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ZUSAMMENFASSUNG 1

ZUSAMMENFASSUNG

Das ubiquitar exprimierte 11-Zinkfingerprotein CTCF spielt eine Rolle in einer Vielzahl von
regulatorischen Vorgangen. Von grofder Bedeutung ist, dass CTCF in héheren Eukaryonten
der einzige Faktor ist, der die Enhancer-Blockade vermitteln kann. Dies ist ein Mechanismus,
der Gene vor Enhancer-Einfliissen abschirmt, die von benachbarten Genen stammen. Es
wurde bereits gezeigt, dass Thyroidhormon die Enhancer-Blockade auf CTCF-Bindestellen
regulieren kann, die sich neben einem Thyroid hormone response element (TRE) befinden.
In der vorliegenden Arbeit wurden episomale Vektoren fir eine detaillierte Charakterisierung
der hormonsensitiven Enhancer-Blockade auf zusammengesetzten CTCF/TR-Bindestellen
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Intensitadt der Enhancer-Blockade durch
Uberexprimierung oder Herunterregulierung von CTCF variiert werden kann. Weiterhin
zeigte sich, dass in die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade die Rekrutierung von
Histondeacetylasen involviert ist und teilweise von der posttranslationalen Modifikation der
poly(ADP)Ribosylierung abhangt. Erstaunlicherweise fuhrten Mutationsanalysen sowohl der
CTCF- als auch der TR-Bindestelle zur Erkenntnis, dass beide funktionellen Bindestellen
bendtigt werden, um die Enhancer-Blockade zu vermitteln. ChiP-Analysen der episomalen
Vektoren zeigten, dass die Aufhebung der Enhancer-Blockade durch einen Anstieg an
aktivem und Verminderung an inaktivem Chromatin begleitet ist. Die Verwendung eines RNA
Polymerase II-Antikdrpers in Chromatin-Immunoprazipitationen flhrte zur Entwicklung eines
Modells, welches beschreibt, dass der Isolator und Isolator-bindende Proteine (d.h. CTCF)
sich physisch am Promotor befinden und dort die Enhancer-Wirkung auf die RNA
Polymerase Il verhindern. Die Anwesenheit von Hormon hingegen 16st diese Blockade auf,
da der Isolator wieder vom Promotor dissoziiert und der Enhancer auf den Promotor wirken
kann. Um zu untersuchen, ob Hormon zu einer Konformationsanderung des CTCF/TR-
Komplexes als Ursache der Aufhebung des Isolator-Promotor-Komplexes beitragen kann,
wurden die Interaktionsdoménen innerhalb von CTCF und TR naher charakterisiert. Es
wurde festgestellt, dass die Anwesenheit von Ligand die Interaktion zwischen CTCF und TR
bzw. RXR modulieren kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass CTCF und TR in der
Enhancer-Blockade synergieren und dass die Enhancer-Blockade mit einer physischen
Interaktion von Promotor- und Isolator-bindenden Faktoren einhergeht. Alle Ergebnisse
zusammen demonstrieren das enge Wechselspiel von CTCF und dem TR bei der Regulation
der Genexpression und geben Hinweise auf einen Mechanismus, welcher der funktionellen

Isolierung von Chromatin-Domanen in Vertebraten zugrunde liegen konnte.
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1 EINLEITUNG

Die phanotypischen Unterschiede von Zellen und deren Antwort und Anpassung an
Umwelteinflisse wird unter anderem durch Regulation der Gentranskription gewahrleistet.
Zusammengefasst bendtigt die Transkriptionsregulation die Integration von fiunf Variablen:
cis-agierende Faktoren (DNA und Chromatin), trans-agierende Faktoren
(Transkriptionsfaktoren und assoziierte Komplexe), die basale Transkriptionsmaschinerie
(inklusive der RNA Polymerase Il (Pol 1) und TATA-Bindeproteine (TBP)), dreidimensionale
Strukturen und Zeit (van Driel et al, 2003). Ein wichtiger Faktor fir die
Transkriptionsregulation ist der Transkriptionsfaktor CTCF, der Gegenstand der vorliegenden
Arbeit ist.

1.1 Das Multitalent CTCF

Der Transkriptionsfaktor CTCF ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das innerhalb
verschiedener Spezies hoch konserviert ist (83-84 % auf Aminosaure (AS)-Ebene bei
Vertebraten) (Burke et al., 2002; Lobanenkov et al., 1990). Die 727 AS dieses Faktors bilden
3 strukturelle Doméanen aus: Die zentrale DNA-Bindedomane besteht aus 11 Zinkfingern
(1 bis 10 vom Typ CzH,, 11 vom Typ C,HC) und wird von 267 AS auf N-terminaler Seite und
150 AS, die den C-terminalen Bereich bilden, flankiert (Abb. 1.1) (Vostrov et al., 2002).
CTCF sollte folglich ein Molekulargewicht von 82 kDa besitzen, lauft aber aufgrund
bestimmter Sequenzen im N-Terminus nach Auftrennung auf einem SDS-Polyacrylamidgel
einer Laufhdhe entsprechend eines Molekulargewichts von etwa 130 kDa (Klenova et al.,
1997). Durch den Einsatz verschiedener Kombinationen von Zinkfingern der hoch
konservierten, zentralen Domane ist CTCF in der Lage, an eine groRe Anzahl von Zielgenen
zu binden. Die Abklurzung CTCF stammt von der Bezeichnung CCCTC-bindender Faktor, da
das zuerst identifizierte Bindungselement eine CT-reiche Sequenz aufwies (Klenova et al.,
1993). Nach Entdeckung neuer Zielsequenzen wurde jedoch klar, dass die verschiedenen
Sequenzen nicht immer CT-reich sind und es dariber hinaus offensichtlich wurde, dass
CTCF an keine strikt konservierte Sequenz bindet (Bell and Felsenfeld, 2000; Burcin et al.,
1997; Hark et al., 2000; Kanduri et al., 2000). Bisherige Untersuchungen zeigen, dass CTCF
an weit Uber 10.000 Stellen im Mausgenom bindet (Mukhopadhyay et al., 2004). Die N-
terminale Domane ist an der Repression und Aktivierung von Transkription beteiligt. Darlber
hinaus ist der N-Terminus nach Bindung von CTCF an die DNA fiir DNA-Biegung
verantwortlich, was zu einer unterschiedlichen 3-dimensionalen Struktur und demnach
unterschiedlichen Rekrutierung von Cofaktoren flihren kénnte (Arnold et al., 1996). Die

Repressionsdomane konnte auf 20 AS im N-Terminus eingeengt werden, die jedoch keine
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Ahnlichkeit zu bereits bekannten Motiven fir die Rekrutierung von Corepressoren aufweist
(Drueppel et al.,, 2004). Auch der C-terminale Bereich bindet Faktoren, die an
Genreprimierung beteiligt sind und ist darlber hinaus ein Ziel von posttranslationalen
Modifikationen (Klenova et al., 2001).

DNA-Bindung
| I
Aktivierung Repression
Repression
DNA-Biegung

Abb. 1.1: Domanenstruktur des Transkriptionsfaktors CTCF.

Schematische Darstellung von CTCF. Das CTCF-Protein kann strukturell in drei Bereiche eingeteilt
werden. Die zentrale DNA-Bindedomane, die 11 Zinkfinger beinhaltet, und als nummerierte Boxen
dargestellt sind, umfasst die AS 268 bis 576. Der N-Terminus (AS 1 bis 267) ist an Genaktivierung, -
repression und DNA-Biegung beteiligt. Die C-terminale Domane des CTCF-Gens beinhaltet die AS
577 bis 728 und ist ebenfalls an der Repression von Zielgenen beteiligt.

Es ist bekannt, dass CTCF DNA-Sequenzen innerhalb von Promotoren, Silencern und
Isolatoren bindet. Urspriinglich wurde CTCF als Repressor des Hihner-Onkogens c-myc und
des Lysozymgens entdeckt (Baniahmad et al., 1990; Burcin et al., 1997; Lobanenkov et al.,
1990). CTCF interagiert mit reprimierenden, regulatorischen Sequenzen stromaufwarts
dieser Gene und flihrt so zu einer Herabsetzung der Transkriptionsaktivitat. CTCF spielt
nachweislich bei wichtigen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle. So ist CTCF
an der Entwicklung des Auges beteiligt. CTCF kontrolliert hier die Pax6-Expression indem es
mit einem Repressorelement stromaufwarts des Pax6 PO Promotors interagiert. Pax6 spielt
eine dominierende Rolle in der Entwicklung des Augapfels und fuhrt zu Zelldifferenzierung
(Li et al., 2004). Des Weiteren zeigen neue Studien, dass eine durch CTCF vermittelte
Repression an der Expression der katalytischen Untereinheit der Telomerase (hTERT)
beteiligt ist. CTCF bindet an die proximale Exonregion und vermittelt Repression durch einen
Zell- und Promotor-unabhangigen Mechanismus (Renaud et al., 2005). Die Transkription von
hTERT wiederum ist in den allermeisten Tumoren relativ zu seiner normalen Expression
stark erhoht (Kim et al., 1994).



EINLEITUNG 4

Darlber hinaus kann CTCF auch zu einer Aktivierung der Genexpression flihren, wie es
bisher aber nur fir das humane Amyloid 3-Protein Precursor (APP) Gens gezeigt wurde, das
in der Alzheimer Erkrankung involviert ist. CTCF bindet an eine Sequenz stromaufwarts des
Transkriptionsstarts und vermittelt eine erhdhte APP-Genexpression als Antwort auf TGFR
(Burton et al., 2002; Vostrov and Quitschke, 1997).

Eine weitere wichtige Funktion, die durch CTCF vermittelt wird, ist die Blockierung von
Enhancern, die eine Absenkung der Genaktivitat zur Folge hat. Auf diesen Aspekt wird im
Folgenden naher eingegangen.

Die hohe Konservierung von CTCF flihrte zu der Annahme, dass CTCF auch an zentralen,
zelluldaren Funktionen beteiligt ist. In der Tat wurde festgestellt, dass CTCF an der
Regulierung der Zellproliferation beteiligt ist. Die Uberexpression von CTCF fiihrt zu einem
Stopp im Zellzyklus (in allen Stadien des Zellzyklus) ohne jedoch Apoptose einzuleiten.
Diese allgemein reprimierende Funktion von CTCF auf die Zellteilung kénnte erklaren, wieso
in manchen Krebsarten (Wilm’s Tumor, Brustkrebs) CTCF-Mutanten anzufinden sind. Diese
Mutationen betreffen ausschliel3lich die Zinkfinger-Domane und verringern die Bindung an
Gene, die normalerweise an der Regulation der Zellproliferation beteiligt sind (z.B. myc und
Igf2).

Jedoch sprechen andere Erkenntnisse tUber CTCF gegen einen Tumorsuppressor. Die
Untersuchung von Brustkrebszellen und —tumoren zeigte, dass hier erhdhte Proteinlevel von
CTCF zu finden sind. Normalerweise fuhrt der Prozess der Tumorentwicklung zu einer
Unterdriickung von Tumorsuppressoren. Weitere Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass
CTCF anti-apoptotische Eigenschaften aufweist, was wahrscheinlich auf die negative
Regulierung apoptotischer Gene zurlickzufiihren ist (Docquier et al., 2005).

Darlber hinaus ist CTCF auch in die Regulation der X-Inaktivierung involviert. In weiblichen
Saugetierzellen  kontrolliert das sogenannte X-Inaktivierungszentrum, das zwei
nichtkodierende Gene, Xist und seinen Antisense-Gegenspieler Tsix, umfasst, die
Inaktivierung eines der beiden X-Chromosome. Xist wird vom inaktiven X-Chromosome
exprimiert und ist fur die Aufrechthaltung des inaktiven Status verantwortlich, wohingegen
Tsix vom aktiven X-Chromosom exprimiert wird. Da in der Kontrollregion des murinen Tsix
Gen durch Chromatin-lImmunoprazipitation(ChlP)-Analysen mehrere CTCF-Bindestellen
identifiziert wurden, wird vermutet, dass CTCF einerseits die Aktivierung des Xist-Promotors
blockiert und andererseits die Tsix-Expression aktiviert, was zu einer Aktivierung des X-
Chromosoms fuhrt (Chao et al., 2002).

Auch in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus wird CTCF unterschiedliche Funktionen
zugeschrieben, da CTCF eine dynamische, Zellzyklus-abhéngige Lokalisation aufweist
(Zhang et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass CTCF in der Interphase ein

Kernprotein ist, das weitgehend vom Nukleolus ausgeschlossen ist. Wahrend der Mitose ist
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CTCF dann mit den Centrosomen assoziiert, zum Ende der Mitose (Telophase) dissoziiert
CTCF wieder von den Centrosomen und befindet sich in den Midbodies und dem
neugeformten Zellkern. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass CTCF mit mitotischen
Chromosomen assoziiert ist. Im Gegensatz zu anderen Transkriptonsfaktoren bleibt die

spezifische Bindung von CTCF an Zielgenen auch in der Mitose erhalten und propagiert so

den epigenetischen Status der Zelle durch die Mitose (Burke et al., 2005).

Bindestelle

Humanes c-myc-Gen :
Bindestelle N (-2,1 kb)
Bindestelle A (+180bp)

Wirkung

Repression
Repression (RNA Pol Il

Pausierungsstelle)

Referenz

V. Lobanenkov,

nicht publiziert

Huhner-Lysozymgen:

Repression, Enhancer-

(Bell et al., 1999; Burcin et

F1 -2,4 kb Blockade al., 1997)

Humanes APPB-Gen : (Vostrov and Quitschke,
APBB -110 bis —75 bp Aktivierung 1997)

hTERT:

Proximale Exon-Region Repression (Renaud et al., 2005)

Pax6-Gen:
Element 5°des Pax6 PO-

Promotors

Repression; Regulation der

Augenentwicklung

(Li et al., 2004)

ICR des H19/Igf2-Locus :
zwischen H19- und Igf2-

Genen

Enhancer-Blockade,

Imprinting

(Hark et al., 2000)

Murines Tsix-Gen:

Kontrollregion

Repression (Xist)
Aktivierung (Tsix)

(Chao et al., 2002)

Huhner B-Globin-Gen:
5'HS4, 5 Ende

Enhancer-Blockade

(Bell et al., 1999)

Humaner DM1 Locus:

Zwischen DMPK- und SIX5- |Isolation (Filippova et al., 2001)
Genen

Element 144 der Ratte:

3'UTR Repression (Awad et al., 1999)

Tab. 1: Ubersicht iiber ausgewihite CTCF-Zielgene und der Einfluss der CTCF-Bindung auf die

Transkription.
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Posttranslationale Modifizierungen kénnten die durch CTCF vermittelten Funktionen
kontrollieren. So ist z.B. bekannt, dass die durch CTCF verursachte Repression des c-myc-
Gens durch Phosphorylierung von vier Serinen im C-Terminus verandert wird. Mutation
dieser AS flihrte zu einer signifikanten Verstarkung der trankriptionellen Repression des
Promotors, ohne jedoch die Kernlokalisierung oder DNA-Bindung von CTCF zu beeinflussen
(Klenova et al., 2001).

Des Weiteren kann die Poly(ADP)-Ribosylierung (PARIlierung) von CTCF ebenfalls dessen
Funktion beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass die PAR-Polymerase (PARP-1)
CTCF durch Ubertragung mehrere Ribose-Enheiten in vivo modifiziert (Yu et al., 2004).
Weitere Studien flihrten zum Nachweis, dass diese posttranslationale Modifizierung fiir den
Vorgang der CTCF-vermittelten Enhancer-Blockade notwendig ist (Yu et al., 2004). Kurzlich
wurde darlber hinaus gezeigt, dass die PARIlierte Form von CTCF im Nukleolus von
differenzierten oder apoptotischen Zellen anzutreffen ist und dort die nukleolare Transkription
inhibiert (Torrano et al., 2006).

Studien innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten, dass CTCF darlber hinaus von den Histon-
Acetyltransferasen (HATs) p300 und pCAF zumindest in vitro acetyliert werden kann. Die
funktionelle Bedeutung dieser Modifikation von CTCF auf z.B. Zellwachstum oder Enhancer-
Blockade ist Gegenstand aktueller Untersuchungen (Jorg Leers, nicht publiziert).

Neuere Studien haben einen CTCF-Interaktionspartner identifiziert, der ebenfalls in der Lage
ist, die Aktivitat von CTCF zu modulieren. Der Transkriptionsfaktor Kaiso, welcher der
Familie der POZ-Zinkfinger angehdrt, interagiert direkt mit CTCF und bindet in der 5 Beta-
Globin-Region neben CTCF. Es konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit dieser
Bindestelle die Fahigkeit von CTCF, Enhancer zu blockieren, reduziert (Defossez et al.,
2005).

Somit ist CTCF ein bemerkenswert multivalenter Transkriptionsfaktor, der in vielen kritischen
Regulationsvorgangen der Zelle involviert ist (Tab.1) und durch eine Vielzahl von
Mechanismen moduliert wird. Auf die flr eine geregelte Genexpression unerlassliche
Enhancer-Blockade, die ebenfalls durch CTCF vermittelt wird, wird in den néachsten

Abschnitten genauer eingegangen.

1.2 Isolatoren unterteilen das Genom in funktionelle Bereiche

Viele Studien haben gezeigt, dass das eukaryontische Genom in funktionell autonome
Domanen unterteilt ist, in denen Genexpression entweder reprimiert oder erleichtert wird. Es
ist mittlerweile bekannt, dass die Chromatinstruktur eine wichtige Rolle in der Regulation der
Gentranskription ausuibt, indem sie die richtige Umgebung und Bindestellen fiir Regulatoren

bereitstellt und somit die rdumlich und zeitlich geeignete Genexpression gewahrleistet.
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Isolatoren sind DNA-Elemente, welche die Aktivierung von Promotoren durch
Enhancerwirkung verhindern und (oder) die Ausbreitung von Heterochromatin stoppen
(Abb.1.2). Die Barrierefunktion eines Isolators schirmt das Transgen von Positionseffekten
ab und verhindert so die Ausbreitung von reprimierendem Chromatin. Wenn ein Isolator
zwischen Enhancer und Gen lokalisiert ist, kann er die Enhancer-Promotor-Interaktion
verhindern (Capelson and Corces, 2004). Bis heute existieren mehrere Modelle, welche die
Isolatoraktivitat zu erklaren versuchen. Fur viele dieser Modelle gibt es Hinweise, aber ein
eindeutiger Beweis fir ein einziges Modell fehlt. Es wird z.B. vermutet, dass Isolatoren durch
Formierung eines Proteinkomplexes wirken, der ein Signal, das entlang der DNA vom
Enhancer zum Promotor wandert, blockiert (Bell and Felsenfeld, 1999). Diese Hypothese
basiert auf der Annahme, dass Enhancer und Promotor Gber den DNA-Strang miteinander
kommunizieren. Eine andere mégliche Erklarung fir Isolatoraktivitat involviert die Ausbildung
von DNA-Schleifen. Isolatoren konnten miteinander interagieren und unabhangige
Chromatindomanen formieren, die ein oder mehrere Gene beinhalten (Bell and Felsenfeld,
1999). Die Interaktion kdnnte auch zwischen Isolatoren und der nukledren Matrix erfolgen
(Bonifer et al., 1991). Ein Hinweis hierfur sind biochemische Analysen, die zeigen, dass
CTCF mit der nukledren Matrix assoziiert ist (Dunn et al., 2003) (Ru Zhang, nicht publiziert).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich neben dem lIsolator stromaufwarts des
humanen Apolipoprotein B-Gens eine nuclear matrix attachment region (MAR) befindet. Es
wird vermutet, dass dieses strukturelle Element zur Ausbildung von Chromatinschleifen
bendtigt wird (Antes et al., 2001).

Bislang wurde viele Isolatoren in verschiedenen Spezies identifiziert, die entweder beide
Eigenschaften als Enhancer-Blocker und Barriere aufweisen oder Isolatoren, deren beide
Fahigkeiten voneinander trennbar sind (West et al., 2004). Der erste detailliert
charakterisierte Isolator in Vertebraten war cHS4, der im Bereich des 5 Ende des Hiihner 3-
Globin-Locus lokalisiert ist. Die Enhancer-Blockade- und Barriere-Aktivitat des cHS4
Elements sind voneinander trennbar, da verschiedene Proteine die jeweilige Funktion
ausuben. Der bHLH-ZIP Transkriptionsfaktor USF hat einen Einfluss auf die Barrierefunktion,
wahrend die Bindung von CTCF an den Isolator ausreicht, um die Blockade eines Enhancers

zu vermitteln. Auf diesen Aspekt wird im nachsten Abschnitt genauer eingegangen.

1.3 CTCF vermittelt die Blockade von Enhancern

Bisher ist CTCF das einzige Protein in Saugetieren, das die Blockade von Enhancern
vermitteln kann, indem es an einen Isolator bindet, der sich zwischen Enhancer und
Promotor befindet. Die Blockade von Enhancern kann konstitutiv oder regulierbar sein. Ein

Beispiel fir eine konstitutive Enhancer-Blockade ist der bereits erwadhnte Hihner-R-Globin-
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Locus. Eine Regulierung der Enhancer-Blockade hingegen kann z.B. durch die Methylierung
von CTCF-Bindestellen vermittelt werden, da CTCF oftmals nicht in der Lage ist, an
methylierte Elemente zu binden (Kanduri et al., 2002a). Dies trifft z.B. auf die Imprinting
control region (ICR) oder Differentially methylated region (DMR) des Igf2/H19-Locus zu. Die
Expression der Gene Igf2 und H19 erfolgt jeweils nur vom paternalen und maternalen Allel,
was als genomische Pragung (Imprinting) bezeichnet wird. Wahrend der Gametogenese wird
das maternale und paternale Allel in unterschiedlichem MalRe methyliert. Dies flhrt zu einer
unterschiedlichen Expression der Gene wahrend der Embryogenese. An diesem Imprinting
beteiligt ist die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade. Die Allel-spezifische Expression der
H19- und Igf2-Gene wird durch die ICR, die -2 bis -4,4 kb relativ zum Transkriptionsstart des
H19-Gens liegt, reguliert. Es wurde nachgewiesen, dass die ICR durch Bindung von CTCF
als Isolator auf dem maternalen Allel wirkt. Die Bindung von CTCF verhindert die Aktivierung
des maternalen Igf2-Promotors durch die stromabwarts vom H19-Gen positionierten
Enhancer. Auf dem paternalen Chromosom ist die ICR in hohem Male methyliert, CTCF
kann daher nicht binden und es wird folglich keine Enhancer-Blockade ausgeubt. Dies hat
zur Folge, dass der paternale Igf2-Promotor zuganglich fur den Enhancer und aktiv ist (Bell
and Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000; Holmgren et al., 2001).

Eine weitere Mdoglichkeit der nicht-konstitutiven Enhancer-Blockade stellt die
Hormonregulierung auf kombinierten CTCF/TR-Bindestellen dar, auf die im nachsten

Abschnitt eingegangen wird.

Isolator Isolator

Heterochromatin Enhancer Gen A Enhancer Gen B

Abb. 1.2: CTCF vermittelt die Blockade von Enhancern.

Schematische Darstellung der Enhancer-Blockade im Genom. Gene sind als graue Balken dargestellt,
auf die Enhancer in verschiedene Richtungen wirken kdnnen (Pfeile). Auch die Ausbreitung von
Heterochromatin kann Genaktivitdt beeinflussen (schwarze Kelle). Die Anwesenheit von Isolatoren
verhindert zum einen die Ausbreitung des Heterochromatins (schwarzes Kreuz) und zum anderen
durch Bindung von CTCF die aktivierende Wirkung von Enhancern (rotes Kreuz) auf Gen A, jedoch
nicht auf Gen B.
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1.4 Thyroidhormon kann die Enhancer-Blockade beeinflussen

CTCF-Bindestellen sind oft in der Nachbarschaft zu Bindestellen flir den Thyroidhormon-
Rezeptor (TR) zu finden (Arnold et al., 1996; Awad et al., 1999; Lutz et al., 2000a; Lutz et al.,
2003; Perez-Juste et al., 2000; Vostrov and Quitschke, 1997). Der Transkriptionsfaktor TR ist
ein Mitglied der Kernhormon-Rezeptoren (NHR), die als Monomer oder Dimere an hormone
response elements (HRE) binden, dessen Halbseiten in Palindromen, invertierten
Palindromen oder Direct Repeats (DR) zueinander orientiert sind (Claessens and Gewirth,
2004). Nach Bindung an Promotoren kénnen Kernhormon-Rezeptoren die Transkription
durch Rekrutierung von Cofaktoren beeinflussen. TR bindet haufig zusammen mit dem
Retinoid-X-Rezeptor (RXR) an die Thyroid hormone response elements (TRE), die in
sogenannte positive und negative Elemente eingeteilt werden. Das Hormon Trijodthyronin
(T3) ist ein Ligand fir das TR/RXR-Heterodimer und kann in der C-terminalen Liganden-
Bindedoméande (LBD) des TR binden. In der Abwesenheit von Hormon, kénnen TR und RXR
die basale Aktivitat eines Promotors, der ein positives TRE enthalt, reprimieren. Die Zugabe
von Ligand kehrt die Genreprimierung um und fihrt zu einer starken Stimulierung dieses
Gens (Baniahmad et al., 1990; Brent et al., 1989; Damm et al., 1989). Dies basiert auf einem
Austausch der Corepressor-Komplexe mit Coaktivator-Komplexen in der Anwesenheit von
Hormon (McKenna and O'Malley, 2001). Im Gegensatz zur positiven Genregulation werden
Gene, die ein negatives TRE enthalten, durch die Anwesenheit von T3 reprimiert
(Oppenheimer et al., 1987).

Die Kombination von CTCF- mit nahegelegenen TR-Bindestellen ist z.B. fur den Hihner-
Lysozym-Silencer und das humane c-myc-Gen bekannt. Innerhalb dieser beiden Elemente
wurden funktionelle TREs identifiziert und es konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung
von CTCF und TR eine synergistische Reprimierung in der Abwesenheit von Hormon
vermittelt wird, wahrend die Anwesenheit von T3 zu einer synergistischen Aktivierung fuhrt
(Lutz et al., 2000a). Dartber hinaus zeigten Studien mit den kombinierten CTCF/TR-
Bindestellen des Huhner Lysozymgens und des humanen c-myc-Gens, dass T3 die
Enhancer-Blockade, die ebenfalls durch diese Elemente vermittelt wird, aufheben kann (Abb.
1.3) (Arnold et al., 1996; Lutz et al., 2003). Ursache dafiir ist jedoch nicht der Verlust der
CTCF-Bindung, was mittels Chromatin-Immunoprazipitationen (ChlP) am Huhner-
Lysozymgen gezeigt werden konnte (Lutz et al., 2003). Es wurde auch beobachtet, dass die
Histon H4-Acetylierung im Bereich der CTCF-Bindestelle in Anwesenheit von T3 signifikant
ansteigt. Diese mit der Aufhebung der Enhancer-Blockade zunehmenden Acetylierung ftritt
nicht nur im Bereich der Bindestelle, sondern auch am Enhancer und Promotor auf (Lutz et
al., 2003).
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Somit bietet die Kombination von CTCF-Bindestellen mit TREs eine weitere Mdglichkeit der
regulierbaren Enhancer-Blockade, da diese durch Anwesenheit von Hormon aufgehoben

werden kann.

Enhancer Blockade

Enhancer Isolator

S

Aufhebung

der Enhancer Blockade

Abb. 1.3: T3 kann die Blockierung von Enhancern aufheben.

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

Auch fir eine Reihe anderer CTCF-Zielgene wurden benachbarte TREs identifiziert (Abb.
1.4): Ein genomisches DNA-Element der Ratte (Element 144) enthalt in Nachbarschaft einer
CTCF-Bindestelle ein negatives TRE, das in der Anwesenheit von Thyroidhormon
transkriptionelle Repression vermittelt (Awad et al.,, 1999). Ein weiteres Beispiel einer
kombinierten CTCF/TR-Bindestelle ist die CTCF-Bindestelle A, stromaufwarts des murinen
c-myc-Gens, die von einem TRE flankiert wird. Dieses Element vermittelt ebenfalls negative
Transkription in Anwesenheit von T3 (Perez-Juste et al., 2000).

Interessante Ergebnisse stammen in diesem Zusammenhang auch von der ICR des
H19/1gf2-Locus. Mittels Footprint-Analyse wurden in dieser Region Sequenzen auflerhalb
der CTCF-Bindestellen untersucht. In murinen, primdren Embryo-Fibroblasten, die nur die
maternale oder paternale ICR tragen, wurden 5 Footprints identifiziert, die spezifisch fir das
maternale Allel sind. Jedes dieser Fooptprints umfasste mindestens zwei hexamere
Bindestellen fir Kernhormon-Rezeptoren und befand sich jeweils neben einer CTCF-
Bindestelle. Es konnte gezeigt werden, dass die identifizierten Sequenzen Komplexe binden,

die den RXRa und Ostrogenrezeptor B (ERB) beinhalten. Wenn Keimzellextrakt von Féten
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verwendet wird, der zu einem Zeitpunkt isoliert wurde, an dem die unterschiedliche
Methylierung der ICR stattfindet, wird beobachtet, dass die Footprint-Sequenzen die
Rezeptorkomplexe nur dann binden, wenn der Extrakt von mannlichen Keimzellen stammt
(Szabo et al., 2004). So schien das Zusammenspiel von CTCF und Kernhormonrezeptoren
sich nicht nur auf den TR/RXR-Heterodimer zu beschranken und neben der regulierbaren
Enhancer-Blockade eventuell auch an der Etablierung des Imprinting beteiligt zu sein. Dies
war besonders interessant, da bekannt ist, dass CTCF fir die Weitergabe des Imprintings,
jedoch nicht fir die Etablierung des Methylierungsmusters bendtigt wird (Pant et al., 2003;
Schoenherr et al., 2003; Szabo et al., 2004). Jedoch zeigten neuere Studien, dass die
Mutagenese der potientiellen NHRs zu keinem Unterschied in der Etablierung des
Imprinting-Musters flhrt (Szabo et al.,, 2006). Somit bleibt die Bedeutung der
Rezeptorbindestellen in der Nachbarschaft zu CTCF-Bindestellen in der murinen ICR noch

unklar.

— TR} ctcr —/ [ c-myc TR-N
-I://L-—HH- CICF - 144 Element
_H.H. CTCF .H.n |_> -— APPB-Promotor

.I:/H.H. CICF TR |— c-myc Pausierungsstelle

i -Si
_H'H' CTCF H_- a— Lysozyme F1F2-Silencer
— ({E—cTer BRI ) x5—  H1ongr2-IcR

Abb. 1.4: Ubersicht iiber ausgewéhlte CTCF/NHR kombinierte Bindestellen.

Schematische Darstellung der kombinierten Bindestellen. CTCF-Bindestellen sind als rote Balken,
Bindestellen fir NHRs als griine Balken gekennzeichnet. Ein schwarzer Pfeil markiert den
Transkriptionsstart.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Einer der wichtigsten Aspekte an CTCF ist seine Funktion als Enhancer-Blocker, die es
ermdglicht, bestimmte Regionen des Genoms von Einflissen durch Enhancer abzuschirmen.
CTCF-Bindestellen befinden sich haufig in enger raumlicher Néahe zu einer Bindestelle fur
den TR. Fur das Huhner-Lysozymgen und das humane c-myc-Gen wurde gezeigt, dass
beide Module eine funktionelle Einheit bilden, da sie nur zusammen die Expression eines
Reportergens synergistisch reprimieren kébnnen. Das Vorhandensein von isolierenden DNA-
Elementen, die durch CTCF gebunden werden, ermdglicht einen Einblick in den
Mechanismus der promotorspezifischen Aktivierung durch Enhancer-Elemente, deren
Einfluss auf diese Weise auf bestimmte Genpromotoren beschrankt bleibt. Ziel dieser Arbeit
war es, ein episomales System zu etablieren, in dem die Mechanismen der
hormonsensitiven Enhancer-Blockade untersucht werden kénnen. Eine wichtige Aufgabe
war die Charakterisierung der individuellen Einflisse von CTCF und TR auf die
hormonsensitive Enhancer-Blockade. Darlber hinaus stellte sich die Frage, ob Chromatin-
Modifikationen existieren, welche die hormonsensitive Enhancer-Blockade kennzeichnen.
Eine weiterer Punkt, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit bearbeitet wurde, war die
Charakterisierung der CTCF/TR-Interaktion mittels in vitro-Analysen und die Ermittlung der

CTCF-Domane, die fir eine hormonsensitive Enhancer-Blockade bendtigt wird.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

Analysewaage

Autoklav
Autoradiographieverstarkerfolien
Begasungsbrutschrank
Blotapparatur
Bunsenbrenner
Computer
Einfrierbehalter
Eismaschine
Elektrophoresekammern
Elektroporationskivetten
Elektroporator-Easyject
Entwicklermaschine
Filmkassetten
Gefrierschranke (-80°C)
Geigerzahler
Geltrockner
Klhlschranke/Gefrierschranke (-20°C)
Luminometer
Magnetrihrer
Mikroliterpipetten
Mikroskope

Mikrowelle

pH-Meter

Pipettierhilfe
Quarzkivetten
Reinstwasser-Filteranlage
Rollinkubatoren

Rotator

Schuttler

Sonifier
Spannungsgeber
Spektralphotometer

Szintillationszahler

Janke&Kunkel, Kern, Mettler
Bachofer, Tecnomara

DuPont

Heraeus

Pharmacia

Heraeus

PC

Nalgene

Scotsman

BioRad; Mighty Small, Hoefer; Peqlab
Eurogentec

Eurogentec

M35 X-Omat Processor, Kodak
Rego, DuPont

Colora, Revco

Berthold LB1210 B, Bachofer
Geldryer Model 583, BioRad
Siemens, Bosch, Liebherr
SIRIUS, Berthold Detection Systems
IKA, Janke&Kunkel

Gilson, Eppendorf

Zeiss

Privileg 8020, LG Intellowave
Schott, inoLab

Pipettboy, Integra Biosciences
Hellma

Millipore

Bachofer

Neolab rotator 2-117, MAGV
Mixer 5432, Eppendorf

B12, Branson

Feathervolt 250, Stratagene
Ultraspec 3100, Amersham
1600 TR, Packard Bell
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Thermocycler
Thermo-Schuttelschrank
Trockenschranke
Tubesealer
UV-Transilluminator
Vakuumzentrifuge
Videoanlage

Vortexer

Wasserbader
Zahlkammer

Zentrifugen

Zentrifugenrotoren

2.2 Verbrauchsmaterialien

Einfriergefalle
Einwegkanulen
Einwegspritzen
Faltenfilter
Filter (0,45 pm)
Filtertips

Gaze
Glasperlen
Glaspipetten
Handschuhe
Membran
Pasteurpipetten
PCR-Gefalle

Petrischalen/ Gewebekulturschalen

Photometerklvetten

Pipettenspitzen

Rotorgene RG-3000, Corbett Research

Infors, Bellco Glass, Memmert
Memmert, Bachhofer
Beckmann

Bachofer (366nm), UVP (254nm)
Bachofer, Savant

INTAS

Janke&Kunkel

Julabo, Haake, Kottermann
Fuchs-Rosenthal

Hettich Mikroliter

Heraeus Minifuge RF

Heraeus Cryofuge 20/30
Beckman J2-MC Kihlzentrifuge
Beckman L-70 und XL 70
Beckman VTI 90

Beckman Ti 50.2

Beckman JA 10

Beckman JA 17

Cryotube, Nunc

Braun

Dispomed, Braun

@ 240 mm, Schleicher&Schuell
Millipore

Gilson, Greiner

Param

Roth

Brand

Roth, Peppler, Braun
Hybond XL, Amersham
Hirschmann

Biozym

Greiner

Ratiolab

Gilson, Greiner, Sarstedt
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PVDF-Membran
Reaktionsgefalle 0,5 ml
Reaktionsgefalte 1,5 ml/2,0 mi
Realtime PCR-Gefalie
Roéntgenfilme

Rundfilter

Scalpell
Schraubdeckelgefalle
Sofortbildfilme

Sterilfilter

Tacher

Whatman-Papier
Zellkulturschalen, -flaschen

Zentrifugenréhrchen

2.3 Chemikalien

Immobilon, Millipore
Brand

Eppendorf

Corbett Research
X-Omat AR, Kodak

@ 110 mm, Schleicher&Schuell
Braun

Sarstedt

Polaroid

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

Greiner

Greiner, Falcon, TPP

Es wurden Chemikalien hochsten Reinheitsgrades (p.a.) verwendet.

