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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Friend-Virus-induzierte Erythroleukamie

Von Charlotte Friend wurde 1957 erstmals eine durch ein zellfreies Filtrat bei adulten M&usen
ausgeloste Erythroleukémie beschrieben (Friend 1957), die mit Hepatosplenomegalie und
Anamie einhergeht. Die Erkrankung wird in empfanglichen Mausestammen durch einen
Retrovirus-Komplex ausgel6st. Der Friend-Virus-Komplex (FV-Komplex) besteht aus dem
replikationskompetenten F-MuLV (Friend murine leukemia virus) und dem replikationsdefi-
zienten SFFV (spleen focus-forming virus). F--MuLV dient als Helfervirus bei der Replikation
des SFFV. Der urspringlich isolierte Virusstamm wurde aufgrund der durch ihn verursachten
Anamie mit FV-A, ein spéter isolierter Polyzythamie-induzierender Stamm mit FV-P be-
zeichnet (Kabat 1989).

1.1.1 Das Friend-Mauseleukamievirus (F-MuLV)

Das Friend-Mauseleukdmievirus (F-MuLV) gehért zu den 6kotropen Mausel eukémieviren.

Mauseleuka&mieviren zeigen einen Wirtszelltropismus, der durch das env-Gen-Produkt und

dessen Interaktion mit Rezeptoren auf der Zelloberflache bestimmt wird (Hunter &

Swanstrom 1990; Risser et al. 1983):

 Okotrope Viren kdnnen Zellen von Mé&usen und naher verwandter Spezies infizieren. Exo-
gene Okotrope Viren wie das F-MuLV werden horizontal verbreitet, wahrend endogene
Okotrope Viren wie das AKR-MuLV vertikal an Nachkommen weitergegeben werden.

» Polytrope Viren infizieren sowohl Mausezellen a's auch Zellen anderer Spezies. Aufgrund
der Fahigkeit, in Nerzzellkulturen Foci zu induzieren, werden sie auch als "mink cell focus
inducing virus’ (MCFV) bezeichnet. MCF-Viren entstehen bel Infektion mit dkotropen Vi-
ren als Rekombinanten aus endogenen polytropen Proviren und 6kotropen Viren. Rekom-
binationen im env-Gen fuhren zu erhdhter Pathogenitét.

» Amphotrope Viren konnten bislang nur aus Wildmaus-Populationen isoliert werden, je-

doch nicht aus Laborstammen. Das Wirtszell spektrum &hnelt dem der polytropen Viren.
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» Xenotrope Viren sind als endogene Viren weit verbreitet in Inzucht-Mausstdmmen. Sie
sind nicht zur Infektion dieser Zellen in der Lage, kdnnen jedoch Zellen anderer Speziesin-
fizieren.

Das F-MuLV besitzt ein vollstandiges retrovirales Genom bestehend aus gag-, pol- und env-

Gen, jedoch kein virales Onkogen. Nach Inokulation des Virus in neugeborene Mause emp-

fanglicher Stdmme entsteht zunéchst eine hamolytische Anamie mit Splenomegalie, die héu-

fig innerhalb von 2-3 Monaten zum Tode fuhrt. Uberleben die Mause, kommt es in einem
spéteren Stadium zur Entwicklung einer Erythroleukamie (Sitbon et al. 1986). Wahrend die

Entstehung der Anamie im Zusammenhang mit dem env-Gen des F-MuLV zu stehen scheint

(Sitbon et al. 1986), wird die Erythroleuk&mie nach Infektion mit F-MuLV mit dem Auftreten

rekombinierter F-MCF-Viren in Verbindung gebracht (Ruscetti et al. 1981). Im Zusammen-

hang mit F-MuLV-Infektionen neugeborener Mause wird auch die Entstehung anderer hama-
tologischer Neoplasien wie myeloider Leukamien und Lymphome beschrieben (Silver &

Kozak 1986). In spateren Phasen der Leukamieentwicklung kommt es zur Provirusintegration

in das Wirtsgenom, haufig in der Néhe zellularer Onkogene.

1.1.2 Das Spleen-Focus-Forming-Virus (SFFV)

Das replikationsdefiziente SFFV ist verantwortlich fur die Fahigkeit des FV-Komplexes, eine
rasch fortschreitende Erythroleuk&mie in adulten Mé&usen zu verursachen. SFFV besitzt ein
verandertes env-Gen, das fur ein Fusionsprotein aus N-Terminus des gp70 von MCF-Viren
und C-Terminus des p15E codiert (Wolff et al. 1985). Das SFFV-env-Gen ist vermutlich
durch Deletion eines 585-bp-Fragmentes und einer Baseninsertion aus einem M CF-env-Gen
hervorgegangen und scheint eine Hauptrolle in der Pathogenese der FV-Erythroleukamie zu
spielen (Kabat 1989). Der unterschiedliche Phanotyp der durch FV-P und FV-A verursachten
Erkrankungen erklart sich durch zwei Varianten des SFFV, SFFVp und SFFV 4, die sich in
ihrem env-Gen unterscheiden. Beide Varianten differieren im Ausmald der induzierten
Erythropoetin-Unabhéngigkeit: Zellen SFFVe-infizierter Mause bilden CFU-Es (colony-
forming unit-erythroid) in Abwesenheit von Erythropoetin (Epo), wahrend Zellen SFFV -
infizierter M&use hierzu geringe Mengen Epo bendtigen, die aber unterhalb der von nicht infi-
Zierten Zellen bendtigten Menge liegen. Den Virusvarianten gemeinsam ist ihre Fahigkeit, die

Proliferation erythroider Vorlauferzellen zu steigern und deren Differenzierung unter Bedin-
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gungen zu ermoglichen, die in nicht infizierten Zellen suboptimal sind (Ruscetti & Wolff
1984).

1.1.3 Pathogenese der Friend-Virus-induzierten Erythroleukamie

Viele Retroviren, die eine schnell fortschreitende Neoplasie ausl6sen, besitzen ein klassisches
virales Onkogen (v-onc), das eine modifizierte Version eines zelluldren Gens (Protoonkogen
oder c-onc) darstellt. Ein solches Onkogen fehlt dem Friend-Virus-Komplex. Die Pathogenese
der Friend-Erythroleukdmie beruht vermutlich auf zwei Mechanismen (Kabat 1989): (1) Das
durch das env-Gen des SFFV codierte und auf der Oberfléche infizierter Erythroblasten ex-
primierte Glycoprotein gp55 verursacht eine polyklonale Proliferation dieser Zellen, die aber
weiterhin terminal differenzieren kdnnen und Uber eine begrenzte Teilungsrate verfligen.
(2) Durch provirale Integration in das Wirtsgenom kann es mittels Aktivierung oder
Inaktivierung zellulérer Gene zur Immortalisierung der Zelle und zum Verlust der
Differenzierungsfahigkeit kommen. Die leukdmischen Zellen dieser Phase sind mono- oder

oligoklonalen Ursprungs (Schulz et al. 1988).

1.131 Gp55

Gp55 bindet an den Erythropoetin-Rezeptor (EpoR) und imitiert die Wirkung von Erythro-
poetin (Epo), was zu einer verlangerten Proliferationsphase infizierter erythroider Zellen fuhrt
(Li et al. 1990). Nach Bindung des Epo an den EpoR beobachtet man eine Phosphorylierung
der Tyrosinkinase JAK?2 und des Transkriptionsfaktors STAT5. In gp55-stimulierten erythroi-
den Zelen findet sich eine konstitutive Aktivierung der Tyrosinkinase JAK1 sowie des
Transkriptionsfaktor STAT5. Die Translokation des STAT5 in den Zellkern sowie dessen
sequenzspezifische DNA-Bindung ist jedoch auch in gp55-stimulierten Zellen Epo-abhangig
(Yamamura et al. 1998). In SFFV-infizierten Zellen kommt es auf3erdem zur konstitutiven
Aktivierung des Raf-1/M AP-Kinase-Signalwegs und Expression der Transkriptionsfaktoren c-
Jun und JunB, so dal3 als Folge mdglicherweise eine deregulierte AP1-Aktivitét auftritt
(Muszynski 1998).
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1.1.3.2 Provirusintegrationsstellen von F-MuLV und SFFV im Mausgenom

Uber Wechselwirkungen zwischen viralen Hillproteinen und zelluléren Membranrezeptoren
kommt es unter Verschmelzung der Virushille mit der Zellmembran zum Eindringen des Vi-
ruscapsids in die Zelle, wo bereits im Zytoplasma die Transkription der viralen RNA in dop-
pelstrangige DNA durch die virale reverse Transkriptase stattfindet. Der Nukleocapsidkom-
plex wird in den Zellkern transportiert, und mit Hilfe der viraen Integrase wird das virale
Genom in das Genom der Wirtszelle integriert. Die Integration ist Voraussetzung fur die Ex-
pression viraler Gene (Modrow & Falke 1997).

Als Folge der Integration kann es zur Inaktivierung zellulérer Gene durch Insertion innerhalb
codierender Bereiche oder regulatorischer Sequenzen eines Gens kommen. Haufig fuhrt die
Provirusintegration in das zelluldre Genom jedoch zur Aktivierung von Genen. Innerhalb der
retroviralen LTR ("long termina repeat”) finden sich starke Promotor- und Enhancer-
elemente, welche die Expression benachbarter sowie weiter entfernt gelegener Gene aktivie-
ren kénnen (Kung et al. 1991; Tsichlis& Lazo 1991).

Die Integration in das Wirtsgenom erfolgt sequenzunabhangig. Ein moglicher Einflufd anderer
Faktoren wie der Chromatinstruktur unter Bevorzugung transkriptionsaktiver, DNAse-I-
hypersensitiver Bereiche wird beschrieben (Kung et al. 1991). Bestimmte Gene sind in ver-
schiedenen, unabhangig voneinander entstandenen Tumoren wiederholt von Provirusintegra-
tionen in ihrer N&he betroffen (”common integration site”). Die Aktivierung dieser Gene bie-
tet offenbar einen Wachstumsvorteil der betroffenen Zellen, was zur Tumorentstehung fuhrt.
Deshalb werden durch Identifizierung von Integrationsstellen haufig benachbarte zellulére
Onkogene entdeckt (Jonkers 1996). Folgende Integrationsstellen sind im Rahmen der
Erythrol eukémie-Entwicklung haufig betroffen:

Soi-1: In 95% der FV- oder SFFV-induzierten Erythroleuk&mien findet sich eine Aktivierung
des Gens Spi-1 (SFFV provira integration) durch Provirusintegration (Moreau-Gachelin et al.
1988). Spi-1 ist identisch mit PU.1, einem Transkriptionsfaktor mit Homologie zur ets-
Familie.

Fli-1: Ein Rearrangement der Integrationsstelle Fli-1 wird in 75-90% der F-MuLV-induzier-
ten Erythroleukdmien beobachtet. Fli-1 ist ein Mitglied der ets-Gen-Familie (Ben-David, et al.
1991; Selset al. 1992).

Fli-2: Eine Integration im Fli-2-Locus wird bel F--MuLV- und FV-P-induzierten Erythroleu-
ké&mien beobachtet. Dadurch kommt es zur Inaktivierung des erythroiden Transkriptionsfak-
torsNF-E2 (Lu et al. 1994).
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Epo und Epo-R: In verschiedenen F-MuLV-induzierten erythroleukamischen Zellinien ist das

Epo-Gen rearrangiert und amplifiziert. Daraus resultiert eine konstitutive Epo-Produktion
(McDonad et al. 1987). Durch SFFV-Provirus-Integration kommt es zur Aktivierung des
Epo-R (Lacombe et al. 1991).

Fre2: Der Fre2-Locus stellt eine weltere Integrationsstelle des F-MuLV in primaren Milztu-
moren erythroleukamischer Mause dar. Ein Rearrangement des Fre2-Locus wurde in Milztu-
moren auch ohne nachweisbare Provirusintegration gefunden. Das Fre2-Gen ist auf dem
Chromosom 9 der Maus mit einem maximalen Abstand von 1,2 cM vom Fv2-Locus entfernt
lokalisiert. Eine mogliche Identitét der beiden Gene wird diskutiert (Friedrich et al. 1997).
p53: Das Tumorsuppressorgen p53 ist haufig in FV-, SFFV- und F-MuLV-induzierten
Erythroleukdmien von Provirusintegrationen betroffen. AuRerdem werden Deletionen und
Punktmutationen des p53 beobachten. Alle diese Veradnderungen fuhren entweder zum volli-

gen Fehlen des p53-Genprodukts oder zur Synthese eines verkirzten Proteins (Jonkers 1996).

1.1.4 Kontrolle der Leukdmogenese durch Wirtsgene

Eine Reihe von Genen beeinflul3t die Empfanglichkeit von Mausen fir eine F-MuLV-indu-

zZierte Leuk&mie Uber verschiedene Mechanismen (Tsichlis & Lazo 1991):

1. Beeinflussung von Adsorption, Virusreplikation oder Provirusintegration (Fv1, Fv4/Akrv-
1, Fv6/Rmcf, Gv-1, Gv-2, Sv-1, Rgv-2)

2. Modulation der Immunantwort des Wirtes (Rgv-1, Rfv-1, Rfv-2, hr, Rfv-3)

3. Regulation der Anzahl potentieller Zielzellen des Virus (Fv2, W, 9, f, nu)

4. Modulation des Erkrankungstyps (Andmie vs. Polyzythémie; Fv5)

Bel einigen dieser Gene ist Naheres Gber den Mechanismus der Resistenzvermittlung bekannt:
Fvl: Das Fvl-Gen ist dafUr verantwortlich, daf3 6kotrope F-MuLV's eine weitere Wirtszellre-
striktion aufweisen: Das Allel Fv1" erlaubt die Infektion durch N-trope Viren, verhindert aber
die Infektion mit B-tropen Viren, wahrend das Allel Fv1® eine Infektion mit B-tropen Viren
ermdglicht, N-trope Viren jedoch blockiert (Tsichlis & Lazo 1991; Goff 1996). Das Fv1-Gen
wurde als gag-Gen mit Sequenzahnlichkeit zu humanen endogenen Retroviren (HERV-L)
identifiziert. Ein Modell der Wirkungsweise von Fv1 als Resistenzgen beinhaltet die Bindung
des Fv1-Genproduktes an Gag-Proteine des Préintegrationskomplexes und Blockierung des-
sen Transportsin den Zellkern (Goff 1996).
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Fv4: Das Fv4" Alld ist durch die Insertion eines defekten 6kotropen Provirus im Fv4-Locus
charakterisiert (Ikeda et al. 1985). Die Expression des env-Gens unter der Kontrolle eines be-
nachbarten zelluléaren Promotors fuhrt zur Virusinterferenz und Resistenz gegentiber der In-
fektion mit 6kotropen MuLV's (Ikeda & Sugimura 1989).

Fve/Rmcf: Das dominante Rmcf -Allel zeichnet sich durch Expression eines MCF-Hiillpro-
teins auf der Oberflache hématopoetischen Zellen aus, was durch Virusinterferenz eine Resi-
stenz gegenlber der Infektion mit MCF-Viren bedingt (Ruscetti et al. 1981). Der Fv6/Rmcf-
Locus beinhaltet vermutlich ein regulatorisches Gen, das die Expression eines MCF-Hllpro-
teins in hamatopoetischen Zellen kontrolliert (Tsichlis & Lazo 1991).

Rav-1, Rfv-1 und Rfv-2: Die Gene Rgv-1, Rfv-1 und Rfv-2 gehéren zum H2-Locus der Maus

und beeinflussen die Immunantwort auf eine Infektion mit MuLVs (Tsichlis& Lazo 1991).
Fv2: Das Fv2-Gen liegt in den Allelen Fv2" und Fv2°® vor. Fv2' vermittelt Resistenz gegentiiber
der Entwicklung einer Friend-Virus-induzierten Erythroleukamie, wahrend Fv2°® als domi-
nantes Allel Suszeptibilitdt vermittelt (Tsichlis & Lazo 1991). Die Mehrheit der BFU-E-
Population (burst-forming unit-erythroid) in Fv2”-Mausen befindet sich im Gegensatz zu
Fv2¥>-Mé&usen nicht im Zellzyklus (Ben-David & Bernstein 1991). Der Fv2-Locus kontrolliert
maoglicherweise die Aktivitdt eines negativen Regulators, der in BFU-E-Zellen zur Reduktion
der DNA-Synthese fuhrt und Tell eines negativen Kontrollmechanismus friher erythroider
Vorléauferzellen ist (Axelrad et al. 1981).

Wund S: Mutationen in Wund S fihren zur Reduktion der Anzahl an erythroiden Vorlaufer-
zellen. W codiert fur den c-Kit-Rezeptor, S fir den Liganden dieses Rezeptors. Méglicher-
weise beruht die durch Wund S vermittelte Resistenz auf der Verminderung an Zielzellen des
Friend-Virus. Alternativ wird die Aktivierung des Kit-Signalwegs as notwendige V orausset-
zung fur die Induktion einer Erythroleukdmie diskutiert, so dal3 die Resistenz auch durch ei-
nen Defekt des Kit-Rezeptors oder Fehlen seines Liganden verusacht sein kénnte (Ben-David
& Bernstein 1991).

1.1.5 Das Fre2-Gen

Die Integration eines F-MuLV-Provirus im Fre2-Locus in primdren Milztumoren erythroleu-
kamischer Méuse flhrte zur Isolierung des Fre2-Gens. In weiteren Milztumoren wurde ein
Rearrangement des Fre2-Locus auch ohne nachweisbare Provirusintegration gefunden (Eisel
et al. 1997). Stromabwarts der Fre2-Integrationsstelle des F-MuLV-Provirus liegt der codie-
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rende Bereich des Fre2-Gens bestehend aus drei Exons, die von zwei gréf3eren Introns unter-
brochen werden. Ein intronfreies offenes Leseraster (open reading frame; ORF) von 1302
Nukleotiden befindet sich im Exon 2. Aus einer gemeinsamen Vorlaufer-mRNA entstehen
zwei unterschiedlich lange mRNAs (3,7 kb und 1,9 kb), was vermutlich im Zusammenhang
mit der RNA-Editierung eines Nukleotids im 3’ -nichtcodierenden Bereich der kleineren
MRNA steht. In verschiedenen Geweben werden eine 1,9-kb-mRNA und eine 3,7-kb-mRNA
im Verhdtnis 2,5:1 exprimiert. Die Fre2-Expression ist in hamatopoetischen Zellinien deut-
lich héher als in nicht-hamatopoetischen. Ein Fre2-homologes Gen existiert auch beim Men-
schen. Die Funktion des Fre2-Genproduktes ist noch unbekannt. Das Vorliegen einer Lysin-
Alanin-reichen Domane kénnte sowohl fur ein DNA-bindendes Kernprotein as auch fir ein
cytosolisches Protein sprechen, das Protein-Protein-Interaktionen eingeht. Eine mégliche
Identitét mit dem Fv2-Gen ist nicht ausgeschlossen (Pass 1995; Eisel 1997; Friedrich et al.
1997).

F-MuLVv

Rearrangement
717 /
genomische DNA
Pra-mRNA R N e
Exon 1 Exon 2 Exon 3
3,7-kB-mRNA cApP[ [] ORF | [ Poly(A)
1,9-kB-mRNA cAP| || ORF Poly(A)

Abbildung 1: Struktur des Fre2-Gens (nach Eisel 1997; Friedrich et al. 1997)

1.2 Leukémien beim Menschen

Der Begriff Leukamie beschreibt eine unkontrollierte Proliferation oder Expansion hamato-
poetischer Zellen, welche die Fahigkeit zur Differenzierung in reife Blutzellen verloren haben
(Sawyers et al. 1991).
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1.2.1 Klassifikation der Leukamien

Leukamien werden entsprechend der betroffenen Zellinie in myeloische oder lymphatische
Leukamien eingeteilt. Eine weitere Klassifikation erfolgt in akute und chronische Leukamien.
Akute Leukd&mien werden entsprechend der FAB-Klassifikation (French-American-British)

weiter unterteilt.

AML ALL

M1: Myeloblastér ohne Differenzierung L1: Einheitlich kleine Zellen
M2: Myeloblastar mit Differenzierung L2: Unterschiedliche Zellgréize
M3: Hypergranulér promyel ozytar L3: Einheitlich grof3e Zellen
M4: Myelomonozytér

M5: Monozytar

M6: Erythroleukamie
M7: Megakaryoblastér

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der akuten Leukamien (nach: Gross & Heimpel 1994)

1.2.2 Atiologie und Epidemiologie

Jahrlich treten weltweit etwa 250000 neue Leukamieféle auf. Die Inzidenz aller Leuk@mien
liegt bei 8-9/100000 pro Jahr. 60% der Leukamien sind akute Leukémien (ALL und AML),
15% entfallen auf chronisch-myel oische Leukémien (CML) und 25% auf chronisch-lymphati-
sche Leuk@mien (CLL; Schiffer & Schimpff 1991).

Fur die Leukamieentstehung werden zahlreiche Risikofaktoren diskutiert:

Eine genetische Prédisposition fur Leukamien wird fur einige Erbkrankheiten beschrieben:
Beim Down-Syndrom (Trisomie 21) besteht ein 10-30fach erhohtes Erkrankungsrisiko fir
Leukamien (Robinson 1992); fur Ataxiatelangiectasia (AT) soll das kumulative Risiko, in der
Kindheit an Leukamie zu erkranken, bis zu 10% betragen (Zeeb & Blettner 1998). Beim
Bloom-Syndrom und bei der Fanconi-Andmie, die mit Chromosomeninstabilitét verbunden
sind, ist das Leukamierisiko ebenfalls erhdht (Zeeb & Blettner 1998; Ruddon 1995).
Verschiedene Chemikalien werden mit einem erhdhten Leukdmierisiko in Verbindung ge-
bracht. Benzolexposition, z.B. am Arbeitsplatz, ist mit einem erhohten Erkrankungsrisiko fir
AML verbunden (Brandt 1992). Ethylenoxid ist mit einem erhohten Auftreten von lymphati-
schen Leukamien assoziiert (Stayner et al. 1993).

lonisierende Strahlung wird als Risikofaktor fur AML, ALL und CML jedoch nicht fir CLL
gewertet. Hohe Strahlendosen fihren zu einem deutlichen Anstieg der Zahl der Leukamie-
erkrankungen; so werden 50% der Leukamien bei Uberlebenden der Atombombenexplosio-

nen von Hiroshima und Nagasaki auf Strahleneinwirkung zurtickgefuhrt. Auch therapeutische
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Bestrahlung wie z.B. bei Spondylitis ankylosans fuhrt zu einem erhohten Leukamierisiko
(Darby et al. 1987). Uber das Risiko niedriger Strahlendosen fiir Leuk&mieerkrankungen sind
zahlreiche Studien mit kontroversen Ergebnissen durchgefihrt worden. Ein erhdhtes Risiko
fur akute Leukamien wird fur Kinder beschrieben, die in utero diagnostischer Bestrahlung
ausgesetzt waren. Der hier auftretende Zuwachs an AML und ALL wird auf 40-60% geschétzt
(Zeeb & Blettner 1998).

Chemotherapeutika, die in der Behandlung von malignen Tumoren eingesetzt werden, bergen
ein hohes Risiko beziiglich des Auftretens sekundarer Leukdmien. Ein 10-100fach erhohtes
Risiko wurde fur das Auftreten von AML nach Chemotherapie beschrieben. Das Risiko steigt
mit der Dosis, der Anzahl der Zyklen, der Anzahl der miteinander kombinierten Chemothera-
peutika und der Behandlungsdauer (Zeeb & Blettner 1998). Zwei verschiedene Formen se-
kundérer AML wurden identifiziert: Nach Behandlung mit Topoisomerase-Inhibitoren treten
frihzeitig AML mit FAB-M4/M5-Morphologie auf, wahrend AML-Erkrankungen nach Be-
handlung mit alkylierenden Agentien spéat auftreten und FAB-M1/M2-Morphologie aufweisen
(Shpilberg et al. 1997).

Das humane T-Zell-Leukamie-Virus Typ 1 (HTLV-1) gilt als Erreger der adulten T-Zell-Leu-
kadmie (ATL), die in Japan, der Karibik, Siidamerika und Afrika endemisch bei Erwachsenen
auftritt. HTLV-1 infiziert CD4-positive Zellen und kann als Retrovirus in das Genom integrie-
ren. Die Ubertragung des Virus erfolgt durch infizierte Zellen (Modrow & Falke 1997). Das
humane T-Zell-Leukamie-Virus Typ 2 (HTLV-2) wurde aus einer T-Zédlllinie einer Haar-
zelleukamieisoliert (Kalyanaraman et al. 1982).

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) wird in kausale Beziehung zum Auftreten des in Afrika ver-
breiteten Burkitt-Lymphoms gesetzt (Modrow & Falke 1997).

Die derzeit bekannten Risikofaktoren fur die Leukémieentstehung erklaren etwa 15-20% der
weltweit neu auftretenden Leukamieerkrankungen. In der Mehrzahl der Félle ist die Ursache
unklar (Zeeb & Blettner 1998).

1.2.3 Genetische Grundlagen der Leukdmogenese

Typische genetische Veradnderungen bei Leuk&mien und Lymphomen sind reziproke Chromo-
somentranslokationen. Dartber hinaus werden Inversionen, Deletionen, Duplikationen und

Punktmutationen beobachtet. Die molekulare Charakterisierung dieser Chromosomenrear-
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rangements ermdglicht die Identifikation von Genen, die an der Leukdmieentstehung beteiligt
sind.

Bel den in lymphatischen Leuké&mien gefundenen Translokationen sind haufig die Chromo-
somen 14 und 7 beteiligt, auf denen die Gene fir die schweren Ketten der Immunglobuline
und der T-Zell-Rezeptoren liegen. Diese Gene werden im Verlauf der Differenzierung von B-
bzw. T-Lymphozyten rearrangiert und stellen offenbar Prédilektionsstellen fur Translokatio-
nen dar. Gene, die in |G- und TCR-Loci transloziert werden, codieren in der Regel fir intakte
Proteine, die unter dem Einfluld stark aktiver regulatorischer Sequenzen dereguliert und
Uberexprimiert werden (Y unis 1983; Wagener 1996).

