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1 Einleitung

Zum besseren Verstindnis werden der thematischen Einfiihrung noch einige Hinweise
vorangestellt: Die Vielzahl der in dieser Arbeit verwendeten eventuell unbekannten Akronyme
und Abkiirzungen konnen schnell fiir Verwirrung sorgen. Dennoch werden viele davon,
insbesondere solche von Enzymen und Transkriptionsfaktoren, im laufenden Text ohne
vorherige Nennung des kompletten Namens verwendet. Zum einen, weil die Nennung der
kompletten Namen nicht {iblich und zum anderen fiir das Verstdndnis der Funktion hiufig nur
bedingt hilfreich ist. Bei Bedarf kann der vollstindige Name allerdings im

Abkiirzungsverzeichnis nachgeschlagen werden.

Desweiteren werden an einigen Stellen Sequenzen von DNA-Motiven aufgefiihrt. Die
Basenbezeichnung folgt der Nomenklatur fiir Nukleinsduren der International Union of Pure

and Applied Chemistry (IUPAC), die im Anhang in Tabelle 12 wiedergeben ist.

1.1 Klassisches Modell der Transkription in Eukaryonten

Unter Transkription versteht man in der Biologie die Synthese von RNA anhand einer DNA-
Vorlage. Diese wird von RNA Polymerasen durchgefiihrt, von denen in Eukaryonten drei bis
sechs verschiedene Formen vorhanden sind [1]: die RNA Polymerasen I, II und III kommen in
allen eukaryontischen Organsimen vor und sind zustindig fiir die Transkription von
genomischer DNA im Zellkern [2]. Pflanzen kodieren noch die zwei weiteren nukledren RNA
Polymerasen IV und V [3], wiahrend das Genom von Organismen, die Mitochondrien enthalten,
auflerdem fiir eine mitochondriale RNA Polymerase kodiert, die der Transkription der

mitochondrialen DNA innerhalb der Mitochondrien dient [4].

Auch die RNA Polymerasen I, II und III nehmen unterschiedliche Aufgaben wahr: die RNA
Polymerasen I und III synthetisieren ausschlieBlich nicht-kodierende RNA-Molekiile, also
RNA, die im weiteren Verlauf nicht in Proteine translatiert wird, wie zum Beispiel ribosomale
RNA (rRNA) und transfer RNA (tRNA) [2]. Neben einigen nicht-kodierenden Transkripten wie
der small nuclear RNA (snRNA) produziert die RNA Polymerase II iiber die Transkription
samtlicher kodierender Genabschnitte die messenger RNA (mRNA), die im weiteren Verlauf
der Proteinbiosynthese als Vorlage fiir die Translation dient [2]. Da sich diese Arbeit mit der
Analyse der Promotorregion eines kodierenden Genabschnittes befasst, wird im Folgenden nur
auf die Transkription durch die RNA Polymerase II ndher eingegangen, die sich in die
Abschnitte Initiation, FElongation und Termination unterteilen ldsst. Der nachfolgend

vorgestellte Ablauf wurde dabei lange Zeit als universell betrachtet, erfahrt aber zunehmend
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Verianderung.

1.1.1 Die basale Transkriptionsmaschinerie

In diesem Abschnitt werden diejenigen Molekiile und DNA-Motive vorgestellt, denen eine
mehr oder weniger universelle Notwendigkeit beim Ablauf der Transkription kodierender
Genabschnitte zugesprochen wird. Dazu gehort neben der RNA Polymerase II und den basalen
Transkriptionsfaktoren (TFIIA, B, D E, F und H) auch der Mediatorkomplex. Zusitzlich
werden in diesem Abschnitt die prominentesten DNA-Motive des Kernpromotors sowie einige

basale Faktoren der Elongation (TFIIS, DSIF, NELF und P-TEFb) besprochen.

Wie oben bereits angedeutet, handelt es sich bei der Transkription aber entgegen urspriinglicher
Annahmen gerade nicht um einen immer gleich ablaufenden Vorgang. Wihrend einigen der
hier besprochenen Elemente, wie beispielsweise der RNA Polymerase II oder der TBP-
Untereinheit von TFIID, weiterhin eine fiir jedes Transkriptionsereignis notwendige Funktion
attestiert wird, scheinen viele der anderen zumindest theoretisch entbehrlich zu sein. Dennoch
sind auch diese vermutlich an der Mehrheit der Transkriptionsvorgédnge beteiligt, allerdings
eher in modulatorischer Funktion, weswegen heutzutage anstatt von ,allgemeinen

Transkriptionsfaktoren* besser von ,,basalen Transkriptionsfaktoren* gesprochen wird.

1.1.1.1 RNA Polymerase I1

Die distinkte Existenz der RNA Polymerase II wurde erstmals Ende der 60er Jahre beschrieben
[1]. Diese ist innerhalb des Zellkerns, im Gegensatz zur RNA Polymerase I, die vor allem in
den Nucleoli vorkommt, hauptsidchlich im Karyoplasma lokalisiert [5] und ist anders als die
beiden anderen RNA Polymerasen durch das Pilzgift a-Amanitin hemmbar [6]. Sie besteht aus
den 12 verschiedenen Untereinheiten Rpbl — Rpb12 [7-9]. Rpbl und Rpb2, zwischen denen
ein Spalt existiert (,,cleft”) durch den die DNA eintritt, bilden dabei am Ende des Spaltes das
katalytische Zentrum, welches zwei Mg®'-lonen enthilt [10]. Sie werden durch einen
Subkomplex aus Rpb3 und Rpb10-12 stabilisiert [10,11]. Desweiteren bilden Rpbl und Rpb2
zusammen mit Rpb6 eine bewegliche Klemme (,,clamp*), die die Begrenzung auf einer Seite
des Spaltes darstellt und vermutlich der Fixierung des kodogenen Stranges innerhalb des
Spaltes dient [10-12]. Diese Klemme wird durch einen Keil aus Rpb4 und Rpb7 in seiner
geschlossenen, die DNA fixierenden, Position gehalten [13,14]. Die weitere Begrenzung des
Spaltes erfolgt durch eine sogenannte ,,jaw-lobe-region®, die von Rpbl, 2 und 9 gebildet wird
[10]. Hinter dem aktiven Zentrum ist der Spalt durch eine Wand (,,wall*“) begrenzt. Initial wurde
postuliert, dass die Klemme wéahrend der Ausbildung des Priinitiationskomplexes (PIC)

zunichst eine gedffnete Konformation annimmt, so dass die DNA als Doppelstrang in den Spalt
2



eintreten kann [11]. Dies wird mittlerweile als unwahrscheinlich erachtet, da hierfiir eine
Dissoziation von Rpb4/Rpb7 notwendig wire, von der unklar ist, ob sie in vivo vorkommt [13].
Stattdessen wird postuliert, dass es zundchst zu einer Bindung des DNA-Doppelstranges
oberhalb des Spaltes kommt [15] und der kodogene Strang nach dem Schmelzen der DNA in
den Spalt und zum aktiven Zentrum abgesenkt wird [13,16]. Unterhalb des aktiven Zentrums
befindet sich eine nach auBen gerichtete trichterformige Offnung, durch die die zur RNA-
Synthese notwendigen Nukleosidtriphosphate (NTPs) zum aktiven Zentrum gelangen [10,16].
Bei der Auswahl und Verkniipfung der korrekten NTPs spielt der sogenannte Trigger Loop von
Rpbl [17,18] zusammen mit Rpb9 [19] eine entscheidende Rolle.

Neben der Polymeraseaktivitit besitzt das aktive Zentrum auch eine intrinsische
Endonukleaseaktivitit, die durch TFIIS stimuliert wird und unter anderem im Rahmen des
Backtrackings (siehe 1.1.3.3) bei der Spaltung des in Synthese befindlichen RNA-Stranges eine
Rolle spielt [20,21].

Untersuchungen der letzten Jahre haben ergeben, dass eine Subpopulation der RNA Polymerase
IT existiert, in der eine als Gdown1 bezeichnete 13. Untereinheit vorkommt [22]. In dieser Form
blockiert Gdownl kompetitiv die Bindung von TFIIF an die RNA Polymerase II und fiihrt
dadurch zu einer Inhibition der Transkription [23], die allerdings durch die Bindung des

Mediator-Komplexes aufgehoben werden kann [22,23].