3-ABA
Acetyl-CoA
Acrylamid

Agar

Agarose

AG®1-X8 Resin
Aktivkohle
all-trans Retinsaure
Ampicillin
Anacardic Acid
APS

ATP
Auftragspuffer
Bactotrypton
Betain
B-Mercaptoethanol
Bradford Reagenz
Bromphenolblau
BSA

Sigma

Merck

Roth

BD Biosciences
IBIl, Roth
BioRad

Sigma

Sigma

Merck

Larodan

Serva
Boehringer Mannheim
MBI Fermentas
Applichem
Sigma

Merck

Roth

Merck

Roche
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Caesiumchlorid
Calciumchlorid
Chloramphenicol
Chloroform
9-cis-Retinsaure
Coomassie Brilliantblau R-250
D-Glucose

DEPC

DTT

DMEM

DMSO

dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
EDTA-Natriumsalz
EGTA-Natriumsalz
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
Formamid

FCS

FuGene 6
Glucose

Glycerin

Glycogen

G418

Glycin

Glycogen
Hela-Kernextrakt
HEPES
Huhnerserum
Hygromycin

IPTG

Iscove’s DMEM
Isopropanol
jetPEI™
Kalbsthymus-DNA
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Roth

Roth

Roth
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Gibco
Serva

MBI Fermentas
Roth
Serva
Merck
Merck

10 mg/ml, Roth
Fluka
Gibco
Roche
Merck
Merck
Boehringer
Gibco
Merck
Serva
Computer Cell Culture Centre, Mons, Belgien
Roth

PAA

PAA
Applichem
Gibco
Merck
Biomol
Boehringer
Merck
Roth
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Kalium-di-hydrogenphosphat-3-hydrat
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Lachssperma-DNA
Lithiumchlorid

D-Luciferin

Magermilchpulver
Manganchlorid
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Metafectene™

Methanol

MOPS

NAMP100 Amplify™
Natriumacetat
Natrium-Bicarbonat
Natriumbutyrat
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogencarbonat
Natrium-di-hydrogenphosphat Dihydrat
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
o-Nitro-phenol-B-Galactopyranosid
NP-40

Oligonucleotide
PenStrep-Losung

Phenol

Piperidin

PIPES

PMSF

Protein A-Agarose
Proteinmarker (6H, 7B)
Puromycin

Radiochemikalien

Rapid hyb buffer

Roti®-Quant

Merck
Merck
Sigma
Sigma
PJK GmbH
Fluka
Merck
Merck
Serva
Merck
Biontex
Merck
Sigma
Amersham
Roth
Serva
Sigma
Roth

Roth
Merck
Merck
Merck
Roth
Roche
Serva
Invitrogen
Gibco
Roth
Merck
Sigma, Roth
Sigma

50 % slurry, Upstate
Sigma
Fluka
Amersham
Amersham
Roth
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RPMI
Saccharose

Salzsaure
SDS

Select Peptone (Casein Hydrolysat)

Sephadex G50
Streptomycin
TEMED
Tetrazyklin

T3

Trichostatin A
TRIAC

Tris

Triton X-100
Tween 20

Xylencyanol

2.4 Enzyme

Alkalische Kalberdarm-Phosphatase

(CIAP)
Klenow-Polymerase
Lysozym

Pfu Polymerase
Proteinase K

RNAse A
Restriktionsendonukleasen
Tag-Polymerase
T4-DNA-Ligase

T4-Polymerase

Gibco

Serva

Merck

ultra pure, Roth
Difco
Pharmacia
Sigma

BioRad

Serva

Sigma

Biomol

Merck
Serva
Roth
Sigma

MBI Fermentas
MBI Fermentas
Boehringer

MBI Fermentas

MBI Fermentas

DNase-frei, Sigma

MBI Fermentas
Invitrogen
MBI Fermentas

MBI Fermentas

T4-Polynukleotid-Kinase Boehringer, NEB
Trypsin Merck

2.5 Komplettausrustungen

GFX™ PCR, DNA and Gel band
purification-Kit Amersham
RNeasy® Mini Kit Qiagen
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SuperScript™ One-Step RT-PCR, Invitrogen
TNT in vitro Transkription/

Translation-Kit Promega

Platinum® SYBR® Green qPCR

SuperMix UDG Invitrogen

2.6 DNA-Langenstandardmarker

A DNA EcoRI/Hindlll (MBI) pUC19 DNA Mspl (MBI)
FragmentgroRRen (bp) FragmentgréRen (bp)
21.227 501
5.148 489
4973 404
4.268 331
3.530 242
2.027 190
1.904 147
1.584 111
1.375 110
947 67
831
564
125

2.7 Protein-Molekulargewichtsmarker

6H, ungefarbt (Boehringer) 7B, gefarbt (Boehringer)
Grofde (kD) GroRde (kD)

205 175

116 116
97 93
66 65
45 57
29 36
31

2.8 Oligonukleotide

Klonierungs-Oligonukleotide
e pREPH19-F1F2 und pREPH19-F2F2
S35 CAG GCT ACT GGC ATG GATTGATTACA 3
A3 5 CCT CATTTC TTC CAT GTT GGT G &
2" S3 5°GCT GCA TTT GAC ATG AAG AAA 3'
2" A3 5°GCC TGA GAG ACC TGAGTT CG 3°
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o pREP-APP
APPCTSTREMonoS 5 TTT AGA TCT GGT TCA CCT TCT CCC GAT TG 3'
APPCTSTREMonoAS 5 TTT CTG CAG AGC CGG CAG AGT CAG CTG AT 3°
e PREP-4xAPP
APPCTSTREMuItiS 5" TTT ACT AGT GGT TCA CCT TCT CCC GAT TG 3'
APPCTSTREMUItIAS 5 TTT TCT AGA AGC CGG CAG AGT CAG CTG AT 3°
e pREP-APPmut
APPmut1S 5" TCG GGC GCA GCA CCC CGA GGC TCC 3
APPmut1AS 5" GCA GCC TCG GGG TGC TGC GCC CGA 3'
APPmut2S 5'GGC TCC GCT TCG GGT CTC TGT CGG GTG 3'
APPmMut2AS 5'CAC CCG ACA GAG ACC CGA AGC GGA GCC 3'
e pcDNA3-hRARa
hRARaS 5 TTT GAA TTC GCA TGG CCA GCA AC 3'
hRARaAS 5 TTT CTC GAG TCA CGG GGA GTG GG 3'
o pcDNA3-hRXRa
hRXRaS 5° TTT GAA TTC TCG CAG ACA TGG ACA C 3'
hRXRaAS 5 TTT CTC GAG CTA AGT CAT TTG GTG C 3'
e pGAL-CTCFNTZF1-4 und pGAL-CTCFNTZF1-7
CTCFfIS 5°TTT AGA TCT TGA TGG AAG GTG AAG 3'
CTCFNTZf1-4AS 5" TTT AGA TCT TCA GGA ACG GAC GCT 3'
CTCFNTZf1-7AS 5" TTT AGA TCT TCA AAT GTA GGA ATG 3'
e pGEX-hRXRaNT
hRXRaS 5 TTT GAA TTC TCG CAG ACA TGG ACA C 3'
hRXRaNTAS 5'TTT CTC GAG CTA GAT GTG CTT GGT GAA GGA 3'
e pGEX-hRXRaDBD
hRXRaDBDS 5 TTT GAA TTC ATG TGC GCC ATC TGC GGG GAC 3'
hRXRaDBDAS 5 TTT CTC GAG CTA GGT CGA CTC CAC CTC ATT 3'
e pGEX-hRXRalLBD
hRXRaCTs 5 TTT GAA TTC ATG AGC AGC GCC AAC GAG GAC 3'
hRXRaAS 5 TTT CTC GAG CTA AGT CAT TTG GTG C 3'
e pGEX-hTRbDBD und pcDNA3-TR DBD
hTRbDBDs 5 TTT GAA TTC ATG TGT GTA GTG TGT GGT GAC A 3°
hTRbDBDas 5 TTT CTC GAG CTA CAA ATC TGT TGC CAT GCC 3'
e pPGEX-hTRbLBD
hTRbCTs 5 TTT GAA TTC ATG GTG CTG GAT GAC AGC AAG 3'
hTRbAS 5° TTT CTC GAG CTA ATC CTC GAA CAC T 3°
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Primer zum Sequenzieren

e Sequenzierung von F1F2 in pBsk
3PRIMEFII 5°GCC TGA GAG ACC TGAGTT CG 3°
5PRIMEFI 5°GCT GCA TTT GAC ATG AAG AAA 3°

e Sequenzierung von Inserts in der MCS des pREP4
pREPMCSUP 5°'GCC TAT GAA TAT GAA ATG GTG CC 3°
pREPMCSDOWN 5 TAT CAT GTC TGG ATC CGG CC 3°
pREPseq 5°'AAA GCA AGT AAAACC TCTAC 3

e Sequenzierung von Inserts in pABgal
Gal94seq 5 CTACTGATT TTT CCTCGAG 3

e Sequenzierung von Inserts in pGEX4Tavi
pGEX5p 5°CTG GTT CGG CGT GGA TCC CGG GA 3

e Sequenzierung von Inserts in pPCDNA3
T7 pCDNA3 5 TTA ATA CGA CTC ACT ATAGGG AG 3

Primer fiir die ChIP-Analyse

e Primer flr endogenes myc CTCF/TR Element
ArandaS 5’AAG CTT TTC GGG CGT TTTTTT CTG 3
ArandaAS 5" GCT GAT GTT GGG TCA GTC GCA GGG 3
e Primer fir endogene APP CTCF/TR Bindestelle
GomezS 5°CCC TGG AAC CTT AACGTC CT 3
GomezAS 5'ACA GAG ACC CCT AGC GGA GC 3
GomezSneu 5°CCC TGG AAC CTT AAC GTC CT 3
GomezASneu 5’ACA GAG ACC CCT AGC GGA GC 3°
e Primer 500 bp stromabwarts von APPCTS/TRE
APPcontrolS 5°CTT GGT GTC TGA AGC CAC AT 3°
APPcontrolAS 5"TTC TTC CTG GAACTC TGC TC 3
e Primer fur B-Actin
ActbconS 5’AGC TTC TTT GCA GCT CCTTCGTTG C 3°
ActbconAS 5" TTC TGA CCC ATT CCC ACC ATCACAC 3
e Primer flir pREPF1F2 Isolator
pREPF1F2s 5°CTG CAT TTG ACA TGA AGA AA 3’
pREPF1F2as 5TTATGT TTC AGG TTC AGG GG &
e Primer fir pREPF1F2 SV40-Promotor
ChlPpromS 5" TGC ATC TCA ATT AGT CAG CAACC 3
ChIPpromAS 5°CCT CAC TAC TTC TGG AATAGC TCAG 3



MATERIAL 22

Primer fur pREPF1F2 stromaufwarts des Isolators
F1F2upS 5°GCT TCG AGC AGA CAT GAT AAG AT 3°
F1F2upAS 5" TCC CCC TGA ACC TGA AAC ATA 3
Primer fir pREPF1F2 stromabwarts des Enhancers
EnhdownS 5°CTA CGA CAT CTC TGC CCC TTC &
EnhdownAS 5GAG AAC CCC TTT GTG TTT GGT 3
Primer fiir endogenen F1F2 Locus Isolator

chlys-2.54s 5°CTG TTT GAC CAC CAT GGAGTCA 3
chlys-2.54as 5"TCC GCT AACTCC TGC TTGC 3

Primer fiir Northern-Sonde

APP

RTAPPallS 5°GTA CCC ACT GAT GGC AAC GC 3
RTAPPallAS 5°GCT TCC ACC ACG TTT GTG ATC 3°
RTAPPs 5° GTT GGC CGA GGAAAG CGACA 3
RTAPPas 5TTC TCT CGG TGG CCT CTT CGT AGG G 3
B-Actin

Primer ACTBS 5’AGG CTG TGC TGT CCC TGT AT 3°
Primer ACTBAS 5TAG CTC TTC TCC AGG GAG GA 3

Oligonukleotide fiir Bandshift Assays

APP CTS

APPCTSs 5° TCG GGC GCA GCT CCC CGA GGC TCC GCT AGG GGT CTC TGT
C3

APPCTSas 5"GAC AGA GAC CCC TAG CGG AGC CTC GGG GAG CTG CGC CCG
A3

APP CTSmut

APPCTSmuts 5° TCG GGC GCA GCA CCC CGA GGC TCC GCT TCG GGT CTC
TGTC 3

APPCTSmutas 5°GAC AGA GAC CCG AAG CGG AGC CTC GGG GTG CTG CGC
CCGAYZ

APP TRE

APPDRS5S 5 GAT TGT GGG GTC CTC TCC CTG ACC CAG ATC ACT CCCCAAC
3

APPDR5AS 5°GTT GGG GAG TGA TCT GGG TCA GGG AGA GGA CCC CAC AAT
C3
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F1

Olle009B 5 CTA GAT GAA GAA ATT GAG ACC TCT ACT GGA TAG CTA TGG TAT

TTACGT GTCTA 3

Olle010B 5’AGC TTA GAC ACG TAA ATA CCA TAG CTA TCC AGT AGA GGT CTC

AATTTCTTC AT 3
F2

F2S 5’AGC TTT TAG TTA CTT ATT GAC CCC AGC TGA GGT CAG 3
F2AS 5GAT CCT GAC CTC AGC TGG GGT CAATAA GTAACT AAA T

F1mut

FI1mut1S 5°CTA GAT GAA GAA ATT GAG ATT TCT ACT GGA TAG CTATGG TAT

TTACGT GTCTA 3

FI1mut1AS 5’AGC TTA GAC ACG TAA ATA CCATAG CTATCG AGT AGA AAT

CTCAATTTCTTC AT &

F2mut

F2mutS 5’AGC TTT TAG TTACTT ATT GGG TCC AGC TGA TCC CAG 3
F2mutAS 5'GAT CCT GGG ATC AGC TGG ACC CAA TAA GTAACT AAA 3

2.9 Vektoren

Reporterkonstrukte

(DR4),-tkluc
pCMV-LacZ
pGL3-Neo-UASF2
pGL3-Neo-(4xUAS)F2
pGL3-8x(UASF2)
pGL3control

p3a

p3aAenh
pGL3control-4xAPP
pGL3control-4xAPPmut
pGL3control-F1F2
pGL3control-F1mutF2
pGL3control-F1F2mut
pGL3control-5xF1F2
pREPH19-A
pREPH19-B
pREPH19-F1F2

(Dana et al., 1994)

U. Deutsch, Bad Nauheim
O. Klaus

O. Klaus

C. Weth, siehe Anhang
Promega

F. Ruger, 2001

F. Riger, 2001

O. Klaus

O. Klaus

O. Klaus, Diplomarbeit
O. Klaus

O. Klaus

O. Klaus, Diplomarbeit
(Kanduri et al., 2000)
(Kanduri et al., 2000)
C. Weth, siehe Anhang
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Plasmide flr die bakterielle Expression

pREPH19-F2F1
pREPH19-TR-N
pREPH19-N-TR
pREP-luci-enh
pREP-luci+enh
pREP-F1F2-enh
pREP-F1F2+enh
pREP-5x(F1F2)-enh
pREP-5x(F1F2)+enh
pREP-F1mutF2+enh
pREP-F1F2mut+enh
pREP-5x(F1mutF2)+enh
pREP-5x(F1F2mut)+enh
pREP-4xAPP+enh
pREP-4xAPPmut+enh

pGEX1-H2A

pGEX1-H2B

pGEX1-H3

pGEX1-H4
pGEX-2T-p300
pGEX-4T1avi-CTCF
pGEX-4T1avi-CTCF Zf
pGEX-4T1avi-hRXRaNT
pGEX-4T1avi-hRXRaDBD
pGEX-4T1avi-hRXRaLBD
pGEX-4T1avi-hTRbDBD
pGEX-4T1avi-hTRbLBD
pGEX-4T1avi-TRB
pGEX-4T1avi
pGEX-5X-pCAF
pGST-CTCF
pGST-MeCP2

O 0O 0 0 0 0000000000

S.
H.

S0 00000 &= unuo o000

. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang

Georgel et al., 1997)

Wu (
. Wu (Georgel et al., 1997)
Wu (

Georgel et al., 1997)

. Wu (Georgel et al., 1997)
. Berger (Liu et al., 1999)

Leers

Leers

. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang
. Weth, siehe Anhang

Leers
Berger (Liu et al., 1999)
Greb

(Fuks et al., 2003)
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Plasmide fur die eukaryontische Expression

e pABgalglinker (Baniahmad et al., 1994)

e pBK-CMV-CTCF NT J. Leers

e pBK-CMV-CTCF ZF J. Leers

e pBK-CMV-CTCF J. Leers

e pcDNAS3-hERB A. Baniahmad
e pcDNAS3-Luciferase Promega

e pcDNA3-RXRa C. Weth, siehe Anhang
e pcDNAS3-RARa C. Weth, siehe Anhang
e pcDNAG6-TR Invitrogen

e pcDNA3-TRDBD C. Weth, siehe Anhang
e pCMX-hLXRa (Willy et al., 1995)

o pEGFP-C2 Clontech
o pGAL-CTCF G. Barreto
e pGAL-CTCF Zf G. Barreto
e pGAL-CTCF NTZf G. Barreto
e pGAL-CTCFNTI L. Burke

e pGAL-CTCFNTZf1-7
e pGAL-CTCFNTZf1-4

C. Weth, siehe Anhang
C. Weth, siehe Anhang

e pRS-hTRP (Thompson and Evans, 1989)
e pSG5-hRXRa (Barettino et al., 1993)
¢ pRS-hRARa (Giguere et al., 1987)
e pSG5-hAR A. Baniahmad
o pT7-hTRB A. Baniahmad, 1991
e pSUP-siRNA2 C. Nordhammer, 2005
e p-Puro Clonetech
Sonstige
e pBluescript Il SK(+/-) Stratagene
e pBK-CMV Stratagene

pBK-CMV-5xF1F2
pBK-CMV-8XUASF2
pCDNA3

pREP4

O. Klaus, Diplomarbeit

C. Paprotka, Diplomarbeit

Invitrogen

Invitrogen
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e pREP4-ss

e p(TRN)P2luc

2.10 Antikorper
Anti-CTCF (c-terminal)

Anti-acetyliertes Histon H4
Anti-acetyliertes Histon H3
Anti-acetyliertes Histon H3K9
Anti-Alien

Anti-dimethyliertes Histon H3K9
Anti-RNA Polymerase |
Anti-TRa

Anti-rabbit-HRP

Praimmunserum

Anti-Gapdh

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

T. Awad, 1998

Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper, der
gegen den C-Terminus des Huhner
CTCFs gerichtet ist (Dr. Klenova).
1:20.000 in PBS-T fur Western Blot

5 ul fur ChIP

Upstate #17-229, 5 g fir ChIP

Upstate #17-245, 5 pg fur ChlP

acK9H3, Upstate #07-352, 5 ug fur ChIP
Goubeaud et al. 1996, 5 ug fur ChIP
dimetK9H3, Abcam ab7312, 5 ug fur ChiP
Polll, Santa Cruz N-20, 5 ng fur ChIP
Polyklonaler Kaninchen-Antikorper, der
gegen gerichtet ist, Santa Cruz # sc 772
1:500 in PBS-T fur Western Blot
Meerettich-Peroxidase gekoppelter
Antikérper gegen Kaninchen-Immunglobuline
1:50.000 in PBS-T fur Western Blot
Kaninchen, vor Immunisierung mit anti-
dCTCF, 5 ul fur ChiP

Polyklonale Kaninchen-Antikérper, 1:5000 in
PBS-T fur Western Blot
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2.11 Bakterienstamme

Es wurden ausschliel3lich Labor-Sicherheitsstdmme des Prokaryots Escherichia coli K12

benutzt, die zur Konjugation nicht befahigt sind.

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

Dieser Stamm tragt den Genotyp F ompT gal[dmc][ lon] hstB(rB- mB-) mit DE3, einem A-

Prophagen, der das IPTG induzierbare T7-Polymerase-Gen tragt. Er besitzt weder lon- noch
ompT-Proteasen. Weiterhin enthalt er ein Plasmid, welches das T7-Lysozym und die
Chloramphenicol-Acetyltransferase codiert. Er wurde zur Expression von GST-

Fusionsproteinen verwendet.

Escherichia coli XL1-Blue MRF" (Stratagene)

Der Stamm besitzt den Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-
1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F proAB lacl®ZAM15Tn10 (Tet")].

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

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

Rekombination (recA). Eine Resistenz besteht gegen Tetracyclin.

2.12 Eukaryontische Zelllinien
COS-1 (ATCC-Nr. CRL-1650)

Hierbei handelt es sich um Affen-Nierenzellen. Die Zelllinie leitet sich von CV-1 Zellen ab.

Sie enthalt eine integrierte Kopie des SV40-Virusgenoms. Dieses codiert fiir das T-Antigen.
Daher replizieren COS-1 Zellen sehr effektiv solche Plasmide, die einen SV40-
Replikationsursprung besitzen. Sie weisen eine fibroblastenartige Morphologie auf und
wachsen adharent als Monolayer auf beschichteten Zellkulturschalen. Sie werden in DMEM
mit 10% FCS bei 37°C in 5%-iger CO,-Atmosphare kultiviert.

NIH3T3 (ATCC Nr. CRL-1658)

Bei dieser Zellinie handelt es sich um einen Subklon der 3T3 Swiss albino Linie (nicht trans-

formierte embryonale Mausfibroblasten), die beim Erreichen einer konfluenten Zelldichte
durch Kontaktinhibition eine Pradipocyten-Adipocyten ahnliche Differenzierung erfahrt. Die
Zellen wachsen adherent als Monolayer auf beschichteten Zellkulturschalen. Sie wurden in
DMEM mit 10% FCS bei 37° C in 5%-iger CO2-Atmosphare kultiviert.
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N2a (Neuro-2a, ATCC-Nr. CCL-131)

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

neuronalen und amdboiden Stammzellen auf. Sie wachsen adhéarent als Monolayer auf
beschichteten Zellkulturschalen. Sie werden in DMEM mit 10% FCS bei 37° C in 5%-iger
CO2-Atmosphare kultiviert.

N2ap

Die klonale Zelllinie N2a wurde stabil mit der 1 Isoform des humanen TR transfiziert und in
DMEM mit 10% FCS kultiviert (Lebel et al., 1994). Durch die stabile Integration besitzen sie

ein Hygromycin-Resistenzgen.

HEK-293T (ATCC-Nr. CRL-11268)

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

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

HEK-293T mit stabil integrierter siRNA gegen CTCF

HEK-293T Zellen wurden stabil mit siRNA gegen CTCF transfiziert. Die Expression der
siRNA wurde durch ein Tet-On System reguliert. Stabil integriert wurden daher der Tet-
Repressor (pCDNAG6-TR) zusammen mit dem siRNA-Expressionsvektor (pSUP-siRNAZ2)
(C. Nordhammer, Diplomarbeit). Die Zellklone wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert.

HD11
Diese Macrophagen-Zelllinie wurde aus dem Huhn isoliert. Sie exprimiert Lysozym und wird
in Iscove’s DMEM mit 8% FCS und 2% Chicken Serum kultiviert.

K562 (ATCC-Nr. CCL-243B)

Bei diesen Zellen handelt es sich um menschliche Knochenmarkszellen einer chronisch

myelogenen Leukamie. Die Zellen wachsen in Suspension mit lymphoblastenartiger
Morphologie. Sie wurden in RPMI-Medium mit 10% FCS bei 37° C in 5%iger CO,-

Atmosphare kultiviert.



MATERIAL 29

Heterozygote mouse embryonic fibroblasts (MEF)

Es handelt dabei sich um Zellen, die aus Mduseembryonen stammen und denen sog. lox-
Sequenzen am CTCF-Locus eingesetzt wurden (Niels Galjart, Rotterdam). Diese MEF sind
heterozygot gefloxt (ein CTCF-Allel besitzt an jedem Ende des CTCF-Gens eine lox-
Sequenz). Sie werden in DMEM und F-10 Ham (1:1) mit 10% FCS kultiviert.

Heterozygote MEF mit stabil integrierter Cre-Recombinase

Heterozygote MEF Zellen wurden stabil mit einer Cre-Rekombinase transfiziert, die unter
Kontrolle einer Tet-Off Regulation steht. Hierfir wurden die Plasmide fir den Tet-Aktivator
(pTA-N) und die Cre-Rekombinase (pBI-EGFP-Cre) verwendet (C. Nordhammer,
Diplomarbeit). Die stabilen Klone wurden in DMEM und F-10 Ham (1:1) mit 10% FCS

kultiviert.

JEG3 (ATCC-Nr. HTB-36)

Diese Zellen wurden aus einem Choriocarcinom der humanen Plazenta isoliert. Sie weisen

eine epitheliale Morphologie auf und werden in DMEM mit 10% FCS kultiviert.

2.13 Allgemeine Vorbereitungen

Gelpuffer und Nahrmedien wurden ausschlieB3lich mit bidestilliertem Wasser (ddH,O) ange-
setzt, sterile Lésungen durch Autoklavieren oder bei Vorliegen hitzelabiler Komponenten
durch Sterilfiltration hergestellt. Die Konzentrationsangaben der Lésungen beziehen sich auf

deren Endkonzentration. Glasgerate wurden autoklaviert oder 4 h bei 180 °C hitzesterilisiert.



METHODEN 30

3 METHODEN

3.1 Allgemeines Arbeiten mit DNA

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

TE-Puffer
Tris/HCI pH 7,6 10 mM
EDTA 1 mM

3.1.2 Praparation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

3.1.2.1 Minipraparation

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

Einzelne Klone wurden von einer Agarplatte isoliert und in 3 ml Medium (mit
entsprechendem Antibiotikum) mind. 12 h bei 37°C geschittelt. Von dieser LB-
Ubernachtkultur wurden 1,5 ml Bakteriensuspension mit 13.000 rpm fir 1 min pelletiert. Der
Uberstand wurde mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Pellet in 100 pl Lésung 1
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 upl Lésung 2 wurde die Probe gevortext und
anschlief’end 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 150 pl der Lésung 3 dazupipettiert, die
Proben anschlielend invertiert und die Zelldebris 10 min mit 13.000 rpm bei RT
abzentrifugiert. 375 pl des Uberstands, der die Plasmid-DNA enthalt, wurden vorsichtig
abgenommen und kraftig mit 300 pl Isopropanol gemischt. Das Ausfallen der DNA erfolgte
durch eine anschlieRende Zentrifugation fiir 15 min mit 13.000 rpm bei RT. Der Uberstand
wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und
erneut zentrifugiert. Nach restlosem Entfernen des Uberstandes durch Trocknen der Proben
in der Speedvac wurde das Pellet bei RT unter Schitteln fir 30 min in 50 yl TE-Puffer mit

RNase (20 pg/ml) gelost. Fur Restriktionsverdaue wurden diesem Ansatz jeweils 3-5 pl

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

vorlegen
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Lésung 3
Kaliumacetat 245¢
Eisessig 35 ml

pH 4,8 einstellen, mit
ddH,0 auf 100 mi
auffillen

3.1.2.2 Maxipraparation mit CsCl-Dichtegradient

Zur Aufreinigung groRerer Mengen an DNA wurde ebenfalls die modifizierte
Bakterienaufschlussmethode nach Birnboim und Doly verwendet. Die Abtrennung der
Plasmid-DNA von RNA und genomischer Bakterien-DNA erfolgte mit Hilfe zweimaliger
Dichtezentrifugation in einem CsCl-Gradienten (Radloff et al., 1967). Zu 360 ml TB-Medium
wurden 40 ml Phosphat-Puffer, zur Selektion geeignete Antibiotika und Bakterien aus einer
Vorkultur gegeben. Nach einer Inkubation von 6-8 h bei 37°C im Schuttelinkubator wurde die
Bakterienkultur optional zur Plasmidamplifikation mit 400 ul einer Chloramphenicol-Losung
(34 mg/ml, in Ethanol) versetzt. Nach einer weiteren Inkubation von 10-16 h wurden die
Zellen fir 10 min bei 6000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde
anschliefend in 9 ml Lésung 1 resuspendiert. Dann erfolgte die Zugabe von 1 ml Lésung 1
mit 40 mg/ml Lysozym, erneutes Resuspendieren und Inkubation fir 5 min bei RT. Nach
Zugabe von 20 ml frisch bereiteter Losung 2 wurde der Aufschluss sehr gut gemischt und fir
5-10 min auf Eis inkubiert, was zur DNA-Denaturierung fiihrt. Nach Zugabe von 15 ml
Lésung 3, starkem Schitteln und erneuter Inkubation flir 10 min auf Eis, erfolgte eine
Zentrifugation fir 30 min bei 5000 rpm und RT. Dieser Schritt dient der Neutralisierung,
wobei hauptséchlich Plasmide wieder in Lésung gehen. Der Uberstand wurde iiber einen
Faltenfilter zu gleichen Volumenteilen in zwei 50 ml Falcons Uberfuhrt, mit 0,6 VT
Isopropanol (20 min, RT) gefallt und anschlieRend prazipitiert (20 min, 5000 rpm, RT). Die
getrockneten Pellets wurden in je 1,5 ml TE-Puffer durch Schutteln bei 37°C geldst und
wieder in einem Falcon vereint. Dann wurden 4,5 g CsCl zu jeder Probe hinzugeflgt und bei
37°C gelost. Danach wurden 500 pl einer Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml)
zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 5000 rpm, bei der grol’e Mengen an
Proteinen abgetrennt wurden. Der Uberstand wurde in ein Beckmann Quickseal™-
Zentrifugenréhrchen (13 x 51 mm) Gberfuhrt. Das Zentrifugenréhrchen wurde daraufhin mit
einer 50%-igen (w/w) CsCl-Lésung oder ddH,O so aufgeflllt, dass die Probe ein
Gesamtgewicht zwischen 9,5 und 9,8 g besalR. Es folgte das Zuschweillen des
Zentrifugenréhrchens und die Uberfiihrung in einen Vertikalrotor (Vti90). Der erste Gradient
wurde durch eine Ultrazentrifugation bei 55000 rpm Uber Nacht ausgebildet. Bei diesem
Schritt trennen sich die Bestandteile nach ihrer spezifischen Dichte im CsCI-

Dichtegradienten auf. Die dann sichtbare Plasmid-DNA-Bande wurde mit Hilfe einer
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Injektionskanitle und einer Einwegspritze abgesaugt, in ein neues Quick-Seal-
Zentrifugenréhrchen Uberflhrt, mit 50%-iger CsCl-Lésung (w/w) auf 9,5-9,8 g gebracht und
fur mindestens 4 h zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde erneut abgezogen, in ein 15 ml
Falcon Uberfuhrt und mit je 2 ml CsCl-gesattigtem Isopropanol Uberschichtet. Durch
intensives Vortexen ging das restliche Ethidiumbromid aus der DNA-L6sung in die obere
Isopropanolphase Uber, die abgenommen und entsorgt wurde. Dieser Vorgang wurde sooft
wiederholt, bis beide Phasen klar waren, um dann anschliefend die untere Phase noch
zweimal mit CsCl-gesattigtem Isopropanol zu Uberschichten und auszuschiitteln. Daraufhin
wurde die wassrige Phase mit 2 VT H,O verdinnt, die DNA durch Zugabe von 0,6 VT
Isopropanol und 10-mindtiger Inkubation auf Eis gefallt und durch Zentrifugation (15 min,
4°C, 5000 rpm) sedimentiert. Das DNA-Pellet wurde anschliefend mit 70% ('/,) Ethanol
gewaschen, getrocknet und je nach Ausbeute in bis zu 500 ul TE-Puffer gelést. Die Menge
der DNA wurde anschlielRend spektralphotometrisch bestimmt und die Qualitat der Plasmide

durch Restriktionsspaltung Uberprift.

TB-Medium Phosphat-Puffer 10x

Select Peptone 12 g/l KH,PO4 0,177 M
Hefe-Extrakt 24 g/l KoHPO, 0,72 M
Glycerin 0,4% (v/v) Autoklaviert

Autoklaviert

3.1.3 Isolierung genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

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

der Pelletgrofe abhangig ist.
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Extraktionspuffer

NaCl 200 mM
EDTA 100 mM
SDS 0,2%
Proteinase K 100 pg/ml
frisch ansetzen

3.1.4 Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfallung

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

Die wassrige DNA-L&sung wurde zunachst auf ein geeignetes Volumen (mindestens 200 pl)
mit ddH,O aufgefillt, mit 1 VT equilibriertem Phenol versetzt und mit einem Vortexer
grundlich vermischt. Ein Zentrifugationsschritt fur 10 min bei 13.000 rpm diente der
Phasentrennung. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Gberfuhrt
und mit der gleichen Menge an Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und gut vermischt. Nach
erneuter Phasentrennung (10 min, 13.000 rpm) wurde die obere Phase nochmals einer
Aufreinigung mit Chloroform unterzogen. AnschlieRend wurde die wassrige und jetzt
proteinfreie Phase zur Fallung der DNA mit 2 VT 100%-igem Ethanol versetzt. Nach einer
Inkubation fir 15 min bei —20°C wurde die prazipitierte DNA abzentrifugiert (15 min, 13.000
rpm). Das Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen und nach einer erneuten kurzen
Zentrifugation getrocknet. Das Losen der DNA in TE oder ddH,O erfolgte flir 10 min auf

einem Rdttler.

NaAc-Losung

Natriumacetat 3M
pH mit Essigsaure auf

pH 5,0 einstellen

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA-LOsungen

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

ermittelt:

C=OD260XF1Xf
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C: Konzentration

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

f: Verdinnungsfaktor

ODago: Optische Dichte bei 260nm

3.2 Enzymatische Modifikation von DNA

Modifikationen von DNA wurden mit Hilfe von Enzymen durchgeflihrt, die gemafl den

Herstellerangaben verwendet wurden.

3.2.1 Restriktionsspaltung

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

3.2.2 Auffullen von 5°-Enden

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

Mixes eingesetzt und fiir 30 min bei RT inkubiert.
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3.2.3 Dephosphorylierung

Die Religationseigenschaft eines Vektors erschwert das Einbringen eines DNA-Fragments in
einen linearisierten Vektor, der zwei gleiche Enden aufweist. Die alkalische Kalberdarm-
Phosphatase (calf intestinal alkaline phosphatase, CIAP) kann diese Religation verhindern,
indem es eine hydrolytische Abspaltung der 5'-terminalen Phosphatgruppen des Vektors
bewirkt. Die Dephosphorylierungsreaktion erfolgte mit 1 Unit Phosphatase pro ug DNA fir 2-
12 h bei 37°C im dazugehdrigen Reaktionspuffer. Nach Beendigung der Reaktion wurde das

Enzym durch Phenol/Chloroform-Extraktion oder Gelelektrophorese von der DNA separiert.

3.2.4 Ligation

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

3.2.5 Sequenzierung von DNA

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

Firma Sequence Laboratories Géttingen GmbH durchgefihrt.

3.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

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

der Polymerase als Substrat fiir die Addition von freien Desoxynukleotiden dient.
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Die Reaktionen der PCR erfolgen zyklisch, wobei die Einzelreaktionen der PCR tempera-
turabhangig sind und in drei Schritten verlaufen. Der Denaturierung bei 94°C, bei der sich die
beiden Strange der DNA trennen, folgt die Hybridisierung der Primer bei 45-65°C an die
DNA-Einzelstrange. Die anschlie®ende Elongation bei 72°C, dem Temperaturoptimum der
Polymerase, schlie®t den Zyklus ab. Fir gewdhnliche Amplifizierungen wurde die Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus verwendet. Sollten die PCR-Produkte jedoch fir
Klonierungen dienen, wurde die Pfu-Polymerase verwendet, da sie eine Proof Reading-
Aktiviat besitzt. Bei der Auswahl von geeigneten Primern wurde darauf geachtet, dass sie
eine Lange von 17-28 Nukleotiden im hybridisierenden Bereich und einen GC-Gehalt von 50-
60% besallen. Die Primer solten am 3’-Ende ein G oder C besitzen und die

Schmelztemperaturen (Tm) optimalerweise zwischen 55 und 80°C liegen.

3.2.7 Realtime-PCR

Die Realtime-PCR wird angewendet, um eine quantitative Echtzeitanalyse von spezifischen
DNA-Fragmenten durchzufiihren. Die Produktzunahme wird durch Fluoreszenzlicht
gemessen, welches in Abhangigkeit zur Produktmenge entsteht. Hierfir wurde der Farbstoff
SYBR Green | verwendet. Die Anregung erfolgte bei einer Wellenlange von 480nm, das
Emissionsmaximum lag bei 520nm. Der Farbstoff bindet sequenzunabhangig in der kleinen
Furche doppelstrangiger DNA und nur gebundener Farbstoff fluoresziert nach Anregung.
Das Amplikon sollte eine Lange von 150-250 bp besitzen. Bei diesem sensiblen System sind
die Reaktionszeiten des Amplifizierungszyklus wesentlich kirzer als bei der herkémmlichen
PCR (Denaturierung 95°C 10 sec, Annealing 58-60°C 10 sec, Verlangerung 72°C 10 sec).
Zum Abschluss der Reaktion wurde eine Schmelzkurve erstellt, um die Eigenschaften des
amplifizierten Produkts bestimmen zu kénnen. Verwendet wurde das Platinum SYBR Green
gPCR SuperMix UDG-Kit von Invitrogen. Dieser Mix enthalt die fiir die Amplifikation der DNA
erforderliche Reagenzien SYBR Green | flurescent dye, Tag-Polymerase, Mg®*, Uracil-DNA-
Glykosylase (UDG) und dNTPs (wobei dTTP durch dUTP ersetzt wurde) und liegt als 2fach
Mix vor. In einen 10 ul PCR-Ansatz wurden zu 5 ul 2fach SYBR Green Mix je 1,8 ul Primer

(10 pmol/ul) und 1 ul Template pipettiert.

3.3 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

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

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

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten, die eine Lange tber 100 bp
aufweisen, eignen sich Agarosegele als Matrix (Southern, 1979). Der Trennbereich dieser
Gele kann durch Einstellung der Agarosekonzentration (0,6 - 2% (w/v)) variiert werden.

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

DNA-Basen zu interkalieren und dann zu fluoreszieren.

TAE-Puffer 50x Gel-Ladepuffer

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

Ethidiumbromid-
Lésung
10 mg/ml in ddH,0

3.3.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Um ein spezifisches DNA-Fragment aus einem DNA-Gemisch zu isolieren, wurden ebenfalls
Agarosegele zur Auftrennung verwendet. Nach der Separierung wurde die zu isolierende
DNA-Bande mit Hilfe eines Transilluminators bei 365 nm detektiert. Die Bande wurde mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal tberfuhrt. Die
Extraktion erfolgte mit dem Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). Zu 100 mg
Gel wurden 100 ul Capture Buffer gegeben und 5 min bei 60°C inkubiert, um das Gel zum
Schmelzen zu bringen. AnschlieBend wurde die Losung auf eine Sdule geladen, 1 min
inkubiert und 30 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Daran schloss sich ein Waschschritt mit
500 pl Wash Buffer und erneuter Zentrifugation an (2 min, 13.000 rpm). Um die DNA-
Lésung zu eluieren, wurden je nach DNA-Menge 10-50 ul ddH,O auf die Saule pipettiert, 1
min inkubiert und 2 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
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3.4 Hirt's Extraktion

Diese Methode der Zellfraktionierung, mit dem Ziel, extrachromosomale DNA zu isolieren,
wurde erstmals von Hirt (1967) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Extraktion angewendet, um Episomen nach Transfektion in eukaryontische Zellen wieder zu
isolieren und z.B. hinsichtlich der Intaktheit oder des Methylierungsstatus zu untersuchen.

Zellen einer Maxikulturschale (ca. 107 Zellen) wurden trypsiniert und 10 min bei 1000 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1xPBS gewaschen und in 1 ml Lysepuffer
resuspendiert. Daraufhin wurden 500 uyl NaCl (5 M) tropfenweise zum rihrenden Zelllysat
zugegeben und UN bei 4°C inkubiert. Dieser Schritt diente zur Ausfallung der
extrachromosalen DNA. Nach 40minutiger Zentrifugation (8000 rpm, 4°C) wurde der
Uberstand einer Ethanol-Féllung unterzogen. AnschlieRend wurde das geldste Pellet fiir 30
min bei 37°C mit RNase verdaut. Um alle Proteine vollstdndig zu entfernen, wurde eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, der nochmals eine Ethanol-Fallung folgte. Das
DNA-Pellet wurde in 50 pl ddH,O geldst und weiter verwendet. Um die Menge an intakten
Plasmiden abzuschatzen, wurden einige pl fir eine Transformation in XL71 blue verwendet
und Uber die wachsenden Kolonien unter Einbezug der Kompetenz der Bakterien

Rickschllsse gezogen.

Lysepuffer

EDTA 10 mM
Tris/HCI pH 7,5 10 mM
SDS 0,6%

3.5 Arbeiten mit RNA

3.5.1 Lagerung
Die Lagerung von RNA erfolgte bei —20°C in RNase freiem Wasser.

3.5.2 Isolierung von RNA

Fur die Isolierung der in den geernteten Zellen befindlichen gesamt-RNA wurde das RNeasy-
Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Zellen, die als Monolayer in einer Kulturschale
wuchsen, wurden zuerst trypsiniert und zentrifugiert (5 min, 1000 rpm, RT). Nach Waschen
des Zellpellets mit 1xPBS, wurden die Zellen unter Verwendung eines milden Detergens
(RLT-Puffer) mit R-Mercaptoethanol lysiert und durch das zusatzliche Passagieren durch
eine Kanlle homogenisiert. Das Lysat wurde daraufhin mit 1 VT 70%-igem EtOH versetzt.

Bei der anschlieBenden Zentrifugation adsorbierte die Silicongelmembran einer Trennsaule
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die freigewordene RNA. Nach mehreren Waschvorgangen wurde die adsorbierte RNA mit 50
Ml RNase-freiem Wasser ausgewaschen und in einem ebenfalls RNAse-freien
Reaktionsgefall aufgefangen. Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde

spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt.

3.5.3 RT-PCR

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

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

Komponenten Volumen in pl
25 mM MgCI2 4 ul
10x PCR Puffer Il 2 ul
DEPC-Wasser 3 ul -RNA Volumen
DGTP 2 ul
DATP 2 ul
DCTP 2 ul
DTTP 2 ul
Rnase-Inhibitor 1 pl
MulVv 1l
Random-Primer 1l
RNA 1 ug
Endvolumen 20

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

Fir die anschlieRende PCR wurde jeweils 1 pl eingesetzt.

3.5.4 Northern Blot

Die praparative Auftrennung der Gesamt-RNA aus den jeweils zu analysierenden Zellen
erfolgte in einem 1,2%-igem Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen. Dazu wurden
1,8 g Agarose mit 127,5 ml ddH,O und 15 ml 10xMOPS-Puffer aufgekocht.
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Nach Abkihlen auf 60°C wurden 7,5 ml Formaldehyd (37%) und 15 ul Ethidiumbromid
(1 mg/ml) hinzugefugt. Die noch warme Ldésung wurde in einen bereits mit einem Kamm
bestlckten Gelschlitten gegossen.