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber Translokationen, an denen 1G- und TCR-Loci

beteiligt sind:

Trandokation Betroffenes Gen Erkrankung Trand okationspartner
t(8;14)(q24;932) c-MYC (8924) BL, BL-ALL IgH, IgL
(2;8)(p12;q24) c-MYC (8924) BL, BL-ALL IgH, IgL
t(8;22)(q24;911) c-MYC (8g24) BL, BL-ALL IgH, IgL
t(8;14)(q24;911) c-MYC (8924) T-ALL TCR-a
1(8;12)(q24;922) c-MYC (8g24) B-CLL/ALL -

BTG (12¢22)
t(7;19)(g35;p13) LYL1 (19p13) T-ALL TCR-B
t(1;14)(p32;911) TALL/SCL (1p32) T-ALL TCR-a
t(7;9)(q35;q 34) TAL2 (9934) T-ALL TCR-B
t(11;14)(p15;911) RBTNL/Ttgl (11p15) T-ALL TCR-0
t(11;14)(p13;911) RBTN2/Ttg2 (11p13) T-ALL TCR-d/a
t(7;11)(q35;p13) RBTN2/Ttg2 (11p13) T-ALL TCR-B
t(10;14)(q24;911) HOX11 (10g24) T-ALL TCR-a/p
t(7;10)(g35;924) HOX11 (10g24) T-ALL TCR-a/p
t(3;14)(q27;932) Laz3/BCL-6 (3q27) NHL/DLCL IgH
t(3;4)(q27;p11) Laz3/BCL-6 (3q27) NHL -
t(11;14)(q13;932) BCL-1/(PRAD-1) (11q13) B-CLL u.a IgH
t(14;18)(g32;921) BCL-2 (18921) FL IgH, IgL
1(14;19)(g932;g13.1) BCL-3(19913.1) B-CLL IgH
invl4 & t(14;14)(q11;,q32) TCL-1(14932.1) T-CLL TCR-Ca
t(10;14)(g24;932) Iyt-10 (10g24) B-Lymphom IgH
t(5;14)(g31;932) IL-3 (5931) PraB-ALL IgH
t(7;9)(q34;q34.3) TANL1 (9934.3) T-ALL TCR-B
t(1;7)(p34;034) LCK (1p34) T-ALL TCR-B
t(X;14)(g28;911) C6.1B (Xg28) T-PLL TCR-a

Tabelle 2: Rearrangements in hamatologischen Neoplasien mit Beteiligung von |G- oder TCR-Loci ohne
Entstehung von Fusionsproteinen (nach Rabbits 1994 und Solomon 1991); BL: Burkitt-Lymphom; NHL:
Non-Hodgkin-Lymphom; DLCL: "diffuse large cell lymphoma”; FL: Follikulares Lymphom; TCR: T-
Zell-Rezeptor

Eine andere mdgliche Folge von Chromosomenrearrangements ist die Entstehung von Fusi-
onsgenen. Auf diese Weise werden chiméare Onkoproteine gebildet, die funktionelle Doméanen
beider Fusionspartner tragen (Solomon 1991). Folgende Fusionsgene wurden bei Leukamien

beschrieben:
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Trandokation/Inversion Betroffene Gene Erkrankung

inv(14)(q11932) TCR-a (14911); VH (14932) T/B-Zell-Lymphom
t(9;22)(gq34,;911) c-ABL (9934); BCR (22911) CML/ALL

t(1;19)(g23;p13.3) PBX1 (1g23); E2A (19p13.3) Pr&-B-ALL

t(17;19)(g22;p13) HLF (17922); E2A (19p13) Pr&-B-ALL
t(15;17)(g21,911-22) PML (15021); RARa (17qg21) APL

t(11;17)(923;021.1) PLZF (11g23); RARa (17921) APL

t(4,11)(g21,923) MLL (11g23); AF4 (4g21) ALL/Pr&B-ALL/AML
t(9;11)(g21,923) MLL (11g23); AF9/MLLT3 (9p22) ALL/Pr&B-ALL/AML
t(11;19)(g23;p13) MLL (11g23); ENL (19p13) Pr&-B-ALL/T-ALL/AML
t(X;11)(g13;923) MLL (11g23); AFX1 (Xg13) T-ALL
t(1;11)(p32;923) MLL (11g23); AF1P (1p32) ALL

t(6;11)(g27,923) MLL (11g23); AF6 (6g27) ALL
t(11;17)(g23;921) MLL (11g23); AF17 (17921) AML

t(8;21)(q22;922) AML1/CBFa (21922); ETO/MTGS (8qg22) AML

t(3;21)(g26;922) AML1 (21922); EVI-1 (3926) CML

1(3;21)(026;022) AML1 (21g22); EAP (3g26) Myelodysplasie
t(16;21)(p11;922) FUS(16pll); ERG (21922) Myeloid
t(6;9)(p23;q34) DEK (6p23); CAN (9934) AML

t(9;9) SET (9934); CAN (9934) AUL

1(4;16)(g26;p13) IL-2 (4g26); BCM (16p13.1) T-Lymphom
inv(2;2)(p13;p1l.2-14) REL (2p13); NRG (2p11.2-14) NHL

inv(16)(p13;q22) Myosin MYH11 (16p13); CBF-f3 (16022) AML

t(5;12)(g33;p13) PDGF-3 (5933); TEL (12p13) CMML
t(2;5)(2p23;935) NPM (5035); ALK (2p23) NHL

Tabelle 3: Rearrangements in hdmatologischen Neoplasien mit Entstehung von Fusionsproteinen (nach
Rabbits 1994 und Solomon 1991); APL: akute Promyelozytenleukédmie FAB M 3; AUL: akute undifferen-

Zierte Leukéamie; CMML: chronisch myelomonozytére L eukdmie; NHL: Non-Hodgkin-Lymphom

1.23.1 Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und Mediatoren

Zahlreiche Trand okationen betreffen Gene von Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren. Die hier-
aus resultierenden Fusionsproteine sind haufig konstitutiv aktiv. Auch Mutationen in extra-
zelluléren Rezeptordomanen konnen zur Aktivierung fuhren. Schliefdich wird auch durch die
Uberexpression von Wachstumsfaktoren eine verstarkte Rezeptoraktivierung verursacht. Ei-
nige Beispiele verdeutlichen die Bedeutung dieser Mechanismen in der Leukéamogenese:

Das FMS-Gen codiert fir den M-CSF-Rezeptor, ein Tyrosinkinase-Transmembranprotein. Bei
10% der Patienten mit AML oder myelodysplastischem Syndrom (MDS) finden sich Muta-
tionen im FMS-Gen (Sawyers 1991)

ALK ist eine rezeptordhnliche Protein-Tyrosin-Kinase (PTK), die physiologisch durch Ligan-
denbindung dimerisiert. Im NPM/ALK-Fusionsprotein bel der Translokation t(2;5), die beim
Non-Hodgkin-Lymphom gefunden wird, ist die cytoplasmatische Doméane von ALK mit dem
N-Terminus des Nucleophosmin (NPM) gekoppelt, was zur konstitutiven Dimerisierung und
Aktivierung fuhrt (Hunter 1997).
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Die ABL-Tyrosinkinase ist Bestandteil des BCR/ABL-Hybridgen, das durch die Translokation
t(9;22) des Philadel phiachromosoms entsteht. Bel der CML liegt ein 210-kDa-Phoshoprotein
vor; in ALL-Zédllen findet sich ein 185-kDa Phosphoprotein. Beide Proteine haben die gleiche
ABL-Komponente, die im Fusionsprotein eine deregulierte Tyrosinkinase-Aktivitat besitzt
(Ruddon 1995).

Beim MDS fuhren Punktmutationen zur Aktivierung des N-RAS und Ki-RAS-Gens (Sawyers
1991). Die Gene der RAS-Familie codieren fir membranstandige G-Proteine. RAS-Proteine
binden in der aktiven Form GTP. RASGAP (GTPase-aktivierendes Protein) aktiviert die
GTPase normaler RAS-Proteine, jedoch nicht die der Mutanten, so dal3 die mutierten RAS-
Proteine im aktiven Zustand verbleiben und nachgeschaltete Faktoren der Signalkaskade ver-
stérkt aktivieren. Einige dieser nachgeordneten Faktoren besitzen transformierende Eigen-
schaften (Lowy & Willumsen 1993; Hunter 1997).

Eine Uberexpression des Wachstumsfaktors IL-3 durch Trans okation des IL-3-Gens (5g31) in
den IG-Locus (14932) und nachfolgender Deregulation ist an der Entstehung der Pr&B-ALL
beteiligt (Sawyers 1991; Solomon et al. 1991). Es wird angenommen, dald die IL-3-
Uberexpression nicht allein firr die Transformation verantwortlich ist (Sawyers 1991).
Deletionen im langen Arms von Chromosom 5 wurden in AML und MDS gefunden. Die Re-
gion 5921-31 enthélt Gene fur hamatopoetische Wachstumsfaktoren (IL-3, IL-4, IL-5, M-CSF,
GM-CSF, IL-9) und Wachstumsfaktor-Rezeptoren (M-CSF-Rezeptor, PDGF-Rezeptor), die
an der myeloiden Differenzierung beteiligt sind (Sawyers 1991; Solomon et al. 1991).

1.2.3.2 Transkriptionsfaktoren

Ebenfalls haufig von Translokationen betroffen sind Gene, die fur Transkriptionsfaktoren co-
dieren. Man beobachtet sowohl deregulierte Expression durch Translokation in 1G- und TCR-
Loci, asauch die Bildung von Fusionsproteinen.

Das MYC-Gen ist an typischen Translokationen beim Burkitt-Lymphom beteiligt, wo es durch
Trandokation in 1G- und TCR-Loci Uberexprimiert wird, was zur raschen Zellzyklusprogres-
sion der betroffenen Zellen und zur Blockierung der Differenzierung fuhrt. MYC ist ein
Transkriptionsfaktor, der als Heterodimer mit MAX sequenzspezifisch an DNA bindet. Fur
die Aktivierung der Transkription ist allein MY C verantwortlich, daMAX keine Transaktivie-
rungsdomane besitzt. MAX/MAX-Homodimere wirken als Repressoren. Eine MYC-Uberex-

pression wirde in diesem Modell zur verstéarkten Expression MY C-regulierter Gene fihren.
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Allerdings wurde fur MY C auch eine Repressorfunktion durch Interaktion mit Faktoren, die
an das Initiatorelement binden, beschrieben (Rabbitts 1994; Packham & Cleveland 1995).
Verschiedene Trand okationen, die bei akuten Leukamien von Kindern auftreten, betreffen das
MLL-Gen. Der Bruchpunkt liegt innerhalb der codierenden Region des Gens, so dal3 im Fusi-
onsprotein die Zink-Finger-Domane fehlt, die moglicherweise die spezifische DNA-Bindung
des Transkriptionsfaktors vermittelt. Erhalten bleibt ein A-T-Hook, der unspezifische DNA-
Bindung ermdglicht, und eine Region mit Homologie zu Sauger-Methyltransferasen, die Ver-
anderungen im Methylierungsmuster der DNA mit Beeintrachtigung der Transkriptionsakti-
vitét der entsprechenden Gene ermdglichen kdnnte (Rabbitts 1994).

TALL/SCL ist an der Translokation t(1;14) beteiligt und in 25 % der T-ALL bel Kindern von
submikroskopischen Deletionen im 5 -Bereich betroffen. TAL1 bindet als Dimer mit E47 an
DNA. Die Translokation fuhrt durch ektope TAL1-Expression zur Aktivierung von Genen, die
in T-Zellen normal erweise nicht exprimiert werden (Rabbits 1994, Cobaleda et al. 1998).

1.2.3.3 Apoptose

Apoptose spielt as programmierter Zelltod eine wesentliche Rolle in der Entwicklung viel-
zelliger Organismen, in der Kontrolle solcher Zellpopulationen, die sich kontinuierlich erneu-
ern, und bei der Verhinderung der Tumorentstehung (Packham & Cleveland 1995). Einige
Gene, denen eine Beteiligung an Apoptose zugeschrieben wird, sind bel Leukdmien von
Trand okationen oder anderen genetischen Veranderungen betroffen.

Die Translokation t(14;18) in Follikularen Lymphomen fuhrt zur Uberexpression von BCL-2.
BCL-2 verhindert Apoptose in einem breiten Spektrum an Zelltypen. Zur BCL-2-Genfamilie
gehdren sowohl pro- as auch anti-apoptotisch wirkende Faktoren. BCL-2 bildet Heterodimere
mit BAX, was obligat fur die Funktion von BCL-2 ist. Bei einem UberschulR an BAX bilden
sich BAX-Homodimere, die pro-apoptotisch wirken. Zwei aternative Spleil¥formen des BCL-
X, einem weiteren Mitglied der BCL-2-Familie, beeinflussen die BCL-2-Wirkung: BCL-X_
unterdriickt synergistisch mit BCL-2 die Apoptose, wahrend BCL-Xs die BCL-2-Wirkung
antagonisiert. Ein weiterer Antagonist von BCL-2 ist BAD. Neben der direkten Regulation der
BCL-2-Expression wird die BCL-2-Wirkung durch Interaktionen dieser Proteine reguliert
(Packham & Cleveland 1995; Ggjewski & Thompson 1996).

Die Expression von MYC fihrt unter bestimmten Umstéanden (z.B. Mangel an Wachstums-
faktoren) zur Apoptoseinduktion, was zundchst im Widerspruch zur onkogenen Wirkung von
MY C steht. Eine Rethe von Genen kooperieren mit MYC in der Onkogenese (z.B. BCL-2,



Einleitung 14

PIM-1, RAF-1, ABL) und bewirken ihrerseits Apoptoseinhibition. Die Unterdriickung der
MY C-induzierten Apoptose durch BCL-2, jedoch nicht der Wirkung von MYC auf die
Z€ellzyklusprogression, kann das Proliferationspotential MYC-Uberexprimierender Zellen er-
klaren (Packham & Cleveland 1995).

1.2.34 Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

Mutationen im Tumorsuppressorgen P53 finden sich in weniger als 10% der Leuk&mien
(Wagener 1996). Diese Mutationen oder auch Rearrangements in P53 wurden bei CML-Pati-
enten in der Blastenkrise und in menschlichen T-Zell-Leukdmie-Zelllinien beschrieben
(Sawyers 1991).

Eine Deletion der Region 7g21-34 tritt bei AML, Myelodysplasie und verschiedenen soliden
Tumoren auf. Moéglicherweise liegt in dieser Region ein unbekanntes Tumorsuppressorgen
(Solomon 1991).

1.3 Transkriptionsinitiation proteincodierender Gene in Eukaryoten

Die Expression eines Genes beginnt mit der Transkription des DNA-Abschnittes in RNA
durch eine DNA-abhangige RNA-Polymerase. Nukledre Gene werden in Eukaryoten durch
die RNA-Polymerasen I, Il und IIl (Pol I, Il und Ill) transkribiert. Diese drel Polymerasen
unterscheiden sich in ihrer Funktion: Pol | transkribiert die Gene fir ribosomale RNA (28S,
18S und 5,8S rRNA); Pol Il transkribiert alle proteincodierenden Gene (MRNA) sowie einige
"small nuclear RNAS’ (snRNA); Pol 111 transkribiert die Gene fur Transfer-RNASs (tRNA), fr
5S rRNA und weitere snRNAs (McKnight 1996). Der Weg vom Gen zum Protein fuhrt von
der Transkription einer Pr&mRNA Uber den Prozef3 des Spleif3ens und der Formierung des 3'-
Poly(A)-Terminus zunéchst zur reifen mRNA, die aus dem Zellkern ins Cytoplasma ausge-
schleust wird. An den Ribosomen nehmen mRNA und tRNA Uber Codon-Anticodon-Wech-
selwirkung Kontakt miteinander auf. Unter Ausbildung einer Peptidbindung zwischen den
Aminosauren benachbarter tRNAs wird das Protein synthetisiert (Knippers 1997).

Fur eine selektive und spezifische Initiation der Transkription an doppelstréngiger DNA sind
neben der RNA-Polymerase Il noch zusétzliche Proteine notwendig, die as Allgemeine
Transkriptionsfaktoren (General Transcription Factors, GTF) bezeichnet werden, sowie be-

stimmte DNA-Sequenz-Motive (Core-Promotor-Sequenz). Im folgenden sollen die an der
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Initiation der Transkription proteincodierender Gene beteiligten Faktoren sowie deren Funk-

tion und Regul ationsmoglichkeiten genauer betrachtet werden.

“Holoenzyme model” “Stepwise assembly model”

Mediator
SRB Komplex™,
’0

Abbildung 2: Modell der Transkriptionsinitiation: " Stepwise assembly”-Modell vs. Holoenzym (nach
Orphanides et al. 1996)

1.3.1 Allgemeine Transkriptionsfaktoren (GTFs)

Durch Chromatographie von Zellextrakten konnten Proteinfaktoren isoliert und identifiziert
werden, die sich in vitro schrittweise an der Promotor-Sequenz anlagern, Pol 11 rekrutieren
und eine basale Transkription in vitro ermoglichen.

Das Modell des schrittweisen Aufbaus dieses Komplexes, das aus in-vitro-Beobachtungen
erstellt wurde, postuliert das separate Vorliegen der einzelnen GTFs, die sich erst an der Pro-
motor-DNA zusammenlagern. Folgender Ablauf wird beschrieben (Orphanides et al. 1996):

1. Erkennung von Core-Promotor-Elementen durch TFIID

2. Erkennung des TFIID-Promotor-Komplexes durch TFIIB

3. Rekrutierung eines TFIIF/Pol 11-Komplexes

4. Vervollstandigen des Préinitiationskomplexes durch Binden von TFIE und TFIIH
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5. Denaturierung (melting) des Promotors und Bildung eines ” offenen” Initiationskomplexes
6. Synthese der ersten Phosphordiesterbindung des mRNA-Transkriptes

7. Losen der Verbindung von Pol 1 mit dem Promotor (promoter clearance)

8. Verlangerung des RNA-Transkriptes

TFIA kann auf jeder Stufe dieses Modells nach Bindung von TFIID an den Promotor in den
Komplex eintreten.

Durch den Nachwels eines Proteinkomplexes (RNA-Polymerase-1I-Holoenzym) in Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) bestehend aus den Hefehomologen der Transkriptionsfaktoren
TFIB, THIF und THIH, Pol Il sowie SRB-Proteinen (suppressor of RNA polymerase B)
wurde dieses Modell fur die in-vivo-Situation jedoch in Frage gestellt (Koleske & Young
1994). Auch in Saugerzellen konnten @hnliche Komplexe gefunden werden (Ossipow et al.
1995; Maldonado et al. 1996). Da alerdings das Modell des sequenziellen Aufbaus des In-
itiationskomplexes das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren durch Protein-Protein-Wech-
selwirkung gut verdeutlicht, soll es fir die folgende Darstellung der einzelnen GTFs zugrunde
gelegt werden:

TFEIID: Der Faktor TFIID besteht aus dem TATA-Bindeprotein (TBP) und den TBP-assozi-
ierten Faktoren (TAF9).

TBP erkennt mit seinem Carboxy-Terminus die TATA-Box eines Promotors und bindet unter
Anderung seiner Konformation und Distorsion der DNA (Conaway & Conaway 1993). Die
Struktur des TBP dhnelt einem Sattel, dessen untere konkave Flache den Kontakt zur DNA
herstellt und dessen obere Konvexitdt Raum fir Proteinkontakte bietet (Buratowski 1994).
Zusétzlich zu TBP enthét TFIID noch wenigstens acht weitere Untereinheiten, die TBP-asso-
Ziierten Faktoren (TAF;s). Uber die Organisation des TBP und der TAF;s innerhalb des
TFIID-Komplexes ist wenig bekannt. Die grofite TAF,-Untereinheit (hTAF;250) steht ver-
mutlich mit der Oberflache des TBP in Verbindung und ist mdglicherweise fur die Bindung
der restlichen TAF;s an TBP verantwortlich. Es gibt Hinweise auf eine Histon-Oktamer-ahn-
liche Struktur innerhalb des TFIID-Komplexes (Burley & Roeder 1996; Orphanides et al.
1996).

Eine Funktion der TAF;s wird in der Rolle sogenannter Coaktivatoren gesehen: Sequenzspe-
zifische Transkriptionsfaktoren (Aktivatoren) treten tber ihre Transaktivierungsdomane in
Kontakt zu bestimmten TAF;s, die so eine Verbindung zu dem basalen Transkriptionskom-
plex herstellen. Als Beispiel hierfir ist die Interaktion zwischen der glutaminreichen Aktivie-
rungsdomane des Faktors Spl und TAF,;110 genannt. Gestitzt wird diese Hypothese durch
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die Beobachtung, dai die in-vitro-Transkription in Gegenwart von TFIID, aber nicht von ge-
reinigtem TBP, durch sequenzspezifische Aktivatoren stimuliert werden kann (Tanese &
Tjian 1993; Tjian & Maniatis 1994). TAF,s werden aul3erdem eine Rolle in der Promotorer-
kennung zugeschrieben aufgrund der Tatsache, dal3 TFIID in Footprinting-Experimenten ei-
nen DNA-Abschnitt von der TATA-Box bis zu Sequenzen stromabwarts des Transkriptions-
startpunkts besetzt, wahrend TBP-Bindung in diesen Experimenten auf eine 20-bp-Region
Uber der TATA-Box beschrankt ist. Des weiteren ist bekannt, dal3 der TFIID-Komplex die
Transkription an TATA-freien Promotoren ermoglicht, wahrend TBP allein dazu nicht in der
Lage ist (Conaway & Conaway 1993; Tjian & Maniatis 1994). Es gibt Hinweise auf die Er-
kennung des Initiator-Elementes oder eines "downstream promoter element” (DPE) durch
TAF;s (Burke & Kadonaga 1996).

TFIIB: TFIIB besitzt Bindestellen fur den TFIID-DNA-Komplex, TFIIF und RNA-Polyme-
rase I, was die Funktion von TFIIB als Bindeglied zwischen dem Promotor-gebundenem
TFIID und dem TFIIF/Pol [1-Komplex ermoglicht. Dartiber hinaus wird durch Interaktion von
TFIIB und Pol 1l der exakte Startpunkt der Transkription festgelegt (Conaway & Conaway
1993; Orphanides et al. 1996). TFIIB interagiert sequenzspezifisch mit dem unmittelbar
stromaufwarts des TATA-Elementes gelegenen "11B recognition element” (BRE) und bindet
hier in der grof3en Grube der DNA-H€elix (Lagrange et al. 1998).

TFIA: Wie auch TFIIB kann TFIIA an den TBP-DNA-Komplex binden (Buratowski et al.
1989) und steigert damit die Affinitat von TBP fir das TATA-Element (Imbalzano et al.
1994). Die Frage, ob TFIIA ein essentieller Faktor fur die Initiation der Transkription ist,
wurde kontrovers diskutiert, dain Abhangigkeit von der Reinheit des jeweiligen in vitro ver-
wendeten Transkriptionssystems der Faktor TFIIA entweder essentiell, stimuliered oder ver-
zichtbar war. Fir eine basale Transkriptionsaktivitdt mit hochreinen Faktoren in vitro wird
TFIIA nicht bendtigt (Conaway & Conaway 1993). Eine Erklarung hierfir ist die Fahigkeit
von TFIIA, den Effekt von Repessoren der Transkription aufzuheben, die in Abhéngigkeit von
der Reinheit der Faktoren des jeweiligen Systems vorliegen kdnnen. Fur die aktivierte
Transkription in vitro as Antwort auf Aktivatoren ist der Faktor TFIIA unerldich
(Orphanides et al. 1996).

TFIIF: Die Rekrutierung von RNA-Polymerase 11 in den Initiationskomplex wird durch TFIIF
erheblich stimuliert. TFIIF bildet mit der Polymerase in vitro einen Komplex, der vermutlich

Uber Wechselwirkung zwischen der kleineren der beiden TFIIF-Untereinheiten und TFIIB mit
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dem Initiationskomplex assoziiert. TFIIF beeinflufd dartiber hinaus auch die Elongation der
Transkription (Buratowski 1994).

TFIE: Dem Faktor TFIIE werden zwei zeitlich getrennte Funktionen in der
Transkriptionsinitiation zugeschrieben: Zum einen greift TFIIE durch Wechselwirkung mit
TBP in einen frihen Schritt in der Bildung des Initiationskomplexes ein, zum anderen ist
TFIIE an der Rekrutierung von TFIIH beteiligt. TFIIE ist das Ziel regulatorischer Proteine wie
Jun/Fos, so dal3 ihm mdglicherweise eine Rolle in Aktivierung oder Repression der
Transkriptionsinitiation zukommt (Y okomori et al. 1998).

Der Faktor TFIIE bindet in Lésung mit hoher Affinitat an RNA-Polymerase Il und tritt ent-
weder im Anschlul® oder gleichzeitig mit dem TFIIF-Polymerase-Komplex in den Initiations-
komplex ein. Dieser Schritt ist Voraussetzung fur die Rekrutierung von TFIIH (Flores et al.
1990). THIIE stimuliert zudem die CTD-Kinase-Aktivitdt von TFIIH (Orphanides et al. 1996).
TFIIH: Der Faktor TFIIH besteht aus verschiedenen Untereinheiten, die Kinase- und Helikase-
aktivitat besitzen und an der Nukleotid-Exzisionsreparatur von DNA-Schaden mitwirken
(Rossignol et al. 1997). Die DNA-Reparatur in transkribierten Genen lauft schneller ab alsin
nicht transkribierten Genen (Mellon & Hanawalt 1989). Wahrscheinlich kommt TFIIH eine
zentrale Stellung in dieser Kopplung von Transkription und DNA-Reparatur zu (Orphanides
et al. 1996).

In alen eukaryotischen Pol-lI-Enzymen tragt die grofte Untereinheit als sogenanntes
"Repeat” multiple Kopien eines Heptapeptids an ihrem Carboxylende (carboxy-terminal
domain, CTD; Corden et al. 1985). Diese Region ist vor der Initiation der Transkription
hypophosphoryliert (Pol-lla-Form), wahrend der Elongation aber hyperphosphoryliert (Pol-
[10-Form). Verschiedene cyclinabhéngige Proteinkinasen (cyclin-dependent kinase, CDK)
erkennen die CTD als Substrat. Die mit dem SRB-Komplex und dem Transkriptionsfaktor
TFIIH assoziierten CDKs sind offenbar potentiell wichtige Regulatoren des
Transkriptionszyklus der RNA-Polymerase 1l (McKnight 1996). Cdk7 ist eine Kinase, der
eine Rolle im Zellzyklus zugeschrieben wird und die Teil des CAK-Komplexes (cdk-
activating kinase) ist. Als Bestandteil von TFIIH verschiebt sich die Substratspezifitédt von
CAK zugunsten der CTD der RNA-Polymerase Il (Rossignol et al. 1997). TFIIH phosphory-
liert auBerdem TFIIE und TFIIF, wozu freies CAK nicht in der Lageist (Yankulov & Bentley
1997). Die Beobachtung, dal3 CAK eigenstandig in der Zelle vorliegt und eine Rolle in der
Regulation des Zellzyklus spielt, aber auch in TFIIH reinkorporiert werden kann und so die
Transkription stimuliert, fihrte zu der Hypothese, dal3 freies CAK im Gleichgewicht mit
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TFIIH vorliegt und einen Mechanismus fur die Regulation des TFIIH im Zellzyklus, in der
Transkription und in der DNA-Reparatur darstellt (Rossignol et al. 1997).

1.3.2 Core-Promotor-Elemente

In der unmittelbaren Umgebung des Transkriptionsstartes werden haufig folgende DNA-
Sequenzmotive gefunden, denen eine funktionelle Bedeutung am Aufbau des Initiationskom-
plexes durch sequenzspezifische Bindung von Faktoren zukommit:

TATA-Box: Viele Promotoren eukaryotischer Gene zeigen in einer Region von etwa 25-30 bp
stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes eine A/T-reiche Sequenz. Diese sogenannte
TATA-Box hat die Konsensussequenz T-A-T-A-A/T-A-A/T und wird durch das TATA-
Binding-Protein (TBP) erkannt und gebunden (Orphanides et at. 1996).

"11B recognition element” (BRE): Unmittelbar stromaufwérts der TATA-Box bindet TFIIB

sequenzspezifisch an einem ”11B recognition element” mit der Konsensussequenz G/C-G/C-
G/A-C-G-C-C. Diese Bindung an DNA findet sowohl in Gegenwart von TBP als auch ohne
TBP statt, so dal? eine direkte Wechsaelwirkung zwischen TFIIB und diesem Sequenzelement
anzunehmen ist. Im Gegensatz dazu findet eine Bindung von TFIIB an DNA stromabwarts der
TATA-Box nur in Gegenwart von TBP statt, was durch die durch TBP induzierte Kon-
formationsanderung der DNA erkléart wird (Lagrange et al. 1998).