Eine wichtige Rolle bei der Regulation der RN A Polymerase II spielt die C-terminale Doméne
(CTD) von Rpbl [24-26], die in Eukaryonten aus 26 - 52 Wiederholungen der konservierten
Aminosduresequenz  YSPTSPS  zusammengesetzt ist [27,28]. Diese Heptapeptid-
Wiederholungen sind Ort einer Vielzahl von posttranslationalen Modifikationen, wie
Phosphorylierung [29,30], O-GlcNAcylierung [31,32] oder Methylierung [33] und an der
Modulation sdmtlicher Abschnitte der Transkription beteiligt: Zu Beginn der Transkription liegt
die RNA Polymerase II in einem unmodifiziertem Zustand im Préinitiationskomplex vor [34],
vermutlich weil nur in diesem Zustand eine Bindung des Mediator-Komplexes [35] sowie von
TBP [36] méglich ist. Der Ubergang von der Initiation zur Elongation geht mit einer
Phosphorylierung von Serinresten, vor allem an Ser5 und Ser7 des Heptapeptids, durch TFIIH
einher, die zu einer Dissoziation der Polymerase vom Mediator-Komplex fiihrt und den
Promotor-Escape ermoglicht [37,38]. Im weiteren Verlauf der Transkription nimmt die
Phosphorylierung dieser beiden Serinreste kontinuierlich ab, wéahrend diejenige von Ser2 und

Thr4 stetig zunimmt und zum Zeitpunkt der Termination ihren Hohepunkt erreicht [25].



1.1.1.2 Basale Transkriptionsfaktoren

1.1.1.21 TFIIA

Der basale Transkriptionsfaktor IIA (TFIIA) besteht in Eukaryonten aus zwei bis drei
Untereinheiten [39—41] und beeinflusst die Transkription unter anderem iiber die Stabilisierung
der Bindung von TBP und DNA [42,43]: Uber eine Steigerung der Affinitit von TBP zur DNA
entfaltet TFIIA eine stimulatorische Wirkung, vor allem bei starker Abweichung der DNA-
Sequenz vom TATA-Box-Konsensusmotiv [44]. TFIIA bindet dabei an die N-terminale Region
von TBP [45,46] und kommt stromaufwirts von TBP auf der gegeniiberliegenden Seite der
DNA von TFIIB zu liegen [15]. Die Frage der Notwendigkeit von TFIIA fiir die basale
Transkription wurde lange Zeit kontrovers diskutiert: wahrend einige Autoren berichteten, dass
TFIIA fiir den Vorgang der basalen Transkription entbehrlich sei [47], wurde TFIIA von anderen
eine, wenn auch nicht unbedingt in Bezug auf das gesamte Genom, so doch zumindest fiir die
Transkription einzelner Gene, essentielle Rolle zugesprochen [48,49]. Neuere Untersuchungen
haben gezeigt, dass eine drastische Reduktion des intrazelluldren TFIIA-Spiegels nur moderate
Auswirkungen auf die Transkriptionsrate hat [50], so dass TFIIA mittlerweile vor allem eine
modulatorische Rolle zugesprochen wird und sogar argumentiert wird, dass es sich bei TFIIA
eher um einen Koaktivator als um einen basalen Transkriptionsfaktor handele [41]. Neben der
Bindung von TBP sind noch eine Vielzahl weiterer Protein-Protein-Interaktionen, insbesondere
mit bekannten aktivierenden Transkriptionsfaktoren wie AP-1 [51] und Spl [52] beschrieben,
iiber die es ebenfalls zu einer Steigerung der Transkriptionsaktivitit kommt. Ein weiterer
stimulierender Mechanismus liegt in der Blockade der Interaktion von TBP mit Repressoren

der Transkription, wie zum Beispiel Motl [41,53] oder der TAND-Doméne von TAF1 [54].

1.1.1.2.2 TFIIB

TFIIB ist der einzige basale Transkriptionsfaktor, der als Monomer ohne weitere Untereinheiten
vorliegt [9,55], und ist flir die Initiation der Transkription absolut essentiell [42,47,56].
Funktionell wurden urspriinglich eine N-terminale Zinkfinger-Doméne, die als B-Ribbon
bezeichnet wird, sowie eine C-terminale B-Core-Doméne (TFIIBc) beschrieben [55,57,58].
TFIIBc bindet von unten an den Komplex aus TFIID und DNA und sorgt so fiir dessen
Stabilisierung [44,59]. Dabei nimmt TFIIBc sowohl Kontakt zu den TFIID-Untereinheiten TBP
[44,59] und TAF9 [60], als auch zu DNA-Abschnitten up- und downstream der TATA-Box auf
[59,61,62], die als TFIIB Recognition Elements bezeichnet werden (BRE, siehe 1.1.1.5.5).
Neben der stabilisierenden Wirkung wird fiir die Bindung von TFIIB an die BREs eine Funktion

4



bei der Orientierung des entstehenden PICs und der Festlegung der Transkriptionsrichtung
angenommen [63]. Fiir die B-Ribbon-Domine wurde bereits friih eine direkte Interaktion mit
der RNA Polymerase Il nachgewiesen, die fiir deren Rekrutierung in den PIC essentiell ist [57].
B-Ribbon nimmt dabei Kontakt zur Rpbl-Untereinheit der RNA Polymerase II auf [64].
Weiterhin bindet TFIIB an die groere der beiden Untereinheiten von TFIIF [65]. Zusitzlich zu
diesen beiden Domidnen wurden durch hochauflosende Darstellungen der Kristallstruktur von
TFIIB im Komplex mit der RNA Polymerase Il zwei weitere funktionelle Bereiche identifiziert,
die zwischen der B-Ribbon- und der B-Core-Domine liegen [64,66,67] und ihre Funktion erst
im Anschluss an die Rekrutierung der Polymerase entfalten: Der B-Linker kontaktiert die
Klemme der RNA Polymerase I und spielt eine essentielle Rolle bei der Offnung des Promotors
bzw. bei der Stabilisierung der Transkriptionsblase [66,68]. Der B-Reader verlduft durch den
Austrittstunnel fiir den neu synthetisierten RNA-Strang der RNA Polymerase Il und nimmt nach
der Promotordffnung Kontakt zum kodogenen Strang im Bereich des aktiven Zentrums auf und
tragt so zur Erkennung des Transkriptionsstarts sowie der Stabilisierung des entstehenden
DNA-RNA-Hybriden bei [68]. Der B-Reader induziert auBlerdem eine allosterische
Konformationsdanderung des aktiven Zentrums der RNA Polymerase 11, die zu einer Stimulation
der Initiation fiihrt [68].

Bereits 1991 konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Rekrutierung von TFIIB wihrend der
Ausbildung des PIC um einen geschwindigkeitslimitierenden Schritt handelt [69], der durch
die Interaktion mit einer Vielzahl von Koaktivatoren, wie z.B. CBP [70] und VP16 [71]

moduliert werden kann [55].

1.1.1.2.3 TFIID

TFIID ist ein Proteinkomplex bestehend aus dem TATA-Box Bindeprotein (TBP) und 13-14
TBP assoziierten Faktoren (TAF1-14) [9,72—74] und spielt eine wichtige Rolle bei der
Promotorerkennung, um anschlieBend die Rekrutierung der weiteren allgemeinen
Transkriptionsfaktoren zu ermoglichen. TFIID nimmt eine hufeisenférmige Struktur an, bei der
TBP in der zentralen Konkavitit lokalisiert ist [75] und daher der Mechanismus einer
molekularen Klemme postuliert worden ist, mit der die DNA nach der Bindung fixiert wird
[76]. Wiahrend man urspriinglich davon ausging, dass diese hauptsichlich iiber eine Bindung
von TBP an die TATA-Box vermittelt wird [77,78], wurden mittlerweile weitere
Kernpromotorelemente (siehe 1.1.1.5) identifiziert, die von Untereinheiten von TFIID erkannt
werden konnen: TAF1 und 2 erkennen die Initiatorsequenz [79], TAF6 und 9 vermutlich das

Downstream Promoter Element (DPE) [80] und das Motif Ten Element (MTE) [81] wéhrend
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das Downstream Core Element (DCE) ebenfalls durch TAF1 [82] erkannt wird.

Neben dieser sequenzspezifischen Promotoridentifizierung konnte gezeigt werden, dass TFIID
mit Histonen in aktiv transkribiertem Euchromatin interagiert. So bindet TAF1 an acetylierte
Lysinreste von Histon H4 in aktiven Promotoren [83] und besitzt selbst die Féahigkeit zur
Histonacetylierung [84] mit konsekutiver Steigerung der Transkriptionsrate (vergleiche
1.2.3.2), wihrend TAF3 in der Lage ist an mehrfach methylierte Lysinreste von Histon H3 zu
binden [85] und somit zu einer vermehrten Rekrutierung von TFIID an aktiven Promotoren
fiihrt.