Gesamt-RNA (10-30 pg) wurde mit 2 VT Probenpuffer versetzt, 5 min bei 65°C erhitzt und
auf Eis abgekuihlt. AnschlielRend wurden zu den Proben 2 VT Ladepuffer gegeben. Die so
vorbereiteten RNA-Proben wurden auf dem Gel bei einer konstanten Spannung von 5 V/cm
Elektrodenabstand und einer Laufzeit von ca. 5 h in 1xMOPS-Puffer aufgetrennt.
AnschlielRend wurden die aufgetrennten Proben durch Kapillartransfer (,blotting“) auf eine
Nylonmembran Ubertragen. Von unten nach oben wurde folgender ,Sandwich® flr den
Northern Blot aufgebaut (alle Bestandteile wurden zuvor in Gelgréfie zurecht geschnitten):
zuunterst eine Schicht von 2-3 cm trockene Saugpapiertiicher, dariiber 5 Lagen 3 MM
Whatman-Papier. Die darauf aufgebrachte Nylonmembran wurde zuerst in ddH,O &aquilibriert
und dann mit Transferpuffer getrankt. Darlber wurde das Gel mit den aufgetrennten RNA-
Proben luftblasenfrei ausgebreitet. Obenauf folgten 3 weitere in Transferpuffer getrankte
Whatman-Papiere.

Schliellich folgte eine Filterpapier-Bricke in Gelbreite, die ebenfalls mit Transferpuffer
getrankt wurde und dessen Ende in einem Gefall mit Transferpuffer endete, so dass es als
Kapillarbriicke den Transferpuffer auf den ,Sandwich® leitete. Der Blot wurde mit einem
Gewicht beschwert. Der RNA-Transfer fand UN statt. Danach wurde die Nylonmembran fiir 5
min in Natriumphosphat-Puffer gewaschen. Durch Trocknen der Membran fir 10 min bei
80°C und beidseitiger UV-Bestrahlung (254 nm, 2 x 2 min) wurde die RNA mit der
Nylonmembran quervernetzt. Mit einer Kamera wurden unter UV-Licht Aufnahmen der 18S-
und 28S-Untereinheiten der ribosomalen-RNA angefertigt, um die gleichmaRige Beladung

des Gels zu dokumentieren.

MOPS 10x Probenpuffer
MOPS 41,8 g/l Formamid (deionisiert) 1ml
EDTA 3,72 g/l Formaldehyd (37%) 0,375 ml
NaAc 6,5 g/l 1x MOPS 0,1 ml
Ladepuffer SSC 20x
EDTA 10 mM NaCl 175,3 g/l
Glycerin 50% Na-Citrat 88,2 g/l
Bromphenolblau 0,04% pH auf 7,0 einstellen
Xylencyanol 0,04%
Transferpuffer Natriumphosphat-Puffer
pH 6,8
10x SSC 1 M NaH,PO, 53,7 ml
1 M Na,HPO, 46,3 ml
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Die Membran wurde bei 65°C in 20 ml Church-Lésung rotierend flr 2 h vorhybridisiert, um
durch Absattigung unspezifischer Bindungsstellen den Hintergrund zu minimieren. Die
Sonde, die der Hybridisierung an die zu identifizierende RNA dienen soll, wurde durch PCR
mit cDNA als Template gewonnen und hatte eine Gro3e von ca. 200 bp. Um die Sonde
radioaktiv zu markieren, wurden 20 ng PCR-Produkt und je 10 pmol Primer, die an den
Enden des Amplikons hybridisieren, in einem Volumen von 20 pl 5 min bei 100°C in einem
Becherglas denaturiert. Das langsame Abklhlen des Ansatzes im wassergefiillten
Becherglas gewahrleistete das Annealing der Primer an die Sonde. Fir die
Markierungsreaktion wurde folgender Ansatz pipettiert:

- 2,5 yl dNTP-Mix (ohne dCTP, 25 mM)

- 5 pl 10x Puffer

-5yl a-dCTP (50 pCi)

- 15,5 pyl ddH,0

-1 yl T4 DNA Polymerase

Die Reaktion fand fur 30 min bei 37°C statt und wurde nochmal nach Zugabe von 1 mM nicht
radioaktivem dCTP um 10 min verlangert. Um die Sonde nach beendeter Polymerase-
Reaktion von Uberschissigen radioaktiven Nukleotiden zu trennen, wurde eine
Schleudersaule verwendet. Diese Saule besteht aus einem 50 pyl PCR-Gefal3 in einem 1,5 ml
Schraubdeckel-Gefal3. In das PCR-Gefal® wurde mit einer Nadel ein Loch in den Boden und
den Deckel gebohrt. Das Gefall wurde dann mit 5 mm Glasperlen (in TE) beschichtet und
mit Sephadex G50 (gequollen in TE) aufgefillt. Der Sondenansatz wurde mit 50 ul TE
verdinnt und auf die Saule gegeben. Um die Sonde von den freien dNTPs zu trennen,
wurde die Saule fir 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert.

Nach der Prahybridisierung der Membran folgte nun die rotierende Inkubation der Membran
bei 65°C in 20 ml Church-Lésung mit der zuvor hitzedenaturierten (100°C, 2 min) Sonde und
250 pg sonifizierter Lachssperma-DNA fur mind. 16 h. Der Hybridisierung folgten nun 3
Waschvorgange mit verschiedenen Puffern, um den Hybridisierungspuffer und die im
Uberschuss vorhandene Sonde zu entfernen: 2x SSC/1% SDS 15 min bei 65°C, 0,1x
SSC/1% SDS 15 min bei 65°C, 0,1x SSC/1% SDS 15 min bei RT. AnschlieRend wurde die

Membran in Haushaltsfolie gewickelt und autoradiographisch ausgewertet.

Church-L6ésung

Natriumphosphatpuffer 0,5M
pH 7,2
SDS 7%

EDTA 10 mM
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3.6 Arbeiten mit Bakterien

3.6.1 Vermehrung und Lagerung

Die Vermehrung der beschriebenen Bakterienstdmme erfolgte bei 37°C auf LB-Agarplatten
oder als Schuttelkultur in LB-Medium, eventuell mit geeigneten Antibiotika angereichert. Auf
Agarplatten kénnen die Bakterien bis zu 4 Wochen bei 4°C gelagert werden. Zur Lagerung
Uber einen langeren Zeitraum hinweg wurde einer LB-Bakteriensuspension Glycerin bis zu
einer 15%igen Endkonzentration zugegeben. Die Bakterien wurden als Glycerinstock bei
-80°C gelagert (Ausubel, 1989 ).

LB-Medium Agarplatten

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

Der Agar flr die Agarplatten wurde autoklaviert, auf ca. 50°C in einem Wasserbad abgekdhilt,
und nach Zugabe geeigneter Antibiotika in Petri-Schalen gegossen. Die Aufbewahrung der

Platten erfolgte im Dunkeln bei 4°C.

Glycerinstock
Bakteriensuspension 80 %
Glycerin 20%

Bei der Plasmidpraparation im groflen Maf3stab (Maxipraparation) erfolgte die Vermehrung in

TB-Medium, das ein dichteres Wachstum der Bakterien ermdglicht (siehe 3.1.2.2).

3.6.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Kompetente Zellen sind E.coli-Zellen, die durch Calciumeinschliisse besonders geeignet
sind, fremde DNA aufnehmen zu kénnen. Die Herstellung kompetenter Bakterien und deren
Transformation mit Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Hanahan (Hanahan, 1983)
durchgeflihrt (Hanahan, 1983). Bei dieser Methode kénnen Transformationseffizienzen von
bis zu 10° Transformanten pro Mg Plasmid-DNA erreicht werden. Fir die Herstellung
transformationskompetenter Bakterien wurden 200 ml LB-Medium mit 1 ml Bakterien einer
UN-Flussigkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgyonm Von 0,6 geschiittelt. Nach
Erreichen der vorgesehenen Bakteriendichte wurden die Bakterien fir 10 min bei 3000 rpm
und 4°C pelletiert. Alle nachfolgenden Schritte erfolgten bei 4°C. Puffer, Gefalle und
Glaspipetten wurden ebenfalls auf diese Temperatur vorgekihlt. Das Pellet wurde vorsichtig

in 40 ml TB-Puffer resuspendiert und 10 min inkubiert. Die Zellen wurden erneut fir 10 min
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bei 3200 rpm zentrifugiert und das Bakterienpellet in 9,3 ml TB-Puffer und 0,7 ml DMSO
resuspendiert und 10 min inkubiert. Die Proben wurden aliquotiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

TB-Puffer

Pipes 10 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM
MnCl, 55 mM

Pipes, CaCl, und KCI wurden in ddH,O aufgeldst und auf einen pH von 6,7 eingestellt. Das
geléste MnCl, wurde zum Puffer dazugegeben, der Puffer anschlieRend sterilfiltriert und bei

4°C gelagert.

3.6.3 Transformation von Bakterien

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen wird Transformation
genannt. Die Kompetenz wird zuvor durch eine Behandlung mit Calcium- oder anderen
zweiwertigen lonen (siehe 3.6.2) generiert. Sie bewirkt auf eine noch unbekannte Art und
Weise eine wesentlich leichtere Aufnahme der DNA (Mandel and Higa, 1970). 50-200 ul
transformationskompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 100-500
ng Plasmid-DNA und einer 30-minutigen Inkubationszeit auf Eis folgte eine Hitzebehandlung
fuir 90 sec bei 42°C. Danach wurde 2 VT LB-Medium zugegeben und die
Bakteriensuspension flir 30 min bei 37°C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (2 min
bei 2.500 rpm) wurde das Bakterienpellet in 100 pl LB-Medium resuspendiert und
anschlieRend auf einer Agarplatte ausplattiert. Die Agarplatte enthielt ein zur Selektion
geeignetes Antibiotikum. Nach 10-16 h Inkubation bei 37°C konnten Einzelkolonien isoliert

werden.

3.7 Arbeiten mit eukaryontischen Zelllinien

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

3.7.1 Lagerung und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Ein Aliquot (5 x 10%-1 x 107 Zellen) in fliissigem Stickstoff gelagerter Zellen wurde bei RT

aufgetaut und in ein steriles Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Um das DMSO, das aus dem
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Einfriermedium stammt, auszuwaschen, wurden die Zellen mit 9 ml Medium verdinnt und fir
5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Anschlielend wurde das Zellpellet in 10 ml frischem
Medium resuspendiert und die Zellen in eine Maxi-Kulturschale mit vorgelegten 10 ml

Medium ausgesat.

3.7.2 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle verwendeten Zellen wurden in Gewebekulturschalen und, wenn nicht anders deklariert,
in DMEM mit 10% FCS und 1% Pen/Strep-Losung in 5%-iger CO,-Atmosphéare bei 37°C
kultiviert. Die Hihnerzelllinie HD11 wurde in Iscove’s DMEM mit 8% FCS, 2% Huhnerserum
und 1% Pen/Strep-Losung in 5%-iger CO,-Atmosphéare bei 37°C kultiviert.

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

1:3 bis 1:10 auf neue Kulturschalen ausgesat.

DMEM-Medium Iscove’s DMEM-Medium
DMEM 13,38 g/l Iscove’'s DMEM 17,66 g/l
Na-Bicarbonat 3,7 g/l Na-Bicarbonat 3,024 g/l
HEPES 25 mM autoklaviert
Autoklaviert
Pen/Strep-Losung PBS-Puffer
Penicillin 10.000 Na,PO,4-2H,0, pH7,4 10 mM
units/ml
Streptomycin 10.000 KH,PO, 1,7 mM
units/ml
NaCl 137 mM
KCI 2,7 mM
autoklaviert
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Versen-Trypsin- Versen-Trypsin-
Losung A Losung B
Na;HPO42H,0 6 mM CaCl, 0,6 mM
KH,PO, 1mM MgSO, 0,4 mM
NaCl 137 mM Zutaten in 1/5 des
Endvolumens l6sen
KCI 2,6 mM Lésung A+B vereinen
EDTA 3 mM auf Endvolumen auffillen
Trypsin aus 0,125% (w/v) steril filtrieren
Rinderpankreas
Zutaten in 3/4 des 0,125% (w/v) bei —20°C lagern
Endvolumens lésen,
pH 7,0 einstellen

3.7.3 Einfrieren eukaryontischer Zellen

Zum Einfrieren wurden die Gewebekulturzellen mit Versen-Trypsin-Lésung (s. 0.) abgeldst
und nach Zugabe von Medium resuspendiert. Anschlieliend wurden die Zellen zentrifugiert
(5 min, 1.000 rpm, RT), in 1 ml frisches Medium aufgenommen und in ein Cryogefal}
Uberfiihrt. Dazu wurde jeweils 1 ml Einfriermedium pipettiert. Die Ampullen wurden in einem
Einfrierbehalter bei -70°C Uber Nacht langsam abgekihlt und anschlie®end in flissigem

Stickstoff gelagert.

Einfriermedium

DMEM-Medium 45%
FCS 40%
DMSO 15%

3.7.4 DNA-Transfer in Zellen
CaPO,-Methode

In dieser Arbeit wurde vor allem die CaPO4-Methode zur Transfektion von eukaryontischen

Zellen verwendet. Die eingesetzte DNA formiert zusammen mit dem Calciumphosphat
Kristalle, die sich an die Zellen anhaften und von diesen Uber einen noch unbekannten,
endocytotischen Mechanismus aufgenommen werden. Die zu transfizierenden Zellen
wurden einen Tag vor ihrer Transfektion so ausgesat, dass sie bei Abschluss des
Experimentes fast konfluent waren. Transiente Transfektionen flir Reporterassays wurden
jeweils im Duplett angefertigt, aus denen ein Mittelwert und die korrespondierende
Standardabweichung erstellt wurde. Fur Transfektionen wurden die sog. HEBS-Methode
angewendet, die entweder mit 6-well Schalen (Luc-Assay) oder Maxischalen (ChIP)

durchgeflihrt wurde.
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Ein Ansatz, der pro well (9,6 cm?) fiir die Transfektion verwendet wurde, setzt sich wie folgt
zusammen:
Reaktionsansatz: 5,4 ug DNA
mit ddH,O auf 183,6 ul aufgefillt
21,6 yl 10xHEBS — vortexen
10,8 ul 2M CaCl, — jede einzelne Probe sofort nach Zugabe

vortexen
Nach der Zugabe von 10,8 pl CaCl, wurde der Ansatz fir genau 11 min bei RT inkubiert und
anschliefend zu den Zellen gegeben. Fir Maxischalen wurden jeweils zwei 5fach-Ansatze
der beschriebenen Mengen fir 1 Schale verwendet. Der Ansatz fliir eine Maxischale konnte
nicht in einem Ansatz pipettiert werden, da bei der HEBS-Methode zur Kristallbildung ein
Volumen von 2 ml nicht Uberschritten werden darf. 8-16 h nach der Transfektion wurden die

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

10xHEBS

HEPES pH 7,2 200 mM
NacCl 1,37 M
Glucose 60 mM
KCI 50 mM
NazHPO4 7 mM

Liposomen
Liposomen eignen sich besonders gut, um fremde DNA in Zellen zu schleusen. Die DNA

wird komplexiert und so durch Endocytose von der Zelle aufgenommen.

Das polykationische Transfektionsreagenz Metafectene™ basiert auf der Liposomen-
Technologie und wurde nach Herstellerangaben fir die Transfektion von JEG3-Zellen
verwendet. FUGENE 6 ist ebenfalls ein liposomen-basierendes Transfektionsreagenz und
besonders fur die Transfektion von groflen Plasmiden geeignet. Es wurde daher wie vom
Hersteller beschrieben fur die Transfektion von Episomen eingesetzt.

; ™

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

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

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

tropfenweise auf die Zellen gegeben.

3.7.5 Hormoninduktion in der transienten Transfektion

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

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

durchgefiihrten Experimenten wurde jeweils eine Endkonzentration von 106 M T3/9-cis
Retinsaure/all-trans Retinsdure/Hydroxycholsaure verwendet. Nach 48 h erfolgte eine

erneute Zugabe, da die Hormone im Medium nach dieser Zeit abgebaut wurden.

3.7.6 Ernte und Aufschluss der Zellen

24-72 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet. Das Medium wurde verworfen
und die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen. Anschliefiend wurden die Zellen bei RT mit
250 pl Lysepuffer inkubiert. Nach 15 min wurden die Schalen aufgestellt und der Zellextrakt

in Reaktionsgefalie Uberfuhrt. Bis zur Messung wurde der Extrakt auf Eis aufbewahrt.
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Lysepuffer

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

3.7.7 Aktivitatsbestimmung der Luciferase (Luc-Assay)

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

(Integration).

Luciferin-ATP-Losung

D-Luciferin 90 mg/I
ATP 0,8 mM
pH7

3.7.8 Aktivitatsbestimmung der R-Galactosidase

Das Reporterplasmid pCMV-lacZ, welches ein B-Galactosidase-Gen enthalt, wurde in
transienten Transfektionen zur Normalisierung der Transfektionseffizienz eingesetzt. Die
Aktivitat des Enzyms wird photometrisch anhand eines gelben Farbumschlags detektiert. o-
Nitrophenol wird von o-Nitro-phenol-B-Galactopyranosid (ONPG) abgespalten und kann
quantitativ im Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 420 nm erfasst werden kann.
Es wurden 100 pl Proteinextrakt mit 750 pl Z-Puffer und 200 ul ONPG versetzt und bis zum
Farbumschlag bei 30°C im Dunkeln inkubiert. Die Enzymaktivitat ergibt sich aus der
Farbveranderung pro Zeit, d.h. nach ausreichender Farbverdanderung wurden alle Proben
gleichzeitig direkt im Photometer gemessen. Die Enzymaktivitdt wurde anhand folgender
Formel errechnet:

OD420 nm X 1000 = LacZ-Wert

Eine Normalisierung erfolgte indem die Luciferase-Einheiten anschlieRend zu den

entsprechenden LacZ-Werten ins Verhaltnis gesetzt wurden (Luc/LacZ).
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Z-Puffer ONPG-L6sung

Na,HPO, x 2H,0 60 mM KPO4 pH=7,0 0,1M
NaH,PO,4 x H,O 40 mM ONPG 4 g/l
KCI 10 mM

MgSO, x 7H20 0,1 mM

pH 7, sterilfiltrieren

3.7.9 FACS (fluorescent activated cell sorting)-Analyse

Zur Quantifizierung der GFP-Expression wurde die DurchfluBcytometrie genutzt (FACS-
Analyse).

48 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir die Auswertung im Cytometer geerntet. Die
Zellen wurden mit 1xPBS gewaschen und trypsiniert. Nach dem Abstoppen der Reaktion mit
FCS wurden die Zellen fir 10 min bei 2000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit
kaltem 1xPBS gewaschen und in 450 pyl 1xPBS im FACS-R&éhrchen auf Eis und im Dunkeln
bis zur Messung aufbewahrt. Pro Ansatz wurden 100.000 Zellen (,Events®) bei folgender

Einstellung gemessen.

Detectors/Amps:

Param. Detector Voltage AmpGain Mode

P1 FSC E-1 5.00 Lin
P2 SSC 313 1.00 Lin
P3 FL1 481 1.00 Log
P4 FL2 394 1.00 Log
P5 FL3 650 1.00 Lin

3.8 Arbeiten mit Proteinen

3.8.1 Lagerung von Proteinen

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

Glycerin zugesetzt.

3.8.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen erfolgt spektralphotometrisch bei einer

Wellenlange von 595 nm. Sie basiert auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums einer
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sauren Coomassie-Losung von 495 nm zu 595 nm, wenn Protein zur Ldsung hinzugefigt
wird.

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

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

3.8.3 Herstellung von Ganzzellextrakt

Methode A

Diese Methode zur Herstellung von Ganzzellextrakt wurde flir eine anschlieliende
immunologische Detektion von Proteinen im Western Blot verwendet. Die Zellen wurden
hierfir nach Waschen mit 1xPBS-Puffer auf der Zellkulturschale mit einem Gummischaber in
1xSDS-Auftragspuffer geerntet. Um die enthaltene genomische DNA zu zerstéren, wurde der
Extrakt fir 2x10 sec bei Level 1 sonifiziert. Vor Auftragen von gleichen Volumina fir den

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

SDS-Auftragspuffer 5x

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

Methode B

Diese Methode diente zur Herstellung von Gesamtzellextrakt mit anschlieRender Protein-
Konzentrationsmessung. Alle Angaben beziehen sich auf ein 6well. Das Medium wurde von
den Zellen abgezogen, die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen und daraufhin mit 100 ul
Lyse-Puffer 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschliefiend mit einem Zellspatel
abgeschabt, resupendiert und in ein Reaktionsgefall Uberfiihrt. Um die Zellen zu ernten,
wurden die Proben fiir 5 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der die
I6slichen Proteinen enthalt, wurde in ein neues Gefal} Uberfihrt. Dann wurde die

Proteinkonzentration bestimmt (siehe 3.8.2).

Lysepuffer

Tris/HCI pH 7,2 20 mM
NaCl 200 mM
NP40 0,5%
Proteaseinhibitor-Mix 1 Tablette/ 50 ml
Lagerung bei 4°C
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3.8.4 Herstellung von Kernextrakt

Proteine kdonnen aus Zellen mittels nuklearer Extraktion gewonnen werden. Folgendes
Protokoll wurde fir eine Maxischale angewandt: Die Zellen wurden zunachst abtrypsiniert
und mit 1xPBS gewaschen (5 min, 1000 rpm, RT). Daraufhin wurden die Zellen in ein
Reaktionsgefall uberfuhrt und mit 1,5 ml 1/10 PBS gewaschen (5 min, 1000 rpm, 4°C). Um
die Zellen zu lysieren, wurde das Pellet in 1 ml 1/10 PBS mit 0,5% NP40 fur 10 min bei 4°C
inkubiert. Die Proben wurden anschlieffend gevortext und zentrifugiert (5 min, 3000 rpm,
4°C). Nach Waschen des Kernpellets mit 50%-igem PBS erfolgte erneut ein
Zentrifugationsschritt (5 min, 3000 rpm, 4°C). Die Kerne wurden daraufhin nochmal mit 50%-
igem PBS gewaschen und anschlieffiend mit 200 pl Lysepuffer (siehe 3.8.3) 20 min rotierend
inkubiert. Danach wurden die lysierten Kerne erneut zentrifugiert (5 min, 13.000 rpm, 4°C).

Die Kernproteine befanden sich im Uberstand.

3.8.5 Denaturierende Polyacrylamidgele

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

In dem von Ulrich Lammli 1970 erstmals beschriebenen System lassen sich
Proteinmischungen unter denaturierenden Bedingungen nach ihrer Groflie auftrennen
(Laemmli, 1970). Bei diesem Verfahren dient das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)
zum Entfalten der Proteinstrukturen. Dabei lagern sich pro AS durchschnittlich zwei Molekiile
SDS an und geben allen Proteinen eine elipsoide Raumstruktur, was eine ausschlieRlich
durch das Molekulargewicht abhangige Auftrennung ermoglicht. Eine stark reduzierende
Chemikalie (B-Mercaptoethanol) bricht zusatzlich alle Disulfid-Bindungen auf. Auf diese
Weise standardisierte Proteinmischungen koénnen uber die regulierbare Matrix eines
Polyacrylamidgels der Grdfke nach aufgetrennt werden. Dabei nutzt man die doppelt
negative Ladung von SDS aus, die alle Eigenladungseffekte der Proteine Uberdeckt und eine
Auftrennung im elektrischen Feld ermdéglicht. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes und erfolgt in Richtung Anode.

Das verwendete Gelsystem steht senkrecht und besteht aus zwei Polyacrylamid-Bereichen,
die sich im pH-Wert unterscheiden und nacheinander von den Proteinen durchlaufen
werden. Dabei fokussiert das obenliegende Sammelgel die Proteinprobe in einem schmalen
Band, bevor mit dem Wechsel zum Trenngel der pH-Anstieg eine Auftrennung bewirkt. Dabei
kann die PorengroRe des Trenngels mit unterschiedlicher Polyacrylamid-Konzentration
variiert werden, so dass eine optimale Auftrennung in jeweils verschiedenen

Molekulargewichts-Bereichen gewahrleistet ist. Zur Bestimmung der Molekulargewichte



METHODEN 52

wurde parallel ein standardisiertes Proteingemisch (Marker) aufgetragen. Alle Zubehorteile
des Gelsystem Hoefer Mighty Small wurden mit entionisiertem Wasser und 70% (v/v)
Ethanol gereinigt. Es wurde eine Acrylamid/Bisacrylamid-Stammldsung (30:0,8 (w/v))
benutzt, die 10 bis 15%-ig im Trenngel, und 6%-ig im Sammelgel eingesetzt wurde. Die

gewlnschten Gelldsungen wurden fir Trenn- und Sammelgel separat angesetzt.

Sammelgel 6% Trenngel 10% 15%

0,5M Tris/HCI pH6,8 2,5ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8 3,8 ml 3,8 ml
PAA/BAA (30:0,8) 2ml PAA/BAA (30:0,8) 5 ml 7,5 mi
ddH,0 5,5 ml ddH,0 6,2 ml 3,7 mi
SDS 10% 100 pl SDS 10% 150 pl 150 pl
APS 50 pl APS 50 pl 50 ul
TEMED 10 pl TEMED 5l 5l

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

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

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

dokumentiert werden.

Entfarbelésung Coomassie-
Farbelésung

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

Lammli-Puffer 10x

Tris 250 mM

Glycin 1920 mM

SDS 1%
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3.8.6 Elektroblot

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

In dieser Arbeit wurde die so genannte ,semi-dry* Methode angwendet, bei der der Transfer
in Anwesenheit von befeuchtetem Material erfolgt. Die Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
und Filterpapiere (Whatman-3MM-Chromatographiepapiere) wurden vor dem Blotten exakt
auf die GroRe des Gels zugeschnitten und mit den verschiedenen Transfer-Puffer getrankt.
Der Aufbau des Blots erfolgte nach folgendem Schema:

- befeuchtete Anode

- 6 Lagen Filter in Anode |-Puffer getrankt

- 3 Lagen mit Anode lI-Puffer befeuchtet

- PVDF-Membran einige sec in 100% Methanol aktiviert und mit ddH,O getrankt

- Gel

- 6 Lagen Filterpapier in Kathode-Puffer getrankt

- befeuchtete Kathode.

Der Blot wurde mit 0,8-1 mA/cm? Blottflache fir 2 h durchgeflhrt.

Anode I-Puffer 2x Anode lI-Puffer 2x

Tris 0,6 M Tris 0,05 M
Kathode-Puffer 2x
6-Aminocaproid-Saure 80 mM
Tris 0,05 M

3.8.7 Immunodetektion

Die Immunodetektion ist eine sensitive Nachweismethode fir Proteine. Diese Methode
beruht auf der immunologischen Reaktion zwischen einem spezifischen Antikérper
(Primarantikorper) mit seinem  Antigen (Protein). Zur Visualisierung dieses
Antikorper/Antigen-Komplexes dient ein gegen den Primarantikbrper gerichteter,
enzymgekoppelter Sekundarantikorper. Durch die Bindung mehrerer Sekundarantikorper an
einen Primarantikorper wird eine Signalverstarkung erreicht, die zusammen mit der hohen
Sensitivitdt der Enzymreaktion die Empfindlichkeit dieses Nachweissystems ausmacht.

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimenten wurden Primarantikorper
aus Kaninchen in Kombination mit geeigneten Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikbrpern
eingesetzt. Nach dem Elektroblot wurde die ,proteinbeladene® PVDF-Membran zur

Absattigung unspezifischer Bindestellen UN bei 4°C mit einer fettfreien Milchldsung (5%
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(w/v) Milchpulver in PBST) inkubiert. Die abgesattigte Membran wurde daraufhin flr 2 h mit
dem in PBST verdunnten Primarantikorper inkubiert. Nach drei Waschschritten (3 x 5 min mit
PBST), zum Entfernen von unspezifisch gebundenen Primarantikbrpern, wurde die Membran
fur eine weitere Stunde mit einem entsprechend in PBST verdiinnten Sekundarantikorper
inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal gewaschen (s.0) und stand danach fir die
Nachweisreaktion mit dem ECL-Kit zur Verfligung. Hierzu wurde die Membran auf einem
Stlick Haushaltsfolie mit einem Gemisch aus gleichen Anteilen der ECL-Detektionslésung A
und B benetzt und fir eine Minute inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Membran in Folie verpackt, in einer Filmkassette befestigt und gegen einen Roéntgenfilm
exponiert. Die Signalentstehung bei diesem Entwicklersystem beruht auf einer verstarkten
Peroxidase-katalysierten Chemilumineszenz. In den meisten Fallen reichten Expositionen

zwischen 5 sec und 5 min aus, um ausreichende Signalintensitaten zu erreichen.

PBST

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

3.8.8 In vitro Transkription/Translation

Fir die gekoppelte in vitro Transkription/Translationsreaktion wurde eine Komplettausristung
der Firma Promega verwendet, wobei die Durchfiihrung gemal den Herstellerangaben
erfolgte. Die Arbeiten wurden ausschliellich mit Handschuhen, RNase-freien
Reaktionsgefalten und Pipettenspitzen sowie mit nukleasefreiem Wasser durchgefiihrt. Der
Puffer und alle anderen Komponenten wurden auf Eis aufgetaut. Im Folgenden ist die
Zusammensetzung eines 1x Ansatzes aufgelistet, welcher bei Bedarf vervielfacht wurde. Die

Ansatze wurden vorsichtig gemischt und fiir 90 min bei 30°C inkubiert.

Komponenten Volumen in pi
TNT-Reticulocyten-Lysat 6,25 pl
TNT Reaktionspuffer 0,5 pl
Aminosaure-Mix (ohne Methionin) 0,25 pl
*S-Methionin (15 pCi/ul) 1 pl
DNA (1 pg/ul) 0,25 pl
TNT Polymerase (T7, T3, SP6) 0,25 ul
Rnasin 0,5 pl
ddH,0 3,5 ul
Endvolumen 12,5 pl
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Sollte der Einfluss von Hormon auf die Interaktion zwischen einem in vitro translatierten
Rezeptor und einem GST-Fusionsprotein untersucht werden, wurde der Translationsansatz
mit einer entsprechenden Menge Hormon fur 20 min bei RT vor dem Pulldown inkubiert
(siehe auch 3.10.1).

3.8.9 Expression rekombinanter Proteine

In dieser Arbeit wurde die Expression eukaryontischer Gene als GST-Fusion in E. coli
durchgefliihrt. Nach der Transformation eines entsprechenden Plasmids wurde ein Einzelklon
fur 12 h bei 37°C in 5 ml TB mit 25 ul Glucose (20%) und geeignetem Antibiotikum vermehrt.
Die Kultur wurde in 400 ml antibiotikumhaltigem TB-Medium mit 40 ml Phosphatpuffer und
20 ml Glucose (20%) Uberfihrt und bis zu einer ODggonm Von 0,7 bis 0,8 bei 37°C inkubiert.
Nun erfolgte durch Zugabe von IPTG (0,5 mM Endkonzentration im Medium) die Induktion
der Expression des rekombinanten Proteins. Der Ansatz wurde fiir weitere 5 h bei RT oder
12 h bei 18°C inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C und mit vorgekihlten
Lésungen durchgefihrt. Nach Abschlul3 der Inkubation wurden die Bakterien pelletiert
(10 min, 3200 rpm, 4°C) und in 30 ml STE-Puffer gut resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Bakterienpellet nochmal in 30 ml STE-Puffer resuspendiert. Die
Bakterienlyse wurde durch Aktivierung des endogenen Lysozymgens mittels Einfrieren des
Pellets UN bei -20°C verstarkt. Danach wurden die Proben bei RT aufgetaut und die Proteine
duch Zugabe von 300 pl 1 M MgCl,, 15 pyl 2 M MnCl,, 300 yl DNAse | (1mg/ml), 300 pl
RNAse A (1 mg/ml) und 300 pl Lysozym (50 mg/ml) rotierend fir 30-45 min freigesetzt. Die
unléslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (30 min, 11.000 rpm, 4°C) entfernt und
der Uberstand bei -80°C in Aliquots aufbewahrt.

STE-Puffer

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

3.8.10 Affinitatsaufreinigung GST-fusionierter Proteine

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

Bevor die Glutathion-Sepharose fiir Bindereaktionen eingesetzt wurde, fand ein Waschschritt

mit 1xPBS statt, um u.a. das aus der Lagerung stammende Ethanol zu entfernen. Der



METHODEN 56

aufzureinigende Extrakt wurde mit einer entsprechenden Menge der aquilibrierten Matrix fir
2 h bei 4°C inkubiert. Bei Proteinextrakten, die aus einer 400 ml Bakterienkultur stammten,
wurden z.B. 300 uyl der Sepharose eingesetzt. Anschliefiend wurde die Sepharose mittels

Zentrifugationsschritten (5 min, 1000 rpm, 4°C) dreimal mit Waschpuffer gewaschen.

Waschpuffer
Tris/HCI pH 8 100 mM
NaCl 100 mM

Je nach weiterem Verwendungszweck wurde nun unterschiedlich verfahren.

Thrombinspaltung

Mit Hilfe der GST-Fusion lasst sich eine stringente Aufreinigung von Proteinen erzielen. Stért
jedoch diese Fusion flr weitere Untersuchungen, kann der GST-Anteil durch
Thrombinspaltung entfernt werden. Die meisten Vektoren (z.B. pGEX-2T), die zur
Expression von GST-Fusionen eingesetzt werden, beinhalten eine Thrombinschnittstelle
zwischen der GST-Sequenz und dem zu exprimierenden Protein. Um eine Abspaltung
mittels Thrombin durchzufihren, wurde wie folgt verfahren.

Die an die GST-Sepharose gebundenen Proteine wurden anfanglich zweimal mit 1 ml
Spaltungspuffer gewaschen. Die Spaltung des GST-Abschnitts erfolgte dann in 300 pl
Spaltungspuffer mit 10 pl Thrombin (0,25 u/ul) bei 4°C rotierend fiir 2 h. Der Uberstand nach
der sich anschlielfenden Zentrifugation beinhaltet die abgespalten Proteine. Die so
gewonnen Proteinlésungen wurden mit 20% Glycerin versetzt, aliquotiert und bei -80°C

eingefroren.

Spaltungspuffer

Tris/HCI pH7,5 50mM
NaCl 150mM
CaCl, 2,5mM

3.8.11 Acetylierung von rekombinanten Proteinen

In dieser Arbeit wurde eine in vitro Modifizierung von GST-Fusionsproteinen durch
Acetylgruppen durchgefiihrt. Dabei Ubertragen Histon-Acetyl-Transferasen (HATs) die
Acetylgruppe von dem Donor Acetyl-CoA auf einen moglichen Empfanger. Die Enzyme p300
und pCAF wurden als HATs verwendet, wobei die N-terminalen Bereiche verschiedener
Histonarme als Empfanger der Acetylgruppe dienten.

Die rekombinanten Acetyltransferasen GST-p300 und GST-pCAF wurden aus bakteriellem
Proteinextrakt gewonnen, mit GST-Sepharose aufgereinigt und anschlielend mit Hilfe von

Thrombin vom GST gespalten. Um die Aktivitat dieser Extrakte zu ermitteln, wurden 1-2 ug
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eines HAT-Extrakts mit ca. 2-3 ug zuvor gereinigter GST-Histon-Arme fiir 30 min bei 30°C
inkubiert. Die Reaktion erfolgte in 1xAcetylierungspuffer mit 1 uCi *H-markiertem Acetyl-CoA.
Anschlielend wurden die Proben mit 1xSDS-Ladepuffer versetzt und flir 5 min gekocht.
Danach wurden die Ansatze mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und

mit Hilfe von autoradiographischen Methoden visualisiert.

Acetylierungsspuffer 5x

Tris/HCI pH 8 0,3M
Glycerin 19 %
DTT 5,8 mM
Na-Butyrat 58 mM

3.9 Untersuchung von Protein-DNA-Interaktionen

3.9.1  Chromatin-Immunoprazipitation

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

Fir die ChlIP-Analyse transient transfizierter Episomen wurden Zellen mit Episomen
transfiziert und nach 24 h in max. 3 Maxischalen gesplittet.

Jeweils eine Maxischale, ca. 10" Zellen, wurde entsprechend des Experiments behandelt,
z.B. flr eine bestimmte Zeit mit Hormon inkubiert. Danach erfolgte zuerst der DNA/Protein-
Crosslink in den Zellen. Daflr wurde 37%-iges Formaldehyd in einer Endkonzentration von
1% direkt zum Zellkulturmedium hinzugefiigt und die Zellen fur 10 min bei RT inkubiert.
Dabei erfolgte die kovalente Bindung der interagierenden Proteine an die DNA. Die
Kreuzvernetzungsreaktion wurde durch Zugabe von 1/7 Volumen 1M Glycin und weiterer
Inkubation von 5 min bei RT beendet. Anschlielend wurden die Zellen zweimal mit kaltem
1xPBS gewaschen und mit einem Zellschaber in 1 ml kaltes 1xPBS, das mit 1 mM PMSF
versehen wurden, geerntet. Daraufhin wurden die Zellen fir 5 min bei 2000 rpm und 4°C
zentrifugiert, in 1 ml SDS Lysepuffer (+ Proteinaseinhibitoren, 1 mM PMSF) resuspendiert
und far 10 min auf Eis inkubiert. Die anschlieBende Sonifizierung (7-10x 10 sec, Level 1,
konstanter Puls) im 15 ml Falcon auf Eis bewirkte die vollstdndige Zelllyse und die
mechanische Fragmentierung des kreuzvernetzten Chromatins. Dabei entstanden
Chromatinfragmente einer mittleren GréRe von ca. 500 bp. AnschlieRend erfolgte die
Abtrennung von Zellbruchstlicken durch Zentrifugation fir 10 min bei 5.000 rpm und 4°C.
Der Uberstand konnte nach diesem Schritt mit 5% Glycerin versetzt und bei —80°C bis zur

Immunoprazipitation gelagert oder direkt weiter verwendet werden.
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Fir die Chromatin Immunoprazipitation wurden je 200 ul Aliquot mit 1800 ul Dilutionspuffer +
1mM PMSF aufgefiillt. 20 ul des Uberstandes wurden fir den Input bei —20°C aufbewahrt.
Vor der eigentlichen Prazipitation wurde der Zellextrakt vorgereinigt. Hierflir wurden je 30 pl
Protein A-Agarose Beads (50% slurry) einmal mit Dilutionspuffer &aquilibriert und
anschlieflend mit dem verdiinnten Zellextrakt (2 ml) und 5 pyl Praimmunserum bei 4°C fir 2 h
rotierend inkubiert. Nach Zentrifugation der Proben bei 2000 rpm (5 min, 4°C), wurde der
Uberstand mit 5 g des entsprechenden Antikdrpers Uber Nacht rotierend bei 4°C inkubiert.
Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit 5 yl Praimmunserum inkubiert. Die Bindung der
gebildeten Immunkomplexe erfolgte durch Zugabe von je 30 pl Protein A-Agarose, die mit
Dilutionspuffer aquilibriert wurde, und anschlielender Inkubation fir 2 h bei 4°C. Die
Prazipitate wurden mit jeweils 1 ml Niedrigsalzpuffer, Hochsalzpuffer, LiCl-Puffer und
zweimal mit je 1 ml TE gewaschen. Das Waschen bestand aus einer Sminutigen Inkubation
(rotierend) bei 4°C und anschlieBender Zentrifugation fir 5 min bei 2000 rpm. Die
DNA/Protein-Komplexe wurden daraufhin durch zweimalige Inkubation mit je 250 pl
Elutionspuffer (rotierend) fir 15 min bei RT eluiert. Der Input wurde ebenfalls mit
Elutionspuffer auf 500 pl aufgeflllt. Durch die Zugabe von 20 pl 5 M NaCl und
anschlieBender Inkubation bei 65°C UN erfolgte die Auflésung der durch Formaldehyd
vermittelten DNA/Protein-Bindung.