Initiator-Element (Inr): Das Initiator-Element mit der Konsensussequenz (Py),-C-A-(Py)s-

wurde a's einfachster funktionierender Promotor zunéchst fir das TdT-Gen beschrieben, des-
sen Promotor keine klassische TATA-Box enthélt. Es ermoglicht eine Transkriptionsinitiation
mit definiertem Transkriptionsstart auf niedrigem Niveau, die in Gegenwart einer TATA-Box
oder Spl-Bindestellen gesteigert wird. Transkriptionsstartpunkt ist das innerhalb des Initiator-
Elementes gelegene Adeninnukleodid (Smale & Baltimore 1989). Verschiedene Faktoren wie
YY1 (Usheva & Shenk 1994) und USF (Du et al. 1993) konnen mit dem Initiator-Element
interagieren.

CT-Signal: Etwa sieben Nucleotide stromabwaérts des Transkriptionsstarts findet sich in eu-
karyotischen Promotoren héufig ein CT-Signal mit der Konsensussequenz C-T-N-C-N-G
(Larsen et al. 1995).

"Downstream promoter element” (DPE): In TATA-Box-freien Drosophila-Promotoren wird

ein etwa 30 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts gelegenes ”downstream promoter
element” (DPE) mit der Konsensussequenz A/G-G-A/T-C-G-T-G beschrieben. Ein DPE ist
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auch in menschlichen Zellen konserviert (Burke & Kadonaga 1997). In Verbindung mit dem
Initiator-Element kann DPE a's Bindestelle fur TFIID dienen (Burke & Kadonaga 1996).

1.3.3 Regulation der Transkription

Innerhalb der Zelle ist die Transkription ein streng regulierter Prozel3. Die Verpackung der

DNA in Chromatin sowie algemeine oder genspezifische Repressorproteine unterdriicken die

Genexpression. Allein durch Mechanismen der Derepression kann die Transkription betracht-

lich gesteigert werden. Durch Aktivatorproteine, die spezifisch an bestimmte DNA-Sequenzen

binden, wird die Transkription getriggert und die Expression eines einzelnen Gens oder einer

Gruppe von Genen induziert. Die in vitro beobachtete, von regulatorischen Faktoren unab-

hangige "basale” Transkription findet in vivo praktisch nicht statt. Aktivatoren konnen an ver-

schiedenen Schritten der mMRNA-Synthese angreifen (Orphanides et al. 1996):

1. Entfernen von Repressoren von der Promotor-DNA (z. B SWI/SNF-vermittelte Chromatin-
strukturanderung)

2. Rekrutierung von Allgemeinen Transkriptionsfaktoren (GTFs) und RNA-Polymerase Il an
eilnem Promotor

3. Induktion von Konformationsanderungen im Initiationskomplex

4. Induktion kovalenter Modifikationen der Proteine des Initiationskomplexes (z. B. Phospho-
rylierung der CTD der Polymerase)

5. Stimulation der " promoter clearance” und Elongation

1.3.3.1 Sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren als Aktivatoren der

Transkription

Transkriptionsfaktoren (Aktivatorproteine), die stromaufwérts der Core-Promotor-Elemente
eines Gens an sogenannte Upstream-Promotor-Elemente binden, spielen eine wesentliche
Rolle sowohl fir die konstitutive, as auch fur die induzierbare, entwicklungsabhangige und
gewebsspezifische Genexpression. Uber eine DNA-Bindedoméane (Helix-turn-helix-Motiv,
POU-Domane, Cystein-Histidin-Zink-Finger-Motiv, Multi-Cystein-Zink-Finger-Motiv, basi-
sche DNA-Bindedoméne, Fork-head-Motiv, ETS-Motiv) wird eine sequenzspezifische Bin-
dung des Faktors an DNA ermoglicht. Die Aktivierungsdoméne (saure, glutaminreiche oder
prolinreiche Domane) des Transkriptionsfaktors vermittelt Uber Interaktion mit dem Initiati-

onskomplex eine Steigerung der Transkription. Einige Faktoren besitzen auf3erdem eine Di-
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merisierungsdomane (Leucinzipper) oder eine Hormon-Bindedomane, die fir die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors von Bedeutung sind. Zwischen den Aktivierungsdoméanen von Ak-
tivatorproteinen und den Allgemeinen Transkriptionsfaktoren (GTFs) werden vielfdtige
Protein-Protein-Wechselwirkungen beschrieben (Latchman 1995a).

Da die Interaktionen zwischen Aktivatoren und den fir eine basale Transkription nétigen
Faktoren offenbar fir eine aktivierte Transkription nicht ausreichend sind, wurden in der Co-
aktivatorhypothese Faktoren postuliert, die eine Mittlerrolle Ubernehmen (Tjian & Maniatis
1994). Als Coaktivatoren werden TAFs als Bestandteil von TFIID und TFIIA bezeichnet, die
fUr eine aktivierte Transkription notwendig sind; z. B bindet Spl mit seiner glutaminreichen
Aktivierungsdoméne an TAF;110 (Tjian & Maniatis 1994).

In Hefe wurde ein Mediator bestehend aus 20 Untereinheiten beschrieben, der essentiell fur
eine aktivierte Transkription in vitro in einen System mit gereinigten basalen Transkriptions-
faktoren ist. Dieses Mediatorprotein wurde assoziiert mit RNA-Polymerase Il as Holoenzym
isoliert. Eine weitere Funktion kommt dem Mediator in der Steigerung der Aktivitét der ba-
salen Transkription sowie in der Stimulation der Phosphorylierung der CTD der RNA-Poly-
merase | durch die TFIIH-assoziierte CTD-Kinase zu (Kim et al. 1994).

1.3.3.2 Repression der Transkription

Einige Transkriptionfaktoren bewirken eine Inhibition der Transkription. Diese as Represso-
ren bezeichneten Faktoren besitzen wie Aktivatoren eine DNA-Bindedomane. Die Repressor-
Domaéne hat keine einheitliche Struktur, wie auch die Angriffspunkte der Repressoren vielfal-
tig sind (Johnson 1995).

Der Repressoreffekt kann entweder indirekt durch Behinderung der Funktion eines Aktivators
oder direkt durch Reduktion der Aktivitét des basalen Transkriptionskomplexes vermittelt
werden. Durch die Bindung eines Repressorproteins an DNA kann ein Aktivator an der Bin-
dung an eine Uberlappende DNA-Bindestelle gehindert werden, so dal3 die Aktivatorfunktion
durch kompetitive DNA-Bindung des Repressors inhibiert wird und eine Repression des ent-
sprechenden Gens resultiert. Ein Repressor kann auch gemeinsam mit einem Aktivator an
DNA binden und durch Maskierung (quenching) der Aktivierungsdoméne den Aktivatoreffekt
aufheben. Repressoren kénnen aulRerdem entweder den Aufbau des basalen Transkriptions-
komplexes hemmen oder seine Aktivitdt und Stabilitét reduzieren (Johnson 1995; Latchman
1995a).
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1.3.3.3 Transkription und Chromatinstruktur

Da DNA in eukaryotischen Zellen nicht als nackter DNA-Doppelstrang sondern in Form von
Chromatin vorliegt, stellt sich die Frage, wie die in vitro gemachten Beobachtungen zum Ab-
lauf der Transkription durch Chromatin modifiziert werden und welche Rolle dem Chromatin
in der Genregulation zukommt.

Die Verpackung eines Gens in Chromatin fuhrt zur Repression der Transkription, und eine der
Funktionen von Aktivatoren besteht darin, diese Repression aufzuheben (Kadonaga 1998).
Als ein Bindeglied zwischen Transkription und Chromatinmodifizierung wird das RNA-
Polymerase-11-Holoenzym betrachtet. Im Hefe-Holoenzym sowie in einem der heterogenen
Saugerzell-Holoenzymkomplexe wird Swi/Snf als eine Untereinheit beschrieben (Struhl 1996;
Cho 1998). Der Swi/Snf-Komplex ist als DNA-stimulierte ATPase in der Lage, die Anord-
nung der Nucleosomen zu veréndern und so die Bindung von Transkriptionsfaktoren an DNA
zu erleichtern. In vivo kommt dem Swi/Snf-Komplex allerdings nur fur die Transkription ei-
niger Gene Bedeutung zu (Struhl 1996). Die Abhangigkeit der Transkription eines Gens von
der Swi/Snf-Funktion ist méglicherweise mit der Stérke des Promotors invers korreliert:
Schwache Promotoren benétigen Swi/Snf, wahrend starke Promotoren in ihrer Funktion un-
abhangig von Swi/Snf sind (Kadonaga 1998).

Ein weiterer Mechanismus der Chromatinmodifikation, der im Zusammenhang mit Tran-
skriptionsaktivitdt beobachtet wurde, ist die posttransationale und reversible Acetylierung
von Lysin-Seitenketten der Histone durch Histon-Acetyltransferasen (HATS). Diese Acetylie-
rung reduziert die positive Ladung der Histone und damit deren Afffinitdt fir DNA, was in
einer besseren Zuganglichkeit der in Chromatinstruktur organisierten DNA fur Transkripti-
onsfaktoren resultiert. Es besteht eine positive Korrelation zwischen Histon-Acetylierung und
Genaktivitét, aber HATs erkennen auch die Transkriptionsfaktoren TFIIE und TFIIF, p53 und
HMG-Proteine al's Substrat, so dal ihre Bedeutung moglicherweise tGber die Histon-Acetylie-
rung hinausgeht. Die Deacetylierung erfolgt durch Histon-Deacetylasen (HDACs), die als
Komplex mit Corepressoren an der Repression entsprechender Gene mitwirken (Grunstein
1997; Kuo 1998; Kadonaga 1998).

1.3.34 DNA-Methylierung und Genexpression

Eine hdufige Modifikation der DNA in hoheren Eukaryoten ist die Methylierung des Cytosins,
die in Saugerzellen 2-7% der Cytosine betrifft. Von diesen methylierten Cytosinen finden sich
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etwa 90% in CG-Basenfolgen. Methylierte DNA nimmt in der Zelle eine DNAse-1-insensitive
Struktur ein, die typisch fur inaktive Gene ist, wahrend unmethylierte DNA eine DNAse-1-
sensitive Struktur einnimmt (Latchman 1995b).

Methylierung findet sowohl als de-novo-Methylierung von unmethylierter DNA, als auch as
Hemimethylierung am neusynthetisierten und damit unmethylierten Strang nach Zellteilung
statt. Diese Methylierungsreaktionen werden durch die DNA-Methyltransferase und maogli-
cherweise eine weitere de-novo-Methyltransferase katalysiert. Auch die Demethylierung ist
ein aktiver enzymatischer Prozef3 und scheint eine wesentliche Rolle in der gewebsspezifi-
schen Aktivierung von Genen wahrend der Entwicklung zu spielen (M ostoslavsky 1997).

Der Grad der DNA-Methylierung im Genom korreliert mit der Genexpression: Gewebsspezi-
fisch exprimierte Gene liegen in der Regel in den Zellen unmethyliert vor, in denen sie expri-
miert werden, wahrend sie in den Ubrigen Zellen methyliert sind. Haushaltsgene
(housekeeping genes), die eine CpG-reiche Region besitzen und konstitutiv exprimiert wer-
den, sind in alen Geweben unmethyliert. Fur Differenzierung und Entwicklung scheint die
DNA-Methylierung eine wichtige Rolle zu spielen. Auch im Rahmen der Krebsentstehung
finden sich haufig Veranderungen im Methylierungsmuster der DNA wie Methylierung von

Tumorsuppressorgenen und Demethylierung von Oncogenen (Mostoslavsky 1997).

1.4 Experimentelle Untersuchung von Promotorsequenzen mit Hilfe von

Reportergen-Assays

Mit Hilfe von Reportergenassays ist es moglich, den Einflul? potentieller Promotoren und En-
hancer auf die Transkription eines Reportergens in geeigneten Zellen zu testen. Reportergene
codieren fur Proteine, die durch enzymatische Aktivitét oder eine andere Eigenschaft leicht
nachweisbar sind. Idealerweise werden sie nicht oder nur in geringem Umfang in eukaryoti-
schen Zellen endogen exprimiert. Haufig as Reporter verwendet werden das
Chloramphenicol-Acetyltransferase-(CAT)-Gen aus E. coli, das -Galactosidase-Gen (lacZ)
aus E. coli, das Gen fur menschliches Wachstumshormon (hGH) und das Luciferase-Gen (luc)
aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis (Alam & Cook 1990; Neurath et al. 1997).

Das potentielle Promotorfragment wird in richtiger Orientierung vor das Reportergen kloniert
und der Vektor in geeignete Zellen transfiziert. Die Aktivitdt des Reportergenprodukts ist im
allgemeinen direkt proportiona der Transkriptionsaktivitét. Durch Nachweis des vom Repor-
tergen codierten Proteins &3t sich deshalb indirekt eine Aussage Uber den Einfluld des Pro-
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motorfragmentes auf die Transkription des nachgeschalteten Gens machen (Alam & Cook
1990).

Es existiert eine Vielzahl kommerziell erhdltlicher Vektoren, denen aber meist folgende
Grundelemente gemeinsam sind (Maniatis et al. 1989; Alam & Cook 1990):

» ein Reportergen mit Polyadenylierungssignal

eine " multiple cloning site” stromaufwérts des Reportergens

» ein Polyadenylierungssignal stromaufwérts der "multiple cloning site”, um kryptische
Promotoraktivitét innerhalb der Plasmidsequenz zu unterdriicken

» ein Intron, das fur die effiziente Produktion reifer cytoplasmatischer RNA in einigen Vek-
toren erforderlichist

» ein bakterieller Replikationsursprung (ori) und ein Antibiotikaresistenzgen, um den Vektor
in Bakterien amplifizieren zu konnen

Als negative Kontrolle dient in der Regel der entsprechende Reportergenvektor ohne Promo-

tor- und Enhancerelement. Ein positiver Kotrollvektor enthalt ein Promotor/Enhancerel ement,

das in verschiedenen Zelltypen starke Transkriptionsaktivitéat induziert, z. B. der frihe Pro-

motor des SV40-Virus. Kontrollvektoren dienen als Mal3stab der Transkriptionseffizienz,

bieten einen Vergleich der Stérke der Testsequenz in Relation zu einem bekannten Promotor

und ermoglichen die Bestimmung der Hintergrundaktivitét des Reportervektors (Alam &

Cook 1990).

1.4.1 Luciferase-Assay

Das Luciferase-Enzym des Leuchtkafers Photinus pyralis (firefly luciferase) ist ein monome-
res Protein (62 kDa), das keiner posttransationalen Prozessierung unterliegt. Das Luciferase-
Gen (luc) wurde von de Wet et al. (1987) sequenziert und kloniert.

Luciferase katalysiert die Umsetzung des Substrates Luciferin in Gegenwart von ATP und
Mg* zu Luciferyl-AMP, das in einem zweiten Schritt unter Freisetzung von Licht (560 nm)

zu Oxyluciferin reagiert:

Luciferase + Luciferin + ATP+ Mg®* — . Luciferase [Luciferyl-AMP+PP,
Luciferase [Luciferyl-AMP + O, [1-  Luciferase + Oxyluciferin + AMP + CO, + hv
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Wenn ein Substrattiberschul® vorliegt, ist die Stérke des emittierten Lichtblitzes proportional
der Luciferase-Aktivitéat. Zur Detektion des Lichtes kann ein Luminometer oder ein Flissig-
szintillationszéhler verwendet werden.

Nachteil des konventionellen Protokolls ist die kurze Dauer des Lichtblitzes (<1 s) und die
Hemmung des Enzyms durch das entstehende Reaktionsprodukt Oxyluciferin (Bronstein et al.
1994)

In einem von Promega entwickelten Luciferase-Assay-System wird durch die Gegenwart von
Coenzym A eine gunstigere Reaktionskinetik erzielt, so dal3 eine Uber etwa 20 Sekunden kon-
stante Lichtproduktion entsteht, die langsam abnimmt und eine Habwertszeit von ca
5 Minuten hat. Linearitét des Assays ist Uber acht GrofRenordnungen zu erzielen: Im Konzen-
trationsbereich von 10 pg/l (10 M) bis 1 mg/l (108 M) ist die Luciferasekonzentration
proportiona der Lichtintensitét. (Neurath 1997). Die Sensitivitét des Luciferase-Assaysist 10-
1000 mal grofer als die des CAT-Assays (Thompson et al. 1990).

1.4.2 B-Galactosidase-Assay

Das durch das lacZ-Gen codierte bakterielle Enzym [3-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse
verschiedener 3-Galactoside. 3-Galactosidase wird in unterschiedlichem Mal3 in Sdugerzellen
exprimiert, so dal3 die Anwendbarkeit des 3-Gal actosidase-A ssays von der endogenen Expres-
sion von 3-Galactosidase in der verwendeten Zelllinie abhangig ist.

Die Enzymaktivitéat kann mit Hilfe verschiedener Substrate photometrisch, fluorometrisch,
luminometrisch und histochemisch nachgewiesen werden. Haufig verwendet wird ein Proto-
koll, das photometrisch o-Nitrophenol als Produkt der Spaltung des Substrates ONPG (o-
Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid) durch [3-Galactosidase nachweist. Nachtell dieses Verfah-
rens ist eine niedrige Sensitivitét. Ein Chemilumineszenzassay unter Verwendung von 1,2-
Dioxetan-Substrat ist etwa 50 000fach sensitiver, aber auch hier ist die Anwendbarkeit durch
mogliche endogene Enzymaktivitéten in den Zellen begrenzt.

Es wurden Vektoren entwickelt, die das lacZ-Gen unter Kontrolle eines viralen Promotors
enthalten und haufig als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz bei Reportergen-Assays
(Cotransfektion) verwendet werden. (Alam & Cook 1990; Bronstein et al. 1994).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In unserer Arbeitsgruppe wurde in vorausgegangenen Arbeiten das Fre2-Gen als weitere Inte-
grationsstelle des F-MuLV isoliert und analysiert (Pass 1995; Eisel 1997). In einer von D.
Eisel (1997) beschriebenen Sequenzanayse der Promotor-Region konnten keine klassischen
Promotorel emente und kein Initiatorelement, jedoch einige GC-Boxen gefunden werden.

Ziel dieser Arbeit sollte nun der experimentelle Nachweis einer Promotorfunktion in diesem
DNA-Abschnitt sein, der unmittelbar stromaufwaérts des Transkriptionsstartpunktes des muri-
nen Fre2-Gens liegt. Durch Klonierung dieses Promotors in einen Luciferase-Reportergen-
Vektor und Durchfiihrung eines Luciferase-Assays sollte untersucht werden, ob eine funktio-
nelle Aktivitat vorhanden ist. Weitere Sequenzanalysen des Promotorbereiches sollten zur
Identifikation moglicher Bindestellen sequenzspezifischer Transkriptionsfaktoren (Upstream-
Promotor-Elemente) fuhren.

In weiteren Versuchen sollte eine geeignete DNA-Sonde aus dem bisher nur auf cONA-Ebene
vorliegenden Exon 3 des Fre2-Gens gefunden werden, die sich fur eine Colony-Hybridisie-

rung einer genomischen Cosmidbank eignet.
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2 MethodenIEI

2.1 Arbeiten mit DNA

2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-K ettenreaktion (PCR; Mullis 1986) wurden die beiden Fragmente aus der
vermuteten Promotorregion des Fre2-Gens aus einem A-Phagen-Klon amplifiziert, der ein
16-kb-Insert der Fre2-Sequenz enthalt. Nach entsprechender Aufarbeitung der DNA wurden

diese Fragmente in einen Luciferase-Reportergen-Vektor kloniert.

Eine weitere PCR wurde durchgeftihrt, um das Exon 3 des Fre2-Gens aus einem cDNA-Klon
zu amplifizieren. Nach Markierung mit **P bzw. Digoxigenin wurde das PCR-Produkt als

Sonde in einer Hybridisierungsreaktion eingesetzt.

Die Standardreaktion wurde nach folgendem Schema durchgeftihrt: 10 ul 10 x PCR-Puffer,
1 pl dNTP-Mix (25 mM), 1 ul je Primer (50 uM), 10 ng DNA und 1 pl Tag-DNA-Polymerase
(5 u/ul) wurden auf Eis zusammenpipettiert, mit H,O auf 100 pl aufgefillt und das Re-
aktiongemisch mit einem Tropfen Paraffin Gberschichtet. In einem Wasserbad-Thermocycler
wurden nun 25-30 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil durchgefthrt: 1 min 94°C, 1 min
Annealingtemperatur (abhangig vom jeweiligen Primerpaar), 3 min 72°C. Vorgeschaltet
wurde ein einmaliges Erhitzen auf 94°C fur 2 min, um ein vollstandiges Denaturieren der

DNA-Doppelstrange zu gewéhrleisten.

Die optimale Annealing-Temperatur des Primers |&13t sich wie folgt abschdtzen, mul3 aber bei

Problemen experimentell ermittelt werden:

T = (Anzahl der Basen G und C) x 4°C + (Anzahl der Basen A und T) x 2°C - 4°C

! Die zur Erstellung dieser Arbeit angewendeten molekularbiolobischen Standardmethoden entstammen, wenn
keine andere Quelle angegeben wurde, den Laborhandbtichern ‘Molecular Cloning’ (Maniatis et al. 1989) und
‘Current Protocols In Molecular Biology' (Ausubel et al. 1989).
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2.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Elektrophorese von DNA-Fragmenten in Agarosegelen diente der Auftrennung nach ihrer
Molekilgréfe (Johnson & Grossmann 1977). Durch Anféarben des Gels mit dem fluoreszie-
renden Ethidiumbromid, das zwischen die Basen der DNA-Molekile interkaliert, erkannte
man nach Anregung im UV-Licht DNA-Banden, die durch Vergleich mit Langenstandards

aufgrund ihrer Wanderungsstrecke identifiziert werden konnten.

Je nach Grofl3e der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Agarosekonzentrationen zwi-
schen 0,8% und 2% verwendet. Die Agarose wurde in der entsprechenden Menge TAE- oder
TBE-Puffer durch Kochen in einem Mikrowellengerét gel6st, mit 100 ng/ml Ethidiumbromid
versetzt und nach Abkuhlen auf ca. 60°C auf einen horizontalen Geltrager gegossen. Am obe-
ren Ende des Gels entstanden durch einen eingesteckten Kamm Taschen fir das Auftragen der
Proben. Nach dem Erstarren des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel in die Elektro-
phoresekammer mit dem entsprechenden TAE- oder TBE-Laufpuffer gelegt. Die Ethidium-
bromidkonzentration des Laufpuffers war identisch mit der des Gels. Die Proben wurden mit
Ladepuffer versetzt und fur 5 min auf 65°C erhitzt, um Sekundéarstrukturen zu zerstoren, die
das Laufverhalten beeintrachtigen wirden. Der Ladepuffer enthielt die Farbstoffe Xylencyanol
und Bromphenolblau, die wadhrend des Gellaufs eine farbige Bande bildeten und einen
Ruckschlul? auf die Wanderungsstrecke der DNA-Fragmente erlaubten. Der Gellauf erfolgte

bei einer angelegten Feldstérke von ca. 5 V/cm.

2.1.3 DNA-Elution aus Agarosegelen

2.1.3.1 Elution durch Adsorption der DNA an Glaspulver

Um DNA aus Agarosegelen zu eluieren, wurde as Standardverfahren die Adsorption an
Glaspulver verwendet. Diese Methode nutzt die Eigenschaft von DNA, in Gegenwart hoher
Salzkonzentrationen reversibel an Glaspartikel zu binden und nach Absenken des Salzgehaltes
wieder in Lésung zu gehen (Vogelstein und Gillespie 1979).

Die zu isolierenden DNA-Fragmente wurden zunéchst in einem Agarosegel mit TAE-Puffer
aufgetrennt und ausgeschnitten. Das Gelbldckchen wurde gewogen und mit 2 ml geséttigter

NaJ-Losung bel 50°C fur 10 min inkubiert. Das Gel verfllssigte sich, und die DNA ging in
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Losung. Pro ug DNA wurde nun 1 mg Glaspulver aus einer zuvor auf 94°C erhitzten
Glaspulversuspension zugegeben. Um eine Bindung der DNA an die Glaspartikel zu ermégli-
chen, folgte nun fur eine Stunde eine Inkubation bei Raumtemperatur auf einem rotierenden
Rad, das fur kontinuierliche Durchmischung sorgte. Danach wurden die Glaspartikel mit der
daran adsorbierten DNA durch Zentrifugation bei 13000 g fir zwel Minuten sedimentiert. Das
Glassediment wurde dreimal mit einer eiskalten Mischung aus 50% Ethanol und 1 x TNE ge-
waschen. Die DNA wurde nun mit TE-Puffer pH 8,0 bei 10-minttiger Inkubation bei 50°C
von den Glaspartikeln abgelést. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, der Uberstand
abpipettiert, gesasmmelt und noch einmal bel 13000 g abzentrifugiert, um verbliebene Glas-

partikel zu entfernen.

2.1.3.2 Elution mit dem UV-Band-Elutor

Fur die Isolierung kleiner DNA-Fragmente mit einer Grof3e unter 200 bp wurde die Elution
mittels UV-Band-Elutor gewahlt, da hier andere Methoden, die eine Adsorption der DNA

voraussetzen, eine sehr geringe Ausbeute an isolierter DNA aufweisen.

Zuerst wurde ein 2%iges Agarosegel mit TAE-Puffer, dem 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zuge-
setzt wurden, auf einem UV-durchlassigen Geltréager gegossen. In das Gel wurden zwei
Kéamme eingebracht, die nach der Polymerisation der Agarose Auftrags- und Fangtaschen
zurticklieRen. Das Gel wurde mit dem Geltrager in den UV-Band-Elutor (Biometra) einge-
setzt. Das Gerét besteht aus einer horizontalen Elektrophoresekammer, die im Boden eine
UV-Rdhre enthdt, mit der die Wanderung der DNA im Gel verfolgt werden kann. Die Lampe
sollte alerdings immer nur kurzzeitig angeschaltet werden, da UV-Licht die DNA schédigt.
Die Kammer wurde mit TAE-Puffer geflillt, der die gleiche Ethidiumbromidkonzentration wie
das Gel enthielt. Bel einer Spannung von 50 V wanderte die DNA im Gel, bis die zu isolie-
rende Bande die Fangtasche im unteren Abschnitt des Gels fast erreicht hatte. Nun wurde so-
viel des Laufpuffers abgenommen, bis das Gel gerade nicht mehr bedeckt war, und dann die
Fangtasche mit Fokussierlésung (1 x TAE, 10% Saccharose, 3 M Natriumacetat pH 6,0) ge-
flllt. Die Elektrophorese wurde fortgesetzt, bis die gesamte Bande in der Tasche fokussiert
war. Der Inhalt der Tasche wurde in ein Eppendorfgefai tberfihrt und die DNA durch eine

Ethanolfallung gereinigt und konzentriert.
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2.1.3.3 Elution mit DEAE-Zellulose

Als Alternative zur Elution der DNA mittels Glaspulver-Adsorption wurde die Elution mit
DEAE-Z€llulose verwendet. Ein Vorteil war hierbei, dal3 keine Glaspartikel in der eluierten

DNA verbleiben, die z. B. eine DNA-Mengenbestimmung im Photometer stéren.

Die DNA-Fragmente wurden zunéchst in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Zwel Stucke DEAE-Zellulose-Membran wurden auf Breite der DNA-Bande und Hohe des
Gels zugeschnitten, 5 minin 10 mM EDTA pH 8,0 und 5 min in 0,5 N NaOH gewaschen und
anschlieffend 6 x in sterilem H,O gespult. Unter UV-Licht wurde dann unterhalb und oberhalb
der Bande ein Einschnitt gesetzt und je ein Stlick der zuvor préparierten Membran eingescho-
ben. Der Gellauf wurde fortgesetzt, bis die DNA auf der Membran fixiert war (UV-Kontrolle).
Die oberhalb der Bande eingesteckte Membran diente zum Abfangen kontaminierender Ban-
den und wurde verworfen. Die unterhalb der Bande eingebrachte Membran mit der adsor-
bierten DNA wurde nun in Niedrigsalz-Waschpuffer (50 mM TrisHCI pH 8,0; 0,15 M NaCl;
10 mM EDTA pH 8,0) transferiert und darin kurz gespiilt, um Agarosereste zu entfernen. An-
schlieffend wurde die Membran in ein Eppendorfgefald gebracht und mit Hochsalz-Eluti-
onspuffer (50 mM TrisHCI pH 8,0; 1M NaCl; 10 mM EDTA pH 8,0) bedeckt. Nach einer
Inkubation bel 65°C fur 30 min wurde die FlUssigkeit abgenommen und die Membran noch
einmal fir 15 min nacheluiert. Die abgenommenen Uberstande wurden vereinigt und mit Phe-
nol/Chloroform extrahiert. Die DNA wurde anschlief3end mit Ethanol geféllt.

