,, 2010) stammen aus der Offentlich zugidnglichen GEO-Datenbank
(GSM535755) und wurden als FASTQ-Dateien geladen und wie oben beschrieben
prozessiert.

Sequenzmotive wurden mittels der MEME-Suite, insbesondere mittels MEME-ChIP
identifiziert (Machanick and Bailey, 2011) und deren signifikante Anreicherung innerhalb
von CTCF/CTCFL-Binderegionen gepriift, indem nach Identifikation aller im Genom
vorkommenden Instanzen des jeweiligen Motivs der Uberlapp mit den Binderegionen oder
30.000 randomisierten Binderegionen berechnet und miteinander verglichen wurde um einen
empirischen P-Wert berechnen zu konnen. Die Darstellung der Motive erfolgte als WebLogo

(Crooks et al., 2004).
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierung verschiedener Maus-CTCFL und Mensch-CTCFL

Vektoren

Um CTCFL sowohl in humanen Zelllininen als auch in Maus-Zelllinien exprimieren und auch
nachweisen zu konnen, wurde eine Vielzahl unterschiedlicher CTCFL-Vektoren benétigt.
Neben der einfachen Expression sollte durch diese Vektoren auch die Moglichkeit gegeben
sein, endogenes von exogenem CTCFL unterscheiden zu konnen. Da zu Beginn der Arbeit
die Zahl der CTCFL-Antikorper beschrankt war und speziell fir murines CTCFL keine
kommerziellen funktionierenden Antikorper zur Verfiigung standen, ergab sich auBBerdem die
Notwendigkeit, fiir einen Nachweis auf Proteinebene zusétzlich eine markierende
DNA-Sequenz (tag) zu verwenden. Nicht zuletzt sollte eine einfache Detektion stabil
transfizierter Zellen sowie eine regulierbare Induktion der CTCFL-Expression iiber ein
sogenanntes tet-off System ermdglicht werden. Eine schematische Darstellung der jeweiligen
Klonierung ist im Anhang hinterlegt.

Aus dem Vektor pCI-Neo-BORIS (F. Sleutels, Erasmus MC, Rotterdam) wurde mit den
Oligonukleotidprimern S025 (header mit ECORI-Schnittstelle; bindet am Start-Codon von
mCTCFL) und S026 (header mit XhoI-Schnittstelle, bindet am Stop-Codon von mCTCFL)
CTCFL amplifiziert, in pGEM-T-easy kloniert und mit pGEM-T-mCTCFL bezeichnet. Fiir
die spdtere Unterscheidung zwischen endogenem und exogenem CTCFL wurde eine
zusdtzliche Schnittstelle im Vergleich zur Ausgangssequenz eingefligt, ohne dabei die
Aminosduresequenz zu dndern. Durch PCR mit den Oligonukleotidprimern S025 und S027
wurde ein Teil der CTCFL-Sequenz amplifiziert, aufgrund der zwei mismatches des Primers
S027 entstand im PCR-Produkt eine Kpn2I-Schnittstelle. Durch Einfiigen in den Vektor
pGEM-T-easy entstand der Vektor pGEM-T-mCTCFL-Kpn2l. Die Ursprungssequenz im
Vektor pGEM-T-mCTCFL wurde durch Verdau entfernt und durch die verénderte Sequenz
aus dem  Vektor pGEM-T-mCTCFL-Kpn2I  ersetzt, woraus der  Vektor
pGEM-T-mCTCFLmut hervorging (Abb. 40, S. 139 im Anhang).

Zur besseren Detektierbarkeit in Western Blots wurde ein FLAG-tag angefiigt. Durch Verdau
des Vektors pCDN3-FLAG-chCTCF (J. Leers, JLU Gielen) wurde die chCTCF-Sequenz
(chicken-CTCF, Hiihner-CTCF) entfernt und in den gedffneten Vektor die durch Verdau von
pGEM-T-mCTCFLmut gewonnene mutierte mCTCFL-Sequenz eingefiigt. Daraus ging der
Vektor pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut hervor (Abb. 8 sowie Abb. 41 auf S. 140 im Anhang).
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Um eine regulierbare Expression von CTCFL zu ermdglichen, wurde das tet-off-System der
Firma Clontech verwendet. Das entsprechende response-Plasmid wurde aus dem
Ausgangsplasmid pBI-eGFP hergestellt. Dieses wurde durch Verdau gedffnet und das durch
Verdau aus pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut gewonnene FLAG-mCTCFLmut -eingefiigt,
wodurch der Vektor pBI-eGFP-FLAGmMmCTCFLmut entstand (Abb. 8 sowie Abb. 42 auf S.
140 im Anhang). Als Regulator-Plasmid wurde pTA-N verwendet. Zusammen erlaubten diese
eine Tetracyclin- beziehungsweise Doxycyclin-abhédngige Expression der mutierten und mit
einem FLAG-tag versehenen mCTCFL-Sequenz sowie aufgrund des bidirektionalen
Promotors des Ausgangsplasmids die Expression von eGFP (enhanced green fluorescent
protein, verbessertes griin fluoreszierendes Protein).

Zur Erstellung von Kontrollvektoren wurde das FLAG-tag aus den Vektoren
pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut und pCDNA3-FLAG-hBORIS durch Verdau entfernt. Die
religierten Vektoren wurden mit pCDNA3-mCTCFLmut (murines CTCFL) und
pCDNA3-hCTCFL (humanes CTCFL) bezeichnet (Abb. 8, sowie Abb. 43 auf S. 141 im
Anhang).

CMV P FLAG-mCTCFLmut SV40P Neo Amp
I
@ > ‘ £> & pPCDNA3-FLAGMCTCFLmut
7384 bp
CMV P mCTCFLmut SV40 P Neo Amp
I
@ > @@ _ PCDNA3-mCTCFLmut
7315 bp

CMV P hCTCFL SV40 P Neo Amp

@ | ’ i/ & pPCDNA3-hCTCFL
K 7366 bp

CMVP,_ CMVP,

SV 40
Poly-a eGFP\TRE / FLAG-mCTCFLmut B-Globin Poly-a Amp

<,i | é_é‘ | | | N | pBl-eGFP-FLAGMCTCFLmMut
\ - ; A 7145 bp

Abb. 8: Klonierte und verwendete Expressionsvektoren flir murines (m) und humanes (h) CTCFL in
eukaryotischen Zelllinien. Zur besseren Ubersicht wurde eine lineare Darstellung der Vektoren mit den
wichtigsten Eigenschaften gewéhlt, wobei alle in der gleichen Lénge skaliert wurden. Die tatséchliche Grof3e ist
unter dem  Vektornamen angegeben. Verwendete — Abkiirzungen:  Amp = Ampicillin-Resistenz,
Neo = Neomycin-Resistenz, P = Promotor, P, = Minimalpromotor, TRE = Tetracyclin-response-element,
CMV = Cytomegalovirus, eGFP =enhanced green fluorescent protein (verbessertes griin fluoreszierendes
Protein), SV 40 = Simian virus 40 (Affenvirus 40).
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Als Alternative zum FLAG-tag wurde aullerdem ein mCTCFL-Vektor mit einem
N-terminalen HA-tag erstellt. Dazu wurde TIF2 durch Verdau aus dem Ausgangsvektor
pBK-CMV-HA-TIF2 entfernt und das aus pCDNA3-FLAGmCTCFLmut durch Verdau
gewonnene mCTCFLmut-Insert eingefiigt, wodurch der Vektor pPBK-CMV-HAmCTCFLmut
entstand (Abb. 44, S. 141 im Anhang).

5.2 Test verschiedener Antikorper zur Detektion von mCTCFL in

Western Blots

Kommerziell erhéltliche CTCFL-Antikorper wurden von den Herstellern bisher nur auf ihre
Spezifitdt in Bezug auf humanes CTCFL getestet. Ob sie auch murines CTCFL im Western
Blot detektieren, musste daher zuerst untersucht werden. Weiterhin wurden von F. Sleutels
(Erasmus MC, Rotterdam) vier AntikOrper zur Verfiigung gestellt, welche spezifisch gegen
mCTCFL gerichtet waren. Aulerdem wurde ein FLAG-Antikorper getestet.

5.21 CTCFL-Protein ist nach Transfektion in NIH3T3 und HEK 293-T

im Western Blot nachweisbar

Da keine Maus-Zelllinie bekannt war, welche CTCFL exprimiert, wurden fiir die Versuche
transient mit pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut transfizierte NIH3T3-Zellen verwendet. Um den
Erfolg der Transfektion zu iiberpriifen, wurde aullerdem mit peGFP-C2 cotransfiziert. Die
Uberpriifung der Transfektionseffizienz nach 48 Stunden Inkubation der Zellen erfolgte iiber
Fluoreszenzmikroskopie und zeigte, dass etwa 10% der Zellen transfiziert wurden und ein auf
die Expression von eGFP zuriickzufiihrendes griines Fluoreszenz-Signal zeigten (Abb. 9).
Eine Kontrolle, bei welcher NIH3T3-Zellen nur mit dem peGFP-C2-Vektor und pCDNA3

transfiziert wurde, um einen moglichen toxischen Effekt von CTCFL zu untersuchen, zeigte

etwa die gleiche Transfektionseffizienz.

pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut + peGFP-C2 pcDNA3 + peGFP-C2

Abb. 9: NIH3T3 konnen mit GFP exprimierender DNA transfiziert werden und zeigen deutliche
eGFP-Signale. Fiir die transiente Transfektion mit Hilfe von jetPEI wurden die Vektoren
pCDNA3-FLAGmCTCFLmut und peGFP-C2 (linke Seite) verwendet. Zur Kontrolle toxischer Effekte wurden
auch NIH3T3-Zellen mit den Vektoren pPCDNA3 und peGFP-C2 (rechte Seite) transfiziert.
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Aus den Zellen der beiden Transfektionen wurde Protein aufgereinigt und damit anschlieBend
die verschiedenen CTCFL-Antikorper in Western-Blots getestet. Sowohl mit dem Antikorper
CTCFL6 als auch mit dem FLAG-Antikorper konnte in der Proteinaufreinigung der
Transfektion mit pCDNA3-FLAGmCTCFLmut und peGFP-C2 in der erwarteten Hohe ein
Signal detektiert werden, welches in der Kontroll-Probe (pCDNA3 + peGFP-C2) nicht
detektiert wurde (Abb. 10). Beide Antikdrper waren somit zum Nachweis von mCTCFL in

Western Blots geeignet.

A N
&
§ &
O o O
J O ¢
S <
< & <
e &
kba M Q§ q

116

90

90 == m .+ aFLAG

Abb. 10: FLAG-CTCFL kann in transfizierten NIH3T3 in Western Blots mit dem anti-CTCFL
Antikérper CTCFL6 (A) und einem FLAG-Antikorper (B) spezifisch nachgewiesen werden. Zum Test der
Antikorper wurden die Zellen mit pCDNA3-FLAGmCTCFLmut und peGFP-C2 transfiziert, als Kontrolle
erfolgte eine Transfektion mit den Vektoren pCDNA3 und peGFP-C2. Aus diesen Zellen wurde nach
48 Stunden Inkubation Protein aufgereinigt und je 20pg davon in einem 10% SDS-PAGE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Ubertragung auf eine PVDF-Membran erfolgte die Detektion der
Proteine mit den beiden verwendeten Antikdrpern (schwarze Pfeile).

Zum Nachweis der Spezifitidt des gegen hCTCFL gerichteten Antikdrpers ab18337 und des
tet-off-Systems wurden HEK 293-T transient mit pBI-eGFP-FLAG-hBORIS und pTA-N
transfiziert und aufgereinigtes Protein fiir einen Western Blot verwendet. Eine Schale der
Zellen wurde mit, eine weitere Schale ohne Tetracyclin kultiviert. Damit sollte die generelle
Funktionalitdt des tet-off-Systems untersucht werden. Ein spezifisches Signal fiir
hCTCFL-Protein wurde nur ohne Tetracyclin beobachtet (Abb. 11). Als Ladekontrolle diente
GAPDH. Der Antikorper ist somit zum Einen spezifisch, zum Anderen wurde deutlich
gezeigt, dass das tet-off-System generell funktioniert, da unter Kulturbedingungen mit

Tetracyclin kein CTCFL auf Proteinebene nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 11: hCTCFL kann nach Induktion in HEK 293-T-Zellen im Western Blot nachgewiesen werden. Die
Zellen wurden nach der Transfektion mit den Vektoren pBI-eGFP-FLAGhCTCFL und pTA-N fiir zwei Tage mit
(+) und ohne (-) Tetracyclin im Medium kultiviert. Nach der Proteinaufreinigung und gelelektrophoretischen
Auftrennung im SDS-PAGE-Gel erfolgte die Immunodetektion von hCTCFL mit dem Antikdrper ab18337
(schwarzer Pfeil). Als Ladekontrolle diente GAPDH (roter Pfeil).

5.2.2 CTCFL nach in-vitro-Translation nachweisbar

Um die Spezifitit des FLAG-Antikorpers und des Antikorpers CTCFL6 zu untersuchen,
wurden in-vitro Translationen mit verschiedenen Vektoren durchgefiihrt und diese dann fiir
Western Blots verwendet. Dabei wurden sowohl mCTCFL als auch hCTCFL verwendet,
jeweils mit und ohne FLAG-tag. Als Kontrolle wurde auBerdem FLAG-CTCF benutzt, sowie
ein Ansatz der in-vitro Translation ohne zugegebenen Vektor. Der Antikorper CTCFL6 zeigte
in den Western Blots in allen Fillen zwei Signale zwischen 58 kDa und 90 kDa, welche
jedoch auch ohne Verwendung von Vektor-DNA auftraten (Abb. 12A). Zusitzlich wurde bei
Verwendung der Vektoren pCDNA3-FLAGmCTCFLmut und pCDNA3-mCTCFLmut ein
weiteres Signal bei etwa 90 kDa detektiert. Die Hohe der Bande entspricht der Laufthdhe der
vermeintlichen CTCFL-Banden im Western Blot der transienten Transfektion von
NIH3T3-Zellen mit pCDNA3-FLAGmCTCFLmut (5.2.1). Humanes CTCFL als auch
chCTCF werden nicht detektiert. Mit diesem Antikérper konnte somit spezifisch mCTCFL
nachgewiesen werden, ein negativer Einfluss des FLAG-tags konnte nicht beobachtet werden.
Auch bei Verwendung des FLAG-Antikorpers konnten im Western Blot unspezifische
Nebenbanden beobachtet werden (Abb. 12B). Spezifische Signale ergaben sich bei
Verwendung der Vektoren pCDNA3-FLAGmMmCTCFLmut und pCDNA3-FLAG-hBORIS auf
Hoéhe von etwa 90 kDa, sowie des Kontroll-Vektors pCDNA3-FLAG-chCTCF bei etwa
130 kDa. Die Hohe des FLAG-chCTCF-Signals entsprach dabei den bereits zuvor in der
Arbeitsgruppe mit spezifischen CTCF-Antikorpern beobachteten Signalen. Die im Falle von
pCDNA3-FLAGmMCTCFLmut zu beobachtende CTCFL-Bande lag auf gleicher Hohe wie das
zuvor mit dem Antikoérper CTCFL6 detektierte Signal.
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Abb. 12: Verschiedene CTCFL-Varianten konnten nach in-vitro-Translation im Western Blot detektiert
werden. Aus in-vitro-Translationen hervorgegangenes Protein wurde in einem 10% SDS-PAGE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels wet-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die bei der
in-vitro-Translation verwendeten Vektoren sind in der Abbildung angegeben. A: Immundetektion von CTCFL
mit dem Antikérper CTCFL6. B: Immundetektion von FLAG-CTCFL (schwarzer Pfeil) und FLAG-CTCF (roter
Pfeil) mit Anti-FLAG-Antikorper.

Humanes CTCFL konnte aulerdem mit dem Antikdrper ab18337 detektiert werden (nicht
gezeigt). Weiterhin wurden verschiedene Bedingungen fiir die Verwendung der Antikdrper
im Western Blot getestet, um die optimalen Bedingungen fiir spdtere Experimente zu
ermitteln. Fiir den Antikorper CTCFL6 erwies sich eine Verdiinnung von 1:10.000 in
PBST-Puffer mit 5% Milchpulver (w/v) als optimal, der FLAG-Antikorper lieferte die besten
Ergebnisse in einer 1:1.000 Verdiinnung, ebenfalls in PBST-Puffer mit 5% Milchpulver.

5.3 Herstellung und Charakterisierung stabiler tet-off-CTCFL-

Zelllinien

Durch Transfektion und anschlieBende Selektion {ber Fluoreszenzmarker und
Antibiotikaresistenzen wurden sowohl humane als auch murin Zelllinien stabil mit der
jeweiligen CTCFL-cDNA in einem tet-off-Hintergrund verdndert. Die weitere
Charakterisierung erfolgte dann mittels Fluoreszenzmikroskopie, RT-PCR und Western Blot.
In allen verwendeten Zelllinien wurde zuvor liber RT-PCR eine endogene CTCFL-Expression
ausgeschlossen. Die Selektion erfolgte zuerst tlber die durch pTA-N vermittelte

Puromycin-Resistenz.
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5.3.1 Herstellung stabiler humaner Zelllinien

Als humane Zelllinien wurden HEK 293-T und THP-1 ausgewihlt. Beide zeigten keine
endogene CTCFL-Expression in der RT-PCR. THP-1-Zellen wurde aulerdem verwendet, um
einen moglichen Einfluss einer CTCFL-Expression auf die Differenzierung himatopoetischer

Zellen zu untersuchen.

5.3.2 Ein HEK 293-T-Klon zeigt induzierbare CTCFL-Expression auf
RNA-Ebene

Nach Transfektion mit pBI-eGFP-FLAG-hBORIS und pTA-N und daran anschlieBender
Inkubation mit Puromycin wurden stabil transfizierte HEK 293-T-Klone selektiert und mittels
Mikroskopie weiter charakterisiert. Klone welche ein eGFP-Signal zeigten wurden mittels
RT-PCR auf die Expression von hCTCFL getestet. Bei Klon 21 wurde in der RT-PCR eine
spezifische Bande fiir hCTCFL beobachtet (Abb. 13A). Eine schwéchere Bande war zu
erkennen, wenn die Zellen mit Doxycyclin kultiviert wurden, dieser basale Level an
CTCFL-Expression wurde aufgrund der Herstellerangaben erwartet. Eine erfolgreiche
cDNA-Synthese wurde liber den Nachweis von B-Actin sichergestellt. Im anschlieBenden
Western Blot konnte in diesem Klon kein hCTCFL-Protein detektiert werden, wohingegen fiir
die Positivkontrolle (Protein aus transient transfizierten HEK 293-T-Zellen, 5.2.1) ein
eindeutiges Signal beobachtet werden konnte (Abb. 13B).
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Abb. 13: hCTCFL ist als RNA, jedoch nicht als Protein nachweisbar. HEK 293-T-Zellen wurden mit
pBI-eGFP-FLAGhBORIS und pTA-N transfiziert und mit Puromycin selektiert. Klon 21 wurde 48 h mit (+Dox)
oder ohne (-Dox) Doxycyclin inkubiert. AnschlieBend wurden RNA und Protein isoliert. A. RT-PCR mit
Oligonukleotidprimern fiir B-Actin sowie hCTCFL. Als Template diente die cDNA von Klon 21, im Falle der
Positivkontrolle wurde pBI-eGFP-FLAGhBORIS benutzt. B. Western Blot mit Klon 21 vor (+Dox) und nach (-
Dox) Induzierung der CTCFL-Expression. Das aufgereinigte Protein wurde in einem 10% SDS-PAGE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion von CTCFL
(schwarzer Pfeil) erfolgte mit dem Antikorper CTCFL6, fiir die Ladekontrolle (roter Pfeil) wurde ein
GAPDH-Antikdrper verwendet. Als  Positivkontrolle ~wurde Proteinextrakt aus transient mit
pBI-eGFP-FLAGhBORIS transfizierten HEK 293-T verwendet, als Negativkontrolle dienten untransfizierte
HEK 293-T.
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5.3.3 THP-1-Zellen zeigen nach transienter Transfektion eine
Expression von CTCFL auf RNA-Ebene

Im Unterschied zu den bisher verwendeten Zelllinien handelte es sich bei THP-1 um
Suspensionszellen. Fiir die Transfektion wurden verschiedene Bedingungen mit jetPEI
getestet (Tab. 11, S. 142 im Anhang), jedoch konnten mit diesem Reagenz keine
zufriedenstellenden Ergebnisse beziiglich der Transfektionseffizienz erzielt werden. Daher
wurde die Transfektion mittels Elektroporation und Nukleofektion durchgefiihrt. Speziell die
Nukleofektion wurde aufgrund der Angaben des Herstellers zu den erreichbaren
Transfektionseffizienzen intensiv verwendet. Neben dem vom Hersteller empfohlenen
Protokoll wurden zahlreiche weitere Einstellungen untersucht. In allen Fillen blieb die Zahl
der transfizierten Zellen sehr gering bei gleichzeitig hoher Zahl an abgestorbenen Zellen (iiber
Propidiumiodid-Féarbung ermittelt). Die besten Ergebnisse wurden letztendlich mit dem vom
Hersteller empfohlenen Protokoll erreicht (Abb. 14) Transfizierte Zellen zeigten aufgrund der
Transfektion mit dem Vektor pMAXGFP eine griine Fluoreszenz. Aufgrund der Farbung mit
Propidiumiodid erschienen tote Zellen rdtlich. Bezogen auf die Gesamtzahl der Zellen war die
Transfektionseffizienz niedrig, beriicksichtigt man die Zahl der toten und lebenden Zellen,
dann zeigt sich, dass fast alle lebenden Zellen ein GFP-Signal zeigten und somit erfolgreich

transfiziert wurden.

Abb. 14: Die hochste Transfereffizienz fir THP-1 konnte nach Nukleofektion mit dem vom Hersteller
empfohlenen Protokoll V001 beobachtet werden, bei gleichzeitig hoher Zahl abgestorbener Zellen.
THP-1-Zellen wurden mittels Nukleofektion mit der Einstellung VOO1 und dem Vektor pMAXGEFP transfiziert.
Nach 2 Tagen Inkubation erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung, dabei wurden tote Zellen
zusétzlich durch Zugabe von Propidiumiodid rot angeférbt.

Auch die Elektroporation unter verschiedenen Bedingungen war fiir die Transfektion von
THP-1 nicht besser geeignet. Daher wurde als néchstes eine transiente Transfektion mittels
Nukleofektion durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob CTCFL auf RNA- und Protein-Ebene
nachweisbar ist und nicht bereits zum Absterben der Zellen fiihrt. Neben der Transfektion der
Zellen mit hCTCFL (pBI-eGFP-FLAG-hBORIS) wurde auch mit GFP (pMAXGFP)
transfiziert, als Negativkontrolle dienten untransfizierte Zellen. Die Transfektionseffizienz

wurde dabei durch die Transfektion mit dem Vektor pMAXGFP ermittelt. Nach Isolierung
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der RNA wurde cDNA hergestellt und diese mit CTCFL-spezifischen Oligonukleotidprimern
in einer RT-PCR verwendet. Uber B-Actin-spezifische Oligonukleotidprimer konnte dabei
nachgewiesen werden, dass in allen drei Fillen cDNA vorlag, jedoch nur nach Transfektion
mit hCTCFL eine deutliche Bande nach Verwendung der CTCFL-spezifischen
Oligonukleotidprimer zu beobachten war (Abb. 15A). Aus den Zellen wurde aullerdem auch
Protein aufgereinigt und nach Auftrennung in einem SDS-PAGE-Gel fiir einen Western Blot
verwendet. Zwar zeigte die GAPDH-Kontrolle, dass in allen Fillen Protein vorhanden war, es
konnte jedoch mit Ausnahme der Positivkontrolle (Protein aus transient mit
hCTCFL-transfizierten HEK 293-T-Zellen) kein Signal fiir CTCFL detektiert werden (Abb.
15B).
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Abb. 15: Humanes CTCFL kann nach transienter Transfektion in THP-1 auf RNA-Ebene, aber nicht auf
Protein-Ebene, nachgewiesen werden. THP-1-Zellen wurden mittels Nukleofektion transient mit GFP
(PMAXGFP) oder hCTCFL (pBI-eGFP-FLAGhCTCFL) transfiziert, nach zwei Tagen Inkubation wurden RNA
und Protein isoliert. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte THP-1 verwendet. Zur Ermittlung der
Transfektioneffizienz erfolgte die Transfektion mit dem Vektor pMAXGFP. utr = untransfiziert A. RT-PCR mit
cDNA der transfizierten Zellen zum Nachweis von hCTCFL. Fiir zusitzliche Negativkontrollen wurde als
template Wasser verwendet (H,O) sowie auBBerdem die RNA der transfizierten Zellen nach DNase-Verdau. Fiir
die Positivkontrolle wurde der Vektor pBI-eGFP-FLAGhCTCFL verwendet. B. Western Blot mit den
Proteinextrakten aus den transfizierten und untransfizierten THP-1-Zellen sowie Proteinextrakt von transient mit
hCTCFL transfizierten HEK 293-T-Zellen (5.3.2). Nach gelelektrophoretischer Auftrennung von je 20 pug
Protein in einem 10% SDS-PAGE-Gel erfolgte die Ubertragung auf eine PVDF-Membran mittels Wet-Blot und
die anschliefende Immundetektion von FLAG-CTCFL (schwarzer Pfeil) mit dem Anti-FLAG-Antikorper. Als
Ladekontrolle diente GAPDH (roter Pfeil).