Die freigesetzten Proteine und enthaltene RNA wurden zuerst mit 5 uyg RNase A fur 2 h bei
37°C und anschlieRend mit 20 ug Proteinase K bei 45°C zerstoért. Um das fiir den Verdau
notwendige Milieu zu schaffen, wurden dem Prazipitat zuvor 10 pl 0.5 M EDTA und 100 pl
0.5 M Tris-HCI pH 6,8 zugesetzt. Die DNA-Extraktion erfolgte mittels Phenol-/Chloroform-
Extraktion und anschlieliender Ethanol-Fallung unter Verwendung von 10 ug Glykogen als
Carrier. Die Fallung erfolgte bei —20°C UN. Das luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in 43 pl
ddH,0 und 7 pl TE aufgenommen. Fir PCR oder Realtime-PCR wurden je 1 ul als Template

verwendet.
SDS Lysepuffer Dilutionspuffer
SDS 1% SDS 0,01%
EDTA 10 mM Triton X100 1,1%
Tris/HCI pH 8,1 50 mM EDTA 1,2 mM
Proteaseinhibitor- 1:1000 Tris/HCI pH 8,1 16,7 mM
Mix

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

LiCl 0,25M Tris 10 mM
NP40 1% EDTA 1 mM
Deoxycholat 1% pH 8

EDTA 1 mM

Tris/HCI pH 8,1 10 mM

3.9.2 Gelretardierungsexperiment (EMSA)

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

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

Herstellung einer radioaktiven Sonde

1 ug eines Doppelstrang-Oligos wird in einem Volumen von 50 ul mit 5 pyl 10x PNK Puffer, 1
Ml PNK und 5 pl entsprechen 50 uCi yATP versetzt und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die

freien Nukleotide wurden dann mittels einer Schleuderseule (siehe 3.5.4) abgetrennt.

EMSA-Reaktion

5-10 ug E.coli- exprimiertes GST-Fusionsprotein wurde zunachst in einem Gesamtvolumen

von 20 ul 1x Bandshift-Puffer mit Kompetitor-DNA versetzt, um unspezifische Interaktionen
mit der DNA zu verhindern. Nach 20 min RT wurde dann 1ul der markierten Probe zum
Ansatz hinzugegeben und wiederum fur 20 min bei RT inkubiert. Dann wurde der Ansatz auf
ein 5%-iges PAA-Gel geladen und bei einer maximalen Starke von 5 W fir 3-4 h aufgetrennt.
Anschlieend wurde das Gel in 10% MeOH/5% CH3COOH fixiert und fir 1,5 h im

Geltrockner getrocknet.

Bandshift-Puffer 2x

Hepes pH 7,4 40 mM
Glycerin 20 %
KCI 40 mM
MgCl 2mM
DTT 10
ZnCl, 20 uM
BSA 200 pg/ml
NP40 0,04%
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3.10 Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen

3.10.1 GST-Pulldown

Dieses Verfahren eignet sich zur in vitro Analyse von Interaktionen zwischen Proteinen und
beruht auf einer Immobilisierung von Glutathion-S-Transferase-(GST-)-Fusionsproteinen an
Glutathion-Sepharose (Kaelin et al., 1991). Immobilisierte GST-Fusionsproteine wurden in
einem zweiten Schritt mit in vitro translatiertem, %S-markiertem Protein inkubiert. Im Falle
einer Bindung beider Proteine miteinander wurde das 3°S-markierte Protein ebenfalls
immobilisiert und konnte nach Coprazipitation anschlieRend autoradiographisch
nachgewiesen werden.

Die GST-Fusionsproteine wurden in E.coli exprimiert und Uber Glutathion-Sepharose
aufgereinigt. Jeweils 30 pl aquilibrierte Beads wurden zweimal mit Waschpuffer, der mit 1,5
mg/ml BSA angesetzt wurde, um unspezifische Bindungen zu verhindern, gewaschen (5
min, 2000 rpm, 4°C). Nach der letzten Zentrifugation folgte die Bindereaktion. Daflir wurden
5 ul eines in vitro Transkriptions/Translationsansatzes (siehe 3.8.8) pro Reaktion zusammen
mit 170 ul Waschpuffer (1,5 mg/ml BSA) dazugegeben. Nach einer zweistlindigen
rotierenden Inkubation bei 4°C wurden die Ansatze dreimal fur 15 min mit Waschpuffer (ohne
BSA) gewaschen, bevor sie mit 1xSDS-Auftragspuffer versetzt wurden. Als Input wurden 5%
des Uberstandes der Kontrollbindereaktion mit GST vor den Waschschritten genommen.
Gebundene GST-Fusionsproteine wurden anschlieRend durch Coomassie-Farbung, *°S-

markierte Proteine mittels Autoradiographie visualisiert.

3.10.2 Acetylierungsabhangige Interaktionsanalyse mittels GST-Pulldown

Um Proteininteraktionen nach der Acetylierung eines Substrates durch Acetyltransferasen zu
analysieren, wurde eine modifizierte Variante des GST-Pulldowns durchgefihrt. Die N-
terminalen Bereiche der Histone, die in dieser Arbeit als Acetylierungssubstrat verwendet
wurden, wurden wie unter 3.8.11 beschrieben als bakteriell exprimierte GST-Konstrukte
zuerst in einer Acetylierungsreaktion mit nicht-radioaktiv markiertem Acetyl-CoA eingesetzt.
Um zu untersuchen, ob eine Interaktion durch Acetylierung verandert wird, wurde ein
paralleler Ansatz ohne die Zugabe von Acetyl-CoA als Vergleich mitgeflihrt. Anschlieliend
wurden die so behandelten GST-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharose immobilisiert und
weiter entsprechend des GST-Pulldown-Protokolls verfahren. Ein Vergleich der
entsprechenden autoradiographischen Signale zwischen mit und ohne Acetyl-CoA
behandelten Substraten ermdglichte die Analyse eines Einflusses der Acetylierung auf die

Interaktion.
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3.10.3 Histonbindungs-Assay

Mit Hilfe dieser Methode kann untersucht werden, ob bestimmte Proteine an Histone binden.
Bakteriell exprimierte GST-Fusionsproteine wurden wie unter 3.8.9 beschrieben exprimiert
und an aquilibrierte GST-Sepharose fir 2 h bei 4°C gebunden. Es folgten drei Waschschritte
mit dem Nucleosom-Bindepuffer (1 ml, 1000 rpm flir 3 min bei 4°C), bevor die
immobilisierten Proteine mit 200 uyg BSA in einem Gesamtvolumen von 200 ul inkubiert
wurden. Diese Blockreaktion fand bei RT fur 30 min rotierend statt. Nach drei weiteren
Waschschritten wurde der gesamte Uberstand abgenommen und 10 yg Histon-Mix
(H2A/H2B/H3/H4) zusammen mit 100 ug BSA in einem Volumen von 200 pl zugegeben. Der
einstundigen Bindereaktion bei RT folgten sechs Waschschritte. Anschliefiend wurden die
Proben mit 1xSDS-Auftragspuffer versetzt und neben 40% Input auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die anschliefende Coomassie-Farbung machte sowohl die

GST-Fusionsproteine als auch die Histone sichtbar.

Nucleosom-Bindepuffer

Tris/HCl pH 7,5 20 mM
KCI 270 mM
MgCl, 5mM
NP40 1%
DTT 1T mM
BSA 10 pg/ml
Proteaseinhibitor-Mix 1:1000
(Roche)

3.10.4 Histonmethyltransferase (HMT)-Assay

Um zu untersuchen, ob ein Protein generell mit einer Histonmethyltransferase interagiert,
wurde ein HMT-Assay durchgefuhrt. Die zu analysierenden Proteine wurden als GST-
Fusionsproteine in E.coli exprimiert und aufgereinigt. Jeweils 30 pl aquilibrierte Beads
wurden funfmal mit RIPA-Puffer gewaschen (5 min, 2000 rpm, 4°C) und anschlie®end fir 3 h
in 200 ul RIPA-Puffer und 50 pyl kommerziell erworbenem Hela Kernextrakt bei 4°C rotierend
inkubiert. Wahrend dieser Zeit kann die mdgliche Interaktion mit einer HMT stattfinden. Um
zu testen, ob das zu analysierende Protein selbst eine HMT-Funktion aufweist, wurde die
Inkubation auch ohne Kernextrakt durchgefiihrt. Die Glutathion-Beads wurden hierauf
pelletiert (5 min, 2000 rpm, 4°C) und viermal mit RIPA-Puffer gewaschen. Daraufhin wurden
die Pellets mit Jenuwein-Puffer aqulibriert. Die gewaschenen GST-Beads wurden nun mit *H-
SAM als Methyldonor und Histonen als Substrat in Jenuwein-Puffer 4 h bei 30°C rotierend
inkubiert. Eine Coprazipitierung von Histonmethyltransferasen aus dem Kernextrakt wurde

Uber eine Methylierung und somit radioaktive Markierung der Histone nachgewiesen. Die
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Zugabe von 1xSDS-Auftragspuffer und 5minitiges Kochen der Proben stoppte die
Methylierungsreaktion. Mit einer SDS-Gelelektrophorese (15%) wurden die Proteine
voneinander separiert, durch Coomassie fixiert und angefarbt. Das Gel wurde mit einer
Fixierlésung entfarbt, 30 min in einer Verstarker-Lésung inkubiert und nachfolgend auf
Whatman 3 MM Papier bei 80°C flr 90 min getrocknet. Die radioaktiv markierten Proteine

wurden unter Verwendung einer Verstarkerfolie fluorographisch detektiert.

HMT-Reaktionsansatz:

- gewaschene Beads mit gebundenen GST-Fusionsproteinen
3

"2yl H-SAM

- 1 pl Histone (10 pg/ul)

- 1x Jenuwein-Puffer

- mit ddHZO auf 30 ul Endvolumen aufgefillt

RIPA-Puffer Jenuwein-Puffer 5x

Tris/HCI pH 8 50 mM Tris/HCI pH 8,5 50 mM
NacCl 150 mM KCI 20 mM
Natriumdeoxycholat 0,5% MgCl, 10 mM
SDS 1% B-Mercaptoethanol 10 mM
NP40 1% Sucrose 250 mM
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4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung des murinen APP-Promotors

4.1.1 Der murine APP-Promotor besitzt eine potentielle kombinierte CTCF/TR-

Bindestelle

Literaturrecherchen nach bisher unbekannten kombinierten CTCF/TR-Bindestellen fuhrten
zur naheren Betrachtung des Gens, das fiir das Amyloide Vorlauferprotein p (APPf) kodiert.
Es wurde bereits beschrieben, dass CTCF im APPB-Promotor in einem Bereich bindet, der
sich zwischen der Position -42 und —53 bp des Transkriptionsstarts des humanen APPf-
Gens befindet und zu einer Transkriptionsaktivierung fihrt (Vostrov and Quitschke, 1997;
Yang et al.,, 1999). Weitere Literaturrecherchen zeigten, dass sich stromabwarts des
Transkriptionsstarts des humanen APPB (im 1. Exon) ein negatives Thyroid hormone
response element (TRE) befindet. Es wurde gezeigt, dass ein TR/RXR-Heterodimer an
dieses Motiv bindet und in der Abwesenheit von Hormon die APPp-Expression erhoht,
wahrend T3 die Promotoraktivitdt auf Basalniveau senkt (Belandia et al., 1998). Die in zwei
unabhangigen Publikationen beschriebenen Bindestellen fir CTCF und TR im humanen
APPB-Promotor wurden bisher nicht hinsichtlich eines gemeinsamen Einflusses auf die
Transkriptionsaktivitat untersucht. Der Abstand von 147 bp zwischen den beiden
Bindestellen ist vergleichbar mit den bereits veroffentlichten kombinierten CTCF/TR-
Bindestellen, die sich zwischen 10 bis 133 bp voneinander entfernt befinden (Lutz et al.,
2003). Sequenzvergleiche mit dem murinen Genom identifizierten eine zu 100% homologe
Sequenz im Bereich der humanen CTCF-Bindestelle (70 bp stromaufwarts des
Transkriptionsstartes), jedoch keinerlei Ubereinstimmung im Bereich des humanen nTRE.
Bei der Suche nach mdglichen TREs im murinen APPB-Promotors wurde ein potentielles
TRE stromaufwarts der CTCF-Bindestelle identifiziert (Abb. 4.1).



ERGEBNISSE 64
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Abb. 4.1: Der murine APPB-Promotor besitzt eine potentielle kombinierte CTCF/TR-Bindestelle.
Schematische Darstellung der publizierten CTS (Vostrov and Quitschke, 1997) und nTREs (3
Halbseiten, (Belandia et al., 1998) im humanen APPf-Promotor. Im murinen Genom ist die CTS
konserviert, jedoch nicht die TR-Bindestellen. Sequenzanalysen identifizierten ein potentielles TRE
(DR5) 140 bp stromaufwarts der CTS.

Das putative TRE im murinen APPJ Promotor besteht ebenfalls wie das humane TRE aus
zwei Halbseiten, es wird jedoch statt von 4 (human) von 5 Nukleotiden voneinander getrennt.
Die putativen CTCF- und TR-Bindestellen im murinen APPB-Promotor liegen mit 140 bp

Distanz ahnlich weit voneinander entfernt wie im humanen APPB-Promotor.

humanes APPB-TRE (DR4) 5GGGCAG AGCA AGGACG 3
murines APPB-TRE (mdgliches DR5) 5 GGGTCA GGGAG AGGACC &

4.1.2 Murine N2ap-Zellen als Modell fir die APP-Regulation

Die Expression des APPf, welches eine Schlisselrolle in der Entwicklung der Alzheimer-
Erkrankung spielt, wird von einer Vielzahl von zellularen Faktoren in einer zellabhangigen Art
und Weise beeinflusst. Obwohl APPf in geringer Expression anscheinend in neurotrophe
Ereignisse involviert ist, verursacht seine Uberexpression vermutlich neuronale
Degenerierung durch einen Mechanismus, der auf einer Neurotoxizitdt durch erhdhte
Produktion von B-Amyloid-Protein beruht (Fukuchi et al., 1992; Mattson et al., 1993;
Yoshikawa et al., 1992). Um den Einfluss von CTCF und TR auf die APPB-Expression zu
untersuchen, wurde eine murine Neuroblastoma-Zelllinie ausgewahlt, in der die APPf-
Expression endogen durch T3 beeinflusst wird. Die parentale Zelllinie N2a, die einen kaum
messbaren Level an endogenem TR besitzt, wurde hierfiir stabil mit dem humanen TRf

transfiziert (Lebel et al., 1994). Diese N2ap-Zellen dienten im Weiteren als Modell, um zu
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untersuchen, ob sich im APPB-Promotor eine kombinierte CTCF/TR-Bindestelle befindet und
ob sich deren Einfluss auf die APPB-Expression bemerkbar macht.

Um zu uberprifen, ob N2ap-Zellen funktionellen TRB enthalten, wurde zunachst von diesen
Zellen Cytoplasma- und Kernextrakte gewonnen und in einem Western Blot mit einem
Antikérper gegen TR dessen Expression getestet. Dieses Experiment zeigte, dass TR im
Kernextrakt detektiert werden kann (Abb. 4.2A). Die Funktionalitat des stabil integrierten TR
wurde anhand einer transienten Transfektion Uberprift. N2ap-Zellen wurden mit einem
Reporterkonstrukt, das ein Luciferasegen unter Kontrolle eines Thymidinkinase-Promotors
mit zwei vorgeschalteten TREs beinhaltete, transfiziert und fir 48 h mit oder ohne T3
behandelt. Die starke Aktivierung des Luciferasegens in der Anwesenheit von Hormon kann
auf einen funktionell aktiven TR zurtckgefihrt werden (Abb. 4.2B). Als Positivkontrolle
wurden Zellen verwendet, die nicht nur mit dem Luciferasereporter sondern auch mit TR
transfiziert wurden. Die erhdhte Transaktivierung des Reportergens im Falle der N2a-Zellen
ist auf eine TRB-Uberexpression zuriickzufiihren. Diese beiden Experimente zeigten, dass

N2ap-Zellen funktionell aktiven TR enthalten.

90000 +
80000 -
70000
60000 -
50000 -
40000 -
30000
20000
10000 -

Oo-T3
m+T3

RLU/s

N2alk-Zellen N2aR-Zellen + TR

Abb. 4.2: Murine N2ap-Zellen enthalten funktionell aktiven TRf.

(A) Cytoplasma- und Kernextrakt wurde aus N2ap-Zellen gewonnen. Je 5 ug Proteinextrakt wurde fur
die Western Blot-Analyse verwendet und mit einem anti TR-Antikorper inkubiert. Die Laufhéhe von TR
im Kernextrakt ist mit einem Pfeil markiert. (B) N2ap-Zellen wurden in 6wells mit 1 ug (DR4),tk-luc
Reporterplasmid und mit oder ohne 0,2 ng TR-Expressionsplasmid transfiziert. Die Zellen wurden in
Hormon-freiem Medium oder in der Anwesenheit von 10°M T3 kultiviert und nach 48 h geerntet. Die
Luciferaseaktivitat wurde im Luminometer nachgewiesen.

Interessant fir weitere Untersuchungen einer maglichen kombinierten CTCF/TR-Bindestelle
und deren Einfluss auf die APPB-Expression war, dass bereits ein Zusammenhang zwischen
dem Thyroid-Status und der Alzheimer-Erkrankung nahe gelegt wurde. Thyroidhormon ist fur
eine normale Gehirnentwicklung und -funktion essentiell. Hormondefizite verursachen

Kretinismus und neurologische Symptome, die denen der Alzheimer-Erkrankung ahneln
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(Dussault and Ruel, 1987). Des Weiteren gibt es Hinweise, dass T3 das Spleiflen und die
Sekretion der APP-Isoformen in Neuroblastoma-Zellen beeinflusst (Latasa et al., 1998).
N2ap-Zellen eignen sich als Modell flir die APPB-Expression, da die Behandlung dieser
Zellen mit T3 Differenzierungsvorgange in Gang setzen und zu einer Entwicklung von
Nervenvorlauferzellen, sog. Asterozyten, fihrt. N2ap-Zellen wurden fir diese Untersuchung
fur 7 Tage mit 10°M T3 oder all-trans-Retinsaure, welche ein Ligand fir den RAR ist,
behandelt. Im Vergleich zu Zellen, die in Hormon-depletiertem Medium gehalten wurden,
veranderte sich die Morphologie der N2ap-Zellen nach T3-Zugabe drastisch. Die Zellen
stoppten ihr Wachstum und bildeten Asterozyten aus (Abb. 4.3A). Die Kalkulation der
Zellzahl ergab eine 7fache Reduktion der Zellproliferation durch T3 (Abb. 4.3B). Die
Behandlung mit all-trans-Retinsaure hatte auf das Zellwachstum keinen Einfluss, was zur
Vermutung flhrt, dass die Expression des endogenen RARs bei der Entwicklung in diesen

Nervenvorlauferzellen offensichtlich keine Rolle spielt.

Medium Medium+ T3 Medium+ RA

x 1075 Zellen

Medium Medium +T3 Medium+RA

Abb. 4.3: Inhibierung der Zellproliferation durch T3-Behandlung in N2af-Zellen.

N2aB-Zellen wurden in 6wells ausgesat und flr 7 Tage ohne Hormon oder in der Anwesenheit von
10®M T3 oder all-trans-Retinsaure kultiviert. AnschlieBend wurde die Zellmorphologie fotografisch
dokumentiert (A) und die Zellzahl bestimmt (B).

Um den Einfluss von T3 auf die APPB-Expression in murinen N2ap-Zellen zu untersuchen,
wurden diese Zellen fiir verschieden Zeitraume mit 10° M T3 behandelt. AnschlieRend

wurde die Gesamt-RNA isoliert und die APPB-mRNA-Menge mit Hilfe eines Northern Blots
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nachgewiesen. Konform mit bereits veroffentlichten Daten wurde mit zunehmender Dauer
der T3-Behandlung eine verminderte Expression der APPB-mRNA detektiert (Belandia et al.,
1998). Bereits nach 24 h war die APPR-Expression unter das Detektionslevel gesunken
(Abb. 4.4). Als Kontrolle wurde im Northern Blot auch eine Sonde gegen B-Aktin-mRNA
eingesetzt, die keinen Effekt auf die APPB-mRNA-Expression zeigte. Als Ladekontrolle der
RNA-Proben diente der Vergleich der 28S-Untereinheit der Gesamt-RNA. Dieses
Experiment fuhrte zu der Annahme, dass sich auch im murinen APPB-Promotor ein

funktionelles, negatives TRE befindet.

0 2 4 8 12 24 48  h10°MT3

B-Actin M. .....
255 e

Abb. 4.4: Das murine APPB-Gen wird in N2af-Zellen negativ reguliert.

Gesamt-RNA wurde aus NZ2af-Zellen isoliert, die zuvor in 10 cm-Schalen ausgesat und fir die
angegebenen Zeitrdume mit 10"°M T3 behandelt wurden. Je 40 ug RNA/Spur wurde im Northern Blot
eingesetzt und die APPB- und B-Aktin-Gene anschlieRend mit spezifischen Sonden detektiert. Zur
Ladekontrolle wurde vor dem Northern Blot die 28S-Untereinheiten der RNA-Proben fotografisch
dokumentiert.

4.1.3 CTCF und TR binden im APPB-Promoter

Sequenzvergleiche des humanen und des murinen APPB-Promotors fuhrten zur Annahme,
dass der murine Promotor eine mdgliche kombinierte CTCF/TR-Bindestelle besitzt (siehe
4.1.1). Um eine Bindung von CTCF und TR an dieses Element in vitro zu untersuchen,
wurden Gel-Retardierungsexperimente durchgefiihrt. Unter Verwendung der putativen
murinen APPB-CTS konnte gezeigt werden, dass sowohl GST-CTCF ZF als auch GST-
CTCF an diese Sequenz bindet. Die verlangsamte Wanderung des DNA-Fragments durch
die CTCF-Bindung kann sowohl durch einen Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter
APPB-CTS-Bindestelle als auch durch eine bereits publizierte CTS (F1) kompetiert werden
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(Abb. 4.5). Gel-Retardierungsexperimente mit in E.coli exprimietem TR zeigten eine
Bindung dieses Rezeptors an das mdgliche TRE des murinen APPB-Promotors. Um die
Spezifitat der Bindung zu kontrollieren, wurden Kompetitionsexperimente mit einer nicht-
radioaktiv markierten Sonde des APPB-TRE durchgefuhrt, die zeigten, dass die durch die
Bindung von TRp hervorgerufene Retardierung kompetiert wurde (Abb. 4.5).

Diese Experimente zeigen, dass sich im murinen APPB-Promotor sowohl eine mdogliche
Bindestelle fur CTCF als auch fir den TR befindet.

Kompetitor: CTS = = + = - + - - = + - + APPB-TRE
APPB-CTS = = = + - - + - - -+ + T3
CTCF» .
CTCF—»
ZF

.- -~ «—TR

- H
——

. .
Probe ——

GST-CTCFZF GST-CTCF GST-TR

Abb. 4.5: Der APPB-Promotor wird von CTCF und TR in vitro gebunden.

0,5-2 pg E.coli-exprimiertes und aufgereinigtes GST oder GST-Fusionsprotein (pGEX-4T1avi-CTCF/-
CTCF ZF/-TR) wurden zusammen mit 10 ng radioaktiv markiertem Oligonukleotid (APP CTS oder
TRE) inkubiert und anschlieend auf einem 5%-igen PAA-Gel aufgetragen. Fur
Kompetitionsexperimente wurden die Anséatze zusatzlich mit 200fachem Uberschuss an nicht-
radioaktiv markierter DNA-Probe (F1 CTS, APP CTS oder APP TRE) versetzt. Die Pfeile markieren
die Laufhéhe von GST-CTCF, GST-CTCF ZF und GST-TR.

Die Daten wurden freundlicherweise von Dr. Jorg Leers zur Verfiigung gestellt.

Um die spezifische Bindung von CTCF an die APPB-CTS zu bestatigen, wurden durch
Mutagenese drei Nukleotide innerhalb der CTS verandert (Abb. 4.6A). Dieses DNA-
Fragment wurde ebenfalls im Gel-Retardierungsexperiment auf CTCF-Bindung untersucht.
Eine durch GST-CTCF-Bindung an radioaktiv markiertes F1 hervorgerufene Retardierung
kann durch den Uberschuss an nicht-radioaktiv markiertem F1 oder APPB-CTS, aber nicht
durch die mutierte APPB-CTS kompetiert werden. In gleicher Weise kann die durch die
Bindung von GST-CTCF verlangsamte Wanderung der APPB-CTS nicht durch die mutierte
APPB-CTS kompetiert werden (Abb. 4.6B). Dies legt nahe, dass CTCF nicht an die APPj-
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CTS binden kann, in der drei Nukleotide im Vergleich zur natirlichen CTS ausgetauscht

wurden.
A
wt tcgggcg cagec t ccccgaggetceget ag gggtetetgte
mut tcgggcg cagc a ccccgaggceteeget t ¢ gggtetetgte
Kompetitor Kompetitor
B

+— APPR-CTS

Abb. 4.6: Die Mutation der APP-CTS verhindert eine in vitro-Bindung von CTCF.

A: Darstellung der wt und mutierten Sequenz der APPB-CTS.

B: 0,5-2 ug E.coli-exprimiertes und aufgereinigtes GST oder GST-CTCF wurden zusammen mit 10 ng
radioaktiv markiertem Oligonukleotid (F1 oder APP-CTS) inkubiert und anschlieRend auf einem 5%-
igen PAA-Gel aufgetragen. Fir Kompetitionsexperimente wurden die Ansatze zusatzlich mit
200fachem Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter DNA-Probe (F1, APP-CTS oder APP-CTS mut)
versetzt. Die Pfeile markieren die freie Probe und die Laufhéhe von GST-CTCF.

Die Daten wurden freundlicherweise von Dr. Joérg Leers zur Verfligung gestellit.

Um daruber hinaus einen in vivo-Beweis fur die Bindung von CTCF im APP-Promotor zu
erhalten, wurden ChIP-Analysen mit Chromatin von NZ2ap-Zellen durchgefuhrt. Die
Prazipitation mit einem CTCF-Antikérper und anschlieBender Amplifizierung des
genomischen Bereichs der murinen APPB-CTS zeigte eine deutliche Rekrutierung von
CTCF. Als Negativkontrolle wurde zum einen Chromatin mit Pr@&immunserum inkubiert und
amplifiziert. Hierbei wurde kein Produkt gebildet. Zum anderen wurden, um die spezifische
Bindung von CTCF im APPB-Promotor zu zeigen, Primer verwendet, die einen
Genombereich 0,5 kb stromaufwarts der moglichen APPB-CTS amplifizieren (APP-
Kontrolle). Hier war ein deutlich schwacheres Signal fur CTCF sichtbar (Abb. 4.7). Dieses
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Restsignal ist vermutlich auf die DNA-GréRe nach dem Sonifizieren zurlickzuflihren, die in
der Regel zwischen 0,5 bis 1 kb betrug.

Fir diese und die nachfolgenden ChIP-Experimente wurde zusatzlich eine weitere
kombinierte CTCF/TR-Bindestelle analysiert. Fir das murine c-myc Gen wurde gezeigt, dass
CTCF an die sog. Bindestelle A bindet, die sich im ersten Exon befindet und mit der
Pausierungsstelle der RNA-Polymerase |l Uberlappt (Klenova et al., 1993). Andere Studien
identifizierten nTREs benachbart zur CTS, die flr die Repression des c-myc Gens von
Bedeutung sind (Perez-Juste et al., 2000). Das mdégliche Zusammenspiel von CTCF und TR
auf diesem Element wurde jedoch noch nicht naher untersucht. Unter Verwendung von
Primern, die spezifisch die Bindestelle A des c-myc Gens amplifizierten, konnte ebenfalls
eine in vivo-Bindung von CTCF gezeigt werden (Abb. 4.7).

Zusammenfassend wurde die Bindung von CTCF und TRp im murinen APP in vitro gezeigt
und die CTCF-Rekrutierung wurde ebenfalls in vivo bestatigt. Daruber hinaus konnte die in
vivo-Bindung von CTCF an eine weitere, bisher uncharakterisierte, kombinierte Bindestelle
(c-myc) demonstriert werden. Mangels eines funktionellen TR-Antikdrpers fur die ChlIP-

Analyse wurde dessen Bindung im Folgenden anhand weiterer Methoden analysiert.

APP

APP-Kontrolle

Abb. 4.7: CTCF wird an die APP und c-myc Gene in vivo rekrutiert.

Fiar die ChIP-Analyse wurde Chromatin von N2ap-Zellen, die in hormonhaltigem Medium kultiviert
wurden, verwendet. Der Zellextrakt wurde fur die Prazipitation mit 5 ul anti-CTCF Antikérper oder
Praimmunserum inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die Amplifikation
erfolgte mit Primern spezifisch fur die APP-CTS (APP), 0,5 kb stromabwarts der APP-CTS (APP
Kontrolle) oder c-myc Bindestelle A (c-myc). Fur die PCR-Reaktion wurde je 1 ul des verdinnten
Inputs (1:10, 1:50), der aufgereinigten Prazipitate (o CTCF, Praimmunserum) und als Negativkontrolle
ein Ansatz ohne Template (H,O) verwendet.
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4.1.4 T3-Behandlung fuhrt zu einer Veranderung der Cofaktor-Rekrutierung und
Chromatinmodifizierung im Bereich der CTCF/TR-Bindestellen

Es wurde bereits berichtet, dass die Bindung des TR an ein nTRE zu einer Induktion der
Transkriptionsaktivitat fuhrt, wohingegen die Anwesenheit von Ligand diese Aktivitat umkehrt
und Repression unterhalb des Basallevels hervorruft (Hollenberg et al., 1995; Naar et al.,
1991; Wondisford et al., 1993). Es ist jedoch noch nicht genau bekannt, welcher
Mechanismus diesem Phanomen zugrunde liegt. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass die
Cofaktoren NcoR und SMRT, die auf pTREs in der Abwesenheit von T3 als Corepressoren
fungieren, in der Abwesenheit von Hormon auf nTREs zu Coaktivatoren werden (Tagami et
al., 1997).

Um zu untersuchen, ob die T3-Behandlung von N2ap-Zellen nicht nur zu einer verminderten
Expression der APPB- und c-myc-mRNA, sondern auch zu einer Veradnderung in der
Histonmodifizierung und Cofaktor-Rekrutierung fuhrt, wurden ChIP-Analysen mit
verschiedenen Antikdrpern durchgefuhrt.

Um darlber hinaus einen weiteren Hinweis fur die TR-Bindung an die potentiellen
kombinierten Bindestellen zu erhalten, wurde untersucht, ob der Corepressor Alien im
Bereich der APPB- und c-myc-CTS rekrutiert wird. Es ist bekannt, dass Alien in einer
hormonsensitiven Weise mit TR interagiert und HDAC-Aktivitat rekrutiert (Dressel et al.,
1999). Anhand der Amplifizierung der APPB- und c-myc-CTS konnte gezeigt werden, dass
Alien an beide Elemente rekrutiert wird, was zur Vermutung fiihrt, dass TR an diese
Elemente bindet (Abb. 4.8). Jedoch konnte Alien nur in der Anwesenheit von T3 auf diesen
Elementen prazipitiert werden, welches dem Zustand der Transkriptionsrepression
entspricht. Dies wirde bedeuten, dass der Cofaktor Alien, im Gegensatz zu SMRT und

NcoR, sowohl auf einem pTRE als auch auf einem nTRE als Corepressor fungiert.
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T3

Abb. 4.8: Der Corepressor Alien wird an die APP- und c-myc-Gene nur in der Anwesenheit von
T3 rekrutiert.

Fir die ChlP-Analyse wurde Chromatin von N2ap-Zellen, die in hormonfreiem Medium oder fir 1 h in
der Anwesenheit von 10° M T3 kultiviert wurden, verwendet. Der Zellextrakt wurde fiir die
Prazipitation mit 5 pg anti Alien-Antikdrper oder 5 pl Prdimmunserum inkubiert. 10% der
Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit Primern spezfisch fir die
APP-CTS (APP) oder c-myc-Bindestelle A (c-myc). Fur die PCR-Reaktion wurde je 1 ul des
verdinnten Inputs (1:50, 1:100), der aufgereinigten Prazipitate (oo Alien, Praimmunserum) und als
Negativkontrolle ein Ansatz mit Wasser (H,O) verwendet.

Unter Verwendung eines Antikorpers gegen acetyliertes Histon H4 in der ChIP-Analyse
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der N2ap-Zellen mit T3 zu einem starken
Anstieg der Acetylierung fiihrt, sowohl im Bereich der CTS des APPf-Promotors als auch der
c-myc-Bindestelle A (Abb. 4.9). Ein Anstieg der Histon H4-Acetylierung korreliert im
Allgemeinen mit Transkriptionsaktivitdt. Da jedoch die T3-Behandlung zu einer Reprimierung
der Genexpression flihrt, kann dieser Anstieg der Acetylierung nur mit dem Befund erklart
werden, dass Cofaktoren und Histonmodifizierungen auf Promotoren von hormonregulierten
Genen in Wellen rekrutiert werden, wie es im Detail fur den Cstrogenrezeptor studiert wurde,

ein Effekt, der als Transkriptionsuhr bezeichnet wird (Metivier et al., 2003).
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Abb. 4.9: Die Anwesenheit von T3 fiihrt zur Zunahme der Histon H4-Acetylierung an
kombinierten CTCF/TR-Bindestellen von APP und c-myc.

Fir die ChlP-Analyse wurde Chromatin von N2ap-Zellen, die in hormonfreiem Medium oder fir 1 h in
der Anwesenheit von 10° M T3 kultiviert wurden, verwendet. Der Zellextrakt wurde fiir die
Prazipitation mit 5 pg anti H4ac-Antikdrper oder 5 pl Praimmunserum inkubiert. 10% der
Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit Primern spezfisch fir die
APP-CTS (APP) oder c-myc-Bindestelle A (c-myc). Fir die PCR-Reaktion wurde je 1 ul des
verdinnten Inputs (1:10, 1:50), der aufgereinigten Prazipitate (o« H4ac, Praimmunserum) und als
Negativkontrolle ein Ansatz ohne Template (H,O) verwendet.

Die T3-regulierte Bindung des Corepressors Alien und die Histon H4-Acetylierung nach T3-
Zugabe in Kombination mit den in vitro- und in vivo-DNA-Bindungsdaten flhren zur
Annahme, dass die murinen Gene APPB und c-myc zwei neue kombinierte CTCF/TR-

Bindestellen enthalten.
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4.2 Episomen mit einem GFP-Reportergen als Modell zur Untersuchung der
Enhancer-Blockade

Um den Einfluss von CTCF und TR auf die Enhancer-Blockade zu untersuchen und
herauszufinden, wie T3 diesen Mechanismus beeinflussen kann, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Modell fiir die Enhancer-Blockade etabliert. Es wurden bereits Plasmide in der
transienten Transfektion in Zellkulturen eingesetzt, um die Enhancer-Blockade zu
untersuchen. Jedoch haben transient transfizierte Plasmide den Nachteil, dass sie keine
geordnete Chromatinstruktur ausbilden. Demgegenliber haben stabil integrierte Plasmide
den Nachteil, dass sie dem Einfluss der Integrationsstelle unterworfen sind und durch die
Integration zellulare Funktionen beeinflussen kénnen. Aus diesen Griinden wurden bereits
extrachromosomale Plasmide mit viralen Regulationssequenzen, die nicht ins Wirtsgenom
integrieren, aber dennoch eine geordnete Chromosomenstruktur ausbilden, zur
Untersuchung der Enhancer-Blockade ausgewahlt. Diese ermdglichen demnach die Analyse
der transkriptionellen Regulation im Hintergrund geordneter Chromosomenstruktur
unabhangig von einer Integrationsstelle im Genom.

Der episomale Vektor pREPH19-A besitzt einen viralen Replikationsursprung (ori) und ein
nukleares Antigen, welche zusammen die extrachromosomale Replikation gewahrleisten,
sowie ein destabilisiertes GFP als Reportergen, dessen Halbwertszeit kirzer ist als die des
wt GFPs (Abb. 4.10). Dies hat den Vorteil, dass Einflisse auf den Reporter unmittelbar
sichtbar werden. In den parentalen Vektor pREPH19-A wurde zwischen dem SV40-
Enhancer und dem Promotor des dGFPs das sog. H19 Minigen kloniert, das die Imprinting
Control Region (ICR) des H19/Igf2 Locus inklusive von vier CTS beinhaltet (Kanduri et al.,
2000) (Abb. 4.10). Im Vektor pPREPH19-A kann der Enhancer nicht nur das Hygromycin-
Resistenzgen, das fiur eine mogliche Selektion wichtig ist, sondern auch das Reportergen
aktivieren. Jedoch wird der Enhancer im Konstrukt pREPH19-B hinsichtlich der dGFP-
Expression, aber nicht der Hygromycin-Resistenz, durch den dazwischen liegenden Isolator
(ICR) blockiert.

pREPH19-A -EBV ori~ EBNA1 ~Enhancer~ Hygro ~MCSH dGFP }—

pREPH19-B HEBV oriEBNA1 —Enhancer—|_Hyaro |- ICR HIGGEPI—

Abb. 4.10: Schematische Darstellung der Episomen mit GFP-Reportergen (Kanduri et al., 2000).
Im episomalen Vektor pPREPH19-A kann der Enhancer das Hygromycin-Resistenzgen und das dGFP-
Reportgen aktivieren. Durch Positionierung der H19/Igf2 ICR mit vier CTS zwischen Enhancer und
Promotor des dGFPs kann durch Bindung von CTCF die Expression des Reportergens blockiert
werden. Der Eppstein Barr-Virus ori (EBV ori) und das nuclear antigen 1 (EBNA1) gewahrleistet die
extrachromosomale Replikation.
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4.2.1 FACS-Analyse der Episomen mit GFP-Reportergen und ICR-Isolator

Die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade und ihre Modulationsmoéglichkeiten kdénnen
anhand des Reportergens getestet werden. Zellen, die dGFP exprimieren kénnen mittels
FACS-Analyse gezahlt und ihre Expressionsrate anhand der Fluoreszenz ermittelt werden.
Die Verwendung des destabilisierten GFPs verhindert eine Akkumulation in den Zellen. Fir
transiente Transfektionen in humane Choriokarzinoma-Zellen (JEG3) wurden der parentale
episomale Vektor pPREPH19-A und der Vektor pPREPH19-B, der die CTS zwischen Enhancer
und Promotor besitzt, verwendet. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fur die FACS-
Analyse geerntet. Der Hintergrund an Autofluoreszenz der Zellen wurde anhand der Analyse
von mit Trager-DNA transfizierten Zellen gemessen und in einem Wertebereich R1 (siehe
Abb. 4.11A) zusammengefasst. Eine Abbildung der gemessenen Fluoreszenz jeder
einzelnen Zelle im Koordinatensystem (X-Achse Intensitat der Fluoreszenz gegen Y-Achse)
war daraufhin mdglich. Die Anzahl der Zellen, die sich in der Region R2 befinden (Bereich
zwischen X-Achse und Region R1), entsprachen Zellen, die GFP exprimieren.