2.1.4 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Um DNA in wassriger Ldsung von Verunreinigungen mit apolaren hydrophoben oder partiell
hydrophoben Substanzen, z.B. von Proteinen, zu reinigen, wurde eine Extraktion mit den or-

ganischen Lésungsmitteln Phenol und Chloroform durchgefihrt.

Unter dem Abzug wurde Phenol-Chloroform-l1soamylalkohol (25:24:1) im Verhdtnis 1:1 zur
DNA-L6sung gegeben und griindlich gemischt. Durch kurze Zentrifugation (12000 g, Raum-
temperatur) wurden die Phasen getrennt. Denaturierte Proteine blieben in der organischen
Phase zuriick oder bildeten eine weil3iche Interphase. Die obere wassrige Phase enthielt die
DNA und wurde vorsichtig abpipettiert und gesasmmelt. Der Vorgang wurde je nach Grad der

Verunreinigung wiederholt.
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2.1.5 Ethanolfallung

Um die DNA von Sazen und Losungsmittelriickstdnden vorausgegangener Behandlungen zu
reinigen oder die DNA-Konzentration in einer Losung zu erhéhen, wurde die wassrige L6-
sung, welche die DNA enthielt, mit 0,1 Volumina 3 M Natriumacetat und mit zwei Volumina
Ethanol versetzt. Die Prazipitation der DNA erfolgte fur 10 Minuten bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei -20°C, was bel kleineren DNA-Fragmenten zu einer grof3eren Ausbeute fuhrte.
Nach 30-miniitiger Zentrifugation (12000 g, 4° C) wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen
und das Sediment mit 70%igem Ethanol (80%ig bei kleinen DNA-Fragmenten) gewaschen.
Nachdem nochmals 5 min abzentrifugiert wurde, konnte der Uberstand dekantiert werden.
Das Sediment wurde 5 Minuten in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in TE-Puffer re-

suspendiert.

2.1.6 DNA-Mengenbestimmung durch Absorptionsmessung

Die Konzentration einer DNA-haltigen Losung wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm in einem Spektralphotometer gemessen. Fir doppelstrangige DNA entspricht eine
Konzentration von 50 pg/ml einer optischen Dichte von 1 nach Durchtritt der Strahlung durch
eine 1 cm dicke Quarzkivette. Fur einzelstrangige DNA und RNA liegt die entsprechende
Konzentration bei 40 pg/ml, fir Oligonukleotide bei 25 ug/ml. Die Aufnahme eines Absorp-
tionsspektrums zwischen 210 nm und 310 nm erlaubt Rickschlisse auf die Reinheit der
DNA. Das Absorptionsmaximum sollte bel 260 nm liegen, der Quotient der Absorptionen bei
260 nm und 280 nm zwischen 1,8 und 2,0.

2.1.7 Restriktionsenzymspaltung

In einem Volumen von 20 pl wurden bis zu 1 pg DNA in dem entsprechenden Reaktionspuf-
fer mit dem Restriktionsenzym fur eine Stunde inkubiert. Fur gréf3ere DNA-Mengen mulite
das Reaktionsvolumen erhdht und die Inkubationszeit verlangert werden (Uber Nacht). Die
benétigte Enzymmenge war abhéngig von der DNA-Menge und der Anzahl der Schnittstellen.
Sieliefd sich Gber die Definition der Enzymeinheit abschétzen: Eine Einheit (E) schneidet 1 pg
A-Phagen-DNA in einer Stunde. Die Reaktionstemperatur war abhangig von dem verwende-

ten Enzym.
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2.1.8 Enzymatische Behandlung der zu ligierenden DNA

2.1.8.1 Proteinase-K-Behandlung

Die mit der PCR-Reaktion hergestellten Inserts wurden mit Hilfe immobilisierter Proteinase K
von mit der DNA assoziierten Proteinen (wie z. B. der Polymerase) gereinigt, so dal3 die
DNA-Enden den weiteren enzymatischen Reaktionen zuganglich waren. Dazu wurden 10 pl
immobilisierte Proteinase K (1,3 mg/ml) in 200 ul 50 mM TrisHCI pH 7,5 aufgeschlammt,
kurz abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dazu wurden 50 pl DNA-LGsung gege-
ben, zwei Minuten gemischt, kurz abzentrifugiert und 40 pl des Uberstandes abgenommen,
der Rest verworfen. Eine Phenol-Chloroform-Extraktion zum Entfernen der Proteinase war
nicht notig, da sie an Partikel gebunden war, die sich vollstandig durch Zentrifugation entfer-
nen lief3en.

2.1.8.2 Behandlung der PCR-Fragmente mit Klenow-Polymerase

DNA-Fragmente, die mit Hilfe der Tag-Polymerase synthetisiert werden, tragen haufig am
3'-Ende ein zusitzliches Adenosin-Molekill (3 -Uberhang; Clark 1988), welches die Ligati-
onsreaktion behindert. Dieses Adenosin-Molekul kann durch die 3 -Exonuklease-Aktivitét der
Klenow-Polymerase entfernt werden. Obwohl die 3'-Exonuklease-Aktivitét des Klenow-
Fragmentes gering ist, reicht sie in der Regel aus, um PCR-Fragmente zu behandeln. Eine
grofRere 3'-Exonuklease-Aktivitét besitzt die T4-DNA-Polymerase, die zur Entfernung von
gréReren 3'-Uberhdngen wie z.B. nach Restriktionsenzymspaltung von DNA eingesetzt wer-

den kann.

Die Reaktion wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: Bis zu 500 ng DNA wurden in
einem Puffer bestehend aus 50 mM TrisHCI pH 7,5, 10 mM MgCl, und 1 mM DTT aufge-
nommen, mit 2,5 uM jeden dNTPs und 2 E Klenow-Fragment in einem Volumen von 20 pl
far 15 min bei 30°C inkubiert und zur Inaktivierung des Enzyms anschlief3end fur 10 min auf
75°C erhitzt.
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2.1.8.3 Phosphorylieren der PCR-Fragmente

Dadie zur PCR eingesetzten Oligonukleotide an ihrem 5’-Ende keine Phosphatgruppe tragen,
muf3 das synthetisierte DNA-Fragment vor einer Ligationsreaktion phosphoryliert werden.

Dazu wurde 1 pg DNA in 1 x Polynukleotidkinasepuffer (Fermentas) mit 1 mM ATP, 6%
PEG 6000 und 10 E Polynukleotidkinase fur 1 h bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurde die
Reaktion durch zehnmindtiges Erhitzen auf 75°C abgestoppt.

Der Zusatz von PEG soll eine langere Aktivitét des wenig stabilen Enzyms gewahrleisten und
dadurch die Effizienz der Phosphorylierungsreaktion erhthen (Harrison & Zimmermann
1986).

2.1.84 Auffullen der Vektorenden mit Klenow-Polymerase

Der Luciferase-Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Bglll und Smal geschnitten, die
ein DNA-Ende mit Einzelstranguberhang (, sticky end“) und eines mit glatten Enden (,, blunt
end") ergeben. Deshalb mufdte das Uberhdngende Ende aufgefiillt werden, um das Insert in

einer , blunt-end“-Ligation einfligen zu kdnnen.

Die geschnittene und durch Agarosegel el ektrophorese gereinigte Vektor-DNA wurde in einem
Puffer bestehend aus 50 mM TrisHCI pH 7,5, 10mM MgCl,, 1mM DTT, 20 uM jeden
dNTPs und 50 pg/ml BSA aufgenommen und mit 3 E Klenow-Polymerase pro ug DNA bei
30°C fur 30 min inkubiert. Anschlief3end wurde das Enzym durch Erhitzen auf 75°C abge-
stoppt.

2.1.8.5 Dephosphorylieren der Vektorenden

Um einen Ringschluf3 des Vektors ohne Einfligen eines Inserts wahrend der Ligationsreaktion
zu verhindern, muf3 die Phosphatgruppe an den Enden des Molekiils durch Behandlung mit
Krabbenphosphatase entfernt werden. Da eine Bindung zwischen zwei DNA-Fragmenten nur
unter Abspaltung einer freien Phosphatgruppe ausgebildet werden kann, entstehen im Idealfall
nur rekombinierte Plasmide mit mindestens einem Insert. Die nach der Ligation verbleibende
Licke in einem DNA-Strang des Plasmids (Nick) wird nach der Transformation in der Bakte-

rienzelle geschlossen.
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In einem Volumen von 20 pl wurde 1 pg linearisierte und mit Klenow-Polymerase behandelte
Vektor-DNA mit 1 E Krabbenphosphatase in dem entsprechenden Reaktionspuffer (20 mM
TrisHCI pH 8,0; 10 mM MgCl,) bei 37°C fur eine Stunde inkubiert. Anschlief3end wurde das
Enzym durch Erhitzen auf 65°C inaktiviert.

2.1.9 Ligation von Insert und Vektor

Die PCR-Fragmente bzw. das aus dem [(3-Galactosidase-Vektor herausgeschnittene und mit
Klenow-Polymerase aufgeflllte Fragment, welches den friihen SV 40-Promotor und Enhancer
enthdt, wurden in einer ,blunt-end”-Ligationsreaktion durch die DNA-Ligase des Bakterio-
phagen T4 (T4-DNA-Ligase) in den Luciferase-Vektor ligiert.

Im Gegensatz zur Ligation von DNA-Fragmenten mit Uberhéngenden Enden (,, sticky ends*)
ist die, blunt end”-Ligation weniger effizient, und es existieren verschiedene Protokolle, wel-
che die Effizienz der Reaktion erhthen und das Verhdtnis intermolekularer zu intramol ekula-
ren Ligationen spezifisch beeinflussen sollen. Folgende Zusétze zum Ligationsansatz wurden

zur Optimierung dieser Ligationsreaktion getestet:

10% PEG 6000, 100 mM NaCl, Inkubation tber Nacht bei 37°C (Hayashi et al. 1985)

e 10% PEG 6000, 100 mM NaCl, Inkubation fur 1 h bei 37°C (Stimulation intermolekularer
Ligationen), dann Uber Nacht bei 16°C (Ermdglichen intramolekularer Ligationen; Hayashi
et al. 1985)

* 15% PEG 6000, Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur (Pheiffer & Zimmermann
1983)

» 15% PEG 6000 (Stimulation intermolekularer Ligationen), Inkubation fur 1 h bei Raum-
temperatur, verdiinnen auf 7% PEG (Stimulation intramolekularer Ligationen) mit Ligase-

puffer, weiter Inkubation bel Raumtemperatur Uber Nacht (Pheiffer & Zimmermann 1983)

« 1 mM Hexamincobaltchlorid (Steigerung intermolekularer Ligationen um den Faktor 50),
Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur (Rusche & Howard-Flanders 1985)

e 1 mM Hexamincobaltchlorid, Inkubation fir 1 h bei Raumtemperatur, Zugabe von 30 mM
KCIl (Stimulation intramolekularer Ligationen) und weitere Inkubation bel Raumtempera
tur Uber Nacht (Rusche & Howard-Flanders 1985)
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Pro 10 ul-Ligationsansatz wurden 100-300 ng Vektor-DNA mit Insert-DNA (molares Verhdltnis
Vektor : Insert von 1: 2) in Ligasepuffer mit 0,5 mM ATP, 10mM DTT und 1 E T4-DNA-
Ligase inkubiert. Als vergleichsweise zuverldssig erwies sich das Protokoll mit Zusatz von
1 mM Hexamincobaltchlorid und 30 mM KCI mit Inkubation bei Raumtemperatur (s.0.),
welches deshalb standardmaldig verwendet wurde. Die Ligationsreaktion wurde durch Zugabe
von 20 mM EDTA abgestoppt.

2.1.10 Sequenzierung des Konstruktes

Zur Sequenzierung der zuvor in Bakterien amplifizierten und durch eine Plasmidprdparation
gewonnenen DNA der rekombinierten Plasmide (s.u.) wurde das Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin-Elmer) verwendet. Dieser als,, Tag-Cycle-Sequenzierung® bezeichne-
ten Methode (Manoni et al. 1992) liegt eine Modifikation der Methode nach Sanger zugrunde
(Sanger et al. 1977).

Mit Hilfe einer DNA-Polymerase und eines Oligonukleotid-Primers wurden unter Zugabe von
dNTPs und Didesoxynukleotiden, die mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert
waren (,Dye-Terminatoren*), Kopien des zu sequenzierenden Stranges synthetisiert. Der
Einbau eines ddNTPs fuhrte zum Kettenabbruch, weil die fur die Phosphordiesterbindung
benttigte 3'-OH-Gruppe fehlte. So entstanden in der Grol3e abgestufte Fragmente mit einem
durch den Primer festgelegten 5 -Ende und variablem 3'-Ende, das ein spezifisches fluores-
zenzmarkiertes ddNMP trug. Diese Fragmente konnten nun der Grof3e nach in einem denatu-
rierenden Polyacrylamid-Harnstoff-Gel aufgetrennt werden. Der verwendete ABI 373A DNA-
Sequenzer (Applied Biosystems) enthielt einen Argonlaser, der wahrend der Elektrophorese
das Gel abtastete und die Fluoreszenzfarbstoffe anregte. Die dadurch entstehenden Lichtsi-
gnale wurden von einem Photomultiplier detektiert und in digitale Signale umgewandelt. Auf
einem angeschl ossenen Macintosh-Computer wurde aus diesen Daten das Gelbild erstellt, das

mit entsprechender Software ausgewertet werden konnte.

2.1.10.1 Sequenzierreaktion

500 ng Matritzen-DNA, 8 ul Terminator ready reaction mix und 10 pmol Primer wurden ge-
mischt, mit H,0 auf ein VVolumen von 20 ul gebracht und mit Paraffin Uberschichtet. Als mo-

difizierte PCR fand die Sequenzierreaktion in einem Thermocycler mit folgendem Tempera-
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turprofil statt: 25 Zyklen mit je 15 s 96°C, 15 s 50°C, 4 min 60°C. Die verwendete AmpliTag-
DNA-Polymerase hat ein Temperaturoptimum fir die Polymerasereaktion von 60°C. Diese
Mutante der Tag-DNA-Polymerase zeichnet sich durch eine héhere Einbaurate fluoreszenz-

markierter ddNTPs aus.

Das Reaktionsprodukt wurde durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt, in einer
Ethanolfallung prézipitiert und in 5 pl Ladepuffer aufgenommen. Vor dem Auftragen auf das
Gel wurden die Proben fir 2 min bei 100°C denaturiert.

2.1.10.2 Sequenziergel und Elektrophorese

Fur die Gell6sung wurden 30 g Harnstoff in 9,5 ml 40%igem Acryl/Bisacrylamid (20:1), 6 ml
10 x TBE und 22,5 ml H,O geldst. Die Losung wurde sterilfiltriert, unter Vakuum entgast und
zur Polymerisation mit 180 pl 10%iger Ammoniumpersulfatlésung und 24 ul TEMED ver-
setzt. Die Gellésung wurde sofort zwischen zwel zuvor mit deionisiertem Wasser und Isopro-
panol/Wasser (9:1) gereinigte Glasplatten gegeben, die durch seitliche Spacer auf 0,4 mm
Abstand gehalten wurden.

Nach einer Polymerisationszeit von ca. 2 h konnte das Gel in den Sequencer eingespannt, mit
1%iger Agarose abgedichtet und die Elektrophoreseskammern mit TBE-Laufpuffer gefullt
werden. Die durch das Einsetzen eines Kammes am oberen Gelende gebildeten Taschen wur-
den ausgespilt und nach einem 30-60 mindtigem Vorlauf des Gels mit den Proben beladen.
Der Gellauf erfolgte fir 12 h Gber Nacht bei maximal 2500 V, 30 W und 40 mA.

2.1.11 Southern-Blot

Das von Southern (1975) entwickelte Verfahren des Southern Blots bildet die Grundlage fir
den spezifischen Nachweis von DNA-Fragmenten: In einem Agarosegel werden DNA-Frag-
mente nach ihrer Lange elektrophoretisch aufgetrennt, denaturiert und anschlief3end auf eine
Membran Ubertragen. Die Position der DNA-Fragmente bleibt wahrend des Transfers auf die
Membran erhalten und kann durch eine Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten DNA-

Sonde (oder einem nichtradioaktiven Alternativverfahren) spezifisch nachgewiesen werden.

Zunéchst wurden 5-15 pug genomische Maus-DNA (Balb/c) mit einem Restriktionsenzym in
einer Uber-Nacht-Reaktion gespalten und anschlieffend durch Phenol-Chloroform-Extraktion
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und Ethanolfallung gereinigt. In einem 1,5%igem Agarosegel wurden die DNA-Fragmente
und ein DNA-Langenstandard elektrophoretisch aufgetrennt. Nachdem der Gellauf abge-
schlossen war, wurde das Gel mit einem anliegenden Mal3stab auf dem UV-Tisch fotografiert,

um Hybridisierungbanden spéter zuordnen zu kénnen.

Das Gel wurde zum Denaturieren der DNA fur 20-30 min in Alkalitransferpuffer (1,5M
NaCl; 0,25M NaOH) geschwenkt. Ein vorheriges partielles Depurinieren der DNA mit
1,8%iger HCI war nur nétig, wenn Fragmente grofer als 5 kb geblottet werden sollten. Auf
einer Glaspatte wurde nun ein in Alkalitransferpuffer getranktes Whatman-Filterpapier gelegt,
welches mit seinen Enden in einen Vorratsbehdlter mit Alkalitransferpuffer reichte. Darauf
wurden einige weitere getrankte Filterpapiere geschichtet, deren Grof3e der des zu blottenden
Gels entsprach. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf die Filterpapiere platziert.
Um das Gel herum wurden die Uberstehenden Rander der Filterpapiere mit Parafilm abge-
deckt. Auf das Gel wurde die zuvor mit sterilem Wasser angefeuchtete Nylonmembran unter
Vermeidung von Luftblasenbildung gelegt. Es folgten drel weitere in Alkalitransferpuffer
getrankte sowie funf trockene Filterpapiere. Als Abschlufd wurde ein Stapel saugfahiger TU-
cher und ein Gewicht zum Beschweren obenaufgelegt. Durch Kapillarkréfte wurde der Alka
litransferpuffer im Verlauf mehrerer Stunden durch Gel und Membran nach oben gesaugt, was
zu einem Transfer der DNA aus dem Gel auf die dartberliegende Membran fuhrte. Nach dem
Abbau des Blots wurden die Geltaschen auf der Membran markiert, um eine spatere Zuord-
nung der einzelnen Spuren zu ermdglichen. Vor der Hybridisierung wurde die DNA auf der
Membran durch UV-Crosslinking fixiert.

2.1.12 Colony-Blot

Auf ampicillinhaltigen grofen Agarplaiten (OO 13cm) wurde die Cosmid-Bibliothek
(Stratagene) in einer Dichte von 2500 Kolonien pro Platte ausplattiert und tUber Nacht bei
37°C inkubiert. Fir den Blot wurden Nylonmembranen auf Plattengrofe zugeschnitten und
autoklaviert. Dann wurden die Membranen auf die vorgekihlten Platten gelegt und vorsichtig
angedruckt. Mit einer sterilen Kanlle wurde eine Markierung angebracht, die auch auf den
Boden der Platte Ubertragen wurde. Die Membranen wurden von den Platten abgenommen
und auf einem Plastiktablett je 15 min mit Denaturierungsiésung (0,5 N NaOH; 1,5 M NaCl)
und anschlief3end mit Neutralisierungslosung (0,5 M TrisHCI pH 7,5; 1,5M NaCl) inkubiert.

Nach 10-minltigem Waschen mit 2 x SSC wurden die Membranen auf Whatman-Filterpapier
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getrocknet und mit UV-Licht gecrosslinkt. 1 ml einer Proteinase-K-L&ésung (2 mg/ml Pro-
teinase K in 2 x SSC) wurde nun auf jeden Blot gegeben und 1 h bel 37°C unter Plastikfolie
inkubiert. Dann wurde die Membran zwischen zwei angefeuchtete Whatman-Papiere geblot-
tet. Die Bakterienreste wurden so von der Membran entfernt. In Plastikfolie eingeschweil3t

wurden die Membranen bis zur Hybridisierung bei 4°C gelagert.

2.1.13 Radioaktives Hybridisierungsverfahren

2.1.13.1 Radioaktive Markierung der Sonden-DNA

Die Markierungsreaktion erfolgte durch ,random priming”® unter Verwendung des
Oligolabeling-Kits (Pharmacia) nach Anleitung des Herstellers. 50 ng Sonden-DNA wurden
bei 100°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Auf einen Reaktionsansatz von 50 ul wurden
10 pl Reagent-Mix, 1 E Klenow-Polymerase und 50 pCi a*P-dCTP zu der entsprechenden
Menge H,O gegeben. Die Reaktion fand fur eine Stunde bei 37°C statt. In einer anschliefen-
den Ethanolfallung wurden die nicht eingebauten Nukleotide abgetrennt. Das Sediment ent-
hielt die markierte Sonde und wurde in 200 pl TE resuspendiert.

Zur Bestimmung der Einbaurate wurde eine Trichloressigsaure-Fallung durchgefihrt. Die
Glasfaserfilter wurden in SzintillationsflUussigkeit im FlUssigszintillationszahler gemessen und

der Mel3wert auf Ipm/pug DNA umgerechnet.

2.1.13.2 Hybridisierungsreaktion

Die geblottete Membran wurde mit 2 x SSC angefeuchtet und in einer Hybridisierungsrohre
mit 5 ml Hybridisierungpuffer und 500 pg denaturierter Lachssperma-DNA fir einige Stun-
den bei 42°C vorhybridisiert. Danach wurde die frisch denaturierte radioaktiv markierte Son-
den-DNA dazugegeben und die Hybridisierungsreaktion Uber Nacht (>12 h) bei 42°C durch-
gefuhrt. Je nach gewunschter Stringenz wurde die hybridisierte Membran mit einer Waschl 6-
sung bestehend aus 0,1% SDS und 0,1-2 x SSC bel einer Temperatur von 20-55°C gewa
schen. Mit dem Handmonitor wurde die wahrend des Waschvorgangs auf der Membran ver-

bleibende Aktivitat kontrolliert.
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Anschlief3end wurde der Blot in Plastikfolie eingeschweil3t und zur Detektion der Hybridisie-
rungssignale auf einem Rontgenfilm oder auf einem frisch gel Gschten Screen eines Phosphor-

Imagers exponiert.

2.1.14 Nicht-radioaktives Hybridisierungsverfahren (Digoxigenin-System)

2.1.14.1 Digoxigeninmarkierung der Sonden-DNA

Um eine Digoxigenin-markierte Sonde mittels ,,random priming“ herzustellen, wurde 1 pg
DNA in 16 pl H,O aufgenommen, 10 min aufgekocht und sofort auf Eis/Ethanol abgekihlt.
Nach Zugabe von 4 pul DIG-High Prime (5 x) wurde der Ansatz tber Nacht bei 37°C inku-
biert. Die Markierungsreaktion wurde durch Zusatz von 2 pl 0,2 M EDTA pH 8,0 und Erhit-
zen auf 65°C abgestoppt. Die Quantifizierung des Markierungsergebnisses erfolgte colorime-
trisch im Vergleich mit einem Teststreifen, auf den bekannte Mengen markierter DNA aufge-

tragen waren.

2.1.14.2 Hybridisierungsreaktion

Die Membranen wurden bei 68°C eine Stunde mit 60 ml Standard-Hybridisierungspuffer vor-
hybridisiert. Anschlief3end wurde Gber Nacht mit 6 ml Standard-Hybridisierungspuffer und
10-20 ng/ml markierter Sonden-DNA, die zuvor durch Kochen denaturiert wurde, bei 68°C
hybridisiert. Der Blot wurde zweimal fir 5 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC; 0,1% SDS
und zweimal fir 15 min bei 68°C in 0,5x SSC; 0,1% SDS gewaschen. Bel Raumtemperatur
wurde der Blot dann 5 min in 100 ml Waschpuffer (Maleinsdurepuffer; 0,3% Tween 20) ge-
waschen, anschlieffend 30 min in 1 x blocking buffer und 30 min in Antikorperlésung (20 ml
1 x blocking buffer mit 2 pl anti-DIG-AP-Konjugat) inkubiert. Der Blot wurde zweimal fir
15 min in 100 ml Waschpuffer bei Raumtemperatur gewaschen und dann fir 2 min in 20 ml
Detektionspuffer inkubiert. Nach dem Auftropfen von 25 Tropfen CSPD-Substrat wurde der
Blot eingeschweild und 15 min bei 37°C inkubiert. Der Nachweis der Chemilumineszenz-

Signale erfolgte durch Exposition eines Rontgenfilms fir 10-90 min.

Ein Alternativprotokoll (Engler-Blum et al. 1993), das die Sensitivitédt des Digoxigenin-Sy-

stems verbessern soll, wurde ebenfalls getestet.
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2.2  Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien mit Calciumchlorid

Eine Einzelkolonie des Bakterienstammes MC 1061 wurde von einer Bakterienplatte in ein
Reagenzréhrchen mit 5 ml LB-Medium tberimpft. Das Rohrchen wurde tber Nacht in einem
Bakterienschittler bei 37°C geschittelt. Von dieser Vorkultur wurden 0,1 ml auf 20 ml LB-
Medium angeimpft. Die Bakterienkultur wurde bei 37°C im Schiittler inkubiert, bis eine Kon-
zentration von ca. 5 x 10° Bakterien/ml erreicht war, was im Lange-Photometer einer Triibung
von 0,6 bel einer Wellenldnge von 560 nm entsprach. Dann wurde das Gefal3 mit der Bakteri-
ensuspension fur 10 Minuten im Eisbad abgekihlt. Anschlief3end wurden die Bakterien mit
4000 g bel 0°C fir 10 Minuten abzentrifugiert, das Sediment in 10 ml (0,5 Vol.) eiskaltem
0,1 M CaCl;, pH 5,0 resuspendiert und fir 20 Minuten im Eisbad inkubiert. Die Bakteriensus-
pension wurde erneut bei 4000 g und 0°C fir 10 Minuten zentrifugiert und das Sediment dann
in 2ml (0,1Vol.) kaltem 0,1 M CaCl, pH 5,0 resuspendiert. Die Bakterien wurden nun fir
mindestens eine Stunde im Eisbad inkubiert, bevor sie zur Transformation eingesetzt wurden.
Langere Inkubation bel 4°C erhoht innerhalb der ersten 24 Stunden die Kompetenz, die dann
langsam wieder abnimmt (Dagert & Ehrlich 1979).

