8 Ergebnisse

8.1 Neurotrophine als Mediatoren der tPA Genexpression

8.1.1 Nachweis der Membranrezeptoren fiir Neurotrophine

Zur Analyse eines moglichen Einflusses von Neurotrophinen auf die Genexpression von tPA
wurde zundchst untersucht, ob die eingesetzten neuronalen Zelllinien die den Neurotrophinen
entsprechenden Trk-Rezeptoren tragen, welche eine transmembranire Signalkaskade

etablieren und so in die Genexpressionskontrolle eingreifen konnen.

Aus den unterschiedlichen Gewebetypen im menschlichen Gehirn wurden exemplarisch zwei
Neuroblastomlinien (KELLY und SYS5Y), eine Glioblastomlinie mit hoher tPA Aktivitdt
(SNB-19, Gross et al. 1988) und eine Neuroepitheliomlinie mit nachgewiesener tPA-Aktivitit
(SK-N-SH, Gilbert und Wachsman 1982) gewihlt und verwendet. Die Zellen wurden
aufgeschlossen, die groben Zelltrimmer durch Zentrifugation abgetrennt und die Rezeptoren
Trk A, B und C durch SDS-PAGE und Westernblotanalyse nachgewiesen. In den
untersuchten Zelllinien wurden die Rezeptoren TrkA, B und C (fiir NGF, BDNF, NT-3 und
NT-4) nur in den Linien SY5Y und SK-N-SH eindeutig nachgewiesen. In den Linien KELLY
und SNB-19 konnte keiner der Trk-Rezeptoren zweifelsfrei nachgewiesen werden. Alle
Neurotrophinrezeptoren zeigen bedingt durch ihre unterschiedlichen Glykosilierungszustédnde
als Hauptformen eine 140 kDa, eine 110 kDa und eine unglykosilierte 80 kDa Bande
(Produktinformation # GR24, Oncogene) im SDS-Page/Western Blot (Abb. 5.1).
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Abbildung 5.1: SDS-Page und Western Blot der Zelllinien.

SY5Y (A) und SK-N-SH (B): Die vorwiegend auftretenden Glykosilierungsformen (140, 110 kDa und
unglykolisiert 80 kDa) der Rezeptoren TrkA, B und C sind gezeigt, beide Linien tragen jeweils die Rezeptoren

TrkA, B und C.

Da es nicht zweifelsfrei geklart werden konnte, ob die Linien KELLY und SNB-19 Trk-
Rezeptoren tragen, wurden die nachfolgenden Untersuchungen hinsichtlich der moglichen

Wirkung von Neurotrophinen auf die Transkription von tPA auf die Zelllinien SYS5Y

(Neuroblastom) und SK-N-SH (Neuroepitheliom) beschrinkt.

8.1.2 Die Wirkung von Neurotrophinen auf die Transkription von tPA

Ribonuklease Protektions Assays

Zur Kldrung einer moglichen Wirkung von Neurotrophinen auf die Genregulation von tPA
wurde zundchst untersucht, ob die Neurotrophine zu einer verstidrkten Transkription und

hoheren Mengen an mRNA Transkript fithren. Dazu wurden jeweils semikonfluente, nicht-




synchronisierte Zellen beginnend mit 100 ng/ml humanem NGF (NGF-f3, Sigma, # N4398)
behandelt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet, gezéhlt und jeweils in gleicher Zahl
einem RNase Protektions Assay (RPA) unterworfen. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte
auf einem Phosphorimager, wobei dic Menge der [-Actin mRNA zur Normalisierung der
Messwerte herangezogen wurde. Es zeigte sich, dass NGF in beiden Linien erst spit (24 bis
48 h) zu einer verstirkten tPA-Transkription fiihrt, die nach 48 h in etwa 4fach hoheren
mRNA Mengen ihre Spitze findet. Dabei ist die Transkription nicht von einer Neusynthese
von Proteinen abhédngig (Cycloheximid-Kontrolle) und die erhohten mRNA Mengen basieren

nicht auf einer erhdhten Stabilitdit der mRNA Transkripte (Actinomycin D-Kontrolle) wie

Abb. 5.2 zeigt.
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Abbildung 5.2: Menge des mRNA Transkripts von tPA zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation von
100 ng/ml NGF (2,4fache ECs).

Beide Zelllinien zeigen eine vergleichbare Reaktion hinsichtlich der in zeitlicher Abhéngigkeit auftretenden
mRNA Menge. Nach 24 h hat sich die mRNA Menge etwa verdoppelt, nach 48 h etwa vervierfacht
(Phosphorimager-Analyse, Mittelwerte aus drei Experimenten).

Im Gegensatz zu NGF zeigte sich bei den anderen Neurotrophinen eine zeitlich davon
abweichende Reaktion hinsichtlich einer verdnderten tPA Transkription. Wieder wurden
nicht-synchronisierte, semikonfluente Zellen verwendet und BDNF (Sigma, # B3795) zu 5
ng/ml (2,5fache ECsg) appliziert. Anschlieend wurde zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet,
die Zellen gezéhlt und zu gleicher Zahl einem RPA unterworfen. Die tPA-RNA Menge nach
BDNF-Stimulus war nach 4 h etwa 5fach erh6ht und normalisierte sich nach 8 h. Auch hier
waren erhohte mRNA Mengen nicht die Folge einer erhdhten Transkriptstabilitdt und die

Transkription bendtigte keine Proteinneusynthese (Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Menge der tPA mRNA nach Applikation von 5 ng/ml BDNF (2,5fache ECsy).

Beide Zelllinien zeigen vergleichbare Reaktionen auf BDNF, die maximale Transkriptmenge ist nach 4 h jeweils
etwa Sfach tiber Normal und nach 8 h wieder auf Ausgangsniveau zuriickgegangen (Phosphorimager-Analyse,
Mittelwerte aus drei Experimenten).

Das Neurotrophin NT-4 (Sigma, # N1780) zeigte in beiden Zelllinien ein &hnliches
Wirkungsverhalten wie BDNF. Nach Applikation von 25 ng/ml NT-4 (2,5fache ECsy) auf
semikonfluente, nicht-synchronisierte Zellen wurde in kurzer Zeit die Transkription von tPA
induziert, wobei die mRNA Menge nach 4 h ihr Maximum bei der etwa 4,8fachen
Transkriptmenge erreichte und in der Folge genau wie BDNF rapide auf den Ausgangswert
(nach etwa 8h) abfiel. Auch hier war die Transkription unabhéngig von einer

Proteinneusynthese und nicht Folge einer erhohten Transkriptstabilitidt (Abb. 5.4).
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Abbildung 5.4: Verdnderte Transkriptmenge von tPA nach Applikation von 25 ng/ml NT-4 (2,5fache ECs).
Beide Zelllinien zeigen eine dhnliche Reaktionen auf NT-4. Die Transkription wird von NT-4 induziert und die
maximale Transkriptmenge liegt jeweils nach 4 h bei etwa 4,8fach iiber dem Normalwert (Phosphorimager-
Analyse, Daten aus drei Experimenten gemittelt).