Es wurde beobachtet, dass die Transfektionen von Episomen keine einheitlichen Ergebnisse
zeigten. Dieser Umstand wurde darauf zurlickgefiihrt, dass die Transfektionseffizienz stark
schwankte. In manchen Fallen konnte beobachtet werden, dass mehr Zellen, die mit
Episomen ohne CTS ftransfiziert wurden, eine signifikante Fluoreszenz aufwiesen im
Vergleich zu Zellen, die mit pPREPH19-B Episomen (+CTS) transfiziert wurden (Abb. 4.11).
Diese Verminderung an GFP-exprimierenden Zellen ist auf die Blockade des Enhancers
durch CTCF zuruckzufuhren (Kanduri et al., 2000).

A

Trager-DNA

pREPH19-A (- CTS)

R crod|_acre

pREPH19-B (+ CTS)
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Abb. 4.11: FACS-Analyse der GFP-Episomen, Beispiel einer Transfektion mit hoher Effizienz.
Fir die Transfektion wurden JEG-3-Zellen in 6wells ausgesat und mit 5 ng Episomen mittels FUGENE
transfiziert. 48 h spater wurden die Zellen geerntet und die GFP-exprimierenden Zellen mittels
Durchflusscytometrie im FACS Calibur-Gerat gemessen. Es wurden jeweils 50.000 Zellen (Events)
gezahlt (A). Die Fluoreszenzintensitat jeder Zelle, die im Kanal FL-1 gemessen wurde, ist im Dotplot
dargestellt. Die Eigenfluoreszenz der mit Trager-DNA transfizierten Zellen wurde in der Region 1 (R1)
zusammengefasst und gleich null gesetzt. In Region 2 (R2) wurden die GFP-exprimierenden Zellen
gezahlt. (B) Quantifizierung der GFP-exprimierenden Zellen in den verschiedenen Transfektionen

4.2.2 Optimierung der Transfektionseffizienz der GFP-tragenden Episomen

Vorherige Untersuchungen zeigten, dass die Transfektionsfeffizienz von Episomen mittels
FUGENE stark variierten. Damit die episomalen Vektoren mit GFP-Reportergen zur
Untersuchung der Enhancer-Blockade verwenden zu kdénnen, musste die
Transfektionseffizienz optimiert werden. Dies gewahrleistet, dass auch geringe Einflisse auf
das Reportergen messbar sind. Humane Choriocarcinoma-Zellen wurden hierfir mit
verschiedenen Methoden mit Episomen transfiziert und die Anzahl an GFP-exprimierenden
Zellen per FACS-Analyse ermittelt (siehe oben). Die in der Literatur am haufigsten
verwendete Calciumphosphat-Methode unter Einsatz von verschiedenen Mengen an
Episomen erzielte nur max. 2% GFP-exprimierende Zellen im Falle des pREPH19-A (Abb.
4.12A). Die Verwendung verschiedener Transfektionsmethoden, die auf dem Einschleusen
fremder DNA durch Liposomen basiert (z.B. Metafectene), flihrte zu einer
Transfektionseffizienz unter 1% (Abb. 4.12B). Diese geringe Anzahl an GFP-exprimierenden
Zellen konnte fir weitere Untersuchungen nicht verwendet werden, da kein statistisch
signifikanter Unterschied zur Eigenfluoreszenz der Zellen vorlag. Erst die Transfektion der
Episomen mit dem Liposomenreagenz FUGENE fiihrte zu einer Transfektionseffizienz tber
2% (Daten nicht abgebildet). Um die Transfektionseffizienz noch weiter zu erhéhen, wurde
daraufhin eine Cotransfektion der Episomen mit einem Vektor, der ein Puromycin-

Resistenzgen tragt, durchgefiihrt. Nach der Transfektion mit FUGENE fand eine Selektion mit
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Puromycin fur 3 Tage statt, anschliefend wurde die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen
ermittelt. Auf diese Weise konnte die hdchste Transfektionseffizienz erzielt werden: die
Transfektion des Vektors ohne CTS flhrte zu 10-12% GFP-exprimierenden Zellen, die unter
Verwendung des Vektors mit CTS durch die Enhancer Blockade auf 2-8% GFP-
exprimierende Zellen reduziert wurden (Abb. 4.12C). Da sich die Verwendung von 0,6 pl
FUGENE/ug Plasmid als optimal erwies, wurden diese Bedingungen fur die weiteren

Experimente gewahilt.
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Abb. 4.12: Optimierung der Transfektionseffizienz anhand verschiedener Transfer-Methoden.
JEG3-Zellen wurden in 6wells ausgesat und mit der CaPO,-Methode (A), Metafectene (B) oder
FuGene (C) entsprechend der Herstellerangaben transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet
und im FACS-Gerat analysiert. Die GFP-exprimierenden Zellen wurden ermittelt und quantifiziert. Far
die FUGENE-Transfektion wurden neben 5 pg episomalem Vektor zusatzlich 1,7 pg Puromycin-
Resistenzvektor (pPuro) cotransfiziert und anschlieRend fir 3 Tage mit 1 pg Puromycin/ml Medium
selektiert. Daraufhin wurden die Zellen geerntet und im FACS-Geréat analysiert.

4.2.3 JEG3-Zellen enthalten funktionellen TR

Fur die weitere Nutzung des etablierten Transfektionssystems in humanen Choriocarzinoma-
Zellen far die Untersuchung von kombinierten CTCF/TR-Bindestellen musste
herausgefunden werden, ob diese Zellen funktionellen TR enthalten. HierfGr wurden JEG3-
Zellen mit einem Plasmid transfiziert, das vor dem Luciferase-Reportergen Bindestellen fiir
den TR besitzt. Der Einfluss eines mdglicherweise vorhandenen TRs auf die
Transkriptionsaktivitat des Reporters kann somit nachgewiesen werden. Die Zellen wurden
in Hormon-depletiertem Medium kultiviert und nach der Transfektion flir 48 h mit bzw. ohne
Hormon behandelt. Als Positivkontrolle wurde ein Expressionsvektor fir TR cotransfiziert.
Die Anwesenheit von TRIAC, einem T3-Analogon, fihrte zu starker Aktivierung des
Reportergens sowohl in JEG3-Zellen als auch in den JEG3-Zellen, die mit TR cotransfiziert
wurden (Abb. 4.13). Diese T3-bedingte Transaktivierung ist auf die Anwesenheit von
funktionellem TR in JEGS3-Zellen zurickzufihren. Somit kann das etablierte
Transfektionssystem auch zur Untersuchung von TR/T3-Einflissen auf die Enhancer-

Blockade genutzt werden.
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Abb. 4.13: JEG3-Zellen enthalten funktionellen TR.

JEG3-Zellen wurden in 6wells mit 1 pg (DR4),tk-luc Reporterplasmid mit (TR) oder ohne (-) 0,2 ug
TR-Expressionsplasmid transfiziert. Die Zellen wurden in Hormon-depletiertem Medium oder in der
Anwesenheit von 10°M TRIAC kultiviert und nach 48 h geerntet. Die Luciferaseaktivitat wurde im
Luminometer nachgewiesen.

424 FACS-Analyse nach Transfektion der GFP-tragenden Episomen mit
kombinierten CTCF/TR-Bindestellen

Um den Einfluss von CTCF und TR auf die Enhancer-Blockade, die von zusammengesetzen
Bindestellen ausgelbt wird, zu untersuchen, wurden die bereits publizierten Isolatoren des
Hihner-Lysozymgens und des humanen c-myc-Gens herangezogen. F1F2 und TR-N
wurden in beiden Orientierungen in den parentalen episomalen Vektor pREPH19-A analog
zur murinen ICR (pREPH19-B) kloniert, sodass diese Isolatoren zwischen SV40-Enhancer
und Promotor des GFP-Gens positioniert sind und in der Lage sein sollten, Enhancer-
Blockade auszuuben (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Schematische Darstellung der GFP-tragenden Episomen mit kombinierten CTCF/TR-
Bindestellen.

In den episomalen Vektor pPREPH19-A wurden die CTCF/TR-Bindestellen des humanen c-myc-Gens
(N-TR) und des Huhner-Lysozymgens (F1F2) zwischen Enhancer und Promotor des dGFP-
Reportergens kloniert. Die Integration erfolgte in beiden Orientierungen. Im Falle einer Enhancer-
Blockade durch die Isolatorelemente sollte der Enhancer fir das Reportergen blockiert werden.

Zuerst wurde der Einfluss von T3 auf die Vektoren pREPH19-A/B untersucht, die keine TR-
Bindestellen besitzen, um sicherzustellen, dass etwaige Hormoneffekte unter Verwendung
der CTCF/TR-Episomen tatsachlich auf die Bindung von TR zurlickzuflihren sind. JEG3-
Zellen wurden mit pPREPH19-A/B transfiziert und vor Analyse der Zellen im FACS flr 48 h mit
TRIAC behandelt oder ohne Hormon kultiviert. Bei der Ermittlung der Anzahl der
fluoreszierenden Zellen ergab sich ein Unterschied zwischen der Behandlung der Zellen mit
und ohne Hormon (Abb. 4.15). Daher missen diese Vektoren bei weiteren Experimenten als
Kontrolle verwendet werden. Nur ein Hormoneffekt, der signifikant Gber dem beobachtetem
T3-Effekt auf pPREPH19-A/B liegt, kann auf ein vorhandenes TRE zurlickgefliihrt werden.
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Abb. 4.15: T3 hat einen Einfluss auf die episomalen Vektoren ohne TR-Bindestelle

JEG3-Zellen wurden in 6wells ausgesat, mit FUGENE transfiziert und fir 3 Tage mit Puromycin
selektioniert. Nach 48 h in der An- oder Abwesenheit von 10°M TRIAC wurden die Zellen geerntet
und im FACS-Gerat analysiert. Die GFP-exprimierenden Zellen wurden ermittelt und quantifiziert.
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Fur die Untersuchung der durch die zusammengesetzten CTCF/TR-Bindestellen vermittelte
Enhancer-Blockade wurden JEG3-Zellen mit den Episomen pREP-F1F2, pREP-F2F1,
pREP-TR-N und pREP-N-TR transfiziert und fir 48 h mit oder ohne Hormon kultiviert. Die
FACS-Analyse der GFP-exprimierenden Zellen ergab uneinheitliche Ergebnisse mit hohem
statistischem Fehler. In einigen Fallen war zu beobachten, dass Zellen, die mit CTCF/TR-
Bindestellen enthaltenden Vektoren transfiziert wurden, in Abwesenheit von Hormon im
Vergleich zum pREPH19-A weniger GFP-Expression aufwiesen. Diese Enhancer-Blockade
erwies sich in einigen Fallen auch als hormonsensitiv, sodass die Inkubation mit TRIAC zu
einer Erhéhung der Reportergenaktivitat fihrte (Daten nicht abgebildet). Jedoch waren diese
Ergebnisse nicht immer zu beobachten und die Transfektionseffizienz sank trotz
Cotransfektion des Puromycin-Resistenzvektors auf unter 2% (Abb. 4.16). Daher wurde im
Folgenden versucht, ein Modellsystem zu etablieren, das sich zur reproduzierbaren

Untersuchung der hormonsensitiven Enhancer-Blockade eignet.
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Abb. 4.16: Transfektion von Episomen mit zusammengesetzten TR/ICTCF-Bindestellen
JEG3-Zellen wurden in 6wells ausgesat und mittels FuGene mit 5 ug Episom und 1,7 ng pPuro
transfiziert. Nach 3tagiger Puromycin-Selektion (1 pg/ml Medium) wurden die Zellen geerntet und im
FACS-Gerat analysiert. Die GFP-exprimierenden Zellen wurden ermittelt und quantifiziert.
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4.3 Episomen mit Luciferase-Reportergen als Modell zur Untersuchung der
Enhancer-Blockade

Um eine weitere und reproduzierbarere Analysemethode basierend auf dem episomalen
System zur Untersuchung der hormonsensitiven Enhancer-Blockade zu etablieren, wurde
der kommerzielle Vektor pREP4 verwendet. Zuerst wurden verschiedene CTCF/TR-
Bindestellen in ein Derivat des kommerziellen Vektor pGL3-Control (p3a) so eingefligt, dass
der jeweilige Isolator zwischen SV40-Enhancer und -Promotor liegt. AnschlieRend wurde aus
diesem Vektor der Bereich ausgeschnitten, der Enhancer, Isolator und Luciferase-
Reportergen enthalt. Dieser Sequenzabschnitt wurde in den Vektor pREP4 kloniert, dem
zuvor der RSV-Promotor sowie die Polyadenylierungsstelle entfernt worden war (pREP4-ss).
Der Kontrollvektor pREP-Luc entstand durch Einfligen des SV40-Enhancers und -Promotors
des p3a in den pREP4-Vektor und enthielt folglich keine CTCF/TR-Bindestelle. Analog
wurden die Konstrukte teilweise auch ohne Enhancer kloniert. Dies wurde durch
Herausschneiden der Inserts aus dem p3a-Vektor ohne SV40-Enhancer gewéhrleistet
(Abb. 4.17).

4.3.1 Episomale Vektoren mit moglicher kombinierter CTCF/TR-Bindestelle des

murinen APPS-Promotors

Fir eine funktionelle Analyse der bereits hinsichtlich der Bindung von CTCF und TR
charakterisierten Bindestellen des murinen APP-Promotors (siehe 4.1) in Bezug auf
Ausubung der Enhancer-Blockade, wurden diese Bindestellen als Monomer oder
multimerisiert Gber Subklonierung mittels des p3a-Vektors in den parentalen Vektor pREP4
kloniert. Als Kontrolle fir den Einfluss der CTCF-Bindung wurde ebenfalls die bereits
charakterisierte CTS-Mutation (siehe 4.1.3) in das episomale System kloniert (Abb. 4.17).

PREP-4xAPP  —{EBVIgH}—{EBNAT Himtarass} - 4x D=5 7S HEmange-
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Abb. 4.17: Schematische Darstellung der Luciferase-Episomen mit kombinierten CTCF/TR-
Bindestelle des murinen APPS Promotors.

In den p3a-Vektor wurde die wt oder mutierte CTCF/TR-Bindestelle des murinen APPB-Promotors
zwischen SV40-Enhancer und Promotor des Luciferase-Reportergens kloniert. Das Enhancer-Isolator-
Promotor-Gen-Element wurde daraufhin ausgeschnitten und in den episomalen Vektor pREP4
kloniert. Sterne reprasentieren 3 Nukleotide, die innerhalb der CTS ausgetauscht wurden und so die
CTCF-Bindung verhindern.
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4.3.2 CTCF/TR-Bindestellen im APPB-Promotor vermitteln eine Zelltyp-spezifische

Enhancer-Blockade im episomalen System

Zunachst wurden die Episomen mit den APP-Bindestellen transient in N2ap-Zellen
eingebracht und der Einfluss der CTCF/TR-Bindestellen auf das Reportergen zunachst in
Abwesenheit von Hormon untersucht. Im Vergleich zur Luciferase-Expression von pREP-Luc
war bei Verwendung der Episomen mit APP-CTCF/TR-Bindestellen immer eine niedrigere

Expression zu beobachten (Abb. 4.18). Dies ist auf eine Enhancer-Blockade zurlickzuflhren.
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Abb. 4.18: Die kombinierte CTCF/TR-Bindestelle des murinen APPB3-Promotors vermittelt im
episomalen System Enhancer-Blockade.

N2ap-Zellen wurden in 6éwells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. 48 h spater wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer
analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREPIuc) wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-4xAPP ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von
cotransfizierter -Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

Da flr CTCF ein aktivierender Einfluss auf die APP-Expression in COS-1-Zellen beschrieben
wurde (Vostrov and Quitschke, 1997), wurden die murinen APP-Episomen auch in diese
Zelllinie transfiziert. Hier fihrte die Anwesenheit der CTCF/TR-Bindestelle im Vergleich zum
pREP-Luc Vektor nicht zur Enhancer-Blockade, sondern zu einer Aktivierung der Luciferase-
Expression (Abb. 4.19). Damit ist dieses Ergebnis konform mit friheren Studien, die eine
Aktivierung durch CTCF beschreiben. Die Regulierung der APP-Expression durch CTCF

scheint somit zelltyp-spezifisch zu sein.
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Abb. 4.19: APP-CTCF/TR-Bindestellen vermitteln eine Zelltyp-abhangige Enhancer-Blockade im
episomalen System

N2aB- und COS-1-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 pg
episomalem Reporter transfiziert. 48 h spater wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitat im
Luminometer analysiert. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter (-
Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 png) normalisiert.

Nachdem gezeigt wurde, dass die APP-CTCF/TR-Bindestelle Enhancer-Blockade im
episomalen System vermittelt, sollte der Einfluss der CTCF-Bindung auf diesen
Mechanismus untersucht werden. Unter Verwendung der Episomen mit mutierter CTCF- und
wt TR-Bindestelle konnte gezeigt werden, dass CTCF fur die Enhancer-Blockade
verantwortlich ist, da die mutierte CTS (vgl. Abschnitt 4.1.3) keine Enhancer-Blockade zeigte
(Abb. 4.20).
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Abb. 4.20: Die CTCF-Bindung ist fiir die durch APP vermittelte Enhancer-Blockade in N2ap-
Zellen notwendig.

N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. 48 h spater wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer
analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-Luc) wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-APP und pREP-APPmut ermittelt. Die Transfektionseffizienz
wurde mit Hilfe von cotransfizierter g-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ng) normalisiert.
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4.3.3 CTCF/TR-Bindestellen im APPp-Promotor zeigen keine hormonsensitive

Enhancer-Blockade im episomalen System

Um zu untersuchen, ob im murinen APP ein funktionelles Zusammenspiel der CTCF- und
TR-Bindestellen hinsichtlich der Enhancer-Blockade existiert, wurden in einer Reihe von
Ansatzen die APP-Episomen zusammen mit verschiedenen Rezeptoren (TR, RXR, RAR,
LXR) transfiziert und mit den entsprechenden Liganden inkubiert. AnschlieRend wurde die
Luciferase-Expression gemessen und berechnet, ob die Anwesenheit von Hormon im
Vergleich zur Abwesenheit von Hormon zu einem Anstieg der Genexpression fuhrt. Dies
wurde einer Aufhebung der Enhancer-Blockade durch Hormon entsprechen, wie es bereits
fur das zusammengesetze F1F2-Element des Huhner-Lysozymgens beschrieben wurde
(Lutz et al.,, 2003). Jedoch ergab die Untersuchung der verschiedenen Rezeptoren und
Liganden unter Verwendung verschiedener Mengen, Zeiten und Zellen keinen
reproduzierbaren Hormoneffekt auf die durch CTCF vermittelte Enhancer-Blockade (Daten
nicht abgebildet). Somit ist bis hier nicht klar, ob sich im murinen APPB-Promotor ein
funktionelles TRE befindet und ob es einen Einfluss auf die CTCF-vermittelte Enhancer-

Blockade besitzt.

4.3.4 Episomale Vektoren mit kombinierter CTCF/TR-Bindestelle des Huhner-
Lysozymgens
Die genauere Charakterisierung einer bereits definierten CTCF/TR-Bindestelle hinsichtlich
der hormonsensitiven Enhancer-Blockade erfolgte mittels des episomalen Systems. Hierflr
wurden die CTCF- und TR-Bindestellen des Hiuhner-Lysozymgens (F1F2) als Monomer oder
multimerisiert in den episomalen Vektor pREP-Luc zwischen SV40-Enhancer und -Promotor
kloniert. Um eine durch CTCF vermittelte Genrepression dokumentieren zu kénnen, wurden
alle Konstrukte auch ohne SV40-Enhancer hergestellt. Hierdurch konnte nun unterschieden
werden, ob eine verminderte Genexpression auf eine Promotorrepression (Konstrukt ohne
Enhancer) oder Enhancer-Blockade (Konstrukt mit Enhancer) zurtickzufiihren ist (Abb. 4.21;

siehe auch Diskussion).
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Abb. 4.21: Schematische Darstellung der Luciferase-Episomen mit kombinierten CTCF/TR-
Bindestelle des Hiihner-Lysozymsilencers

In den p3a-Vektor wurde die monomere oder multimerisierte CTCF/TR-Bindestelle des Hihner-
Lysozymsilencers zwischen SV40-Enhancer und Promotor des Luciferase-Reportergens kloniert. Das
Enhancer-Isolator-Promotor-Gen-Element oder Isolator-Promotor-Gen-Element wurde daraufhin
ausgeschnitten und in den episomalen Vektor pREP4-ss kloniert.

4.3.5 F1F2 vermittelt Enhancer-Blockade und Aufhebung der Enhancer-Blockade

auf Episomen

Da alle bisherigen Studien entweder am endogenen Lysozymlocus oder mit ins Genom
integrierter DNA durchgefiihrt wurden, musste zunachst getestet werden, ob F1F2 im
episomalen System eine hormonsensitive Enhancer Blockade ausibt. Hierflir wurden die
verschiedenen episomalen Reporterkonstrukte in N2ap-Zellen eingebracht und anschlie3end
fir 48 h ohne Hormon oder in Anwesenheit von 10° M T3 kultiviert. Nach Ernte der Zellen
wurde Uber die Luciferase-Expression im Vergleich zum episomalen Vektor ohne CTCF/TR-
Bindestellen das Ausmald der Enhancer-Blockade ermittelt. Das F1F2-Element fiihrte ohne
Hormon zu einer ca. 3fachen Enhancer-Blockade, wahrend die multimerisierte Bindestelle
sogar eine etwa 20fache Blockade ausibte (Abb. 4.22). In beiden Fallen flhrte die
Inkubation mit T3 zu einer vollstdndigen Aufhebung der Enhancer-Blockade. Dies bedeutet,
dass das episomale System den endogenen Locus imitiert und diese Vektoren zur

genaueren Analyse der hormonsensitiven Enhancer-Blockade genutzt werden kénnen.



ERGEBNISSE 87

20 A

151 m-T3
O+ T3

fach Enhancer-Blockade

o, mme——

pREP-Luc pREP-F1F2 pREP-5xF1F2

Abb. 4.22: F1F2 vermittelt hormonsensitive Enhancer-Blockade in episomalen Vektoren

N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10°® M T3 wurden die
Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdit im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-F1F2 und -5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde

mit Hilfe von cotransfizierter p-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ug) normalisiert.

Um den Einfluss von CTCF auf die Luciferase-Aktivitdt durch Genreprimierung zu
untersuchen, wurden die Vektoren ohne Enhancer transfiziert und die Intensitat der
Repression (-enh) und der Enhancer-Blockade (+enh) gegenilbergestellt. Es wurde
beobachtet, dass CTCF im episomalen System 2fach (F1F2) bzw. 4fach (5xF1F2)
Repression auslibt, die aber durch die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade jeweils deutlich
Ubertroffen wird (Abb. 4.23). Der Hauptanteil an negativer Regulation in diesem System

macht damit die Enhancer-Blockade aus.
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Abb. 4.23: Die durch F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade liberwiegt den Repressionseffekt.
N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10°® M T3 wurden die
Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc-enh/pREP-Luc+enh) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1
gesetzt und die relative Enhancer-Blockade von pREP-F1F2+enh und -5xF1F2+enh bzw. Repression
pREP-F1F2-enh und pREP-5xF1F2-enh ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von
cotransfizierter -Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

Da bei Transfektionen der Episomen mit APPB-Bindestellen zellspezifische Unterschiede in
der Enhancer-Blockade zu beobachten waren, wurden die F1F2-enthaltenden Episomen
ebenfalls in verschiedene Zelllinien eingebracht. Augenscheinlich war, dass F1F2 in einer
Reihe von Zellen eine hormonsensitive Enhancer-Blockade ausubt, die sich nur hinsichtlich
der Blockade-Intensitat voneinander unterschied (2-4fach) (Abb. 4.24). In JEG3-Zellen
jedoch, die fUr die Transfektion von GFP-Episomen verwendet wurden, war eine sehr starke
Enhancer-Blockade zu beobachten, die aber nicht durch T3 aufgehoben werden konnte
(Abb. 4.24B). Da JEGS3-Zellen funktionellen TR enthalten (siehe 4.1), ist die konstitutive
Enhancer-Blockade vermutlich auf eine andere Zusammensetzung an Cofaktoren in dieser

Zelllinie zurtckzufiuhren.



ERGEBNISSE 89

45 1
A N 293T
3,5 1
2,5 4

2 4
1,5 1

1-
0,5 1
—|

pREP-Luc pREP-5xF1F 2

30 -
B JEG3
25

m-T3
O+T13

fach Enhan cer Blockade
o w

20 4
m-T3
o+ T3

15

10 A

fach Enhancer Blockade

pREP-Luc pREP-5xF1F2

25 NIH3T3

m-T3
O+ T3

fach Enhancer Blockade
3

pREP-Luc pREP-5xF1F2

3] MEF
25

m-T3

1,54 O+T3

1
> r
0

pREP-LuC pREP-5xF1F2

fach Enhancer Blockade

Abb. 4.24: Die Intensitat der F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade variiert in verschiedenen
Zelllinien.

293T- (A), JEG3- (B), NIH3T3- (C) und MEF-Zellen (D) wurden in 6wells in hormonfreiem Medium
ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter transfiziert. Fir 293T-, JEG3- und NIH3T3-Zellen wurde
die CaPO4-Methode angewandt, wohingegen MEF-Zellen mit JetPEI transfiziert wurden. Nach 48 h
Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10°® M T3 wurden die Zellen geerntet und die
Luciferaseaktivitat im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-
Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade von
pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase
(pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.
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4.4 Episomales Chromatin erlaubt die Analyse der Enhancer-Blockade

Es wurde bereits mit stabil integrierten Plasmiden, die das F1F2-Element tragen, gezeigt,
dass die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade T3-sensitiv ist (Lutz et al., 2003). Nun
konnten diese Ergebnisse auch im episomalen System bestatigt werden (siehe oben) und

das System fur weitere Analysen genutzt werden.

4.4.1 Knock-down von CTCF flihrt zu einer Senkung der F1F2-vermittelten

Enhancer-Blockade

Eine Senkung der CTCF-Proteinmenge kann auf RNA-Ebene durch siRNA vermittelt
werden. Da eine Langzeit-Herunterregulierung von CTCF negative Konsequenzen fir die
Zelle hat (Rasko et al., 2001), wurde eine durch Tetrazyklin regulierbare Expression der
Haarnadelschleifen-RNA gewahlt. Nach Transfektion der episomalen Vektoren in 293T-
Zellen, die stabil mit dem induzierbaren siRNA-System gegen CTCF transfiziert wurden,
erfolgte die Induktion durch Tetrazyklin fir 24 oder 48 h. Zur Kontrolle des Knock-downs
wurden parallel Zellen fir den Nachweis der CTCF- Proteinmenge einem Western Blot
unterzogen. Die CTCF-Proteinmenge war nach 48 h auf ca. 50% reduziert (Abb. 4.25A) und
hatte eine Reduktion der CTCF-vermittelten Enhancer-Blockade um ca. 50% zur Folge (Abb.
4.25B). Dies legt die Vermutung nahe, dass CTCF fir die Vermittlung der Enhancer-

Blockade im episomalen System verantwortlich ist.

x 48 h

a gapdh
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Abb. 4.25: Die F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade wird durch CTCF Knock-down vermindert.
(A) 293T-Zellen, die stabil das Tet-induzierbare siRNA-System gegen CTCF integriert haben, wurden
in 6wells kultiviert und fur 48 h mit Tet induziert oder nicht behandelt. AnschlieRend wurde daraus
Ganzzellextrakt gewonnen und fir einen Western Blot eingesetzt. Um die CTCF-Proteinmenge
nachzuweisen, wurde ein anti CTCF-Antikérper eingesetzt. Die gleiche Ladung der Proben wurde
unter Verwendung eines AntikOrpers gegen das ubiquitar exprimierte Protein GAPDH demonstriert.
(B) 293T-Zellen, die stabil das Tet-induzierbare siRNA-System gegen CTCF integriert haben, wurden
in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit der CaPO,-Methode mit 1 pg episomalen
Reporter und 0,2 Elg TR-Expressionsvektor transfiziert. Nach 48 h Kultivierung in An- oder
Abwesenheit von 10™ M T3 wurden die Zellen, die entweder durch Tet induziert wurden oder ohne Tet
wuchsen, geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in der An- und Abwesenheit von T3 und Tet wurde gleich 1 gesetzt
und die relative Enhancer-Blockade von pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit
Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ug) normalisiert.

Dieses Ergebnis konnte auch in transienten siRNA-Experimenten und Cotransfektion von
F1F2-enthaltenden Episomen bestatigt werden. Dies bedeutet, dass nicht das stabil in 293T-
Zellen integrierte siRNA-System verwendet wurde, sondern auf eine transiente Transfektion
des Tet-Repressors und des siRNA-exprimierenden Vektors in 293T-Zellen zurlickgegriffen
wurde. Hierflr wurde der durch siRNA-bedingte Knock-down von CTCF in den Zellen flr 72
h durch Tetracylin induziert. Im Vergleich zu nicht mit siRNA-behandelten Zellen konnte hier

eine vollige Aufhebung der Enhancer-Blockade beobachtet werden (Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Die F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade wird durch einen transienten CTCF Knock-
down tiber 72 h voéllig aufgehoben.

293T-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit der CaPO,-Methode mit
0,5 ug pCDNA6-TR, 0,5 pg pSUP-siRNA2, 1 ug episomalen Reporter und 0,2 pug TR-
Expressionsvektor transfiziert. Nach 72 h Kultivierung in An- oder Abwesenheit von 10 M T3 wurden
die Zellen, die entweder durch Tet induziert wurden oder ohne Tet wuchsen, geerntet und die
Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-
Luc) in An- und Abwesenheit von T3 und siRNA wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-
Blockade von pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter (3-
Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 png) normalisiert.

4.4.2 Uberexprimierung von CTCF erhéht die Enhancer-Blockade

Die Herunterregulierung von CTCF hat zur Folge, dass die Enhancer-Blockade abnimmt. Um
noch weitergehend zu bestatigen, dass CTCF der Faktor ist, der die Enhancer-Blockade
auslibt, wurde nun der Einfluss einer CTCF-Uberexprimierung auf dieses System untersucht.
Hierfir wurde ein Expressionsvektor fir CTCF zusammen mit dem episomalen
Reporterkonstrukt in N2a-Zellen eingebracht. Um einen mdglichen Anstieg in der Enhancer-
Blockade zu beobachten, wurden Konditionen gewahlt, bei denen die Enhancer-Blockade,
die durch das endogenes CTCF vermittelt wird, nicht gesattigt ist, d.h. eine vergleichsweise
niedrige Enhancer-Blockade messbar ist. Die Zellen wurden nach Transfektion fiir 48 h mit
Hormon behandelt oder ohne Hormon kultiviert. Die Cotransfektion mit einem
Expressionsvektor fir CTCF fiuhrte zu einem signifikanten, etwa 5fachem, Anstieg in der
Enhancer-Blockade (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: CTCF-Uberexpression erhéht die F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade

N2ap Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Zusatzlich wurden 0,5 ug pBK-CMV oder pBK-CMV-CTCF (ExpreSS|onspIasm|d fir CTCF)
cotransfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von 10°® M T3 wurden
die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in der An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe
von cotransfizierter p-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

Auch in dem zuvor verwendeten transienten siRNA-System in 239T-Zellen, das zu Knock-
down von CTCF und Aufhebung der Enhancer-Blockade flihrte, konnte die erneute
Expression von CTCF die Enhancer-Blockade wiederherstellen (Abb. 4.28). Diese
Ergebnisse bestatigen, dass in der Tat CTCF einer der Faktoren ist, die flir die Enhancer-
Blockade verantwortlich sind.

Die Kombination von siRNA gegen humanes CTCF und Expressionsvektor fur Hiuhner-CTCF
in Cotransfektionen mit episomalen Reportern erlaubt in Zukunft die Analyse von CTCF-

Varianten wie Punkt- oder Deletionsmutanten.



ERGEBNISSE 94

5 -
5
34-
[%]
o
mq |
8 ’ m-T3
E 2 - O+T3
[=
w
< 1
0 -
pREP-Luc pREP-Luc pREP-Luc pREP-5xF1F2 | pREP-5xF1F2 | pREP-5xF1F2
(-) siRNA siRNA+ CTCF siRNA+ CTCF

Abb. 4.28: CTCF-Expression stellt die durch CTCF-Knock down aufgehobene Enhancer-
Blockade wieder her.

293T-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit der CaPO,-Methode mit
0,5 ug pCDNAG-TR, 0,5 ug pSUP-siRNA2, 1 ug episomalen Reporter, 0,2 ug TR-Expressionsvektor
und teilweise 0,5 ug CTCF-Expressionsvektor transfiziert. Nach 72 h Kultivierung in An- oder
Abwesenheit von 10™ M T3 wurden die Zellen, die entweder durch Tet induziert wurden oder ohne Tet
wuchsen, geerntet und die Luciferaseaktivitat im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in An- und Abwesenheit von T3 und siRNA wurde gleich 1 gesetzt
und die relative Enhancer-Blockade von pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit
Hilfe von cotransfizierter -Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ug) normalisiert.

4.4.3 Stabile F1F2-Episomen Zellklone zeigen unterschiedliche Aktivierung durch
T3

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass die anfangliche Zahl von mehreren hundert
Episomen pro transfizierter Zelle durch Selektion mit einem geeigneten Antibiotikum und
Etablierung stabiler Klone, auf wenige Episomen pro Zelle sinkt, ohne dass die Episomen im
Genom integrieren. Um Zellen zu etablieren, die nur wenige Episomen besitzen und daher
mehr die natlrliche Genanordnung von zwei Kopien widerspiegeln, wurden stabile Zellklone
hergestellt. Hierfir wurden die episomalen Vektoren in N2a-Zellen transfiziert. Nach
Selektion der, mit den verschiedenen Episomen transfizierten, N2a-Zellen mit Hygromycin
fur 3 Wochen wurden einzelne Klone isoliert. Da in diesen N2a-Klonen kaum TR exprimiert
wird, wurden in einer zweiten Transfektion und Selektionsrunde ein Expressionsvektor flir
TRp und der Vektor pBK-CMV, der ein weiteres Resistenzgen (G418) besitzt stabil integriert.
Nach erneuter 3-woéchiger Selektion wurden einzelne Klone isoliert, fir 48 h mit T3 behandelt
oder ohne Hormon kultiviert und die Aktivitdt der Luciferase bestimmt. Zunachst wurde
beobachtet, dass die Klone unterschiedliche starke Reportergen-Aktivierung durch T3
aufwiesen (Abb. 4.29). Einige Klone zeigten tberhaupt keine T3-Antwort. Dies wiirde fir eine
Integration der Episomen an unterschiedliche Stellen im Genom sprechen. Des Weiteren
konnte in einigen Klonen keine Luciferaseaktivitait gemessen werden, was erneut auf eine

stabile Integration im Genom oder auf eine Methylierung, und somit Stilllegung, der
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Episomen zuriickzuflihren sein kdnnte. Sowohl von der Integration von Episomen ins Genom
als auch von der Methylierung von Episomen wurden von anderen Arbeitsgruppen berichtet
(Holmgren et al., 2001) (F. Fackelmayer, nicht publiziert). Zwei Klone (41, 411l) zeigten im
Vergleich zu den pREP-Luc Klonen eine verminderte Luciferaseaktvitdt ohne Hormon und
eine relativ starke Antwort auf T3, was einer Aufhebung der Enhancer-Blockade entsprechen
konnte (Abb. 4.29).

Um herauszufinden, ob sich in den stabilen Zellklonen noch intakte Episomen befinden,
wurde der sog. Hirt's Extrakt isoliert. Bei dieser Extraktionsmethode findet eine Anreicherung
von Minichromosomen im Uberstand statt. Dieser Uberstand wurde einer bakteriellen
Transformation unterzogen. Nur intakte Plasmide im Hirt's Extrakt fihren zum Wachstum
von Bakterienklonen. Diese Bakterienklone sollten dann Riickschlliisse auf intakte Episomen
zulassen. In der Tat konnten einige wenige Bakterienklone prapariert werden, aus denen die
Plasmide isoliert wurden. Jene wurden charakteristisch verdaut, konnten jedoch nicht den
enstprechenden Episomen zugeordnet werden. Auch weitere Analysen mittels PCR und
Southern Blot mit genomischer DNA der Klone konnten die stabilen Klone nicht weiter
charakterisieren.

Demnach sind Episomen-Klone vorhanden, die unterschiedlich auf T3 reagieren, von denen
jedoch nicht bekannt ist, ob die Episomen intakt sind, ins Genom integriert oder methyliert
wurden. Folglich wurde fur alle weiteren Versuche auf das bereits etablierte, transiente

Episomensystem zuriickgegriffen.
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Abb. 4.29: Stabile Episomen-Klone zeigen unterschiedlich Luciferaseaktivitéit in der An- und
Abwesenheit von T3.

N2a-Zellen wurden stabil mit 1 pg Reporterplasmid (pREP-Luc oder pREP-5xF1F2+enh) transfiziert.
Nach 3-wdchiger Hygromycin-Selektion (750 pg/ml Medium) wurden Klone isoliert. Diese Klone
wurden erneut mit einem Expressionsvektor fur TRB (1 pg) und einem Plasmid mit Neomycin-
Resistenzgen (pBK-CMV, 0,2 ng) transfiziert. Nach wiederum 3-wdchiger Selektion mit G418 (375
ug/ml) wurden Klone isoliert. Fir die Charakterisierung der Klone wurden sie in Hormon-depletiertem
Medium in 6wells ausgesat und fur 48 h in An- oder Abwesenheit von 10° M T3 kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitat im Luminometer analysiert. Die
Luciferasewerte wurden in Verhaltnis zum Gesamtprotein-Gehalt der Proben gesetzt, der durch die
Bradford-Methode ermittelt wurde.

4.4.4 CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade ist sensitiv gegenuber HDAC- und
Poly(ADP)Ribosylierungs-Inhibitoren

Es ist nachgewiesen worden, dass die CTCF-vermittelte Repressionsfunktion teilweise
sensitiv gegentber dem Histondeacetylasen (HDAC)-Inhibitor Trichostatin A (TSA) ist (Lutz
et al., 2000b). Darliber hinaus wurde gezeigt, dass CTCF in der Lage ist, HDAC-Aktivitat aus
HelLa Zellextrakt zu rekrutieren und in vitro mit Sin3A, einem Corepressor mit HDAC-
Aktivitat, zu interagieren (Lutz et al., 2000b). Daher war es interessant zu untersuchen, ob
TSA nicht nur einen Einfluss auf die CTCF-vermittelte Repression, sondern auch auf die
Enhancer-Blockade austibt. Bei Verwendung von TSA in Transfektionsexperimenten mit den
F1F2-enthaltenden Episomen, fiihrte dieser Inhibitor zu einer Herabsetzung der Enhancer-
Blockade um ca. 80% in hormonunbehandelten Zellen (Abb. 4.30). Dieses Ergebnis legt
nahe, dass HDACs nicht nur in die CTCF-vermittelte Repression, sondern auch in die
Enhancer-Blockade involviert sind.

Des Weiteren wurde kurzlich gezeigt, dass die poly(ADP)Ribose (PAR)-Modifizierung von
CTCF essentiell fur die Vermittlung der Enhancer-Blockade ist (Yu et al., 2004). Um dieses

Ergebnis im episomalen System zu bestatigen, wurde der Inhibitor der PAR-Polymerasen
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3-Aminobenzamid (3-ABA) fur Transfektionsversuche verwendet. Die durch F1F2-vermittelte
Enhancer-Blockade wurde um 30% durch die Verwendung von 3-ABA herabgesetzt (Abb.
4.30), was die bereits bestehenden Daten Uber die Bedeutung dieser Modifzierung fir die
Enhancer-Blockade unterstreicht.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass sowohl HDACs als auch die Aktivitat von PAR-

Polymerasen in die durch F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade involviert sind.