2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien mit FSB-Puffer

Aus einer Einzelkolonie Mos blue competent cells wurde eine 100 ml-Kultur, wie oben fur die
Cal ciumchlorid-Methode beschrieben, angeziichtet. Die Bakterien wurden 10 min bei 0°C und
4000 g abzentrifugiert und das Sediment in 20 ml FSB-Puffer aufgenommen und 10 min auf
Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das Sediment
in 4 ml FSB-Puffer resuspendiert und nach Zusatz von 140 pl DM SO fir 15 min auf Eis ge-
stellt. Nachdem weitere 140 ul DM SO zugegeben wurden, konnten je 200 ul der kompetenten
Bakterien in ein Einfriergefaid geflllt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Trans-

formation gelagert werden.
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2.2.3 Transformation von Bakterien

Pro Ansatz wurden 200 pl mit CaCl, kompetent gemachte MC 1061-Bakterien auf Eis mit
10 ul DNA in TE oder Wasser bzw. aus einer Ligationsreaktion gemischt und 10 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach folgte ein sogenannter Hitzeschock fur 5 Minuten in einem Wasserbad
mit 37°C. Anschlief3end wurden 2 ml auf 37°C vorgewéarmtes LB-Medium dazugegeben und
der Ansatz fur eine Stunde bel 37°C im Bakterienschittler geschittelt. Nun wurden 100 pl der
Bakteriensuspension direkt auf eine Agarplatte mit dem Antibiotikum ausplattiert, gegen das
ein Gen auf dem transfizierten Plasmid Resistenz vermittelt (Selektionsagar), sowie weitere
100 pl in einer 1:10-Verdinnung. Zusétzlich wurden die Gbrigen Bakterien kurz bei 4000 g
abzentrifugiert, das Sediment in 200 ul Medium resuspendiert und ebenfalls auf eine Agar-
platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Die Bakterienplatten wurden Gber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Das Protokoll fur die mit FSB kompetent gemachten Mos blue competent cells unterschied
sich nur in Temperatur und Dauer des Hitzeschocks von dem oben beschriebenem Vorgehen:
Die Bakterien mit der aufzunehmenden DNA wurden fiir 40 s bel 42°C und danach fir 2 min

auf Eisinkubiert.

Als Kontrolle der Lebensfahigkeit der Bakterien wurden 100 ul der Bakteriensuspension in

einer 1:10°%-Verdiinnug auf eine Platte ohne Antibiotikazusatz ausplattiert.

Die Kompetenz der Bakterien wurde getestet, indem 10 ng DNA eines Kontrollvektors mit
einem Antibiotika-Resistenz-Gen zur Transformation eingesetzt wurden. Die auf einer das
Antibiotikum enthaltenden Agarplatte gewachsenen Bakterienkolonien wurden gezéhlt und
auf cfu (colony forming units = ,, Koloniebildende Einheiten*) pro pg DNA als Mal3 der Kom-

petenz umgerechnet.

2.2.4 ldentifizierung positiver Klone durch PCR

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion konnten DNA-Sequenzen, die auf einem zuvor in
das Bakterium eingebrachten Plasmid lagen, spezifisch mit geeigneten Primern amplifiziert
werden. Um zu testen, ob ein durch Ligation aus Vektor und Insert entstandenes Plasmid das
Insert in der gewtnschten Orientierung enthét, wurde je ein Primer aus der Insert- und ein

Primer aus der Vektorsequenz gewahlt. Es entsteht nur dann ein Produkt, wenn die Primer der
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beiden komplementéaren DNA-Strange mit ihren 3'-Enden aufeinander zuweisen, deshalb
kann unter Berlicksichtigung dieser Voraussetzungen mit Hilfe der PCR das Vorliegen eines
Plasmids in Bakterien und die Orientierung eines Inserts in diesem Plasmid nachgewiesen

werden.

Dazu wurde von einer Bakterienplatte die zu untersuchende Kolonie auf ein Réhrchen mit
2 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum Uberimpft und fir einige Stunden bei
37°C im Bakterienschittler geschittelt. Von dieser Vorkultur wurden, je nach Dichte der
Bakteriensuspension, 2-5 ul in ein PCR-Gefal? gegeben und Primer, dNTPs, PCR-Puffer und
Polymerase nach den oben beschriebenen Standardbedingungen dazugegeben. Der Ansatz
wurde fur 2 min auf 94°C erhitzt, damit die Bakterien lysiert wurden und die DNA der fol-
genden Reaktion zuganglich war. Dann wurden 25-30 PCR-Zyklen nach folgendem Tempe-
raturschema im Thermocycler durchgefuihrt: 94°C fur 1 min, 52°C fur 1 min, 72°C fir 3 min.
Anschlief3end wurde ein Aliquot des Produktes durch Elektrophorese in einem Agarosegel
aufgetrennt. Wenn das Plasmid in den Bakterien vorlag, fand sich nun ein DNA-Amplifikat
der entsprechenden Lénge bei Betrachtung des ethidiumbromidhaltigen Gels unter UV-Licht.

2.2.5 Mini- und Maxipraparation von Plasmid-DNA

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurden Kits der Firma Qiagen ver-

wendet.

Eine Mini-Préparation aus 1-3 ml Bakterienkultur erméglichte die Aufreinigung von bis zu
20 ug DNA. Die Bakteriensuspension wurde 10 min bei 4000 g zentrifugiert und dann der
Uberstand abgenommen. Das Sediment wurde in 300 pl Puffer P1 (50 mM TrisHCI pH 8,0;
10mM EDTA; 100 pg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von 300 ul Puffer P2
(200 MM NaOH; 1% SDS) wurde vorsichtig gemischt und 5 min bel Raumtemperatur inku-
biert. In Gegenwart des Detergenzes SDS kommt es zur Auflosung der Zellmembran,
RNase A degradiert bakterielle RNA, NaOH denaturiert Proteinbestandteile der Bakterien-
zelle. Danach wurden 300 ul Puffer P3 (3 M KAc pH 5,5) hinzugegeben und sofort vorsichtig
gemischt. Es entstand ein Prézipitat aus Zelltrimmern mit daran gebundener genomischer
DNA, denaturierten Proteinen, Detergenz und Salz. Anschlief3end wurde das Prézipitat durch
Zentrifugation mit 15000 g fiir 15 min bei 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenom-
men und auf eine zuvor mit 1 ml QBT-Puffer aquilibrierte Qiagen-tip 20-Saule gegeben.
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Diese Saulen sind mit einer Matrix geflllt, die unter bestimmten Salz- und pH-Bedingungen
eine Adsorption der Plasmid-DNA bewirkt (Anionenaustauschersaulen). Die Saule mit der
adsorbierten Plasmid-DNA wurde nun zweimal mit je 1 ml QC-Puffer gewaschen. Zur Elu-
tion der Plasmid-DNA wurden 800 ul QF-Puffer auf die Saule gegeben und das Eluat in e-
nem frischen Eppendorfgefal’ aufgefangen. Durch eine Alkoholfallung wurde die Plasmid-

DNA préazipitiert und in einem kleinen Volumen TE-Puffer aufgenommen.

Fur eine Maxipréparation wurden aus 150-500 ml Bakterienkultur bis zu 500 pg Plasmid-
DNA gewonnen. Das Volumen der Puffer P1-P3 wurde auf 10 ml erhéht und der Uberstand
auf eine Quiagen-tip 500-Séule gegeben. Zum Waschen wurden 30 ml QC-Puffer, und zur
Elution 15 ml QF-Puffer verwendet. Wie bel der Mini-Prgparation schlol3 sich eine Ethanol-

oder Isopropanolfalung an.

Zur Praparation von Plasmid-DNA, die zur Transfektion eukaryotischer Zellen bestimmt war,
wurde das EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet. Das Protokoll gleicht bis
auf einen Zwischenschritt zur Abtrennung von bakteriellen Endotoxinen dem der Maxiprapa-

ration. Zu beachten ist, dal3 die verwendeten Ldsungen und Geféle frei von Endotoxinen sind.

2.2.6 Identifikation positiver Klone durch Restriktionsenzymspaltung

Um zu testen, ob ein Plasmidvektor ein bestimmtes Insert enthielt, wurde das Plasmid mit
einem oder mehreren Restriktionsenzymen geschnitten. Dabei wurde ein Enzym gewahlt, das
im Insert eine oder mehrere Schnittstellen fand, so dal3 nur dann ein linearisiertes Plasmid

oder Fragmente bestimmter Lange entstanden, wenn das Insert im Vektor enthalten war.

Wenn gleichzeitig die Orientierung des Inserts Uberprift werden sollte, wurde ein zweites
Enzym ausgewahlt, das in der Vektorsequenz eine Schnittstelle besal3 und im Doppelverdau
mit dem im Insert schneidenden Enzym je nach Orientierung des Inserts unterschiedlich grof3e

Fragmente lieferte.

Die Beurteilung der Fragmentlangen erfolgte nach elektophoretischer Auftrennung des ge-
schnittenen Plasmids im ethidiumbromidhaltigen Agarosegel unter UV-Beleuchtung im Ver-

gleich mit einem DNA-Lé&ngenstandard.
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2.3  Zellkultur

2.3.1 Kultur von Rat-1-Zellen

Die Zellen der adharenten Fibroblastenzellinie Rat-1 wurden in Dulbeccos Modified Eagles
Medium (DMEM) mit 5% FKS bel 10% CO, und 37°C kultiviert. Zweima wochentlich

wurde eine Subkultur in einer Verdiinnung von 1 : 40 und 1 : 80 angelegt.

2.3.2 Kultur von HCD-57-Zellen

Bel der HCD-57-Z€llinie handelt es sich um erythropoietinabhangige erythroide Vorlaufer-
zellen der Maus, die in Suspensionskultur wachsen. Die Zellen wurden in Iscove’ s-Medium
mit Erythropoietinzusatz und 30% FKS bei 5% CO, und 37°C kultiviert. Zweimal pro Woche
wurde eine Subkultur angel egt.

2.3.3 Transiente Transfektion von Saugerzellen

2.3.3.1 Transfektion von Rat-1-Zellen

Zur Transfektion von Rat-1-Zellen mit Plasmid-DNA wurde SuperFect Transfection Reagent
der Firma Qiagen verwendet. Das Reagenz besteht aus Polykationen, die mit den negativ ge-
ladenen DNA-Molekilen einen an der Oberfléche positiv geladene Komplex bilden. Dieser
Komplex kann an negativ geladene Oberflachenrezeptoren der Zelle binden und wird durch

Endozytose in die Zelle aufgenommen.

Zur Transfektion wurden Rat-1-Zellen aus einer noch nicht konfluent gewachsenen Kultur in
einer Konzentration von 8 x 10* Zellen pro Vertiefung in eine 6-Loch-Gewebekulturplatte
eingesat. Am néchsten Tag konnten diese Zellen zur Transfektion verwendet werden. In ei-
nem Polystyrolréhrchen wurden pro Transfektionsansatz 1-2 pg DNA auf 100 pl serumfreies
DMEM gegeben und gemischt. Nach Zugabe von 10 pl SuperFect-Reagenz wurde der Ansatz
noch einmal grindlich gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich der

DNA-Kation-Komplex bilden konnte. Wéahrenddessen wurden die Zellen einmal mit PBS-
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Puffer gewaschen; anschlief?end wurde der Transfektionsansatz nach Zugeben von 600 pl
komplettem Medium gleichmaliig auf die Zellen getropft. Nach zwei bis drel Stunden wurden
die Zellen erneut mit PBS-Puffer gewaschen und mit 2 ml frischem DMEM mit 10% Serum
und Antibiotikazusatz versorgt. Die Zellen wurde bis zur Lyse zwei Tage lang in einem Brut-
schrank bei 37° C und 10% CO; inkubiert.

2.3.3.2 Transfektion von HCD-57-Zellen

Das Protokoll zur Transfektion von HCD-57-Zellen weicht in einigen Punkten von dem fir
Rat-1-Zellen ab:

Als Transfektionsagenz wurde Lipofectamine Reagent (Gibco BRL) verwendet, das auf Lipo-
somenbasis eine @nliche Komplexbildung und Endozytose der Plasmid-DNA bewirkt, wie

das zur Transfektion von Rat-1-Zellen verwendete Super Fect.

Zur Transfektion wurden in einem Eppendorfgefald 3 ug Plasmid-DNA in 100 pl serumfreiem
Iscove s-Medium mit Erythropoietinzusatz aufgenommen. In einem Polystyrolréhrchen wur-
den 10 pl Lipofectamine Reagent mit 90 pl Medium (mit Epo) gemischt. Anschlief3end wurde
die DNA-L6sung zu der Lésung im Polystyrolrohrchen getropft, gemischt, und 45 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden in der log-Phase befindliche Zel-
len (weniger als 5 x 10° Zellen/ml) in einer Konzentration von 1 x 10° pro Ansatz bei 1000 g
abzentrifugiert, in 0,8 ml pro Ansatz serumfreiem Iscove’s-Medium mit Epo aufgenommen
und in eine 6-Loch-Gewebekulturplatte ausgesdt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Transfektionsmischung zu den Zellen getropft. Nach drel Stunden wurde noch 1 ml komplet-
tes Medium (mit 30% FKS und Epo) dazugegeben und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Zellen bei 1000 g abzentrifugiert und in 2 ml frischem Medium (mit 30% FKS
und Epo) aufgenommen. Die Zellen wurden bis zur Lyse weiterhin im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO; inkubiert.
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2.3.4 Lyse der transfizierten Zellen

2341 Lyse von Rat-1-Zellen

Die adhdrenten Rat-1-Zellen wurden in der 6-Loch-Gewebekulturplatte lysiert. Dazu wurde
zuerst das Medium abgesaugt; anschlief3end wurden die Zellen auf der Platte mit je 2 ml PBS-
Puffer gewaschen. Der PBS-Puffer wurde danach vollstandig abgesaugt. Zum Lysieren der
Zellen wurden 250 pl Cell Culture Lysis Reagent (Promega) pro Ansatz verwendet. Nach
10 Minuten Einwirkzeit wurden die Zellen mit einem Zellschaber griindlich von der Unterlage
abgelost. Das Lysat wurde in ein Eppendorfgefad tberfuhrt und mit 12000 g bei 4°C in der
K uhlzentrifuge fir 1 Minute zentrifugiert, um Zellreste abzutrennen. Der Uberstand wurde in
ein frisches Gefal3 Uberfuhrt und bis zur Messung der Luciferase-Aktivitdt auf Eis aufbewahrt.
Dabel mufite berticksichtigt werden, dal3 das Lysat zum Zeitpunkt der Messung Raumtempe-

ratur haben sollte, um temperaturbedingte Schwankungen der Enzymaktivitdt zu vermeiden.

2.3.4.2 Lyse von HCD-57-Zellen

Die nichtadhérenten HCD-57-Zellen mufdten zundchst durch mehrmaliges Pipettieren in Sus-
pension gebracht, in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 1000 g fur 10 min abzentrifu-
giert werden. Der Uberstand wurde abgesaugt, ohne das in der Spitze befindliche lockere
Zellsediment aufzuwirbeln. Dann wurden die Zellen ebenfalls in PBS-Puffer gewaschen und
nochmals abzentrifugiert. Das nun zurtickbleibende Sediment wurde in 250 pl Cell Culture
Lysis Reagent resuspendiert und in ein Eppendorfgefald Gberfihrt. Nach 10 Minuten wurde
das Lysat abzentrifugiert (12000 g, 4°C) und der Uberstand zur Messung der Luciferase-AKkti-
vitét eingesetzt.

2.4 Reportergen-Assays

2.4.1 Luciferase-Assay

Bel der Durchfiihrung des Luciferase-Assays wurde folgendes Protokol | befolgt:
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20 pl Zellextrakt wurden in eine Kivette gegeben und in der Melkammer des Luminometers
(Berthold) platziert. Durch automatische Injektion des Luciferin-Reagenzes (150 pl) wurde
die Reaktion gestartet und fur 10 Sekunden die Lichtproduktion gemessen. Die Mef3ergeb-
nisse wurden as ,relative light units* (RLU) ausgegeben. Es wurden jeweils drel Einzelmes-

sungen durchgefihrt und die Werte gemittelt.

Abweichend von diesem Standardprotokoll wurden 80-100 ul des Zellextraktes aus HCD-57-
Zellen eingesetzt und in zwei Einzelmessungen die Lichtproduktion Uber einen Zeitraum von

je 30 Sekunden gemessen.

2.4.2 B-Galaktosidase-Assay

Das fir den (3-Galactosidase-Assay gewahlte Protokoll (Promega Technical Bulletin TB097)
beruht auf der Messung der enzymatischen Hydrolyse von Ortho-Nitrophenyl-[3-D-Gal aktopy-
ranosid (ONPG). Das dabei entstehende Ortho-Nitrophenol kann im Photometer durch Be-

stimmung der Absorption bei 420 nm gemessen werden:

100yl Zellysat wurden in einem Eppendorfgefd?d mit 50 ul Lysepuffer und 150 pl
2 X 3-Galaktosidase-Assay-Puffer gemischt und anschlief3end fir 30 min bei 37°C in einem
Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 pl 1 M TrisHCI pH 7,5 ab-

gestoppt und die Absorption bei 420 nm in einem Photometer gemessen.

Da einige Zellinien eine hohe Expression des eukaryotischen (3-Gal aktos dasegens aufweisen,
ist es wichtig, die 3-Galaktosidaseaktivitét untransfizierter Zellen zu bestimmen und die ge-
messenen Werte der mit den Reportergen-Konstrukten transfizierten Zellen um diesen Wert

Zu korrigieren.

Das Zellysatvolumen kann bel Bedarf bis auf 150 pl erhéht und die Inkubationszeit auf meh-

rere Stunden ausgedehnt werden.

Da unter der Bedingung der Substratséttigung die gemessene Absorption proportional der
Menge des entstandenen Substrates ist, die wiederum abhéngig ist von der Enzymmenge und
der Inkubationszeit, kann die gemessene Absorption nach folgender Formel auf die
-Galaktosidase-Aktivitdt umgerechnet werden, um die Werte vergleichbar zu machen
(Herbomel et al. 1984):

[3-Galaktosidase-Aktivitét = OD4o0 X 100 auf eine Stunde und 150 pl Zellysat bezogen
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2.5 Proteinbestimmung in Zellysaten

Die Bestimmung des Proteingehaltes in einem Zellysat kann zur Normierung von Ergebnissen
enzymatischer Tests herangezogen werden. Hier wurde die Methode nach Lowry (1951) zur

Protei nbestimmung verwendet.

20 pl Zelysat wurden mit 0,2 M NaOH auf 100 ul aufgefillt. Als Leerwert wurden 20 pl Ly-
sepuffer eingesetzt. Pro Ansatz wurden 5ml einer Losung mit 0,02% NaK-Tartrat, 0,01%
CuS0O,5H,0, 2% Na&CO3z in 0,1 M NaOH hinzugegeben und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 0,5 ml einer 1:3-Verdunnung Folin-Ciocalteau-Reagenz zugesetzt,
sofort gemischt und nach 45 min im Photometer die Absorption bei 750 nm gemessen. Mit

Hilfe einer Eichkurve mit BSA konnte der Proteingehalt der Proben bestimmt werden.
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3 Material

3.1 Puffer, L6sungen und Medien

Alkali-Transferpuffer: 1,5M NaCl; 0,25 M NaOH

B-Galactosidase-Assay-Puffer (2x): 200 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,3; 2 mM MgCly; 100
mM Mercaptoethanol; 1,33 mg/ml ONPG

Denaturierungspuffer: 0,5N NaOH; 1,5 M NaCl
Denhardt’sche L dsung (100 x): 2% Polyvinylpyrrolidon; 2% Ficoll; 2% BSA
DMEM (c.c.pro)

Hybridisierungspuffer: 5 x SSC; 5 x Denhardt’ sche Lésung; 0,5% SDS; 50% Formamid;
5% Dextransulfat; 100 pg/ml Heringssperma-DNA

Iscove’'s (GIBCO BRL)
LB-Medium : 10 g bacto-Trypton, 5 g bacto-Hefeextrakt, 5 g NaCl, 1 g Glucose auf 1 |

Luciferin-Substrat: 470 uM Luciferin-Na-Salz; 270 uM Li-CoA; 530 uM ATP; 20 uM Tri-
cin; 1,07 mM (MgCQOz3)4sMg(OH),; 2,67 mM MgSO,; 0,1 mM EDTA; 33,3 mM DTT in 25
mM Glycylglycin

Maleinsdurepuffer (10x): 1 M Maeinsdure; 1,5 M NaCl; pH 7,5 mit NaOH einstellen
Neutralisierungslosung: 0,5M TrisHCI, pH 7,5; 1,5 M NaCl

PBS: 10 g/l NaCl; 0,25 g/l KCI; 1,41 g/l Na,HPO4; 0,3 ¢/l KH.PO, pH 7,4

PCR-Puffer (10x): 400 mM NaCl; 500 mM TrisHCI, pH 8,0; 25 mM MgCly; 0,1% Gelatine

Phosphatpuffer: 0,25 M NaHPO, pH 7,2; 1 mM EDTA; 10% SDS; 0,5% blocking reagent
(Boehringer Mannheim)

Sequenziergel-Losung: 30g Harnstoff in 10 ml 40%igem Acrylamid (Endkonzentration
6,6%), 6 ml 10 x TBE, 22,5 ml H,0, 180 pl 10% APS und 24 ul TEMED

Standard-Hybridisierungspuffer: 5 x SSC; 0,1% Lauroylsarcosin; 0,02% SDS; 1%
blocking reagent (Boehringer Mannheim)
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TAE: 40 mM TrisHCI; 20 mM Na-Acetat; ImM EDTA; pH 7,8 mit CH3COOH eingestellt
TBE: 100 mM TrisHCI; 100 mM Borsaure; 2 mM EDTA; pH 8,3 mit NaOH eingestel It
TE: 10 mM TrisHCI pH 8,0; 1 mM EDTA

TNE: 10 mM TrisHCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 100 mM NaCl

Trypsinlésung: 0,5% Trypsin, 0,2% EDTA in 10 x PBS

3.2 Oligonukleotide

5 -Prom-1: CCT GTGACT TTT GCCTTC TAT GTGCACAGGC
5'-Prom-2: GAG TTC TAG GGG TCA AGG GTCACCAG

3 -Prom-3: CTC CAA CAT GGC CGC CTGCTGC

pL-1: CTA GCA AAATAGGCT GTCC

pL-2: CCA ACT TCT GCA GTT AAG CG

pSV-1: TACTTC TGG AAT AGC TCA GAG G

5'-So4: GACACC TGT ATC CAT CCA GG

3'-So4: GCT TTT CACAGG GTA TAT AAA TG

5'-S08: GAT CTG TGG TTA CAT GCA TGC

3.3 Enzyme

Tag-DNA-Polymer ase (Pharmacia)
Klenow-Polymer ase (Pharmacia)
Shrimps alkaline phosphatase (USB)

Restriktionsendonucleasen: Bglll (Fermentas), Smal (Biolabs), Ncol (Biolabs), BstEll
(Biolabs)

T4-DNA-Ligase (Biolabs)

T4-Polynucleotidkinase (Fermentas)
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Immobilisierte Proteinase K (Merck)

3.4 Plasmidvektoren und Cosmid-Genbank

pluci3 basic: pPCAT3 basic (Promega), in dem das CAT-Gen durch das luc-Gen ersetzt wurde
(Arbeitsgruppe Dr. S. Schéfer, Med. Virologie Uni Gief3en)

pZeoSVLacZ (Invitrogen)

Mouse Cosmid Genomic Library: NIH/3T3-Zellinie, Vektor pWE15 (Stratagene, 951301)

3.5 Zellinien

Rat-1: Fibroblastenzellinie (von T. Tamura-Niemann, Giel3en)

HCD-57: erythroide Vorlauferzellen/Maus (von S. Ruscetti, USA)

3.6 Kits

»DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit 11" zur Markierung von DNA-

Sonden durch ,,random priming“ (Boehringer Mannheim)
Plasmid-Mini-Prep, Plasmid-M axi-Prep und EndoFree-Plasmid-M axi-Prep (Qiagen)
Oligolabélling-Kit (Pharmacia)

Dye terminator cycle sequencing kit (Perkin Elmer)

3.7 Sonstiges

a*2P-dCTP, spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol (Amersham)
Super Fect-Transfektionsr eagenz (Qiagen)
Lipofectamin-Transfektionsreagenz (GIBCO BRL)

Cédll Culture Lysis Reagent (Promega)

Ampicillin (Serva): 10 mg/ml in 50% Ethanol
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Nylonmembran ungeladen: , Qiabrane (Qiagen)
Rontgenfilm (Kodak)

Phosphor-Imager und I maging-Plate (Fuji BAS 1000)
ABI-373A-DNA-Sequencer (Perkin-Elmer)
Luminometer (Berthold)

DEAE-Zé€lulose-Membran: NA-45 (Schleicher & Schuell)
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4 Ergebnisse

4.1 Die Core-Promotor-Region des Fre2-Gens

In der Umgebung des Transkriptionsstarts (Position 7890":,| Eisel 1997) wurde nach Sequenz-
motiven gesucht, die eine Ubereinstimmung mit der Consensussequenz bekannter Core-Pro-
motorelemente besitzen. Es fand sich ein Inr-Element (Smale & Baltimore 1989) bei Position
7872-78. Ein Element mit geringer Homologie zur TATA-Box-Consensussequenz
(Orphanides et al. 1996) sowie ein ,, 11B recognition element” (BRE; Lagrange et al. 1998), ein
CT-Signa (Larsen et al. 1995) und ein ,,Downstream promoter element* (DPE; Burke &
Kadonaga 1996) wurden in einem in der Literatur als typisch beschriebenen Abstand zu die-
sem Inr-Element entdeckt. Unter der Voraussetzung, dal3 diesen Elementen eine funktionelle
Bedeutung bel der Transkriptionsinitiation des Fre2-Gens zukommt, wére jedoch ein Trans-

Kriptionsstart am Adenin-Nucleotid innerhalb des Inr-Elementes (Position 7874) zu erwarten.