5.34 Herstellung stabiler Maus-Zelllinien

Wie bereits bei den humanen Zelllinien wurden auch bei den Maus-Zelllinien sowohl eine
adhdrente und leicht zu transfizierende Zellinie (NIH3T3) als auch eine hdmatopoetische
Zelllinie (RMB-3) verwendet, um stabile mCTCFLmut exprimierende Zellen herzustellen, bei

welchen die Expression reguliert werden kann.
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535 In RMB-3-Zellen konnte nur eine niedrige Transfektionseffizienz
erreicht werden

Bei RMB-3 handelt es sich wie auch bei THP-1 um Suspensionszellen. Da keine
Literaturangaben zur Transfektion dieser Zellen mittels jetPEI vorlagen wurden verschiedene
Bedingungen getestet (Tab. 11, S. 142 im Anhang), jedoch konnten keine zufriedenstellenden
Ergebnisse mit diesem Reagenz erzielt werden. Wie bereits bei THP-1 wurde versucht, die
Zellen mittels Elektroporation beziehungsweise Nukleofektion zu transfizieren. Es lagen
allerdings keine optimierten Protokolle fiir die Elektroporation oder die Nukleofektion vor.
Die optimalen Transfektionsbedingungen fiir die Nukleofektion sollten daher mittels eines
speziellen Optimierungsprotokolls des Herstellers und dem Vektor pMAXGFP ermittelt
werden. Abgestorbene Zellen wurden durch Fiarbung mit Propidiumiodid ermittelt. Auch im
besten Falle war die Transfereffizienz sehr niedrig bei gleichzeitig hoher Zahl an
abgestorbenen Zellen (Abb. 16B). Ahnlich verhielt es sich mit dem Versuch der Optimierung
der Elektroporationsbedingungen (Abb. 16A). Es waren nur wenige transfizierte Zellen zu
finden. Bei den gezeigten Aufnahmen handelt es um ausgewihlte Bildausschnitte, bei einer
zufdlligen Auswahl der Bildausschnitte war nur selten ein GFP-Signal zu sehen.

A Elektroporation

GFP

B Nukleofektion

Abb. 16: RMB-3 Zellen kénnen mit niedriger Effizienz transient mittels Elektroporation (A) und
Nukleofektion (B) transfiziert werden. Nach der Transfektion mit dem Vektor pMAXGFP wurden die Zellen
zwei Tage inkubiert. Fiir die fluoreszenzmikroskopische Auswertung wurden die toten Zellen zusétzlich durch
Propidiumiodid sichtbar gemacht. Die jeweils angefirbten Zellen befinden sich bei den unterschiedlichen
Aufnahmen an leicht verschobenen Positionen, da es sich bei RMB-3 um Suspensionszellen handelt. Fiir die
Aufnahmen wurden Bildauschnitte mit Zellen ausgewahlt, welche ein GFP-Signal zeigten.
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Mit allen drei Transfektions-Methoden wurde versucht, stabile Zellklone mit
pBI-eGFP-FLAGmMCTCFLmut und pTA-N herzustellen. Dabei konnten einige
Puromycin-resistente Klone selektiert werden, jedoch zeigte keiner der Klone ein GFP-Signal

in der Fluoreszenzmikroskopie oder eine Bande fiir mCTCFLmut in RT-PCRs.

5.3.6 Stabil CTCFL exprimierende Klone aus NIH3T3-Zellen

Bei NIH3T3 handelt es sich um eine mittels jetPEI leicht zu transfizierende, adhérent
wachsende  Zelllinie.  Nach  transienten = Transfektionen mit dem  Vektor
pCDNA3-FLAGmCTCFLmut konnte auflerdem FLAG-mCTCFL mittels RT-PCR und
Western Blot nachgewiesen werden. Die Transfektion zur Herstellung stabiler Zellklone
erfolgte daher mittels jetPEI mit den Vektoren pBI-eGFP-FLAGmMmCTCFLmut und pTA-N.
Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und nach fiinf Tagen wurde dem Medium zur
Selektion stabiler Klone das Antibiotikum Puromycin zugesetzt. Nach der Selektion iiber
Puromycin wurden nach weiteren 7 Tagen 100 resistente Klone selektiert und weiter

vermehrt.

5.3.6.1 Mehrere Puromycin-resistente Klone zeigen GFP-Expression

Die ndhere Charakterisierung der Klone erfolgte liber Fluoreszenzmikroskopie. Bei einem
Teil der resistenten Klone konnte nach Induktion ein eGFP-Signal beobachtet werden (Abb.
17). Insgesamt zeigten von 100 Puromycin-resistenten Klonen 25 Klone eine induzierbare
eGFP-Expression (Tab. 12, S. 142 im Anhang).
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Abb. 17: Stabile Klone exprimieren nach Induktion (-Tetracyclin) eGFP. Die nach Transfektion mit pTA-N
und pBI-eGFP-FLAGmMCTCFLmut selektierten Puromycin-resistenten NIH3T3-Klone 5 und 95 wurden fiir zwei
Tage mit (+) und ohne (-) Tetracyclin kultiviert und anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet, wobei
das Vorhandensein eines eGFP-Signals aufgrund des  bidirektionalen = Promotors in
pBIl-eGFP-FLAGmMCTCFLmut zusitzlich auf eine FLAG-mCTCFL-Expression hinweist.
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5.3.6.2 Klone zeigen induzierbare mRNA-Expression von FLAG-CTCFL

Die weitere Charakterisierung der Klone mit eGFP-Signal erfolgte liber RT-PCR. Dabei
zeigte sich, dass nicht alle Klone welche eine eGFP-Expression aufwiesen, tatsdchlich auch
FLAG-mCTCFL exprimierten (Tab. 12, S. 142 im Anhang). Bereits in der RT-PCR konnte
beobachtet werden, dass bei den Klonen oft auch ohne Induktion eine Expression von CTCFL
nachweisbar war, was tber real-time-PCR bestitigt werden konnte. Im Vergleich zu
untransfizierten Zellen war bei den Klonen auch im uninduzierten Zustand ein niedriges Level
von CTCFL nachzuweisen (Abb. 18C). Auf diese klonspezifische Basalexpression
(leakyness) wird bereits vom Hersteller hingewiesen, sie war je nach Klon unterschiedlich
stark ausgeprdgt und wurde bei der Auswahl der Klone fiir spitere Experimente
beriicksichtigt.

Fiir spitere Experimente wurden verschiedene Normalisierungsgene (GAPDH, B2M, TBP,
GUSB, HPRT, B-Actin und RPL13A) auf ihre Expression in NIH3T3-Zellen getestet. Die
stiarksten Signale ergaben sich dabei fiir GAPDH und B-Actin, welche dann in den weiteren
Experimenten verwendet wurden (Abb. 18B). Zusitzlich wurden auch Oligonukleotidprimer
fiir CTCF getestet, welche ebenfalls eine deutliche Bande ergaben, welche etwas schwiécher
ausfiel als die CTCFL-spezifische Bande. Da die Effizienz der jeweiligen Primerpaare jedoch
unterschiedlich war, konnte daraus nicht abgeleitet werden, ob CTCFL stérker exprimiert war
als CTCF.

Fiir eine quantitative Beurteilung der Induktion wurden real-time-PCRs durchgefiihrt (Abb.
18C). Die hochste relative Expression zeigte dabei Klon 60 in induziertem Zustand. Etwas
mehr als die Hélfte der Expression von Klon 60 konnte in den Klonen 34 und 39, und etwa
ein Viertel in den Klonen 11, 17 und 90 beobachtet werden. In untransfizierten Zellen wurde
CTCFL nicht detektiert. In allen Klonen ist aufgrund der leakyness in uninduziertem Zustand
CTCFL auf niedrigem Niveau nachweisbar. Um die Grofenordnung der CTCFL-Induktion zu
untersuchen, wurde die Anderung der CTCFL-Expression zwischen induzierten und
uninduzierten Zellen der Klone ermittelt (Abb. 18D). Dabei zeigte sich, dass Klon 60 zwar
die hochste CTCFL-Expression aufwies, jedoch im Vergleich zum uninduzierten Zustand
nicht die stirkste Induktion. Diese wurde in Klon 34 beobachtet, in welchem die
CTCFL-Expression nach der Induktion knapp 15-fach stirker ist als im uninduzierten
Zustand. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde fiir die weiteren Experimente meist Klon 34
verwendet, da in diesem eine hohe Gesamtexpression, eine niedrige leakyness und die daraus

resultierende stérkste Induktion der CTCFL-Expression kombiniert vorlagen.
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Abb. 18: Eine induzierbare Expression von CTCFL konnte in mehreren Klonen beobachtet werden. Es
wurde cDNA der Klone 11, 17, 34, 39, 60 und 90 sowie von untransfizierten NIH3T3 (utr) hergestellt, jeweils
von uninduzierten und induzierten Zellen bzw. im Falle der untransfizierten NIH3T3 von Zellen, welche mit
oder ohne Doxycyclin (Dox) kultiviert wurden. Die untersuchten Klone (K) sind in den Abbildungen angegeben.
A. RT-PCR mit Oligonukleotidprimern fiir CTCFL sowie B-2-Microglobulin (B2M). B. Vergleich der
FLAG-mCTCFLmut-Expression mit der Expression einiger Normalisierungsgene sowie mit CTCF {iber
RT-PCR. Verwendet wurden Oligonukleotidprimer fir CTCFL, GUSB, GAPDH, TBP, RPL13A, HPRT, B2M
und CTCEF, fiir die Wasserkontrolle (H,O) wurde statt cDNA Wasser in den Reaktionsansatz gegeben. C.
Real-time-PCR mit Oligonukleotidprimern fiir CTCFL. Ermittelt wurde die relative CTCFL-Expression, zur
Normalisierung wurde B-Actin verwendet. Der CTCFL-Wert von uninduziertem Klon 90 wurde gleich 1 gesetzt.
D. Real-time-PCR zur Ermittlung der Stirke der CTCFL-Induktion. Die Werte wurden gegen [B-Actin
normalisiert und die Werte der uninduzierten Klone gleich 1 gesetzt.

5.3.6.3 In den Klonen ist CTCFL auch auf Protein-Ebene vorhanden

Der Nachweis von FLAG-mCTCFL-Protein mittels Western Blot in ausgewdhlten Klonen
erfolgte mit einem gegen das FLAG-tag gerichteten Antikorper (Abb. 19). Neben den fiir
FLAG-mCTCFL erwarteten Banden mit einer Laufhdhe von etwa 90 kDa konnten spezifische
Signale auch bei geringeren Lauthohen beobachtet werden (blaue Pfeile in der Abbildung)
zwischen 69 kDa und 90 kDa sowie zwischen 58 kDa und 42 kDa. Diese Banden konnten
auch mit dem Antikérper CTCFL6 detektiert werden (nicht gezeigt). Ob es sich dabei um
Abbauprodukte oder unvollstindig in die DNA eingebaute CTCFL-Fragmente handelt, wurde
nicht verifiziert. Anhand der mit einem GAPDH-Antikorper durchgefiihrten Ladekontrolle
wurde deutlich, dass die Menge an FLAG-mCTCFL-Protein innerhalb der Klone stark
variierte und nicht direkt korreliert mit der Menge an RNA im jeweiligen Klon (Abb. 18). So
zeigte Klon 60 die hochste relative Expression auf RNA-Ebene, jedoch deutlich weniger

Protein als Klon 11.
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Abb. 19: FLAG-mCTCFL-Protein (schwarzer Pfeil) konnte im Western Blot in allen untersuchten Klonen
nachgewiesen werden, in einigen Fallen werden zusétzliche spezifische Banden detektiert (blaue Pfeile).
Die Zellen der verwendeten Klone wurden fiir zwei Tage mit (uninduziert) und ohne (induziert) Tetracyclin
inkubiert und anschlieBend Protein extrahiert. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt aus untransfizierten
NIH3T3-Zellen verwendet. Je 20 pg Protein wurden elektrophoretisch in einem 10% SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt und mittels Wet-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die Immundetektion von FLAG-CTCFL
erfolgte mit dem Antikdrper CTCFL6. Fiir die Ladekontrolle wurde ein GAPDH-Antikdrper verwendet (roter
Pfeil). Der Western Blot wurde von T. Jox (Gieflen) im Rahmen einer Bachelorarbeit angefertigt.

5.3.6.4 Ein Maximum der CTCFL-Expression ist zwei Tage nach Induktion
feststellbar

Um die Kinetik der Induktion zu ermitteln, wurden mehrere Schalen mit Zellen von Klon 34
kultiviert. Nach der Induktion der FLAG-mCTCFL-Expression wurden RNA und Protein
nach verschiedenen Zeitpunkten gewonnen. AnschlieBend wurde mittels RT-PCR,
real-time-PCR und Western Blot die Verdnderung der FLAG-mCTCFL-Expression ermittelt
(Abb. 20). Zur Kontrolle wurden untransfizierte Zellen verwendet, zusitzlich wurde zur
Ermittlung der leakyness in diesem Klon direkt nach Austausch des Mediums (Tag 0) sowohl
Protein als auch RNA gewonnen. Beim Vergleich der Expression zwischen untransfizierten
NIH3T3-Zellen und RNA des Klons 34 an Tag 0 ist erneut die leakyness des tet-off-Systems
zu beobachten. Auf Proteinebene ist fiir den Proteinextrakt von Tag 0 keine CTCFL-Bande
detektierbar. Das erste spezifische Signal fir FLAG-mCTCFL ist im Western Blot nach
einem Tag Induktion zu erkennen. Sowohl bezogen auf die Menge an RNA als auch an
Protein war nach zwei Tagen ohne Doxycyclin der hochste Wert zu sehen. Nach diesem
Zeitpunkt sank in beiden Fillen die Menge wieder ab und stabilisierte sich dann nach Tag 4.
Auch nach sieben Tagen waren sowohl RNA als auch Protein noch auf hohem Niveau
nachweisbar. In weiteren Experimenten wurde auch nach acht Wochen ohne Doxycyclin noch
Protein und RNA nachgewiesen (nicht gezeigt). Aufgrund der Ergebnisse wurde die

CTCFL-Expression fiir nachfolgende Experimente mindestens fiir zwei Tage induziert.
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Abb. 20: Die Expression von FLAG-mCTCFL erreicht in Klon 34 zwei Tage nach Induktion einen
Hohepunkt sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene. Von induzierten Zellen von Klon 34 wurden RNA
und Protein nach verschiedenen Zeitpunkten (0, 1, 2, 3, 4 und 7 Tage nach Induktion) aufgereinigt, als
Negativkontrolle  diente  Proteinextrakt aus untransfizierten NIH3T3-Zellen. A. RT-PCR mit
Oligonukleotidprimern fiir FLAG-mCTCFL sowie B-2-Microglobulin (B2M) mit cDNA des Klons 34 nach
verschiedenen Zeitpunkten der CTCFL-Induktion sowie untransfizierten NIH3T3-Zellen. B. Western Blot zum
Nachweis von FLAG-mCTCFL (schwarzer Pfeil) auf Proteinebene. Es wurden je 20 pg Protein
elektrophoretisch in einem 10% SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iibertragen, die
Immundetektion von FLAG-CTCFL erfolgte mit einem FLAG-Antikorper, fir die Ladekontrolle wurde ein
GAPDH-Antikorper (roter Pfeil) verwendet. Als Positivkontrollen wurden Proteinextrakte von transient mit
FLAG-mCTCFL bzw. FLAG-CTCF (blauer Pfeil) transfizierten NIH3T3 geladen, fiir die Negativkontrolle
wurde Proteinextrakt untransfizierter NIH3T3-Zellen benutzt. C. Real-time PCR mit CTCFL-spezifischen
Oligonukleotidprimern, als Template diente die cDNA aus A. Fiir die relative Expression wurde gegen
B-2-Microglobulin normalisiert und der Wert fiir FLAG-CTCFL der cDNA von Tag 0 gleich 1 gesetzt.

5.3.6.5 Die Expression von CTCFL hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Teilungsrate der Zellen

Zwar waren auch nach acht Wochen Induktion verschiedener Klone sowohl RNA als auch
Protein von FLAG-mCTCFL nachweisbar, jedoch ergab sich daraus nicht, ob ein nicht-letaler
toxischer Effekt vorliegt. Aufgrund einer mdglichen Verbindung von CTCFL und der
Entstehung von Tumoren, sollte aulerdem geklirt werden, ob die Expression von CTCFL zu
einer hoheren Proliferationsrate fiihrt. Beide Fragestellungen wurden mittels Erstellung von
Wachstumskurven (Abb. 21) fiir die verschiedenen Klone in induziertem und uninduziertem
Zustand untersucht. In keinem Falle wurde jedoch ein signifikanter Unterschied im Wachstum
induzierter und uninduzierter Zellen der jeweiligen Klone nach acht Tagen beobachtet. Sofern
toxische Effekte vorliegen, sind sie somit zu schwach um einen wesentlichen Einfluss auf das
Wachstum der Zellen zu haben. Eine Erhohung der Proliferationsrate nach

CTCFL-Expression konnte in diesem Experiment nicht beobachtet werden. Auch im direkten
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Vergleich mit untransfizierten NIH3T3-Zellen (nicht gezeigt) konnte kein signifikanter Effekt
der CTCFL-Expression beobachtet werden.
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Abb. 21: Die Expression von CTCFL hat keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der
untersuchten Klone. Zu Begin wurden jeweils 10.000 Zellen der Klone 11, 17, 34, 39, 60 und 90 ausgesét und
inkubiert. Anschlieend wurde die Zellzahl mit einem automatischen Zahlgerit nach 2, 3, 4, 6, 7 und 8 Tagen
ermittelt. Fiir die Induktion wurden die Klone von Doxycyclin-enthaltendem Medium in Doxycyclin-freies
Medium (schwarze Linie) tiberfiihrt und in diesem parallel zu den uninduzierten Zellen (rote Linie) kultiviert.

5.3.6.6 CTCFL-Expression hat keinen eindeutigen Effekt auf Anheftungs-
unabhangiges Wachstum (Anchorage independent growth)

Mit einem colony-formation-assay wurde tiberpriift, ob die CTCFL-Induktion in den Klonen
einen Einfluss auf die Féhigkeit zu anheftungsunabhdngigem Wachstum hat, was eine
transformierende Wirkung von CTCFL belegen konnte.

Es wurden alle Klone in dem assay verwendet, von welchen eine CTCFL-Expression bekannt
war. Jeder Klon wurde dabei in Triplikaten getestet, sowohl in induziertem als auch in nicht
induziertem Zustand. Als Positivkontrolle wurde pro 6-well ecines der wells mit
FTC133-Zellen angeimpft, da von dieser Zelllinie bekannt war, dass sie deutliche Kolonien
ausbildet. Die fiir die Negativkontrollen verwendeten wells wurden mit Agar befiillt, der keine
Zellen enthielt, um fiir die Auszdhlung einen Nullwert definieren zu konnen. Nach dem
Anférben der Kolonien wurden Aufnahmen mit dem VersaDoc imaging System gemacht und
diese nach Invertierung mittels der Option colony-counting ausgewertet (Abb. 22 und Tab.
13, S. 143 im Anhang). Zwar ist diese Funktion urspriinglich zum Auszihlen von
Bakterienkolonien nach Blau-Weil-Selektion konzipiert, ein manuelles Nachzidhlen zeigte

aber, dass sie auch zur Auswertung des assays verwendet werden konnte.
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Mit einer Ausnahme konnten bei allen Positivkontrollen deutliche und grofle Kolonien
beobachtet werden. Die Zahl der gebildeten Kolonien schwankte zwischen den verschiedenen
Klonen teilweise stark (Abb. 22). Fiir einige Klone konnte allerdings keine aussagekriftige
Auszdhlung erfolgen, da in einigen Féllen die Zellen auf den base agar abgesunken und dann
auf diesem flachig gewachsen sind. In manchen Fillen betraf dies alle drei wells eines Klons.
Trat dies in geringerem Ausmal} auf (gelber Pfeil, Abb. 22), erfolgte eine manuelle
Auszdhlung.

FTC133 K53 uninduziert K53 uninduziert FTC133 K95 uninduziert K95 unihduziert

Negativkontrolle K53 induziert K53 induziert FTC133 K95 induziert K95 induziert

Abb. 22: Stabile NIH3T3-Klone bilden Kolonien in unterschiedlicher Anzahl im colony formation assay
aus. Gezeigt sind die Ergebnisse fiir die Klone 53 und 95. Als Positivkontrolle dienten Zellen der Zelllinie
FTC133, fir Negativkontrollen wurde Agar ohne Zellen auf das well gegeben. Der Versuch wurde in Triplikaten
durchgefiihrt, es sind jedoch nur Duplikate gezeigt. In einigen Féllen wuchsen die Zellen fléchig auf dem base
agar (gelber Pfeil) wodurch eine quantitative Auswertung in vielen Féllen unmoglich wurde. Die Ergebnisse fiir
die beiden gezeigten Klone sind reprisentativ fiir die Ergebnisse mit allen anderen Klonen.

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden ausschlieflich fiir eindeutig auszéhlbare
Ergebnisse berechnet (Tab. 13, S. 143 im Anhang). Insgesamt wurde bei vier Klonen eine
Erhohung der Zahl der Kolonien nach Induktion der CTCFL-Expression beobachtet. Bei zwei
Klonen konnte kein Unterschied aufgrund der Induktion festgestellt werden, in fiinf Klonen
fiihrte die Induktion von CTCFL zu einer Abnahme der ermittelten Kolonienzahl. Die Zahl
der Kolonien korrelierte nicht mit der in den Klonen ermittelten relativen Expression von
CTCFL (Abb. 23). Die mit drei verschiedenen Analyse-Einstellungen mit dem Programm
GraphPad Prism 3.03 durchgefiihrte nichtlineare Regressionsanalyse ergab in keinem Fall
einen auf eine Korrelation hinweisenden R*-Wert. Neben den drei gezeigten Ergebnissen der
nichtlinearen Regression wurden weitere Einstellungen verwendet, jedoch konnte auch mit
diesen nie ein R>-Wert ermittelt werden, der auf eine Korrelation hindeutet. Ein Einfluss der
CTCFL-Expression auf ein anheftungsunabhingiges Wachstum konnte somit nicht

beobachtet werden.



Ergebnisse 82

_ 1000 _ 1000 1000

% 50| R20,09 . % 750 | R?:004 . é 750 | R?:0,04

gsoo .. g 500 et <;gsoo . .

2250 \.— 2250 \'\‘ Ezso N\‘
%0 1 2 3 4 5 40 12 s 48 a0 12 3 4 5

log relative CTCFL Expression

Abb. 23: Die Anzahl der Kolonien im colony formation assay ist nicht mit der Stérke der Expression von
CTCFL korreliert. Die Starke der CTCFL-Expression in den verschiedenen NIH3T3-Klonen wurde mittels
real-time-PCR ermittelt, gegen B-Actin normalisiert und logarithmisch transformiert. Mit der Software
GraphPad Prism 3.03 wurde mit drei verschiedenen Einstellungen ("sigmoidal curve" = rote Linie; "exponential
growth" = schwarze Linie und "one-site-binding hyperbola" = griine Linie) eine nichtlineare Regressionsanalyse
durchgefiihrt, die entsprechenden Korrelationskoeffizienten (R”) sind in den Graphen angegeben.

5.4 Genexpressionsanalyse nach CTCFL-Induktion

Aufgrund der zweithochsten FLAG-mCTCFL-Expression sowie der hochsten Induktion
wurde Klon 34 ausgewidhlt um die Anderung der Genexpression infolge der
CTCFL-Expression zu ermitteln. Zusitzlich wurde die Genexpression in untransfizierten
NIH3T3-Zellen untersucht, um im Vergleich den Effekt der leakyness zu ermitteln. Die
untransfizierten Zellen wurden ebenfalls in Medium mit und ohne Doxycyclin kultiviert,
damit ein Einfluss von Doxycyclin ausgeschlossen werden kann.