Weiterhin interagiert TFIID mit einer groBen Anzahl von Transkriptionsfaktoren wie Spl [86]
oder CREB [87,88], die neben der Modulation der Aktivitit der bereits versammelten
Transkriptionsmaschinerie, eine Rekrutierung von TFIID, insbesondere an TATA-losen
Promotoren, liberhaupt erst erméglichen [89]. Dieser Mechanismus zusammen mit der
Rekrutierung tiber die oben erwéhnten Histonmodifikationen bietet einen moglichen Weg der
PIC-Bildung an Promotoren, die keine Kernpromotorelemente enthalten [74,90].
Einschrinkend muss erwdhnt werden, dass ein vollstdndiger TFIID nicht fiir die Transkription
aller Gene notwendig ist: So konnte gezeigt werden, dass TFIID bei der Transkription von ca.
10% des Genoms von S. cerevisiae durch den SAGA-Komplex ersetzt wird [91]. Dieser enthalt
neben einer Vielzahl weiterer Untereinheiten auch einige der TAFs [92] und ist neben der
Féhigkeit TBP an den Promotor zu rekrutieren [93] dhnlich wie TFIID in der Lage Histonreste
zu acetylieren [94]. Insgesamt ist jedoch davon auszugehen, dass TFIID an der Transkription

der meisten eukaryontischen Gene beteiligt ist.

1.1.1.2.4 TFIE

TFIIE besteht aus den Untereinheiten TFIIEa und TFIIEB, die entgegen urspriinglicher
Annahmen kein Tetramer [95], sondern ein Dimer ausbilden [96]. TFIIEa interagiert mit der
Rpbl-Untereinheit der RNA Polymerase II im Bereich der Klemme [97,98] und rekrutiert
TFIIH in den PIC [99,100], wéihrend TFIIEB die DNA im Bereich direkt proximal des
Transkriptionsstarts umspannt [98] und eine stimulatorische Wirkung auf die XPB-Untereinheit
von TFIIH ausiibt [101]. TFIIE entfaltet so eine essentielle Wirkung beim Ubergang vom
geschlossenen zum offenen Promotorkomplex durch Rekrutierung von TFIIH (siehe 1.1.1.2.6)
und bei der Stabilisierung der Transkriptionsblase, die dadurch verdeutlicht wird, dass TFIIE
(ebenso wie TFIIH) zwar fiir die Transkription nativer Doppelstrang-DNA, nicht aber von
einzelstrdngiger, stark gewundener (,,supercoiled*) oder fehlgepaarter (,,mismatched*) DNA

notwendig ist [102,103].



1.1.1.25 TFIF

TFIIF ist ein Heterodimer bestehend aus TFIIFo und TFIIFPB [104] und besitzt von allen
allgemeinen Transkriptionsfaktoren die hochste Affinitdt zur RNA Polymerase II [105]. TFIIF
liegt bereits vor der Inkorporierung in den PIC zu einem groflen Teil gebunden an die
Polymerase vor [106] und wird als praformierter Komplex mit dieser in den PIC eingebaut
[107]. Die Bindung erfolgt an die Rpb2-Untereinheit im Bereich des Spaltes, wo wéhrend der
Initiation die stromabwirts vom Transkriptionsstart gelegene DNA lokalisiert ist [108,109] und
liefert damit eine mogliche Erklérung fiir den beobachteten Einfluss von TFIIF auf die Auswahl
des Transkriptionsstarts [110]. Es ist allerdings nach wie vor unklar, ob dieser Einfluss eventuell
nur indirekt iiber die Stabilisierung von TFIIB (sieche unten) zustandekommt. TFIIF scheint mit
der Core-Doméne von TFIIB zu interagieren und zusitzlich Kontakt zur stromaufwérts
gelegenen DNA im Bereich des BRE? aufzunechmen [111] und so zu einer Stabilisierung der
DNA entlang des Spaltes der RNA Polymerase II beizutragen [111]. Gleichsam ist TFIIF
essentiell fiir die Rekrutierung und vor allem fiir die Stabilisierung von TFIIB im
Préinitiationskomplex [112]. Wihrend einige Autoren auBlerdem berichten, dass TFIIF eine
wichtige Rolle bei der Ausbildung der ersten Phosphodiesterbindung im Rahmen der Initiation
bzw. bei der Trennung vom Promotor withrend des Ubergangs zur Elongation spielt [113-115],
fiihrt die Entfernung von TFIIF aus dem fertigen PIC vor Beginn der RNA-Synthese zumindest
an einigen Promotoren nicht zu einer Reduktion der Transkriptionsaktivitdt [112]. Auch nach
dem Promotorescape assoziiert TFIIF vermutlich transient mit dem Elongationskomplex und
erzielt beispielsweise durch synergistische Wirkung mit TFIIS eine stimulatorische Wirkung
auf die Elongation [116,117].

Ebenfalls nicht abschlieBend geklart ist die Rolle einer moglichen Regulation der
Transkriptionsaktivitit iiber eine Phosphorylierung von TFIIF [118]: TFIIFa besitzt multiple
Phosphorylierungsstellen, die den Wirkungsort flir verschiedene Kinasen, wie der Casein
Kinase 2 oder TAF1, darstellen [119,120]. Uber eine Autophosphorylierung wird ebenfalls
berichtet [119]. Die Auswirkungen einer Phosphorylierung auf den Vorgang der Initiation
werden allerdings widerspriichlich entweder als stimulierend [120,121] oder nicht existent
beschrieben [112], wohingegen phosphorylierter TFIIF seine Fahigkeit zum Verbleib im
Elongationskomplex und dadurch seine stimulatorische Wirkung auf die Elongation verliert

[112,121].

1.1.1.2.6 TFIIH

TFIH ist ein Proteinkomplex aus zehn Untereinheiten [122], der drei unterschiedliche
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enzymatische Funktionen ausfiihrt: der Kernkomplex mit seiner XPB- und XPD-Untereinheit
besitzt eine ATPase- und Helikaseaktivitét [123,124] und der CAK (Cyclin-dependent Kinase
(CDK)-Activating Kinase) Subkomplex eine Kinaseaktivitidt [125—-127]. Es konnte gezeigt
werden, dass XPB fiir die Transkriptionsinitiation essentiell ist [124], wiahrend XPD zwar zu
einer gesteigerten Aktivitit beitrdgt, jedoch nicht absolut notwendig ist [128]. XPB interagiert
wihrend der Promotordffnung mit der stromabwérts von der zukiinftigen Transkritptionsblase
gelegenen Doppelstrang-DNA [129] und fungiert dann als Translokase, die die Doppelstrang-
DNA ATP-abhingig in den Spalt der RNA Polymerase II einfadelt und dabei durch Rotation
gegeniiber der, durch den PIC fixierten stromaufwirts gelegenen DNA eine Torquierung
hervorruft, die zu einer Entwindung und schlieBlich zur Trennung der DNA-Stringe fiihrt
[98,129].

Der CAK-Subkomplex hingegen ist in der Lage die C-terminale Doméne der RNA Polymerase
I vor allem an Serin-5 zu phosphorylieren [130,131] und dadurch den Ubergang von der
Initiation zur Elongation zu fordern, ist aber, zumindest in vitro, nicht zwingend erforderlich
[37,132,133].

Obwohl dies nicht unmittelbar mit dem reguldren Ablauf der Transkription in Zusammenhang
steht, sei noch darauf hingewiesen, dass TFIIH eine wichtige Rolle sowohl bei der

Transkriptions-gekoppelten als auch bei der globalen DNA-Reparatur spielt [127,134].

1.1.1.3 Mediator

Beim Mediator handelt es sich um einen Proteinkomplex bestehend aus 20 — 30 verschiedenen
Untereinheiten in variabler Zusammensetzung [ 135—-137], die strukturell in die Einheiten Kopf,
Mitte und Schwanz [138-140] sowie ein variabel vorhandenes Kinasemodul [141,142]
unterteilt werden konnen. Die Entdeckung des Mediators geht auf Beobachtungen zuriick nach
denen verschiedene Aktivatoren der Transkription sich gegenseitig kompetetiv hemmten, was
auf die Konkurrenz um die Bindung an einen von den allgemeinen Transkriptonsfaktoren
distinkten Vermittler zuriickgefiihrt wurde [143]. In den folgenden Jahrzehnten ist diese Rolle,
die haufig als ,,molekulare Briicke* zwischen Transkriptionsfaktoren und dem PIC beschrieben
wird [137], genauer untersucht worden, so dass sich nach aktuellem Verstdndnis folgendes Bild
ergibt: Im Rahmen der Ausbildung des PIC kommt es zu einer Bindung der Kopf- und
Mitteldoméne an die unphosphorylierte CTD der RNA Polymerase II [35,144] sowie TFIIH
[145] und TFIID [146], wéhrend die Schwanzdoméne des gleichen Komplexes [147] eine
Verbindung zu den upstream des Kernpromotors gebundenen Transkriptionsfaktoren herstellt

[144,148,149]. Zu beachten ist dabei, dass eine Bindung des Mediators an die RNA Polymerase
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IT nur stattfinden kann, wenn der Mediator dissoziiert von der Kinasedoméne vorliegt [150].
Die primire Rekrutierung des Mediators iiber die Bindung an Transkriptionsfaktoren im
Bereich des proximalen Promotors mit sekundirer Rekrutierung des PIC durch den Mediator
bietet einen moglichen Weg der Transkriptionsinitiation an Promotoren, die keine
Kernpromotorelemente enthalten [137,151]. Dabei enthdlt der Mediatorkomplex initial
typischerweise das Kinasemodul, welches iiber eine Phosphorylierung sowohl der
Transkriptionsfaktoren als auch des Mediators selbst, sowohl inhibierende [152] als auch
stimulierende [153] Wirkungen auf die Transkription entfalten kann. Anschlieend kommt es
zur Dissoziierung des Kinasemoduls und Rekrutierung der RNA Polymerase II sowie zur
Assemblierung des PIC [147]. Nach der Offnung des Promotors stimuliert der Mediator die
Phosphorylierung der CTD durch TFIIH und damit den Ubergang von der Initiation zur
Elongation sowie die eigene Loslosung von der RNA Polymerase II [154].