Die gezeigten Daten stammen aus Experimenten die jeweils dreimal wiederholt wurden und
deren Messwerte gemittelt wurden. Dasselbe Experiment wurde auch mit dem zu der Zeit
noch verbliebenen, kommerziell erhdltlichen Neurotrophin NT-3 (Sigma, # N1905)
durchgefiihrt (3 ng/ml, 2,5fache ECs(), welches jedoch vollstdndig ohne Wirkung auf die tPA

Transkription war. Zur Validierung dieses Befundes wurde das Experiment mit drei
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verschiedenen Produktchargen wiederholt, um die Mdglichkeit einer inaktiven Produktcharge
auszugrenzen. Versuchsweise wurde das Experiment mit NT-3 auch in den Zelllinien KELLY
und SNB-19 durchgefiihrt, aber in ihnen zeigte NT-3 keine Wirkung auf die Transkription
von tPA.

Transaktivierungsassays

Im Anschluss and diese Experimente sollte iiberpriift werden, ob und wo mdgliche cis-
regulatorische, neurotrophinrelevante DNA Elemente im Promotorbereich lokalisiert sind. Zu
diesem Zweck wurden sukzessiv verldngerte Promotorfragmente, beginnend mit den ersten
500 bp oberhalb des Transkriptionsstartpunkts ,,+1%, in je zwei Luciferase-
Expressionsvektoren kloniert (pGL3-Firefly Luciferase und pRL-Renilla Luciferase
Vektoren). Diese wurden dann in die Zelllinien SY5Y und SK-N-SH transfiziert, je 100000
Zellen/well auf 96-well Platten ausgesit (semikonfluent) und eine je 2,5fache ECsy an
Neurotrophin appliziert. Die Zellen wurden dann zu den Zeitpunkten der maximalen mRNA
Transkriptmenge (s. RPA) lysiert, mit Reaktionssubstrat versetzt und die Luciferaseaktivitit
gemessen. Diese Messwerte wurden aus je 8 wells gemittelt, die Standardabweichung
bestimmt und ins Verhéltnis zu den Messwerten der mit dem jeweiligen Promotorkonstrukt
transfizierten, aber unbehandelten Zellen gesetzt (,,Vektoraktivitit“ = 100 %). Jedes
Experiment wurde zweimal durchgefiihrt und die Werte statistisch gemittelt. Im Falle der
NGF-Applikation zeigten die Zellen SYSY eine 2,3 bis 2,5fache Induktion nach 48 h (Abb.
5.5) und die Zellen SK-N-SH eine 2,9 bis 3,2fache Induktion der Luciferaseaktivitdt nach 48
h (Abb. 5.6). In Abhéngigkeit der in 5°-Richtung wachsenden Lénge der Promotorkonstrukte
zeigte sich jedoch keine im Rahmen der Messgenauigkeit signifikante Abhéngigkeit der tPA
Induktion von bestimmten Promotorregionen. Nur wenn die Promotorldnge von —6000 bp (5°-
Ende) auf 9000 bp (5°-Ende) wuchs, =zeigte sich ein dezenter Riickgang der
Luciferaseaktivitit auf knapp unter den 2fachen Kontrollwert im Falle der SYSY Zellen
(Abb. 5.5) und auf den 2,2fachen Kontrollwert im Fall der SK-N-SH Zellen (Abb. 5.6). Die
Bereiche zwischen —3000 bis —6000 bp und —6000 bis —9000 bp zeigen im Rahmen der
Messgenauigkeit nach Neurotrophinapplikation keine signifikante Induktion der
Luciferaseaktivitét. Fiir die NGF vermittelte Induktion zeigt sich, dass die ersten 3000 bp der
5¢-Region des Promotors fiir die NGF-Induktion verantwortlich sind, dort jedoch kein im

Transaktivierungsassay ndher identifizierbarer Sequenzabschnitt die Ursache dafiir war.

59



NGF, 100 ng/ml, 48 h, SY5Y-Zellen
350,00
OpGL3 Basic Vektor

300,00 1 EpRL- Null Vektor
§ 250,00 -
m©
=
& 200,00 1
4
@
[0
(7]
S 150,00 {
L
[&]
=]
- 100,00 -

50,00 -

0,00
& R R R R R R R R S N
& & $ S Q@ & s O §» & &
@& N% N N W v ) o 2 X X
o N N N N N N N S S
¥ Gl Gl
SRS
X

Abbildung 5.5: NGF Induktion von tPA durch NGF in SY5Y-Zellen nach 48 h.

Verschieden lange Promotorfragmente reagieren auf NGF-Applikation mit einer 2,3 bis 2,5fachen Induktion der
Luciferaseaktivitit. . Die Messwerte sind aus 16 Einzelmessungen (je acht Werte aus zwei Experimenten)
statistisch gemittelt und die Standardabweichungen sind als Fehlerindikator angegeben.
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Abbildung 5.6: NGF Induktion von tPA durch NGF in SK-N-SH-Zellen nach 48 h.

Die gestaffelt langer werdenden Promotorfragmente reagieren auf NGF-Applikation mit einer 2,9 bis 3,2fachen
Induktion der Luciferaseaktivitit. Die Messwerte sind aus 16 Einzelmessungen (je acht Werte aus zwei
Experimenten) statistisch gemittelt und die Standardabweichungen sind als Fehlerindikator angegeben.
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Dieselben Versuche zur Induktionswirkung von BDNF und NT-4 zeigten ihrerseits auch eine
iiber den gesamten Promotorbereich auftretende Induktion der Luciferaseaktivitdt, die jeweils
zwischen dem 1,5 und 2,5fachen Referenzwert (transfizierte, aber unbehandelte Zellen) lagen,
jedoch ebenfalls keinen Aufschluss iiber eine signifikante Priferenz eines Promotorbereichs

hinsichtlich der Neurotrophinwirkung geben konnten (Daten nicht gezeigt).