Fiir die Genexpressionsanalyse wurde qualitativ hochwertige RNA bendtigt, die isolierte
RNA wurde daher zuvor in verschiedenen Experimenten getestet. Die isolierte RNA wurde
dazu in einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 24A). Hochwertige RNA
zeichnete sich dabei durch scharf abgetrennte Banden der 18S und der 28S RNA, sowie einer
gleichméBigen Verteilung der mRNA aus. Beide Banden konnten fiir die isolierte RNA
beobachtet werden. Zusatzlich wurde das Verhiltnis von 28S RNA zu 18S RNA ermittelt,
welches laut Literaturangaben etwa 2:1 bei intakter RNA betragen sollte, wobei je nach
Gewebe abweichende Werte auftreten konnen (Palmer and Prediger, 2004). Die ermittelten
Werte lagen fiir Klon 34 zwischen 1:1,37 und 1:1,42. Sofern es zu einer geringen
Degradierung der RNA im Zuge der Aufreinigung gekommen war, erfolgte sie gleichmifBig
in allen Proben und ist damit unproblematisch in Bezug auf die Genexpressionsanalye.
Zusétzlich wurde noch der aussagekréftigere RIN-Wert (RNA integrity number) ermittelt,
daher wurde fiir die restlichen RNA-Proben nur ein Agarose-Gel durchgefiihrt, eine
Berechnung des Verhiltnisses erfolgte nicht mehr. Die RIN-Werte wurden von T. Bottger
(Bad Nauheim) gemessen und lagen zwischen 9,8 und 10, es handelte sich also um

hochwertige, praktisch undegradierte RNA (hochster moglicher RIN-Wert: 10).



Ergebnisse 83

A ~ o~ 5 5
5 5 N N
K 2 S 3
N N kej °
s § £ ¥
IS £ 5§ 5
¥ v g e
oM & & F 8
3.472 Verhaltnis 28S rRNA zu 18S rRNA (28S + 18S = 100)
2.690 e
K34 K34 K34 K34
1.882 wow induziert 1 induziert 2 uninduziert 1 uninduziert 2
1.489 . . . . <+— 28S rRNA 28s 58,7 57,8 58,2 58,1
925 I l - - 18S rRNA 18S 41,2 42,2 41,8 41,9
Ratio 1:1,42 1:1,37 1:1,39 1:1,39

B = C 14
- g
N
Pe E£% i 3 §1(2)
IRl N < 3 < £ x
=0 >3 Qe g s 3 8
bp M ZT Z+ ¥ £ X5 3
300 o 6
— <
200 @PED == == CTCFL 3 ‘;
300 ] mmimm
200w B2M N J '
"
34 induziert 34 uninduziert

Abb. 24: Die fur die Genexpressionsanalyse aufgereinigte RNA erfullt alle qualitativen Anforderungen.
Beispielhaft sind die Ergebnisse der Qualitdtsuntersuchung fiir den Klon 34 gezeigt. Die RNA von induzierten
und uninduzierten Zellen wurde in Duplikaten prépariert. A. Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA in
einem 1% Agarose-Gel. Aus den Banden wurde nach einer kiirzeren Beichtung das Verhéltnis der 28S rRNA zur
18S rRNA ermittelt (Tabelle rechts), wobei die relativen Messwerte addiert einen Wert von 100 ergeben. B.
RT-PCR mit Oligonukleotidprimern fiir FLAG-mCTCFL sowie B-2-Microglobulin mit cDNA der induzierten
und uninduzierten Zellen von Klon 34, sowie cDNA von untransfizierten NIH3T3-Zellen, welche zur Kontrolle
ebenfalls mit und ohne Doxycyclin kultiviert wurden. B2M = B-2-Microglobulin. C. Real-time PCR mit der
cDNA des Klons 34 und Oligonukleotidprimern fir FLAG-CTCFL. Die Werte wurden normalisiert gegen
B-Actin. Angegeben ist die x-fache Induktion der CTCFL-Expression, die Expression von Probe 1 der
uninduzierten Klone wurde gleich 1 gesetzt.

Vor der Genexpressiosanalyse wurde iiberpriift, ob eine Induktion der
FLAG-mCTCFL-Expression im Material aus Klon 34 vorlag. Zu diesem Zweck wurde eine
RT-PCR mit der hergestellten cDNA sowie zur Kontrolle mit RNA von untransfizierten
NIH3T3-Zellen durchgefiihrt (Abb. 24B). Die untransfizierten Zellen wurden wie auch der
Klon mit und ohne Doxycyclin kultiviert. Die Umwandlung der RNA zu cDNA konnte
anhand der Signale flir p-2-Microglobulin bestitigt werden. In untransfizierten
NIH3T3-Zellen konnte weder mit noch ohne Doxycyclin eine CTCFL-Expression detektiert
werden. Im uninduzierten Klon konnte aufgrund der leakyness bereits eine schwache Bande
fiir CTCFL beobachtet werden, bei den induzierten Zellen wurden deutlich stirkere Banden
detektiert. Um die Stirke der Induktion zu ermitteln, wurde eine real-time-PCR durchgefiihrt
(Abb. 24C). Diese bestitigte die leakyness in den uninduzierten Klonen und zeigte eine
10-fach hohere Expression von FLAG-mCTCEFL in den Proben der induzierten Zellen.

Neben der RNA-Integritit war somit auch die erforderliche Induktion der CTCFL-Expression

in den Proben gegeben, diese wurden daher fiir die Genexpressionsanalyse genutzt. Letztere
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wurde von T. Bottger (MPI Bad Nauheim) durchgefiihrt, als array-Plattform wurde der
Affymetrix Gene 1.0 ST verwendet. Die anschlieBende bioinformatorische Aufbereitung und

Auswertung der Daten wurde weitgehend von M. Bartkuhn (JLU Gielen) iibernommen.
5.4.1 CTCFL-Expression fiihrt zur Deregulation von 453 Genen

Insgesamt ergab die Genexpressions-Analyse 453 deregulierte Gene (mindestens zweifach
dereguliert und mit einem p-Wert unter 0,05) bei einem Vergleich der Genexpression
zwischen induzierten Zellen von Klon 34 und untransfizierten, ohne Doxycyclin kultivierten
NIH3T3-Zellen. Die Zahl der deregulierten Gene sowie das Ausmal} der Deregulierung war
geringer, wenn statt der induzierten Zellen von Klon 34 und untransfizierter NIH3T3-Zellen
die uninduzierten mit den induzierten Zellen von K34 verglichen wurden (Abb. 25).
Allerdings handelte es sich nicht um vollstindig andere Gene, sondern der Effekt der bei
einem Vergleich der induzierten mit uninduzierten Zellen auftrat, war bei einem Vergleich

mit den NIH3T3-Zellen ausgeprigter und es kamen weitere Gene hinzu.

K34 induziert vs uninduziert K34 induziert vs NIH3T3 utr

CTCFL

-
o

x fache Deregulierung
[,
x fache Deregulierung

'
a
o

-

10 -
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000
Gene Gene

Abb. 25: Die Zahl signifikant deregulierter Gene bei einem Vergleich der untransfizierten NIH3T3-Zellen
mit induzierten Zellen von Klon 34 ist groler als bei einem Vergleich der induzierten mit den
uninduzierten Zellen von Klon 34. Links ist der Vergleich der im expression profiling ermittelten
Genexpression zwischen induzierten und uninduzierten Zellen von Klon 34 gezeigt, auf der rechten Seite wurden
hingegen untransfizierte NIH3T3-Zellen mit den induzierten Zellen von Klon 34 verglichen. Angegeben ist
jeweils das Ausmal} der Deregulierung. Auf der linken Seite ist zusétzlich der Wert von CTCFL markiert. Mit
roten Punkten sind alle Gene dargestellt, welche eine mehr als zweifache Deregulierung und gleichzeitig einen
p-Wert unter 0,05 aufwiesen, alle anderen Gene sind mit grauen Punkten dargestellt.

Von den 453 deregulierten Genen waren 219 (Top 20 in Tab. 9) hochreguliert und 234
herunterreguliert (Top 20 in Tab. 8) Die stirkeren Effekte waren bei den hochregulierten

Genen zu beobachten.
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Tab. 8: Die 20 am starksten herunterregulierten Gene nach Induktion der CTCFL-Expression in Klon 34.
Die Deregulierung wurde aufgrund des Vergleichs von induziertem Klon 34 und nicht mit Doxycyclin
behandelten untransfizierten NIH3T3-Zellen ermittelt. Neben dem Gen-Symbol ist der vollstindige Name (nach
UCSC Genome Browser), das Ausmal} der Deregulierung und der zugehdorige p-Wert angegeben. Werte wurden

gerundet.
Gen Vollstindiger Name fache p-Wert
Deregulierung
DIkl Delta-like 1 homolog -17,2 0,0003
Cclll Chemokine (C-C motif) ligand 11 -16,6 0,0101
Prl2c3 Prolactin family 2, subfamily ¢, member 4 -13,7 0,0151
Dio2 Deiodinase, iodothyronine, type 11 -13 0,0008
Pr17d1 Prolactin family 7, subfamily d, member 1 -12,5 0,0151
Tmem45a | Transmembrane protein 45a -11,8 0,0031
Slcl4al Solute carrier family 14, member 1 -11,2 0,0027
Nlrp2 NLR family, pyrin domain containing 2 -10,6 0,0140
5S rRNA | 5S ribosomal RNA -8,8 0,0030
Dcn Decorin -8.7 0,0005
Grial Glutamate receptor, ionotropic, AMPA1 -8,4 0,0016
Prl2cl Prolactin family 2, subfamily ¢, member 1 -8,4 0,0170
Lama4 Laminin, alpha 4 -7,8 0,0084
Prl2c5 Prolactin family 2, subfamily ¢, member 5 -7,8 0,0080
Sged Sarcoglycan, delta -7,5 0,0048
Coll2al Collagen, type XII, alpha 1 -7,2 0,0017
Ptpru Protein tyrosine phosphatase, receptor type, U -6,8 0,0165
Gprl49 G protein-coupled receptor 149 -6,5 0,0004
Akrlcl8 Aldo-keto reductase family 1, member c18 -6,3 0,0016
Glrb Glycine receptor, beta subunit -6,3 0,0011

Tab. 9: Die 20 am starksten hochregulierten Gene nach Induktion der CTCFL-Expression in Klon 34. Die
Deregulierung wurde aufgrund des Vergleichs von induziertem Klon 34 und nicht mit Doxycyclin behandelten
untransfizierten NIH3T3-Zellen ermittelt. Neben dem Gen-Symbol ist der vollstindige Name (nach UCSC
Genome Browser), das Ausmall der Deregulierung und der zugehorige p-Wert angegeben. Werte wurden

gerundet.
Gen Vollstindiger Name fache p-Wert
Deregulation
CTCFL CCCTC-binding factor-like 142,3 0,0007
Tgm4 Transglutaminase 4 15,6 0,0223
Gpr56 G protein-coupled receptor 56 13,7 0,0044
Ttpi Tissue factor pathway inhibitor 5,7 0,0092
Slc22al5 | Solute carrier family 22 member 15 5.5 7,2*10'6
Gstm5 Glutathione S-transferase, mu 5 5,3 0,0011
Sult4al Sulfotransferase family 4A, member 1 5,1 0,0083
Actg2 Actin, gamma 2 4.8 0,0118
Ccdc78 Coiled-coil domain containing 78 4,6 0,0003
Tex14 Testis expressed gene 14 4,5 0,0303
Magi2 Membrane associated guanylate kinase, WW and | 4,3 0,0457
PDZ domain containing 2

Lpcat2 Lysophosphatidylchline acyltransferase 2 3,8 3,7%107
Bicdl Bicaudal D homolog 1 3,7 0,0129
Hyal4 Hyaluronoglucosaminidase 4 3,7 0,0315
Grebll Growth regulation by estrogen in breast cancer-like | 3,6 0,0007
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Fortsetzung Tabelle 9

Gen Vollstindiger Name fache p-Wert
Deregulation
Pdella Phosphodiesterasel 1A 3,5 0,0078
Cyfip2 Cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 3,4 0,0094
Faml129a | Family with sequence similarity 129, member A 3.3 0,0279
Slc35f4 Solute carrier family 35, member F4 3,3 0,0170
March5 Membrane-associated ring finger (C3HC4) 5 3,3 0,0333

Im Anschluss wurde eine GO-term-Analyse (gene ontology Analyse) mittels DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) durchgefiihrt. Dazu
wurden verschiedene Gruppen deregulierter Gene gebildet und analysiert (Tab. 10). Als
signifikant {iberreprasentiert wurden in den Gruppen 7, 8 und 9, in welchen verschiedene
Kombinationen herunterregulierter Gene enthalten waren, Gene ermittelt, welche mit dem
Sterol-Biosynthese-Prozess assoziiert sind. In der Gruppe 7 waren dies 15 Gene, der
ermittelte Benjamini-Wert betrug 3,2 * 107, bei Gruppe 9 erhdhte sich die Zahl der Gene
aufgrund der Nichtbeachtung des p-Werts auf 16 Gene, wobei der Benjamini-Wert sich
geringfiigig auf 3,6 * 10™"° verbesserte. Die meisten mit dem Sterol-Biosynthese-Prozess
assoziierten Gene wurden flir Gruppe 8 ermittelt, in dieser Gruppe wurde die Stirke der
Deregulierung nicht beriicksichtigt sondern nur der p-Wert. Es wurden fiir diese Gruppe 18
Gene mit dem entsprechenden GO-term ermittelt und der Benjamini-Wert betrug 2,1 * 107,
In allen anderen untersuchten Gruppen konnten keine signifikanten Anreicherungen von

Genen mit bestimmten Funktionen ermittelt werden.

Tab. 10: Verschiedene tiber GO-term-Analyse untersuchte Gruppen deregulierter Gene.

Gruppe Deregulation p-Wert

1 > 1,5-fach hoch- bzw. herunterreguliert <0,05
2 > 1-fach hoch bzw. herunterreguliert <0,05
3 > 1,5-fach hoch bzw. herunterreguliert -

4 > 1,5-fach hochreguliert < 0,05
5 > 1-fach hochreguliert <0,05
6 > 1,5-fach hochreguliert -

7 > 1,5-fach herunterreguliert <0,05
8 > 1-fach herunterreguliert <0,05
9 > 1,5-fach herunterreguliert -
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5.4.2 Deregulierung wurde in individuellen Experimenten verifiziert

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse wurden einige hoch- bzw.
herunterregulierte Gene ausgewdhlt (stark, mittel und schwach deregulierte) und mittels
RT-PCR die Expression dieser Gene in cDNA von induzierten und uninduzierten K34-Zellen
semi-quantitativ untersucht (Abb. 26). Die Gene GSTMS, GPR56, FZD4, ITFG3 und
RAB7L1 zeigten in der Genexpressionsanalyse eine erhohte Expression nach Induktion der
CTCFL-Expression, diese Tendenz wurde fiir diese Gene auch in der RT-PCR belegt, die
Banden sind bei Verwendung von ¢cDNA der induzierten Zellen deutlich stirker ausgeprigt
als bei ¢cDNA aus den uninduzierten Zellen. Der umgekehrte Fall liegt bei den laut
Genexpressionsanalyse herunterregulierten Genen AKR1C18 und IGFPB4 vor, bei beiden
Genen sind die Banden bei Verwendung der cDNA induzierter Zellen schwécher ausgepragt.
Das Vorliegen gleicher Ausgangsmengen an ¢cDNA wurde durch Verwendung gleicher
Mengen an isolierter RNA bei der cDNA-Synthese sowie durch eine Kontroll-PCR mit
B-Actin-spezifischen Oligonukleotidprimern (nicht gezeigt) sichergestellt, alle beobachteten

Effekte wurden auBBerdem in real-time-PCRs niher untersucht.
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Abb. 26: Die Deregulierung mehrerer Gene konnte mittels RT-PCRs bestatigt werden. Aus der Liste der
deregulierten Gene wurden einige Gene zur Verifizierung der Genexpressionsanalyse ausgewahlt und cDNA von
induzierten und uninduzierten Zellen von Klon 34 auf die Expression der Gene untersucht. Verwendet wurden
Oligonukleotidprimer fiir CTCFL, AKRIC18, GSTMS5, GPR56, FZD4, ITFG3, IGFBP4 und RAB7LI.
Deregulierung (x-fach) in der Genexpressionsanalyse: CTCFL: +5,9; AKR1C18: -2,0; GSTMS5: +6,9; GPR56:
+10,5; FZD4: +1,6; ITFG3: +1,7, IGFBP4: -1,7; RAB7L1: +2,1.

In den anschlieBenden real-time-PCRs wurde die Expression der Gene untersucht, welche
bereits in der semi-quantitativen RT-PCR einen Effekt zeigten. Um die Qualitit der
Ergebnisse des expression profiling bewerten zu kénnen, wurden neben stark deregulierten
Genen auch schwach deregulierte Gene untersucht. Fiir eine statistische Absicherung wurde
die zur Herstellung der cDNA verwendete RNA jeweils von vier biologischen Replikaten
gewonnen und anschlieend der Mittelwert gebildet. Normalisiert wurde gegen B-Actin. Fiir

CTCFL, welches als Positivkontrolle untersucht wurde, konnte eine etwa 12-fach hohere
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Expression in induzierten Zellen nachgewiesen werden als in den uninduzierten Zellen (Abb.
27). Fir untransfizierte NIH3T3-Zellen konnte praktisch keine CTCFL-Expression
beobachtet werden, die ermittelten Werte liegen um mehr als 900-fache unter dem Wert der
induzierten Zellen in einem Bereich, in dem spezifische Signale und Hintergrundsignale nicht
mehr eindeutig aufgelost werden konnten. Die hochste Deregulation wurde fiir GPR56
ermittelt, welches im Mittel in den induzierten Zellen 115-fach hoher als in den uninduzierten
und 144-fach héher als in den NIH3T3-Zellen (-Dox) exprimiert wird. Ahnlich deutlich ist
der Effekt auf die Expression von GSTMS, welches in K34 nach Induktion der
CTCFL-Expression 13-fach hoher exprimiert wird. Fiir die anderen untersuchten Gene
wurden deutlich schwichere Effekte beobachtet. Eine Hochregulation zwischen induzierten
und uninduzierten Zellen von K34 konnte dennoch fiir die Gene FZD4 (2,3-fach) und ITFG3
(1,6-fach) detektiert werden, wobei diese Werte nahe an den in der Genexpressionsanalyse
ermittelten Werten (FZD4: 1,6-fach; ITFG3: 1,7-fach) lagen. Fiir RAB7L1 konnte zwar eine
Hochregulation der Genexpression ermittelt werden, allerdings konnte in diesem Fall der
Effekt durch die Entfernung von Doxycyclin aus dem Medium bedingt sein, da auch bei
untransfizierten NIH3T3-Zellen ein Anstieg der Expression bei Kultivierung ohne
Doxycyclin  zu beobachten war. Deutliche Effekte waren auch fiir die laut
Genexpressionsanalyse herunterregulierten Gene HGF, ASS1, IGFBP4, AKR1C18 und MT2
zu erkennen. Der Unterschied zwischen der Expression in induzierten und uninduzierten
Zellen von K34 war in den meisten Fillen gering (HGF: 1,47-fach, IGFBP4: 1,13-fach,
AKRI1CI18: 1,31-fach, MT2: 2,32-fach) und fiir ASS1 wurde sogar ein Anstieg (1,34-fach)
beobachtet. Bei einem Vergleich der Expression dieser Gene in den Zellen von K34 mit der
Expression in untransfizierten NIH3T3-Zellen waren die Effekte der Deregulation in allen
Féllen deutlich ausgeprigt, in den untransfizierten NIH3T3 ist die Expression deutlich hdher.
Keine eindeutige Aussage konnte im Falle des Gens CCK getroffen werden, da die ermittelten
Effekte zu gering waren bei gleichzeitig hohen Standardabweichungen und bereits groflen

Unterschieden zwischen den biologischen Replikaten der untransfizierten NIH3T3-Zellen.
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Abb. 27: Die Deregulation zahlreicher Gene konnte mittels real-time-PCR bestétigt werden. Anhand der
Ergebnisse der Genexpressionsanalyse und der RT-PCR zur Verifizierung wurden mehrere Gene ausgewihlt,
welche eine Deregulierung in diesen Experimenten zeigten. Als Kontrolle wurde CTCFL verwendet. Die
Genexpression von vier biologischen Replikaten induzierter und uninduzierter Zellen von K34 sowie von
untransfizierten NIH3T3-Zellen, welche sowohl mit als auch ohne Doxycyclin kultiviert wurden, wurde fiir
folgende Gene ermittelt: CTCFL, GSTMS5, GPR56, ASS1, FZD4, ITFG3, IGFBP4, AKR1C18, RAB7L1, MT2
und CCK. Alle Werte wurden gegen B-Actin normalisiert und die Expression in uninduzierten K34-Zellen gleich
1 gesetzt. Fiir eine hohere Auflosung schwach deregulierter Gene wurde die Abbildung auf drei verschieden
skalierte Koordinatensysteme aufgeteilt.

54.3 Uberexpression von GPR56 korreliert mit der Menge an CTCFL

Um die Abhidngigkeit der Deregulation in Bezug auf die Expression von CTCFL zu
untersuchen, wurde die bereits fiir die Zeitkinetik der CTCFL-Expression (5.3.6.4) benutzte
cDNA von Klon 34 zur Ermittlung der Genexpression von GPR56 verwendet. Dazu wurde
eine RT-PCR durchgefiihrt und die PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 28).
Es zeigte sich dabei, dass GPR56 bereits in untransfizierten NIH3T3-Zellen exprimiert wird,
im Gegensatz zu CTCFL, welches in diesen Zellen bisher nicht nachgewiesen werden konnte.
Die Expression von GPR56 in Zellen von Klon 34 direkt nach der Induktion (Tag O in der
Abbildung) zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Expression in untransfizierten
NIH3T3-Zellen, obwohl aufgrund der leakyness des tet-off-Systems bereits eine geringe
Menge an CTCFL zu diesem Zeitpunkt exprimiert wurde. Mit zunehmender Wachstumsdauer
ohne Doxycyclin zeigt sich ein Anstieg der Expression von CTCFL, mit einem Hohepunkt
nach zwei Tagen ohne Doxycyclin. Zeitgleich mit dem Anstieg von CTCFL war in Klon 34
ein Anstieg der Expression von GPR56 zu beobachten, welche ebenfalls nach zwei Tagen am
hochsten war. Es bestand eine deutliche Korrelation zwischen der Induktion von K34 und

dem Anstieg der Expression von GPR56.
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Abb. 28: Die Starke der Deregulation von GPR56 in Klon 34 korreliert mit der Induktion der
CTCFL-Expression. Zur Ermittlung der basalen Expression von GPR56 wurde ¢cDNA von untransfizierten
NIH3T3-Zellen verwendet. Die cDNA von Klon 34 wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion
prépariert (nach 0, 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen). Die verschiedenen cDNA-Proben sowie eine -RT-Kontrolle und eine
H,0-Kontrolle wurden in RT-PCR-Reaktionen mit Oligonukleotidprimern fiir CTCFL (schwarzer Pfeil), GPR56
(roter Pfeil) und B-Actin (blauer Pfeil) verwendet und in einem 2% Agarose-Gel aufgetrennt.

54.4 Deregulation konnte auch in anderen Klonen belegt werden

Sowohl die Genexpressionsanalyse als auch die Verifizierung der darin ermittelten
deregulierten Gene erfolgte mit cDNA aus Klon 34. Um eine klonspezifische Deregulierung
auszuschlieBen, wurde die Expression der stark deregulierten Gene GPR56 und GSTMS in
anderen NIH3T3-Klonen untersucht, in welchen zuvor eine Induktion der CTCFL-Expression
gezeigt werden konnte (Abb. 29) gezeigt. Bereits in der RT-PCR war deutlich die Induktion
von CTCFL in den Klonen zu erkennen. In allen Klonen sind GPR56 und GSTMS in den
induzierten Klonen stirker exprimiert als in den uninduzierten (Abb. 29A). Mit demselben
Material wurden real-time-PCRs durchgefiihrt. Auch diese zeigten eine starke Deregulierung
von GPR56 und GSTMS in allen Klonen nach Induktion der CTCFL-Expression (Abb. 29B).
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Abb. 29: GPR56 und GSTMS5 sind auch in anderen CTCFL-exprimierenden Klonen dereguliert.
Verwendet wurde cDNA der jeweils induzierten und uninduzierten Klone (K) 11, 17, 34, 39 und 60, sowie von
untransfizierten NIH3T3-Zellen, welche ohne Doxycyclin (Dox) kultiviert wurden. A. RT-PCR mit
Oligonukleotidprimern fiir CTCFL, GPR56, GSTMS5 und B-2-Microglobulin (B2M). B. Real-time-PCR zur
Ermittlung der relativen Expression von GPR56 und GSTMS5. Die Normalisierung erfolgte gegen B-Actin. Der
Messwert fiir ohne Doxycyclin kultivierte, untransfizierte NIH3T3-Zellen wurde gleich 1 gesetzt.