Eine weitere wichtige Funktion wihrend der Ausbildung des PIC ergibt sich durch die Féhigkeit
die Blockade durch Gdown1 aufzuheben (siehe 1.1.1.1).

Zu den Transkriptionsfaktoren, die in der Lage sind direkt an Untereinheiten des Mediators zu
binden, gehdren neben vielen weiteren [155] C/EBP-3 [156] und VP16 [157].

Dariiber hinaus ist der Mediator-Komplex an vielen weiteren Vorgingen im Rahmen der
Transkription, wie Elongation [158], Termination [159] und mRNA-Prozessierung [160]
beteiligt.

1.1.1.4 Basale Elongationsfaktoren

1.1.1.4.1 TFIIS

TFIIS ist ein Monomer, dass sich strukturell in 3 Doménen unterteilen ldsst, von denen jedoch
nur die C-terminal gelegenen Dominen 2 und 3, die durch einen als Linker bezeichneten
Bereich verbunden sind, von funktioneller Relevanz zu sein scheinen [161,162]. Im Rahmen
des Backtrackings (siehe 1.1.3.3) bindet TFIIS iiber die Doméne 2 an die Rpbl-Untereinheit
der RNA Polymerase 11, wihrend der Linker durch den NTP-Eintrittstunnel (vergleiche 1.1.1.1)
verlduft, so dass die Domine 3 im Bereich des aktiven Zentrums der Polymerase zu liegen
kommt [21]. Dort fiihrt die Doméne 3 vermutlich {iber eine Verdrangung des Trigger Loops der
RNA Polymerase und die koordinierte Bindung eines zweiten Mg**-lons sowie eines
Wassermolekiils zur Stimulation der intrinsischen Endonukleaseaktivitidt der RNA Polymerase
I [163] und spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Beendigung des arretierten Zustands
der Polymerase. Doméne 3 enthilt ein Zinkfinger-Motiv und ist in der Lage sowohl einzel- als

auch doppelstringe RNA und DNA sowie DNA-RNA-Hybride zu binden [161].
9



1.1.1.4.2 DRB Sensitivity-Inducing Factor (DSIF)

DRB (5,6-Dichloro-1-p-d-Ribofuranosylbenzimidazol) ist ein Purin-Nukleosid, das in vitro
eine hemmende Wirkung auf die Elongation entfaltet, allerdings nur wenn, anstatt von
purifizierten Ansitzen, Zellextrakte verwendet werden, die neben der RNA Polymerase II und
den allgemeinen Transkriptionsfaktoren noch weitere Proteine beinhalten [164]. Dies fiihrte zu
der Vermutung, dass die Wirkung von DRB iiber bis dato unbekannte Faktoren vermittelt wird
und fiihrte schlieBlich zur Identifaktion von DSIF [165], wobei die Wirkung von DRB nicht
iiber DSIF sondern iiber eine Inhibition von P-TEFb vermittelt wird (sieche 1.1.1.4.4). DSIF ist
ein Heterodimer bestehend aus einer groBen und einer kleinen Untereinheit [ 165] und entfaltet
seine Wirkung nach Untersuchungen an der prokaryontischen RNA Polymerase durch Bindung
an die Klemmregion [166]. Die Bindestelle {iberschneidet sich dabei mit der Binderegion fiir
TFIIE wihrend der Initiation und es konnte gezeigt werden, dass TFIIE und DSIF um die
Bindung an die RNA Polymerase II konkurrieren [167]. Dieser Zusammenhang erklért die
Beobachtung, dass die dosisabhidngig hemmende Wirkung von DSIF auf die Initiation durch
die Zugabe von TFIIE unterbunden werden kann [167].

Im Rahmen der Elongation ist der Effekt von DSIF entgegen den urspriinglichen Vermutungen
nicht rein inhibierend: zwar fithrt DSIF (im obligatorischen Zusammenspiel mit NELF und
weiteren noch unbekannten Faktoren [168]) zum Pausieren der Elongation [165], {ibt aber nach
der Phosphorylierung der C-terminalen Region durch P-TEFb eine stimulatorische Wirkung auf

die weitere Elongation aus [169].

1.1.1.4.3 Negative Elongation Factor (NELF)

Bei NELF handelt es sich um einen aus 5 Polypeptiden (A — E) bestehenden Komplex [170],
der im Zusammenspiel mit DSIF in der Lage ist die RNA Polymerase II wihrend der frithen
Elongation in den pausierten Zustand zu versetzen [170]. Dabei kommt es zu einer Bindung
von NELF an einen Komplex aus DSIF und der RNA Polymerase II [171] und obgleich der
exakte Mechanismus noch nicht verstanden ist, scheint die zusétzliche Bindung von NELF-E
an die wachsende mRNA von Bedeutung zu sein [171]. Zusétzlich konnten fiir NELF weitere
Interaktionen mit Proteinen nachgewiesen werden, die einen regulatorischen Einfluss auf die
Transkription ausiiben. So interagiert NELF-B zum Beispiel mit BRCA1 [172].

Neuere Untersuchungen belegen auBBerdem eine Interaktion von NELF mit bekannten Faktoren
der Termination wie Pcfll im Rahmen der vorzeitigen Termination [173] als alternative
Moglichkeit der Beendigung des pausierten Zustandes der Polymerase (siche 1.1.3.2) und
deuten auf einen Einfluss auf die reguldre Termination hin.
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1.1.1.4.4 Positive Transcription Elongation Factor b (P-TEFb)

P-TEFD ist ein Heterodimer [174], das beim Menschen aus einer Kombination der Cyclin-
abhingigen Kinase CDK9 und Cyclin T1 bzw. Cyclin T2 besteht [175]. Die Phosphorylierung
der Zielstrukturen durch P-TEFb, zu denen neben bisher nicht zweifelsfrei identifizierten
Serinresten der CTD der RNA Polymerase II [176,177] auch DSIF [178] und NELF [179]
gehoren, fithrt zur Beendigung des pausierten Zustandes der RNA Polymerase wéhrend der
frithen Elongation [169]. Dieser Mechanismus scheint an der Mehrzahl (> 90%) der durch die
RNA Polymerase II transkribierten Gene beteiligt zu sein [180] und stellt einen wesentlichen
Ansatzpunkt der Transkriptionsregulation dar. Dabei kommt der Regulation von P-TEFb selbst
entscheidende Bedeutung zu, die daher im folgenden skizziert wird: in HeLa-Zellen liegen
mehr als die Hélfte aller P-TEFb-Molekiile gebunden in einem Komplex mit 7SK snRNA und
HEXIM1 vor [181], wobei es durch die Inhibierung der Kinasefunktion zu einer funktionellen
Inaktivierung von P-TEFb kommt [182,183]. Die Freisetzung von P-TEFb aus diesem Komplex
wird durch Stress, beispielsweise durch Bestrahlung der Zellen mit UV-Licht, gefordert [182].
P-TEFb, das nicht durch Bindung an diesen Komplex inhibiert ist, kann von einer Vielzahl von
Proteinen an den Ort der Elongation rekrutiert werden: So bindet P-TEFb zum Beispiel an Brd4,
das seinerseits in der Lage ist sowohl an acetyliertes Chromatin [184] als auch an den
Mediatorkomplex [185] zu binden. Zusitzlich phosphoryliert Brd4 die CTD der RNA
Polymerase II an Ser2 [186], eine Modifikation, die mit dem Ubergang von der Pause zur
weiteren Elongation assoziiert ist und fiihrt iiber eine Stimulation der Autophosphorylierung
von P-TEFb zur Modulation von dessen Kinaseaktivitét [187]. Weitere Proteine, die iiber eine
Rekrutierung von P-TEFDb zu einer Forderung der Elongation fiihren konnen, umfassen NF-kB
[188], VP16 [189] und Myc [190]. Andererseits kann auch P-TEFb, das nicht an 7SK snRNA

gebunden ist, durch Interaktion mit Repressoren in seiner Funktion inhibiert werden [191].