BRE  TATA Inr CT-Signal DPE

AGCACGGTGTACTTICCGGCGCGCAGCAGGCGGCCATGTTIGAGCGGCGEAGGCGGCGCAGAGGTGC

7834 7905

Abbildung 3: Core-Promotor-Elemente in der Umgebung des Transkriptionsstartpunkts des Fre2-Gens:
BRE: IIB recognition element; TATA: TATA-Box; Inr: Initator-Element; CT-Signal; DPE: Downstream

promoter element; Uber einstimmungen mit Consensussequenzen in Fettdruck

! Alle Positionsangaben beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf den A-Klon AE-25.5-D.
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4.2 Mogliche Transkriptionsfaktor-Bindestellen in der potentiellen Promotor-

Region des Fre2-Gens

Um aufgrund der DNA-Sequenz mdgliche Transkriptionsfaktor-Bindestellen im potentiellen
Promotorbereich zu erkennen, wurde dieser Sequenzbereich mit dem Programm
»Matlnspector* (Quandt et al. 1995) untersucht, das auf die Transkriptionsfaktor-Datenbank
. 1ransfac® (Heinemeyer et al. 1999) zurlckgreift. Als Mindestvoraussetzung wurde eine
Ubereinstimmung der Core-Sequenz von 80% und der Matrix von 85% mit der Consensusse-
guenz gefordert. Es ergaben sich folgende mégliche Bindestellen fir sequenzspezifische

Transkriptionsfaktoren (Upstream-Promotor-Elemente):

7649

i AP1 GATA1 DELTAEF1

CCTGTGAQT TTTGCCTTCTATGT GCACAGGCT COCATACT GGAT CAGATAGGT TTGGACT TGT(ACCTICCGAGGCCACC
GHACACQT GAAAACGGAAGATACACGT GTCCGAGGGT ATGACCTAGT CTAT CCAAACCT GAACAGTIGGAGGCT COGGT GG

USF k2 AP1
7791
MZF1 MZF1
k2 1k2
AP2 GC-Box Spl RORA
CCCTCCAGGCAGCCCT CCGAAGTACT CAACCTGCTC! GACTTGCAGIAdFACGEHGAGT TCTA!
GGGAGGT CCGT CGGGAGGCT TCAT GAGT TGGACGA CTGAACCCCCCCCTCCCCT CTCAAGAT
Myb Spl AP1
ER
Etsl
CDP NRF2 NRF2
USF AP2 EIk1  Elk1 AP4 YY1
GGOGGGCT AGATIICOEGANGAGGAAIGCACGGT GTACT TCOGGCGCGCAGTA TGGAG
CCGCCCGAT CCTTCGCCT TCGTGOCACAT GHAGAICGCGCGTCGT C ACAACCTC
AP1 k2 NRF2 NF1 T
COuP Ets1 Elk1
Ets1l 7882

Abbildung 4: Transkriptionsfaktor-Bindestellen (Core-Sequenz) im Fre2-Promotor nach den Ergebnissen
einer Sequenzanalyse mit dem Programm , M atlnspector (Quandt et al. 1995)

Um die mogliche funktionelle Bedeutung der einzelnen auf Sequenzebene gefundenen Trans-
kriptionsfaktor-Bindestellen im potentiellen Fre2-Promotor abzuschétzen, wurde eine Litera-
turrecherche bezlglich der Eigenschaften der entsprechenden Transkriptionsfaktoren durchge-

fuhrt und die Ergebnisse in einer Ubersichtstabelle zusammengefalit.
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Faktor Struktur Zelltypspezifitat Funktion Referenz
YY1 Zink-Finger- ubiquitar Initiator-Bindung Seto et al. (1991)
(Yin-Yang 1) Protein Aktivator Shi et al. (1991)
Repressor
NF1/CTF CTD-ahnliches  ubiquitar Aktivator Xiao et al. (1994)
(Nuclear factor 1) Motiv
AP4 Helix-Loop- ? Aktivator Hu et al. (1990)
(Activating protein 4) Helix-Doméne
L eucinzipper
Etsl Ets-Doméne T-Lymphozyten Aktivator Wasylyk et al. (1990)
Thomas et al. (1997)
NRF2/GABP Ets-Doméne ubiquitar Aktivator Skalnik (1991)
(Nuclear respiratory Gugneja et al. (1996)
factor 2)
Elk1 Ets-Doméne Lunge, Testis Aktivator Rao et al. (1992)
ternérer Komplex Rao et al. (1989)
mit SRF :
Marais et al. (1993)
Aktivierung durch
Phosphorylierung
AP2 basische DNA-  ektodermale Zellen  RA-Induktion Williams & Tjian
(Activating protein 2) Bindedoméne (1991)
k2 Zink-Finger- lymphopoetische Aktivator Molnar & Georgopoulos
Protein Zéllen (1994)
(Ikaros 2)
Molnar (1996)
CDP/cut Homdodoméne-  ubiquitér Repressor Mailly et al. (1996)
(CCAAT Protein Regulation differen-
displacement protein) tieller Genexpression
in der Entwicklung
USF Helix-Loop- ubiquitér Aktivator Sawadogo (1988)
(upstream stimulatory Helix-Doméne Interaktion mit TFII- Roy et al. (1991)
factor) Leucinzipper | und TFIID Watt & Molloy (1988)
methylierungssen-
sitiv
AP1 Jun/Fos-Hetero-  ubiquitar Aktivator Jacobs-Helber et al.
(Activating protein 1) dimer Apoptoseinduktion (1998)
Leucinzipper Induktion durch (Pla;gg? Sytkowski
Wachstumsfaktoren
(z. B. Epo)
COUP-TF Steroid-Rezep-  verschiedene Ge- Repressor Leng et al. (1996)
(Chicken ovalbumin tor-Superfamilie - webe, wahvend Dif- i oy Wang et al. (1989)

gene upstream
promoter-TF)

ferenzierung und
Organogenese

Bagchi et al. (1987)
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Faktor Struktur Zelltypspezifitat Funktion Referenz

ER Hormon-Binde-  ? hormonabhéngiger  Fawell et al. (1990)
(Ostrogen-Rezeptor) doméne Aktivator Danielian et al. (1992)
RORA Steroid-Thyroid- neurale Zellen Aktivator Giguere et al. (1994)

(RAR-related orphan

Retinoid-Rezep-
tor-Superfamilie

Differenzierung

Matsui et al. (1995)

receptor apha) neuraler Zellen
MZF1 Zink-Finger- myeloide Zellen Repressor innicht-  Hromas et al. (1991)
Myeloid zink finger Protein hamatopoetischen Hromas et al. (1996)
) Zellen
protein
Aktivator in héma-
topoetischen Zellen
RA-Induktion
Spl Zink-Finger- ubiquitér Aktivator Briggs et al. (1986)
Protein Element TATA-loser Merika & Orkin (1995)
Promotoren Seto et al. (1993)
Interaktion mit YY1
und GATA-1
Myb Myb-DNA- hadmatopoetische, Regulation von Ness (1996)
Bindeddéméne epitheliale und Proliferation und
andere nichthama- Differenzierung
topoetische Zellen
deltaEF1 Zink-Finger- Myotom/Mesoderm  Repressor Sekido et al. 1994
delta-crystallin Homdodoméne-  wahrend Embryoge- Funahashi et al. (1993)
o Protein nese, Nervensystem,
enhancer-binding )
rotein Augenlinse, lym-
P phoide Zellen
GATA-1 Zink-Finger- erythroide Zellen, Aktivator Weiss & Orkin (1995)
Protein Sertoli-Zellen Regulation der Ex-

pression erythroid-
spezifischer Gene
Apoptoseinhibition
in erythroiden Vor-
lauferzellen

Tabelle 4: Sequenzspezifische Transkriptionsfaktoren im Promotor des Fre2-Gens (RA:Retinsaure;

RAR:Retinsiurerezeptor; SRF:Serum response factor)

4.3 Klonierung zweier Reportergenkonstrukte sowie eines positiven

Kontrollvektors

Um die Funktionsféahigkeit des potentiellen Promotorbereichs zu testen, wurden zwei Repor-
tergen-Vektoren mit verschieden langen Fragmenten dieses Promotors konstruiert. Ein 92 bp-
Fragment (Position 7791-7882) und ein 234 bp-Fragment (Position 7649-7882) wurden in den

Vektor pluci3 basic vor das Luciferase-Gen (luc) kloniert. Die im Luciferase-Assay gemes-
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sene Luciferase-Aktivitédt diente als Mal3 fur die Starke des Promotors. FUr einen positiven
Kontrollvektor wurde der friihe Promotor des SV40-Virus in den Vektor pluci3 basic vor das

luc-Gen kloniert.

Die beiden Promotor-Fragmente des Fre2-Gens wurden mit der Polymerase-K ettenreaktion
(PCR) hergestellt. Als Template diente DNA des A-Phagenklon 25.5.0 (Eisel 1997), der den
Fre2-Locus als Insert enthdlt. Das 234-bp-Fragment (Insert 1) wurde mit den Primern 5'-
Prom-1 und 3'-Prom-3 in einer 30 Zyklen umfassenden PCR mit einer Annealingtemperatur
von 65°C synthetisiert. Fur das 92-bp-Fragment (Insert 2) wurden die Primer 5'-Prom-2 und
3'-Prom-3 gewahlt und eine PCR unter den gleichen Bedingungen durchgefihrt. Das PCR-
Produkt wurde Uber eine Agarose-Gelektrophorese aufgereinigt und nach Elution aus dem Gel

mit Proteinase K, Klenow-Polymerase und Polynukl eotidkinase behandelt.

Das SV40-Promotor-Fragment (401 bp) wurde mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen
BamHI und Hindlll aus dem Vektor pZeoSVLacZ herausgeschnitten. Nach Aufreinigung im
Agarosegel und nachfolgender Elution wurden die Uberhdngenden Einzelstrangenden des
Fragmentes mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase aufgefillt und das Produkt mit Proteinase K
behandelt.

Der Vektor pluci3 basic wurde mit den Restriktionsenzymen Smal und Bglll innerhalb der
»multiple cloning site” geschnitten. Die Vektorenden wurden mit Hilfe der Klenow-Polyme-
rase zu doppelstrangigen Enden aufgeflllt und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert.

Diedre Inserts wurden durch , blunt end”-Ligation in den Vektor kloniert.

Nach Transformation kompetener Bakterien mit den Konstrukten wurden einzelne Bakterien-
klone mit Hilfe einer PCR auf das Vorliegen des Inserts in korrekter Orientierung innerhab
des Vektors getestet und das PCR-Produkt in einem Agarosegel aufgetrennt (Abb. 5). In einer
PCR mit den Primern pL-1 und pSV-1 von Klonen, die den Vektor mit dem SV 40-Promotor-
Fragment als Insert enthielten, entstand ein 387-bp-Produkt (Spur 2). Klone, die den Vektor
mit Insert 1 als Plasmid enthielten, lieferten in der PCR mit den Primern pL-1 und 3'-Prom-3
ein Produkt mit einer Lange von 291 bp (Spur 3); Klone, die den Vektor mit Insert 2 enthiel-
ten, ergaben in der PCR ein 149-bp-Produkt (Spur 4). Um unspezifische Produkte zu identifi-
zieren, die durch Annealing der Primer an bakterielle DNA-Sequenzen entstehen, wurde eine
PCR mit untransformierten Bakterien durchgefihrt (Spur 5). Ein unspezifisches Produkt auf-
grund von Annealing an V ektorsequenzen wurde durch eine PCR eines Klons identifiziert, der

als Plasmid den Vektor pluci3 basic ohne Insert enthielt (Spur 7). Die Entstehung dieses un-
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spezifischen Produkts wurde in Anwesenheit von homologen Bindesequenzen jedoch unter-
driuckt (Spuren 2-4).

955

736
585
476

341
258

141

Abbildung 5: PCR zum Screening einzelner Bakterienklone auf das Vorliegen des Reportergenvektors mit
Insert in gewunschter Orientierung: 1 Langenstandard; 2 Klon 1.Sv40.1; 3 Klon 1.1.11 (Insert 1); 4 Klon

1.2.30 (Insert 2); 5 untransformierte Bakterien; 6 Langenstandard; 7 Transformation mit pluci3 basic

Die Plasmid-DNA der Konstrukte wurde nun aus einer Kultur je eines einzelnen Bakteri-

enklonsisoliert, der in der PCR ein positives Ergebnis geliefert hatte.

Eine Testspaltung der Konstrukte 1.1.11 (Insert 1) und 1.2.30 (Insert 2) mit dem Restriktion-
senzym BstEIl ergab in der Auftrennung in einem Agarosegel Banden, die den aufgrund be-
kannter Schnittstellen berechneten Fragmentléngen entsprachen (Abb. 6): Fir das Konstrukt
[.1.11 wurden zwei Fragmente mit einer Lange von 4281 bp und 984 bp , fir das Konstrukt
1.2.30 Fragmentlangen von 4139 bp und 984 bp berechnet.

Das Konstrukt 1.SV40.1 wurde mit dem Enzym Ncol geschnitten. Die Banden nach Auftren-
nung in der Elektrophorese entsprachen den berechneten Fragmentlangen von 5049 bp und
382 bp. Eine Spaltung des Vektors pluci3 basic mit BStEll ergab eine Linearisierung. Die
Lange des Fragmentes entsprach der V ektorlange von 5040 bp.

1 2 345 6

[¥

[ —
.-
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Abbildung 6: Testspaltung der Plasmide: 1 Langenstandard;2 1.SV40.1 mit Ncol; 3 1.1.11 mit BStEII; 4
1.2.30 mit BstEIl; 5 pluci3 basic mit BStEll; 6 L&ngenstandard; elektrophoretische Auftrennung im Aga-

rosegel
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Zum Nachweis der korrekten Insertsequenz wurde eine Sequenzierung der entsprechenden
Abschnitte der Vektoren 1.Sv40.1, 1.1.11 und 1.2.30 durchgefhrt.

4.4  Luciferase-Assays

Der Luciferase-Assay wurde mit Hilfe eines Luminometers (Lumat LB 9501, Berthold)
durchgeftihrt. Um fir dieses Gerdt den Mef3bereich zu ermitteln, in dem die gemessene Licht-
intensitét in linearer Abhéngigkeit zur Luciferase-Aktivitét steht, wurde mittels gereinigter

Luciferase eine Eichkurve erstellt. Uber vier GroRenordnungen zeigte sich Linearitat (Abb. 7).

10000000
1000000 +
100000 -
10000 +
1000 +

100 ?
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1 ‘ ‘ ‘ ‘
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10

RLU

Luciferase [ug/l]

Abbildung 7: Eichkurve zur Bestimmung des M ef3ber eiches, in dem die gemessene relative Lichtintensitat

(RLU) in linearer Abhangigkeit zur Menge an Luciferase steht; Probenvolumen 20ul, M el3zeit 10s

Eine Erhdhung der Mef3zeit von 10s auf 30s ergab wie erwartet eine Verdreifachung der

Mel3werte, so dal? fir diesen Zeitraum eine konstante Lichtreaktion anzunehmen ist.

Zum Testen der beiden Promotorfragmente wurden die Vektoren 1.1.11 (Insert 1) und 1.2.30
(Insert 2) in Zellen der Fibroblastenzellinie Rat-1 und sowie der hamatopoetischen Zellinie
HCD-57 transfiziert.

4.4.1 Transfektion von Rat-1-Zellen

Zur Optimierung des Luciferase-Assays mit Rat-1-Zellen wurden eine Serie von vier Trans-
fektionen mit je 2 pg Vektor-DNA und eine weitere Versuchsreihe mit je 1 pug Vektor-DNA
durchgeftihrt. Zur Transfektion wurden jeweils die Vektoren 1.1.11 (Insert 1; 234 bp), 1.2.30
(Insert 2; 92 bp) und pluci3 basic (Negativkontrolle) verwendet.



Ergebnisse 60

44.1.1 Variation der zur Transfektion eingesetzten DNA-Menge

Nach Transfektion der Zellen mit 2 ug DNA ergaben die anschlief3enden Luciferase-Assays
(Versuchsreihe 1) hohe RLU-Werte zwischen 3,5x10° und 5,7x10° fiir die mit den Vektoren
[.1.11 und 1.2.30 transfizierten Zellen, wéhrend die mit dem Vektor pluci3 basic transfizierten
Zellen im Luciferase-Assay MeRwerte zwischen 3,1 x 10° und 7,0 x10° RLU ergaben (Abb.
8). Sowohl das 234-bp-Promotor-Fragment als auch das 92-bp-Fragment besitzen demnach
eine deutliche Promotoraktivitét, die sich in der beobachteten Expressionssteigerung des Re-
portergens gegenuber dem negativen Kontrollvektor zeigt. Bel drei von vier Versuchen lag der
RLU-Wert fur die 1.2.30-transfizierten Zellen héher als der Wert fur die 1.1.11-transfizierten

Zéllen, jedoch war die Differenz der Mel3werte in zwei dieser drei Félle gering.

6000000 —+ 6000000 +
-+
— 4000000 + - 4000000 +
- -
(4 o
2000000 + 2000000 +
0 0
11.11 1.2.30 pluci3 1.1.11 1.2.30 pluci3
basic basic
A B
6000000 —+ 6000000 —+
—= k
— 4000000 + — 4000000 + +
- -
(4 (4
2000000 + 2000000 +
0 0
11.11 1.2.30 pluci3 11.11 1.2.30 pluci3
basic basic
C D

Abbildung 8: A-D Relative Lichtintensitét (RLU) als MalR der Luciferase-Aktivitét in vier Luciferase-
Assays nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 2 ug Vektor-DNA (Versuchsreihe 1); jeweils Mittelwert

und einfache Standar dabweichung aus drei Einzelmessungen

Der Mittelwert dieser vier Luciferase-Assays betrug 4,2 x 10° RLU fir 1.1.11-transfizierte
Zellen und 4,9 x 10° RLU fiir Transfektionen mit dem Vektor 1.2.30., die prozentuale Stan-
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dardabweichung vom Mittelwert (Quotient aus einfacher Standardabweichung und Mittel-
wert) betrug 14,4% und 14,5% (Abb. 9A).

Die Luciferase-Aktivitdt gemessen in RLU war fur Transfektion mit dem Konstrukt 1.1.11
(234-bp-Fragment) um den Faktor 6,7 bis 14,0 hoher als die fur den Kontrollvektor pluci3
basic ohne Promotorelement. Fir den Vektor 1.2.30 (92-bp-Fragment) wurde eine um den
Faktor 7,1 bis 15,0 hohere Luciferase-Aktivitat als fur den Kontrollvektor gefunden (Abb.
9B).

6000000 20
5
2 15 o
£ 1
4000000 + + < x X
D @
T 3 107 o
o
2000000 + 3 | N
o 5+
=
&
|—0-—| ©
0 =0
111 1230  pluci3 11.11 12.30
basic
A B

Abbildung 9: A Mittelwerte und einfache Standar dabweichung der Luciferase-Aktivitat gemessen in rela-
tiver Lichtintensitat (RLU) der vier Luciferase-Assays nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 2 ug
Vektor-DNA; B Relative Luciferase-Aktivitat der vier Versuche; gemessene RLU-Werte als Vielfaches des

RLU-Wertesfir den Vektor pluci3 basic ohne Promotor element

Parallel zu den beschriebenen Transfektionen mit je 2 pg DNA wurden drei Transfektionen
mit je 1 pg DNA durchgefiihrt und die Zellysate im Luciferase-Assay auf ihre Luciferase-Ak-
tivitdt getestet (Versuchsreihe 2; Abb. 10A-C). Hierbel fiel bei insgesamt niedrigeren Mef3-
werten ein Unterschied zwischen den beiden unterschiedlich langen Promotorfragmenten auf.
In alen drei Versuchen lagen die Werte fur die mit dem Vektor 1.2.30 transfizierten Zellen
Uber denen der mit dem Vektor 1.1.11 transfizierten Zellen. Es traten jedoch deutliche
Schwankungen der Hohe der Mef3werte von Versuch zu Versuch auf, so dal3 eine Mittelwert-
berechnung der RLU-Werte nicht sinnvoll erschien. In Relation zum Vektor pluci3 basic er-
gaben sich fur den Vektor 1.1.11 (234-bp-Fragment) eine Steigerung der Luciferase-Aktivitét
um den Faktor 6,0 bis 8,0, fur den Vektor 1.2.30 (92-bp-Fragment) um den Faktor 11,5 bis
13,8 (Abb. 10D).
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Abbildung 10: A-C Relative Lichtintensitat (RLU) als Mal3 der Luciferase-Aktivitét in drei Luciferase-
Assays nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 1 ug Vektor-DNA (Versuchsreihe 2); jeweils Mittelwert
und einfache Standardabweichung aus drei Einzelmessungen; D Relative Luciferase-Aktivitat der drei
Versuche, gemessene RLU-Werte als Vielfaches des RLU-Wertes fur den Vektor pluci3 basic ohne Pro-

motor el ement

4.4.1.2 Normierung auf den Proteingehalt der Zellysate

Eine mdgliche Erklarung fur Schwankungen der Mef3werte fur die Luciferase-Aktivitét von
Versuch zu Versuch wéaren Differenzen in der Anzahl an Zellen, die fir den Luciferase-Assay
eingesetzt wurden, obwohl konstante Zellzahlen zur Transfektion eingesetzt wurden und die
Kulturschalen vor der Lyse der Zellen konfluent bewachsen waren. Um die Relevanz dieser
maoglichen Fehlerquelle abschétzen zu kdnnen, wurde elne Bestimmung des Proteingehalts der
Zellysate mit der Methode nach Lowry (Lowry 1951) as Mal3stab fur die Zellzahl durchge-
fahrt.

Um eine Beeinflussung der Linearitdt der Absorptionswerte durch den Zellysepuffer auszu-

schlief3en, wurde zunéchst eine Eichkurve angelegt. In Gegenwart von bis zu 20 pl Lysepuffer
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im Reaktionsansatz von 5 ml ergab sich eine lineare Abhangigkeit der gemessenen Absorption

von der eingesetzten Proteinmenge (Abb. 11).
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Abbildung 11: Eichkurven fir die Proteinbestimmung; A in Gegenwart von 10 ul Zellysepuffer; B in Ge-
genwart von 20 pl Zellysepuffer

Die Bestimmung der Proteinmenge der Zellysate aus Versuchsreihe 2 (Abb. 12A) ergab Pro-
teinkonzentrationen zwischen 330 pg/ml und 1600 pg/ml. Die Proteinkonzentration
schwankte zwischen den drei Versuchen maximal um den Faktor 4,8. Innerhalb der einzelnen
Versuche betrug die prozentuale Standardabweichung vom jeweiligen Mittelwert der Protein-

konzentration 5,6%, 20,2% und 12,2%.
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Abbildung 12: A Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zellysaten der Versuchsreihe 2; B Mittel-

werteder in RLU gemessenen L uciferase-Aktivitat der Versuchsreihe 2

Es ergab sich keine eindeutige Korrelation hoher Luciferasewerte mit hohen Proteinkonzen-
trationen im Zellysat. Schwankungen der Luciferase-Aktivitét von Versuch zu Versuch waren
vermutlich von weiteren Faktoren abhangig, die durch die Bestimmung der Proteinkonzentra-
tion nicht erfaldt wurden. Deshalb fihrte eine Normierung der Luciferase-Aktivitét auf den

Proteingehalt der Zellysate nicht zur Korrektur dieser Schwankungen (Abb. 13 A). Dierela-
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tive Luciferase-Aktivitét unterlag nach Normierung auf den Proteingehalt der Zellysate einer
stérkeren Streuung a's zuvor. Fir die Transfektion mit dem Vektor 1.1.11 ergab sich eine Stel-
gerung der Luciferase-Aktivitdt um den Faktor 4,8 bis 8,7 gegentiber der Transfektion mit
dem Vektor pluci3 basic, fur Transfektionen mit dem Vektor 1.2.30 eine Steigerung um den
Faktor 10,9 bis 28,1 (Abb. 13 B).
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Abbildung 13: A Mittelwerte der in RLU gemessenen Luciferase-Aktivitét der Versuchsreihe 2 nach
Normierung auf den Proteingehalt der Zellysate; B Relative Luciferase-Aktivitdt der Versuchsreihe 2
nach Normierung auf den Proteingehalt der Zellysate; gemessene RLU-Werte als Vielfaches des RLU-

Wertesfir den Vektor pluci3 basic ohne Promotor element

4.4.1.3 Cotransfektion mit dem B-Galaktosidase-Vektor pZeoSVLacZ

Um den Einflul® der Transfektionseffizienz auf die Ergebnisse der Luciferase-Assays abschét-
zen zu konnen, wurde eine Cotransfektion mit den Luciferase-V ektoren und dem [3-Galactosi-
dase-Vektor pZeoSVLacZ durchgefuhrt. Der (B-Galactosidase-Vektor enthielt den frihen
SV40-Promotor/Enhancer, der eine Expression des lacZ-Gens in zahlreichen Zelltypen ge-
wahrleistet. Unter der Annahme, dal3 eine gleichzeitige Transfektion mit zwei Vektoren fir
beide Vektoren mit gleicher Effizienz erfolgt, kann Gber die Messung der exprimierten [3-
Galactosidase eine Korrektur der gemessenen Luciferase-Aktivitét beziglich der Transfekti-

onseffizienz durchgefiihrt werden.

Es wurden je 1 pg des entsprechenden Luciferase-Vektors und 1 pg des 3-Galactosidase-
Vektors pZeoSVLacZ cotransfiziert (Versuchsreihe 3). Eine Reduktion der DNA-Menge des
Vektors pZeoSVLacZ auf 0,5 pg war aufgrund der geringen Sensitivitdt des zur Verfligung

stehenden Nachweisverfahrens fir B-Galactosidase nicht moglich. Als Positivkontrolle und
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interner Standard wurde ein zusétzlicher Luciferase-Vektor 1.SV40.1 eingesetzt, der den fri-
hen SV40-Promotor enthalt.

Fiir den Vektor 1.SV40.1 wurden Werte zwischen 9,1 x 10* und 3,1 x 10° RLU gemessen, fiir
den Vektor 1.1.11 zwischen 2,5 x 10* und 9,4 x 10* RLU und fiir den Vektor 1.2.30 zwischen
1,1 x 10° und 7,4 x 10° RLU. Der Hintergrund des Vektors pluci3 basic, der kein Promotor-
element enthélt, lag bei 1,3 x 10" bis 3,5 x 10* RLU. Es fiel auf, daR die MeRwerte insgesamt
deutlich niedriger waren als in den vorausgegangene V ersuchen ohne Cotransfektion und fir
den Vektor 1.1.11 sehr niedrige RLU-Werte gemessen wurden, die nur wenig Uber dem Hin-
tergrund des Vektors pluci3 basic lagen. Insbesondere fur den Vektor 1.2.30 streuten die
Mel3werte stark (Abb. 14).
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Abbildung 14: Luciferase-Aktivitat gemessen als relative Lichtintensitat (RLU) in vier Luciferase-Assays
mit Rat-1-Zellen nach Transfektion mit je 1 pg Luciferase-Vektor-DNA und 1 pg pZeoSVLacZ-DNA

(Versuchsreihe 3); jeweils Mittelwert und einfache Standar dabweichung aus drei Einzelmessungen
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Abbildung 15: B-Galactosidase-Aktivitat gemessen alsrelative Einheiten (Absor ption bei 420 nm x 100 pro
Stunde Inkubation und 150ul Zellysat) in vier Versuchen mit Rat-1-Zellen nach Transfektion mit je 1 pg
Luciferase-Vektor-DNA und 1 pg pZeoSVLacZ-DNA (Versuchsreihe 3)
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Abbildung 16: Luciferase-Aktivitat gemessen als relative Lichtintensitat (RLU) korrigiert auf B-Galacto-
sidase-Aktivitat (Absorption bei 420 nm x 100 pro Stunde Inkubation und 150ul Zellysat) in vier Lucife-
rase-Assays mit Rat-1-Zellen nach Transfektion mit je 1 pg Luciferase-Vektor-DNA und 1 pg
pZeoSVLacZ-DNA (Versuchsreihe 3); jeweils Mittelwert und einfache Standar dabweichung aus drei Ein-

zelmessungen
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Die bestimmten 3-Galactosidase-Werte lagen im Bereich von 43 bis 151 relativen Einheiten
(Absorption bel 420 nm x 100 pro Stunde Inkubation und 150 pl Zellysat), d.h. die gemessene
B-Galactosidase-Aktivitét variierte zwischen den einzelnen Versuchen maximal um den Fak-
tor 3,5. Innerhalb eines Versuches waren die Werte fiur die 3-Galactosidase-Aktivitét relativ
konstant. Die prozentuale Standardabweichung vom jeweiligen Mittelwert der -Galactosi-
dase-Aktivitét eines Versuches betrug 12,3%, 27,7% , 19,5% und 30,7% (Abb. 15).

Die gemessene Luciferase-Aktivitét wurde durch den Mef3wert fur die 3-Galactosidase-Akiti-
vité in demselben Zellysat dividiert. Auf diese Weise sollte eine Korrektur der Luciferase-
Mel3werte beztglich Differenzen in der Transfektionseffizienz erzielt werden. Es zeigte sich
eine Verringerung der Streubreite der Luciferase-Mef3werte (Abb. 16) mit Ausnahme des
Wertes fur den Vektor 1.2.30 in Versuch 2 (Abb. 16 B), der etwa um den Faktor drei hoher lag

als die entsprechenden Werte in den drei anderen Versuchen.

Die Gegenuberstellung einer Darstellung der Mittelwerte mit einfacher Standardabwei chung
vor und nach Normierung der Luciferase-Aktivitdt auf die gemessene [3-Galactosidase-Akti-
vitét zeigte eine deutliche Reduktion der Standardabweichung nach Normierung (Abb. 17A
und 17B).