5.4.5 Die Deregulation korreliert mit der CTCFL-Expression

Ein Vergleich der Stirke der Deregulation zwischen uninduzierten und induzierten Zellen von
Klon 34 mit der Deregulation zwischen induzierten Zellen von Klon 34 und untransfizierten
NIH3T3-Zellen zeigte, dass mit zunehmender CTCFL-Expression in den meisten Fillen eine
Verstirkung der Deregulation auftrat (Abb. 30). So zeigte sich zwar beim Vergleich der
induzierten mit den uninduzierten Zellen von Klon 34 (linke Séule in Abb. 30) bereits fiir
viele Gene eine Deregulation, diese war jedoch deutlich stirker ausgeprigt wenn die
induzierten Zellen von Klon 34 mit NIH3T3-Zellen verglichen wurden. Aufgrund der
leakyness war in den uninduzierten Zellen von Klon 34 bereits CTCFL enthalten, die
Steigerung der Expression durch Induktion der Zellen erhoht diese Expression zwar deutlich,
die Differenz ist jedoch geringer, als bei einem Vergleich mit den NIH3T3-Zellen, welche
keine messbare CTCFL-Expression aufwiesen. Diese groBere Differenz spiegelt sich in dem
stirkeren Ausmall der Deregulation beim Vergleich der induzierten Zellen mit
NIH3T3-Zellen wieder. Analog dazu zeigte auch ein Vergleich der uniduzierten Zellen von
Klon 34 mit NIH3T3-Zellen bereits eine Deregulation zahlreicher Gene, welche jedoch
schwicher ausfiel als beim Vergleich der NIH3T3-Zellen mit den induzierten Zellen von

Klon 34 (nicht gezeigt). Der Effekt auf die Genexpression war somit deutlich stirker
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ausgepragt, je mehr CTCFL exprimiert wurde. Dies zeigte auch, dass die aufgrund der
leakyness vorhandene CTCFL-Expression bereits zu Effekten auf die Genexpression anderer
Gene fiihrte. Eine weitere Steigerung der CTCFL-Expression hatte in den meisten Féllen
verstarkte Effekte zur Folge und zeigte somit, dass die CTCFL-Expression noch nicht in
einem Sattigungsbereich vorlag, bei welchem eine weitere Erhohung nicht mehr zu

gesteigerten Reaktionen fiihren wiirde.

Log?2 (-fache
Expressionsanderung)

induziert wa NIH3T3

induziert ve uninduziern

Abb. 30: Die Menge von CTCFL Kkorreliert mit der Starke der Deregulation anderer Gene. In der
gezeigten heatmap ist in der linken Spalte die Deregulation von Genen bei einem Vergleich uninduzierter Zellen
von Klon 34 mit induzierten Zellen des Klons dargestellt. Die Deregulation in der rechten Spalte wurde durch
einen Vergleich der Genexpression in induzierten Zellen von Klon 34 mit untransfizierten NIH3T3-Zellen
ermittelt. Verwendet wurden die Daten der deregulierten Gene laut Genexpressionsanalyse.

Fiir eine eingehendere Untersuchung der Korrelation fiir individuelle Gene wurde die relative
Expression von CTCFL vor und nach Induktion in unterschiedlichen Klonen ermittelt. Mit
diesen Daten wurde eine nichtlineare Regression mit dem Programm GraphPad Prism 3.03
fiir die Gene GPR56, LPCAT2, GSTMS, DLK1, AKRICI18, ITFG3, DIO2, HGF und IGF2
durchgefiihrt (Abb. 31). Am stirksten korrelierte die CTCFL-Expression mit der Verdnderung
der Genexpression von ITFG3 (R*=0,8), GPR56 (R*=0,77), AKRICI8 (R*=0,76),
LPCAT2 (R*=0,72) und GSTM5 (R* = 0,71). Fiir die hochregulierten Gene GPR56, GSTM5
und LPCAT?2 ergeben sich dabei ansteigende sigmoidale Kurven, beim herunterregulierten
Gen AKRI1CI18 ergab sich eine fallende sigmoidale Kurve. Bei ITFG3 war eine exponentiell
ansteigende Kurve zu beobachten. Bei allen anderen untersuchten Genen ergaben sich

fallende Kurven, welche auler bei IGF2, ebenfalls einen sigmoidalen Verlauf aufwiesen.
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Abb. 31: Die Expression von CTCFL korreliert mit der Deregulierung der untersuchten Gene. Die
Korrelationsanalyse wurde mit der Software GraphPad Prism 3.03 durchgefiihrt mit der Einstellung "sigmoidale
Kurve" im Menii "nichtlineare Regression", angegebene R>-Werte geben das AusmaB der Korrelation an (1,0
entspricht einer perfekten Korrelation). Zusétzlich zu den Datenpunkten wurde die auf der Korrelationsanalyse
beruhende Trendlinie eingezeichnet. Auf der x-Achse wurde die relative Expression des jeweiligen Gens
aufgetragen, diese wurde gegen die log-transformierte relative Expression von CTCFL geplottet. Die Daten
stammen aus real-time-PCR-Experimenten (siche Abb. 18C, Seite 77) und wurden jeweils gegen B-Actin
normalisiert, anschlieBend wurde der von untransfizierten und ohne Doxycyclin kultivierten NIH3T3-Zellen
ermittelte Wert gleich 1 gesetzt.

5.5 Sowohl CTCF als auch CTCFL binden im Promotorbereich

deregulierter Gene

Fiir ausgewihlte deregulierte Gene sollte mittels Chromatin-Immunoprecipitation untersucht
werden, ob in der Gensequenz oder im Promotorbereich die Bindung von CTCFL und CTCF
nachgewiesen werden kann. Dazu wurden unterschiedliche Antikérper in verschiedenen
Bedingungen getestet, letztendlich ergaben sich fiir CTCFL die besten Ergebnisse mit dem
Antikorper CTCFL6 und fiir CTCF mit dem Antikorper N2.2.

5.5.1 Nachweis der CTCFL- und CTCF-Prazipitation mittels real-time-
PCR

Da iiber die Bindung von CTCFL in NIH3T3 keine Daten existierten, fehlte fiir die

Etablierung der ChIP-Experimente eine geeignete Positivkontrolle. Daher wurden Daten zur
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Bindung von CTCFL in embryonalen Maus-Stammzellen, in welchen CTCFL {iiberexprimiert
wurde, verwendet. Diese wurden von F. Sleutels (Erasmus MC, Rotterdam) zur Verfiigung
gestellt. Anhand des Vergleichs der deregulierten Gene des expression profilings mit den
CTCFL-Bindedaten der embryonalen Stammzellen wurden deregulierte Gene ausgewihlt, in
deren Nidhe in embryonalen Stammzellen eine CTCFL-Bindung vorlag. In einigen Fillen
konnte in der Nidhe deregulierter Gene keine CTCFL-Bindung in embryonalen
Maus-Stammzellen detektiert werden. Unter anderem zdhlte GPR56 dazu, welches in der
Genexpressionsanalyse eine starke Deregulation zeigte. Fiir diese Gene wurden zusétzlich
Daten zur Bindung von CTCF in embryonalen Maus-Stammzellen (Chen et al., 2008)
hinzugezogen. In der Region des Gens GPR56 beispielsweise war zwar keine
CTCFL-Bindestelle (BTS, BORIS-target site, zur besseren Unterscheidung von den
CTCF-Bindestellen wird hier die alte Bezeichnung von CTCFL verwendet), jedoch eine
CTCF-Bindestelle (CTS) bekannt (Abb. 32). Aufgrund der konservierten Zinkfingerregion
bestand die Moglichkeit, dass CTCFL in der Lage ist, diese CTS zu erkennen und dort
ebenfalls zu binden. Im Falle von GPRS56 ergab sich dabei zusétzlich die Frage, welche der
vier in der UCSC-Datenbank vorhandenen Versionen tatsdchlich in Klon 34 exprimiert und
nach Induktion dereguliert wird, da nur im Falle der kurzen Variante die CTS im
Promotorbereich des Gens lokalisiert wire. Mittels Temperaturgradienten-RT-PCR und
spezifischen Oligonukleotidprimern konnte gezeigt werden, dass die beiden langen Versionen
in Klon 34 nicht exprimiert werden (Abb. 32), hingegen die mittellange Version vorhanden
ist. Auf diese Weise konnte jedoch nicht ermittelt werden, ob auch die kurze Version
hergestellt wird, da diese keine spezifische Sequenz aufweist, mit der eine Unterscheidung

von der mittellangen Version mdglich wire.
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Abb. 32: Von GPR56 wurden in Klon 34 nur die mittellange und eventuell die kurze Version der vier in
den UCSC-Datenbanken hinterlegten Versionen exprimiert, wobei im Promotorbereich der kurzen
Variante auch eine aus murinen embryonalen Stammzellen bekannte CTCF-Bindestelle lokalisiert ist.
A. Gezeigt ist ein 37 kb groler Abschnitt von Chromosom 8, in welchem das Gen GPR56 lokalisiert ist. Alle
vier derzeit in den Datenbanken hinterlegten Versionen des Gens sind im unteren Teil eingezeichnet (blau),
zusitzlich sind bekannte humane Proteinvarianten (grau) angegeben. Im mittleren Teil sind die Daten des
CTCF-ChIP-seq (Chen et al., 2008) in murinen embryonalen Stammzellen zu sehen, mit einer CTCF-Bindestelle
(Score: 64) im Promotorbereich der kurzen GPR56-Variante. B. Mittels Gradienten-RT-PCR wurde mit cDNA
von Klon 34 untersucht, welche Versionen von GPR56 exprimiert wurden. Verwendet wurden
Oligonukleotidprimer fiir die lange und die mittlere Version von GPR56. Abbildung teilweise erstellt mit UCSC
Genome Browser.

Fiir die Bindestellen wurden spezifische Oligonukleotidprimer eingesetzt, um zu iiberpriifen,
ob auch in NIH3T3-Zellen an dieser Stelle eine CTCFL-Bindung vorlag. Durch Verwendung
mehrerer potentieller Bindestellen konnten auf diese Weise einige CTCFL-Bindestellen in
NIH3T3-Zellen ermittelt werden, mit deren Hilfe dann das ChIP-Protokoll optimiert werden
konnte. Die stirkste Bindung wurde dabei in der Region des Gens THOC1 beobachtet. Fiir
alle diese potentiellen Bindestellen wurde zusétzlich die Bindung von CTCF untersucht (Abb.
33). Neben der THOC-BTS konnte eine erhohte CTCFL-Prézipitation in induzierten Zellen
von Klon 34 im Vergleich zu untransfizierten NIH3T3 auch an den BTS in der Néhe der Gene
STRAS, GPR56, IFITM3, ABHD6, COL12A1 und DLKI1 ermittelt werden. Eine
CTCF-Bindung konnte hingegen fiir die CTS der Gene STRAS, ABHD6, COL12A1, IFITM3
und GPR56 detektiert werden, wobei die hochste Prazipitation bei GPR56 beobachtet wurde.
Fir CTCF war kein signifikanter Unterschied der Prézipitation an der jeweiligen CTS

zwischen untransfizierten NIH3T3-Zellen und induzierten Zellen von Klon 34 zu erkennen.
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Ein Einfluss der CTCFL-Bindung auf die Bindung von CTCF an derselben Stelle konnte mit
diesen Experimenten nicht belegt werden. Allerdings zeigte die CTCFL-Bindung in der
GPR56-Region, dass CTCFL an der bekannten CTS bindet, obwohl in embryonalen
Maus-Stammzellen an dieser Stelle keine CTCFL-Bindung gezeigt werden konnte. Die
Ergebnisse zeigen, dass nicht alle CTCFL-Bindestellen in Klon 34 auch in embryonalen
Maus-Stammzellen zu finden sind, und umgekehrt auch nicht alle CTCFL-Bindestellen aus
embryonalen Maus-Stammzellen eine CTCFL-Bindung in Klon 34 aufwiesen. Um
unspezifische Bindungen auszuschlieen, wurden Kontrollexperimente mit IgGs anstelle der

spezifischen Antikorper durchgefiihrt.
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Abb. 33: An einigen CTCFL-Bindestellen in embryonalen Maus-Stammzellen bindet CTCFL auch in
induzierten Zellen von Klon 34. Anhand der ChIP-seq-Daten von F. Sleutels (CTCFL in murinen embryonalen
Stammzellen) und der Liste der laut Genexpressionsanalyse in Klon 34 deregulierten Gene wurden einige
potentielle CTCFL-Bindestellen (BTS) ausgewihlt. Mittels Immunopréizipitation wurde neben der
CTCFL-Bindung an diesen Stellen auch eine Bindung von CTCF (CTS) untersucht. Die Bindestellen sind mit
den Abkiirzungen der néchstliegenden Gene bezeichnet. Das verwendete Chromatin wurde von untransfizierten
NIH3T3-Zellen (utr) und induzierten Zellen von Klon 34 (K34) gewonnen. Als Negativkontrollen dienten eine
Region im Amylase-Gen sowie eine 5,5 kb downstream der THOC1-BTS gelegene Region (THOCI ctrl). Die
Auswertung der Bindung erfolgte mittels real-time-PCR  mit Oligonukleotidprimern fiir die
Bindestellen/Kontrollregionen: Amylase, THOC ctrl, CYFIP2, COL12A1, THOC1, DLK1, ABHD6, STRAS,
IFITM3 und GPR56. A. ChIP mit dem CTCF-Antikorper N2.2, zur Kontrolle ist die Prézipitation mit IgGs
gezeigt. Die Reihenfolge der gezeigten CTS/BTS orientiert sich an der Stirke der detektierten Bindung von
CTCF. B. ChIP mit dem CTCFL-Antikérper CTCFL6, zur Kontrolle ist die Prézipitation mit IgGs gezeigt. Die
Reihenfolge orientiert sich an der Stirke der detektierten CTCFL-Bindung.

5.5.2 Uber ChIP-Sequenzierung wurden die CTCF- und
CTCFL-Bindestellen in K34 und NIH3T3-Zellen ermittelt

Anhand der CTCFL-Bindungsdaten aus murinen embryonalen Stammzellen konnte nur
bedingt auf die Bindung von CTCFL in Klon 34 geschlossen werden. Somit war ein

Vergleich der deregulierten Gene in Klon 34 nach Induktion mit den BTS aus embryonalen
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Maus-Stammzellen nicht geeignet, die Deregulation der Gene mit einer Bindung von CTCFL
zu korrelieren. Um die Bindestellen von CTCF als auch CTCFL in untransfizierten
NIH3T3-Zellen und in induzierten Zellen von Klon 34 zu ermitteln, wurde daher eine
Sequenzierung mit dem Material der jeweiligen Chromatin-Immunoprizipitation (ChIP-seq)
durchgefiihrt. Das dazu benutzte Chromatin wurde dazu in ChIP-Experimenten mit den
Antikorpern N2.2 und CTCFL6 verwendet. AnschlieBend erfolgten verschiedene
Experimente zur qualitativen und quantitativen Analyse des préizipitierten Materials. Dabei
wurde sichergestellt, dass mindestens eine etwa 10-fache Anreicherung an spezifischen CTS
bzw. BTS gegeniiber Kontrollregionen vorlag. Im Anschluss daran erfolgte die
Quantifizierung der prézipitierten DNA. Dabei wurden pro ChIP-seq 10 ng DNA bendétigt. In
allen Féllen musste dazu das Material mehrerer Prizipitationen vereinigt und anschlieend
durch Erhitzen auf 65°C eingedampft werden, was erneute Tests der ChIP-Pools notwendig
machte. Es wurden dazu jeweils zwei Bindestellen und zwei Kontrollregionen untersucht
(Abb. 34). Im Falle des CTCF-ChIPs wurden die Bindestellen in den Regionen der Gene
SORCS2 und GPR56 verwendet, an beiden Stellen konnte sowohl bei untransfizierten
NIH3T3 als auch bei Klon 34 eine deutliche Anreicherung gegeniiber den Kontrollregionen
beobachtet werden. Fiir NIH3T3 ergab sich eine 29-fache Anreicherung bei Vergleich der
GPR56-CTS mit der Amylase-Kontrolle und eine 23-fache Anreicherung gegeniiber der
THOCI1-Kontrolle. Im Falle des induzierten Klons 34 lag eine 26-fache (GPR56 gegen
Amylase) bzw. eine 16-fache (GPR56 gegen THOCI-Kontrolle) Anreicherung vor. Die
CTCFL-ChIP zeigte im Falle von NIH3T3-Zellen zwar eine geringe Anreicherung gegeniiber
den Kontrollregionen, die ermittelten Werte waren jedoch sehr niedrig. Fiir Klon 34 wurde
eine 12,4-fache Anreicherung der THOCI1-BTS gegeniiber der THOCI-Kontrollregion
beobachtet. Gegeniiber der Amylase-Kontrollregion war die Anreicherung nicht messbar, da
auch nach 50 Zyklen in der real-time-PCR keine Préazipitation dieser Region detektiert
werden konnte. Somit geniigte das Material in allen Fillen den qualitativen und quantitativen
Anforderungen und wurde zur Sequenzierung verwendet, welche am center for biomics
(Erasmus MC, Rotterdam) von W. van Ijcken durchgefiihrt wurde. Die Auswertung der
Rohdaten erfolgte mit Hilfe von M. Bartkuhn (JLU, GieBBen).
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Abb. 34: Das fur die ChlP-Sequenzierung verwendete Material erfillte alle qualitativen und quantitativen
Anforderungen. Nach Vereinigung und Eindampfen mehrerer ChIP-Proben wurde die Qualitit des Materials
durch Vergleich je zweier Bindestellen mit zwei Kontrollregionen (Amylase und THOC ctrl) iiberpriift. Im Falle
der CTCF-ChIPs wurden die CTS in der Region der Gene SORCS2 und GPRS56 verwendet, fiir den
CTCFL-ChIP diente in beiden Fillen die BTS in der THOC1-Region als Positivkontrolle. Fiir NIH3T3 wurde
zusétzlich die BTS der STRAS8-Region und fiir Klon 34 die BTS in der Region des Gens KLHL24 verwendet.
Die Auswertung erfolgte iiber real-time-PCR, verwendet wurden Oligonukleotidprimer fiir die
Bindestellen / Kontrollregionen: GPR56, Amylase, THOCI ctrl; THOC1, STRAS8, KLHL und SORCS2.

Durch die Sequenzierung der ChIP-Proben konnten knapp 17.000 BTS und knapp 41.000
CTS in Klon 34 ermittelt werden, in den untransfizierten NIH3T3 wurden knapp 46.000 CTS
detektiert. Anhand der stirksten Bindestellen wurde mit MEME (Bailey et al., 2009) fiir beide
Proteine eine ab initio Motivanalyse durchgefiihrt, diese identifizierte ein prominentes
Interaktionsmodul (Abb. 35). Zwischen beiden Sequenzen bestehen nur minimale

Unterschiede.
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Abb. 35: Die Konsensussequenzen der Bindestellen von CTCF und CTCFL in Klon 34 sind einander sehr
ahnlich. Ermittelt wurden die Sequenzen anhand der stirksten Bindestellen, welche im ChIP-Seq fiir das
jeweilige Protein detektiert wurden. Anhand eines vorgegebenen Schwellenwertes wurden dazu fiir CTCF 473
und fiir CTCFL 964 Bindestellen ausgewertet. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die Sequenz von CTCFL
etwas eingeriickt. Die maximal mogliche Konservierung pro Base betrigt 2 bits (Crooks et al., 2004).
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Eine das CTCF-Motiv repriasentierende PSSM (Positionsspezifische scoring-Matrix) wurde
benutzt um genomweit alle Vorkommnisse des Motivs fiir das Mausgenom (mm9) mittels des
Patser-Tools (Hertz and Stormo, 1999) vorherzusagen. Diese Analyse lieferte 463.000 Fille.
28.000 von knapp 41.000 CTCF-Binderegionen {iiberlappten mit einem solchen Motiv (mit
67.466 Motiven innerhalb der 40.000 CTCF-Binderegionen, multiple Bindestellen in vielen
peaks). Von den knapp 17.000 CTCFL-Bindestellen zeigten fast 11.000 die
CTCFL-Konsensussequenz. Um zu iiberpriifen, ob diese Uberlappung signifikant ist, wurden
randomisierte Verteilungen der CTCF- und CTCFL-Binderegionen in je 30.000
Wiederholungen beziiglich ihres Uberlapps mit Motiv-Vorkommnissen analysiert. Dabei
wurde in keiner der Verteilungen ein Grad an Uberlappung gefunden, der so extrem gewesen

wire, wie das tatsdchliche Verhiltnis (Abb. 36). Der empirische p-Wert war gleich 0.
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Abb. 36: Die Uberlappung zwischen den CTCF- und CTCFL-Binderegionen mit dem jeweiligen
Bindemotiv ist signifikant. Simuliert wurden 30.000 randomisierte Verteilungen der CTCF- und
CTCFL-Binderegionen, welche auf ihre Uberlappung mit dem jeweiligen Bindemotiv untersucht wurden. A.
Links: Mittelwert der Anzahl der Uberlappungen der simulierten CTCF-Binderegionen mit
Motiv-Vorkommnissen (blau), Fehlerbalken in den die Simulationen wiederspiegelnden blauen Balken geben
die Standardabweichung an (aufgrund der niedrigen Standardabweichung nur schwer erkennbar). Rot dargestellt
ist die tatsichlich gefundene Anzahl der Uberlappungen. Rechts: Hiufigkeitsverteilung der Ergebnisse der
Simulation (blaue Punkte). Der rote Balken gibt die tatsichlich gefundene Anzahl der Uberlappungen an. B.
Links: Mittelwert der Anzahl der Uberlappungen der simulierten CTCFL-Binderegionen mit
Motiv-Vorkommnissen (blau), Fehlerbalken geben die Standardabweichung an (aufgrund der niedrigen
Standardabweichung nur schwer erkennbar). Rot dargestellt ist die tatsdchlich gefundene Anzahl der
Uberlappungen. Rechts: Hiufigkeitsverteilung der Ergebnisse der Simulation (blaue Punkte). Der rote Balken
gibt die tatsichlich gefundene Anzahl der Uberlappungen an.
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Die genomweite Verteilung der ermittelten CTCF- und CTCFL-Bindestellen in Klon 34 und
in untransfizierten NIH3T3-Zellen wurde darauf untersucht, ob in bestimmten Regionen
(Introns, Exons, intergenische Bereiche, TES (transcriptional end sites), TSS (transcriptional
start sites) und upstream-Bereiche der TSS (TSS +/- 1.000 bp)) eine Anreicherung der
Bindestellen zu beobachten ist (Abb. 37A). Im Vergleich zur allgemeinen Haufigkeit
bestimmter Regionen im Maus-Genom konnte beobachtet werden, dass die Bindestellen der
beiden Proteine eine starke Anreicherung in Exons, TESs, TSSs und in upstream-Bereichen
der TSSs zeigen. Die Verteilung der CTCF-Bindestellen auf diese Bereiche zeigte kaum
Unterschiede zwischen Klon 34 und untransfizierten NIH3T3-Zellen. Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass die Anreicherung in den genannten Regionen im Falle von CTCFL
stairker ausgeprdgt war als bei CTCF. Deutlich unterreprisentiert waren Bindestellen in

intergenischen Bereichen.
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Abb. 37: CTCF und CTCFL Bindestellen sind stark angereichert in Gen-assoziierten Bereichen und
Uberlappen deutlich untereinander und mit H3K4me3. A. Verteilung der Bindestellen von CTCF und
CTCFL im Genom. Der Anteil der unterschiedlichen Bereiche am Genom sind in der rechten Séule angegeben.
Links von dieser Saule ist die tatsidchliche Verteilung der detektierten Bindestellen fiir CTCF (CTS) und CTCFL
(BTS) in den drei fiir die ChIP-Sequenzierung verwendeten Proben in den unterschiedlichen Bereichen
dargestellt. TSS = transcriptional start site; TSS upstream = TSS - 1.000 bp, TES = transcriptional end site. B.
Clustering (K-means-clustering) der 68.000 Bindestellen von CTCF mit den Bindestellen von CTCFL in
Klon 34 und untransfizierten NIH3T3-Zellen sowie mit Daten zur Trimethylierung von H3K4 in
NIH3T3L1-Zellen (Mikkelsen et al., 2007) anhand der Stérke der Bindung. Die Spalten wurden zentriert auf das
peak-Zentrum (PZ), berlicksichtigt wurden je 3 kb up- und downstream des PC.
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Nach Gruppen-Bildung (clustering) der Bindestellen mit Daten zur Trimethylierung von
H3K4 in NIH3T3L1-Zellen (Mikkelsen et al., 2007) konnte beobachtet werden, dass der
Grofteil starker BTS auch eine starke Bindung von CTCF aufwies (Abb. 37B). Umgekehrt
zeigten aber nicht alle starken CTCF-Bindestellen eine Bindung von CTCFL. Zusétzlich
konnten an starken CTCFL-Bindestellen, an denen auch CTCF bindet, starke Signale fiir
trimethyliertes H3K4 beobachtet werden. Solche Signale waren jedoch an starken
CTCF-Bindestellen, welche keine CTCFL-Bindung zeigten, nicht zu sehen. Der Vergleich
der CTCF-Bindestellen in Klon 34 und untransfizierten NIH3T3-Zellen zeigte nur geringe
Unterschiede. Lag in Klon 34 eine starke CTCFL-Bindestelle vor, welche zusitzlich Signale
fiir H3K4me3 aufwies (oberstes cluster Abb. 37B) konnte cine geringe Abnahme der
CTCF-Bindung detektiert werden.
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Abb. 38: Die Bindung von CTCFL im Promotorbereich des Gens DIEXF fuhrt zu einer verringerten
Bindung von CTCF. Gezeigt ist der Genbereich von DIEXF, Exons sind in blau angegeben, der translatierte
Bereich ist in dunkelblau, untranslatierte Bereiche in hellblau eingezeichnet. Darunter sind die Bindeprofile von
CTCF und CTCFL in Klon 34 und in untransfizierten NIH3T3-Zellen angegeben. Gezeigt sind aulerdem die
Bindeprofile von CTCF (Chen et al., 2008) in murinen embryonalen Stammzellen sowie ein H3K4me3-Profil
aus NIH3T3L1-Zellen (Mikkelsen et al., 2007). mES = murine embryonale Stammzellen.
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Ein Beispiel fiir ein Gen, in dessen Promotorbereich eine Verringerung der CTCF-Bindung
nach Induktion der CTCFL-Expression zu beobachten war, ist DIEXF (Abb. 38). In
NIH3T3-Zellen war aufgrund der fehlenden Expression keine Bindung von CTCFL zu
beobachten, in Material aus induziertem Klon 34 hingegen schon. Dies wies erneut auf die
Spezifitit der erhaltenen Signale und auf die Verwendbarkeit des Antikorpers CTCFL6 fiir
ChIP-Experimente hin. An der CTCFL-Bindestelle konnte in untransfizierten NIH3T3-Zellen
eine CTCF-Bindung beobachtet werden. Im induzierten Klon 34 fillt das Signal fiir die
CTCF-Bindung jedoch schwicher aus. Die Qualitit der in der ChIP-Sequenzierung erhaltenen

Profile wurde durch Vergleich mit bekannten Bindedaten von CTCF in murinen embryonalen
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Stammzellen (Chen et al., 2008), belegt. In dem Datensatz erfolgte die Bindung des Proteins
an der in NIH3T3-Zellen beobachteten Bindestelle. Der zusitzliche Vergleich mit den
H3K4me3-Daten (Mikkelsen et al., 2007) zeigte, dass die Bindestelle tatsichlich im
Promotorbereich des Gens vorlag und es sich um einen aktiven Promotor handelt.