1.1.1.5 Kernpromotorelemente

Der Kernpromotor (vergleiche 1.2.1.1.1) bezeichnet denjenigen um den Transkriptionsstart
gelegenen DNA-Bereich, der fiir eine minimale Transkriptionsrate notwendig ist [197,198], und
umfasst meist 30-40 Nukleotide stromauf- und -abwirts des Transkriptionsstarts [198]. Die in

diesem Bereich vorkommenden DNA-Motive, die fiir die koordinierte Bindung der
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allgemeinen Transkriptionsfaktoren

zustindig sind, werden entsprechend als ~_Kernpromotorelement Prévalenz
Kernpromotorelemente bezeichnet [199]. TATA_BOX 16-32% [192-194]
‘ ' o Initiator 45-66% [194-196]
In diesem Abschnitt sollen die hdufigsten DPE 20-25% [195,196]
dieser Elemente besprochen werden, BRE 25-30% [195,196]
wihrend auf seltenere wie TCT [200] oder MTE ~65% [196]
XCPEI [201] nicht eingegangen wird. In DCE 10-25% [82]
Tabelle 1 sind  orienticrend  die Tabelle 1: Hdufigkeiten dgr verschiedenen
Kernpromotorelemente in humanen

Haufigkeiten dargestellt mit der diese Promotoren.
Kernpromotorelemente in humanen Kernpromotoren vorkommen, wihrend Abbildung 1 einen

Uberblick iiber die bevorzugte Lokalisation dieser Elemente innerhalb des Kernpromotors gibt
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der typischen Positionierung verschiedener
Kernpromotorelemente in Relation zum Transkriptionsstart (+1).

(nach [199,202]). Es ist zu beachten, dass trotz der Vielzahl an existierenden
Kernpromotorelementen ein Teil der Kernpromotoren keines der bisher bekannten Elemente
enthélt [203], ein Umstand der sowohl mit dem Auftreten von CpG-Inseln (siehe 1.2.3.1.1) und

zerstreuten Promotoren assoziiert ist (siehe 1.2.1.1.3).

1.1.1.5.1 TATA-Box

Die TATA-Box, die nach ihren Erstbeschreibern auch Goldberg-Hogness-Box genannt wird,
war das erste entdeckte Kernpromotorelement in Eukaryonten [204]. Sie zeigt grof3e
Ahnlichkeit zu der aus prokaryontischen Promotoren bekannten Pribnow-Box [205] und besitzt
die Konsensussequenz TATAWAAR [199,205]. Das stromaufwirts gelegene Thymin ist dabei
in iiber 70% der Fille zwischen Position -33 und -28 in Relation zum Transkriptionsstart
lokalisiert, am hdufigsten an Position -31 oder -30 [205,206]. Entgegen friiherer Prognosen
nach denen eine TATA-Box in der Mehrzahl der Kernpromotoren vorhergesagt wurde [207], ist

zu beachten, dass eine TATA-Box nach neueren Erkenntnissen nur in der Minderheit der
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eukaryontischen Promotoren vorkommt (siche Tabelle 1). Die TATA-Box dient als
Erkennungsmotiv fiir TFIID, genauer der TBP-Untereinheit von TFIID [77,78] und spielt eine

Rolle bei der exakten Lokalisierung des Transkriptionsstarts.

1.1.1.5.2 Initiator-Element (Inr)

1980 beschrieben Corden et al. eine um den Transkriptionsstart von Sdugetiergenen gelegene
Konsensussequenz YYAYYYYY [208], fiir die Smale und Baltimore erstmals 1989 eine
regulatorische Rolle bei der Initiation postulierten [209]. Dieses, als Initiator bezeichnete,
DNA-Motiv wurde in der Folge weiter spezifiziert und besitzt in Sdugetieren mittlerweile die
Konsensussequenz YYANWYY [207,210]. Das Initiator-Element reicht typischerweise von
Position -2 - +5 und umschlieBt den Transkriptionsstart, so dass das zentrale Adenin héufig,
aber nicht immer, mit dem Transkriptionsstart zusammenfillt und als Position +1 definiert wird.
Das Initiator-Element dient als Erkennungssequenz fiir die beiden Untereinheiten TAF1 und

TAF2 von TFIID [79].

1.1.1.5.3 Downstream Promoter Element (DPE)

Als Downstream Promoter Element wird ein DNA-Motiv mit der Konsensussequenz RGWYV
bezeichnet, das erstmals 1996 von Burke et al. in TATA-losen Promotoren von Drosophila
beschrieben wurde [211] und konserviert auch in Sdugetierpromotoren vorkommt [80].
Entscheidend fiir die Funktion scheint neben dem Vorhandensein eines Inr-Elementes die
exakte Lokalisierung des DPE von +28 bis +32 in Relation zur A+1 Position des Inr zu sein, da
bereits das Verschieben der DPE um wenige Basenpaare zu einer starken Abnahme der
Transkriptionsaktivitét fithrt [80,212]. Das DPE dient wie das Inr-Element und die TATA-Box
als Erkennungsmotiv fiir TFIID, allerdings am ehesten fiir die Untereinheiten TAF6 und TAF9
[80]. Wiahrend das DPE fiir seine Funktion auf ein Inr-Element angewiesen ist, kommt es fast
ausschlieBlich in TATA-losen Promotoren vor und es wird postuliert, dass die TATA-Box und
das DPE eine redundante Rolle ausiiben, da die Mutation der TATA-Box in einem TATA-

haltigen Promotor durch das Einfligen eines DPE-Elementes kompensiert werden kann [211].

1.1.1.5.4 Motif Ten Element (MTE)

2002 entdeckten Ohler et al. eine {iiberreprasentierte DNA-Sequenz stromabwirts des
Transkriptionsstarts in TATA-losen Promotoren von Drosophila, die sie als Motif 10
bezeichneten [213]. In weiterfilhrenden Experimenten konnte dieses Motiv zunéchst als

eigenstandiges funktionales Promotorelement identifiziert werden und erhielt die Bezeichnung
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Motif Ten Element (MTE), das sich an Position +18 - + 29 befindet und damit eine
Uberschneidung zum DPE aufweist [214]. Ebenso wie DPE vermittelt MTE eine schwache
Bindung von TFIID, vermutlich ebenfalls iiber die Untereinheiten TAF6 und TAF9 [81].
Theisen et al. konnten zeigen, dass das DPE und MTE jeweils zwei fiir die Funktion essentielle
DNA-Bereiche enthalten, von denen sich eine im Uberlappungsbereich der beiden Elemente
befindet [81,214]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass fiir die Funktion des Promotors
jeweils zwei dieser DNA-Bereiche ausreichend sind. Dadurch ergeben sich insgesamt drei
funktionelle Elemente: das MTE bei Vorhandensein der proximalen beiden Bereiche, das DPE
bei Vorhandensein der distalen Bereiche und das sogenannte Bridge-Element bei Vorhandensein

des proximalen und des distalen Bereichs (vergleiche Abbildung 1) [81].

1.1.1.5.5 TFIIB Recognition Element (BRE)

Nachdem Nikolov et al. 1995 beschrieben, dass der allgemeine Transkriptionsfaktor TFIIB
wihrend der Ausbildung des PIC, neben der Bindung an TBP auch Kontakt zum
Phosphoribose-Geriist der DNA stromauf- und abwirts der TATA-Box aufnimmt [59], wurde
1998 ein stromaufwirts der TATA-Box gelegenes Sequenzmotiv identifiziert, dass durch TFIIB
erkannt und auch ohne die Anwesenheit von TBP gebunden wird [61]. Dieses Element mit der
Konsensussequenz SSRCGCC wurde zunéchst als TFIIB Recognition Element bezeichnet [61].
Nach der zusitzlichen Identifizierung eines unmittelbar distal der TATA-Box gelegenen Motivs
mit der Konsensussequenz RTDKKKK, dass ebenfalls durch TFIIB gebunden wird [62],
erfolgte eine Anpassung der Nomenklatur: das neu identifizierte Motiv wurde downstream BRE
getauft (BREY) wihrend das urspriingliche BRE-Element in upstream BRE (BRE") umbenannt
wurde [62].

1.1.1.5.6 Downstream Core Element (DCE)

Beim erstmals 2000 beschriecbenen DCE handelt es sich um ein stromabwirts des
Transkriptionsstarts gelegenes Kernpromotorelement, das aus drei Unterelementen Si, Sy und
Sui besteht [215]. Diese Unterelemente besitzen die Konsensussequenzen CTTC, CTGT und
AGC, die in Relation zum Transkriptionsstart von Position +6 bis +11, +16 bis +21 und +28 bis
+34 lokalisiert sein konnen [82]. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich ist, {iberschneiden sich somit
Sm und das DPE. Gestiitzt durch Haufigkeitsanalysen postulieren Lee et. al entsprechend, dass
sich das Vorkommen dieser beiden Elemente gegenseitig ausschlieit [82]. Funktionell scheint
das DCE seine Wirkung iiber eine Bindung der TAF1-Untereinheit von TFIID zu entfalten und

vor allem in Promotoren vorzukommen die zuséatzlich eine TATA-Box und/oder ein Initiator-
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Element enthalten [82].