Festzuhalten bleibt, dass die Neurotrophine NGF, BDNF und NT-4 die Transkription von tPA
zeitabhéngig stimulieren, wiahrend NT-3 keinen Effekt zu irgendeinem Zeitpunkt zeigt. Diese
Resultate korespondieren mit den in der SDS-PAGE/Western Blot-Analyse nachgewiesenen
Rezeptoren TrkA (fir NGF) und TrkB (fir BDNF und NT-4), wihrend der TrkC-Rezeptor
zwar in den untersuchten Zelllinien nachgewiesen wurde, sein Ligand NT-3 jedoch ohne
Wirkung auf die Expression von tPA bleibt, also keine Signalkaskade iiber den TrkC-
Rezeptor etabliert. Im Falle von NGF sind die ersten 3000 bp oberhalb des
Transkriptionsstarts fiir die Wirkung des Neurotrophins essentiell wichtig, fiir BDNF und NT-
4 konnte im Transaktivierungsassay keine fiir ihre Induktionswirkung verantwortliche
Promotorregion eingegrenzt werden. Fiir eine nédhere Eingrenzung von regulatorischen
Regionen auf dem Promotor, die fiir die von Neurotrophinen vermittelte Induktion
verantwortlich zeichnet, ist die Technologie der Transaktivierungsassays aber von ihrer
Grundkonzeption her wenig geeignet, da sie relativ insensitiv, weil wenig akkurat, und in der

Anwendung nicht sehr flexibel ist (ndheres s. Diskussion).

8.2 Analyse des tPA Gens auf genomischer Ebene

Zur systematischen Analyse der neuronalen Genregulation von tPA war es wichtig diese
Untersuchung auf die Gesamtlinge des Gens in seiner genomischen Organisation
auszudehnen, da der Promotor zwar grundsdtzlich die Expression steuert, dabei aber mit
Enhancer- oder Inhibitorelementen in Wechselwirkung tritt, die seine Aktivitdt maB3geblich
beeinflussen. Diese regulatorischen DNA-Elemente befinden sich oft nicht in unmittelbarer
Nihe des basalen Promotorbereichs, sondern liegen oft mehrere Kilobasen ober- oder
unterhalb desselben und gelangen wegen der dreidimensionalen Organisation der DNA im

Chromatin leicht in die rAumliche Nihe ihrer jeweiligen Wechselwirkungspartner.
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8.2.1 DNasel Hypersensitivitdts-Assays auf der genomischen tPA Sequenz

Wie bereits eingangs erldutert, bendtigt ein regulatorisches Protein zunéchst sterischen
Zugang zu seiner Zielsequenz (responsives DNA-Element), welches normalerweise durch die
dichte Packung der DNA im Chromatin unzuginglich ist. Offnet sich der Zugang zu einer
solchen Region, so ist die DNA dort, im Gegensatz zur nukleosomal verpackten DNA,
besonders sensitiv gegeniiber einem ,,milden” Abbau durch Nukleasen wie DNasel. Man sagt
dann, dass diese Region ,hypersensitiv® ist. Um diese regulatorischen DNA-Elemente zu
finden bedient man sich des DNasel Hypersensitivitdts-Assays (DHA). Dieser wird zunichst
an unbehandelten, nicht synchronisierten Zellen durchgefiihrt und kann bei Bedarf auch an
mit Mediatoren behandelten Zellen angewendet werden. In dieser Untersuchung wurden
unbehandelte Zellen gewihlt, weil zu Beginn erst allgemein aktive, regulatorische DNA-
Elemente gesucht werden sollten (s. Diskussion) Dazu wurden zunichst die Sonden A-J
generiert, deren Positionen sich unmittelbar neben einer geeigneten Restriktionsschnittstelle
auf der genomischen DNA-Sequenz befinden und die Detektion und Positionierung von
DNasel hypersensitiven Stellen moglich machen. Im Vorfeld der Experimente zeigte sich
bereits, dass die Sonde A leider eine nicht spezifische Sequenz besall und zur Analyse der
Region oberhalb Position 6407 (entspricht —3172 bp, vgl. Anhang) ungeeignet war.
Uberhaupt stellte sich diese Region als nicht analysierbar heraus, da sich keine geeignete
Kombination aus Restriktionsschnittstellen und sich anschlieBenden, eindeutig
genspezifischen Sondensequenzen finden lie3 (ndheres s. Diskussion). Die genomische
Organisation von tPA sowie die verwendeten Kombinationen aus Sonden und
Restriktionsschnittstellen sind in Abb. 6.1 wiedergegeben. Die Ergebnisse der genomischen
Sequenzanalyse hinsichtlich hypersensitiver, regulatorischer Regionen sind in den Abb. 6.2

bis 6.9 dargestellt und in Tab. 4.1 zusammengefasst.

62



Genomische
#748484,

Organisation von tPA und die im DHA

6.1:
verwendeten Sonden B-J.

GenBank (Promotor:
Gen: #K03021). Positionsangaben vgl.

Die genomische Sequenz stammt von der
Anhang, T-Start ,,+1° liegt bei 9579.

Abbildung
NCBI

Kessy SH 1oseNd wi uopuos [l

zuanbag oanpadoy m

uoxy -

PUIAIPOY JYIIU : JUOXY :

UIPUOS JIP 3URT pun SUNMYILIASYT —Pp
(g §°6 "©d) YI12.13q.10)0WOIJ 6LS6 UONISO( *([+s J1BIS-L A
1 1 I 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 ] 1 1
™1 €5°Th (114 S€ 0¢ 14 07 ST 01 S
< juuexoqun ogue| [l (nep1oA 1 3S) @ dpuos
Il (nepioA 111 puiH) D dpuos dq 698L¢ o
Il (nepiA [ Y0oH) g opuos dq 20991 - g
»
Il (nepioA [ JOOH/IT] PUIH) { dpUoS dq yzov1 .
Ll
(nepraA-11 136) 1 2puos [l P dq +zov1 (nepiop 1 yood/I11 putH) 4 2puos [l
" dqosis -
(nepIdoA-11 139) [ opuos (nepIoA 11 139) H 2puos -1 13 -
< | [ | ?Am?g 11 139) O epuos [l < (neprop-11 139) 4 opuos [l
dq 0085 dqgige dq 0861 dq 08L
LI I I | il I Il -
L L] L) L] L L & \x ¥¥ u ¥ r
S mm N I QS é&t& /@M& < &M d&L X ,%ookk %%o& d&\ﬁ ¥ é& dk d& éM o@&&l /&H 0& é& ék
< ////%w, S /ﬂ N .oo\/o/% NN %@/, & /,ZM%/ > NIENEEN O S R /yﬂ@///&@ ///oo ) //&@ /,/,%
&N O WY ® > & S DRI {L Q
N IAEN G - AN P AW X
N & WS W r@@%@ W

(1T0€031 % ¥8H8YZ # 2V ‘dq TESTH) 10jeaneuddourmseld d£)-9qamdn sdueuiny

63



© DNase | Konz.