Ein Vergleich der unter 5.4.1 identifizierten deregulierten Gene mit den CTCFL-Bindestellen
zeigte, dass die Hilfte der deregulierten Gene als néchstgelegenes Gen einer
CTCFL-Bindestelle identifiziert wurden (Abb. 39). Fiir die Analyse wurden Gene verwendet,
welche bei der Genexpressionsanalyse eine mehr als 1,5 fache Deregulierung und gleichzeitig
einen p-Wert unter 0,05 zeigten. Die detektierten Bindestellen wurden dem néchstgelegenen
Gen zugeordnet und mit der Liste der deregulierten Gene verglichen, wobei multiple
Bindestellen (unterschiedliche Bindestellen, jedoch demselben Gen zugeordnet), nur einmalig

berticksichtigt wurden.

deregulierte
Gene BTS

675 ) 9230

Abb. 39: Knapp die Halfte der deregulierten Gene wurden als né&chstgelegenes Gen zu einer
CTCFL-Bindestelle identifiziert. Fir die Gruppe der CTCFL-Bindestellen (BTS) wurden 9.905 sites
verwendet, wobei multiple peaks in der gleichen Region unberiicksichtigt blieben. Deregulierte Gene wurden
definiert als Gene mit mehr als 1,5 facher Deregulierung und einem p-Wert unter 0,05 (laut
Genexpressionsanalyse). Diagramm erstellt mit der Software GeneVenn.

Fiir mehr als die Halfte der deregulierten Gene erscheint es somit moglich, dass die nach der
CTCFL-Induktion beobachtete und in verschiedenen individuellen Experimenten belegte
Verdnderung der Genexpression direkt durch die Bindung von CTCFL im Gen oder in
gennahen Bereichen ausgelost wurde, entweder als direkte Folge von CTCFL oder indirekt

durch Verdrangung von CTCF an diesen Bindestellen.
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6 Diskussion

CTCFL hat sich aus einer Duplikation des Gens CTCF entwickelt und beide weisen eine
nahezu identische zentrale 11-Zinkfinger-Region auf, welche fiir die Bindung beider Faktoren
an DNA verantwortlich ist. Aufgrund abweichender N- und C-Termini zwischen beiden
Proteinen wird daher vermutet, dass sie zwar an dieselben DNA-Sequenzen binden, jedoch
dort, beispielsweise durch Rekrutierung unterschiedlicher Co-Faktoren, unterschiedliche und
eventuell sogar gegensitzliche Funktionen ausiiben (Sun et al., 2008). Anfanglich trat
aufgrund der Sequenzgleichheit direkt nach der Duplikation keine Kompetition der beiden
Proteine um die Bindestellen auf und somit auch keine negativen Auswirkungen. Die
evolutive Verdnderung der CTCFL-Sequenz und damit vermutlich auch der Funktionen von
CTCFL diirfte jedoch zunehmend zur Notwendigkeit gefiihrt haben, die Bindung von CTCF
und CTCFL an dieselben Bindestellen zu verhindern oder zu regulieren. Die rdumliche
Trennung der Expression von CTCF und CTCFL konnte eine Konsequenz aus der
Konkurrenz der beiden Proteine sein. CTCF wird in praktisch allen somatischen Zellen
exprimiert, jedoch nicht in primdren Spermatocyten, wohingegen eine Expression von
CTCFL nur in diesen Zellen zu finden ist und nicht in somatischen Geweben. Diese Trennung
ging evolutiv einher mit der zunehmenden Verdnderung der CTCFL-Sequenz (Hore et al.,
2008). Zusitzlich kann CTCFL an methylierte und unmethylierte DNA-Sequenzen binden,
CTCF jedoch nur an unmethylierte. Da die Bindung von CTCFL an unmethylierte DNA
weniger stark ist als an methylierte, wird vermutet, CTCF verdringe CTCFL von den
unmethylierten Bindestellen, wodurch die wichtigsten Bindestellen im Falle von CTCFL die
methylierten Bindestellen darstellen sollten (Nguyen et al., 2008b). Damit wiirden ungewollte
Auswirkungen einer Konkurrenz zwischen CTCF und CTCFL weiter verringert.

Trotz der rdumlichen Trennung der Expression beider Proteine treten in Form von Tumoren
Félle auf, in denen beide gleichzeitig im selben Zelltyp / Gewebe exprimiert werden. In
diesen kommt es zu einer in somatischem Gewebe normalerweise nicht stattfindenden
Konkurrenz der beiden Proteine um die Bindestellen. Es gibt einige Hinweise darauf, dass die
Expression von CTCFL einen wichtigen Schritt bei der Entstehung von Tumoren darstellen
konnte. CTCF wird eine eher reprimierende Funktion bezogen auf die Expression von
Ziel-Genen sowie zusitzlich eine Rolle als Tumor-Suppressor zugeschrieben, wohingegen
CTCFL als aktivierend z.B. auf das anti-apoptische Gen BAG1 beschrieben wird und eine
Amplifikation der CTCFL-kodierenden Region 20q13.2 hédufig mit Tumoren assoziiert ist
(Chen et al., 1998; Renkvist et al., 2001). CTCFL wird somit als mdgliches Onkogen gesehen,
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wobei speziell die Kompetition mit CTCF an bestimmten Bindestellen als moglicher Ausldser
von Krebs angesehen wird. So konnte CTCFL beispielsweise durch Verdrangung von CTCF
und Unterbindung seiner Funktionen zu einer Derepression anderer Onkogene wie
beispielsweise C-MYC fiihren (Klenova et al., 2002; Recillas-Targa et al., 20006).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, CTCFL in Zelllinien zu exprimieren, welche keine
endogene CTCFL-Expression aufweisen, wobei die Expression von exogenem CTCFL {iber
ein tet-off-System regulierbar sein sollte. Der Einfluss der CTCFL-Expression auf die globale
Genexpression sollte zeigen, welche Gene durch CTCFL dereguliert werden. Uber
verschiedene Wachstumsanalysen (Wachstumskurven, colony formation assay) wurde
iiberpriift, ob die Expression von CTCFL bzw. die daraus resultierende Deregulierung anderer
Gene einen Hinweis auf eine transformierende Wirkung von CTCFL ergibt. Weiterhin sollte
die Identifizierung von CTCFL- und CTCF-Bindestellen in den Zelllinien zeigen, ob beide
Proteine tatsdchlich an denselben Sequenzen um eine Bindung konkurrieren und ob es
Bindestellen gibt, welche nur von CTCF bzw. nur von CTCFL besetzt werden. Letztendlich
steht iiber all dem die Frage, welche Folgen durch eine gleichzeitige Expression von CTCF
und CTCFL auftreten und welche Auswirkungen die Bindung von CTCFL auf

molekularbiologischer Ebene an den entsprechenden Bindestellen hat.

6.1 Klonierung verschiedener CTCFL-Vektoren

Zwar sind eine Reihe kommerziell erhiltlicher CTCFL-Antikorper verfligbar, diese sind
jedoch alle gegen humanes CTCFL gerichtet. Eine Detektion von Maus-CTCFL wird zwar
vom jeweiligen Hersteller nicht ausgeschlossen, wurde jedoch in keinem Falle belegt.
Aufgrund der Unterschiede zwischen den N- und C-Termini des Proteins in beiden Spezies
(Hore et al., 2008) erschien ein Nachweis von mCTCFL mit diesen Antikdrpern
unwahrscheinlich. Zusitzlich scheinen zumindest die gegen Anfang der vorliegenden Arbeit
verfligbaren gegen CTCFL gerichteten Antikorper generell schwierig in der Handhabung zu
sein (Woloszynska-Read et al., 2007). So gelingt es selbst in humanen Zelllinien, in denen
eine Expression von CTCFL bekannt ist (z.B. K562), nicht immer, CTCFL-Protein mit diesen
Antikorpern nachzuweisen. Um in den stabil transfizierten Zellen dennoch einen sicheren
Nachweis von iiberexprimiertem CTCFL zu erméglichen, wurde N-terminal ein FLAG-tag
bzw. HA-tag angefligt. Zusitzlich wurden von F. Sleutels (Erasmus MC, Rotterdam)
freundlicherweise vier Antikérper zur Verfiigung gestellt, welche spezifisch gegen
Maus-CTCFL ausgerichtet sein sollten. Von diesen konnte mit dem Antikorper CTCFL6 nach

transienten Transfektionen in Western Blot Experimenten sowie nach in-vitro-Translation
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CTCFL spezifisch nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass bei Verwendung von
Proteinextrakt aus NIH3T3-Zellen mit diesem Antikdrper auch eine unspezifische Bande
detektiert wurde, welche im Polyacrylamid-Gel eine dhnliche Wanderungsgeschwindigkeit
aufweist. Eine eindeutige Trennung der Nebenbande und der CTCFL-Bande gelang dabei
nicht immer und erforderte lange Laufzeiten. Fiir Western Blots wurde daher der gegen den
FLAG-tag gerichtete Antikorper verwendet. Mit diesem war ein eindeutiger Nachweis von
CTCFL-Protein moglich.

Um auch einen zeitlichen Aspekt der moglichen Deregulation von Genen untersuchen zu
kénnen, wurde ein tet-off-System fiir die Uberexpression von CTCFL verwendet. Gegeniiber
einem tet-on-System liegt ein groBer Vorteil darin, dass das fiir die Zellkultur verwendete
FCS teilweise Spuren von Tetracyclin oder Doxycyclin enthalten kann und somit zu einer
unerwiinschten Aktivierung der CTCFL-Expression fiihren wiirde (Clontech, 2003).
Zuséitzlich wurde ein Vektor mit einem bidirektionalen Promotor verwendet, welcher
gleichzeitig zur Expression von FLAG-CTCFL und eGFP fiihren sollte. Dadurch sollte die
Identifizierung FLAG-CTCFL exprimierender Klone indirekt {iber einen mikroskopischen
Nachweis von eGFP erleichtert werden. Es zeigte sich dabei allerdings, dass nicht alle Klone,
in denen eGFP nachgewiesen werden konnte, tatsdchlich auch FLAG-CTCFL exprimierten
(Tab. 11, S. 142). Spétere Versuche mit dem gleichen System, jedoch in humanen Zelllinien,
welche von P. Bergmaier (JLU GieBen) durchgefiihrt wurden, zeigten Ahnliches. Zusétzlich
wurde dabei auch beobachtet, dass FLAG-CTCFL exprimierende Klone in einigen Féllen
keine Expression von eGFP zeigten. Dies ldsst vermuten, dass eine Reihe stabiler Klone
aufgrund fehlender eGFP-Expression aussortiert wurden, welche moglicherweise eine
FLAG-CTCFL Expression gezeigt hitten. Das konnte teilweise die geringe Zahl von 14
FLAG-CTCFL exprimierenden Klonen erkldren, welche nach Charakterisierung von 100
stabilen Zellklonen von NIH3T3 identifiziert werden konnten. Ebenso trifft dies wohl auf den
einzelnen Klon in HEK293-T-Zellen zu. Bei der Selektion von stabilen Klonen
hdmatopoetischer Zelllinien wurde dieses Problem dann beriicksichtigt und alle stabilen
Klone wurden neben der mikroskopischen Untersuchung auch iiber RT-PCR charakterisiert.
Es wird beschrieben, dass CTCF die Expression von CTCFL hemmt, wohingegen CTCFL zu
einer Aktivierung des eigenen Promotors fiihren kann (Renaud et al., 2007; Vatolin et al.,
2005; Woloszynska-Read et al., 2007). Daher erschien es sinnvoll, in spiateren Experimenten
eine Unterscheidung zwischen endogenem und exogenem CTCFL zu erméglichen. Zu diesem
Zweck wurde eine zusitzliche Schnittstelle in die DNA-Sequenz von endogenem CTCFL

eingefiigt, welche jedoch die Aminosduresequenz und somit die Funktionalitit des Proteins
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nicht beeinflusst. Uber entsprechende Restriktionsendonuklease-Verdau-Ansitze (nicht
gezeigt) konnte nachgewiesen werden, dass die Schnittstelle vorhanden ist und auch
geschnitten wird. Zusédtzlich ist aufgrund der abweichenden Basen auch eine direkte
Detektion mit Oligonukleotidprimern moglich (nicht gezeigt), deren letzte Base an den

verdnderten Stellen der CTCFL-Sequenz hybridisiert.

6.2 Expression von CTCFL in hamatopoetischen Zellen nach
transienter Expression

Bisher ist iiber eine Expression von CTCFL in an Leukémie erkrankten Patienten noch nichts
bekannt (Martin-Kleiner, 2011). Allerdings kann in leukdmischen Zelllinien eine schwache
bis starke Expression von CTCFL beobachtet werden, wobei eine hohe Expression in
unmethylierten Zelllinien detektiert wurde (Renaud et al., 2007). Um den Einfluss von
CTCFL auf hamatopoetische Zellen zu untersuchen, sollten daher entsprechende Zelllinien
von Maus und Mensch stabil mit CTCFL transfiziert werden. Dazu wurden die Zelllinien
RMB-3 (Maus) und THP-1 (Mensch) verwendet, wobei fiir beide Zelllinien zuvor
nachgewiesen wurde, dass CTCFL nicht endogen exprimiert wird. In beiden Féllen handelt es
sich um Suspensionszellen, welche mit den meisten Transfektionsmethoden nicht oder nur
sehr schlecht zu transfizieren sind. Als beste Methode gilt in beiden Féllen der Transfer
mittels Elektroporation bzw. Nukleofektion. Da RMB-3 nur selten in publizierten Arbeiten
verwendet wurde, waren keine Literaturangaben zu geeigneten Bedingungen verfiigbar. Im
Falle von THP-1 hingegen existieren beispielsweise beziiglich der Nukleofektion detaillierte,
zelltypspezifische Protokolle (Amaxa, 2009). Fiir RMB-3 wurde daher nach Angaben des
Herstellers versucht, die geeigneten Nukleofektionsbedingungen zu ermitteln (Lonza Cologne
AG, 2009). Zusitzlich wurde fiir beide Zelllinien versucht, anhand einer Basis-Anleitung die
geeigneten Bedingungen fiir eine Elektropoartion zu ermitteln (Eppendorf, 2006). In allen
Féllen zeigte sich jedoch, dass ein Grofiteil der Zellen durch Propidiumiodid angefarbt wurde
und demnach die Transfektion nicht {iberlebte. Die {iberlebenden Zellen zeigten zwar fast alle
ein eGFP-Signal, jedoch konnte selbst mit konditioniertem Medium kein stabil transfizierter
Klon etabliert werden, welcher eine CTCFL-Expression zeigt. Allerdings konnte fiir THP-1
gezeigt werden, dass in transient transfizierten Zellen CTCFL-mRNA nachzuweisen ist.
Weiterhin sind zumindest fiir THP-1 eine Reihe stabil transfizierter Klone publiziert worden,
es besteht somit kein generelles Problem bei der Etablierung stabiler Klone. Daher wurde
versucht, unter Mithilfe der Arbeitsgruppe von M. Rehli (Universititsklinikum Regensburg),

welche tiber Erfahrungen bei der Transfektion von THP-1 mittels Nukleofektion verfiigt,
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THP-1 Klone mit regulierbarer CTCFL-Expression zu selektieren. Auch daraus gingen keine
CTCFL-exprimierenden Klone hervor. Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass das Fehlen
stabiler Klone auf einer fehlerhaften Durchfiihrung der Transfektion beruht. Mdglicherweise
fiihrt die Expression von CTCFL in den verwendeten Zelllinien nach kurzer Zeit zum
Absterben der Zellen. So konnte nach transienten Transfektionen CTCFL zwar nachgewiesen
werden, jedoch in keinem der wenigen Puromycin-resistenten Klone, welche aus der
Selektion hervorgingen. Letztere beweisen, dass die verwendeten Zellen durchaus stabil
transfiziert werden konnen, in diesem Falle musste zumindest die auf pTA-N kodierte
Puromycin-Resistenz aufgenommen worden sein. Ein eindeutiger Nachweis einer toxischen

Wirkung von CTCFL auf RMB-3- und THP-1-Zellen liegt jedoch nicht vor.

6.3 CTCFL mRNA aber kein Protein in HEK 293-T Klon 21

Im Gegensatz zu THP-1 konnte nach transienten Transfektionen in HEK 293-T-Zellen nicht
nur CTCFL-mRNA, sondern auch CTCFL-Protein nachgewiesen werden. Nach der Selektion
mit Puromycin konnten einige Puromycin-resistente Klone etabliert werden, jedoch zeigten
nur wenige dieser Klone eine mikroskopisch nachweisbare Expression von eGFP, wie sie
aufgrund des bidirektionalen Promotors des Vektors pBI-eGFP-FLAG-hCTCFL erwartet
wurde. Da zu dieser Zeit noch nicht bekannt war, dass ein grofer Teil CTCFL-exprimierender
Klone trotz des bidirektionalen Promotors keine eGFP-Expression zeigt (siehe 6.1), wurden
diese Klone nicht weiter verwendet. Somit blieb nur ein Klon, welcher neben einem
eGFP-Signal auch eine Expression von CTCFL zeigte. In diesem konnte CTCFL jedoch nur
auf Ebene der mRNA detektiert werden, der Nachweis von CTCFL-Protein mittels Western
Blot gelang nicht. Eine weitere Charakterisierung, beispielsweise iiber Wachstumskurven,
wurde deshalb nicht durchgefiihrt. Da jedoch nach transienten Transfektionen Protein
detektiert wurde, sollte prinzipiell auch der Nachweis in stabilen Klonen moglich sein. Da die
verwendeten Antikorper, wie bereits erwdhnt, nur unzureichend zur Detektion von CTCFL
geeignet sind, konnte durchaus CTCFL-Protein in diesem Klon vorhanden sein, jedoch in
niedrigen Konzentrationen, welche nicht mehr nachgewiesen werden konnen. Eine
Verdopplung der fiir den Western Blot verwendeten Proteinmenge fiihrte allerdings auch
nicht zur Detektion einer spezifischen Bande. Nachdem durch P. Bergmaier der Nachweis
von CTCFL-Protein in K562-Zellen gelang (personliche Mitteilung), in welchen in
zahlreichen friiheren Versuchen ebenfalls keine Detektion moglich war, konnte ein erneuter
Test mit den entsprechenden gednderten Western Blot Bedingungen doch noch zu einem

Nachweis von CTCFL-Protein in diesem Klon fithren. Diese Versuche sind jedoch zum
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jetzigen Zeitpunkt noch nicht abgeschlossen, so dass davon auszugehen ist, dass die im Klon
gebildete CTCFL-mRNA nicht zur Bildung des entsprechenden Proteins fiihrt oder dieses
abgebaut wird bevor messbare Konzentrationen erreicht werden. Weiterhin ist zu erwéihnen,
dass eventuell nur eine degradierte Form von CTCFL in die Zellen eingebaut wurde, da bei
Verwendung des Vektors in HeLa-Zellen in allen daraus hervorgehenden Klonen CTCFL
ebenfalls nur als mRNA nachgewiesen werden konnte (P. Bergmaier, personliche Mitteilung).
In diesen Féllen fiihrte eine genauere Untersuchung zu dem Ergebnis, dass in beiden Fillen
die vorliegende mRNA nur einen Teil der CTCFL-Sequenz darstellte. Eine verkiirzte
mRNA-Sequenz konnte auch im HEK 293-T-Klon 21 vorliegen, dies wurde bisher nicht
untersucht. Da neben THP-1-Zellen bisher weder in HEK 293-T-Zellen noch in HeLa-Zellen
Klone etabliert werden konnten, welche eine Expression von CTCFL in voller Lénge auf
Proteinebene aufweisen, muss zumindest die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass
eine solche Expression zum Absterben der Zellen fiihrt. Der Einbau verkiirzter
CTCFL-Sequenzen hingegen konnte zu funktionell unwirksamen CTCFL-Varianten fiihren,

welche nicht das Absterben der Zellen zur Folge haben.

6.4 Induzierbare CTCFL-Expression in NIH3T3-Zellen

Im Gegensatz zu allen anderen verwendeten Zelllinien konnte in aus NIH3T3-Zellen
hervorgehenden Klonen neben CTCFL-mRNA auch CTCFL-Protein nachgewiesen werden.
Die aus der Selektion hervorgegangen Klone zeigten in allen Fillen eine Induzierbarkeit der
Expression durch Entnahme von Doxycyclin aus dem Zellkulturmedium. Da zum Zeitpunkt
der Selektion der Klone noch nicht bekannt war, dass in vielen Fillen eine fehlende
eGFP-Expression nicht zwangsldufig mit einer fehlenden CTCFL-Expression einhergeht,
wurden nur eGFP-exprimierende Klone weiter charakterisiert. Dadurch wurde vermutlich nur
eine geringe Zahl der tatsichlichen CTCFL-exprimierenden Klone weiter kultiviert. Die
selektierten Klone zeigen allerdings aufgrund dieser Tatsache auch alle eine gleichzeitige
eGFP-Expression, welche Western-Blot-Kontrollen mit einem GFP-Antikorper sowie vor
wichtigen Experimenten eine direkte Kontrolle der Induktion iiber Fluoreszenzmikroskopie
ermoglichte. Wie bereits vom Hersteller beschrieben zeigten die verschiedenen Klone jedoch
Unterschiede sowohl bei der Stiarke der Induktion, als auch bei der leakyness und der relativen
Stirke der CTCFL-Expression. In Klon 60 wurde beispielsweise eine relativ hohe Expression
beobachtet, jedoch auch eine hohe leakyness des tet-off-Systems. Dies bot jedoch auch die
Moglichkeit, unterschiedliche Expressionslevel von CTCFL zu untersuchen und die Effekte

der Induktion mit der Menge an CTCFL zu korrelieren. Fiir die meisten weitergehenden
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Untersuchungen wurde Klon 34 verwendet. Dieser zeichnete sich durch eine Kombination aus
relativ. hoher CTCFL-Expression bei gleichzeitig starker Induktion (und damit

zusammenhéngender geringer leakyness) aus.

6.4.1 CTCFL hat keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen

Aufgrund der Vermutung, dass CTCFL im Gegensatz zu CTCF ein potentielles Onkogen
darstellt (Martin-Kleiner, 2011), wurde untersucht, ob die Expression von CTCFL in
NIH3T3-Zellen zu einer Verdnderung des Wachstums der Zellen fiihrt. In Experimenten zur
Ermittlung der Teilungsrate (einfache Wachstumskurven) konnte bei keinem der untersuchten
Klone ein Unterschied zwischen induzierten und uninduzierten Zellen beobachtet werden. Die
Expression von CTCFL fiihrte somit nicht zu einer gesteigerten Teilungsrate, eine
transformierende Wirkung von CTCFL konnte nicht gezeigt werden. Die verschiedenen
Klone zeigten allerdings unterschiedliche Teilungsraten, welche teilweise iiber, teilweise
unter der Teilungsrate von untransfizierten NIH3T3-Zellen lagen. Da es sich dabei jedoch um
klonale Effekte handelt, konnte der Ort der Integration von CTCFL im Genom dabei eine
entscheidende Rolle spielen.