1.1.2 Initiation

Der Vorgang der Initiation beginnt mit der Formierung des Priinitiationskomplexes (PIC),
bestehend aus den basalen Transkriptionsfaktoren sowie der RNA Polymerase II, im Bereich
des Kernpromotors. Der Priinitiationskomplex bezeichnet einen Zustand, in dem die basale
Transkriptionsmaschinerie vollstindig versammelt im Bereich des Transkriptionsstarts

vorliegt, die DNA aber noch geschlossen als Doppelstrang vorliegt [9].

Die Art und Weise, in der es zur Ausbildung des Priinitiationskomplexes kommt, ist nicht
abschlieBend geklart, so dass aktuell zwei verschiedene Modelle iiber die Formierung des PIC
existieren: Das Stufenmodell (,,sequential model*) sowie das Holoenzym-Modell [197,216].
Dabei ist zu beachten, dass die beiden Modelle sich nicht gegenseitig ausschlieBen und
vermutlich beide Varianten nebeneinander vorkommen. Das Stufenmodell geht dabei von der
schrittweisen Bildung des PIC aus und basiert auf frilhen Beobachtungen, dass zur korrekten
Transkriptionsinitiation in vitro die Zugabe der verschiedenen Komponenten in einer
bestimmten Reihenfolge notwendig war [217]. Gestlitzt wird dieses Modell auflerdem von
aktuellen elektronenmikroskiopischen Beobachtungen [111]. Die schrittweise Bildung des PIC
lauft dabei wie folgt ab [111,216]: Im ersten Schritt kommt es {iber verschiedene Mechanismen
(siehe 1.1.1.2.3) zur Rekrutierung von TFIID an den Kernpromtor. Die Bindung von TBP
induziert dabei eine Kriimmung der DNA im Bereich der TATA-Box um 90° [218,219], die fiir
den weiteren Ablauf der Transkription essentiell ist. Durch die nachfolgende Anlagerung von
TFIIA wird die Bindung von TBP an die DNA stabilisiert [44]. Die Bindung von TFIIB an
diesen Komplex fiithrt durch eine Interaktion mit TFIID und dem gegebenenfalls vorhandenen
BRE-Motiv zu einer weiteren Stabilisierung und verleiht dem PIC erstmals eine gewisse
Direktionalitdt [63]. AnschlieBend ist TFIIB durch Kontaktaufnahme sowohl mit der RNA
Polymerase II als auch mit TFIIF in der Lage einen praformierten Komplex aus diesen beiden
Molekiilen zu rekrutieren (siehe 1.1.1.2.2). AbschlieBend kommt es zur Anlagerung der
Faktoren TFIIE und TFIIH wund damit zur Ausbildung des vollstindigen

Préinitiationskomplexes.

Im Unterschied dazu liegt die RNA Polymerase Il nach dem Holoenzymmodell bereits vor der
Bindung an die DNA als praformierter Komplex mit den basalen Transkriptionsfaktoren als
sogenanntes Holoenzym vor, das anschlieBend an die DNA bindet und so den

Préinitiationskomplex bildet [220,221].
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Dieser Zustand, in dem sdmtliche zum Beginn der eigentlichen Transkription notwendigen
Faktoren am Kernpromotor versammelt sind, die DNA aber noch als Doppelstrang vorliegt und
sich noch nicht im katalytischen Zentrum der RNA Polymerase II befindet (vergleiche 1.1.1.1),

wird auch als ,,geschlossener Komplex* bezeichnet.

Obgleich der Mediator im klassichen Modell der Initiation nicht vorkommt, da er fiir die
Transkription in vitro nicht notwendig ist, scheint er in vivo eine grofle Rolle zu spielen und ist
vermutlich Bestandteil der meisten PICs [222]. Im néichsten Schritt erfolgt unter maf3geblicher
Beteiligung der Faktoren TFIIE und TFIIH das ATP-abhingige Schmelzen, also die Trennung,
des DNA-Doppelstranges (sieche 1.1.1.2.4 und 1.1.1.2.6) mit Ausbildung einer
Transkriptionsblase und somit der Ubergang in den ,,offenen Komplex* [103,223]. Die genaue
Léange dieser Transkriptionsblase in Eukaryonten ist nicht bekannt, in Prokaryonten liegt diese
bei ca. 14 Basenpaaren [224]. Die einzelstrangige Template-DNA gelangt nun von oben in den
Spalt der RNA Polymerase II und zum katalytischen Zentrum, wobei der PIC durch die
Synthese der ersten Phosphodiesterbindung definitionsgeméfl den Zustand wechselt und nun
als Initially Transcribing Complex bezeichnet wird [225]. Die nun folgenden Vorginge
markieren den Ubergang zur Elongation, der nicht immer einheitlich als Promotor Escape oder
Promoter Clearance bezeichnet wird [226,227] und umfasst die Synthese der mRNA bis zu
einer Liange von ca. 15bp [226] sowie die Loslosung der RNA Polymerase sowohl vom
Kernpromotor als auch von den meisten bis hierhin assoziierten Faktoren und fiihrt zur
Ausbildung des frithen Elongationskomplexes: Zunichst kommt es zur repetitiven Bildung von
kurzen, aus nur 2-4 Nukleotiden bestehenden RNA-Fragmenten [228], die aus dem aktiven
Zentrum der Polymerase ausgestoBen werden. Dieser Vorgang wird als abortive Initiation
bezeichnet und setzt sich zyklisch fort, bis durch die Synthetisierung eines aus 4-5 Nukleotiden
bestehendes RN A-Fragmentes ein relativ stabiler DNA-RNA-Hybrid entstanden ist [229], der
vermutlich durch den B-Reader von TFIIB, der durch den Austrittskanal fiir die mRNA zum
aktiven Zentrum reicht (vergleiche 1.1.1.2.2), stabilisiert wird [64,68]. In der Folge kommt es
ab einer Linge der mRNA von ca. 7bp zu einer Kollision mit TFIIB im Austrittskanal [68],
welche zu einer zunehmenden Destabilisierung und bei einer mRNA-Linge von 12-13bp zu
einer Trennung des TFIIB von der Polymerase fiihrt [112]. Parallel dazu kommt es durch die
Phosphorylierung der C-terminalen Doméne der RNA Polymerase II zur Dissoziation des
Mediatorkomplexes (vergleiche 1.1.1.1 und 1.1.1.3) sowie vermutlich von TFIIE, der ebenfalls
eine starke Priferenz fiir die unphosphorylierte Polymerase aufweist [100,230]. TFIID und
TFIIA verbleiben vermutlich gebunden an die DNA im Bereich des Kernpromotors zuriick

[230], wihrend TFIIF, der als scheinbar einziger der basalen Transkriptionsfaktoren im weiteren
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Verlauf der Transkription noch eine Rolle spielt (siehe 1.1.1.2.5), zumindest voriibergehend den
Kontakt zum Elongationskomplex verliert [230]. Obgleich TFIIH fiir den weiteren Ablauf der
Transkription ab einer RNA-Linge von ca. 15-18bp nicht mehr erforderlich zu sein scheint
[231], erfolgt die Dissoziation vom Elongationskomplex erst bei einer Lange des Transkriptes

zwischen 30 und 70bp [230].

1.1.3 Elongation

Zu Beginn der Elongation befindet sich die RNA Polymerase II im frithen Elongationskomplex
und hat sich vermutlich bis auf TFIIH von allen weiteren Komponenten des PIC geldst (siche
oben). Die Transkriptionsblase erstreckt sich auf eine Linge von ca. 10-15bp, in der sich ein
Hybrid des kodogenen Stranges und der neusynthetisierten RNA auf einer Linge von 7-9bp
ausgebildet hat [232-234]. Das 5°-Ende der RNA gelangt durch den Austrittskanal nach aul3en,
wihrend sich das 3‘-Ende im katalytischen Zentrum befindet. Die Verlingerung der RNA am
3¢-Ende lduft als zyklischer Vorgang ab, der als Nucleotide Addition Cycle (NAC) bezeichnet
wird. Dieser Zyklus verlduft allerdings nicht gleichformig, sondern wird regelmifBig durch

weitere Ereignisse wie das Promotor Proximal Pausing oder das Backtracking unterbrochen.