_Hind 3

14024 bp

Sonde B

IJ. EcoR 1

Abbildung 6.2: DHA in KELLY Zellen mit Sonde B.

Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit EcoR I und Hind III geschnitten und in einem
Southern Blot detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitdt entstandenen Banden bzw. die
hypersensitiven Positionen. Graue Pfeile zeigen hypersensitive Banden, deren korrespondierende Positionen mit
der verwendeten Sonde wegen der hohen Messungenauigkeit in diesem Langenbereich nicht genau bestimmt
werden konnte und mit anderen, nihergelegenen Sonden erfasst wurden.
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Abbildung 6.3: DHA in KELLY Zellen mit Sonde E.
Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Bgl II geschnitten und in einem Southern Blot
detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitdt entstandenen Banden bzw. die hypersensitiven

Positionen.
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Abbildung 6.4: DHA in KELLY Zellen mit Sonde G.
Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Bgl II geschnitten und in einem Southern Blot
detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitit entstandenen Banden bzw. die hypersensitiven

Positionen.
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Abbildung 6.5: DHA in SNB-19 Zellen mit Sonde B.

Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit EcoR I und Hind III geschnitten und in einem
Southern Blot detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitdt entstandenen Banden bzw. die
hypersensitiven Positionen. Der graue Pfeil zeigt eine hypersensitive Bande, deren korrespondierende Position
mit der verwendeten Sonde wegen der hohen Messungenauigkeit in diesem Lédngenbereich nicht bestimmt
werden konnte und mit einer anderen, ndhergelegenen Sonde bestimmt wurde.
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Abbildung 6.6: DHA in SNB-19 Zellen mit Sonde E.
Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Bgl II geschnitten und in einem Southern Blot

detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitit entstandenen Banden bzw. die Positionen

hypersensitiver Regionen.
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Abbildung 6.7: DHA in SNB-19 Zellen mit Sonde G.
Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Bgl II geschnitten und in einem Southern Blot

detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitdt entstandenen Banden bzw. die hypersensitiven
Positionen. Der graue Pfeil zeigt eine hypersensitive Bande, deren korrespondierende Position mit der
verwendeten Sonde wegen der hohen Messungenauigkeit in diesem Ladngenbereich nicht mehr genau bestimmt
werden konnte und mit einer anderen, ndhergelegenen Sonde erfasst wurde.
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Abbildung 6.8: DHA in SK-N-SH Zellen mit Sonde C.

Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Hind IIT geschnitten und in einem Southern Blot
detektiert. Der Schwarze Pfeile markiert die durch Hypersensitivitit entstandenen Bande bzw. die hypersensitive
Positionen auf der genomischen Sequenz. Der weille Pfeil zeigt eine hypersensitive Bande, deren
korrespondierende Position mit der verwendeten Sonde wegen der hohen Messungenauigkeit in diesem
Léngenbereich nicht genau bestimmt werden konnte und mit anderen, ndhergelegenen Sonde erfasst wurde.
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Abbildung 6.9: DHA in SK-N-SH Zellen mit Sonde E.
Genomische DNA wurde in vivo mit DNasel verdaut und mit Bgl II geschnitten und in einem Southern Blot
detektiert. Schwarze Pfeile markieren die durch Hypersensitivitdt entstandenen Banden bzw. die hypersensitiven

Positionen.

Die gefundenen DNasel hypersensitiven Regionen erstrecken sich vom Promotor von
Position 6257 (entspricht —3322 bp oberhalb des Transkriptionsstarts) aus iiber das erste
Intron bis in das dritte Intron bei Position 27880 (entspricht + 18301 bp) auf einer
Gesamtldnge von mehr als 21 kb. Diese Ergebnisse unterstreichen eindrucksvoll die
Bedeutung derjenigen Sequenzbereiche fiir die Transkriptionskontrolle, die nicht Teil des
klassischen Promotorbereichs sind. Die genauen Positionen und Ausdehnungen der

hypersensitiven Regionen sind in Abb. 6.10 dargestellt und in Tab. 4.1 zusammengefasst.
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KELLY Zellen SNB 19 Zellen SK-N-SH Zellen Verwendete Sonden
(Neuroblastom) (Glioblastom) (Neuroepitheliom)
6257 + 100 bp 5957 + 100 bp 7257 + 200 bp
6657 + 200 bp 6257 + 100 bp 9607 + 200 bp
7477 + 180 bp 6477 + 80 bp Sonde E
9007 + 350 bp 7257 + 200 bp
10007 + 450 bp 9607 + 250 bp
15762 125 b 15687 + 100 b
16137 + 100 bS 15937 + 100 bg Sonde G
20437 + 100 bp 17737 + 200 bp
20837 £ 100 b 18337 £ 200 b
21237 £ 100 bS 19737 + 150 bﬁ Sonde B
20537 + 200 bp
~ 21000 (nicht verif.)
27880 + 650 bp Sonde C

Tabelle 4.1: Auf dem tPA-Gen identifizierte, native DNasel hypersensitive Regionen.

Die Position in der genomischen Sequenz sind in bp angegeben (Transkriptionsstart bei Position 9579, s.
Anhang) und die zu ihrer Detektion verwendeten Sonden (s. Material und Methoden) aufgelistet. Die durch
Sonde C gefundene Region um Position 21000 wurde nicht néher eingegrenzt (s. Diskussion).

8.2.2 Analyse der hypersensitiven Regionen mit Hilfe von in vivo Footprinting

Zur Analyse der durch die DNasel Hypersensitivititen ermittelten Sequenzregionen
hinsichtlich der Bindung von Transkriptionsfaktoren wurden in vivo Footprinting
Experimente durchgefiihrt, die Aufschluss {iiber die Besetzung der regulatorischen
Sequenzabschnitte in den lebenden Zelle geben sollten. Neben den schon im DHA
verwendeten Zelllinien wurde als Referenz die nichtneuronale und transkriptorisch hochaktive
Zelllinie Hep-G2 zusdtzlich mituntersucht. Hep-G2 ist eine humane hepatozellulédre
Karzinomlinie, die neben Plasminogen noch eine ganze Reihe weiterer Proteine exprimiert
(Aden et al. 1979, Knowles et al. 1980) und der Vergleich mit ihr sollte erste Hinweise auf
moglicherweise fiir die neuronale Expressionskontrolle spezifisch verantwortliche DNA-
Elemente geben. Die in vivo Footprinting Experimente wurden mit den Oligonukleotidsétzen
A-1 durchgefiihrt und die Ergebnisse sind nachfolgend in den Abb. 7.1 bis 7.9
wiedergegeben. Protektierte Basen bzw. Sequenzbereiche wurden mit dem Matlnspector V2.2
Programm basierend auf der TransFac 4.0 Datenbank (Heinemeyer et al. 1998) analysiert,
wobei die ,,core-similarity” und die ,,matrix-similarity fiir Transkriptionsfaktoren zu >90 %
wurden. Durch diese stark orientierten