14 -
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fach Enhancer Blockade

pREP-Luc pREP- pREP-Luc pREP- pREP-Luc pREP-
5xF1F2 5xF1F2 5xF1F2

TSA TSA 3-ABA 3-ABA

Abb. 4.30: Die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade ist sensitiv gegeniiber TSA und 3-ABA.
N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Die Zellen wurden 8 h nach Transfektion mit 8 mM 3-ABA oder 100 ng TSA/mI Medium in
An- oder Abwesenheit von 10° M T3 kultiviert. Nach weiteren 16 h wurden die Zellen geerntet und die
Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-
Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade von
pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter 3-Galactosidase
(pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.
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4.5 CTCFund TR synergieren in der Enhancer-Blockade

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass CTCF und TR in Repressions- und
Aktivierungsmechanismen synergieren, wenn sie auf einer zusammengesetzten Bindestelle
agieren (Lutz et al., 2000a). Um den individuellen Einfluss von CTCF und TR auf die durch
das zusammengesetzte F1F2-Element vermittelte Enhancer-Blockade zu verstehen, wurden

die individuellen Bindestellen mutiert.

4.5.1 Mutation der CTCF-Bindestelle (F1) fuhrt zu einem Verlust der Enhancer-
Blockade

Fur die Aufthebung der Bindung von CTCF an seine Bindungsstelle, wurden 2 Nukleotide
innerhalb der F1-Bindestelle ausgetauscht (Abb. 4.31) und in Bandshift-Experimenten
hinsichtlich der in vitro-Bindung von E.coli-exprimierter GST-CTCF Zinkfinger-Doméane (GST-
CTCF ZF) untersucht. Die F1 wt-Bindestelle wird von GST-CTCF ZF gebunden. Diese
Bindung kann durch einen Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter F1 wt-Bindestelle, aber
nicht durch den gleichen Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter mutierter F1-Bindestelle
kompetiert werden (Abb. 4.31). Die CTCF-Bindung in vitro an die mutierte Bindestelle ist

demnach drastisch verringert.
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CTCF-Bindestelle:
wt 5 AGACACGTAAATACCATAGCTATCCAGTAGAGGTCTCAATTTCTTCA 3°
mut 5> AGACACGTAAATACCATAGCTATCCAGTAGAAATCTCAATTTCTTCA 3~

r &
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NN Kompetitor
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Abb. 4.31: Die CTCF-Bindung an das mutierte F1-Element ist reduziert.

0,5-2 ug E.coli-exprimiertes und aufgereinigtes GST oder GST-CTCF ZF wurden zusammen mit 10 ng
radioaktiv markiertem Oligonukleotid F1 inkubiert und anschlieBend auf einem 5%-igen PAA-Gel
aufgetragen. Fir Kompetitionsexperimente wurden die Ansatze zusatzlich mit 25 oder 100fach
Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter DNA-Sonde (F1 oder F1mut) versetzt. Der Pfeil markiert die
Laufhéhe von GST-CTCF ZF.

Die Daten wurden freundlicherweise von Oliver Klaus zur Verfligung gestellt.

Um zu testen, ob dieser Verlust an DNA-Bindung funktionelle Konsequenzen fur die
Enhancer-Blockade hat, wurden Transfektionsexperimente mit Episomen, die das F1F2-
oder F1mutF2-Element integriert haben, durchgefuhrt. Diese Versuche zeigten, dass im
Gegensatz zum wt F1F2-Element, das zu einer 6fachen Enhancer-Blockade fiihrte, die
F1mutF2-Bindestelle nicht in der Lage ist, eine signifikante Enhancer-Blockade zu vermitteln
(Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: Mutation der CTCF-Bindestelle fiihrt zum Verlust der Enhancer-Blockade.
N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die
Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (Vektor) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative
Enhancer-Blockade von pREP-F1F2 und -F1F2mut ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit
Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

4.5.2 Mutation der TR-Bindestelle (F2) fuhrt zu einem Verlust der Enhancer-
Blockade
Nachdem die Mutation der CTCF-Bindestelle, die die CTCF-Bindung in vitro verhinderte,

auch funktionell das erwartete Ergebnis erbrachte, dass namlich die Enhancer-Blockade
nicht mehr nachweisbar ist, sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss der TR auf die
Enhancer-Blockade austibt. Dazu erfolgte auch die Mutation des F2-Elements. Um die
Bindung von TR an seine Bindestelle zu unterbinden wurden die beiden Halbseiten der F2-
Elements, welches ein invertiertes Palindrom, getrennt durch 6 Nukleotide (IP6), darstellt,
mutiert (Abb. 4.33). Bandshift-Analysen mit der wt F2-Bindestelle zeigten, dass ein
Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter F2-Bindestelle die Bindung von GST-TR an
radioaktiv markierter F2-Probe kompetieren kann. Dagegen kann das mutierte, nicht
markierte F2-Element diese Bindung nicht kompetieren, auch nicht unter Einsatz von
hochmolarem Uberschuss (Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: Die TR-Bindung an das mutierte F2-Element ist reduziert.

0,5-2 pg E.coli-exprimiertes und aufgereinigtes GST oder GST-TR wurden zusammen mit 10 ng
radioaktiv markiertem Oligonukleotid F2 inkubiert und anschlieRend auf einem 5%-igen PAA-Gel
aufgetragen. Fir Kompetitionsexperimente wurden die Ansatze zusatzlich mit 100 und 400fach
Uberschuss an nicht-radioaktiv markierter DNA-Sonde (F2 oder F2mut) versetzt. Der Pfeil markiert die
Laufhdéhe von GST-TR.

Die Daten wurden freundlicherweise von Oliver Klaus zur Verfligung gestellt.

Durch die Verwendung eines F2-Elements, das TR nicht mehr binden kann, konnten die
funktionellen Konsequenzen der Abwesenheit eines benachbarten TRs fir die CTCF-
vermittelte Funktion in Ab- und Anwesenheit von Hormon getestet werden. Es wurde
erwartet, dass ein lIsolator, der aus einer wt F1- und mutierter F2-Bindestelle besteht,
Enhancer-Blockade verursachen kann, diese jedoch nicht mehr durch T3 aufgehoben
werden kann. Transfektionsexperimente mit den episomalen Reporterkonstrukten, die
F1F2wt oder F1F2mut enthielten, zeigten dementsprechend, dass die Mutation der F2
Bindestelle eine T3-Antwort verhindert. Uberraschenderweise aber ist hier auch die
Vermittlung der Enhancer-Blockade beeintrachtigt, obwohl die CTCF Bindestelle intakt ist
(Abb. 4.34).
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Abb. 4.34: Mutation der TR-Bindestelle fiihrt zum Verlust der Enhancer-Blockade.

N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die
Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-F1F2 und -F1F2mut ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde
mit Hilfe von cotransfizierter p-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

Das unerwartete Ergebnis, das zeigte, dass CTCF ohne einen benachbart bindenden TR
keine Enhancer-Blockade vermitteln kann, wurde auch mit einem weiteren experimentellen
Ansatz analysiert. Dazu wurden F1F2-enthaltende Episomen in N2a-Zellen transfiziert, die
kaum TR enthalten. Wiederum wurde beobachtet, dass CTCF allein nicht ausreicht, um die
Enhancer-Blockade zu vermitteln, wohingegen die Cotransfektion von TR die Enhancer-
Blockade wiederherstellt (Abb. 4.35). Diese beiden unabhangigen Ergebnisse demonstrieren
zum ersten Mal ein Beispiel, in dem die Enhancer-Blockade von der Anwesenheit zweier
Faktoren, CTCF und TR, abhangig ist. Dagegen ist CTCF alleine nicht in der Lage die
Enhancer-Blockade zu vermitteln. Ein benachbart bindender TR in der Abwesenheit von
Ligand synergiert mit CTCF und dieser Synergismus kann durch die Anwesenheit von

Ligand aufgehoben werden.
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Abb. 4.35: CTCF und TR synergieren in der Enhancer-Blockade.

N2a-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Ein Ansatz wurde zusatzlich mit 0,2 ug TRB-Expressionsplasmid cotransfiziert. Nach 48 h
Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10° M T3 wurden die Zellen geerntet und die
Luciferaseaktivitat im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-
Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade von
pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase
(pCMV-LacZz, 0,5 pg) normalisiert.

4.5.3 Die Bindung von CTCF ist in Anwesenheit von TR erhdht

Ein mdglicher Mechanismus fur die beschriebene funktionelle Kooperation kdnnte sein, dass
TR die DNA-Bindung von CTCF in vivo erleichtert. Dies ist umso wahrscheinlicher, da
bekannt ist, dass TR an DNA binden kann, die um Nukleosomen gewickelt ist (Urnov and
Wolffe, 2001). Um diese Hypothese zu testen, wurden ChiP-Analysen mit F1F2-Episomen in
N2a-Zellen mit und ohne Cotransfektion eines TR-Expressionsvektors und in Ab- oder
Anwesenheit von T3 durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigen tatsachlich einen signifikanten
Anstieg in der in vivo Bindung von CTCF, wenn TR in den Zellen exprimiert wird. Die Menge
an prazipitiertem CTCF auf F1 ist etwa 1% im Vergleich zum Input in TR-defizienten Zellen,
wahrend sie in TR-exprimierenden Zellen auf ca. 4% ansteigt (Abb. 4.36). Ein geringer
negativer Effekt durch T3 auf die in vivo DNA-Bindung von CTCF wurde beobachtet, aber im
Vergleich zu den Zellen ohne TR flihrte der T3-gebundene TR auch zu einem Anstieg in der
CTCF-Bindung (nicht abgebildet). Dies ist ein Hinweis, dass TR die Bindung von CTCF auf
das zusammengesetzte F1F2-Element erhoht, was zu dem starken synergistischen Effekt,
den TR auf die CTCF-vermittelte Enhancer-Blockade ausibt, beitragen koénnte. Ein
signifikanter T3-Effekt auf die CTCF-Bindung, die durch TR erhoht wird, konnte nicht
beobachtet werden und kann somit nicht die Aufhebung der Enhancer-Blockade in der

Anwesenheit von T3 erklaren. Es stellt sich die Frage, ob andere T3-induzierte
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Veranderungen festgestellt werden kdnnen, die dazu beitragen, die Aufhebung der

Enhancer-Blockade auf dem F1F2-Element zu erklaren.

-TR +TR

% der Input-Fragmente
% der Input-Fragmente
w

H W - m

Input 1:100 anti CTCF pra Input 1:100 anti CTCF pra

Abb. 4.36: Die CTCF-Bindung ist in der Anwesenheit von TR erhé6ht.

N2a-Zellen wurden in Maxischalen in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 15 ug episomalem
Reporter transfiziert. Ansatz A erfolgte ohne Cotransfektion, wahrend Ansatz B zusatzlich mit 3 ng TR-
Expressionsvektor transfiziert wurde. Nach 12 h wurden die Zellen in 2 Schalen aufgeteilt und
nochmals fur 24 h inkubiert. Der Zellextrakt wurde fur die Prazipitation mit 5 ug anti CTCF-Antikdrper
oder 5 pl Prdimmunserum inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die
Amplifikation erfolgte mit Primern spezfisch fir das F1F2-Element. Fir die Quantifizierung in der
Realtime-PCR wurden je 1 pul des verdinnten Inputs (1:100) und der aufgereinigten Prazipitate (anti
CTCF, Praimmunserum) verwendet.
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46 CTCFund TR Interaktion

4.6.1 CTCEF interagiert mit verschiedenen Mitgliedern der Kernhormon-

Rezeptorfamilie

Eine direkte physische Interaktion zwischen CTCF und TR/RXR wurde bereits beschrieben
(Perez-Juste et al., 2000). Allerdings wurde in diesen Studien nicht detailliert auf die Rolle
von Hormon eingegangen. Um die Wirkung von Hormon in dieser Interaktion zu verstehen
und weitergehend zu untersuchen, ob auch andere Kernhormon-Rezeptoren ebenfalls mit
CTCF interagieren koénnen, wurden GST-Pulldown-Experimente durchgefiihrt. In einem
ersten Ansatz wurde GST-CTCF, das an Glutathion-Agarose-Beads immobilisiert wurde,
mit verschiedenen *S-markierten Mitgliedern der Kernhormon-Rezeptorfamilie inkubiert. Alle
getesteten Rezeptoren interagieren stark mit CTCF (Abb. 4.37A). Nicht nur die bisher
bekannten Interaktionspartner TR und RXRa, sondern auch die Mitglieder der Steroid-
Rezeptorfamilie AR und ERp zeigten im Vergleich zu GST alleine und der in vitro-

translatierten Negativkontrolle Luciferase eine signifikante Bindung an CTCF.
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Abb. 4.37: CTCF interagiert in vitro mit verschiedenen Mitgliedern der Kernhormon-
Rezeptorfamilie.

GST und GST-CTCF wurden zusammen mit in vitro-translatiertem, %S-markiertem TR, RXRa, AR,
ERpB und Luciferase inkubiert. Die Proteine wurden anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mit Coomassie angefarbt. A) Eine Fluorographie visualisiert das Signal fir die verschiedenen
Rezeptoren vor (5% Input) und nach der Inkubation. Ein Pfeil verweist auf die Laufhdhe der
Rezeptoren. B) Coomassie-gefarbtes Gel eines GST-Pulldown-Experiments. Sternchen kennzeichnen
die GST-Proteine,
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4.6.2 Ligand moduliert die CTCF-Rezeptor-Interaktion

Der Ligand von Hormonrezeptoren spielt oftmals eine grof3e Rolle bei Interaktionen zwischen
Rezeptoren und anderen Proteinen, wie z.B. Cofaktoren. Aus diesem Grund wurde
Uberprift, ob Hormon die Interaktion zwischen Rezeptoren und CTCF beeinflusst. Dazu
wurden die in vitro-translatierten Rezeptoren mit ansteigender Menge an Ligand inkubiert.
Die Zugabe von T3 oder 9-cis-RA flihrte zu einer geringen, aber reproduzierbaren Abnahme
der Interaktion zwischen TR/RXR und CTCF. Die Inkubation des in vitro-translatierten TRp
mit 9-cis-RA, welches kein Ligand fir diesen Rezeptor ist, beeinflusste die Bindung an CTCF
jedoch nicht (Abb. 4.38). Man konnte anhand dieser Daten spekulieren, dass es sich um
zwei Interaktionsdomanen des Rezeptors handelt. Eine, die durch die Bindung des Hormons

verloren geht und eine weitere, die hormonunabhangig ist und konstitutiv mit CTCF

interagiert.
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Abb. 4.38: Liganden modulieren die Interaktionen.

Die in vitro-translatierten Rezeptoren TRB und RXRa wurden zunachst fir 20 min in einer
Konzentrationsreihe mit T3 bzw. 9-cis-RA inkubiert. AnschlieBend wurden GST und GST-CTCF
dazugegeben. Nach Inkubation wurden die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das Signal flir die verschiedenen Rezeptoren
vor (5% Input) und nach der Inkubation. Die Pfeile verweisen auf die Laufhéhe der Rezeptoren,

4.6.3 Charakterisierung der Rezeptor-Interaktionsdomanen

Das mdgliche Vorhandensein zweier Interaktionsdomanen innerhalb der Rezeptoren zieht
die Frage nach sich, wo diese beiden Interaktionsdomanen lokalisiert sind. Zur Beantwortung

dieser Frage wurden GST-Pulldowns mit GST-fusionierten Rezeptordomanen und **S-CTCF
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durchgefuhrt. Eine ausreichend starke radioaktive Markierung der Rezeptordoménen war
nicht mdglich, da innerhalb dieser Proteine zu wenig Methionine vorhanden sind. Die
durchgeflihrten Ergebnisse zeigen, dass die DBD von TR und RXR die hauptsachliche
Interaktionsdomane mit CTCF darstellt (Abb. 4.39). Es wurde bereits beschrieben, dass der
N-Terminus des TR fiir die CTCF-Interaktion von Bedeutung ist, da der TR ohne N-Terminus
keine Bindung mehr vermittelt (Perez-Juste et al., 2000). Der N-Terminus des RXR
interagierte jedoch nur schwach mit CTCF. Die Liganden-Bindedomane des RXR zeigte
keine Bindekapazitat, besonders im Vergleich zur Interaktion mit CTCF mittels der DBD. Im
Gegensatz dazu zeigt die TR-LBD eine Affinitdt zu CTCF, die jedoch geringer ist, als die der
TR-DBD. Die Inkubation mit T3 fuhrte hier nicht zu einer wesentlichen Veranderung in der
CTCF-Interaktion (Abb. 4.39). Die Hauptinteraktionsdomane zwischen sowohl RXR als auch
TR mit CTCF ist demnach in der DBD enthalten. Jedoch sind innerhalb der verschiedenen
Domanen von TR mehrere mdgliche wichtige Funktionen fiur die Enhancer-Blockade
kombiniert. Die DNA-Bindungsfunktion ermdglicht eine Bindung von TR neben CTCF auf

dem F1F2-Element und schafft eine Oberflache fir die physische Interaktion von beiden

Faktoren.
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Abb. 4.39: Verschiedene Rezeptordomanen interagieren mit CTCF in vitro.

GST und die verschiedenen GST-Rezeptordomanen wurden zusammen mit in vitro-translatiertem,
%S-markiertem CTCF inkubiert. Ein zweiter Ansatz mit GST-LBDs wurden zusatzlich mit 10* M T3
oder 9-cis-RA behandelt. Die Proteine wurden anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das Signal fir CTCF vor (5% Input) und nach
der Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und ein Pfeil verweist auf die Laufhéhe von
CTCF.
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4.6.4 Die minimale TRpB-Interaktionsdomane fir CTCF dient nur unzureichend der
Vermittlung der Enhancer-Blockade

Die DBD des TR besitzt zwei funktionelle und fir die Enhancer-Blockade mdglicherweise
ausreichende Funktionen. Erstens vermittelt sie die Rezeptor-DNA-Bindung und zweitens
bildet sie die hauptsachliche Oberflache zur physischen Interaktion mit CTCF. Es sollte nun
untersucht werden, ob diese Domane funktionell ausreichend ist, um in der Enhancer-
Blockade mit CTCF zu synergieren. Hierfir wurden N2a-Zellen, die kaum endogenen TR
enthalten, verwendet, und TR oder TR-DBD berexprimiert. Das Ergebnis dieser
funktionellen Analyse zeigte, dass die DNA-Bindedoméne des TR allein nicht ausreicht, um
mit CTCF in der Enhancer-Blockade zu synergieren (Abb. 4.40). Dies fihrt zu der Annahme,
dass andere Doméanen des TR auf3erhalb der DBD notwendig sind, um zusammen mit CTCF
die Enhancer-Blockade zu vermitteln. Aber das Ergebnis zeigt auch, dass die DBD teilweise
zur Enhancer-Blockade beitragt. Der positive Effekt der DBD auf die durch CTCF vermittelte
Enhancer-Blockade kénnte daher durch eine kooperative Bindung von CTCF und TR-DBD
oder durch die identifizierte Protein-Protein-Interaktionsoberflache der DBD erklart werden.
Zusatzliche Domanen, vor allem die LBD, kénnten bendétigt werden, um Cofaktoren zu

rekrutieren, die an der Enhancer-Blockade beteiligt sind.
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Abb. 4.40: Die minimale TRpB-Interaktionsdomaéne fiir CTCF dient nur unzureichend der
Vermittlung der Enhancer-Blockade.

N2a-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 pg episomalem Reporter
transfiziert. Die Ansatze wurde zuséatzlich mit 0,2 pg TR- oder TR DBD-Expressionsplasmid
cotransfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10°® M T3 wurden die
Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des
Kontrollexperiments (pREP-Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die
relative Enhancer-Blockade von pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe
von cotransfizierter p-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.
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4.7 CTCF-Deletionsdoméanen in der hormonsensitiven Enhancer-Blockade

Die Doméanen von CTCF, die fUr die hormonsensitive Enhancer-Blockade nétig sind, wurden
ebenfalls noch nicht lokalisiert. Um individuelle CTCF-Domanen untersuchen zu koénnen,
wurde auf ein System zurtckgegriffen, mit dem Enhancer-Blockade im transienten Plasmid-
Transfer nachgewiesen werden kann (Imke Bardenhagen, Diplomarbeit). Das System basiert
auf einer &ahnlichen Anordnung von regulatorischen Sequenzen wie das episomale
Vektorsystem. Hier befindet sich allerdings statt einer Isolator-Sequenz, wie z.B. F1, die
Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Gal4 aus Saccharomyces cerevisiae, die sogenannte
upstream activating sequence (UAS). Auf diesem Weg kénnen Fusionsproteine, die aus der
DNA-Bindedoméane von Gal4 und Teilen von CTCF bestehen, zwischen Enhancer und
Promotor binden und deren Effekte studieren werden. So wurde beispielsweise bereits
beobachtet, dass sich die Enhancer-Blockade-Domane im N-Terminus von CTCF befindet.
Die AS 2-67 fusioniert an eine DNA-Bindedoméane reichen aus, um die Enhancer-Blockade
auf einem Reportergen zu vermitteln (Imke Bardenhagen, Diplomarbeit). Um
herauszufinden, welche Domane von CTCF notwendig ist, nicht nur Enhancer-Blockade
auszulben, sondern auf einem kombinierten CTCF/TR-Element auch die Aufhebung der
Enhancer Blockade durch T3 zuzulassen, wurden verschiedene CTCF-Doméanen an eine

DNA-Bindedomaéane fusioniert.

4.7.1 Titration des Gal-UASF2-Systems

Die Analyse der CTCF-Domanen hinsichtlich ihrer Potenz, eine hormonsensitive Enhancer-
Blockade zu vermitteln, erfolgte mit Hilfe des bereits beschriebenen Gal-UAS-Systems in
transienten Transfektionen. Die CTCF-Domanen wurden an die Gal-DBD fusioniert und
zusammen mit einem Plasmid, das das Reportergen Luciferase trug, in NIH3T3-Zellen
eingebracht. Zwischen dem Promoter des Luciferasegens und einem SV40-Enhancer
wurden verschiedene Kombinationen der Gal-Bindestelle (UAS) und der TR-Bindestelle des
Huhner-Lysozymgens (F2) integriert. Zunadchst wurde getestet, ob Gal-CTCF in diesem
System auf drei verschiedenen Reporterplasmiden (UASF2, (4xUAS)F2, 8xUASF2) die
Enhancer-Blockade vermittelt. Hierflr wurden verschiedene Mengen an Effektor (Gal-CTCF)
getestet; die Reporteraktivitat unter Coexpression von Gal-DBD ohne Fusion wurde gleich
eins gesetzt. NIH3T3-Zellen besitzen endogenen TR, der die UASF2-Bindestellen besetzen
kann. Deshalb wurde nur der Einfluss von Gal-CTCF untersucht. Unter Verwendung des
UASF2-Reporters konnte eine ca. 3fache Enhancer-Blockade ermittelt werden, jedoch keine
hormonsensitive Aufhebung (Abb. 4.41). Ein einzelnes UASF2-Element scheint in diesem
Kontext zu schwach zu sein. Die transiente Transfektion eines Reporterplasmids, das vier

UAS- gefolgt von einer F2-Bindestelle beinhaltete, zeigte einen leichten Anstieg in der
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Enhancer-Blockade (ca. 4fach) (Abb. 4.41), was wahrscheinlich auf die Multimerisierung der
Gal-Bindestelle zurtickzufiihren ist, jedoch konnte die Enhancer-Blockade auch hier nicht
durch T3 behoben werden. Erst die Verwendung eines Reporters, der eine Multimerisierung
der UASF2-Bindestelle besaly, fihrte zur Vermittlung von hormonsensitiver Enhancer-
Blockade, sowohl beim Einsatz von 0,5 als auch von 1 ug Effektor (Abb. 4.41). Die
hormonsensitive Enhancer-Blockade, die durch 8xUASF2 vermittelt wurde, ist in ihrer
Auspragung zwar nicht mit der kombinierten Bindestelle F1F2 in Episomen zu vergleichen,

konnte aber fir die Identifizierung der CTCF-Domanen weiter verwendet werden.
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Abb. 4.41: Titration des Gal-UASF2 Systems

NIH3T3-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug Reporter und
unterschiedlicher Menge an Effektor transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder
Abwesenheit von 10° M T3 wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer
analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments ( - ) ohne Effektor in An- und Abwesenheit von
T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade durch die verschiedenen Effektoren
ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter -Galactosidase (pCMV-LacZ,
0,5 nug) normalisiert.

4.7.2 CTCF N-Terminus und Zinkfinger vermitteln zusammen die hormonsensitive
Enhancer-Blockade

Unter Verwendung des etablieten 8xUASF2-Reportersystems zusammen mit 1 pug
Effektorplasmid in NIH3T3-Zellen, wurden verschiedene CTCF-Domanen hinsichtlich der
hormonsensitiven Enhancer-Blockade getestet. Gal-CTCF vermittelte eine Enhancer-
Blockade, die eine gewisse Beeinflussung durch Hormon zeigte. Die Transfektion der bereits
charakterisierten Doméane 2-67 fihrte zu einer Enhancer-Blockade, die nicht hormonsensitiv

ist, wahrend die Zinkfinger-Domane den Enhancer nicht blockierte (Abb. 4.42). Nur das Gal-
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CTCF Fusionsprotein, das die AS 2-577 (N-Terminus + Zinkfinger) beinhaltete, zeigte eine
Enhancer-Blockade, die durch T3-Behandlung nahezu aufgehoben wurden (Abb. 4.42). Da
sich demnach eine wichtige Domane innerhalb dieses Bereichs befindet, wurde versucht,
diesen weiter einzuschranken. Die Effektorproteine Gal-CTCF NT ZF 1-7 und Gal-CTCF NT
ZF1-4 wurden daraufhin kloniert und deren Einfluss auf das Reportersystem getestet. Beide
Domanen zeigten jedoch eine Enhancer-Blockade, die nicht hormonsensitiv war (Daten nicht
abgebildet). Daraus lasst sich folgern, dass die Domane, die fir die T3-Auswirkung nétig ist,
entweder zwischen ZF 7 und 11 liegt oder der wichtige Bereich in den beiden Konstrukten

unterbrochen wurde.

3,5 -
3,
2,5 -
2 4 m-T3
1,5 O+T3
1,
0,5 -

fach Enhancer-Blockade

0 - -
(-) Gal  Gal-CTCF Gal-CTCF Gal-CTCF Gal-CTCF
ZF NT+ZF  NT (2-67)

Abb. 4.42: Gal-CTCF N-Terminus und Zinkfinger vermittelt die hormonsensitive Enhancer-
Blockade.

NIH3T3-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug 8xUASF2-Reporter
und Effektor transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in der An- oder Abwesenheit von 10°M T3
wurden die Zellen geerntet und die Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert
des Kontrollexperiments ( - ) ohne Effektor in der An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt
und die relative Enhancer-Blockade durch die verschiedenen Effektoren ermittelt. Die
Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter B-Galactosidase (pCMV-LacZ, 0,5 ug)
normalisiert.

Es wurde bereits gezeigt, dass CTCF und TR miteinander interagieren. Um zu untersuchen,
ob die CTCF-Domane, die flir die hormonsensitive Enhancer-Blockade von Bedeutung ist,
auch ein Interaktionsmotiv flir den TR darstellt, wurden GST-Pulldowns durchgefihrt. An
Glutathion-Agarose-Beads immobilisierte GST-Rezeptoren wurden mit in vitro-translatiertem
CTCF-NT oder CTCF-ZF inkubiert. RXR und TR zeigten keine Interaktion mit der N-
terminalen Doméane von CTCF, wohingegen TR stark von CTCF-ZF gebunden wurde (Abb.
4.43). Die Assoziation von RXR mit den Zinkfingern war deutlich schwéacher. Die Inkubation
von GST alleine zeigte kein radioaktives Signal. Dies bedeutet, dass der CTCF-NT (AS 2-
67), der alleine in der Lage ist, die Enhancer-Blockade zu vermitteln, nicht mit Rezeptoren
interagiert. Handelt es sich jedoch um eine hormonsensitive Enhancer-Blockade auf einer
kombinierten CTCF/TR-Bindestelle, wird auch die Zinkfinger-Domane bendétigt, die
womaglich die Interaktion mit TR vermittelt. Diese Annahme bestarkt die Tatsache, dass die

CTCF-Zinkfinger vom Typ C,H; ein potentielles Protein-Protein Interaktionsmotiv darstellen.
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Abb. 4.43: Die CTCF ZF-Domaine stellt ein Interaktionsmotiv fiir Rezeptoren dar.

GST und die verschiedenen GST-Rezeptoren wurden zusammen mit in vitro-translatierten, *°S-
markierten CTCF-Domanen inkubiert. Die Proteine wurden anschlieRend gelelektrophoretisch
aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das Signal fir die CTCF-
Domanen vor (5% Input) und nach der Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und ein
Pfeil verweist auf die Laufhéhe der CTCF-Domanen.
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4.8 Die Aufhebung der Enhancer-Blockade durch T3 ist von einer

Veranderung des Chromatinstatus begleitet

Transkriptionelle Mechanismen wie Aktivierung oder Repression der Transkriptionsrate
gehen in der Regel mit Auflockerung bzw. Verdichtung von Chromatin einher. Diese
strukturellen Veranderungen manifestieren sich in Modifikationen an den N-terminalen
Armen von Histonen, beschrieben im so genannten Histon-Code (Jenuwein and Allis, 2001).
Bislang ist nur wenig Uber die Anderungen der Histonmodifikationen im Falle der Enhancer-
Blockade bekannt. Erste Studien zeigten, dass die T3-Behandlung von Zellen zu einem
Anstieg an Histon H4-Acetylierung auf dem Huihner-Lysozymisolator fuhrt (Lutz et al., 2003).
Um die Veranderungen des Chromatinstatus, der mdglicherweise die Aufhebung der
Enhancer-Blockade durch Hormon begleitet, ndher zu untersuchen, wurden ChlP-Analysen
mit F1F2-Episomen in N2aB-Zellen durchgefihrt. Die T3-Behandlung von 1 h flihrte zu einer
Veranderung in der Histonmodifizierung im Vergleich zum Status der Enhancer-Blockade
(ohne Hormon). Die Aufhebung der Enhancer-Blockade ist von einem Anstieg der Histon
H3K9-Acetylierung und Verminderung der Histon H3K9-Dimethylierung am Isolator
charakterisiert (Abb. 4.44A). Somit fihrt die Hormonbehandlung auf dem F1F2-Element zu
einer Zunahme von aktivem, aufgelockertem und Abnahme von inaktivem, verdichtetem
Chromatin. Um eine genauere Zeitanalyse hinsichtlich der Histonacetylierung durchzufuhren,
wurden die mit F1F2-Episomen transfizierten Zellen fir unterschiedliche Zeitrdume mit T3
behandelt. Bereits nach 15 min T3-Zugabe war ein Anstieg nicht nur in der Histon H3-,
sondern auch in der Histon H4-Acetylierung zu beobachten, die mit zunehmender
Behandlung noch weiter zunahm (Abb. 4.44B).
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Abb. 4.44: Die Aufhebung der Enhancer-Blockade durch T3 ist durch eine Verdnderung des
Chromatinstatus gekennzeichnet.

N2ap-Zellen einer Maxischale in Hormon-depletiertem Medium wurden mit 15 pg pREPF1F2
transfiziert und 12 h nach Mediumwechsel in 2 (A) oder 3 (B) Schalen gesplittet. Nach 48 h erfolgte
die Behandlung der Zellen mit 107® M T3 fiir verschiedene Zeitraume. Fiir die ChlIP-Analyse wurde der
Zellextrakt mit 5 ug Antikérper oder 5 pl Prdimmunserum inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde
als Input verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit Primern spezifisch fir den F1F2-Isolator im
episomalen Vektor pREPF1F2. Fir die Quantifizierung in der Realtime-PCR wurde je 1 pl des
verdiinnten Inputs (1:50) und der aufgereinigten Prazipitate verwendet.

Die beobachtete Anderung von Chromatin in Abhangigkeit von Hormon, benachbart zu einer
TR-Bindestelle, ist zu erwarten. Der TR assoziiert in der Anwesenheit von T3 mit Proteinen,
die HAT-Aktivitdt besitzen (zusammengefasst in Rosenfeld and Glass, 2001). In der
Abwesenheit von T3 werden HDACs gebunden, deren Wirkung auf Histone eine
nachfolgende Methylierung moglich machen (zusammengefasst in Westin et al., 2000). Es
stellt sich nun die Frage, was bei einem kombinierten CTCF/TR-Element passiert. Ist CTCF
fir die beobachteten Anderungen notwendig? Um den Einfluss von CTCF auf die
Veranderung des Chromatinstatus, der die Aufhebung der Enhancer-Blockade durch T3
begleitet, zu untersuchen, wurden ebenfalls F1mutF2-Episomen fiir die ChlIP-Analyse
verwendet. Fir F1mut wurde bereits in in vitro-Analysen gezeigt, dass die Bindung von
CTCF vermindert ist (siehe 4.5.1). Die ChlP-Analyse zeigte, dass trotz der Verringerung der

in vivo DNA-Bindung von CTCF um nur 50%, diese dennoch ausreicht, um die Veranderung
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von Histonmodifizierungen in der Anwesenheit von Hormon zu inhibieren (Abb. 4.45). Dies
bedeutet, dass die beobachtete Anderung des Chromatins nicht allein auf den TR
zurtckzufihren ist. Auch hier ist ein synergistisches Zusammenwirken von CTCF und TR zu
beobachten. AbschlieRend kann aus den ChIP-Experimenten gefolgert werden, dass die
Aufhebung der Enhancer-Blockade von einer Veranderung im Chromatinstatus begleitet ist

und CTCEF fur diesen Einfluss notwendig ist.
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Abb. 4.45: Die Reduktion der CTCF-Bindung filhrt zu einem Verlust der Chromatinverédnderung.
N2ap-Zellen einer Maxischale in Hormon-depletiertem Medium wurden mit 15 pg pREPF1mutF2
transfiziert und 12 h nach Mediumwechsel auf 2 Schalen gesplittet. Nach 48 h erfolgte die Behandlung
der Zellen mit 10 ° M T3 fur 1 h. Fir die ChIP-Analyse wurde der Zellextrakt mit 5 pug Antikérper
inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit Primern
spezifisch fir den F1F2-Isolator im episomalen Vektor pREPF1mutF2. Fir die Quantifizierung in der
Realtime-PCR wurde je 1 ul des verdinnten Inputs (1:50) und der aufgereinigten Prazipitate
verwendet.
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4.9 CTCF-Interaktion mit Histonen als madglicher Mechanismus der
hormonsensitiven Enhancer-Blockade

Da sich das umgebende Chromatin der F1F2-Bindestelle nach T3-Zugabe verandert, d.h.
dass sich Histonmodifizierungen andern, ist es denkbar, dass diese Veranderungen einen
direkten Einfluss auf die CTCF-Bindung an Chromatin besitzen. Dazu muss zunachst einmal
nachgewiesen werden, dass CTCF Uberhaupt an die Proteinkomponenten von Chromatin

binden kann.

4.9.1 CTCEF interagiert mit den N-terminalen Enden aller 4 Kernhistone

Aus diesem Grund wurde mittels verschiedener Ansatze untersucht, ob CTCF an Histone
bindet. In einem Histonbindungsassay wurde in E.coli exprimiertes und an Gluthation-
Agarose-Beads immobilisiertes GST-CTCF mit allen vier Kernhistonarmen inkubiert und
nach mehreren Waschschritten in einem SDS-Gel aufgetrennt. Durch anschlieliende
Farbung wird eine Assoziation mit Histonen sichtbar (Abb. 4.46A). Es ist deutlich erkennbar,
dass CTCF mit Histon H3 und vermutlich auch mit Histon H4 assoziiert ist. Die Bindung ist
vergleichbar stark mit der Bindung von GST-Alien und GST-dNAP1 an diese beiden Histone.
Fir diese beiden Proteine wurde bereits eine Bindung an H3/H4 beschrieben (Maren Eckey,
Doktorarbeit). GST allein war nicht mit Histonarmen assoziiert. Da bereits im Input die
Auftrennung der vier Histone nicht besonders deutlich war, konnte mit diesem Experiment
keine weiteren Aussagen uber die Bindung an Histon H2A/B getroffen werden. Um die
Bindung von CTCF an Histone zu bestatigen und genauer zu charakterisieren, wurden GST-
Pulldown-Analysen durchgefiihrt. Hierfiir wurde in vitro-translatiertes **S-CTCF mit den GST-
gebundenen Histonarmen inkubiert. Dieses Experiment bestatigte die Bindung von CTCF an
Histon H3 und H4 und dariber hinaus an Histon H2A und H2B (Abb. 4.46B). GST allein
interagierte nicht mit **S-CTCF. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CTCF in
der Lage ist, an Histone zu binden. Damit ist eine Bindung von CTCF an Chromatin nicht nur
durch die DNA-Komponente sondern auch durch eine Proteinkomponente moglich. Die

Frage ist, ob Modifikationen der Histonarme diese Interaktion von CTCF an Histone andert.
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Abb. 4.46: CTCF ist mit Histonen assoziiert.

(A) GST und die verschiedenen GST-Proteine wurden mit Histonen inkubiert und nach mehreren
Waschschritten gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Anfarben mit Coomassie visualisierte die
Proteine. Die Laufhdhe der Histone wurde durch Pfeile gekennzeichnet. Sternchen kennzeichnen die
GST-Proteine. (Bg GST und die verschiedenen GST-Histonarme wurden zusammen mit in vitro-
translatiertem, °S-markiertem  CTCF inkubiert. Die Proteine wurden anschlieRend
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das
Signal fir CTCF vor (5% Input) und nach der Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine
und ein Pfeil verweist auf die Laufhéhe von CTCF.
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4.9.2 Die Acetylierung von Histonarmen durch pCAF oder p300 verandert nicht die
Bindung an CTCF

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass CTCF an alle vier Kernhistone bindet. Daher wére es
mdglich, dass eine durch T3 induzierte Veranderung der Histone die CTCF-Histon-Bindung
inhibiert. Es ist bekannt, dass ein mit T3-besetzter TR Coaktivatoren rekrutiert, die HAT-
Aktivitat besitzen und so zu einer Acetylierung von Histonen fiihren. Wenn CTCF an nicht-
modifizierte Histone binden kann, kénnte eine Modifizierung von Histonen zu einer
Aufhebung oder zumindest Veranderung der CTCF-Chromatin-Interaktion fiihren. Um diesen
Aspekt hinsichtlich der Histon-Acetylierung zu untersuchen, wurden die GST-Histonarme vor
der Inkubation mit **S-CTCF einer Acetylierunsgreaktion durch die HAT-Enzyme pCAF und
p300 unterzogen. Um zu Uberprifen, ob die Histonarme effizient durch pCAF und p300
acetyliert werden, wurde zunachst ein Acetylierungsansatz mit radioaktiv markiertem Donor
durchgefuhrt. Hierfir wurden die GST-Histonarme mit pCAF oder p300 in Anwesenheit von
*H-Acetyl-CoA inkubiert. Die Menge an radioaktiv markierten Histonen in der anschlieBenden
Autoradiographie gab Aufschluss Uber die Acetylierungeffizienz durch pCAF oder p300.
Deutlich erkennbar war, dass die beiden HAT-Enzyme unterschiedliche Substratspezfitaten
aufweisen: pCAF und p300 acetylieren alle vier Kernhistone, wobei pCAF Histon H3 und H4
bevorzugt (Abb. 4.47).

pCAF p300

Coomassie

Abb. 4.47: pCAF/p300 acetylieren alle vier GST-Kernhistonarme.

Die verschiedenen GST-Histonarme wurden zusammen mit pCAF/p300 in der Anwesenheit von
3H-AcetyI-CoA inkubiert. Die Proteine wurden anschliefsend gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit
Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert acetylierte Proteine. Sternchen kennzeichnen
die GST-Proteine.
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Um die Bindung von CTCF an die GST-Histone im unmodifizierten Zustand mit Acetylierung
direkt zu vergleichen, wurde ein Ansatz mit Histon, Enzym und Substrat und parallel ein
Ansatz nur mit Histon und Enzym (ohne Substrat) durchgefiihrt.