Eine weitere FEigenschaft von transformierten Zellen ist das Anheftungs-unabhéngige
Wachstum (anchorage independent growth). Daher wurden die NIH3T3-Klone in einem
sogenannten colony formation assay darauf untersucht, ob die Induktion der
CTCFL-Expression zu einer erhdhten Zahl an Kolonien im Assay fiihrt. Die Bildung von
Kolonien ist dabei nur moglich, wenn sich die Zellen auch ohne die Anheftung an die
Zellkulturplatte teilen konnen. Wie die Ergebnisse zeigen, wurde auch bei untransfizierten
Zellen eine grofle Anzahl an Kolonien beobachtet. Eine morphologische Begutachtung der
Zellen weist jedoch nicht darauf hin, dass es sich nicht um NIH3T3-Zellen handelt. Denkbar
wire allerdings, dass aufgrund der langfristigen Verwendung der Zellen weitere, von den
urspriinglich etablierten NIH3T3-Zellen abweichende Mutationen entstanden sind, welche die
Zellen zum Anheftungs-unabhéngigen Wachstum beféhigen. Zur eindeutigen Beurteilung des
Assays miissten daher NIH3T3-Vergleichszellen anderer Labore oder direkt von ATCC
verwendet werden. Da die etablierten Klone jedoch aus den im Labor verwendeten Zellen
hervorgingen, kann die Bildung von Kolonien im Assay nicht direkt auf die Expression von
CTCFL zuriickgefiihrt werden. Diese Eigenschaft konnte durchaus auf den bereits in den
Ausgangszellen bestehenden Eigenschaften beruhen. Dennoch sollte eine Induktion der
CTCFL-Expression, sofern sie einen Effekt auf diese Eigenschaft hat, innerhalb eines Klons
zu einer Verdnderung der Kolonienzahl fithren. Betrachtet man die Zahl der Kolonien in den

verschiedenen Klonen, kann jedoch keine klare Aussage getroffen werden, ob CTCFL zu
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mehr oder zu weniger Kolonien fiihrt. So ist in einigen Klonen (Klone 39 und 53) sowie in
untransfizierten NIH3T3-Zellen keine signifikante Anderung der Kolonienzahl zu
beobachten. In vier Klonen (11, 51, 60 und 95) ist eine deutliche Erhéhung der Kolonienzahl
nach Induktion der CTCFL-Expression zu beobachten, aber in praktisch der gleichen Zahl
von Klonen (Klone 17, 34, 48, 57 und 62) ist eine Verringerung zu sehen. Auch bei dieser
Wachstums-Analyse fillt auf, dass die Unterschiede zwischen den Klonen sehr grof3 sind. So
wurden bei Klon 34 sowohl induziert als auch uninduziert nur sehr wenige (teilweise weniger
als 10) Kolonien gezihlt, wohingegen in untransfizierten NIH3T3 iiber 500 Kolonien und in

Klon 95 tiber 800 Kolonien beobachtet werden konnten.

6.4.2 Zeitlicher Verlauf der CTCFL-Induktion in Klon 34

Fiir weitergehende Experimente war es erforderlich, die Kinetik der Induktion zu ermitteln.
Dazu wurden sowohl RNA- als auch Proteinextrakte auf die Induktion der
CTCFL-Expression untersucht. Dabei zeigte sich neben der bereits erwédhnten leakyness, dass
bereits nach 24 h ohne Doxycyclin ein Anstieg der CTCFL-mRNA als auch von
CTCFL-Protein zu beobachten war. Bereits nach zwei Tagen konnte das Maximum der
Expression beobachtet werden. In den darauf folgenden Tagen nahm die Expression wieder
ab und schien sich auf ein etwas niedrigeres Niveau einzupendeln.

Es wird deutlich, dass die Menge an CTCFL-Protein sich zeitlich dhnlich verhilt wie die
Menge der mRNA. Dies ldsst vermuten, dass die Bildung des Proteins nach Entstehung der
mRNA sehr rasch erfolgt, jedoch auch der Abbau des Proteins. Die gleichzeitige Abnahme
von mRNA und Protein ldsst einen raschen Abbau des Proteins vermuten und somit eine sehr
enge Regulierung von CTCFL.

Fiir die folgenden Experimente wurde meist RNA oder Protein nach vier Tagen Induktion
gewonnen. Zu dieser Zeit pendelte sich die Expression von CTCFL ein und auch die durch
CTCFL ausgelosten Effekte sollten nach dieser Zeit bereits sichtbar sein. Mit der Ermittlung
der Zeitkinetik der Induktion konnte aulerdem gezeigt werden, dass fehlende Effekte bei den
Wachstumskurvenanalysen nicht auf eine fehlende CTCFL-Expression zuriickzufiihren sind.
Die Dauer aller durchgefiihrten Wachstumsanalysen {iberstieg deutlich die Dauer der
Induktion, welche fiir eine maximale CTCFL-Expression ndtig war. Zusitzlich zeigte die
Zeitkinetik, dass auch nach ldngerer Dauer der Induktion (sieben Tage) noch eine Expression
von CTCFL auf hohem Niveau vorhanden ist. Uber zusitzliche Langzeitexperimente konnte
auBerdem gezeigt werden, dass auch nach acht Wochen ohne Doxycyclin noch immer eine

CTCFL-Expression nachweisbar ist. Letzteres war speziell fiir den colony formation assay
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von Bedeutung, da bei diesem die Zellen {iber einen Zeitraum von mehreren Wochen

kultiviert werden mussten.

6.4.3 CTCFL fuhrt zur Deregulation zahlreicher Gene

Da phinologisch keine Effekte der CTCFL-Expression auf die ZellgroBe oder -form
beobachtet wurden und auch in den Wachstumsanalysen keine Unterschiede zwischen
induzierten und uninduzierten Zellen zu erkennen waren, wurde eine genomweite
Genexpressionsanalyse mit RNA von induzierten und uninduzierten Zellen des Klons 34
sowie von untransfizierten NIH3T3-Zellen durchgefiihrt. Dabei konnten eine Reihe von
Genen ermittelt werden, welche bei Klon 34 nach Induktion der CTCFL-Expression im
Vergleich zu uninduzierten Zellen eine signifikante Verdnderung der Genexpression zeigten
(Abb. 30, S. 92). Die Zahl der deregulierten Gene erhohte sich zusétzlich bei einem Vergleich
induzierter Zellen von Klon 34 mit untransfizierten NIH3T3-Zellen. Eine genauere Analyse
zeigte dann, dass einige deregulierte Gene nur eine signifikante Anderung im Vergleich zu
den NIH3T3-Zellen zeigten. Dies konnte auf der leakyness des tet-off-Systems beruhen. Gene,
welche zwischen uninduzierten und induzierten Zellen keinen Unterschied zeigen, wohl aber
zu NIH3T3-Zellen, konnten bereits durch die geringen Mengen von CTCFL, welches durch
die leakyness in uninduzierten Zellen bereits vorhanden ist, dereguliert werden. Liegt fiir
diese Gene bereits ein gesittigter Zustand vor, so fiihrt eine weitere Erhohung der
CTCFL-Menge durch Induktion der Zellen zu keinem zusitzlichen Effekt mehr. Fiir andere
deregulierte Gene liegt der ndtige CTCFL-Schwellenwert moglicherweise tiber der durch die
leakyness hervorgerufenen Menge, so dass eine signifikante Deregulation erst nach der
Induktion beobachtet werden kann. In den meisten Fillen jedoch zeigten die Gene bereits
beim Vergleich der uninduzierten Zellen von Klon 34 mit den NIH3T3-Zellen eine
signifikante Verdnderung der Expression, welche durch Induktion der CTCFL-Expression
verstirkt wurde. Dies zeigt, dass fiir die meisten Effekte von CTCFL auf die Expression
anderer Gene die in den Klonen vorhandene Menge von CTCFL noch nicht im
Sattigungsbereich vorliegt.

Ob es sich bei den Effekten um direkte Regulation durch CTCFL oder indirekte Regulation
handelt, konnte mit diesem Experiment nicht ermittelt werden. Die Verdnderung der
Genexpression nach Induktion der CTCFL-Expression liee sich nicht nur durch eine aktive
Deregulation der jeweiligen Gene durch CTCFL beziehungsweise gebundene Co-Faktoren
erkldren. Da bereits nach zwei Tagen Induktion sehr hohe Konzentrationen von
CTCFL-mRNA als auch Protein vorliegen, diirften einige der deregulierten Gene nicht direkt

durch CTCFL reguliert sein, sondern indirekt durch andere deregulierte Gene. In diesen
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Féllen wiirde ein sekundérer Effekt der CTCFL-Induktion vorliegen. Denkbar wiére auch, dass
normalerweise CTCF fiir die Regulation zumindest einiger der deregulierten Gene
verantwortlich ist. Analog zum derzeit diskutierten Modell einer Kompetition von CTCF und
CTCFL um Bindestellen im Genom, konnte die Induktion der CTCFL-Expression zu einer
immer stirkeren Verdrangung von CTCF an den jeweiligen Bindestellen fiihren. Selbst wenn
CTCFL keinen direkten Effekt auf die Expression des entsprechenden Gens hat, kdnnte diese
Kompetition zu einem Verlust der CTCF-Regulation und damit zur Deregulation fiihren.
Beispielsweise konnte eine Behinderung der Bindung von CTCF an Cohesin auBlerdem in
einer Verdnderung der dreidimensionalen Chromatinstruktur resultieren, welche eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Genexpression spielt.

Da aufgrund der groBen Zahl nicht alle deregulierten Gene in individuellen RT-PCRs
verifiziert werden konnten, wurden einige reprasentative Gene ausgewdihlt, um die Qualitét
der Genexpressionsanalyse zu untersuchen. Dazu wurden neben stark deregulierten Genen
(z.B. GPR56 und AKR1C18) auch schwiécher deregulierte Gene untersucht (z.B. FZD4 und
ITFG3). Fiir alle untersuchten Gene konnte die im expression profiling ermittelte
Deregulation bestétigt werden, wenn auch die Stirke der Deregulation zwischen beiden
Experimenten teilweise nicht identisch war. Dies kdnnte beispielsweise darauf beruhen, dass
fiir die Berechnung der Deregulation bei der Genexpressionsanalyse die Expression mehrerer
Exons verrechnet wird, wohingegen die Verifizierung in Einzelexperimenten nur einen
bestimmten Bereich (meist nur zwei Exons) des Gens abdeckt. Unterschiedliche
SpleiB-Varianten konnten somit zu abweichenden Ergebnisse beitragen. Um diesen Effekt
gering zu halten, wurden nur Oligonukleotidprimer verwendet, deren template-Sequenz in den
Ergebnissen des expression profilings als dereguliert identifiziert wurden. Sofern mehrere
verschiedene Spleif-Varianten vorliegen, ergeben sich zwangsldufig dennoch Unterschiede
zwischen beiden Experimenten.

Speziell im Falle von Genen, die zwischen uninduzierten und induzierten Zellen von Klon 34
keinen signifikanten Unterschied in der Expression zeigen, wohl aber zu den NIH3T3-Zellen,
muss auch die Mdglichkeit von klonalen Effekten beriicksichtigt werden. Klonale Effekte
konnen aber prinzipiell bei allen deregulierten Genen vorliegen. Um diese auszuschliefen,
wurde die Deregulation der Gene auch in anderen Klonen untersucht. In allen untersuchten
Klonen konnte derselbe Effekt auf die Genexpression wie in Klon 34 beobachtet werden, ein
klonaler Effekt als Ausloser der Deregulation kann daher ausgeschlossen werden. Der

Grofiteil der deregulierten Gene wird die verdnderte Expression daher nicht aufgrund klonaler
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Effekte zeigen. Tatsdchlich konnte bisher ein solcher Effekt bei keinem untersuchten Gen
beobachtet werden.

Neben dem Nachweis der Deregulation in anderen Klonen spricht auch die Kinetik der
Deregulation fiir einen Einfluss der CTCFL-Expression. So konnte fiir GPR56 (Abb. 28,
S. 90) und GSTMS (nicht gezeigt) beobachtet werden, dass die Deregulation zeitlich mit der
Induktion der CTCFL-Expression {tberlappt. War die Expression von GPR56 in
untransfizierten NIH3T3-Zellen noch sehr gering oder nicht nachweisbar, ist bereits in
uninduzierten Zellen von Klon 34 eine deutliche Expression von GPR56 und auch GSTMS zu
sehen, welche vermutlich durch die leakyness hervorgerufen wird. Mit zunehmender Dauer
der Induktion steigt neben der Menge von CTCFL auch die Menge von GPR56 und GSTMS5
an.

Bereits die Zeitkinetik der Deregulation von GPR56 und GSTMS wies darauf hin, dass die
Verdnderung der Genexpression mit der Menge von CTCFL korreliert. Um diesen
Zusammenhang genauer zu untersuchen, wurde die relative Expression von CTCFL in
mehreren Klonen bestimmt. Mit der gleichen cDNA wurde anschlieBend die Deregulation
verschiedener Gene bestimmt. AnschlieBend wurden die verschiedenen Werte von CTCFL
gegen die Deregulation der Gene geplottet, danach erfolgte eine Korrelationsanalyse (Abb.
31, S. 93). Diese zeigte fiir alle untersuchten Gene eine deutliche Korrelation zwischen

CTCFL-Expression und Deregulation des jeweiligen Gens.

6.4.4 Biologische Bedeutung der Deregulation

Die durchgefiihrte GO-term-Analyse zeigte lediglich fiir herunterregulierte Gene eine
signifikante Uberreprisentation von Genen, welche eine Rolle in der Sterol-Biosynthese
spielen. Die biologische Bedeutung ist in diesem Fall unklar. Zusétzlich fiel auf, dass unter
den stark deregulierten Genen mit GPR56, GSTMS5 und TEX14 drei Gene auftauchen, fiir
welche ein Bezug zu Testis-Gewebe bekannt ist.

GPR56 ist aus mehreren Griinden ein interessantes Ziel-Gen von CTCFL. Es gehort zur
Gruppe der GPCRs (G-protein coupled receptors) und innerhalb dieser zur Untergruppe der
Adhisions-GPRs (Yona et al.,, 2008). Eine mogliche Verbindung von GPCRs und der
Tumorentstehung wurde in mehreren Publikationen beschrieben (Dorsam and Gutkind, 2007;
Spiegelberg and Hamm, 2007) und im Speziellen konnte auch mehrfach ein Einfluss von
Adhisions-GPCRs auf die Zellmigration, -invasion und Metastasis beobachtet werden (Galle
et al., 2006; Nishimori et al., 1997; Wang et al., 2005). In einigen Krebszelllinien und
Tumorgeweben konnte eine erhdhte Expression von GPR56 beobachtet werden, und es wird

vermutet, dass es an der Entstehung von Krebs beispielsweise iliber Beeinflussung der
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Zelladhision, beteiligt sein konnte (Ke et al., 2007). Wichtig wire in diesem Zusammenhang,
die SpleiB-Variante von GPR56 zu ermitteln, deren Expression durch CTCFL-Uberexpression
aktiviert wird, da eine Uberexpression von GPR56 méglicherweise die Expression von
Tumor-assoziierten Genen in einer Spleil3-Varianten-spezifischen Form aktiviert (Kim et al.,
2010). Entgegen diesen Befunden wurde jedoch auch festgestellt, dass das Expressionslevel
von GPR56 invers korreliert mit dem metastatischen Potential im humanen
Melanoma-Zelllinien (Xu et al., 2006; Zendman et al., 1999) und eine Re-Expression fiihrte
zu einer Unterdriickung des Melanoma-Wachstums und der Metastasis in einem
Xenograft-Model (Xu et al., 2006). GPR56 konnte zumindest in frithen Stadien der
Krebsentstehung eine krebsfordernde Wirkung haben. In drei der wichtigsten Krebsformen
(Brustkrebs, Prostatakrebs und Melanome) konnte gezeigt werden, dass GPRS56
unterschiedliche Effekte auf die Entwicklung von Tumoren ausiibt (Xu et al., 2010). Die
gesteigerte Expression von GPR56 nach Uberexpression von CTCFL ist ein weiteres Indiz
dafiir, dass CTCFL bei der Entwicklung von Tumoren eine wichtige Rolle spielen konnte. Da
jedoch GPR56 derzeit noch nicht eindeutig eine aktivierende oder reprimierende Funktion in
diesem Zusammenhang zugeschrieben werden kann, muss offen bleiben, inwiefern CTCFL
tiber die Beeinflussung der GPR56-Expression wirkt.

Neben der moglichen Rolle bei der Tumorentstehung und/oder -entwicklung stellt sich die
Frage, welche biologische Funktion die eventuell spezifische und direkte Aktivierung von
GPR56 durch CTCFL im Kontext der Genexpression in nicht-malignen Zellen hat. Vor
kurzem konnte gezeigt werden, dass die Expression von GPR56 in Testis-Gewebe essentiell
fiir die Testis-Entwicklung und die Fertilitit in ménnlichen Méausen ist. Eine Expression von
GPR56 wurde dabei in Sertoli-Zellen nachgewiesen, es wird jedoch vermutet, dass auch in
einigen anderen Testis-spezifischen Zelltypen GPR56 exprimiert wird (Chen et al., 2010).
Vor diesem Hintergrund kdnnte CTCFL eine Rolle bei der Testis-Entwicklung spielen, indem
es zur Aktivierung der Expression von GPR56 fiihrt.

Ein &hnliches Bild ergibt sich fiir ein weiteres stark dereguliertes Gen, GSTMS5. Eine
Expression ist, dhnlich wie fiir GPR56, bisher nur im Gehirn und in Testis-Gewebe
nachgewiesen (Listowsky, 2005; Nakamura et al., 2010). In Testis-Gewebe wurde GSTMS5
als unl6sliche zellspezifische Komponente der sogenannten fibrous sheath (FS, fibrose Hiille,
eine Cytoskelett-Struktur im Flagellum des Spermiums) identifiziert (Fulcher et al., 1995), wo
das Protein an die PFKM (muscle-type phosphofructokinase, Phosphofructokinase Typ
Muskel) bindet, welche wiederum zur Rekrutierung von HK1S (spermatogenic cell-specific

variant isozyme hexokinase type 1; Hexokinase Typ 1-Variante welche spezifisch in an der



Diskussion 115

Spematogenese beteiligten Zellen exprimiert wird) fiihrt (Nakamura et al., 2010). GSTMS5 hat
somit letztlich eine wichtige Funktion bei der fiir die Spermien-Motilitdt notwendigen
Spaltung von ATP.

Ein weiteres dereguliertes Gen, fiir welches ein Zusammenhang zu Testis-Gewebe besteht, ist
TEX14 (testis expressed gene 14, in Testisgewebe exprimiertes Protein Nr. 14). Dieses gehort
wie CTCFL zur Gruppe der cancer-testis-Gene (Condomines et al., 2009). Das Protein ist
lokalisiert in interzelluldren Briicken zwischen Keimzellen und hat eine wichtige Funktion bei
der Spermatogenese und der ménnlichen Fertilitdt (Greenbaum et al., 2006). Ohne TEX14
kommt es nicht zur Ausbildung dieser interzelluldren Briicken, was zu einem Abbruch der
Spermatogenese bereits in frithen Stadien und somit zur Unfruchtbarkeit fiihrt.

Die Deregulation von GPR56 und GSTMS wurde in individuellen Experimenten validiert
(z.B. Abb. 26, S. 87), fiir TEX14 beruhen die Daten zur Deregulation bisher ausschlieBlich
auf den Daten aus der Genexpressionsanalyse. Zwar wurde bei der GO-term-Analyse keine
Anhidufung Testis-spezifischer Gene ermittelt, dies konnte jedoch darauf beruhen, dass kein
einschldgiger GO-term fiir diese Gene hinterlegt ist. Fiir keines der drei angesprochenen
deregulierten Gene existiert derzeit ein Testis-spezifischer GO-term-Eintrag in den
Datenbanken. Es kann vermutet werden, dass auch eine Reihe weiterer deregulierter Gene
funktionell mit Testis-Gewebe in Zusammenhang steht, diese jedoch keinen entsprechenden
GO-term-Eintrag aufweisen. Dies kann somit nur durch individuelle Uberpriifung weiterer
deregulierter Gene erfolgen. Die Aktivierung Testis-spezifischer Gene konnte somit eine
wichtige Funktion von CTCFL sein und fiir einige Gene konnte dies belegt werden. Sollten
tatsdchlich noch weitere Testis-spezifische Gene beeinflusst werden, wiirde dies belegen, dass
eine Expression von CTCFL zu einer Anndherung des Genexpressionsmusters von
NIH3T3-Zellen an das Muster in Testis-spezifischen Zelltypen fiihrt. Es kann jedoch vermutet
werden, dass weitere Faktoren dabei eine Rolle spielen, welche eventuell nur in
Testis-Gewebe vorhanden sind und in NIH3T3-Zellen somit fehlen. Dies konnte der Grund
dafiir sein, dass kein phénotypischer Effekt der CTCFL-Expression beobachtet werden
konnte. Bei einer den natiirlichen Bedingungen entsprechenden Zellumgebung konnten
moglicherweise deutlich mehr CTCFL-Effekte beobachtet werden. Dennoch zeigen die
Ergebnisse, dass CTCFL auch auBerhalb von Testis-Gewebe zu spezifischen Anderungen der
Genexpression fiihren kann. Einige der deregulierten Gene stehen in einem, wenn auch nicht
vollstindig aufgekldrten, Zusammenhang mit der Entstehung oder Entwicklung von Tumoren.
Eine auBlerhalb von Testis-Gewebe auftretende Expression von CTCFL konnte somit

durchaus an der Entstehung und Entwicklung von Tumoren beteiligt sein.
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6.4.5 Ildentifikation von CTCFL-Bindestellen mittels ChIP

Wie bereits erwédhnt, konnte ein groBer Teil der Effekte, welche durch eine
CTCFL-Expression hervorgerufen werden, auf einer indirekten Wirkung von CTCFL
beruhen. So kann vermutet werden, dass CTCFL spezifische Co-Faktoren bindet, welche
zwar in Testis-Gewebe vorhanden sind, jedoch in NIH3T3-Zellen fehlen. In diesem Falle
diirfte zumindest ein gewisser Teil der Effekte nicht auf eine direkte Wirkung von CTCFL auf
die Expression von Genen zuriickgehen, sondern mit der Konkurrenz mit CTCF um
bestimmte Bindestellen zusammenhédngen. Die zunehmende Expression von CTCFL koénnte
dabei zur Verdringung von CTCF von seinen Bindestellen und somit zu einem Verlust
CTCF-spezifischer Funktionen fiihren.

Um dies zu untersuchen, mussten zuerst die Bindestellen von CTCF und CTCFL in
NIH3T3-Zellen beziechungsweise in Klon 34 identifiziert werden. Der Nachweis der Bindung
von CTCFL sollte dabei {iber ChIP erfolgen, jedoch ergab sich dabei das Problem, dass keine
Bindestellen von CTCFL in NIH3T3 bekannt waren, welche als Positivkontrolle fiir den ChIP
verwendet werden konnten. Fiir den verwendeten Antikérper CTCFL6 war zudem nicht
bekannt, ob er fiir ChIP-Experimente iiberhaupt geeignet ist. Zwar werden erfolgreiche
FLAG-ChIPs in der Literatur beschrieben, jedoch wurde in diesen Féllen immer ein 3-faches
FLAG-tag verwendet. Um eine CTCFL-Bindestelle zu finden, wurden bekannte
CTCF-Bindestellen untersucht, welche in der Néhe deregulierter Gene, wie beispielsweise
GPR56, lagen. Zusitzlich konnten Daten unserer Kooperationspartner in Rotterdam
verwendet werden. Diese hatten VS5-getagtes CTCFL in embryonalen Stammzellen
tiberexprimiert und tiber ChIP-Sequenzierung eine Reihe von CTCFL-Bindestellen in diesen
Zellen identifiziert. Zusétzlich wurden von dieser Gruppe auch Genexpressionsanalysen in
diesen Zellen durchgefiihrt. Ein Vergleich der deregulierten Gene zeigte wenig
Ubereinstimmung zwischen Klonen aus embryonalen Stammzellen und NIH3T3-Zellen. Dies
zeigt zum Einen, dass die Identitéit der Zellen (Differenzierungsstatus, Gewebe) einen grof3en
Einfluss auf die durch CTCFL hervorgerufene Verdnderung der Genexpression hat, zusitzlich
bedeutet dies jedoch auch, dass die Bindestellen von CTCFL in beiden Zelllinien nicht
ibereinstimmen miissen. Dies kennt man bereits von CTCF, welches je nach Zelllinie auch
unterschiedliche Bindestellen besetzt (Lee et al., 2011). Dennoch bot dies die einzige
Moglichkeit, die Zahl moglicher Bindestellen zu reduzieren, welche untersucht werden
sollten.

Tatsdchlich konnte dann in der Ndhe des Gens THOCI an einer starken CTCFL-Bindestelle

in embryonalen Stammzellen auch in Klon 34 eine Bindung von CTCFL detektiert werden.
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Nachdem nun mit THOC1 eine Positivkontrolle zur Verfiigung stand, wurden die
ChIP-Bedingungen mit den beiden Antikdrpern (Anti-FLAG und CTCFL6) optimiert. Es
konnten jedoch nur mit CTCFL6 befriedigende Ergebnisse erreicht werden.