gewihlt an den Consensus-Sequenzen

Selektionskriterien sind die aus dem Sequenzinput resultierenden putativen

Transkriptionsfaktoren mit hoher Wahrscheinlichkeit diejenigen DNA-bindenden Proteine,

die fiir die Schutzwirkung im Methylierungsschritt des Experiments verantwortlich sind bzw.
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sind zu mehr als 90 % diejenigen, die an die DNA-Elemente an diesen Positionen binden. Die
Lage der responsiven DNA-Elemente ist in den Grafiken mit ,,+* fiir den kodierenden Strang
und ,,-“ fiir den nichtkodierenden Strang angegeben (s. Diskussion). AbschlieBend sind die
gefundenen responsiven Elemente der putativen Transkriptionsfaktoren in Tab. 4.2 und 4.3
jeweils nach Position auf der Gensequenz als auch nach dem jeweiligen Protein selbst

geordnet aufgefiihrt.
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Footprint A (htPA-Promotor)
(Position : 5896-5961 bp, bzw. -3,68/-3,62 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.1: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz A.
Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der

genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot
markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,, NEW*), sofern sich in
der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,

,nackte“ Plazenta-DNA Proben (,,DNA(+)).
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Footprint B (htPA-Promotor)

(Position : 6498-6507bp, bzw. -3,08 kb bezogen auf T-Start)

T —~ o
& 3 23 & 5 2 7
Qa o4 ST @m I I S o~ - Q@
o W P4 o W
2 55 358 £ & 5 5
S - m b sl

6560—“”*“
= qnw L —

6540 — = o —— e
] s W s R A —
i R S
i ——

6522—”%*“*“

6511 — Jnee———— - ) i “

—— NI ier

E“ ﬁw’ww I

BA97 o w w— ————

Abbildung 7.2: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz B.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot
markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (, NEW*), sofern sich in
der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,

»hackte* Plazenta-DNA Proben (,, DNA(+)").
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Footprint C (htPA-Promotor)
(Position : 7079 -7166 bp, bzw. -2,50/-2,41 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.3: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz C.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot
markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,, NEW*), sofern sich in
der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,
»hackte* Plazenta-DNA Proben (,, DNA(+)").
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Footprint D (htPA-Promotor)
(Position : 7308 -7440 bp, bzw. -2,27/-2,14 kb bezogen auf T-Start)
T T
§ > % 22 2 ¢ 35 9 3
o~ Q I < o ~ ; Q
I
£ ¢ 5 5 8 &8 £ ¢ 5 5
Wi
-
0
7440— : wodth -
7430—] ‘ mg ;
7421=: s - :
7412 ‘
= . | K2 (-)
7403 —| leepa
p— U
7391 — “ '
7380—
7372—]
7354—
NFAT ()
7341—]
7325—
- NEW.
7308—

Abbildung 7.4: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz D.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind in
Rottdnen markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,, NEW*), sofern
sich in der Datenbank keine Information {iber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,
»hackte* Plazenta-DNA Proben (,, DNA(+)").
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Footprint E (htPA-Promotor)
(Position : 7577-7624 bp, bzw. -2,00/-1,95 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.5: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz E.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind gelb
gehalten (,,NEW®), fiir sie fand sich in der Datenbank keine Information hinsichtlich eines korespondierenden

Transkriptionsfaktors. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte, ,,nackte* Plazenta-DNA Proben
(,,DNA(+)%).
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Footprint F (htPA-Promotor)
(Position : 8777-8905 bp, bzw. -0,80/-0,67 kb bezogen auf T-Start)

oy = T
o 9~ F
¢ 5 2 32 &L & x5 9 3
§ 32 255 433 8
£ ¥ 5 5 8448 £ < 5 5

NEW.

NEW.

NEW.

Abbildung 7.6: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz F.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot
markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,, NEW®), sofern sich in
der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,
»hackte* Plazenta-DNA Proben (,, DNA(+)").
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Footprint G (htPA-Promotor)
(Position : 8999-9129 bp, bzw. -0,58/-0,45 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.7: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz G.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot
markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,,NEW*®), sofern sich in
der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte,
»hackte* Plazenta-DNA Proben (,, DNA(+)").
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Footprint H (htPA-Promotor)
(Position : 9246-9414 bp, bzw. -0,33/-0,16 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.8: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz H.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert. Der
Transkriptionsstart liegt an Position 9579 (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind
rotlich/orange markiert, soweit sie in der Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,,NEW®),
sofern sich in der Datenbank keine Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang
methylierte, ,,nackte* Plazenta-DNA Proben (,,DNA(+)).
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Footprint | (htPA-Promotor)
(Position : 9464-9670 bp, bzw. -0,02/+0,09 kb bezogen auf T-Start)
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Abbildung 7.9: In vivo Footprint mit dem Oligonukleotidsatz I.

Gezeigt sind die jeweiligen methylierten Guanosinbasen an ihren korespondierenden Positionen auf der
genomischen Sequenz (Bandenpositionen durch Striche markiert). Geschiitzte Basen sind griin markiert und
weill unterhalb (3°) des Transkriptionsstarts. Der Transkriptionsstart liegt an Position 9579 und ist mit einem
Pfeil markiert (vgl. Anhang). Protektierte Basen oder Sequenzbereiche sind rot markiert, soweit sie in der
Datenbank identifiziert werden konnten, und gelb gehalten (,NEW®), sofern sich in der Datenbank keine
Information iiber sie fand. Als Kontrolle dienten 2 unterschiedlich lang methylierte, ,,nackte* Plazenta-DNA
Proben (,,DNA(+)%).
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Nachfolgend sind die Ergebnisse der in vivo Footprint-Experimente nach Analyse durch die

TransFac-Datenbank dargestellt (Tab. 4.2).