4000

&
400000 + =
< 3000 |
300000 + o
3
-]
3 2 2000 |
& 200000 | 3
g
3
100000 + & 1000 +
i E M
0 ™ z 0 |
2 3 8 3¢ = 2 8 3¢
< — N S ®© < — V] S ©
> - - [oRe] > - - o O
0 2
A - B -

Abbildung 17: Mittelwerte und einfache Standardabweichung der Luciferase-Aktivitdt gemessen in rela-
tiver Lichtintensitat (RLU) der Luciferase-Assays nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 1 pg Lucife-
rase-Vektor-DNA und 1 pg des Vektors pZeoSVLacZ; Nichtbertcksichtigung des zweiten Versuchs mit
stark abweichenden Werten fur den Vektor 1.2.30; A vor Normierung; B nach Normierung auf B-Galac-

tosidase-Aktivitat

Die relative Luciferase-Aktivitdt entsprach nach Normierung der RLU-Werte auf die gemes-
sene [3-Galactosidase-Aktivitat etwa der berechneten relativen Luciferase-Aktivitdt vor Nor-
mierung (Abb. 18).
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Abbildung 18: Relative Luciferase-Aktivitat der vier Versuche aus Versuchsreihe 3; gemessene RLU-
Werte als Vielfaches des RLU-Wertes fur den Vektor pluci3 basic ohne Promotorelement. A: Vor Nor-
mierung der Luciferasewerte auf B-Galactosidase-Aktivitét; B: Nach Normierung auf B-Galactosidase-

Aktivitat

4414 Vergleich mit einem SV40-Promotor-Kontrollvektor

Um einen Standard fir die Stérke der getesteten Promotorfragmente zu haben, wurde eine
weitere Versuchsreihe unter Einschluld einer Transfektion mit dem Luciferase-Vektor
1.SV40.1 durchgeftihrt, der den SV40-Promotor/Enhancer enthielt (Versuchsreihe 4; Abb. 19).
Fiir den Vektor 1.Sv40.1 wurden Werte zwischen 1,3 x 10° und 1,9 x 10° RLU gemessen, fiir
den Vektor 1.1.11 zwischen 9,0 x 10° und 1,3 x 10° RLU und fiir den Vektor 1.2.30 zwischen
4,5 x 10° und 5,6 x 10° RLU. Der Hintergrund des negativen Kontrollvektors pluci3 basic
wurde mit 2,2 x 10* bis 3,8 x 10" RLU bestimmt. Aufféllig war, dai deutlich hohere RLU-
Werte als in den Vorversuchen gemessen wurden, in denen ebenfalls 1 ug DNA zur Trans-
fektion verwendet wurde. Mdglicherweise besteht hier ein Zusammenhang mit der Verwen-
dung eines neuen Ansatzes des Zellkulturmedium und verbesserten Wachstumsbedingungen
der Zellen. Die Schwankungen der RLU-Werte von Versuch zu Versuch waren geringer alsin

vorausgegangenen Versuchen.
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Abbildung 19: Relative Lichtintensitat (RLU) als Mal3 der Luciferase-Aktivitéat in vier Luciferase-Assays
nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 1 pg Vektor-DNA (Versuchsreihe 4); neuer Ansatz des Kul-

turmediums; jeweils Mittelwert und einfache Standar dabweichung aus drei Einzelmessungen

Bei diesen vier Luciferase-Assays errechnete sich ein Mittelwert von 1,6 x 10° RLU fiir mit
dem Vektor 1.SV40.1 transfizierte Zellen, von 1,2 x 10° RLU fiir Transfektionen mit dem
Vektor 1.1.11 und von 5,3 x 10° RLU fiir 1.2.30-transfizierte Zellen. Die prozentualen Stan-
dardabweichungen vom jeweiligen Mittelwert betrugen 17,5%, 16,4% und 10,3% (Abb. 20A).

Fur Transfektionen mit dem Konstrukt 1.SV40.1 war die Luciferase-Aktivitdt gemessen in
RLU um den Faktor 4,1 bis 8,7 hther als die fur den Kontrollvektor pluci3 basic ohne Pro-
motorelement, fur Transfektionen mit dem Vektor 1.1.11 (234-bp-Fragment) um den Faktor
25,7 bis 59,8. In Zellen, die mit dem Vektor 1.2.30 (92-bp-Fragment) transfiziert wurden, war
die gemessene Luciferase-Aktivitéat 127,8- bis 255,0-fach erhdht gegeniber dem Vektor
pluci3 basic (Abb. 20B).
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Abbildung 20: A Mittelwerte und einfache Standardabweichung der Luciferase-Aktivitdt gemessen in
relativer Lichtintensitat (RLU) der vier Luciferase-Assays nach Transfektion von Rat-1-Zellen mit je 1 g
Vektor-DNA (Versuchsreihe 3); B Relative L uciferase-Aktivitét der vier Versuche, gemessene RLU-Werte

als Vielfaches des RLU-Wertesfiir den Vektor pluci3 basic ohne Promotor element

4.4.2 Transfektion von HCD-57-Zellen

In den vorausgegangenen Versuchen wurde der putative Fre2-Promotor zunéchst mittels Re-
portergen-Assay nach Transfektion von Fibroblasten (Rat-1) getestet. Um die Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf hamatopoetische Zellen zu prifen, wurden HCD-57-Zellen mit den Vekto-
ren 1.1.11 und 1.2.30 transfiziert und nachfolgend im Luciferase-Assay die Luciferase-Aktivi-
téat bestimmt. Die gemessenen RLU-Werte lagen um den Faktor 1000 niedriger als nach
Transfektion von Rat-1-Zellen, was auf eine sehr niedrige Transfektionseffizienz zuriickzu-
fiihren war. Fiir den Vektor 1.1.11 wurden Werte von 9,9 x 10° und 3,2 x 10° RLU gemessen,
fir den Vektor 1.2.30 1,3 x 10* und 1,0 x 10* RLU.Der negative Kontrollvektor pluci3 basic
ergab einen Hintergrund von 1,7 x 10° und 2,3 x 10 RLU (Abb. 21). In beiden Versuchen war
der Mef3wert fur den Vektor 1.2.30 héher als der fir den Vektor 1.1.11, was mit den Ergebnis-

sen der Versuche mit Fibroblasten tibereinstimmte.
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Abbildung 21: Relative Lichtintensitat (RLU) als Mal3 der Luciferase-Aktivitat in zwei L uciferase-Assays
nach Transfektion von HCD-57-Zellen mit je 3 pg Vektor-DNA (Versuchsreihe 5); A Einzelmessung; B

Mittelwert und einfache Standar dabweichung zweier Einzelmessungen

Die relative Luciferase-Aktivitéat lag fur den Vektor 1.1.11 um den Faktor 1,4 bzw. 5,7 tber
der des Vektors pluci3 basic ohne Promotorelement, fir den Vektor 1.2.30 um den Faktor 4,4
bzw. 7,5 (Abb. 22).
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Abbildung 22: Relative Luciferase-Aktivitat der zwei Versuche; gemessene RLU-Werte als Vielfaches des

RLU-Wertesfir den Vektor pluci3 basic ohne Promotor element

4.5 Versuche zur Herstellung einer DNA-Sonde zur Colony-Hybridisierung

einer genomischen Cosmid-Bibliothek

Da die vollstandige Sequenz des Intron 2 des Fre2-Gens noch nicht bekannt ist, sollte eine
geeignete Sonde aus der bekannten Sequenz des Exon 3 (628 bp) zum Screenen einer Cos-
mid-Bibliothek auf einen Klon, der das Intron 2 komplett enthalt, gefunden werden. Ein mit
Hilfe der PCR hergestelltes DNA-Fragment mit einer Lange von 615 bp enthielt fast das ge-
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samte Exon 3. In der Hybridisierung (Digoxigenin-System) eines Colony-Blots der Cosmid-
Bibliothek ergab sich jedoch ein ungewohnlich hoher Anteil vermeintlich positiver Klone, die
in einer PCR mit den beiden Sondenprimern jedoch kein spezifisches Produkt ergaben. Nach-
dem Verdnderungen der Hybridisierungsbedingungen keine Verbesserung ergaben und eine
Sequenzanalyse der Sondensequenz mit der Datenbank ,BLAST* Hinweise auf repetitive
Sequenzen v. a. im 5’ -Abschnitt ergaben, wurde durch Schneiden der Sonde mit dem Restrik-
tionsenzym Bglll versucht, repetitive Abschnitte zu eliminieren. Diese neue Sonde mit 293 bp
Lange wurde nun zunéchst an einem Southern-Blot (zur Verfiigung gestellt von M. Veit) ge-
testet, wo die Lokalisation der zu erwartenden Bande bekannt war. Um die Verwendung des
Digoxigenin-Systems als mogliche Fehlerquelle auszuschlief3en, wurde die Hybridisierung mit
einer **P-markierten Sonde durchgefiihrt. Das Ergebnis war eine schwache spezifische Hybri-
disierungsbande bel hoher unspezifischer Bindung der markierten Sonde an DNA in den
Laufspuren trotz Abséttigung des Blots mit sonifizierter Maus-DNA (Abb. 23), so dal3 sich
hierdurch die hohe Anzahl falsch positiver Klone erklart. Eine Sonde aus der Sequenz des
Exon 3 ist zum Colony-Screening einer Cosmid-Genbank somit eher ungeeignet, und es muf3
eine andere Strategie entwickelt werden, wie ein Klon mit der Exon-3-Sequenz isoliert wer-

den kann.

Abbildung 23: Southern-Hybridisierung mit einer *P-markierten 293-bp-Sonde aus dem 3'-Bereich des

Exon 3
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5 Diskussion

5.1 Die Core-Promotor-Region des Fre2-Gens

Der Transkriptionsstartpunkt des Fre2-Gens wurde durch Sequenzierung von cDNA-Klonen
bei Position 7890 (bezogen auf den A-Klon AE-25.5-D) bestimmt (Eisel 1997). An diesem
Startpunkt findet sich jedoch weder ein Inr-Element noch ist eine TATA-Box in typischer
Position etwa 25-30 bp stromaufwérts des Transkriptionsstart vorhanden (Eisel 1997). Als
Erkléarung wird die Mdglichkeit in Betracht gezogen, es kdnne sich um ein sogenanntes Haus-
haltsgen (housekeeping gene) handeln, das einen Promotor ohne TATA-Box und eine GC-
reiche Region besitzt (Smale & Baltimore 1989). TATA-lose Promotoren verfiigen jedoch in
der Regel Uber ein Inr-Element, da TATA-Box, Inr-Element oder beide Elemente fur den
Aufbau des Initiationskomplexes benttigt werden (Larsen et al. 1995). In einer Alternativhy-
pothese wird erwogen, ob der tatséchliche Transkriptionsstart Uberhaupt gefunden wurde
(Eisel 1997).

Zur Kléarung der Frage, ob der Abschnitt stromaufwarts des vermuteten Transkriptionsstarts
Promotorfunktion besitzt, wurde in der vorliegenden Arbeit ein Reportergen-Assay durchge-
fuhrt, der eindeutig eine Promotoraktivitét nachwies. Daraufhin wurde nochmals eine Analyse
der Sequenz auf Core-Promotor-Elemente durchgefihrt. Ein erster Hinweis auf ein potentiel-
les Inr-Element ergab sich durch die Entdeckung einer moglichen Bindestelle des Transkripti-
onsfaktors YY1 bel Position 7872-7878, der an die Initiator-Sequenz binden kann und dort al's
Aktivator wirkt (Seto et al. 1991). Die Hypothese, dal} der tatsachliche Transkriptionsstart
(+1) innerhab dieses Inr-Elementes bei Position 7874 liegt, wird gestitzt durch die
Entdeckung weiterer Core-Promotor-Elemente in typischem Abstand zum Inr-Element: Eine
potentielle TATA-Box mit der Sequenz T-G-T-A-C-T-T liegt bei Position 7841-47 (+22-
+28), wie gewohnlich beschrieben in GC-reicher Ungebung (Larsen et al. 1995). Sie weist
jedoch nur eine geringe Homologie zur Consensussequenz T-A-T-A-A/T-A-A/T (Orphanides
et al. 1996) auf. Unmittelbar stromaufwarts der TATA-Box findet sich ein ,,11B recognition
element” (BRE) mit der Sequenz G-C-A-C-G-G, die eine hohe Homologie zur Consensus-
sequenz G/C-G/C-G/A-C-G-C-C (Lagrange et al. 1998) besitzt. Stromabwérts des Inr-
Elementes wurde ein CT-Signal (Larsen et al. 1995) mit der Sequenz C-G-G-C-G-G bei Posi-
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tion 7883-7888 (+10-+15) gefunden sowie ein ,,downstream promoter element” (DPE; Burke
& Kadonaga 1996) mit der Sequenz A-G-A-G-G-T-T bel Position 7898-7904 (+25-+31) die
jeweils hohe Homologie zur entsprechenden Consensussequenz C-T-N-C-N-G bzw. A/G-G-
A/T-C-G-T-G aufweisen.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse und des Reportergen-Assays sprechen am ehesten daf(r,
dal? der tatsachliche Transkriptionsstartpunkt 14 Nucleotide stromaufwarts des durch Sequen-
zierung von cDNA-Klonen (Eisel 1997) ermittelten Startpunktes liegt. Ein S1-Nuclease-Assay

zur Kartierung des Transkriptionsstarts konnte zur weiteren Klarung der Frage beitragen.

5.2 Upstream-Promotor-Elemente des Fre2-Promotors

Stromaufwaérts des vermuteten Transkriptionsstartpunktes wurde durch Sequenzanalyse eine
Reihe von potentiellen Transkriptionsfaktor-Bindestellen (Upstream-Promotor-Elemente)
gefunden. Die entsprechenden Transkriptionsfaktoren werden teils ubiquitér, teils zelltyp-
spezifisch exprimiert, so dal3 tber die Identifizierung tatséchlicher Bindestellen ein indirekter

Ruckschlul? auf das Expressionsmuster des Gens maglich ist.

Die Expression des Fre2-Gens ist in hdmatopoetischen Zellen (erythroide, lymphatische,
myeloide Zellinien und Hybridomazellen) deutlich hoher als in nicht-héamatopoetischen Zellen
(Fibroblasten, Hepatozytenzellinie; Eisel 1997). In diesem Zusammenhang fiel auf, dal3 eine
Reihe potentieller Bindestellen hamatopoetischer Transkriptionsfaktoren wie Ikaros, MZF,
Myb und GATAL im Fre2-Promotor vorliegen.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Eigenschaften der Transkriptionsfaktoren wurde
eine erste Abschétzung ihrer moglichen Funktion und Bedeutung im Fre2-Gen-Promotor ver-

sucht.

Der Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 (YY1) ist in der Lage, an ein Initiator-Element zu bin-
den, dhnlich wie TBP nach Bindung an den Core-Promotor Pol 11 zu rekrutieren und eine ak-
kurate basale Transkription zu ermdglichen (Seto et al. 1991; Usheva & Shenk 1994). Eine
Aktivator-Funktion des Faktors YY1 in Cooperation mit dem Adenovirus-E1A-Protein, das
die Repressorfunktion von Y'Y 1 aufhebt, wird ebenfalls fir eine Reihe von Genen beobachtet
(Shi et al. 1991). Eine der beiden Repressor-Domanen von Y'Y 1 besitzt Zelltypspezifitét. Re-
pression durch YY1 betrifft eine Reihe differenzierungs- und entwicklungsspezifische Gene

wie z. B. das e-Globin-Gen (Shi et al. 1997). Aufgrund der Lokalisation der Y'Y 1-Bindestelle
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Uberlappend mit einem Inr-Element im Fre2-Gen-Promotor ist am ehesten eine Funktion als

Inr-bindender Faktor anzunehmen.

Fur den Faktor NFI/CTF wird eine Aktivatorfunktion beschrieben. Im p53-Promotor binden
an das NF1-Bindemotiv sowohl NF1 als auch Y'Y 1. Es werden jedoch gewebsspezifische Pré&
ferenzen fir je einen der Faktoren gefunden, die moglicherweise die gewebsspezifische Ex-
pression des p53-Gens beeinflussen (Furlong et al. 1996). Die Aktivatordomane des NF1 in-
teragiert direkt mit TBP (Xiao et al. 1994). NF1 wird wie auch GATAL in unreifen erythroi-
den Zellen hoher exprimiert as in differenzierten Erythrozyten und ist wie GATAL an der
erythroid-spezifischen Genregulation beteiligt (Sun et al. 1996). Im Fre2-Promotor findet sich
die potentielle NF1-Bindesequenz auf dem Gegenstrang zur Y'Y 1-Bindestelle innerhab der
Core-Promotor-Region. Es ist sowohl eine Kompetition der beiden Faktoren um die Binde-
stelle mit gewebsspezifischer Regulation der Expression wie im p53-Promotor denkbar, als
auch eine Préferenz fur die Bindung des Faktors YY1 aufgrund seiner Funktion als Inr-
bindender Faktor.

Der Faktor AP4 wirkt als Transaktivator viraler und zelluldrer Gene (Hu et al. 1990). Im
Fre2-Gen befindet sich ein AP4-Bindemotiv im untersuchten 92-bp-Abschnitt des Promotors.
Vermutlich trégt AP4 zur transkriptionsaktivierenden Wirkung des Fre2-Promotors bei.

Der Aktivator NRF2/GABP bindet wie auch NFR1 in Promotoren nukledrer Gene, deren
Produkten eine Funktion in den Mitochondrien zukommt, wie z. B. in der Atmungskette oder
der Hamsynthese (Gugnera et al. 1996). NRF2/GABP besitzt eine Ets-DNA-Bindedomane
(LaMarco et al. 1991), was erklart, weshalb weitere Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie
(Etsl, Elk1) im Fre2-Promotor potentiell im Bereich der NRF2/GABP-Bindesequenz binden
koénnen. Welcher dieser um eine Bindesequenz konkurrierenden Faktoren funktionell bedeut-
sam ist, koénnte vom Zelltyp und anderen die differentielle Expression von Transkriptionsfak-

toren beeinflussenden Faktoren abhéngig sein.

Der Transkriptionsfaktor Elk1 gehort zur Ets-Familie und wird in Lungengewebe und Testis
exprimiert (Rao et al. 1989). Elk1 bindet entweder allein oder, wie im c-fos-Promotor, zu-
sammen mit SRF als Komplex an DNA. Die Aktivierungsdomane von Elk1 wird durch Phos-
phorylierung durch die MAP-Kinase reguliert (Marais et al. 1993). Im Fre2-Promotor findet
sich benachbart zum Elk-Bindemotiv kein SRE (serum response element), so dal? eine Bin-

dung mit SRF als Komplex nicht méglich ist. Da das Expressionsmuster von ElIk1 nicht mit
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dem des Fre2-Gens tbereinstimmt, spielt EIk1 vermutlich keine Rolle in der Regulation des
Fre2-Promotors.

Etsl gehort ebenfalls zur Ets-Familie von Transkriptionsfaktoren, denen das DNA-bindende
Ets-Motiv gemeinsam ist und wirkt als Transkriptionsaktivator. Durch Interaktion mit AP1
wird die aktivierende Wirkung von Etsl verstarkt (Wasylyk et al. 1990). Etsl wird als spezifi-
scher Effektor des Ras-Signalwegs beschrieben (Yang et al. 1996) und wird aul3erhalb der
Embryonal entwicklung vorwiegend im lymphoiden System exprimiert (Kola et al. 1993). Die
Expression von Etsl im Stromagewebe von Tumoren korreliert mit der Tumorinvasion
(Wernert et al. 1994). Im Fre2-Promotor kdnnte Etsl als ein durch exogene Faktoren Uber den
Ras-Signalweg modulierter Aktivator, vielleicht in Cooperation mit APL und AP2, eine
Funktion fUr die Fre2-Expression in lymphoiden Zellen haben. Ein Zusammenspiel mit weite-
ren Transkriptionsfaktoren (GATA1L, 1k2, MZF), deren Expressionsmuster andere hdmato-
poetische Zellinien umfaldt, kann zur beobachteten verstarkten Expression von Fre2 in ver-

schiedenen hamatopoetischen Zellen (Eisel 1997) fuhren.

Der Transkriptionsaktivator AP2 wird in Zellen ektodermalen Ursprungs exprimiert und ist
durch Retinsdure (RA) induzierbar (Williams & Tjian 1991). Ein funktionelles AP2-Element
findet sich u. a. im p21-Promotor, wodurch méglicherweise eine Verbindung von dem diffe-
renzierungsassoziierten Faktor AP2 mit Zellzyklus-Regulation und Wachstumskontrolle her-
gestellt wird (Zeng et al. 1997). Die AP2-Aktivitdt kann cAMP-induziert gesteigert werden
(Imagawa et al. 1987), was ein Faktor bel der beobachteten Steigerung der Fre2-Promotor-
Aktivitét nach Verwendung neuen Zellkuturmediums sein kdnnte. Im Fre2-Promotor befinden
sich zwei AP2-Bindemotive, jedoch entspricht das fur AP2 beschriebene Expressionsmuster

nicht der Expression von Fre2.

Der Faktor 1k2 wirkt als Transkriptionsaktivator und wird durch das lkaros-Gen codiert.
Durch differentielles Spleif3en entstehen die mRNASs fur 1k1-1k6 (Molnar & Georgopoulos
1994). Die Expression des Ikaros-Gens ist auf das lymphopoetische System und das Corpus
striatum beschrénkt und spielt eine wesentliche Rolle in der T-Zell-Differenzierung
(Georgopoulos et al. 1992). Das Expressionsmuster des Faktors Ik2 stimmt nicht mit der fir
das Fre2-Gen beobachteten erhdhten Expression in verschiedenen hdmatopoetischen Zellinien
sowie im Milzgewebe der Maus (Eisel 1997) tberein. Eine mdgliche Erklérung wére, dal? das
Ik2-Bindemotiv fur die Funktion des Fre2-Promotors eine eher untergeordnete Rolle spielt

und Faktoren mit einem Expessionsmuster, das mehrere hamatopoetische Zellinien umfalit,
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die differentielle Expression des Fre2-Gens steuern. Eine andere Méglichkeit wére, dal3 1k2
isoliert fur die Regulation des Fre2-Gens in lymphopoetischen Zellen verantwortlich ist, wéh-
rend die verstérkte Expression in myelopoetischen bzw. erythroiden Zellen von anderen Fak-
toren wie MZF1 und GATAL gesteuert wird. Das Expressionsmuster des Fre2-Gens wurde
sich so durch das Zusammenspielen verschiedener hdmatopoetischer Transkriptionsfaktoren

erkléren.

Fur CDP/Cut wurde eine Repressorfunktion im gp91-phox-Promotor beschrieben (Skalnik et
al. 1991). CDP/Cut spielt eine wichtige Rolle in der Zelltypdifferenzierung wéhrend der Em-
bryogenese (Ludlow et al. 1996). Eine Repressorfunktion von CDP/Cut im Fre2-Promotor in
der Embryogenese wére denkbar, jedoch wird unter den Bedingungen des Reportergen-Assays
diese Repressorwirkung nicht beobachtet: die CDP/Cut-Bindesequenz liegt innerhalb des

kurzeren, starker aktivierenden Abschnittes des Fre2-Promotors.

USF/MLTF aktiviert die Transkription vom Adenovirus major late promoter (MLP) durch
Stabilisierung des Initiationskomplexes (Carcamo et al. 1989). AulRerdem bindet USF/MLTF
an das Initiator-Element und interagiert mit TFII-I (Roy et al. 1991). Im Fre2-Promotor liegt
das USF/MLTF-Bindemotiv innerhalb desim Luciferase-Assay stérker aktivierend wirkenden
92-bp-Promotorabschnitts. Moglicherweise tragt der Faktor USF/MLTF zu dieser Aktivierung
bei.

Der Faktor AP1 ist ein Heterodimer bestehend aus den beiden Proteinen Jun und Fos (Curran
& Franza 1988). Fos und Jun sind durch Wachstumsfaktoren, Serum oder Phorbolester indu-
Zierbar, so dal3 Zielgene wachstumsfaktorabhangig aktiviert werden kdnnen (Lamph et al.
1988). In erythroiden Zellen ist Epo in der Lage, die AP1-Aktivitédt Uber einen Proteinkinase-
C-(PKC)-abhangigen Signalweg zu steigern (Patel & Sytkowski 1995). Im untersuchten Ab-
schnitt des Fre2-Promotors finden sich vier AP1-Bindemotive, die moglicherweise eine
Wachstumsfaktor-induzierte Promotoraktivierung vermitteln. Eine Steigerung der Promotor-
aktivitét, wie sie bis etwa um den Faktor zehn fur die Fre2-Promotor-Reportergen-Konstrukte
nach der Verwendung eines neuen Zellkulturmediums beobachtet wurde, konnte so erklart
werden. Der in erythroiden Zellen exprimierte Faktor NF-E2 bindet an eine AP1-dhnliche
Sequenz u. a. inder a- und B-Globin-LCR (Andrews et al. 1993).

COUP-TF (,chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor*) wurde zuerst as
Aktivator im Promotor des Ovalbumin-Gens beschrieben (Wang et al. 1989). Eine wichtige

Rolle wird COUP-TF in der Entwicklung und Organogenese zugeschrieben, wo er Repressor-
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funktion besitzt (Leng et al. 1996). COUP-TF wird im zentralen und peripheren Nervensy-
stem exprimiert sowie einer Reihe anderer Gewebe (Pereira et al. 1995). In menschlichen Ge-
hirnzellen wirkt COUP-TF als Transkriptionsaktivator der HIV-1-Genexpression (Sawaya et
al. 1996). Eine Repressorfunktion fur COUP-TF im Fre2-Gen-Promotor scheint eher unwahr-
scheinlich, da das COUP-TF-Bindemotiv innerhalb des im Reportergen-Assay starker aktivie-
rend wirkenden Promotorabschnittes liegt. Denkbar wére eine wie fur den Promotor des
Ovalbumin-Gens berichtete Aktivatorfunktion, jedoch stimmt das fir COUP-TF beschriebene

Expressionsmuster nicht mit dem des Fre2-Gens Uberein.

Der Ostrogen-Rezeptor (ER) wird durch Bindung des Hormonliganden aktiviert und translo-
ziert aus dem Cytosol in den Nucleus. Dort kann nach Bindung as Dimer an ein ensprechen-
des , estrogen responsive element” (ERE) eine Transkriptionsaktivierung oder auch eine Re-
pression der Expression des nachgeschalteten Gens erfolgen (Beato 1989). Es gibt bisher

keine Hinweise darauf, dal3 das Fre2-Gen 6strogenabhangig exprimiert wird.

Der Faktor RORA (retinoic acid receptor-related orphan receptor alpha) wird in umschriebe-
nen Regionen des zentralen Nervensystems (ZNS) exprimiert und scheint an der Differenzie-
rung neuraler Zellen beteiligt zu sein (Matsui et al. 1995). Das Fre2-Gen wird in Nervenge-
webe vergleichsweise gering exprimiert (Eisel 1997), so dal3d RORA keine wesentliche Rolle
als Transaktivator im Fre2-Gen spielen diirfte.

Der Transkriptionsfaktor MZF1 wird bevorzugt in myeloiden Zellen exprimiert und fahrt bei
Uberexpression zur Transformation von 3T3-Zellen (Hromas et al. 1996). MZF1-Bindemo-
tive wurden z. B. im Promotorbereich des CD34-Gens (He et al. 1992) und des
Myel operoxidase-Gens (Morishita et al. 1987) entdeckt. In hamatopoetischen Zellen bewirkt
MZF1 eine Transkriptionsaktivierung, warend in nicht-hdmatopoetischen Zellen eine Repres-
sorfunktion beobachtet wird, die jedoch nicht durch ein MZF1-Bindemotiv vermittelt wird,
sondern moglicherweise indirekt Gber Interaktion mit anderen Repressoren zustandekommt
(Hromas et al. 1996).