Die GST-Pulldown-Analyse von in vitro-translatiertem CTCF mit nicht-modifizierten und
acetylierten Histonarmen ergab keinen Unterschied in der Bindung von CTCF an
unmodifizierte Histonarmen im Vergleich zu acetylierten (Abb. 4.48). Der Mechanismus der
T3-bedingten Aufhebung der Enhancer-Blockade beruht scheinbar nicht auf der Aufthebung
der Bindung von CTCF an acetylierte Histone. Jedoch kdénnten andere
Histonmodifzierungen, die durch TR-T3 rekrutierte Coaktivatoren vermittelt werden (z.B.

Methylierung), die Ursache hierfur sein.
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Abb. 4.48: CTCF assoziiert mit Histonen unabhingig von ihrer Acetylierung.

Die verschiedenen GST-Histonarme wurden zusammen mit pCAF/p300 in der An- und Abwesenheit
von Acetyl-CoA inkubiert. AnschlieBend wurde in vitro-translatiertes, *°S-markiertes CTCF
hinzugefiigt. Die Proteine wurden anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie
angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das Signal fir CTCF vor (5% Input) und nach der
Inkubation. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und die Pfeile verweisen auf die Lauthdhe von
CTCF.
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Parallel wurde zu den Acetylierungs-Bindungsexperimenten die Bedeutung der Acetylierung
fur die Enhancer-Blockade untersucht. Im bereits etablierten episomalen System der F1F2-
vermittelten Enhancer-Blockade wurde der Effekt der Verwendung eines Inhibitors der
pCAF/p300-Aktivitdt (Anacardic Acid, AA) untersucht. Uberraschenderweise fiihrte die
zunehmende Behandlung der mit F1F2-Episomen transfizierten Zellen zu einer verstarkten
Abnahme der Enhancer-Blockade (Abb. 4.49). Dies bedeutet, dass die CTCF-vermittelte
Enhancer-Blockade die Aktivitat der HAT-Aktivitat der Enzyme pCAF und p300 benétigt. Da
diese Acetyltransferasen sowohl Histone als auch nicht-Histon-Proteine (darunter evtl. auch
CTCF) modifizieren, konnte es sich bei dieser Aufhebung der Enhancer-Blockade um
indirekte Effekte handeln. Denn es gibt verschiedene Resultate, die belegen, dass die CTCF-
vermittelte Enhancer-Blockade HDAC-Aktivitdt bendtigt (siehe Kapitel 4.4.4), die
gegensatzlich zur HAT-Aktivitat wirkt. Vorstellbar ware, dass die Aktivitat der HAT-Enzyme
eine Voraussetzung fir die Bindung von CTCF am lIsolator ist. Schlielich ist von anderen
Isolatoren bekannt, dass sie durch Histonacetylierung gekennzeichnet sind (Zhao and Dean,
2004).
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Abb. 4.49: Die Anwesenheit eines pCAF/p300-Inhibitors fiihrt zur Verminderung der Enhancer-
Blockade.

N2ap-Zellen wurden in 6wells in hormonfreiem Medium ausgesat und mit 1 ug episomalem Reporter
transfiziert. Nach 48 h Kultivierung der Zellen in An- oder Abwesenheit von 10® M T3 und unter
Verwendung einer Konzentrationsreihe von Anacardic Acid wurden die Zellen geerntet und die
Luciferaseaktivitdt im Luminometer analysiert. Der Luciferasewert des Kontrollexperiments (pREP-
Luc) in An- und Abwesenheit von T3 wurde gleich 1 gesetzt und die relative Enhancer-Blockade von
pREP-5xF1F2 ermittelt. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe von cotransfizierter p-Galactosidase
(pCMV-LacZ, 0,5 pg) normalisiert.

4.9.3 Histonmethylierung als moglicher Mechanismus der Enhancer-Blockade

Um naher zu beleuchten, wie TR/T3 das Chromatin so modifiziert, dass die CTCF-
Chromatin-Bindung verandert wird, wurde bereits die Bindung von CTCF an Histone als

moglicher Mechanismus untersucht. Die Acetylierung der Histonarme fuhrte zu keiner
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Veranderung in der Bindung und kann daher als Mechanismus der hormonsensitiven
Enhancer-Blockade  ausgeschlossen werden. Ein  weiterer Mechanismus der
Chromatinmodifizierung ist die Methylierung von Histonen, die Ublicherweise zu einer
Verdichtung von Chromatin fuhrt. Um zu untersuchen, ob eine andere Histonmodifizierung
bzw. Histon-modifizierendes Enzym in der CTCF-vermittelten Funktion eine Rolle spielt,
wurde Histonmethyltransferase-Assays durchgefihrt. Mit diesem Experiment wurde
untersucht, ob ein Protein mit einer HMT assoziiert ist oder selbst die Funktion einer HMT
aufweist. Durch Inkubation von GST, GST-CTCF oder GST-MeCP2 mit HMT-enthaltenden
Kernextrakt, Histonen (Substrat) und °*H-SAM (Donor) sowie einer anschlieRenden
autoradiographischen Auswertung, konnte die Methylierung von Histonen durch Enzyme
beurteilt werden. Ohne die Addition von Kernextrakt wurde untersucht, ob die Proteine selbst
eine HMT-Funktion aufweisen. MeCP2 assoziierte mit einer HMT, die Histon H3 methylierte,
wie bereits von anderen Gruppen beschrieben (Fuks et al., 2003) (Abb. 4.50). Fir CTCF
jedoch wurden keine methylierten Histone in der An- oder Abwesenheit von Kernextrakt
detektiert, da GST-CTCF zu einem gleichstarken Signal fuhrte wie GST allein (Abb. 4.50).

Dies lasst den Schluss zu, dass CTCF weder eine HMT ist, noch mit einer HMT assoziiert

ist.
2
@"’OQ o/\d(
S 6’\’ %'\
< S o
-+ - + -+ HNE
Histon H3 —» - - - Fluorographie

Coomassie

Abb. 4.50: CTCF ist keine HMT und ist nicht mit einer HMT assoziiert.

GST und die verschiedenen GST-Proteine wurden zusammen mit Histonen und *H-SAM in der An-
und Abwesenheit von Kernextrakt (-, + HNE) inkubiert. Die Proteine wurden anschlieBend
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Eine Fluorographie visualisiert das
Signal fir methylierte Histone. Sternchen kennzeichnen die GST-Proteine und ein Pfeil verweist auf
die Laufhohe der Histone. HNE = Hela nuclear extract
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4.10 Die Interaktion zwischen RNA Polymerase Il und dem Isolator (und DNA-
Loop-Formation) findet nur wahrend der Enhancer-Blockade statt

Ein weit verbreitetes Modell fur die Enhancer-Blockade beschreibt, dass ein Enhancer
Promotoren Uber lange Distanzen hinweg unter Ausbildung einer Chromatinschleife
kontrollieren und aktivieren kann. Ein Isolator, der sich zwischen einem Enhancer und einem
Promotor befindet, kann DNA in einem weiteren Chromatinloop ausschlief3en, und damit den
Enhancer blockieren. Um diese Hypothese zu testen, wurden ChIP-Analysen mit F1F2-
Episomen durchgefiihrt. Hierfir wurde ein Antikérper verwendet, der spezifisch fur die RNA
Polymerase Il ist, die ein Bestandteil der basalen Transkriptionsmaschinerie ist und als
solcher am Promotor gebunden ist. Um festzustellen, an welche regulatorische Bereiche des
F1F2-Episoms die RNA Polymerase Il rekrutiert wird, wurden verschiedene Primer fir die
Amplifizierung von Bereichen des Isolators und des SV40-Promotors gewahlt. Es wurde
beobachtet, dass wahrend der Enhancer-Blockade (-T3) die RNA Polymerase sowohl im
Bereich des Promotors als auch im Bereich des Isolators anzutreffen ist (Abb. 4.51). Im
Gegensatz dazu fihrt die Behandlung mit T3, was zur Aufhebung der Enhancer-Blockade
fuhrt, zu einer Dissoziation der RNA Polymerase Il vom Isolator. Wahrenddessen wird sie
dagegen immer noch an den SV40-Promotor rekrutiert (Abb. 4.51). Diese Beobachtungen
fuhren zur Annahme, dass CTCF und TR in der Anwesenheit von Hormon den so genannten
Enhanceosom-Komplex auf dem Isolator blockieren. Im Gegensatz dazu koénnte die
Aufhebung der Enhancer-Blockade von einer Konformationsédnderung des CTCF/TR-
Komplexes begleitet sein, die dazu flhrt, dass die basale Transkriptionsmaschinerie nicht

langer blockiert werden kann und die RNA Polymerase |l das Luciferasegen transkribiert.
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Abb. 4.51: Die Interaktion zwischen RNA Polymerase Il und dem Isolator findet nur wahrend der
Enhancer-Blockade statt.

N2ap-Zellen einer Maxischale in Hormon-depletietem Medium wurden mit 15 ug pREPF1F2
transfiziert und 12 h nach Mediumwechsel auf 2 Schalen gesplittet. Nach 48 h erfolgte die Behandlung
der Zellen mit 10 ° M T3 fiir 1 h. Fur die ChIP-Analyse wurde der Zellextrakt mit 5 ug Antikérper oder
5 w Praimmunserum inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die
Amplifikation erfolgte mit Primern spezifisch fir den F1F2-Isolator oder SV40-Promotor im episomalen
Vektor pREPF1F2. Fur die PCR-Reaktion wurde je 1 ul des verdinnten Inputs (1:50, 1:100) und der
aufgereinigten Prazipitate verwendet.

Aus dem beschriebenen Modell fliir die hormonregulierte Ausbildung von Chromatinschleifen
und Interaktion der RNA Polymerase |l, das aus Ergebnissen der ChIP-Analyse gefolgert
wurde, geht nicht hervor, wo sich der Enhancer in Abwesenheit von Hormon relativ zu
anderen regulatorischen Sequenzen befindet. Um diesen Sachverhalt zu klaren, kénnten
Primer verwendet werden, die einen Bereich des SV40-Enhancers auf dem Episom
amplifizieren. Da jedoch der Enhancer nur 70 bp vom lIsolator entfernt ist und die flr die
ChIP-Analyse verwendeten Chromatinfragmente eine Grofie von ca. 300-500 bp aufwiesen,
konnte nicht zwischen einer Rekrutierung am Isolator oder am Enhancer unterschieden
werden. Aus diesem Grund wurden zur Unterscheidung von Isolator und Enhancer Primer
ausgewahlt, deren Sequenzen sich ca. 50 bp stromaufwarts des Isolators (F1F2 up) und
stromabwarts des Enhancers (Enh down) befinden (Abb. 4.52). Diese Bereiche
reprasentieren jeweils den Isolator oder Enhancer, sind aber 500 bp voneinander entfernt.
Als Kontrolle wurden Primer verwendet, die den (B-Aktin-Promotor amplifizieren. Die daraus
resultierende Analyse ergab, dass sich die RNA Polymerase Il sowohl in der Ab- als auch in
der Anwesenheit von Hormon am Enhancer befindet (Abb. 4.52). Dies fuhrt zur Annahme,
dass der Isolator in der Abwesenheit von T3 den Enhancer nicht in einer DNA-Schleife
isoliert, sondern am Promotor in noch unbekannter Weise inhibiert und dieser somit nicht auf

den Promotor wirken kann. Die Prasenz von Hormon verhindert diese Inhibierung und der
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Enhancer kann auf den Promotor zugreifen, was die erhdhte Transkription des Gens zur

Folge hat.

F1F2 up Enh down
-« —> <+

F1F2 up

Enh down

B-Actin Promotor

Abb. 4.52: Der Enhancer befindet sich sowohl in der An- als auch in der Abwesenheit von
Hormon am Promotor.

N2ap-Zellen einer Maxischale in Hormon-depletiertem Medium wurden mit 15 pg pREPF1F2
transfiziert und 12 h nach Mediumwechsel auf 2 Schalen gesplittet. Nach 48 h erfolgte die Behandlung
der Zellen mit 10 ° M T3 fiir 1 h. Fur die ChIP-Analyse wurde der Zellextrakt mit 5 ug Antikérper oder
5 pl Praimmunserum inkubiert. 10% der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die
Amplifikation erfolgte mit Primern stromaufwarts des F1F2-Isolators oder stromabwarts des SV40-
Promotors im episomalen Vektor pREPF1F2. Als Kontrollprimer wurden Oligonukleotide verwendet,
die den R-Actin-Promotor amplifizieren. Fir die PCR-Reaktion wurde je 1 pl des verdlinnten Inputs
(1:50, 1:100) und der aufgereinigten Prazipitate verwendet.

Um die hormonell regulierte Rekrutierung der RNA Polymerase Il an den F1F2-Isolator zu
bestatigen, wurden Hihner-Monozytenzellen (HD11) ebenfalls fir die ChlP-Analyse
verwendet. Diese HD11-Zellen besitzen einen aktiven Lysozym-Enhancer und den F1F2-
Isolator (Position —2,54 kb und —2,38 kb relativ zum Transkriptionsstart) und exprimieren das
Lysozymgen (Huber et al., 1995). An diesem endogenen Lysozymlocus konnte ebenfalls
eine hormonregulierte Rekrutierung der RNA Polymerase |l auf dem Isolator innerhalb seiner
natirlichen Umgebung beobachtet werden (Abb. 4.53). Dies Ergebnis bestatigt die
Ausbildung von Chromatinschleifen und Interaktion der basalen Transkriptionsmaschinerie
mit dem Isolator, die mit der Enhancer-Blockade einhergeht und durch die Anwesenheit von

T3 aufgehoben werden kann.
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Abb. 4.53: Nur in der Abwesenheit von Hormon assoziieren Promotor und Isolator.

HD11-Zellen einer Maxischale wurden fiir 1 h mit 10 ° M T3 inkubiert oder ohne Hormon kultiviert. Fiir
die ChlP-Analyse wurde der Zellextrakt mit 5 ug Antikérper oder 5 pl Praéimmunserum inkubiert. 10%
der Chromatinfraktion wurde als Input verwendet. Die Amplifikation erfolgte mit Primern spezifisch flr
den endogenen Lysozym-Isolator. Fir die Quantifizierung in der Realtime-PCR wurde je 1 ul des
verdinnten Inputs (1:50) und der aufgereinigten Prazipitate verwendet.
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5 DISKUSSION

CTCEF ist ein multivalenter Transkriptionsfaktor, der in eine Reihe von Regulationsvorgangen
involviert ist. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen Untersuchungen lGber dessen
Fahigkeit, an Isolatoren zu binden und die Wirkung von Enhancern zu blockieren. Im Falle
der Positionierung einer CTCF-Bindestellen neben einem TRE handelt es sich nicht um eine
konstitutive Enhancer-Blockade, vielmehr kann hier die Blockierung durch Anwesenheit von
T3 aufgehoben werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse zur genaueren

Charakterisierung dieser hormonsensitiven Enhancer-Blockade diskutiert.

5.1 Analyse der hormonsensitiven Enhancer-Blockade mittels Episomen

Die meisten Studien der Enhancer-Blockade wurden bisher in stabil transformierten Zellen
oder Organismen durchgefihrt. Es wurde jedoch auch gezeigt, dass primare Effekte der
Enhancer-Blockade mittels Plasmiden in transienten Transfektionen getestet werden kénnen
(Recillas-Targa et al.,, 1999). Episomale Vektoren haben gegenuber herkdmmlichen
Plasmiden den Vorteil, dass sie nicht ins Genom integrieren, aber trotzdem eine normale
Chromatinstruktur ausbilden. Es wurde auch gezeigt, dass auf einem Minigen, das in ein
Episom integriert wurde, eine ahnliche Nukleosomen-Positionierung wie auf dem endogenen
Genlocus vorzufinden ist (Kanduri et al., 2000). Gegenlber stabil integrierten Plasmiden
besitzen Episome den Vorteil, dass keine Integration ins Genom erfolgt und somit die Gene
nicht den Einflissen der Integrationsstelle unterworfen werden und auch mdglicherweise
wichtige genomische Bereiche der Zelle nicht unterbrochen werden kdénnen. Zusatzlich
konnen somit verschiedene Konstrukte (z.B. Mutanten) exakt miteinander verglichen werden,
da bei stabil integrierten Plasmiden der genomische Kontext von Zellklon zu Zellklon variiert.
Die Analyse der Enhancer-Blockade mittels Episomen wurde bereits erfolgreich in
Drosophila melanogaster durchgefiihrt (Parnell and Geyer, 2000). Hier konnte gezeigt
werden, dass der Drosophila-Isolator gypsy die Enhancer-Promotor-Kommunikation
innerhalb eines Episoms blockieren kann.

Studien Uber die Enhancer-Blockade mittels Plasmiden in transienten Transfektionen haben
sich auch mit der unterschiedlichen Anordnung von Enhancer und Isolatoren befasst. Es
konnte gezeigt werden, dass ein Enhancer auf einem zirkuldren Plasmid in beide
Orientierungen aktiviert, aber die kirzere Reichweite bevorzugt. Also muss ein Isolator, um
einen Enhancer zu blockieren, auf einem zirkularen Plasmid nicht zwangslaufig zwischen
Enhancer und Promotor plaziert sein. Wird das Plasmid jedoch linearisiert, ist dies wieder
Voraussetzung fir die Enhancer-Blockade. Die starkste Enhancer-Blockade wurde
beobachtet, wenn der Enhancer mit Isolatoren flankiert wurde. Auch eine Multimerisierung

des Isolators flihrte zu einer erhéhten Enhancer-Blockade (Recillas-Targa et al., 1999).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Konstrukte so kloniert, dass der Isolator zwischen
Enhancer und Promotor liegt und die Distanz zwischen Enhancer und Reportergen Uber den
Isolator hinweg kulrzer ist (ca. 3 kb) als in die andere Richtung (ca. 10 kb) (Abb 5.1). Mit
dieser Anordnung wurden auch Reprimierungsaktivitditen durch CTCF auf den
Reporterpromoter minimiert. Um dies zu kontrollieren, wurden alle Konstrukte auch ohne
Enhancer kloniert. In allen Fallen war die Reprimierung schwacher als der Effekt der
Enhancer-Blockade auf das Reportergen (siehe auch Kapitel 4.3.5), so dass der Einfluss

durch die Enhancer-Blockade messbar war.

HygrOmyc'ny ./
X F1F2-Isolator
/

PREP-F1F2 ———SV40-Enhancer

11878 bp

e

EBNA-1

OriP

Abb. 5.1: Anordnung der Elemente auf dem F1F2-Episom.

Schematische Darstellung des episomalen F1F2-Plasmids, das eine GréRe von 11,9 kb aufweist. Der
F1F2-Isolator (gelber Balken) befindet sich zwischen SV40-Enhancer (hellgriner Balken) und
Promotor und Luciferase-Reportergen (dunkelgriiner Balken). In schwarz markiert sind das virale
Kernantigen (EBNA-1) und OriP, die zur extrachromosomalen Replikation nétig sind. Zur Selektion in
eukaryontischen Zellen diente das Hygromycin-Resistenzgen (schwarzer Balken).

Zunachst wurden kombinierte CTCF/TR-Bindestellen des Hihner-Lysozymgens (F1F2) und
des humanen c-myc-Gens (N-TR) in die bereits publizierten episomalen Vektoren pREPH19
kloniert. Diese Vektoren sind unter anderem durch ein destabilisiertes GFP-Reportergen
gekennzeichnet, das den Vorteil hat, schnell in der Zelle abgebaut zu werden und so die
GFP-Akkumulation in der Zelle verhindert. Daher konnten auch rasche Hormoneffekte
dokumentiert werden. Nach Etablierung der Transfektion und FACS-Analyse der Vektoren
pREPH19-A (ohne CTCF-Bindestelle) und pREPH19-B (vier CTCF-Bindestellen der murinen
ICR), wurde versucht, die episomalen GFP-Vektoren mit F1F2- und N-TR-Bindestellen zu
charakterisieren. Trotz vielfaltiger Versuchsansatze konnte keine eindeutige Auswertung

stattfinden. Das Hauptproblem war die Transfektionseffizienz, die sich unterhalb von 2-3%
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transfizierter Zellen bewegte und so eine statistisch gesicherte Auswertung der
hormonsensitiven Enhancer-Blockade unmoglich machte. Da der Nachweis des GFP
aufgrund geringer Transferrate und relativ ungenauer Nachweismethode kein geeignetes
Reportersystem zu sein schien, wurde Luciferase als Reporterprotein ausgewahlt. Luciferase
lasst sich tGber mehrere Groflenordnungen exakt bestimmen.

Der nachste Schritt bestand daher in der Etablierung eines weiteren episomalen Systems,
das auf dem Luciferase-Reportergen beruhte. In einen Zwischenvektor wurden die
kombinierten CTCF/TR-Bindestellen des murinen APPpB-Promotors und des Huhner-
Lysozymgens zwischen SV40-Enhancer und Luciferasepromotor kloniert. Dieser Bereich des
Vektors wurde darauthin in den kommerziellen, episomalen Vektor pREP4 kloniert.
Transfektionen der APP-Vektoren ergaben eine Zelltyp-spezifische, jedoch nicht
hormonsensitive Enhancer-Blockade. Da jedoch vorherige ChlP-Analysen mit dem APPf-
Promotor und Northern Blot-Analysen auf RNA-Ebene den Schluss zuliel3en, dass es ein
funktionelles TRE geben muss, liegt es nahe, dass sich im 200 bp-Fragment, das in den
episomalen Vektor kloniert wurde, kein TRE befindet, sondern aul’erhalb dieses Bereichs.
Fur die ChIP-Analyse wurden zwar Primer-Paare verwendet, die spezifisch diese 200 bp
amplifizierten, da sich aber sonifizierte DNA-Fragmente in der GréRenordnung von ca.
500 bp bewegen, kénnen die Hormoneffekte auch durch eine benachbarte DNA-Sequenz
hervorgerufen worden sein.

Die Transfektion von F1F2-Episomen jedoch ergab eine signifikante hormonsensitive
Enhancer-Blockade. Dieser Effekt ist von CTCF abhangig, da die Intensitat der Blockierung
auch durch Uberexprimierung oder Herunterregulierung von CTCF beeinflusst werden
konnte. Dies zeigt, dass ein episomales System etabliert wurde, das zur intensiven Analyse
der hormonsensitiven Enhancer-Blockade genutzt werden konnte. Die mit Episomen
transfizierten Zellen wurden im Folgenden fir die ChlP-Analyse verwendet und es konnte
gezeigt werden, dass CTCF an die F1-Bindestelle rekrutiert wird. DarUber hinaus konnte
gezeigt werden, dass mit T3-Behandlung eine Histon H4-Acetylierung am Isolator ansteigt,
wie es bereits am endogenen F1F2-Element demonstriert wurde (Lutz et al., 2003). Somit
konnte ein episomales System mit kombinierter CTCF/TR-Bindestelle etabliert werden, das
den endogenen Locus imitiert, aber alle Vorteile eines extrachromosomalen Minigenoms
aufweist.

Dies bedeutet, dass im Gegensatz zum so genannten Kolonie-Formierungsexperiment auch
mutierte Varianten von CTCF im Vergleich mit wt CTCF in seiner Wirkung getestet werden
kénnen. Das Kolonie-Formierungsexperiment ist eine weit verbreitete Methode, um ein DNA-
Fragment auf sein Enhancer-Blockade-Potential in Vertebraten-Zellen zu testen (Bell et al,
1999; Bell and Felsenfeld 2000, Filippova et al, 2001; Chao et al, 2002). Hier wird ein

Isolator-Element zwischen einem Enhancer und dem Promotor eines Neo®-Gen platziert und
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reduziert durch Blockierung der Genaktivitat die Anzahl an G418-resistenten Kolonien. Im
Kolonie-Formierungsexperiment, das einer stabilen Integration bedarf und daher bis zur
Auswertung ca. 3 Wochen in Anspruch nimmt, ist eine solche Uberexpression von CTCF
aufgrund der cytotoxischen Auswirkung nicht moéglich (Rasko et al., 2001). Darlber hinaus
konnten relativ kurzlebige Substanzen wie TSA, 3-ABA und AA auf ihre Wirkung bezlglich
der Enhancer-Blockade im episomalen System getestet werden. Auch diese
Untersuchungen hatten im Kolonie-Formierungsexperiment keine Aussicht auf Erfolg, zum
einen wegen der beschrankten Lebensdauer dieser Substanzen, zum anderen auch
aufgrund ihrer weit reichenden Konsequenzen in Bezug auf die Transkriptionsregulation des
gesamten Genoms. Eine Unterscheidung von direkten und indirekten Effekten auf die

Enhancer-Blockade ware nach 3 Wochen nicht mehr mdglich.

5.2 CTCF und TR synergieren in der Enhancer-Blockade

Es wurde in der Arbeitsgruppe bereits festgestellt, dass CTCF und TR auf den kombinierten
Bindestellen des Hihner-Lysozymgens und des humanen c-myc-Gens die Transkription
synergistisch aktivieren oder reprimieren kénnen (Lutz et al., 2000a). Um den individuellen
Einfluss von CTCF und TR auf die durch F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade zu
untersuchen, wurde das etablierte episomale System verwendet. Darliber hinaus wurden flr
die individuellen Bindestellen funktionelle Mutationen hergestellt, die eine stark reduzierte in
vitro-Bindung von CTCF oder TR aufwiesen (siehe Kapitel 4.5). Transfektionen mit den
mutierten F1F2-Episomen ergaben, dass nicht nur der Verlust der CTCF-Bindung auf F1,
sondern auch der Verlust der TR-Bindung auf dem F2-Element eine Enhancer-Blockade
verhinderte. Auch in Zellen, die keinen endogenen TR exprimieren, kann von einem wt
F1F2-Element keine Enhancer-Blockade ausgehen, womit auf einem anderen Wege die
essentielle Bedeutung des TR fur die Enhancer-Blockade nachgewiesen wurde. Somit
synergieren CTCF und TR auf zusammengesetzten Bindestellen in der Enhancer-Blockade.
Es scheint, dass es sich bei dem F1F2-Element um eine Zusammensetzung eher schwacher
Bindestellen handelt. Dies wurde gefolgert, da sich bei ChIP-Analysen die Menge an
prazipitiertem CTCF auf F1 (ca. 2%) im Vergleich zu bisher publizierten CTS im unteren
Bereich bewegt (z.B. myc N-Bindestelle 5%, H19 Locus 4%, B-Globin Isolator Fll 2%
prazipitierte Input-Fragmente) (Burke et al., 2005). Auch das F2-Element fir sich genommen
zeigt nur eine schwache Repression auf ein Reportergen (Baniahmad et al, 1987). Erst die
Kombination der CTCF- und TR-Bindung in Nachbarschaft fiihrt zu einem starken Element,
das als Monomer eine 7fache Enhancer-Blockade und als multimerisiertes Element sogar
eine 20fache Enhancer-Blockade vermitteln kann, die fast vollstandig von T3 aufgehoben

wird. Die Frage ist, warum CTCF nicht auf einem wt F1- neben einem mutierten F2-Element
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vermitteln kann, obwohl CTCF auf anderen Bindestellen, wie in der IGF2/H19 ICR oder im f3-
Globin-Isolator, ohne TR funktionell ist. Eine mdgliche Ursache hierfir kénnten
posttranslationale Modifikationen von CTCF sein, die durch TR-assoziierte Faktoren
vermittelt und durchgefiihrt werden. Denkbar waren hier z.B. Methylierung, da TR in der
Anwesenheit von T3 mit CARM-1, einer Arginin-Methyltransferase, assoziiert ist oder
Deacetylierung, da TR in der Abwesenheit von Hormon HDACs rekrutiert. In Frage kdme
auch eine durch TR vermittelte PARIlierung von CTCF. Es wurde bereits gezeigt, dass CTCF
zur Auslibung der Enhancer-Blockade diese Modifizierung bendtigt (Yu et al., 2004) und
Studien ergaben, dass zumindest RXR mit der Polymerase, die PARlierung ausflhrt,
interagiert (Miyamoto et al., 1999). Eine weitere Erklarung fir den Synergismus zwischen
CTCF und TR kénnte die DNA-Bindung selbst sein. Fur die ICR des H19/Igf2-Locus wurde
gezeigt, dass CTCF in der Linker-Region zwischen zwei Nukleosomen bindet (Kanduri et al.,
2002b). Im Falle des Lysozym -2,4 kb-Silencers befindet sich die CTCF-Bindestelle aber
innerhalb eines Nukleosoms. Es kdnnte sein, dass CTCF an dieses Element entweder durch
Einsatz anderer Zinkfinger im Vergleich zur ICR an ein Nukleosom binden kann oder aber,
dass an einer kombinierten CTCF/TR-Bindestelle TR CTCF in der Bindung an ein
Nukleosom unterstiitzt. Es wurde auch bereits gezeigt, dass TR an DNA, die von
Nukleosomen umwickelt ist, binden kann (Urnov and Wolffe, 2001). Diese These wird durch
Daten unterstitzt, die belegen, dass CTCF ohne die Anwesenheit von TR eine reduzierte
Bindung an F1 zeigt (siehe Kapitel 4.5.3).

Somit stellt die Kombination einer CTCF- mit einer TR-Bindestelle eine weitere Moglichkeit
dar, die Enhancer-Blockade zu regulieren. Wenn man beachtet, dass es nach
Hochrechnungen ca. 10.000 Bindestellen fir CTCF im murinen Genom gibt (Yu et al., 2004),
ist es durchaus vorstellbar, dass es nicht nur konstitutive, sondern auch regulierbare
Enhancer-Blockade gibt. Da die unterschiedliche Methylierung von CTS eine permanente
Markierung, z.B. im Imprinting, fir die Aufhebung der Enhancer-Blockade ist, gibt es durch
die An- oder Abwesenheit von TR in Kombination mit der An- oder Abwesenheit von T3 drei
Méoglichkeiten der regulierbaren Enhancer-Blockade, die in spezifischen Zellen und zu
bestimmten Entwicklungsstufen ausgeubt werden konnte.

Auch erweitert diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesene synergistische
Regulation das Wissen um die Wirkungsweise von Hormonrezeptoren. Der TR ist in der
Lage, abhangig von T3 einen durch CTCF isolierten entfernten Enhancer in die Regulation
mit einzubeziehen und hauptsachlich dadurch und nicht durch seine eigenen

Transkriptionsmechanismen die Transkription zu steigern.
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5.3 CTCF- und TR-Interaktion

Es wurde bereits beschrieben, dass CTCF und TR physisch interagieren (Perez-Juste et al.,
2000). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die CTCF-Interaktion
nicht nur auf den TR beschrankt, sondern auch andere Mitglieder der Kernhormon-
Rezeptorfamilie mit einbezieht. Folglich konnte sich die Kombination von CTCF-Bindestellen
mit HRE nicht nur auf TR-Bindestellen beschranken, sondern auch andere NHR involvieren.
Erste Indizien hierfir gibt es von der ICR des H19/Igf2-Locus. Dort wurde gezeigt, dass alle
vier CTCF-Bindestellen von Sequenzen benachbart sind, die Komplexe mit RARa und ERp
binden kénnen (Szabo et al., 2004). Auch wenn die Mutation dieser Sequenzen keine Folge
fur das Imprinting-Muster hatte (Szabo et al., 2006), ist nicht auszuschlief3en, dass es eine
Kooperation zwischen CTCF und weiteren Mitgliedern der Kernhormon-Rezeptorfamilie gibt.
DarlUber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ligand (T3 fur TRp, 9-cis-
RA fur RXRa) die Interaktion mit CTCF zwar nicht aufheben, aber doch leicht abschwachen
kann. Da es innerhalb der Rezeptoren mehrere Interaktionsmotive fur CTCF gibt, ware es
vorstellbar, dass sich die Konformation des CTCF/TR-Komplexes durch Anwesenheit von
Hormon verandert, dies wiederum zu veranderter Rekrutierung von Cofaktoren und
anschlieRender unterschiedlicher Chromatinstruktur fiihrt. Die Hauptinteraktionsdoméne
stellt die Rezeptor-DNA-Bindedomane dar. Die Expression dieser Domane im episomalen
System zeigt, dass sie nicht ausreicht, um zusammen mit CTCF hormonsensitive Enhancer-
Blockade zu vermitteln. Dies bedeutet, dass die DBD die Interaktion mit CTCF vermittelt,
aber andere Bereiche von TR benétigt werden, um die notwendigen Cofaktoren zu
rekrutieren, die fir die Enhancer-Blockade bendtigt werden.

In transienten Transfektionen konnte unter Verwendung eines Gal-UAS-Systems beobachtet
werden, dass die N-terminale- und die Zinkfinger-Domane von CTCF neben TR fir die
hormonsensitive Enhancer-Blockade bendtigt werden (Abb. 5.3). Interessanterweise liegt die
TR-Interaktionsdomane innerhalb von CTCF nicht im N-Terminus, der alleine Enhancer-
Blockade vermitteln kann. Vielmehr interagiert CTCF (ber seine Zinkfinger, die neben dem
N-Terminus fur die Aufhebung der Enhancer-Blockade bendtigt werden, mit TRp und RXRa.
Dies ist nicht verwunderlich, da Zinkfinger vom Typ C,H,, von denen CTCF zehn Zinkfinger

besitzt, ein bekanntes Protein-Protein-Interaktionsmotiv darstellen.
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Abb. 5.2: Zusammenfassung der Transfektionsergebnisse mit Gal-CTCF-Domanen und einem
8xUASF2-Reporterkonstrukt.

Schematische Darstellung der Gal-CTCF-Deletionen und deren Effekt auf den 8xUASF2-Reporter. Ein
Hakchen bedeutet, dass das Konstrukt Enhancer-Blockade oder Aufhebung der Enhancer-Blockade
vermittelt; ein Strich ist ein negatives Ergebnis. Der CTCF-N-Terminus umfasst die AS 1-267 und ist
als weiller Balken dargestellt. Die DBD (AS 268-577) ist als schwarzer Balken und der C-Terminus
(AS 578-729) als grauer Balken abgebildet. Rot umrandet ist die minimale CTCF-Domane, die flir die
hormonsensitive Enhancer-Blockade benétigt wird. NT=N-Terminus, ZF=Zinkfinger

5.4 Involvierung von Cofaktoren und posttranslationale Modifizierungen in

der hormonsensitiven Enhancer-Blockade

Es wurde bereits beschrieben, dass CTCF mit HDACs assoziiert ist. CTCF interagiert in vitro
mit Sin3A und ist in der Lage, HDAC-AKktivitat aus Kernextrakt zu rekrutieren, auch wenn
keine direkte Interaktion mit HDACs gezeigt werden konnte (Lutz et al., 2000a). Daruber
hinaus wurde beobachtet, dass die CTCF-vermittelte Repression sensitiv gegenliber dem
HDAC-Inhibitor Trichostatin A (TSA) ist. In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass
die Verwendung von TSA im episomalen System auch zur Aufhebung der Enhancer-
Blockade flhrt. Dies zeigt zum ersten Mal eine Beteiligung von HDACs in der CTCF/TR-
vermittelten Enhancer-Blockade. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde bestatigt, dass
die posttranslationale Modifizierung von CTCF durch die PAR-Polymerase fir die
Vermittlung der Enhancer-Blockade eine Rolle spielt. Zwar wurde die Blockierung nicht véllig
aufgehoben, wie es zuvor gezeigt wurde (Yu et al., 2004), jedoch erfolgte eine signifikante
Reduzierung um 30% (siehe Kapitel 3.4.4). Der Unterschied kdnnte darauf zurlckzufihren

sein, dass es sich um eine kombinierte CTCF/TR-Bindestelle handelt.
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Die Assoziation mit der PAR-Polymerase PARP1 wurde zumindest fir RXR beschrieben
(Miyamoto at al., 1999). Vorstellbar ware, dass dieses Enzym auch vom TR/RXR-
Heterodimer rekrutiert wird und zur Modifzierung von CTCF fuhrt.

Insgesamt bleibt die Frage, ob die Rekrutierung von HDACs, PARlierung und anderer
Faktoren Uber CTCF erfolgt, oder aber, ob die Faktoren hierfir erst Gber TR rekrutiert
werden. Im Allgemeinen ist bekannt, dass die Transkriptionsaktivitat von DNA-gebundenem
TR Uber Cofaktoren vermittelt wird, die in einer Liganden-sensitiven Weise rekrutiert wurden.
Diese Cofaktoren koénnen in Coaktivatoren, die Genaktivierung vermitteln, und
Corepressoren, die zur Genreprimierung fihren, unterteilt werden. Zahlreiche
Corepressoren, die direkt an die LBD des TR binden, wurden charakterisiert, einschliellich
SMRT/N-CoR, Alien, Cyclin-D1 und SUN-CoR (zusammengefasst in Rosenfeld and Glass,
2001). Die SMRT/N-CoR Corepressoren kommen einerseits innerhalb anderer Komplexe
vor, die HDACs zum DNA-gebundenen Rezeptor rekrutieren, und kénnen andererseits selbst
HDACSs binden. Diese Chromatin-modifizierenden Enzyme deacetylieren die Lysinreste der
Histonarme, was zu einer Kondensierung der Chromatinstruktur fihrt, die dadurch weniger
zuganglich fur Transkriptionsfaktoren wird.

Die Bindung von Ligand hat zur Folge, dass die TR-Konformation so verandert wird, dass die
Corepressor-Komplexe dissoziieren und Coaktivatoren rekrutiert werden. Diese
Coaktivatoren schlieRen p160-Proteine ein, die wiederum p300/CBP rekrutieren, Proteine,
die eine Histon-Acetyltransferase(HAT)-Aktivitat aufweisen. Der T3-besetzte TR fiihrt auch
zur Assoziation mit pCAF/GCN5-Komplexen, die ebenfalls HAT-Aktivitat innehaben. Diese
Enzymaktivitat agiert gegensatzlich zur HDAC-Aktivitat und resultiert in einer offenen
Chromatinstruktur (zusammengefasst in Westin et al., 2000).

Die Nahe einer CTCF-Bindestelle zu einem TRE wirft die Frage auf, ob sich die Faktoren
und Cofaktoren, die jeweils rekrutiert werden, gegenseitig beeinflussen, was zu einer
Stabilisierung eines héheren Komplexes fiihren konnte. Es wurde gezeigt, dass CTCF die
TR-Anwesenheit bendtigt und beide Faktoren miteinander interagieren, was bedeuten
konnte, dass die Interaktion vor der DNA-Bindung statt findet. Da TR eine Reihe von
Cofaktoren rekrutiert, ware es vorstellbar, dass diese Proteine auch in die Regulierung der
CTCF-Aktion durch TR involviert sind. Denkbar ware eine Beteiligung von Sin3A-Komplexen,
denn sowohl CTCF als auch TR sind mit Sin3A-Komplexen assoziiert. Der Komplex von
DNA-gebundenem TR/RXR und CTCF konnte eine Plattform fur den Sin3A-Komplex bilden,
der dann durch die Interaktion von CTCF und TR stabilisiert wird.

Die Anwesenheit von Ligand hat dann die Rekrutierung der HAT-Komplexe zur Folge, was
z.B. zur Acetylierung von CTCF und somit zur Aufhebung der Enhancer-Blockade fuhren
kdnnte (Abb. 5.3). Dieser dynamische und zeitlich sehr schnell ablaufende Wechsel von

assoziierten Komplexen mit antagonistischen enzymatischer Funktion am F1F2-Element ist
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mdglicherweise die Schlisselreaktion, die Enhancer-Blockade, als auch das Abstellen der
Enhancer-Blockade durch T3 mdglich macht. Ob die enzymatischen Funktionen nur auf das
Chromatin wirkt oder auch die beteiligten DNA-bindenden Elemente, Aktivatoren, CTCF, TR

und Promotor-assoziierte Faktoren verandern, muss in Zukunft analysiert werden.