Position Sequenz (5' nach 3") Strang Transkriptionsfaktor Hep-G2 KELLY SK-N-SH SNB-19
Footprint A

5902 gtcctg + unbekannt + - - +
5919 ctcatTGTTigtgtg + HNF 3B + + - +
5919 acaaACAAt gag - SRY + + - +
5920 caaaCAAT ga - SOX 5 + + - +
5921 catTGTTtgtgt + HFH 2 + + - +
5921 catTGTTtgtgtg + HFH 3 + + _ +
5921 catTGTTtgtgtg + HFH 8 + + - +
5939 aacagcacca GTTGtgtg - CMYB + + - +
5957 taccaccat + unbekannt + - - +
Footprint B

6498 GGGGatt ccc +/- NF-kappa-B (cons./p50) |- + - +
6498 ggggatt CCC + NF-kappa-B (p65) - + - +
Footprint C

7079 ttcga + unbekannt - - - +
7083 tacccatcctg + unbekannt + - - +
7090 999G CAGgtggcagg - E 47 + - - +
7092 tgccA CCTgcc + DELTAEF1 + _ _ +
7092 gggCAGGtggca - LMO2COM + - - +
7093 gcCACCtgce +/- MYOD + - - +
7094 cCACCTgc + USF + - - +
7123 agcccctgttctetgccececcgecacctecat + unbekannt + - + +
7152 aTGA CTCAt +/- AP 1 (cons.) + - + +
7160 tgcattctg + unbekannt + - + +
Footprint D

7321 ttcacag + unbekannt + - - -
7347 aaaagGAAAaaa - NEAT + - - +
7353 aacagaaaaaAA GG - GKLF + - - +
7365 ttett + unbekannt + - - -
7391 ctTGA Ctaaaa + AP 1 + - - -
7392 ttgactaaAAT Caaggctcccatt + GFI 1 + - - +
7405 caat GGG Agcct - K2 + - - +
7411 ggTGACaatgg - AP 1 (FJ) + - - -
7416 GTCAccttatcag + TCF 11 + - - -
7433 cccatg cC TAAT(ctg + BRN 2 + - - +
Footprint E

7575 agctcagggccecctg + unbekannt + - - +
7598 tgcaaaccctctee + unbekannt + - - +
Footprint F

8782 ccctgGAAAtag - NFAT - - - +
8793 ggcat + unbekannt + . - -
8802 ttcag TATTtgcttg - HNF 3B + + + -
8821 ttcgg + unbekannt + - - +
8861 ggcat + unbekannt - - - +
8865 tgtTGG Ccccaaggcecct + NF 1 + - - +
8886 ccca GG GAatata - K1 + - - +
8897 ggcccactcaa + unbekannt + - - +
Footprint G

9021 agcaa + unbekannt + - - -
9036 9gg9gCcACCTcect + DELTAEF1 + - - -
9048 gctcACCT gegg - DELTAEF1 + - - -
9064 ggctggtectg ccttctcag + unbekannt + + + +
9080 ggtagCCACtga - CAAT + - - -
9091 ccccetga + unbekannt + - + +
9097 gtgc GGG Agcte - IK 2 + - - -
9111 cacaaagtgttccaat cctt + unbekannt + - - +

Fortsetzung und Legende siehe néchste Seite.
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Position Sequenz (5' nach 3') Strang Transkriptionsfaktor Hep-G2 |KELLY |[SK-N-SH |SNB-19
Footprint H

9236 aagTGTTtataat - HFH 8 - - - +
9247 gaT GACaagaa - AP 1 (FJ) + - - -
9252 GT CAtcacagggt + TCF 11 + - - _
9272 gtcectt + unbekannt + - - +
9283 gcctGGGA cact + K2 + + + +
9297 gactctaa + unbekannt + - - -
9314 attctta + unbekannt + - - +
9320 2agtGGG AtGGGAcctt - IK 2 (direct repeat) + - + +
9346 tgcgattcaa + unbekannt + - - -
9356 TGACATCA + CREB (CRE-like) + + + +
9362 caCAGCcgtg - AP 4 + + + +
9366 ctgattATTCacagc - OCT 1 + + + +
9380 gccTGG Cccgaagccagg + NF 1 + - + +
9401 ggctgtgctgcettccacc + unbekannt + + + +
Footprint |

9457 ctCAGCtccc + AP 4 + - - -
9471 ggcecty + unbekannt + . - -
9477 gtccactg + unbekannt + + + +
9490 cctceegeca cac + unbekannt + - - -
9505 9gctgGGCGggtit - SP 1 + + + +
9521 ggccaccga + unbekannt + + + +
9528 aggg9GGTGgggte - SP 1 + + + +
9541 gcctgGAAA ctt + NFAT + + - +
9560 caCAGCtccgg - AP 4 + - + +
9578 CtCAGCtctg - AP 4 (T-Start) + + + +

Tabelle 4.2: Darstellung der durch in vivo Footprinting identifizierten putativen Transkriptionsfaktoren.
Geschiitzte Basen sind griin gekennzeichnet, die Positionsangabe bezeichnet die Lage auf der genomischen
Sequenz (Transkriptionsstart +1 bei 9579, s. Anhang). Die Sequenzen der responsiven DNA-Elemente sind in
5¢—>3° Richtung angegeben. Die Positionsangaben kennzeichnen die jeweils erste aufgefiihrte Base fiir Elemente
auf dem kodierenden Strang (,,+) bzw. das 3‘-Ende der Elemente auf dem Gegenstrang (,,-*). Fiir identifizierte
putative Transkriptionsfaktoren ist die Matrix (Homologie >90 %) in kleinen Buchstaben und die ,,Core“-Region
(Homologie >90 %) in Gro3buchstaben notiert.