1.1.3.1 Nucleotide Addition Cycle

Zu Beginn eines jeden Zyklus® befindet sich der Elongationskomplex im aktiven vorwérts-
translozierten Zustand (Abbildung 2a, nach [235]), in dem sich das freie 3°-Ende der RNA an
Position -1 befindet, so dass an Position +1 ein NTP direkt im aktiven Zentrum der Polymerase
binden kann. Die Bindung des korrekten NTP an Position +1 fiihrt zu einer Stabilisierung des
aktiven Zustands [235,236] und zu einer Konformationsianderung des Trigger Loops [17], der
die Synthese der neuen Phosphodiesterbindung durch nukleophile Substitution erlaubt
(Abbildung 2b und d) [237,238]. Die RNA Polymerase befindet sich anschlieBend in einem
inaktiven pré-translozierten Zustand (Abbildung 2d), in dem die Position +1 durch das
neusynthetisierte 3°-Ende der RNA besetzt ist, so dass vor Beginn eines neuen Zyklus‘ eine
Verschiebung der RNA Polymerase um eine Base stromabwirts erfolgen muss. Fiir die
Bewegung der RNA Polymerase entlang des DNA-Stranges wurde dabei anhand von
experimentellen Daten der bakteriellen RNA Polymerase ein Mechanismus postuliert, der als
Molekulare oder Brownsche Ratsche bezeichnet wird und Bewegungen der RNA Polymerase
sowohl stromab- als auch stromaufwirts zuldsst [235]. Elementare Bestandteile dieses
Mechanismus® sind zwei Sperren: eine dynamische Sperre bestehend aus Trigger Loop und
Bridge Helix der RNA Poylmerase sowie eine statische Sperre, die durch das noch freie, nicht
inkorporierte, NTP an Position +1 repréisentiert wird [235]. Im inaktiven pri-translozierten
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Zustand kommt es

durch eine
Bewegung der
dynamischen

Sperre zu einem
Verschub der
Polymerase entlang
des RNA-DNA-
Hybrids um eine
Stelle nach
stromabwarts
[239], wodurch die
RNA Polymerase
einen
intermediédren
Zustand annimmt,
in dem sich das
frete 3°‘-Ende der
RNA an Position -1

befindet, die
Position +1 also
kein RNA-DNA-
Hybrid mehr

enthdlt, aber durch
die dynamische
Sperre blockiert ist
(Abbildung 2¢)
[239]. Durch
Zuriickbewegung

der dynamischen

Sperre in die

=1 +1

=

® RNA Polymerase 11
l kodogener DNA-Strang
f aillll. mRNA
A NTP

=1 +1

s

Abbildung 2: Schematische Darstellung der moglichen Zustinde der
RNA Polymerase Il wihrend des NAC: Der aktiv vorwdrtstranslozierte
Zustand (a) wird entweder durch Bindung eines NTP an Position +1
stabilisiert (b) oder geht iiber den ,, ausgefransten* Zustand (e) durch
Backtracking in einen inaktiv arretierten Zustand iiber (f), der nur durch
Spaltung des mRNA-Stranges beendet werden kann. Nach Bindung des
NTP (b) gelangt die Polymerase nach  Synthese der
Phosphodiesterbindung in den aktiv prdtranslozierten Zustand (d).
Durch Bewegung von Trigger Loop und Bridge Helix erfolgt der
Vorschub entlang des kodogenen DNA-Stranges (c) und ermoglicht
dadurch den Ubergang in den Ausgangszustand (a).

Trigger Loop/Bridge Helix

Pyrophosphat

Ausgangsposition wird der aktive vorwérts-translozierte Zustand erreicht [235,239], in dem

allerdings das Zuriickgleiten der Polymerase nach stromaufwérts durch die dynamische Sperre

nicht verhindert wird. Es wird daher angenommen, dass die RNA Polymerase zwischen dem
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prd- und posttranslozierten Zustand hin- und herwechselt [239]. Dieses Zuriickwechseln in den
pra-translozierten Zustand wird durch das Binden von einem freien NTP an Position +1

verhindert, das dadurch die Funktion der statischen Sperre ausiibt [239].

Im Rahmen des sogenannten Backtrackings kann es dazu kommen, dass das 3°-Ende der RNA
weiter zuriickgleitet als nach Position +1 (siehe unten), wodurch die Polymerase in einen

inaktiven arretierten Zustand {ibergeht (Abbildung 2f).

1.1.3.2 Promoter Proximal Pausing

Als Promoter Proximal Pausing wird das reversible Halten des Elongationskomplexes
innerhalb der ersten 30-100 Nukleotide stromabwérts des Transkriptionsstarts bezeichnet
[240,241], welches an einem GroBteil der transkribierten Gene beobachtet wird und im Mittel
knapp 7 Minuten andauert [ 180]. Der Eintritt in den pausierten Zustand wird durch die Faktoren
NELF und DSIF vermittelt (vergleiche 1.1.1.4.2 und 1.1.1.4.3). Der genaue Ort der Pause
scheint dabei durch sequenzspezifische Mechanismen des Template-Stranges im Bereich des
Kernpromotors [242] sowie durch die sequenzabhingige Transkriptions- und
Rekrutierungsgeschwindigkeit von NELF und DSIF [243], beeinflusst zu werden. Als
Ergdnzung zu diesem Modell werden sequenzunabhédngige Mechanismen wie die

voriibergehende Blockade der Elongation durch Nukleosomen diskutiert [244,245].

Zwar besteht hinsichtlich der Funktion der Pause noch einige Unsicherheit, es existieten jedoch
mehrere verschiedene Vorstellungen: eine, von einigen Autoren als ,,hit and run bezeichnete
Theorie [241], schldgt vor, dass durch den relativ langen Zeitraum der Pause, zeitlich getrennte
Interaktionen verschiedener Faktoren in einer bestimmten Reihenfolge mit dem
Elongationskomplex koordiniert werden kdnnen und wie eine Art molekulares Passwort fiir den
Ubergang zur weiteren Elongation funktionieren [246]. Weitere Theorien beinhalten eine iiber
Cohesin  und den Mediatorkomplex  vermittelte Interaktion des pausierten
Elongationskomplexes mit weiter entfernt gelegenen regulatorischen Elementen wie Enhancern
oder Silencern [241,247,248] sowie die Rekrutierung weiterer Polymerase-Molekiile an den
Promotor [249]. Andererseits konnte die Pause auch essentiell fiir parallel zur eigentlichen

Transkription ablaufende Vorgéinge wie das pre-mRNA-Processing sein [245].

Die Beendigung des pausierten Zustandes kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen:
unter Einfluss von P-TEFb kommt es durch Phosphorylierung sowohl von NELF und DSIF als
auch der Polymerase zur Dissoziation von NELF und Fortsetzung der produktiven Elongation
unter nun stimulatorischem Einfluss von DSIF (siehe 1.1.1.4.4). Alternativ kann der pausierte

Zustand auch iiber einen als vorzeitige Termination (,,premature termination®) genannten
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Vorgang beendet werden. Die diesen Mechanismus induzierenden Faktoren sind noch nicht
genau bekannt, es mehren sich aber Hinweise, dass sowohl NELF als auch Faktoren wie TTF2

und Xrn2, die an der reguldren Termination beteiligt sind, eine Rolle spielen konnten [173,250].

1.1.3.3 Backtracking

Bereits frith wurde beobachtet, dass sich die RNA Polymerase II wiahrend der Elongation nicht
nur vorwirts sondern auch riickwirts entlang der DNA bewegen kann und dass die
Riickwértsbewegung mit einem inaktiven Zustand der Polymerase assoziiert ist [251]. Diese
Riickwirtsbewegung, die als Backtracking bezeichnet wird, beinhaltet die Dehybridisierung der
RNA vom kodogenen DNA-Strang am 3‘-Ende der RNA und das Austreten dieser durch den
NTP-Eintrittskanal der RNA Polymerase [163]. Im ersten Schritt kommt es dabei durch eine
Konformationsédnderung des Trigger Loops, die diesen in einen pausierten Zustand versetzt, der
wihrend des reguldren NAC nicht beobachtet wird, zunéchst lediglich zur Dehybridisierung
des an Position -1 befindlichen 3‘-Nukleotids der RNA vom kodogenen Strang der DNA, was
als Ausfransen (,,fraying) bezeichnet wird (Abbildung 2e) [252]. Dieses Ausfransen wird
erleichtert durch die Inkorporation eines falschen Nukleotids wéhrend des NAC [253]. Das
ausgefranste Nukleotid blockiert dann die Bindestelle fiir das nachfolgende NTP an Position +1
[253] und wiirde somit nach dem oben vorgestellten Modell das weitere Zuriickgleiten der
Polymerase erleichtern. Cheung und Cramer postulieren allerdings, dass dies nur bis zu einer
Positionierung des 3‘-Endes der RNA an Position +2 der Fall ist, weil es dann zu einer
Behinderung des weiteren Zuriickgleitens durch einen Tyrosinrest der Polymerase kommt
[163]. Dieses wird hier als limitiertes Backtracking bezeichnet und stimmt mit der Beobachtung
iiberein, dass es wahrend der Fehlerkorrektur nach Misinkorporation eines Nukleotids wéahrend
der Elongation bevorzugt zu einer Freisetzung von Dinukleotiden kommt [254]. Kommt es
dennoch zum weiteren Zuriickgleiten der Polymerase, was beispielsweise durch einen
schwachen RNA-DNA-Hybriden [255] oder durch stromabwirts gelegene Nukleosomen
[256,257] gefordert wird, kommt es zur Dehybridisierung von ca. 9 Nukleotiden am 3‘-Ende
der RNA, die dann durch den NTP-Eintrittskanal gelangen und dort stabil an Backtrack-
Bindestellen (,,backtrack sites) der Polymerase binden (Abbildung 2f), was den
Elongationsarrest zur Folge hat [163].