Abb. 5.3: Modell fiir den Einfluss der TR-Cofaktoren auf die CTCF/TR-vermittelte Enhancer-
Blockade.

Die Rekrutierung von HDAC-Aktivitat auf das F1F2-Element in Abwesenheit von Hormon. Mdgliche
Assoziation von PARP1 kdnnte zur PARIierung von CTCEF fiihren. Blitze verbildlichen die Ergebnisse,
die zeigten, dass die Verwendung von HDAC-Inhibitor (TSA) und Inhibitor fir PARIlierung (3-ABA) zur
Aufhebung der Enhancer-Blockade fiihrt. In Anwesenheit von T3 werden Cofaktoren mit HAT-Aktivitat
rekrutiert, was moglicherweise zur Acetylierung von CTCF und zur Aufhebung der Enhancer-Blockade
fihren kénnte.

5.5 Hormon reguliert die Rekrutierung des Isolators an den Promotor

Um die F1F2-vermittelte Enhancer-Blockade, die auf dem Synergismus zwischen CTCF und
TR beruht, naher zu beleuchten, wurden ChIP-Analysen mit dem etablierten
Minichromosom-System durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Aufhebung der
Enhancer-Blockade mit einer Zunahme an aktivem (H3K9-Acetylierung) und einer Abnahme
an reprimierendem Chromatin (H3K9-Dimethylierung) einhergeht (siehe Kapitel 4.7). Dieser
»~Switch® der Histonmodifizierung konnte folglich die Ursache der T3-Bindung an TR sein.
Jedoch spielt dabei die CTCF-Bindung an F1 eine entscheidende Rolle, da die Mutation von
F1 ausreicht, um nicht nur die Enhancer-Blockade aufzuheben, sondern auch die mit der

Aufhebung der Enhancer-Blockade verbundenen Histonmodifizierungen.
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Um den Mechanismus der hormonsensitiven Enhancer-Blockade detaillierter zu analysieren,
wurden weitere ChlP-Analysen mit F1F2-Episomen durchgefiihrt. Unter Verwendung eines
RNA-Polymerase Il-Antikérpers konnte gezeigt werden, dass im Zustand der Enhancer-
Blockade sowohl CTCF als auch RNA Polymerase Il auf dem F1F2-Isolator rekrutiert wird.
Anders gesagt, befindet sich damit auch CTCF am Promotor. Dies bedeutet, dass Isolator-
und Promotor-bindende Faktoren miteinander assoziieren. Die Akkumulation von RNA
Polymerase Il am Isolator durch die Enhancer-Blockade wurde bereits fur den HUhner-3-
Globin 5'HS4-Isolator beschrieben. Da es dort gleichzeitig zu einer verminderten
Rekrutierung der RNA Polymerase || am Promotor des (-Globin-Gens kam, wurde gefolgert,
dass im Falle der Enhancer-Blockade der Transfer der RNA Polymerase Il vom Enhancer
zum Promotor durch einen Isolator aufgehalten wird (Zhao and Dean, 2004). Diese
Hypothese basiert auf der Annahme, dass Enhancer Uber wandernde Signale z.B. in Form
von Histonmodifzierungen entlang des DNA-Strangs wirken. Die Verwendung spezifischer
Primer fir Enhancer und Promotor der F1F2-enthaltenden Episomen in der vorliegenden
Arbeit fihrten jedoch zum Resultat, dass die Enhancer-Blockade von einer Rekrutierung
sowohl von CTCF als auch RNA Polymerase Il am Promotor und Enhancer begleitet ist.
Dieser Befund spricht sich gegen das sogenannte Tracking-Modell aus und fihrt zur
Annahme einer Chromatinschleifen-Ausbildung, das sogenannte Loop-Modell (Gerasimova
et al, 2000).

Generell ist bekannt, dass Enhancer Chromatin-Remodelling-Komplexe und RNA
Polymerase Il durch die Wirkung von sequenzspezifischen DNA-Bindefaktoren rekrutieren
(Farrell et al, 1996; Ptashne et al, 1997). Da die Enhancer-Wirkung jedoch noch nicht genau
bekannt ist, wurden einige Modelle aufgefihrt, die den Transfermechanismus der
Aktivierungskomponenten vom Enhancer zum Promotor erklaren kénnten. Konform mit dem
Chromatinschleifen- oder direktem Kontakt-Modell, wurden RNA Polymerase |l und Histon-
Acetylierung am Enhancer und Promotor des Gens fiir das Prostata-spezifische Antigen
(PSA), aber nicht in der dazwischen liegenden Region, detektiert (Shang et al., 2002).
Jedoch unterstiutzen andere Ergebnisse von diesem Genlocus das Tracking-Modell. Es
wurde gezeigt, dass RNA Polymerase ||l am PSA-Enhancer unabhangig von der Promotor-
Rekrutierung detektiert werden kann und zusammen mit Histon-Acetylierung zwischen
Enhancer und Promotor anzutreffen ist (Louie et al., 2003). Dies sind nur zwei von vielen
Beispielen, die das eine oder andere Modell unterstiitzen, ein eindeutiger Hinweis fir die
Richtigkeit eines der beiden Modelle gibt es aber nicht. Es ware auch vorstellbar, dass beide
Modelle zutreffen.

Die Tatsache, dass CTCF und RNA Polymerase Il sowohl am Promotor und Enhancer als
auch am Isolator der F1F2-Episomen prazipitiert werden konnten, kénnte fir ein stérendes

Eingreifen der lIsolator-Proteine auf das sog. Enhanceosom (Enhancer- und Promotor-
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Proteine) sprechen (Abb. 5.5) (Parne et al, 2004). Wenn man das Enhanceosom als einen
Raum versteht, in dem sich DNA-gebundene Faktoren des Enhancers und Promotors mit
anderen Faktoren Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen vereinigen, um die Transkription
zu koordinieren, ist es durchaus denkbar, dass eine zusatzliche Komponente bestehend aus
Isolator-DNA, CTCF, TR und assoziierte Faktoren den funktionellen Zusammenbau dieser
raumlichen Struktur zerstort. Alle Faktoren sind weiterhin vorhanden, das belegen diese
Studien, aber das funktionelle Zusammenwirken dieser Faktoren ist nicht mehr gegeben, so
dass die Transkription nicht mehr erfolgen kann.

In diesem Zusammenhang fiigt sich auch die Tatsache ein, dass CTCF und RNA
Polymerase |l physisch miteinander interagieren konnen (Klenova et al., 1993). Dartber
hinaus ist bekannt, dass die Bindung von CTCF an das F1-Element zu einer betrachtlichen
DNA-Biegung flihrt (Arnold et al., 1996). Dies konnte die Ausbildung von Chromatinschleifen
erleichtern.

Erstaunlich ist der Befund, dass die Anwesenheit von Hormon, also die Aufhebung der
Enhancer-Blockade, zu einer Dissoziation von CTCF vom Promotor und Enhancer flhrt,
wahrend RNA Polymerase Il weiterhin am Enhancer und Promotor, aber nicht am Isolator,
detektiert wird (Abb. 5.4). Dies wurde fur eine Dissoziation des Isolators vom Promotor
sprechen, nur der Enhancer kann noch auf den Promotor Uber einen physischen Kontakt
(RNA Polymerase Il) wirken und das Gen wird so transkribiert. Dieses Ergebnis zeigt zum
ersten Mal ein Beispiel, dass T3 die Ausbildung von Chromatinschleifen verandert, was in

diesem Falle zu einer Auflésung der Enhancer-Blockade flihrt.
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Abb. 5.4: Modell der Enhancer-Blockade und Aufhebung der Enhancer-Blockade in der
Anwesenheit von T3.

Schematische Darstellung der RNA Polymerase |I- und CTCF-Rekrutierung am Promotor, Enhancer
und Isolator. Die Elemente sind durch ihre Proteine dargestellt (RNA Polymerase Il: gelber Kreis —
Promotor; CTCF/TR: roter und griiner Kreis — Isolator; Enhancer-bindendes Protein: griiner Kreis —
Enhancer). Die Gentranskription in der Anwesenheit von Hormon (+T3) wird als schwarzer Pfeil, die
Blockierung des Enhancers und somit die Verminderung der Gentranskription in Abwesenheit von
Hormon (-T3) als roter Pfeil dargestellt.

5.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CTCF und TR in der Enhancer-
Blockade synergieren. Darlber hinaus konnte ein Mechanismus, der diesem Synergismus
zugrunde liegt, aufgedeckt werden: die Tatsache, dass CTCF in der Abwesenheit von TR in
geringerem Ausmalf an F1 bindet. Der nachste Schritt besteht nun darin, herauszufinden,
was die Ursache hierfiir ist. Denkbar ware eine posttranslationale Modifzierung von CTCF
durch TR-rekrutierte Cofaktoren, die eine CTCF-Bindung erst ermdglichen. Ein weiterer
Grund koénnte auch die Positionierung von Nukleosomen am F1F2-Element sein, die sich
durch Bindung von TR veradndert und so eine CTCF-Bindung ermdglicht. In diesem
Zusammenhang ware es auch interessant zu testen, ob F1 durch andere CTCF-Bindestellen
ersetzt werden kdnnte. Es stellt sich also die Frage, ob die benachbarte Positionierung eines

TRE jede Bindestelle zu einer schwachen CTS macht, oder dies nur auf die natlrlichen
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kombinierte CTCF/TR-Bindestellen zutrifft. In diesem Fall ware es interessant
herauszufinden, worin sich jene CTS von anderen unterscheidet. Untersucht werden konnte
z.B. ob fur die zusammengesetzten Bindestellen fur CTCF und TR andere Zinkfinger von
CTCF far die DNA-Bindung zum Einsatz kommen.

Um weitere Faktoren zu finden, die in der hormonsensitiven Enhancer-Blockade involviert
sind, ware es interessant, die in der vorliegenden Arbeit charakterisierte CTCF-Domane flr
Komplexaufreinigungen zu verwenden. Hierflr kénnte die Domane, die Enhancer-Blockade
vermittelt, (CTCT-NT) und die Domane, die fir die hormonsensitive Enhancer-Blockade
bendtigt wird, (CTCF-NT-ZF) gegenuber gestellt werden.

Der Befund, dass in der Abwesenheit von Hormon, CTCF und RNA Polymerase Il auf dem
Enhancer, Promotor und Isolator prazipitiet werden koénnen, spricht fir das
Chromatinschleifen-Modell aus. Die Frage stellt sich hier, wie CTCF stérend auf den Aufbau
eines Enhanceosoms wirken kann.

In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von Hormon die
Rekrutierung von CTCF am Enhancer und Promotor aufhebt. Zum einen koénnte hier
untersucht werden, ob die Interaktion von CTCT/TR mit der RNA Polymerase |II
hormonsensitiv ist. Da der Hauptinteraktionsbereich zwischen CTCF und TR im CTCF-ZF
und TR-DBD liegt und T3 die CTCF/TR-Interaktion leicht abschwécht und dies vermutlich zu
einer Konformationsanderung fuhrt, wéare vorstellbar, dass die Anwesenheit von Hormon, die
CTCF-RNA Polymerase ll-Interaktion verhindert.

Da Enhanceosome in der Vergangenheit bereits erfolgreich kristallisiert wurden, wirde
idealerweise eine solche Kristallisation mit anschlielender Réntgenstruktur-Analyse in der
An- bzw. Abwesenheit von T3 Aufschluss Uber die molekularen Mechanismen der Enhancer-

Blockade geben.
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7 ANHANG

7.1 Reporterkonstrukte

pREP-Luc-enh

Klonierungsstrategie:  p3aA  (siehe
Material) wurde mit Sall und Xhol
geschnitten und mit T4-DNA-
Polymerase aufgefiillt. Das
resultierende Insert  wurde mit

TKpA SV40-Promotor pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl
Hygromycin N e Luciferase linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
N g B aufgefiillt und mit CIAP

dephosphoryliert worden war.
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Abb. 7.1: Schematische Darstellung des Konstrukts pREP-Luc-enh.

Der episomale Vektor pREP-Luc-enh wurde fir transiente Transfektionen in eukaryontische Zellen
verwendet und diente als Repressionskontrolle im Vergleich zu den Vektoren pREP-F1F2-enh und
pREP-5xF1F2-enh. Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist.

SV40 Late Poly A: Polyadenylierungsstelle des Simian-Virus 40; OriP: viraler Replikationsursprung;
EBNA-1 gene: virales nukledres Antigen; Ampicillin: Ampicillin-Resistenzgen; pUC ori
prokaryontischer Replikationsursprung; P tk: Promoter der Thymidinkinase (Herpes Simplex-Virus);
Hygromycin: Hygromycin-Resistenzgen; TK pA: Polyadenylierungsstelle der Thymidinkinase (Herpes
Simplex-Virus).
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Klonierungsstrategie: p3a
Material) wurde mit Sall

geschnitten und mit

Polymerase aufgefillt. Das
resultierende Insert  wurde mit
pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl
linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
aufgefillt und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.

(siehe
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T4-DNA-

Late Poly A
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Abb. 7.2: Schematische Darstellung des Konstrukts pREP-Luc+enh.
Der episomale Vektor pREP-Luct+enh wurde fir transiente Transfektionen verwendet und diente als

Kontrolle

im Vergleich zu den Vektoren pREP-4xAPP+enh,

-4xAPPmut+enh,

-F1F2+enh,

5xF1F2+enh usw. Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist und einen SV40-Enhancer. Abkulrzungserlauterungen siehe Abb. 6.1.
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Klonierungsstrategie: pGL3-F1F2 (siehe

Material) wurde mit Bcul und Xhol
geschnitten und mit T4-DNA-
Polymerase aufgeflllt. Das
resultierende Insert  wurde mit

pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl
linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
aufgefullt und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.
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Abb. 7.3: Schematische Darstellung des Konstrukts pREP-F1F2-enh.
Der episomale Vektor pREP-F1F2-enh wurde fur transiente Transfektionen verwendet. Dieses
Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor vorgeschalten ist. 5° des
Luciferase-Gens wurde das F1F2-Element kloniert. Abklrzungserlauterungen siehe Abb. 6.1.



PREP-F1F2+enh

Klonierungsstrategie: pGL3-F1F2 (siehe

Material) wurde mit BamHI und Xhol

geschnitten und mit T4-DNA-

Polymerase aufgefiillt. Das

TK pA $V40-Promotor resultierende  Insert  wurde  mit
Luciferase pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl

Hygromycin R _
yaromy SN % :§ linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
// aufgeflllt und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.
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Abb. 7.4: Schematische Darstellung des Konstrukts pREP-F1F2+enh.

Der episomale Vektor pREP-F1F2+enh besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist. Zwischen den Promotor und einen SV40-Enhancer wurde das F1F2-Element
kloniert. Dieses Konstrukt wurde fir transiente Transfektionen und ChlP-Analysen verwendet.

Sequenz des F1F2-Inserts:
F2 F1
cctgagagacctgagttcgtaacttgacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaagacatgtaaataccatagctatccagtagagg

tctcaatttcttcatgtcaaatgcagce

Die folgenden episomalen Plasmide basieren ebenfalls auf pREP4-ss und wurden in
einer ahnlichen Weise kloniert:

e Konstrukt pREP-5xF1F2-enh

Klonierungsstrategie: pBK-CMV-5xF1F2 wurde mit Spel und Xbal geschnitten und mit T4-DNA-
Polymerase aufgeflllt. Das resultierende Insert wurde mit pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl
linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase aufgefillt und mit CIAP dephosphoryliert worden war.

Der episomale Vektor pREP-5xF1F2-enh wurde fiir transiente Transfektionen verwendet. Dieses
Konstrukt besitzt 3° des Luciferase-Reportergens fliinf hintereinander geschaltete Kopien der F1F2-
Bindestelle.

e Konstrukt pREP-5xF1F2+enh

Klonierungsstrategie: pGL3-5xF1F2 wurde zuerst mit Xhol geschnitten, dann erfolgte ein Teilverdau
mit BamHI und eine Auffiillreaktion mit T4-DNA-Polymerase. Das resultierende 3050 bp-Insert wurde
mit pREP4-ss ligiert, der zuvor mit Notl linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase aufgefiillt und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.




Der episomale Vektor pREP-5xF1F2+enh wurde fir transiente Transfektionen und ChIP-Analysen
verwendet. Dieses Konstrukt besitzt zwischen SV40-Promotor und -Enhancer finf hintereinander
geschaltete Kopien des F1F2-Elements.

Sequenz des 5xF1F2-Inserts:
F2 F1

tacttgacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaagacacgtaaataccatagctatccagtagaggtctcaatttcttcatgtcaaatg
F2 F1

cagctctagtatacttgacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaagacacgtaaataccatagctatccagtagaggtctcaatttctt

F2
catgtcaaatgcagctctagtggatccaaagaattctagtatacttgacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaagacacgtaaata
F1 F2

ccatagctatccagtagaggtctcaatttcticatgtcaaatgcagctctagtatactigacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaag
F1 F2

acacgtaaataccatagctatccagtagaggtctcaatticticatgtcaaatgcagctctagtatacttgacctcagctggggtcaataagtaact

F1
aagcaaaaagacacgtaaataccatagctatccagtagaggtctcaatttcttcatg

o Konstrukt pREP-F1mutF2+enh

Klonierungsstrategie: pGL3-F1mutF2 wurde mit EcoRV und Nhel geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pREP4-ss ligiert. Dieser wurde zuvor mit Notl linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
aufgefillt, nochmals mit Nhel geschnitten und anschlie3end mit CIAP dephosphoryliert.

Der episomale Vektor pREP-F1F2+enh wurde fir transiente Transfektionen und ChIP-Analysen
verwendet. Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist. Zwischen den Promotor und einen SV40-Enhancer wurde das F1mutF2-Element
kloniert.

Sequenz des F1mutF2-Inserts:
F2 F1mut
cctgagagacctgagttcgtaacttgacctcagctggggtcaataagtaactaagcaaaaagacatgtaaataccatagctatccagtagaaa

tctcaatttcttcatgtcaaatgcagce

e Konstrukt pREP-F1F2mut+enh

Klonierungsstrategie: pGL3-F1F2mut wurde mit EcoRV und Nhel geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pREP4-ss ligiert. Dieser wurde zuvor mit Notl linearisiert, mit T4-DNA-Polymerase
aufgefillt, nochmals mit Nhel geschnitten und anschlieRend mit CIAP dephosphoryliert.

Der episomale Vektor pREP-F1F2+enh wurde fiir transiente Transfektionen und ChIP-Analysen
verwendet. Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor
vorgeschalten ist. Zwischen den Promotor und einen SV40-Enhancer wurde das F1F2mut-Element
kloniert.

Sequenz des F1F2mut-Inserts:
F2mut F1
cctgagagacctgagttcgtaacttgggttcagctggtcccaataagtaactaagcaaaaagacatgtaaataccatagctatccagtagagg

tctcaatttcttcatgtcaaatgcagc



e Konstrukt pREP-4xAPP+enh

Klonierungsstrateqie:

pGL3control-4xAPP wurde mit Xmnl und BamHI geschnitten und mit T4-DNA-Polymerase aufgefillit.
Anschliefsend folgte ein erneuter Verdau mit Nhel. Das daraus resultierende Insert von 3400 bp wurde
mit dem Vektor pREP-ss ligiert, der zuvor mit Notl geschnitten, mit T4-DNA-Polymerase aufgefillt und
nochmals mit Nhel verdaut wurde.

Der episomale Vektor pREP-4xAPP+enh wurde fur transiente Transfektionen in eukaryontische Zellen
eingesetzt. Dieses Konstrukt besitzt zwischen dem SV40-Promotor und -Enhancer vier Kopien der
kombinierten potentiellen CTCF/TR-Bindestellen des murinen APPB-Promotors.

Sequenz des 4xAPP-Inserts:
CTS
actagaagccggcagagtcagctgatcccgceccacccggcetcgeccacccgcagagacccectagcggagectcggggagcetgegeccgag

cgcagcgggaggcaacccagagcccacaggtgeggcgtcttgggctaaggggagecgcegctececcgatggggtctgggaaccaagttggg
TRE

gagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggagaaggtgaaccactagaagccggcagagtcagctgatcccgeccacceggce
CTS
tcgccacccgcagagacccctagcggagectcggggagcetgcgececcgagegcagecgggaggcaacccagageccacaggtgeggegt
TRE

cttgggctaaggggagccgcgctcccgatggggtctgggaaccaagttggggagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggag
CTS

aaggtgaaccactagaagccggcagagtcagctgatcccgceccacccggcetcgecaccecgcagagacccectagecggagectcggggag

ctgcgeccgagegcagecgggaggcaacccagagceccacaggtgeggcegtcettgggctaaggggagcecgcegcetccecgatggggtetggga
TRE

accaagttggggagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggagaaggtgaaccactagaagccggcagagtcagcetgatcec
CTS
gcccacccggctcgecacccgcagagacccectagecggagectcggggagcetgecgeccgagegcagegggaggcaacccagageccac
TRE

aggtgcggcegtcettgggctaaggggagcecgegctcccgatggggtctgggaaccaagttggggagtgatctgggtcagggagaggacccca

caatcgggagaaggtgaacc

e Konstrukt pREP-4xAPPmut
Klonierungsstrateqie:

pGL3control-4xAPPmut wurde mit Xmnl und BamHI geschnitten und mit T4-DNA-Polymerase
aufgefillt. AnschlieRend folgte ein erneuter Verdau mit Nhel. Das daraus resultierende Insert von
3400 bp wurde mit dem Vektor pREP-ss ligiert, der zuvor mit Notl geschnitten, mit T4-DNA-
Polymerase aufgefiillt und nochmals mit Nhel verdaut wurde.

Der episomale Vektor pREP-4xAPP+enh wurde fir transiente Transfektionen eingesetzt. Dieses
Konstrukt besitzt zwischen dem SV40-Promotor und -Enhancer vier Kopien der kombinierten
potentiellen CTCF/TR-Bindestellen des murinen APPB-Promotors mit mutierten CTCF-Bindestellen.

Sequenz des 4xAPPmut-Inserts:
CTS
actagaagccggcagagtcagctgatcccgcccacccggctcgccacccgcagagacccgaagcgdagcecteggggtgetgegeccgag

cgcagcgggaggcaacccagagcccacaggtgcggcegtcttgggctaaggggagccgcgctcccgatggggtctgggaaccaagttggg
TRE

gagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggagaaggtgaaccactagaagccggcagagtcagctgatcccgeccaccecggce
CTS
tcgccacccgcagagacccgaageggagcectecggggtgctgecgeccgagegcagecgggaggcaacccagageccacaggtgeggegt
TRE

cttgggctaaggggagccgcegctcccgatggggtctgggaaccaagttggggagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggag




CTS
aaggtgaaccactagaagccggcagagtcagctgatcccgceccacccggctcgeccacccgcagagacccgaagcecggagcectcggaatg

ctgcgcccgagegcagecgggaggcaacccagagceccacaggtgeggcegtcttgggctaaggggagecgegcetcccgatggggtetggga
TRE

accaagttggggagtgatctgggtcagggagaggaccccacaatcgggagaaggtgaaccactagaagccggcagagtcagcetgatccce
CTS
gcccacccggcetcgeccacccgcagagacccgaagcggagectcggggtgctgecgcccgagegcagegggaggcaacccagagcccac
TRE

aggtgcggcegtcettgggctaaggggagcecgcegcetccecgatggggtetgggaaccaagttggggagtgatctgggtcagggagaggacccca

caatcgggagaaggtgaacc

Die folgenden episomalen Plasmide basieren auf dem Vektor pPREPH19A (Kanduri et
al., 2000):

e Konstrukt pPREPH19-F1F2

Klonierungsstrateqie:

Das F1F2-Element wurde aus genomischer Hihner-DNA mit den Primern S3 und A3 amplifiziert.
AnschlieRend erfolgte eine zweite PCR mit den Primern 2™ S3 und 2™ A3 (Nested PCR). Das
resultierende Fragment wurde in pBsk zwischenkloniert, der zuvor mit EcoRV geschnitten wurde. Die
Orientierung des Inserts wurde mit Pvull kontrolliert. Das F1F2-Element wurde mit Smal und Hincll
aus pBsk herausgeschnitten mit Klenow aufgefiillt. Das daraus resultierende Insert wurde mit
pREPH19A (Kanduri et al., 2000) ligiert, der zuvor mit Xhol geschnitten, mit Klenow aufgeftllt und
anschlieBend dephosphoryliert worden war. Die Orientierung des Inserts wurde mit Sall oder Pvull
Uberprift.

Der episomale Vektor pPREPH19-F1F2 wurde in transienten Transfektionen in eukaryontische Zellen
eingesetzt. Er besitzt zwischen SV40-Enhancer und GFP-Reportergen das F1F2-Element.

e Konstrukt pPREPH19-F2F1

Klonierungsstrategie:

Das F1F2-Element wurde aus genomischer Hihner-DNA mit den Primern S3 und A3 amplifiziert.
AnschlieRend erfolgte eine zweite PCR mit den Primern 2" S3 und 2™ A3 (Nested PCR). Das
resultierende Fragment wurde in pBsk zwischenkloniert, der zuvor mit EcoRV geschnitten wurde. Die
Orientierung des Inserts wurde mit Pvull kontrolliert. Das F1F2-Element wurde mit Smal und Hincll
aus pBsk herausgeschnitten mit Klenow aufgefiillt. Das daraus resultierende Insert wurde mit
pREPH19A (Kanduri et al., 2000) ligiert, der zuvor mit Xhol geschnitten, mit Klenow aufgefillt und
anschlieBend dephosphoryliert worden war. Die Orientierung des Inserts wurde mit Sall oder Pvull
Uberprift.

Das Plasmid pREPH19-F2F1 diente der transienten Transfektion. Der Hihner-Lysozymisolator wurde
in der reversen Orientierung (F2F1) zwischen SV40-Enhancer und GFP-Reporter kloniert.

Sequenz des F1F2- bzw. F2F 1-Inserts:
F1 F2
gctgcatttgacatgaagaaattgagacctctactggatagctatggtatttacgtgtctttttgcttagttacttatigaccccagctgaggtcaagtta

cgaactcaggtctctcaggc



¢ Konstrukt pPREPH19-TR-N

Klonierungsstrateqie:

Das humane TR-N-Element wurde aus dem Vektor p(TRN)P2luc mit Xbal herausgeschnitten und mit
Klenow aufgefiillt. Das resultierende Insert wurde mit pREPH19A (Kanduri et al., 2000) ligiert, der
zuvor mit Xhol geschnitten, mit Klenow aufgeftillt und anschlieRend dephosphoryliert worden war. Die
Orientierung des Inserts wurde mit Hind Il Gberpruft.

Der episomale Vektor pPREPH19-TR-N wurde fur Transfektionen in eukaryontische Zellen verwendet.
Er ist charakterisiert durch die Anwesenheit des humanen TR-N-Isolators zwischen SV40-Enhancer
und GFP-Reporter.

o Konstrukt pPREPH19-N-TR

Klonierungsstrateqie:

Das humane TR-N-Element wurde aus dem Vektor p(TRN)P2luc mit Xbal herausgeschnitten und mit
Klenow aufgefillt. Das resultierende Insert wurde mit pREPH19A (Kanduri et al., 2000) ligiert, der
zuvor mit Xhol geschnitten, mit Klenow aufgeftillt und anschlieRend dephosphoryliert worden war. Die
Orientierung des Inserts wurde mit Hindlll Gberprift.

Das Plasmid pREPH19-N-TR diente der eukaryontischen Expression. Zwischen SV40-Enhancer und
GFP-Reportergen befindet sich das TR-N-Element in reverser Orientierung.

Sequenz des TR-N-Inserts:
TR N
tctagaagcttcctgctectgeccccacctgaccceecgecctegtigacatccaggegcgatgatcetctgetgccagtagagggcacacttacttt

actttctaga

pGL3-8xUASF2

Klonierungsstrategie: pBK-CMV-
8xUASF2 (siehe Material) wurde mit
Spel und Xbal geschnitten. Das
resultierende Insert wurde mit pGL3-
control ligiert. Dieser wurde zuvor mit
Spel linearisiert und mit CIAP
dephosphoryliert.

SV40-Promotor

f1 ori

iy

4 / Luciferase

Ampicinin\f {
[ | pGL3-8xUASF2 \

| 5993 bp J

Asv4o Late Poly A

’*fj — 8xUASF2

SV40-Enhancer

Abb. 7.5: Schematische Darstellung des Konstrukts pGL3-8xUASF2.

Der Vektor pGL3-8xUASF2 wurde fir transiente Transfektionen in eukaryontische Zellen verwendet.
Dieses Konstrukt besitzt ein Luciferase-Reportergen, dem ein SV40-Promotor vorgeschalten ist.
Zwischen SV40-Enhancer und -Promotor befindet sich die 8fach multimerisierte Bindestelle UASF2.
SV40 Late Poly A: Polyadenylierungsstelle des Simian-Virus 40; f1 ori: Phagen-Replikationsursprung;
Ampicillin: Ampicillin-Resistenzgen; Luciferase: Luciferase-Reportergen; SV40-Promotor: Promotor
des Simian-Virus 40; 8xUASF2: multimerisierte Bindestelle fir Gal-DBD und TR



Sequenz des 8xUASF2-Inserts

F2 UAS
agtcgacgtaacttgacctcagctggggtcaataatcgactcggaggacagtactccgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcga
cgt

F2 UAS
aacttgacctcagctggggtcaataatcgactcggaggacagtactccgceticgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaacttg
acct

F2 UAS F2
cagctggggtcaataatcgactcggaggacagtactccgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaacttgacctcagcetg

a9g

UAS F2
tcaataatcgactcggaggacagtactccgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaacttgacctcagctggggtcaata
atcg

UAS F2
actcggaggacagtactccgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaacttgacctcagctggggtcaataatcgactcgg
aqagq

UAS F2 UAS
acagtactccgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaactigacctcagctggggtcaataatcgactcggaggacagta
ctc

F2 UAS
cgcttcgacctgcaggcatgcaagcttactagagtcgacgtaacttgacctcagctggggtcaataatcgactcggaggacagtactccgcttc

gacctgcaggcatgcaagcttactagt
7.2 Plasmide fur die bakterielle Expression

pGEX-4T1avi-TR

Klonierungsstrategie: Der hTRB wurde
mit den Primern hTRbS und hTRbAS
aus pRS-hTRB (siehe  Material)
amplifiziert und anschliefend mit EcoRI
und Xhol geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pGEX-4T1avi ligiert,
der zuvor mit EcoRl und Xhol
geschnitten und mit CIAP

GST dephosphoryliert worden war.

X v
P

lac | EcoRI (994)

f PGEX-4T1avi-TRb |

U 6400 bp J
/J ﬁ hTRb

ori

- / Xhol (2386)
N

Ampicillin

Abb. 7.6: Schematische Darstellung des Konstrukts pGEX-4T1avi-TRf.

Das Plasmid ermdglicht die Expression von GST-TR} in prokaryotischen Organismen.

Ampicillin:  Ampicillin-Resistenz; GST: Glutathion-S-Transferase, dient der Immobilisierung an
Glutathion-Sepharose Beads; lac [ codiert den lac-Inhibitor (Repressor); avi: Avidin-tag; ori:
Replikationsursprung; hTRb: codiert fur die AS 1-465 des humanen TRf3



Die folgenden Expressionsplasmide basieren ebenfalls auf pGEX-4T1avi und wurden
in einer ahnlichen Weise kloniert:

e Konstrukt pGEX-4T1avi-hTRBDBD

Klonierungsstrategie: Die DBD des hTRB wurde mit den Primern hTRbDBDs und hTRbDBDas aus
pRS-hTRB amplifiziert und anschlieBend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende Insert
wurde mit pGEX-4T1avi ligiert, der zuvor mit EcoRI und Xhol geschnitten und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.

Das Plasmid ermdglicht die Expression von GST-TRf DBD (AS 110-182) in prokaryotischen
Organismen.

e Konstrukt pGEX-4T1avi-hTRBLBD

Klonierungsstrategie: Die LBD des hTRB wurde mit den Primern hTRbCTs und hTRbAS aus pRS-
hTRB amplifiziert und anschliefend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende Insert wurde
mit pGEX-4T1avi ligiert, der zuvor mit EcoRI und Xhol geschnitten und mit CIAP dephosphoryliert
worden war.

Das Plasmid ermdglicht die Expression von GST-TRB LBD (AS 183-465) in prokaryotischen
Organismen.

e Konstrukt pGEX-4T1avi-hRXRaNT

Klonierungsstrategie: Der N-Terminus des hRXRa wurde mit den Primern hRXRaS und hRXRaNTAS
aus pSG5-hRXRa amplifiziert und anschliefend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pGEX-4T1avi ligiert, der zuvor mit EcoRIl und Xhol geschnitten und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.

Das Plasmid ermoglicht die Expression von GST-RXRa NT (AS 1-139) in prokaryotischen
Organismen.

¢ Konstrukt pGEX-4T1avi-hRXRaDBD

Klonierungsstrategie: Die DBD des hRXRa wurde mit den Primern hRXRaDBDS und hRXRaDBDAS
aus pSG5-hRXRa amplifiziert und anschliefend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pGEX-4T1avi ligiert, der zuvor mit EcoRIl und Xhol geschnitten und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.

Das Plasmid ermdglicht die Expression von GST-RXRa DBD (AS 140-238) in prokaryotischen
Organismen.

e Konstrukt pGEX-4T1avi-hRXRaLBD

Klonierungsstrategie: Die LBD des hRXRa wurde mit den Primern hRXRaCTs und hRXRaAS aus
pSG5-hRXRa amplifiziert und anschlieRend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende Insert
wurde mit pGEX-4T1avi ligiert, der zuvor mit EcoRl und Xhol geschnitten und mit CIAP
dephosphoryliert worden war.

Das Plasmid ermoglicht die Expression von GST-RXRa LBD (AS 239-481) in prokaryotischen
Organismen.



7.3 Eukaryontische Expressionsvektoren

pcDNA3-RARa

Klonierungsstrategie: RARa wurde mit
den Primern hRARaS und hRARaAS
aus pRS-hRARa (siehe Material)
amplifiziert und anschlieRend mit EcoRI
und Xhol geschnitten. Das resultierende
Insert wurde mit pcDNAS3 ligiert, der
zuvor mit EcoRI und Xhol geschnitten
> CMV-Promotor und mit CIAP dephosphoryliert worden

__and — war.
= KQ T7-Promotor

—_EcRI (939)

Ampicillin

pcDNA3-RARa | },hRARa
6810 bp / |

SV40-PolyA—" Nl
R Xhd (2336)
Neomycin - (i\\
SV40-Promotor

Abb. 7.7: Schematische Darstellung des Konstrukts pcDNA3-RARa.

Das Plasmid ist zur eukaryontischen Expression und in vitro-Translation von hRARa geeignet.
CMV-Promotor. Promotor des Cytomegalie-Virus; T7-Promotor: Promotor fir T7; hRARa: codiert fir
die AS 1-462 des humanen RARa; SV40-Promotor. Promotor des Simian-Virus 40; Neomycin:
Neomycin-Resistenzgen; SV40-Poly A: Simian-Virus 40 Polyadenylierungsstelle; Ampicillin:
Ampicillin-Resistenzgen.

Die folgenden Vektoren basieren ebenfalls auf pCDNA3 und wurden in einer
ahnlichen Weise kloniert:

e Konstrukt pcDNA3-RXRa
Klonierungsstrategie: RXRa wurde mit den Primern hRXRaS und hRXRaAS aus pSG5-hRXRa
amplifiziert und anschlieBend mit EcoRIl und Xhol geschnitten. Das resultierende Insert wurde mit
pcDNAS ligiert, der zuvor mit EcoRI und Xhol geschnitten und mit CIAP dephosphoryliert worden war.

Der Vektor pCDNA3-RXRa wurde fiir die eukaryontische Expression und in vitro-Translation von
hRXRa verwendet.

¢ Konstrukt pcDNA3-TR DBD
Klonierungsstrategie: TR DBD wurde mit den Primern hTRDBDs und hTRDBDas aus pRS-hTR(
amplifiziert und anschlieBend mit EcoRI und Xhol geschnitten. Das resultierende Insert wurde mit
pcDNAS ligiert, der zuvor mit EcoRI und Xhol geschnitten und mit CIAP dephosphoryliert worden war.

Das Plasmid diente zur eukaryontischen Expression und in vitro-Translation von hTR DBD geeignet.



PGAL-CTCFNTZf1-7

Klonierungsstrategie: Hahner-
CTCFNTZf1-7 wurde mit den Primern
CTCFfIS und CTCFNTZf1-7AS aus
pBK-CMV-CTCF amplifiziert und
anschlieBend mit Bglll geschnitten. Das
resultierende Insert  wurde mit
pABgal94-linker (siehe Material) ligiert,
Gal94 der zuvor mit BamHI geschnitten und
mit CIAP dephosphoryliert worden war.

SV40 ori ) |

—

/ CTCFNTZf1-7

pGAL-CTCFNTZf1-7
5784 bp s

&\
Ampicillin —

Abb. 6.8: Schematische Darstellung des Konstrukts pGAL-CTCFNTZ{1-7.

Das Plasmid ermoglicht die eukaryontische Expression von an die Gal-DNA-Bindedoméane-
fusionierten Huhner-CTCFNTZf1-7, das die AS 1-463 beinhaltet.

Gal94: Aminosauren 1-94 des Hefe-Gal4-Aktivators, welche die DBD enthalten; Ampicillin: Ampicillin-
Resistenz; SV40 ori: Replikationsursprung des Simian-Virus 40; Poly A: Polyadenylierungssignal.

Der folgende Vektor beruht ebenfalls auf pABgal94-linker und wurde in einer
ahnlichen Weise kloniert:

e Konstrukt pGAL-CTCFNTZf1-4

Klonierungsstrategie: Hihner-CTCFNTZf1-4 wurde mit den Primern CTCFfIS und CTCFNTZ{1-4AS
aus pBK-CMV-CTCF amplifiziert und anschlieRend mit Bglll geschnitten. Das resultierende Insert
wurde mit pABgal94-linker ligiert, der zuvor mit BamHI geschnitten und mit CIAP dephosphoryliert
worden war.

Das Plasmid ist fiir die eukaryontische Expression von Hihner-CTCFNTZf1-4 (AS 1-380) fusioniert an
die DNA-Bindedoméane von Gal4 geeignet.
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e Jbrgs Unfall mit Etidiumbromid und anschlieBender Kontrolle mit UV-Licht (obwohl es keiner
von uns selbst erlebt hat)
e Udos Arbeitsbeginn um 11.20 Uhr, um dann um 11.30 Uhr mit uns Essen zu gehen.
e Jorgs unvergessliche Geschichten (ich sag™ nur 2 Vaginas)
e Instituts-Grillabende im Regen
e Jorgs Kohlsuppen-Diat
e diverse Faschingsabende im Ascot
e Jorgs schwere Zunge nach nur wenigen Flaschen Bier
e Gongs seltene Selbstversuche zur Alkoholhéchstmenge, die ein asiatischer Mensch vertragen
kann
e die Uberflutung in Lab329 durch die Wasserstrahlpumpe
e das Warten am Aufzug und Auftreiben aller Leute, die mit zum Essen gehen, von 11.25 —
11.40 Uhr
e die Bowlingabende
e Manus Obstsalat mit ungeschalten Kiwis
e CPs Versuch, Objekttrager abzuflammen
e Kartenblasen mit Jorg an der Weihnachtsfeier
e das Steckenbleiben im Aufzug
e Olles Trockeneis-Spielen

e Mareks Schweilperlen an der Stirn

e Manus Belagerung von Jorg
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