Dieselbe Tabelle ist nachfolgend noch einmal, alphabetisch nach putativen

Transkriptionsfaktoren geordnet, angegeben (Tab. 4.3, néchste Seite).
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Position Sequenz (5' nach 3') Strang Transkriptionsfaktor Hep-G2 KELLY SK-N-SH SNB-19
7391 ctTGA Ctaaaa + AP 1 + - - -
7152 aTGACTCAt +/- AP 1 (cons.) + - + +
7411 ggTGACaatgg - AP 1 (FJ) + - - -
9247 gaT GACaagaa - AP 1 (FJ) + _ _ _
9362 caCAGCcgtg - AP 4 + + + +
9457 ctCAGCt cce + AP 4 + - - -
9560 caCAGCtccgg - AP 4 + - + +
9578 ctCAGCtctg - AP 4 (T-Start) + + + +
7433 cccatg cc TAATtctg + BRN 2 + - - +
9080 ggtagCCACtga - CAAT + - - _
5939 aacagcaccaGTTGtgtg - CMYB + + - +
9356 TGACATCA + CREB (CRE-like) + + + +
7092 tgccA CCTgcce + DELTAEF1 + - - +
9036 gggcACCTcct + DELTAEF1 + - - R
9048 gctcACCT gegg - DELTAEF1 + - - -
7090 999G CAGgtggcagg - E 47 + - - +
7392 ttgactaaAAT Caaggctcccatt + GFI1 + - - +
7353 aacagaaaaaAA GG - GKLF + - - +
5921 catTGTTtgtgt + HFH 2 + + - +
5921 catTGTTtgtgtg + HFH 3 + + - +
5921 catTGTTtgtgtg + HFH 8 + + - +
9236 aagTGTTtataat - HFH 8 - - - +
5919 ctcatTGTTtgtgtg + HNF 3B + + - +
8802 ttcag TATTtgcttg - HNF 3B + + + -
8886 ccca GG GAatata - K 1 + - - +
7405 caat GGG Agcct - K 2 + - - +
9097 gtgc GGG Agctc - IK 2 + - - -
9283 gcctGGGA cact + K2 + + + +
9320 aagtGGG AtGGGAcctt - IK 2 (direct repeat) + - + +
7092 gggCAGGtggea - LMO2COM + - - +
7093 gcCACCtgee +/- MYOD + - _ +
8865 tgtTGG Ccccaaggccct + NF 1 + - - +
9380 gccTGG Cececgaagccagy + NF 1 + - + +
7347 aaaagGAAAaaa - NFAT + - - +
8782 ccctgGAAAtag - NFAT - - - +
9541 gcctgGAAA ctt + NFAT + + - +
6498 ggggattCCC + NF-kappa-B (p65) - + - +
6498 GGGGatt ccc +/- NF-kappa-B (cons./p50) |- + - +
9366 ctgattATTCacagc - OCT 1 + + + +
5920 caaaCAAT ga - SOX 5 + + - +
9505 ggctgGG CGygtit - SP1 + + + +
9528 agggGGTGyggte - SP 1 + + + +
5919 acaaACAAt gag - SRY + + - +
7416 GT CAccttatcag + TCF 11 + - - -
9252 GT CAtcacagggt + TCF 11 + - - -
7094 cCACCTgc + USF + - - +

Fortsetzung und Legende siche niichste Seite.
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Position Sequenz (5' nach 3) Strang Transkriptionsfaktor Hep-G2 KELLY SK-N-SH SNB-19
5902 gtcetg + unbekannt + - - +
5957 taccaccat + unbekannt + - - +
7079 ttcga + unbekannt - - - +
7083 tacccatcctg + unbekannt + - - +
7123 agcccctgtictetgccccegecacctecat + unbekannt + - + +
7160 tgcattctg + unbekannt + - + +
7321 ttcacag + unbekannt + - - -
7365 ttett + unbekannt + - - -
7575 agctcagggcccctg + unbekannt + - - +
7598 tgcaaaccctctcc + unbekannt + - - +
8793 ggcat + unbekannt + - - -
8821 ttcgg + unbekannt + - - +
8861 ggcat + unbekannt - - - +
8897 ggcccactcaa + unbekannt + - - +
9021 agcaa + unbekannt + - - -
9064 ggctggtectgecttctcag + unbekannt + + + +
9091 cccectga + unbekannt + + +
9111 cacaaagtgttccaatcctt + unbekannt + - - +
9272 gteectt + unbekannt + - - +
9297 gactctaa + unbekannt + - - -
9314 attctta + unbekannt + - - +
9346 tgcgattcaa + unbekannt + - - -
9401 ggctgtgctgcettccace + unbekannt + + + +
9471 ggcectg + unbekannt + - - -
9477 gtccactg + unbekannt + + + +
9490 cctceecgecacac + unbekannt + - - -
9521 ggccaccga + unbekannt + + + +

Tabelle 4.3: Alphabetisch geordnete Darstellung der Ergebnisse aus den in vivo Footprint-Experimenten.
Geschiitzte Basen sind griin gekennzeichnet, die Positionsangabe bezeichnet die Lage auf der genomischen
Sequenz (Transkriptionsstart +1 bei 9579, s. Anhang). Die Sequenzen der responsiven DNA-Elemente sind in
5¢—>3° Richtung angegeben. Die Positionsangaben kennzeichnen die jeweils erste aufgefiihrte Base fiir Elemente
auf dem kodierenden Strang (,,+) bzw. das 3‘-Ende der Elemente auf dem Gegenstrang (,,-*). Fiir identifizierte
putative Transkriptionsfaktoren ist die Matrix (Homologie >90 %) in kleinen Buchstaben und die ,,Core““-Region
(Homologie >90 %) in Gro3buchstaben notiert.

8.3 Phorbolester induziert tPA iiber ein NF-kB responsives DNA-Element

Die zuvor durchgefiihrten Footprint-Experimente zeigten neben einer Fiille anderer
Ergebnisse einen geschiitzten Bereich etwa 3080 bp oberhalb des Transkriptionsstarts
(Position 6498-6508, Transkriptionsstart ,,+1 bei Position 9579, s. Anhang). Der Footprint an
dieser Stelle ist nur relativ schwach ausgepridgt und der vor der Methylierung geschiitzte
Sequenzabschnitt entspricht mit leichter Abdnderung der NF-kB Erkennungssequenz
(TransFac Datenbank-Analyse) bzw. den Bindungssequenzen der Untereinheiten der NF-xB
Homo- oder Heterodimere, p50 und p60 (,,CORE*“- und Matrixiibereinstimmung in %

gegeniiber den TransFac-Sequenzen):

TPA-Sequenz:

NF-kB (p50): 5 GGGG att ccec core: 100 %, matrix: 100 %
NF-kB (p65): 5- gggg atlT CCC core: 90 %, matrix: 91 %
NF-xB: 5 GGGG att ccc core: 90 %, matrix: 96 %
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NF-«kB responsive Sequenzen wurden bisher vor allem in Genen gefunden, die in Verbindung
mit Akutphasereaktionen, Regulation der Immunantwort und viralen
Replikationsmechanismen stehen. NF-kB wird zudem durch diverse Mediatoren, wie z. B.
TNF, IL-1 und 6, Lipopolysacchariden und Phorbolester stimuliert und liegt normalerweise
praktisch inaktiv im Zytoplasma vor (Review: Thanos & Maniatis 1995). Zur Untersuchung
der Funktionalitdit der vorliegenden NF-kB Erkennungssequenz wurden deshalb
Induktionsexperimente mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) durchgefiihrt. Sukzessiv
verldngerte Promotorkonstrukte wurden in die Zelllinien KELLY und SNB-19 transfiziert,
welche in vivo eine schwache Besetzung des Sequenzabschnitts zeigten. Den Zellen wurde
anschlieBend 100 ng/ml PMA appliziert, die Zellen nach 12 h lysiert und die
Luciferaseaktivitdt gemessen. Beide Zelllinien zeigen zunichst eine von der Promotorlinge
unabhingige allgemeine Induktion auf den ca. 3,5fachen (KELLY Zellen, Abb. 8.2) bzw.
4fachen (SNB-19 Zellen, Abb. 8.1) Referenzwert (unbehandelte Zellen). Erst wenn das
Promotorkonstrukt auch obige NF-xB Erkennungssequenz beinhaltet (Ubergang vom 3000 bp
zum 3200 bp langem Promotorfragment), steigt die Luciferaseaktivitit auf etwa das 10 bis
12fache (KELLY Zellen, Abb. 8.2) bzw. das 12,5 bis 13,4fache Niveau (SNB-19, Abb. 8.1).
Die Region zwischen —3000 bis —3200 bp des Promotors trigt also PMA responsive Sequenz,

die fiir einen enormen Zuwachs der Induktion verantwortlich ist.
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Abbildung 8.1: PMA induziert tPA in SNB-19 Zellen.

Lénger werdende Promotorfragmente wurden in Firefly- (pGL3 Basic) und Renilla (pRL Null)-Luciferase
Vektoren kloniert und mit PMA behandelt. Die Region zwischen —3000 bis —3200 bp oberhalb des
Transkriptionsstarts (+1) ist fiir eine deutliche Steigerung der allgemeinen PMA-Induktion
verantwortlich. Messwerte aus 2 Versuchen, je 8fach, statistisch gemittelt mit Standardabweichung.
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Abbildung 8.2: PMA induziert tPA in KELLY Zellen.

Lénger werdende Promotorfragmente wurden in Firefly- (pGL3 Basic) und Renilla (pRL Null)-Luciferase
Vektoren kloniert und mit PMA behandelt. Die Region zwischen —3000 bis —3200 bp oberhalb des
Transkriptionsstarts (+1) ist fir eine deutliche Steigerung der allgemeinen PMA-Induktion
verantwortlich. Messwerte aus 2 Versuchen, je 8fach, statistisch gemittelt mit Standardabweichung.

Weiterfiihrend wurde der im Footprint B untersuchte, putative NF-kB Sequenzbereich
zwischen Position 6461 und 6560 (entspricht —3118/-3019 bp, T-Start ,,+1* bei Position
9579, s. Anhang) in die konstitutiv aktiven Luciferasevektoren pGL3-Control und pRL-
SV40 kloniert, aulerdem die NF-kB Erkennungssequenz mit dem QuickChange™ Site-
Directed Mutagensis Kit (Stratagene) eliminiert (NF-kB Deletionsmutanten) und diese
Konstrukte in Transaktivierungsassays in KELLY und SNB-19 Zellen auf
Enhancereigenschaften (Abb. 8.3) bzw. ihre Reaktion auf PMA-Applikation hin
untersucht (Abb. 8.4).
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Transkriptionsverstarkung durch
NF-kappa-B Erkennungssequenz
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Abbildung 8.3: Die NF-kB Erkennungssequenz besitzt eine Enhanceraktivitit.

Die Luciferaseaktivitdt der konstitutiv aktiven Reportergenvektoren steigt in Zusammenwirkung mit dem im
Footprint B untersuchten Sequenzabschnitt und fdllt wieder auf Ausgangsniveau bei
Deletionsmutanten. Messwerte aus 2 Versuchen, jeweils 8fach, statistisch gemittelt mit Standardabweichung.

den NF-xB

Die NF-kB Erkennungssequenz an Position 6498 (entspricht —3081 bp, s. Anhang) zeigt eine

signifikante Verstirkung der konstitutiven Luciferaseaktivitit der beiden Reportergenvektoren

in den Zelllinien Kelly und SNB-19, wie im Vergleich mit den Deletionsmutanten deutlich

wird. Auf eine Untersuchung eines revers klonierten Sequenzabschnitts wurde wegen der

Natur der NF-xB Erkennungssequenz verzichtet (s. Diskussion).
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PMA Induktion von htPA via NF-kappa-B Erkennungssequenz
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Abbildung 8.4: PMA Induktion von tPA wird durch die NF-kB Erkennungssequenz an Position 6498 vermittelt.
Vollpromotorfragmente (+1 bis —3200 bp) wurden in die Vektoren pGL3-Basic bzw. pRL-Null, das
Promotorfragment —3019 bis —3118 bp in die konstitutiv aktiven Vektoren pGL3-Control und pRL-SV40
kloniert. Den Deletionsmutanten fehlt die NF-«kB Erkennungssequenz (entspricht —3081 bp oberhalb des
Transkriptionsstarts ,,+1%, s. Anhang), PMA wurde zu 100 ng/ml und 12 h appliziert, bevor die Zellen lysiert und
die Luciferaseaktivitdt gemessen wurde. Messwerte aus 2 Versuchen, jeweils 8fach, statistisch gemittelt mit
Standardabweichung.

Die Transaktivierungsversuche mit 100 ng/ml PMA (12h) zeigen deutlich, dass die
gesteigerte Induktion von tPA (bis iiber den 10fachen Referenzwert hinaus) in den
transfizierten Zellen von der NF-kB Erkennungssequenz abhéngig ist. Ohne diese fillt die
Luciferaseaktivitidt der 3200 bp langen Vollpromotorkonstrukte wieder auf den Wert ab, den
alle verwendeten Promotorkonstrukte mit einer gleichen oder kiirzeren Promotorlidnge als
3000 bp zeigten (etwa 3,5 bis 4facher Referenzwert, vgl. Abb. 8.4) Bei den aus dem im
Footprint B untersuchten Sequenzabschnitt bestehenden Reportergenkonstrukten (Fragment: —
3019 bis —3118 bp) geht die Induktionswirkung des PMA durch die Deletion der NF-xB
Erkennungssequenz vollstindig auf den Referenzwert der unbehandelten, transfizierten Zellen

zuriick (Abb. 8.4).
Das im Footprint B identifizierte NF-kB responsive DNA-Element hat Enhancereigenschaften

und ist verantwortlich fiir die stark erhohte Induktionswirkung von PMA auf tPA. Aufgrund

der hohen Sequenzhomologie zu bekannten NF-«B responsiven DNA-Elementen von mehr
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