Der Faktor Spl bindet an GC-Box-Elemente und wirkt als Transkriptionsaktivator (Briggs et
al. 1986). Durch Interaktion mit dem Inr-bindenden Faktor Y'Y 1 fuhrt die Bindung von Spl an
ein GC-Box-Element im Promotor zu einer erhéhten Transkriptionsinitiationsrate am Inr-
Element (Seto et al. 1993). Es wird en synergistischer Effekt fur die erythroiden Faktoren
GATA1, EKLF und das ubiquitdre Spl (Merika & Orkin 1995) beschrieben, sowie Wechsel-
wirkung mit E2F (Karlseder et al. 1996). Interaktionen mit AP1, AP2 und CTF werden ver-
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mutet (Briggs et al. 1986). Spl wird aulRerdem mit dem Erhalt unmethylierter CpG-Inseln in
Verbindung gebracht (Brandeis et al. 1994). Im Fre2-Gen-Promotor finden sich Bindemotive
fUr einige der Faktoren, mit denen Spl interagiert, so dal3 komplexe Regulationsmoglichkeiten
eine Betelligung des Faktors Spl an der Transkriptionsregulation des Fre2-Gens wahr-

scheinlich machen.

Myb besitzt neben der DNA-Bindedoméne eine Transaktivierungsdomane sowie eine nega-
tiv-regulatorische Doméane (Sakura et al. 1989). Das Onkoprotein Myb spielt eine wichtige
Rolle in der Kontrolle von Wachstum und Differenzierung, der Hamatopoese sowie der
erythroiden Differenzierung. Myb wird héufig as spezifischer Faktor in hdmatopoetischen
Zellen beschrieben, was jedoch durch den Nachwels der c-Myb-Expression in einer Reihe
anderer Gewebe in Frage gestellt wird (Ness 1996). Die Mechanismen der Transkriptionsre-
gulation eines Zielgenes durch den Transkriptionsfaktor Myb sind komplex und in einigen
Féallen von der Interaktion mit anderen Proteinen abhangig, wie zum Beispiel mit dem Faktor
NF-M bel der Aktivierung des mim-1-Promotors (Ness et al. 1993).

Der Faktor deltaEF1 (OEF1) wirkt am &-Cristallin-Enhancer-Element als Repressor und wird
wahrend der Embryogenese vorwiegend in mesodermalen Zellen exprimiert (Funahashi et al.
1993). Die Repressorfunktion des Faktors deltaEF1 kann durch Kompetition mit E2-Box-bin-
denden Aktivatoren (z. B. MyoD) vermittelt werden (Sekido et al. 1994). Da im Fre2-Pro-
motor benachbart zur deltaEF1-Bindesequenz keine E2-Box gefunden wurde, kommt dem
Repressor deltaEF1 in der Kontrolle des Fre2-Gens vermutlich keine Bedeutung zu. Denkbar
waére jedoch eine bislang nicht bekannte Kompetition mit anderen Aktivatoren wie dem Fak-

tor APL, der im Gegenstrang zur deltaEF1-Bindesequenz im Fre2-Promotor binden kann.

Der Transkriptionsfaktor GATA1 spielt eine entscheidende Rolle in der Erythropoese, und
funktionell bedeutsame GATA-Bindemotive wurden in nahezu allen erythroid-spezifischen
Genen gefunden. Darliber hinaus verhindert GATAL Apoptose in erythroiden Vorlauferzellen
(Weiss & Orkin 1995). CBP (CREB-binding protein) ist ein wichtiger Cofaktor fur GATAL
und beeinflul3t die GATA1-Aktivitédt durch Acetylierung (Hung et al. 1999).

Zusammenfassend kann fur folgende Faktoren eine mdgliche Bedeutung fur die Promotor-
funktion im Fre2-Gen angenommen werden: Y'Y 1 bindet vermutlich als Inr-bindender Faktor
in der Core-Promotor-Region. NF1 konkurriert moglicherweise gewebsspezifisch mit YY1
um diese Region. AP1 und Spl wirken ubiquitér exprimiert als Aktivatoren. Die Faktoren
Etsl, MZF und GATA1 sind mdglicherweise synergistisch als Aktivatoren, die in verschie-
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dene hamatopoetischen Zellinien exprimiert werden, fur die verstérkte Expression des Fre2-
Gens in hdmatopoetischen Zellen verantwortlich, jedoch konnte dies im Luciferase-Assay
nach Transfektion von HCD-57-Zellen nicht bestétigt werden. Dem Faktor Myb kommt mdg-
licherweise Repressorfunktion zu, was die schwéchere Promotorfunktion des 234-bp-Promo-

torabschnittesim Luciferase-Assay erklaren konnte.

Welchen dieser potentiellen Bindestellen tatséchlich funktionelle Bedeutung zukommt, 183t
sich nur experimentell durch Herstellung von Deletionsmutanten des Fre2-Promotors und
gezielte Mutagenese einzelner Bindemotive fir einen Reportergen-Assay sowie durch DNase-
I-in-vitro-Footprinting (DNA-Schutzexperiment) herausfinden (Neurath et al. 1997). Erste
Hinweise ergaben sich durch den Vergleich zweler unterschiedlich langer Promotor-

Abschnitte im Luciferase-Assay.

Bel der Bewertung der Ergebnisse von Reportergen-Assays sollte jedoch berticksichtigt wer-
den, dal3 es sich bei den transfizierten Reportergen-Vektoren um DNA handelt, die nicht in
Chromatin organisiert ist. Einflisse der Chromatinstruktur auf die Transkriptionsaktivitét

konnen in diesem System nicht untersucht werden.

5.3 Vergleich zweier unterschiedlich langer Abschnitte des Fre2-Promotors

im Luciferase-Assay

Mit Hilfe des Luciferase-Reportergen-Assays sollte experimentell Uberprift werden, ob die
stromaufwarts des von D. Eisel (1997) bestimmten Transkriptionsstarts des Fre2-Gens gele-
gene Sequenz Promotorfunktion hat. Um dartiber hinaus erste Aussagen uber positiv- und
negativ-regulatorische Abschnitte innerhalb dieser potentiellen Promotorsequenz machen zu
konnen, wurden zwei unterschiedlich lange Abschnitte in den Reportergen-Vektor kloniert,
wobei der kiirzere Abschnitt in dem langeren enthalten war. Mit Hilfe des Luciferase-Assays
liefd sich nachweisen, dal3 beide Promotorabschnitte eine Expression des Reportergens bewir-
ken und damit Promotorfunktion haben. Es zeigte sich, dal3 die Menge der zur Transfektion
eingesetzten DNA von Bedeutung fur das Ergebnis des Luciferase-Assays war: Wurden 2 g
Vektor-DNA transfiziert (Versuchsreihe 1), konnte bei einer Luciferase-Aktivitét, die im Ver-
gleich mit der Eichkurve etwa 10 pg/l Luciferase entsprach, kein signifikanter Unterschied fir
die beiden unterschiedlich langen Promotorabschnitte ermittelt werden. Bei Verringerung der

transfizierten DNA-Menge auf 1 pg (Versuchsreihe 2) wurde fir den Vektor 1.2.30 mit dem
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92-bp-Promotor-Abschnitt eine deutlich hohere Luciferase-Aktivitdt bestimmt als fur den
Vektor 1.1.11 mit dem langeren 234-bp-Promotor. Daraus |&fdt sich folgern, dal3 nach einer
Transfektion von 2 ug Vektor-DNA die gemessene Luciferase-Aktivitdt bereits am oberen
Ende des Bereichs liegt, fur den ein linearer Zusammenhang zwischen Luciferase-Konzentra-
tion und Lichtemission besteht und entweder technische Parameter im Zusammenhang mit der
Messung oder biologische Grenzen der Proteinexpression in den Zellen die potentielle weitere
Steigerung der Luciferase-Expression durch den starkeren Promotor limitieren. Aufgrund
dieser Uberlegungen muR davon ausgegangen werden, dal? das Ergebnis der Transfektion von

1 pg DNA das Aktivierungspotential der beiden Promotorabschnitte korrekt wiedergibt.

54 Induktion des Fre2-Promotors durch Wachstumsfaktoren?

In Versuchsreihe 2 wurde fir den Vektor 1.1.11, der den 234-bp-Promotorabschnitt enthélt,
eine 6,0- bis 8,0-fache Steigerung der Luciferase-Aktivitét gegentiber dem Kontrollvektor
pluci3 basic (relative Luciferase-Aktivitéat) gemessen, fur den Vektor 1.2.30 mit dem 92-bp-
Promotorabschnitt eine Steigerung um den Faktor 11,5 bis 13,8. Nach Verwendung eines
neuen Ansatzes des Zellkulturmediums wurden nun fir den Vektor 1.1.11 eine relative Lucife-
rase-Aktivitat von 25,7 bis 59,8, fur den Vektor 1.2.30 von 127,8 bis 255,0 gemessen

(Versuchsreihe 4).

Diese Steigerung der Promotoraktivitét fir beide Promotorabschnitte nach Verwendung eines
neuen Ansatzes des Zellkulturmediums gegentiber den vorausgegangenen Messungen kdnnte
durch instabile Bestandteile des Mediums, die das Wachstum der Zellen beeinflussen, bedingt
sein. Zu den Transkriptionsfaktoren, die durch Wachstumsfaktoren induziert werden, gehort
AP1. Von den vier AP1-Bindesequenzen im Fre2-Promotor finden sich zwel im 92-bp-Pro-
motorabschnitt, die anderen beiden im restlichen Teil des 234-bp-Promotors, so dal3 im Re-
portergen-Assay sowohl Vektor I.1.11 als auch Vektor 1.2.30 von einer erhohten AP1-Expres-
sion der Zellen beeinfluld wirde. Zusétzlich finden sich zwei AP2-Bindemotive, die den Ef-
fekt einer cCAMP-induzierten Steigerung der AP2-Aktivitét (Imagawa et al. 1987) am Fre2-
Promotor vermitteln kénnten. Dieser Hypothese steht die Beobachtung entgegen, dal3 die Ak-
tivitét des Kontrollvektors mit dem frilhen SV40-Promotor/Enhancer im Vergleich zu den
Fre2-Promotor-Vektoren sehr niedrig ist. Obwohl der friihe SV 40-Promotor/Enhancer inner-
halb der beiden 72-bp-Repeats Bindemotive fir AP1 und AP2 besitzt, scheint sich hier der fur

den Fre2-Promotor beobachtete Effekt nicht auszuwirken. Mdéglicherweise ist der Aktivie-
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rungseffekt jedoch von weiteren Faktoren abhéngig, die am Fre2-Promotor, nicht jedoch am
fruhen SV40-Promotor/Enhancer wirksam sind. Ein Kandidat konnte der Faktor Etsl sein, fur
den synergistische Interaktion mit AP1 (Wasylyk et al. 1990) und eine Aktivierung Uber den
Ras-Signalweg (Yang et al. 1996) beschrieben wird. Etsl besitzt im Fre2-Promotor drel po-

tentielle Bindemotive, jedoch keine im friihen SV 40-Promotor/Enhancer.

Die beobachtete Steigerung der Promotoraktivitét durch exogene Faktoren, die mdglicher-
weise das Wachstumsverhalten der Zellen beeinflussen, widerspricht der Hypothese, es kénne
sich beim Fre2-Gen um ein Haushaltsgen mit einem entsprechend ubiquitéren und stabilen

Expressionsmuster handeln.

5.5 Vergleich der Ergebnisse des Luciferase-Assays in Fibroblasten (Rat-1)

und hamatopoetischen Zellen (HCD-57)

Bindemotive fir hdmatopoetische Transkriptionsfaktoren befinden sich bis auf eine Binde-
stelle fir 1k2 ausschliefflich im 234-bp-Promotorabschnitt. Deshalb wurde die Hypothese auf-
gestellt, dal? in hdmatopoetischen Zellen (HCD-57) durch den 234-bp-Promotor eine stérke
Aktivierung des Reportergens zu erwarten sel alsin den zuvor untersuchten Fibroblasten (Rat-
1-Zellen). Wider Erwarten zeichnete sich in hdmatopoetischen Zellen ein dhnliches Aktivie-
rungsmuster wie in Fibroblasten mit stérkerer Aktivierung des Reportergens durch den 92-bp-
Promotor as durch den 234-bp-Promotor ab, obwohl sehr niedrige Mef3werte aufgrund der
geringen Transfektionseffizienz einen Vergleich der Absolutwerte erschwerten. Vermutlich
sind fur die zelltypspezifische stérkere Expression des Fre2-Gens in hamatopoetischen Zelli-
nien andere Mechanismen verantwortlich, wie z.B. in groRerer Entfernung zum Transkripti-

onsstart gel egene Enhancersequenzen oder unterschiedliche DNA-Methylierung.

5.6 Bedeutung von Translokationen im Promotorbereich des Fre2-Gens fir

die Tumorentstehung

Diein funf Milztumoren F-MuLV-infizierter, erythroleukamischer Méause beobachteten DNA-
Rearrangements liegen im Bereich des Transkriptionsstarts und Promotors des Fre2-Gens
(Friedrich et al. 1997). Hierdurch ergeben sich verschiedene denkbare Auswirkungen auf die

Fre2-Expression. Durch Insertionen innerhalb des Core-Promotorbereichs koénnte eine
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Transkription vollig verhindert werden. Rearrangements im 92-bp-Promotor-Abschnitt, der
eine starke Aktivierung im Reportergen-Assay bewirkte, konnten die Fre2-Expression deut-
lich verringern. Im Gegensatz dazu wirde eine Insertion, die zur Inaktivierung des stromauf-
waérts gelegenen Teils des 234-bp-Promotorabschnittes fuhrt, eine mdgliche Repressordomane
ausschalten, so dai die Fre2-Expression gesteigert wére. Eine Steigerung der Fre2-Expression
waére fur die Tumorgenese von Bedeutung, wenn das Fre2-Gen a's zelluléares Onkogen (Proto-
Onkogen) fungiert. Auch eine Funktion des Fre2-Gens als Tumorsuppressorgen ist denkbar,
zumal fur einen der Milztumore Hinweise auf ein Rearrangement beider Fre2-Allele oder
Deletion eines Allels gefunden wurden (Friedrich et al. 1997). In diesem Fall koénnte die

Verringerung oder der vollige Ausfall der Fre2-Expression zur Tumorentstehung beitragen.

5.7 Methodische Uberlegungen zur Optimierung des Luciferase-Assays fir

die Untersuchung des Fre2-Promotors

Um mit Hilfe des Luciferase-Assays Uber den Nachweis einer Promotorfunktion fir einen
potentiellen Promotorabschnitt hinaus graduelle Unterschiede in der Promotoraktivitét ver-
schieden langer Abschnitte eines Promotors durch positiv und negativ regulatorische Bereiche
entdecken zu konnen, sollten beztglich Sensitivitét des Assays und Vergleichbarkeit aufein-
anderfolgender Versuche einige Voraussetzungen gegeben sein, die durch Veranderungen der

V ersuchsbedingungen optimiert wurden.

Die zur Transfektion eingesetzte DNA-Menge war, wie oben bereits diskutiert, von Bedeu-
tung fur den Nachweis eines Unterschiedes in der Aktivitét der beiden unterschiedlich langen
Promotorabschnitte. Deshalb wurde die zur Transfektion eingesetzte DNA-Menge von 2 ug
auf 1 pg reduziert.

Eine Normierung der gemessenen Luciferase-Aktivitéat auf den Proteingehalt der Zellysate
fuhrte nicht zur erhofften Verbesserung der Vergleichbarkeit der Luciferase-Aktivitét der ein-
zelnen Versuche. Die beobachteten Differenzen sind demnach vermutlich nicht auf Unter-

schiede in der Zellzahl der fir den Luciferase-Assay eingesetzten Zellen zurtickzufuhren.

Um die Vergleichbarkeit dennoch zu verbessern, wurde eine Cotransfektion (Versuchsreihe 3;
Abb. 13) mit dem Luciferase-Reportergen-Konstrukt und dem [-Galactosidase-V ektor
pZeoSVLacZ durchgefuhrt, der den frihen SV40-Promotor/Enhancer enthdlt. Nach Normie-

rung der Luciferase-Aktivitat auf den entsprechenden [3-Galactosidase-Wert zeigte sich eine
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deutliche Verringerung der Streuung fir Messungen aus verschiedenen Versuchen (Abb. 16).
Esfiel jedoch auf, dal? die gemessene Luciferase-Aktivitét fur ale Konstrukte deutlich niedri-
ger war als in den vorausgegangenen Versuchen ohne Cotransfektion des [3-Gal actosidase-
Vektors. Besondere Beachtung sollte jedoch der Beobachtung geschenkt werden, dal3 fir den
Vektor 1.1.11 sehr niedrige Luciferase-Aktivitdten gemessen wurden, die nur wenig Uber den
Werten fir den negativen Kontrollvektor lagen, so dal3 hier von einer selektiven Beeinflus-
sung dieses Vektors durch die Cotransfektion mit dem [-Galactosidase-V ektor ausgegangen
werden muR. Ahnliche Effekte wurden kiirzlich von Adam et al. (1996) firr die Untersuchung
des PDGF-B-Promotors und Enhancers mittels CAT-Assay und Cotransfektion eines [3-
Galactosidase-Referenzplasmids unter Kontrolle des friihen SV 40-Promotor/Enhancer oder
des CMV-Promotor/Enhancer sowie von Bergeron et al. (1995) fur einen -Galactosidase-
Expressionsvektor unter Kontrolle des frihen SV40-Promotor in Cotransfektionen mit ver-

schiedenen V ektoren beschrieben.

Der Einflu’ des Referenzplasmids auf das Reportergenkonstrukt ist konzentrationsabhangig
(Adam et al. 1996). In dem zur Erstellung dieser Arbeit verwendeten Reportergen-System
zeigte sich, dai3 die zur Transfektion verwendete DNA-Menge fur den Luciferase-Vektor nach
oben durch die hohe Sensitivitét des Assays begrenzt war, wahrend fir den 3-Galactosidase-
Vektor ein vergleichsweise wenig empfindliches Nachweisverfahren die Menge der transfi-
zierten DNA nach unten limitierte. Eine Verringerung des Verhaltnisse des Referenzplasmids
zum Luciferase-Reportergen-Plasmid, und damit moglicherweise verbunden eine Verhinde-
rung der Beeinflussung der Reportergen-Expression, lief3e sich durch Etablierung eines sensi-
tiveren Nachweisverfahrens fur 3-Galactosidase z. B. durch ein Chemilumineszenz-Substrat
(Jain & Magrath 1991) erzielen. Eine weitere Alternative wére die Verwendung eines inzwi-
schen kommerziell erhdtlichen ,Dualen Luciferase-Reportergen-Assay” (Promega), wo eine

Abstimmung der beiden cotransfizierten Vektoren aufeinander zu erwarten ist.

Daweder die Normierung der Luciferase-Aktivitét auf die Proteinmenge im Zellysat noch die
Cotransfektion mit einem [-Galactosidase-Referenzplasmid eine Verbesserung beziiglich der
direkten Vergleichbarkeit von Folgeexperimenten gebracht hat, wurde die relative Luciferase-
Aktivitdt mit bezug auf den negativen Kontrollvektor bestimmt, um Experimente zu verglei-
chen. Die relative Luciferase-Aktivitét ist ein brauchbarer Wert, um Wiederholungsexperi-
mente trotz unbeeinfluf3barer Schwankungen der absoluten Mef3werte (RLU) vergleichbar zu

machen. Abweichungen der Mel3werte fUr den negativen Kontrollvektor, der als Bezugspunkt
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innerhalb eines Versuches dient, kdnnen jedoch Fehler verursachen, die diese Vergleichbar-

keit beeintrachtigen.

5.8 Versuche zur Herstellung einer DNA-Sonde zur Colony-Hybridisierung

einer genomischen Cosmid-Bibliothek

Um einen Cosmid-Klon mit der vollstdndigen Sequenz des Intron 2 zu erhalten, sollte eine
Sonde aus der Sequenz des Exon 3 zum Screenen einer Cosmid-Bibliothek hergestellt
werden. Es zeigte sich jedoch, dal3 diese Sequenz as Sonde im Southern-Blot eine sehr hohe
unspezifische Bindung an DNA in den Laufspuren aufwies, was vermutlich auf repetitive
Sequenzen im Exon 3 zurlckzufthren ist. Veranderungen im Hybridisierungsprotokoll,
Absattigung des Blots mit sonifizierter Mause-DNA und Verkirzung der Sondensequenz auf
293 bp aus dem weniger repetitive Abschnitte enthaltenden 3'-Bereich fuhrten nicht zu
ausreichender Steigerung der Spezifitéat. Da diese Sonde deshalb im Colony-Blot einen hohen
Antell falsch positiver Signale lieferte, erschien sie zum Screenen einer Cosmid-Bibliothek als

nicht geeignet.

5.9 Ausblick

Zur weiteren Charakterisierung des Fre2-Promotors konnten folgende Versuche hilfreich sein:

» Ein S1-Nuklease-Verdau kann zur exakten Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts ein-

gesetzt werden.

* In einem Bandshift-Assay oder einem DNase-I-Footprinting (DNA-Schutzexperiment)
kénnen durch den Nachweis von DNA-Protein-Interaktionen Transkriptionsfaktor-Binde-

stellen experimentell ermittelt werden.

» Durch gezielte Mutagenese oder Deletion der Bindemotive fur Myb und deltaEF2 im 234-
bp-Promotorabschnitt kénnte im Luciferase-Assay die Hypothese einer méglichen Repres-
sorfunktion dieser Faktoren im Fre2-Promotor Uberprift werden. Mit Mutationen oder
Deletionen von AP1- und Spl-Bindemotiven kénnte die vermutete Aktivatorfunktion die-

ser Faktoren getestet werden.
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e Zur Abklarung des Einflusses exogener Faktoren auf die Aktivitdt des Fre2-Promotors
konnten parallel durchgeftihrte Transfektionen mit unterschiedlichen Bedingungen fir die
Kultivierung der entsprechenden Zellen dienen (z. B. Minimalmedium vs. Medium mit ho-
herem Serumanteil). Durch einen Vergleich der Ergebnisse des anschlieffenden Luciferase-
Assays konnte die Hypothese der Induzierbarkeit der Fre2-Promotoraktivitét, vermutlich
Uber die verstarkte Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren, bestétigt oder widerlegt

werden.

Um im Colony-Blot einer genomischen Cosmid-Bibliothek einen Klon zu identifizieren, der

das Intron 2 enthalt, konnte folgende Strategie erfolgversprechend sein:

e Zunéchst wird mit einer Sonde aus der Sequenz des Exon 2 oder auch des Intron 1 des
Fre2-Gens, die zuvor im Southern-Blot eindeutige Banden ergeben hat, die Cosmid-
Bibliothek nach positiven Klonen durchsucht. Da die Cosmide Inserts von bis zu 40 kb
enthalten, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dal? Klone, die diese Sondensequenz enthalten,
auch Intron 2 enthalten. Mit Sequenzierprimern aus dem Ende der noch bekannten Sequenz
kann dann der erste Teil des unbekannten Abschnitt sequenziert werden. Die Synthese von
Sequenzierprimern aus jeweils sequenzierten Abschnitten erlaubt schrittwelse die Sequen-

zierung des Intron 2.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der Friend-Virus induzierten Erythroleukamie kommt es zur Integration des F-
MuLV im Fre2-Locus sowie zum Rearrangement des Fre2-Locus auch ohne nachweisbare
Provirusintegration. Die Struktur des Fre2-Gens ist bis auf die Ermittlung der vollstéandigen
Sequenz des Intron 2 aufgeklart, die Funktion ist jedoch unbekannt. In hdmatopoetischen

Zéellen ist die Expression des Fre2-Gens hoher asin nicht-hamatopoetischen Geweben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die vermutete Promotor-Region des Fre2-Gens in einem
Luciferase-Reportergen-Assay auf ihre Funktion untersucht. Es fand sich eine starke Aktivie-
rung der Expression des Reportergens durch einen Promotorabschnitt, der ein 92-bp-Fragment
stromaufwarts des Transkriptionsstarts enthélt. Eine geringer ausgepragte Aktivierung wurde
durch ein 234-bp-Fragment vermittelt, das den 92-bp-Promotorabschnitt sowie einen weiter
stromaufwarts angrenzenden Bereich enthdlt, von dem offenbar eine negativ-regulatorische
Wirkung ausgeht. Beide Promotorabschnitte des Fre2-Gens fuhrten in Fibroblasten zu einer
stérkeren Expression des Reportergens al's der frihe SV 40-Promotor/Enhancer. Es fanden sich
Hinweise auf eine Induktion des Fre2-Promotors durch Verénderungen der Wachstumsbe-
dingungen der transfizierten Zellen, was Uber induzierbare Transkriptionsfaktoren wie AP1
vermittelt werden konnte. Ein Vergleich der Ergebnisse des Reportergen-Assays in Fibrobla-
sten und erythroiden Zellen ergab fir beide Zellinien &hnliche Ergebnisse mit jewells stérkerer
Transkriptionsaktivierung durch den 92-bp-Promotorabschnitt. Die gewebsspezifische
Expression des Fre2-Gens wird vermutlich von anderen regulatorischen Elementen (z. B.

Enhancer) aul3erhalb der hier untersuchten Promotor-Region gesteuert.

In einer Analyse der Promotor-Region auf Transkriptionsfaktor-Bindemotive mit Hilfe einer
Transkriptionsfaktor-Datenbank ergaben sich potentielle Bindestellen fur ubiquitdr expri-
mierte Faktoren wie Spl und APL, sowie fUr Faktoren, die vorwiegend in hdmatopoetischen
Zellinien exprimiert werden, wie GATAL, 1k2 und MZF1. Eine potentielle Repressorfunktion
konnte Uber Bindemotive fur Myb und deltaEF1 im stromaufwérts gelegenen Abschnitt des
234-bp-Promotorabschnittes vermittelt werden.

Hybridisierungsexperimente ergaben, dal3 eine DNA-Sonde aus der Sequenz des Exon 3 des
Fre2-Gens aufgrund unspezifischer DNA-Bindung durch repetitive Sequenzanteile nicht zum
Screenen einer genomischen Cosmid-Bibliothek auf einen Klon, der das Intron 2 des Fre2-

Gens enthdlt, geeignet ist.
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8 Abkirzungen

(Selten verwendete Abkurzungen fur Transkriptionsfaktoren, Promotorelemente, Integrations-

stellen und Chemikalien werden im Text erklart.)
ALL: Akute lymphatische Leukamie

AML.: akute myeloische Leukéamie

BFU-E: burst-forming unit-erythroid

CFU-E: colony-forming unit-erythroid

CLL: Chronisch-lymphatische Leukamie

CML.: Chronisch-myeloische Leukamie

EBV: Epstein-Barr-Virus

Epo: Erythropoetin

EpoR: Erythropoetin-Rezeptor

F-MuLV: Friend murine leukemiavirus/ Friend-M &usel euk&mievirus

FV-Komplex: Friend-Virus-Komplex

GTF: General transcription factor / allgemeine Transkriptionsfaktoren

HLLV-1: Humanes T-Z€ll-Leuk&mie-Virus Typ 1
HLLV-2: Humanes T-Z€ll-Leukémie-Virus Typ 2
IG: Immunglobulin

LTR: long terminal repeat

MCFV: mink cell focusinducing virus

MDS: Myel odysplastisches Syndrom

ORF: open reading frame

PCR: Polymerase-K ettenreaktion

SFFV: Spleen focus-forming virus

TCR: T-Zell-Rezeptor
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