Mit dem so gewonnenen Material wurden nun zahlreiche potentielle Bindestellen in der Néhe
deregulierter Gene beziehungsweise starke Bindestellen aus embryonalen Stammzellen in
individuellen Experimenten untersucht. Dabei konnte eine Reihe von Genen identifiziert
werden, welche eine deutliche CTCFL-Bindung in der Ndhe der Gene (z.B. im
Promotorbereich) nach Induktion von Klon 34 zeigen, darunter beispielsweise GPR56. Da
GPR56 eines der am starksten deregulierten Gene darstellt, konnte die Bindung von CTCFL
funktionell mit der Deregulation korreliert sein. Fiir GPR56 sind zwei lange, eine mittlere und
eine kurze Version auf mRNA-Ebene bekannt, die identifizierte CTCFL-Bindestelle liegt
genau im vermeintlichen Promotorbereich der kurzen Variante. Uber RT-PCR konnte zwar
ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem in den Zellen exprimierten GPR56 um die
beiden langen Versionen handelt, jedoch ist eine Unterscheidung zwischen der kurzen und der
mittleren Version auf diesem Wege nicht moglich (Abb. 32, S. 95). Somit bleibt die Frage zu

kléren, ob es tatséchlich zur Expression der kurzen Version kommt.

6.4.6 Genomweite Identifikation von CTCFL-Bindestellen

Um genomweit alle Bindestellen fiir CTCFL in NIH3T3-Klonen zu bestimmen, wurde mit
ChIP-Material von Klon 34 sowie untransfizierten NIH3T3-Zellen eine Sequenzierung
(ChIP-Seq) durchgefiihrt. Zusétzlich wurden auch fiir CTCF auf diese Weise alle Bindestellen
im Genom bestimmt. Die fiir CTCF ermittelten Bindestellen in Klon 34 und untransfizierten
NIH3T3-Zellen lagen rein zahlenméBig betrachtet nah beieinander und ein groBer Teil der
Bindestellen ist identisch, die Anzahl an CTCF-Bindestellen ist beziiglich der Gré3enordnung
mit der Zahl der CTCF-Bindestellen in anderen Zellen vergleichbar (Lee et al., 2011).
Dennoch wurden auch Bindestellen detektiert, welche nur in einer der beiden Zelllinien
vorliegen. Allerdings beruht ein groBer Teil davon auf Fehlinterpretationen der Bindedaten
aufgrund der verwendeten Schwellenwerte. Diese Fehlerquelle bei der Definition von peaks
(sogenanntes peak-calling) ist somit methodenbasiert. Eine letztendliche Klarung, ob es sich
um eine gemeinsame Bindestelle handelt, ist somit nur durch individuellen Abgleich der
jeweiligen Bindedaten moglich. Stichprobenvergleiche zeigten dabei, dass in den meisten
Féllen tatsdchlich eine Bindestelle in beiden Zelllinien vorliegt, jedoch in einem der beiden
Fille der peak knapp unterhalb des angesetzten Schwellenwertes liegt oder durch benachbarte

peaks in Vergleichsregionen nicht als peak detektiert wird.
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Das aufgrund der ChIP-Sequenzierungen fiir beide Proteine ermittelte Bindemotiv (Abb. 35,
S. 98) zeigte nur kleinere Abweichungen. Auch im Vergleich mit bereits veroffentlichten
Bindemotiven (Jothi et al., 2008; Kim et al., 2007; Lee et al., 2011) sind keine deutlichen
Unterschiede zu erkennen. Zusammen mit dem Vergleich mit randomisierten Verteilungen
der Binderegionen (Abb. 36, S. 99) zeigt dies die Verwendbarkeit beider Antikorper fiir
ChIP-Seq-Experimente und validiert die Qualitit der ermittelten Daten. CTCFL bindet somit
in NIH3T3-Zellen und daraus hervorgehenden Zellklonen wie erwartet an dieselben
Sequenzen wie auch CTCF. Die Bindung von CTCF durch den CTCFL-Antikérper kann trotz
der Ahnlichkeit der Sequenzen ausgeschlossen werden, da dies auch in den untransfizierten
Zellen zu einem peak hitte fithren miissen.

Ein gemeinsames Bindemotiv bedeutete dennoch nicht zwangsldufig, dass CTCF und CTCFL
auch an identischen Stellen im Genom gemeinsam binden. So ist fiir CTCF bekannt, dass es
an unmethylierte Sequenzen bindet, CTCFL hingegen auch an methylierten Sequenzen
binden kann (Nguyen et al., 2008b). Somit konnte vermutet werden, dass eine Reihe von
potentiellen CTCF-Bindestellen im Genom in methylierter Form vorliegen und somit keine
CTCF-Bindung an diesen Stellen detektiert werden kann. CTCFL hingegen konnte somit an
diesen Stellen ohne direkte Konkurrenz zu CTCF binden. Anhand dieser Annahmen wurde
vermutet, dass nach der ChIP-Sequenzierung eine Reihe von Bindestellen detektiert werden,
welche ausschlieBlich eine CTCFL-Bindung aufweisen. Tatsdchlich wurden solche
Bindestellen nur in sehr geringem Ausmal} gefunden, wobei die CTCFL-Bindung in diesen
Féllen meist zusitzlich sehr schwach war. Der grofte Teil aller CTCFL-Bindestellen (und vor
allem die starken Bindestellen) wurde gleichzeitig von CTCF gebunden (Abb. 37B, S. 100).
In diesen Fillen sollten CTCF und CTCFL um die Bindestellen konkurrieren. Dies ist jedoch
nur moglich, sofern die Bindestellen vollstindig unmethyliert vorliegen, nur in diesem Fall
konnen beide Proteine tatsdchlich um die gleiche Bindestelle auf einem Chromosom
konkurrieren, da sowohl CTCF als auch CTCFL an unmethylierte DNA binden kénnen. Mit
steigender CTCFL-Konzentration sollte in diesem Falle eine Verschiebung des
Gleichgewichts hin zur Bindung von CTCFL zu beobachten sein und somit eine Abnahme der
CTCF-Bindung. Zwar konnten eine Reihe von Bindestellen identifiziert werden, an denen
eine Bindung von CTCFL zur Verringerung der CTCF-Bindung (Vergleich untransfizierter
NIH3T3-Zellen mit Zellen von Klon 34) fiihrte, jedoch wurden in der gleichen
GroBenordnung auch Bindestellen beobachtet, an welchen die Bindung von CTCFL zu einer
starkeren Bindung von CTCF fiihrte. Letzteres wire, sofern es sich um einen tatsdchlichen

Effekt handelt, nicht mit dem derzeitigen Konkurrenzmodell zu erkldren. Handelt es sich
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hingegen um Fehler bei der Sequenzierung, so muss zumindest davon ausgegangen werden,
dass auch an den Stellen mit einer Abnahme der CTCF-Bindung in gleicher Anzahl
fehlerhafte Bindestellen detektiert wurden. Selbst wenn es sich bei der Abnahme der
CTCF-Bindung um einen durch Konkurrenz mit CTCFL ausgelosten Effekt handelt, so ist
dieser nur in einer geringen Zahl der beobachteten Bindestellen zu sehen. In den meisten
Féllen kann zwar eine gemeinsame Bindung von CTCF und CTCFL nachgewiesen werden,
jedoch gibt es keine Hinweise auf eine Konkurrenz um die Bindestelle. Ein Beispiel fiir eine
verringerte Bindung von CTCF nach Bindung von CTCFL ist in der Region des Gens DIEXF
zu sehen (Abb. 38, S. 101).

Die fehlende Konkurrenz konnte hingegen auch darauf beruhen, dass die jeweiligen
Bindestellen nie in allen Zellen gleichzeitig vollig unmethyliert vorliegen, sondern dass
immer ein gewisser Teil dieser Bindestellen auch methyliert vorliegt, beispielsweise aufgrund
von Varianz innerhalb des Klons oder der jeweiligen Phase im Zellzyklus. Da keine
synchronisierten Zellen verwendet wurden, diirfte vor allen Dingen die unterschiedliche
Zellphase eine grofle Rolle spielen. Sofern ein gewisser Anteil der Bindestellen methyliert
vorliegt, konnten diese methylierten Sequenzen von CTCFL gebunden werden, wohingegen
die unmethylierten auch weiterhin vorwiegend durch CTCF besetzt werden wiirden. Unter
Annahme einer stirkeren Affinitit von CTCF zu unmethylierten Bindestellen verglichen mit
CTCFL (Nguyen et al, 2008b), wirde selbst eine groflere Steigerung der
CTCFL-Konzentration aufgrund der Verringerung des freien CTCFL durch Bindung an
methylierte Bindestellen und der geringeren Affinitdt nur zu einer geringfiigigen Abnahme
der CTCF-Bindung fiihren, welche mit den durchgefiihrten Analysemethoden als nicht
signifikant erkannt werden konnte. Dieses Problem lieBe sich durch eine hohere Anzahl an
Replikaten zumindest teilweise 10sen.

Aufgrund der Daten der ChIP-Sequenzierung stellt sich somit die Frage, ob bei den
gemeinsamen Bindestellen tatsdchlich das gleiche DNA-Molekiill von beiden Proteinen
gleichzeitig gebunden wird, oder ob es sich um unterschiedliche Molekiile handelt, welche
sich eventuell durch den Methylierungsstatus unterscheiden. Ersteres kann mit einem
Re-ChIP-Experiment untersucht werden, jedoch scheitert dieser Nachweis aktuell an der
geringen Prizipitation, welche mit dem Antikorper CTCFL6 erreicht wurde. Entsprechende
Versuche fiihrten nicht zu eindeutigen Ergebnissen. Fiir zukiinftige Re-ChIP-Experimente
wurden daher CTCFL-Vektoren kloniert, welche einen V5-tag aufweisen. Mit diesem tag
konnten in unserer Arbeitsgruppe und auch von anderen Arbeitsgruppen bereits erfolgreich

ChIPs mit einer hohen Prézipitation des jeweiligen Zielproteins durchgefiihrt werden.
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Weiterhin erleichtert das V5-tag auch die Durchfiihrung von Re-ChIP-Experimenten (residual
antibody problem, die Verwendung von an den Antikorper gekoppelten beads fiihrt zu einer
deutlichen  Verringerung von  zurlickbleibendem  Antikorper nach der ersten
Immunoprézipitation verglichen mit der fir CTCFL6 verwendeten Methode), mit welchen
untersucht werden kann, ob CTCF und CTCFL tatsidchlich an demselben Molekiil binden.
Derzeit liegen jedoch noch keine stabilen Zellklone mit V5-getagtem CTCFL vor.

Der Methylierungsstatus der Bindestellen konnte durch entsprechende Experimente entweder
individuell oder genomweit ermittelt werden, beispielsweise durch Bisulfit-Sequenzierung.
Liegt in diesen Fillen eine Bindestelle teilweise methyliert, teilweise unmethyliert vor, so
konnten beide Proteine ohne gegenseitige Beeinflussung an diesen Stellen binden, da es sich
um voneinander unabhingige DNA-Molekiile handelt. Leider liegen fiir NIH3T3-Zellen noch
keine genomweiten Daten zur Methylierung vor, welche eine schnelle Klarung dieser Frage
ermoglichen wiirden. Moglich wére es aber, dies in einer humanen Zelllinie zu untersuchen.
Im Falle der Zelllinie K562 ist bekannt, dass CTCFL in hohen Konzentrationen exprimiert
wird, sie gilt als Zelllinie mit der hochsten CTCFL-Konzentration (Pugacheva et al., 2010),
und auch genomweite Bindedaten sind vorhanden (gene expression omnibus, accession
number: GSM803401). Zusétzlich existieren fiir diese Zelllinie seit kurzem auch Daten zur
globalen Methylierung des Genoms (UCSC accession number: wgEncodeEH002195). Zwar
unterscheiden sich humanes und murines CTCFL in den N- und C-Termini deutlich (Hore et
al., 2008), dennoch konnte beispielsweise fiir das Gen GPR56 gezeigt werden, dass dessen
Expression nicht nur nach Uberexpression von CTCFL in NIH3T3-Zellen aktiviert wird. Bei
einer Verringerung der CTCFL-Expression in K562-Zellen durch siRNA-Experimente konnte
in diesen Zellen eine gleichzeitige Verringerung der Expression von GPR56 beobachtet
werden (P. Bergmaier, JLU GieBen, personliche Mitteilung). Somit scheinen in humanen und
murinen Zellen gemeinsame CTCFL-Zielgene vorzuliegen, welche auf gleiche Weise durch
CTCFL-Expression beeinflusst werden. Ein Vergleich der Methylierungsdaten mit der
CTCFL-Bindung in humanen Zellen konnte somit durchaus Erkenntnisse liefern, welche auch
zur Bewertung der Situation in murinen Zellen herangezogen werden konnten. Wie Abb. 37B
(S. 100) zeigt findet eine starke CTCFL-Bindung sehr hiufig an Bindestellen statt, welche
gleichzeitg auch starke Signale fiir H3K4me3 zeigen. Letztere sind mit Promotorbereichen
assoziiert. Gerade diese Promotorbereiche sind nicht nur von entscheidender Bedeutung fiir
die Genexpression, auch einer der bisher bekannten Regulationsmechanismen basiert auf der
Methylierung des Promotors und somit der Inaktivierung der Genexpression. Somit ist es

durchaus moglich, dass diese Bereiche beispielsweise aufgrund von Unterschieden in der
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Zellphase zumindest in einem Teil der Zellen methyliert vorliegen und diese Bindestellen
dann von CTCFL besetzt werden kdnnen.

Dennoch weist die geringe Zahl rein CTCFL-spezifischer Bindestellen darauf hin, dass
CTCFL nicht prinzipiell an alle methylierten CTCF-Bindestellen binden kann. Die geringe
Zahl dieser Bindestellen widerspricht somit der Vermutung, CTCF und CTCFL k&nnten
durch andere Co-Faktoren (aufgrund der unterschiedlichen N- und C-Termini) oder durch
Schliisselunterschiede in der Zinkfinger-Sequenz unterschiedliche Bindestellen erkennen
(Nguyen et al., 2008b). Sollte dies der Fall sein, so diirfte dies nur fiir eine geringe Zahl von
Bindestellen zutreffen und stellt somit keinen generellen Mechanismus dar. Allerdings muss
dabei berticksichtigt werden, dass die fiir CTCFL nétigen Co-Faktoren eventuell nur in einem
passenden zelluldren Hintergrund exprimiert werden und mdglicherweise nur in
Testis-Gewebe vorhanden sind. Eine durch solche Co-Faktoren ausgeldste Bindung wére in
NIH3T3-Abkommlingen somit kaum zu detektieren. Tatsdchlich kdnnte aufgrund der Daten
fiir NIH3T3 auch vermutet werden, dass die Bindung von CTCF nicht nur auf der richtigen
Sequenz der Bindestelle beruht, sondern zusdtzliche Faktoren bendtigt, weshalb nicht alle
potentiellen Bindestellen tatsdchlich besetzt sind. Sofern CTCFL den gleichen Faktor
erkennen kann, wiirde dies erkldren, warum beide Proteine an denselben Bindestellen zu
detektieren sind. Ahnlich kénnte auch die allgemeine Zuginglichkeit der Bindestelle wirken.
Sofern CTCF bindet, konnte es sich um zugéngliche Sequenzen handeln, an denen dann
CTCFL auch binden kann. Potentielle CTCF-Bindestellen, an denen keine CTCF-Bindung
detektiert werden kann, konnten in einer sehr unzugédnglichen Form vorliegen, so dass auch
CTCFL dort nicht binden kann. Auch dadurch kénnte die niedrige Zahl CTCFL-spezifischer

Bindestellen teilweise erklart werden.

6.4.7 CTCFL-Bindestellen in der Nahe deregulierter Gene

Nachdem sowohl die Effekte einer CTCFL-Uberexpression auf die Expression anderer Gene
als auch die Bindestellen von CTCFL identifiziert wurden, stellte sich die Frage nach einem
funktionellen Zusammenhang. Es zeigte sich, dass fast die Hélfte der deregulierten Gene eine
CTCFL-Bindestelle in der Néhe aufweisen. Bei dieser Analyse wurde jedoch nicht der direkte
Abstand zur Bindestelle beriicksichtigt, sondern es wurde fiir jede Bindestelle nach dem
nichsten Gen bzw. dessen TSS gesucht und dieses dann der Bindestelle zugeordnet. Es ist
somit durchaus moglich, dass noch weitere Gene eine Bindestelle nahe dem TSS aufweisen,
jedoch ein anderes Gen in geringerem Abstand up- oder downstream vorliegt. Der Abstand
bedeutet somit jedoch nicht zwangsldufig, dass nur das ndchstgelegene Gen durch die

Bindestelle reguliert werden konnte. In einigen wenigen Genen konnte die
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CTCFL-Bindestelle auch direkt an der TSS oder wenige Basenpaare upstream detektiert
werden. Zu diesen Genen gehdrt beispielsweise RAB7L1, fiir welches die Deregulierung auch
in individuellen Experimenten belegt wurde. Speziell bei diesen Genen konnte die
CTCFL-Bindung einen direkten Einfluss auf die Regulation der Gene haben. Diese Gene
bieten sich auBerdem fiir zukiinftige Experimente an, um den moglichen Mechanismus der
Aktivierung aufzukliren. Uber ChIP-Experimente konnte speziell an diesen Bindestellen
untersucht werden, welche Histonmodifikationen in NIH3T3-Zellen vorliegen, und ob diese
sich nach Uberexpression von CTCFL verindern. Auch der Methylierungsstatus dieser
Bindestellen konnte in Einzelexperimenten analysiert werden.

Generell zeigen die Ergebnisse aber auch, dass knapp die Hilfte der deregulierten Gene keine
CTCFL-Bindestelle aufweisen (Abb. 39, S. 102). Wie bereits erwdhnt, muss dabei die
Zuweisung der Bindestellen zu den Genen beriicksichtigt werden, dennoch diirfte eine
groBBere Anzahl an deregulierten Genen nicht durch CTCFL-Bindung im Promotorbereich
gekennzeichnet sein. Selbst bei einigen Genen, welche als nichstes Gen zu einer Bindestelle
identifiziert wurden, kann dieser Abstand so grof} sein, dass nicht mehr von einer Bindung im
unmittelbaren Promotorbereich gesprochen werden kann. In diesen Féllen ist es moglich, dass
es sich bei der Deregulation um sekundére Effekte handelt, welche durch Gene hervorgerufen
werden, die selbst primidr oder sekundiar durch CTCFL aktiviert wurden. Es besteht, jedoch
auch die Moglichkeit, dass die Bindung von CTCFL strukturelle Auswirkungen auf die
Chromatinstruktur hat, welche auch iiber weite Distanzen wirksam werden. Fiir CTCF wurde
beispielsweise die enhancer-Blockade beschrieben, bei welcher durch Bindung von CTCF der
Einfluss eines enhancers auf ein Gen blockiert werden kann. Ahnliches wire auch fiir CTCFL
denkbar. Speziell wenn es sich um eine Bindestelle handelt, an welcher CTCF und CTCFL
gemeinsam binden kdnnen, wiirde eine Verdringung von CTCF durch CTCFL an diesen
Stellen zu einem Verlust der enhancer-Blockade fiihren. In diesem Zusammenhang bleibt
auch zu klaren, ob neben CTCF auch fiir CTCFL eine Verbindung mit Cohesin nachgewiesen
werden kann. CTCF und Cohesin sind nach dem derzeitigen Model an der Ausbildung von
Chromatin-Schleifen beteiligt (Wendt and Peters, 2009), welche die Chromatin-Struktur
organisieren. Diese Schleifen spielen eine Rolle bei der enhancer-Blockade. Dass CTCFL
ebenfalls mit Cohesin zur Ausbildung von Chromatin-Schleifen fiihrt, wurde noch nicht
beobachtet. Sollte CTCFL aber ebenfalls zur Bildung von Chromatin-Schleifen in der Lage
sein, konnte dies direkte Effekte auf die Genexpression erkldren. Es ist jedoch erneut
vorstellbar, dass die Effekte auf die Expression bestimmter Gene keine direkten Folgen der

CTCFL-Expression darstellen, sondern auf eine indirekte Wirkung durch Konkurrenz zu
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CTCF zuriickzufiihren sind. In diesen Fillen konnte eine Verdringung von CTCF durch
CTCFL eine Beeinflussung der Schleifenstruktur zur Folge haben. Durch einen Verlust der
Chromatin-Schleifen konnte CTCFL indirekt eine Auswirkung auf die Genexpression
bestimmter Gene haben, indem es den Einfluss von CTCF unterbindet. Ob CTCFL tatsédchlich
auf diese Weise die Genexpression beeinflusst, miissen weitere Forschungen und

Untersuchungen aufkliren.

6.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Reihe von Genen nach einer
induzierten Uberexpression von CTCFL eine Verinderung der Genexpression zeigen.
Gleichzeitig wurden in derselben Zelllinie auch die Bindestellen von CTCFL und CTCF
identifiziert. Ein groBer Teil der BTS befindet sich in Bereichen deregulierter Gene, jedoch
iiberlappt die Bindung von CTCFL fast in allen Féllen mit einer Bindung von CTCF. Daher
ist nicht klar, ob es sich bei den beobachteten Effekten der CTCFL-Induktion um direkte
Effekte von CTCFL handelt, oder ob die Deregulierung durch eine Verdringung von CTCF
an diesen Bindestellen, und somit indirekt, erfolgt. Dazu muss zukiinftig geklart werden, ob
CTCF und CTCFL tatsédchlich an ein und demselben Molekiil gleichzeitig binden konnen,
oder ob nur jeweils eines der Proteine gebunden ist. Zur Klidrung dieser Frage bieten sich
Re-ChIP-Experimente an, jedoch ist dies bisher aufgrund der geringen Prézipitation des
Chromatins nach Verwendung des CTCFL-Antikorpers nicht moglich. CTCFL-Vektoren in
welchen zusétzlich ein V5-tag mit dem Protein fusioniert ist, konnten dies jedoch in naher
Zukunft ermoglichen. Eine zusitzliche Analyse des Methylierungsstatus wiirde auflerdem
zeigen, ob CTCFL nur die methylierten Bindestellen bindet. Sofern beide Proteine an
getrennte Molekiile binden und diese beispielsweise einen Unterschied beziiglich der
Methylierung zeigen, wiirde dies gegen eine direkte Konkurrenz von CTCF und CTCFL
sprechen. In diesem Zusammenhang miisste auch untersucht werden, ob der Zellzyklus eine
Rolle bei der Bindung der beiden Proteine spielen konnte.

Durch die Identifizierung eindeutiger CTCFL-Bindestellen wird es zukiinftig mdglich sein,
den Einfluss einer CTCFL-Bindung auf den Zustand des Chromatins an dieser Stelle ndher zu
untersuchen und damit die Wirkungsweise von CTCFL zu identifizieren. Beispielsweise
konnte nach spezifischen Chromatin-Modifikationen gesucht werden, welche mit einer
Bindung von CTCFL einhergehen. Sofern eine Konkurrenz mit CTCF vorliegt, konnten in
Anbetracht der Wechselwirkungen von CTCF mit Cohesin auch Analysen der
dreidimensionalen Chromatin-Struktur durchgefiihrt werden. Letztendlich miissten alle

bekannten Funktionen von CTCF dahingehend untersucht werden, ob sie durch gleichzeitiges
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Vorhandensein von CTCFL beeinflusst werden, beispiclsweise die enhancer-Blockade.
Zusitzlich miisste aber auch geklart werden, ob CTCFL nicht einen Teil der Funktionen mit
CTCF teilt und dieses ersetzen konnte. Dies konnte erkliren, warum CTCFL in
Testis-Gewebe exprimiert wird, wihrend CTCF fehlt. Da Zellen ohne CTCF sterben, konnte
moglicherweise in diesem speziellen Umfeld CTCFL einen Teil der Funktionen von CTCF
aufrechterhalten (Loukinov et al., 2002). Letztlich wiirden alle diese Experimente nicht nur
zur Aufklarung der Wirkung von CTCFL beitragen, sondern konnten zusitzlich auch neue
Ergebnisse zur Wirkungsweise von CTCF liefern und zu einem besseren Verstindnis der
Chromatin-Struktur fiihren.

Speziell im Hinblick auf die fast ausschlieflich auf Testis-Gewebe beschrinkte Expression
von CTCFL und der gehéduft auftretenden Expression in Tumorgewebe und Krebszelllinien
konnte CTCFL ein wichtiger Ansatzpunkt bei der Therapie von Krebserkrankungen sein.
Sofern CTCFL tatsdchlich direkt oder indirekt (durch Konkurrenz mit CTCF) an der
Entstehung von Krebs beteiligt ist, konnten spezifisch gegen die CTCFL-Expression oder
-Bindung gerichtete Medikamente eingesetzt werden, ohne dass in somatischem Gewebe
Nebenwirkungen durch einen Verlust von CTCFL zu erwarten wiren. Erste Studien belegen,
dass eine Behandlung zumindest einiger Krebsformen durch gegen CTCFL gerichtete
Therapieformen erfolgreich sein konnte (Ghochikyan et al., 2007; Loukinov et al., 2006;
Mkrtichyan et al., 2011; Mkrtichyan et al., 2008). Aber auch wenn CTCFL nicht an der
Entstehung von Krebs beteiligt ist, ist noch immer zu klidren, welche Rolle CTCFL in
Testis-Gewebe einnimmt und welche Unterschiede im Chromatin nach der Bindung im

Vergleich zu einer Bindung von CTCF bestehen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

%

CIAP
cDNA
ChIP
CMV
CTA
CTCF
CTCFL
CTP
CTS
DMEM
DMPC
DMSO
DNA
dNTPs
Dox
DTT

EDTA
eGFP
et al
FCS
fw

Prozent

Anti

Beta-

Gamma

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Adenin

Absorbtion

Abbildung

Ammoniumpersulfat
antisense-Orientierung

american type culture collection
Adenosintriphosphat

basic local alignment search tool
brother of regulator of imprinted sites, CTCFL
Basenpaar

Bovines Serum-Albumin
BORIS-target site (BORIS-Bindestelle)
beziehungsweise

concentration (Konzentration)
Cytosin

Carboxy-

calf intestine alkaline phospatase (alkalische Kédlberdarm Phosphatase)
complementary DNA
Chromatin-Immunoprézipitation
Cytomegalovirus

cancer testis antigens (Krebs-Testis-Gene)
CCCTC binding factor

CTCF-like (BORIS)
Cytosintriphosphat

CTCF-target site (CTCF-Bindestelle)
Dulbecco's modified eagle serum
Dimethyldicarbonat
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonukleinsdure
Deoxynucleotidtriphosphate
Doxycyclin

Dithiothreitol

Extinktion

Elongationszeit
Ethylendiamintetraessigsdure
enhanced GFP

et alii (und andere)

fetales Kélberserum

forward (vorwarts)



137

Anhang

g Gramm

G Guanin

GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GEO gene expression omnibus

GFP Griin-fluoreszierendes Protein

GTP Guanosintriphosphat

h human

h hour (Stunde)

HCI Salzsdure

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HGP Humangenomprojekt

HRP horseradish peroxidase (Meerettich-Peroxidase)
IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

K Klon

kb/kbp Kilobasenpaar

kDa Kilo-Dalton

1 Liter

LB lysogeny broth

m mouse (Maus)

M Mol pro Liter

MCS multiple cloning site

mg Milligramm

MilliQ entionisiertes Wasser

min Minuten

ml Milliliter

mM millimolar (Millimol pro Liter)

mRNA messenger RNA

mut mutiert

N- Amino-

NaOH Natriumhydroxid

ng Nanogramm

nm Nanometer

p Plasmid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
PBST PBS + 0,1% (v/v) Tween 20

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PEG Polyethylenglykol

Pen Penicillin

pg Picogramm

pmol Picomol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidenfluorid

Pz Peak-Zentrum

RNA Ribonukleinsédure

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Reverse Transkriptase

™w rickwérts

s Sekunde(n)

sense-Orientierung
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SDS
seq
Sleu
Strep

Tan

Tab
TAE

TB

TE
TEMED
TES

Tet

Tris
TSS
TTP

utr
uv
VS
VT
v/v
WB

w/v
wW/wW
x-Gal
z.B.

sodium dodecyl sulfat (Natriumdodekylsulfat)
Sequenzierung

Sleutels (Frank Sleutels, Erasmus MC, Rotterdam)
Streptomycin

Thymin

Anlagerungs-Temperatur

melting temperature (Schmelztemperatur)
Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

terrific broth

Tris-EDTA
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
transcriptional end site (Transkriptionsende)
Tetracyclin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
transcriptional start site (Transkriptionsstartstelle)
Thymidintriphosphat

unit (Einheit)

untransfiziert

Ultraviolett

versus

Volumenteile

volume per volume

Western Blot

Wildtyp

weight per volume

weight per weight
[(5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-B-D-galactosid]
zum Beispiel
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8.2 Klonierungsschemata verschiedener erstellter Vektoren

rT/A cloning site

Acc65I

J

.. .tttcagggacggtaccagag. .. Vektor 8025\-_> EcoRI

A,
G N
Sp,. R N
pPGEM-T-easy . . . tttccggaacggtaccagag S027 025/80 Acc65l1
e . <--8027 (92.3%)
3005 bp Kpn2l  Acc65l

Q
g
pd
£ 3
Ampicillin g PGEM-T-mCTCFL | 3)
£ 4964 bp o
EcoRlI < Il
_——— S025/S027 mCTCFL Q
o
N
Kpn2l pe
Acc65l Xhol
pGEM-T-mCTCFL-Kpn2lI
3326 bp
EcoRlI
Kpn2l
Ampicillin <
O,
NG
63> -Kpn2l
mCTCFLmut
PGEM-T-mCTCFLmut

4964 bp

Ampicillin

Xhol

Abb. 40: Klonierungsablauf zur Herstellung eines mCTCFL-Vektors mit zusatzlicher Kpn2l-Schnittstelle.
Als Ausgangspunkt diente pGEM-T-mCTCFL, woraus mittels PCR ein kleines Stiick der mCTCFL-cDNA
amplifiziert und durch die Sequenz des Oligonukleotidprimers S027 zwei Basen verdndert wurden. Nach
T/A-Klonierung in den Vektor pGEM-T-easy wurde die verdnderte Sequenz aus dem Vektor
pGEM-T-mCTCFL-Kpn2I durch Verdau mit ECORI und Acc651 freigesetzt. Durch Verdau von
pGEM-T-mCTCFL mit EcoRI und Acc651 wurde die Ausgangssequenz entfernt und die aus
pGEM-T-mCTCFL-Kpn2l stammende verdnderte Sequenz eingefiigt. Im so hergestellten Vektor
pGEM-T-mCTCFLmut liegen nun zwei Schnittstellen fiir Kpn2I vor, in der endogenen Sequenz von mCTCFL
liegt hingegen nur eine Schnittstelle vor. Die Bindestellen der Oligonukleotidprimer sind in blauer Schrift, deren
Orientierung mit blauen Pfeilen dargestellt, sofern keine 100%ige Ubereinstimmung mit der Template-DNA
besteht, ist der Grad der Ubereinstimmung in Klammern angegeben. Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen sind in roter Schrift angegeben.
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Ampicillin %CMV-Promotor
Flag-tag
A EcoRl

PCDN3-FLAG-chCTCF
7631 bp

40.10ud

EcoRlI Ampicillin CMV-Promotor
Xhol f Flag-tag

X ~ EcoRI
Neomycin gXZ —_

Xhol
SV40-Promotor  EcoRI [\
(= PCDNA3-FLAGMCTCFLmMut
I 7384 bp (3‘)
_|
o
m
— 5
\ 3
= N peem-T-mcTcrLmut | o ECoR! 3 -
K3} - —Q i
s 4964 bp rﬁ Xhol Neomyein
g | g %@ Xhol
( SV40-Promotor

Xhol

Abb. 41: Ablauf der Klonierung zum Anhangen eines N-terminalen FLAG-tags an mCTCFLmut. Aus
dem Vektor pPCDNA3-FLAG-chCTCF wurde durch Verdau mit den Restriktionsendonukleasen ECORI und Xhol
chCTCF entfernt wund anschlieBend mCTCFLmut, welches durch Verdau mit denselben
Restriktionsendonukleasen aus dem  Vektor pGEM-T-mCTCFLmut  freigesetzt  wurde, iiber
sticky-end-Klonierung eingefiigt. Die Bindestellen der Enzyme sind in roter Schrift angegeben.
chCTCF = chicken CTCF

NN
& CMV Promotor -

f % Hind111
\Flag-tag

\ﬁn

W3 o P in CMV
pCDNA3-FLAGMCTCFLmut|| = Hindlll cF TRE
7384 bp 9 e - Prin CMV
/ 3 Xhol 2 . Flag-ta
y 2 QO\~\ # ,—Flag-tag
% i S
, fill-in "
. A
z\ N Klenow @ 3
% a Xhol 3
SV40 Promotor pBl-eGFP-FLAGMCTCFLmut Q
> £ ul
Q Pmin CMV V" 5 7145 bp g
N TRE [ g
Pyin CMV )_ <
© /4~ Pvull
> — o
; a _/ 0/6\
f pBI-eGFP o Pwl ’O/p
o 5121b g 4 R
i = @ oo ®
2 ©°
<
o

%
%
(=\}

co e

Abb. 42: Einfigen von FLAG-mCTCFLmut in ein Tet-response-Plasmid mit bidirektionalem Promotor
und eGFP-Sequenz. Das FLAG-mCTCFLmut-Insert wurde aus pCDNA3-FLAGmCTCFLmut durch Verdau
mit HindIII und Xhol freigesetzt und nach Auffiillen der Uberhinge mit dem Klenow-Fragment in den durch
Pvull-Verdau  gedffneten  Vektor  pBI-eGFP  ecingefiigt. Im  daraus resultierenden  Vektor
pBl-eGFP-FLAGmCTCFLmut wird die Expression von FLAG-mCTCFLmut und von eGFP durch den
bidirektionalen Promotor reguliert. Die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen sind in roter Schrift
angegeben. TRE = tetracyclin-response-element; P, CMV = Minimalpromotor Cytomegalovirus.
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o\\\\(\ CMV Promotor Q'\é>\\\(\ CMV Promotor

H|ndIII ?s“/ % X
ﬁFlag tag

[y
(2)
EcoRI S

.

EcoRl fill-in (Klenow) pCDNA3-mCTCFLmut
Hindlll P Selfstligation 7315 bp

A\

4/@%&, FL\\]% / e ) %O@Xw

\
PCDNA3-FLAGmCTCFLmut |
7384 bp |

Inw4o1owW
nwI4o10wW

%

SV40 Promotor SV40 Promotor
Abb. 43: Entfernung des FLAG-tags aus pCDNA3-FLAG-Derivaten, hier exemplarisch gezeigt fur
PCDNA3-FLAGMCTCFLmut. Der auf pCDNA3-FLAG basierende Vektor pCDNA3-FLAGmCTCFLmut
wurde mit den Restriktionsendonukleasen ECORI und HindIIl verdaut und iiber Gelextraktion erfolgte die
Abtrennung des Vektor-Riickgrats vom FLAG-tag. Nach Auffiillen der Uberhinge mittels Klenow-Fragment
entstand iiber Selbstligation der FLAG-freie Vektor pCDNA3-mCTCFLmut. Die Klonierung von
pCDNA3-hCTCFL (hCTCFL-Variante) aus dem Ausgangsvektor pCDNA3-FLAG-hCTCFL erfolgte auf
gleiche Weise. Bindestellen von Restriktionsendonukleasen sind in roter Schrift, die Bindestelle fiir den
Sequenzierprimer S027 ist mit blauer Schrift angegeben, seine Orientierung wird durch die Pfeilrichtung
dargestellt.

c,\\\\“ CMV Promotor

f e s -
N~

3 N
pCDNA3-FLAGMCTCFLmut g = < SV-40 Poly-A
7384 bp -n EcoRI §
5 $
Xhol
= < Xhol
¢ y
QO% Xhol > E—
oY _ _
% sv 40 Promotor . PBK-CMV-HAMCTCFLmut _
_ N 6498 bp 5)
Neomycin I C_)|
sv 40 Poly-A ( n
3
c

— Xhol
EcoRI )
pBK-CMV-HA-TIF2 Xhol %
8898 bp CMV-promoter
Tif2 )
EcoRlI

CMV-promoter HA-tag

Abb. 44: Herstellung eines Expressionsvektors mit HA-tag und mCTCFLmut
(PBK-CMV-HAMCTCFLmut). Die beiden Ausgangsvektoren pCDNA3-FLAGmCTCFLmut und
pBK-CMV-HA-TIF2 wurden mit den Restriktionsendonukleasen ECORI und Xhol verdaut. Uber Gelextraktion
wurde aus pCDNA3-FLAGmCTCFLmut die mCTCFLmut-Sequenz und aus pBK-CMV-HA-TIF2 das
Vektor-Riickgrat (ohne TIF2 aber mit HA-tag) aufgereinigt und anschlieBend iiber sticky-end-Klonierung
zusammengefiigt. Im so entstandenen Vektor pBK-CMV-HAMCTCFLmut weist mCTCFLmut somit ein
N-terminales HA-tag auf. Die Bindestellen der verwendeten Restriktionsendonukleasen sind in roter Schrift
angegeben.
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8.3 Optimierung von jetPEIl-Transfektion von THP-1 und RMB-3

Tab. 11: Optimierung der Transfektion von THP-1 und RMB-3 mittels jetPEI. Es wurden verschiedene
vom Hersteller empfohlene Parameter verdndert, um die Transfektionseffizienz fiir beide Zelllinien zu
optimieren. Die Angaben beziehen sich auf je ein well einer 6-well-Schale. Zeichenerkldrung: - = keine Zellen; 1
= eine griine Zelle im gesamten well; + =2 - 5 griine Zellen pro well; ++ = 6 - 20 griine Zellen pro well; +++ =
>20 und <100 griine Zellen pro well.

Volumen Volumen Menge Zellen pro Ergebnis Ergebnis
Medium [ml] | jetPEI [ul] | DNA [ug] well RMB-3 THP-1
2 - - 5%10° - -
1 4 2 2%10° - F+
1 4 2 5%10° - ot
2 8 4 2%10° - ++
2 8 4 5% 10° + .
1 8 2 2*10° 1 +
1 8 2 5% 10° + +
2 4 4 2%10° 1 -
2 4 4 5%10° - ++
2 6 4 2*%10° 1 +
2 6 4 5%10° 1 ++

8.4 Stabil transfizierte NIH3T3-Klone mit eGFP-Signal

Tab. 12: Aufgelistet sind alle NIH3T3-Klone, welche nach Selektion Gber Puromycin-Resistenz ein
eGFP-Signal zeigten. Von 100 resistenten Klonen zeigten nur 25 ein eGFP-Signal bei der
Fluoreszenzmikroskopie. Bei der weiteren Charakterisierung iiber RT-PCR und Western Blot zeigte sich, dass
nicht alle dieser Klone gleichzeitig mit eGFP auch FLAG-mCTCFLmut exprimierten, was aufgrund des
bidirektionalen Promotors des transfizierten Vektors pBIl-eGFP-FLAGmCTCFLmut erwartet wurde.
"M" = Nachweis erfolgreich, "-" = konnte nicht nachgewiesen werden, [ = nicht untersucht

Nachweis FLAG-mCTCFLmut {iber:
Klon-Nummer | eGFP-Signal (-Tet) RNA Western Blot
4
5
9
11
15
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34
39
48
49
51
52
53
57
60
61
62
63

N

K|

NN

K|

NN

K|

NN RNENRNEREERRNRRE "R
NN
OOoOxO0o0o0LorxO0ONDLONOFO




Anhang 143

Fortsetzung Tabelle 12
Nachweis FLAG-mCTCFLmut {iber:
Klon-Nummer | eGFP-Signal (-Tet) RNA Western blot
64 M - O
68 %} - O
90 4] M M
94 %} - O
95 %} | U]

8.5 Auswertung colony formation assay

Tab. 13: Ergebnis der quantitativen Auswertung des colony formation assays anhand der mit dem
VersaDoc Imaging System ermittelten Messwerte. Sofern nicht anders angegeben, berechnen sich der
Mittelwert und die Standardabweichung aus Triplikaten. In einigen Féllen waren aufgrund flichigen Wachstums
der Zellen auf dem base agar nicht alle drei wells auswertbar, in drei Féllen war keines der Triplikate
auswertbar. Die Zelllinie FTC133 wurde als Positivkontrolle verwendet, in diesem Falle berechneten sich die
Werte aus 29 Messwerten.

NIH3T3 Klon | Induziert | Mittelwert Kolonien | Standardabweichung
untransfiziert - 527 (2 Messwerte) 36
+ 519 (1 Messwert) 0
4 - Nicht auswertbar
+ 547 (1 Messwert) 0
1 - 133 (2 Messwerte) 4,9
+ 93 (1 Messwert) 0
17 - 410 (1 Messwert) 0
+ 313 (1 Messwert) 0
13 - Nicht auswertbar
+ Nicht auswertbar
- 36 53,4
34 + 7 5,7
- 102 43,9
39 T 112 272
48 - 359 9,2
+- 468 (2 Messwerte) 114,1
51 - 396 105,4
+ 448 131,6
- 129 31,0
>3 T 137 38,2
57 - 71 (1 Messwert) 0
+ 41 (2 Messwerte) 354
- 75 4,4
60 T 125 359
62 - 121 (1 Messwert) 0
+ 67 14,7
- 855 69,9
95 T 523 175,1
FTC133 1498 96,8
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8.6 Liste der verwendeten Oligonukleotidprimer

Tab. 14: Auflistung der verwendeten Oligonukleotidprimer. Neben der Bezeichnung ist die jeweilige

Sequenz angegeben, sowie die Verwendung des Primers und Besonderheiten wie z.B. header-Sequenzen.

Gen/CTS/ Primer Sequenz Verwendung /

BTS Besonderheiten

Abhd6 CTS Abhd6as TGCCTATAAGGTGAAAGGGC ChIP (real-time-PCR)

Abhd6 CTS Abhd6s CTTGGTCTGTGTGGACATGC ChIP (real-time-PCR)

AKRICI8 Akrlcl8as | CCAGGCCATTCTAAGCAAGA RT-PCR, real-time-PCR

AKRICIS8 Akrlcl8s TCAGGGAATTTTCCAAGCTG RT-PCR, real-time-PCR

Amylase CTS Amy99 CTCCTTGTACGGGTTGGT ChIP, Negativkontrolle

Amylase CTS Amy100 AATGATGTGCACAGCTGAA ChIP, Negativkontrolle

B2M B2mfw CATGGCTCGCTCGGTGACC RT-PCR, real-time-PCR

B2M B2mrw AATGTGAGGCGGGTGGAACTG RT-PCR, real-time-PCR

CCK Cckl ACTGCTAGCGCGATACATCC real-time-PCR,

CCK Cek2 CCCACTACGATGGGTATTCG real-time-PCR

COLI12A1 CTS | Coll2alCTSas | ATTCTTGGCTGGCTGAGATG ChIP (real-time-PCR)

COLI12A1 CTS | Col12alCTSs | GTCTAGTGCGCCACCTATCG ChIP (real-time-PCR)

CYFIP2 CTS Cyfip2CTSas | CTGATGCAGGAACCGAAATG ChIP (real-time-PCR)

CYFIP2 CTS Cyfip2CTSs | GAGGGGAGAAGGGACAACAC ChIP (real-time-PCR)

DLK1 CTS DIk1ChIPas | CGTGCCTCAACTTTTCTACCA ChIP (real-time-PCR)

DLK1 CTS DIkIChIPs | CCTCTTCCTCCTCCACGTT ChIP (real-time-PCR)

FZD4 Fzd41 AGAACCTCGGCTACAACGTG RT-PCR, real-time-PCR

FZD4 Fzd42 TGGCACATAAACCGAACAAA RT-PCR, real-time-PCR

GAPDH GAPDHfw | ACCCAGAAGACTGTGGATGG RT-PCR, real-time-PCR

GAPDH GAPDHrw | ACACATTGGGGGTAGGAACA RT-PCR, real-time-PCR

GPR56 Gpr56as TTGGTGTTCTGCACGACAAT RT-PCR, real-time-PCR

GPR56 CTS Gpr56CTSas | CCCTCCTCATTCAGGAAACA ChIP (real-time-PCR)

GPR56 CTS Gpr56CTSs | GGCGGGAGCACATAGACTAA ChIP (real-time-PCR)

GPR56 lange Gprs6las CAGCACCTGGACAGCCATTA RT-PCR

Version

GPR56 lange Gpr36ls TGGGAGGAGGAGGAGACATT RT-PCR

Version

GPRS56 mittlere Gpr56mas | TGCACCAGAGAAAACAGACTCA RT-PCR

Version

GPR56 mittlere Gpr56ms CCTGGCTCCTTCCAGAACC RT-PCR

Version

GPR56 Gpr56s AGGCATACTCGCTGTTGCTT RT-PCR, real-time-PCR

GSTMS GstmS5as CGGAAGTCCATGATCTGGTT RT-PCR, real-time-PCR

GSTMS GstmS5s CTACCTCATGGACGGGAAGA RT-PCR, real-time-PCR

GUSB Gusbfw ACTGACACCTCCATGTATCCCAAG RT-PCR

GUSB Gusbrw CAGTAGGTCACCAGCCCGATG RT-PCR

HPRT Hprtfw CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA RT-PCR

HPRT Hprtrw CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA RT-PCR

IFITM3 CTS Ifitm3as CTTAGCAGTGGAGGCGTAGG ChIP (real-time-PCR)

IFITM3 CTS Ifitm3s AACATGCCCAGAGAGGTGTC ChIP (real-time-PCR)

ITFG3 Itfg31 ACGAGGTGTCTTCTGCCTGT RT-PCR, real-time-PCR

ITFG3 [tfg32 GTTCCCACTAAAGCTGCTGG RT-PCR, real-time-PCR

KLHL24 BTS | KlhI24BTSfw | ATGTTTGGAATTAGCAGCCC ChIP (real-time-PCR)

KLHL24 BTS | KIhI24BTSrw | AACACTTAGCGTCACCCACC ChIP (real-time-PCR)
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Fortsetzung Tabelle 14

Gen/CTS/ Primer Sequenz Verwendung /
BTS Besonderheiten
MT2 MT21 GCAAATGCAAACAATGCAAA real-time-PCR
MT2 MT22 CACTTGTCGGAAGCCTCTTT real-time-PCR
RAB7LI Rab7111 CAGCCGAGATCACCTGTTTA RT-PCR, real-time-PCR
RAB7LI Rab7112 TCAGACCACTGGAGAACCTTG RT-PCR, real-time-PCR
IGFBP4 Igfbp41 AGCAAGATGAAGATCGTGGG RT-PCR, real-time-PCR
IGFBP4 Igfbp42 ACAGTTTGGAATGGGGATGA RT-PCR, real-time-PCR
RPL13 Rpl13afw CACTCTGGAGGAGAAACGGAAGG RT-PCR
RPL13 Rpll3arw GCAGGCATGAGGCAAACAGTC RT-PCR
mCTCFL S025 TTTGAATTCATGGCTGCCGCTGAGGTCCC PCR (header),
Sequenzierung
mCTCFL S026 AAACTCGAGTCACTTATCCATCATGTTAAA | PCR (header),
G Sequenzierung
B-Actin S042 CCGTCTTCCCCTCCATCGTG RT-PCR, real-time-PCR
B-Actin S043 CTGGGTCATCTTCTCGCGGT RT-PCR, real-time-PCR
B-2-M S052 ATTCACCCCCACTGAGACTG RT-PCR, real-time-PCR
B-2-M S053 TGCTATTTCTTTCTGCGTGC RT-PCR, real-time-PCR
B-Actin S054 CAACGAGCGGTTCCGATG RT-PCR, real-time-PCR
B-Actin S055 GCCACAGGATTCCATACCCA RT-PCR, real-time-PCR
FLAG-CTCFL S062 ATGGACTACAAGGACGACGAT RT-PCR, real-time-PCR
FLAG-CTCFL S071 GCAGGCAACTGTTCTCGGC RT-PCR, real-time-PCR
CTCF S072 GGAAGGACTGCTGTCTGAGG RT-PCR
CTCF S073 GTGTGGCTTTTCATGTGACG RT-PCR
SORCS2 CTS Sorcs2CTSas | AAGAAGGAAGGGGTCTTGGAG ChIP (real-time-PCR)
SORCS2 CTS Sorcs2CTSs | GAGCAAGAGCGCAGAGAAAG ChIP (real-time-PCR)
STRA8 CTS Stra8CTSas | CGGGTGATGCACAGATCC ChIP (real-time-PCR)
STRA8 CTS Stra8CTSs TGTGTGTCCTCCTCGACTCC ChIP (real-time-PCR)
TBP TBPfw CCCCACAACTCTTCCATTCT RT-PCR
TBP TBPrw GCAGGAGTGATAGGGGTCAT RT-PCR
THOCI CTS Thoc1CTSas | GTCAGGTTGGGAGCAAAGAGA ChIP (real-time-PCR)
THOCI1 CTS Thoc1CTSs | GAGCTGACAACACGAAACACC ChIP (real-time-PCR)
THOC ctrl CTS | Thocldownas | GCTGGGATTTGAACTCCTGAC ChIP (real-time-PCR)
THOC ctrl CTS | Thocldowns | AGGCCAAACCGAAGAGTGTTA ChIP (real-time-PCR)
hCTCFL Unfor GGCAAAGGCTTTTCCCGCTGG RT-PCR, real-time-PCR
hCTCFL Unrev TTCGCGGCTTCCTTCCATCCC RT-PCR, real-time-PCR
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9 Eidesstattliche Erklarung

Erklarung nach §17 Absatz 2 Punkt 2 der Promotionsordnung der Gemeinsamen Kommission
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Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemél aus verdffentlichten Schriften entnommen sind,
und alle Angaben, die auf miindlichen Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich
gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation erwdhnten Untersuchungen
habe ich die Grundsdtze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der "Satzung der Justus-
Liebig-Universitidt Gieen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis" niedergelegt sind,
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