Wihrend der Elongationskomplex nach limitiertem Backtracking und solange keine
Misinkorporation vorliegt durch Vorwirtsgleiten spontan wieder in den aktiven vorwarts-
translozierten Zustand {ibergehen kann, ist in den anderen Fillen die Abtrennung des

tiberstechenden 3°-RNA-Restes notwendig: dies geschieht iiber die intrinsische
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Endonukleaseaktivitit der RNA Polymerase II (vergleiche 1.1.1.1), die den in Synthese
befindlichen RNA-Strang zwischen Position -1 und +1 schneidet, den 3°-RNA-Rest freisetzt
und somit direkt in den aktiven vorwérts-translozierten Zustand {ibergeht [163]. Dieser Vorgang
wird sowohl nach limitiertem wie auch nach vollstindigem Backtracking massiv durch TFIIS
stimuliert (sieche 1.1.1.4.1), wobei im Rahmen der Fehlerkorrektur in vivo Rpb9 ebenfalls eine

bedeutende Rolle zu spielen scheint [19].

1.1.4 Termination

Bei der Termination handelt es sich um den abschlieBenden Schritt der Transkription, der zur
Freisetzung der neusynthetisierten mRNA fiihrt. Ebenso wie die Initiation und die Elongation
ist dies ein hochkomplexer Vorgang, der allerdings im Vergleich zu den anderen beiden
Abschnitten noch am wenigsten untersucht ist. Zwar existieren einige Modelle liber den
mechanistischen Ablauf der Termination [258,259], Proteine, die auch schon wahrend Initiation
und Elongation eine Rolle spielten, sind darin allerdings (von Ausnahmen abgesehen [159])
bisher kaum involviert. Eine funktionelle Relevanz des Promotors fiir die Regulation der
Termination scheint daher nach bisherigem Kenntnisstand zwar moglich ist aber kaum
untersucht. Eine detaillierte Beschreibung dieser Vorgénge besitzt folglich nur eine geringe

Relevanz fiir das Verstdndnis der vorliegenden Arbeit und bleibt deshalb an dieser Stelle aus.

1.1.5 Anmerkungen zum klassischen Transkriptionsmodell

Wie bereits angesprochen, handelt es sich bei dem bis hierher beschriebenen Modell der
Transkription nicht um einen statischen stets gleichformig ablaufenden Vorgang. Im Gegenteil
hat sich gezeigt, dass der Ablauf der Transkription ebenso wie die jeweils beteiligten Faktoren
stark kontextabhéngig ist. Dies spiegelt sich im oben beschriebenen Modell so bisher nicht
wieder und liegt zum einen an einer notwendigen Vereinfachung der komplexen Ablédufe zum
anderen aber auch in der Forschungsgeschichte begriindet: mit Identifizierung der TATA-Box
wurde dieser eine deutlich groBere Bedeutung fiir die Transkription zugemessen als heutzutage
angemessen erscheint. Dies hat dazu gefiihrt, dass Forschungsanstrengungen iiber einen langen
Zeitraum unter der Pramisse unternommen wurden, dass die TATA-Box praktisch in fast allen
funktionellen Promotoren vorkommt [205] mit der Folge, dass vor allem diese Promotoren
erforscht wurden und TATA-lose Promotoren vernachldssigt bzw. gar nicht erst entdeckt

wurden.

Zusitzlich wurden viele Experimente ausschlieBlich in vitro mit den initial entdeckten basalen

Transkriptionsfaktoren in aufgereinigter Form durchgefiihrt, deren Notwendigkeit dadurch
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eventuell ebenfalls iiberschitzt wurde. Beispielsweise finden Erkenntnisse, wonach TFIID
durch den SAGA-Komplex (siehe 1.1.1.2.3) und TFIIF in einigen Fillen moglicherweise durch
den Mediator ersetzt werden kann [118], im klassischen Modell der Transkription kaum

Beachtung.

Diese einschrinkenden Anmerkungen sollten beim weiteren Lesen dieser Arbeit bedacht
werden, um die Ergebnisse mit der noétigen Vorsicht zu interpretieren und vorschnelle

Schlussfolgerungen zu vermeiden.

1.2 Regulation der Transkription

1.2.1 Regulatorische Elemente auf Ebene der DNA

In diesem Abschnitt sollen die verschiedenen sequenzabhingigen regulatorischen Elemente der
Transkription, also solche Elemente, die ihre Regulation iiber die Bindung von Faktoren an
Sequenzmotive der DNA entfalten, vorgestellt werden. Diese werden auch als cis-
regulatorische Elemente bezeichnet und bestehen jeweils aus einer Ansammlung mehrerer
Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren, die analog als trans-regulatorische Elemente
bezeichnet werden [260]. Die Unterscheidung dieser Elemente wird zum einen durch die Art
der Wirkung auf die Transkription (stimulatorisch oder hemmend) und zum anderen anhand der
Entfernung des Elementes in Bezug auf das regulierte Gen vorgenommen (nah oder fern).
Wihrend frither davon ausgegangen wurde, dass sich diese Elemente auch im Hinblick auf
vorkommende Sequenzmotive, ihre transkriptionsinitiierenden sowie epigenetischen
Eigenschaften unterscheiden, deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass die nachfolgend

besprochenen Elemente in dieser Hinsicht groBe Ahnlichkeit aufweisen [261].

Mehrere cis-regulatorische Elemente sind wiederum in sogenannten topologisch assoziierenden
Doménen (TADs) organisiert, die sich iiber eine Liange von mehreren Kilo- bis zu einigen
Megabasen erstrecken konnen und unter anderem durch Insulatoren (siehe 1.2.1.3) und
Housekeeping-Gene voneinander getrennt werden [262]. TADs enthalten meist mehrere Gene
(mit entsprechenden Promotoren) sowie eine Vielzahl an Enhancern und es wurde gezeigt, dass
cis-regulatorische Elemente vor allem innerhalb ihrer eigenen TAD miteinander interagieren

[262].

1.2.1.1 Promotor

Der Begriff Promotor wird in der Literatur nicht immer einheitlich verwendet, meint aber im
Allgemeinen die Kombination aus einem Kernpromotor und einem direkt stromaufwérts davon
gelegenen proximalen Promotor (manchmal auch als proximaler Enhancer bezeichnet [263])
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und wird so auch in dieser Arbeit verwendet [261]. Aus epigenetischer Perspektive zeichnen
sich Promotoren durch eine hdufigere Trimethylierung von Lysin 4 an Histon 3 (H3K4me3)
aus [264], welche durch TFIID erkannt und gebunden werden kann [85] und sind in Bereichen
mit geringerer Nukleosomendichte (Nucleosome Depleted Region, NDR) im Vergleich zum
restlichen Genom lokalisiert [265]. Weiteres epigenetisches Merkmal, das vor allem mit
aktiven Promotoren assoziiert ist, ist eine Acetylierung von Lysin 27 an Histon 3 (H3K27ac)

[266].

1.2.1.1.1 Kernpromotor

Die basalste regulatorische Einheit auf Ebene der DNA ist der Kernpromotor. Wie bereits in
Abschnitt 1.1.1.5 ausgefiihrt, bezeichnet der Kernpromotor den unmittelbar um den
Transkriptionsstart gelegenen DNA-Bereich, der zur Erzeugung einer minimalen
Transkriptionsrate notwendig ist, und umfasst nicht mehr als 30-40 Nukleotide stromauf- und
abwirts des Transkriptionsstarts [198]. Der Kernpromotor ist der Bereich, in dem die
Kernpromotorelemente lokalisiert sind und es iiber die Rekrutierung der basalen
Transkriptionsmaschinerie zur Ausbildung des Préinitiationskomplexes kommt. Er ist daher
zum einen der Ort an dem sdmtliche regulatorischen Einfliisse, die die Initiation betreffen
zusammenlaufen und zum anderen iiber die variable Kombination der verschiedenen
Kernpromotorelemente selbst Regulator der Transkription: so fiihrt zum Beispiel die kiinstliche
Kombination der Kernpromotorelemente TATA-Box, Inr, MTE und DPE zu einem als ,,Super
Core Promotor 1° bezeichneten Konstrukt, der durch gesteigerte Affinitdt zu den basalen
Transkriptionsfaktoren und einen beschleunigten PIC-Aufbau zu einer Steigerung der
Genexpression flihrt [267]. Allerdings ist eine Regulation nicht nur iiber die variable
Zusammensetzung verschiedener Kernpromotorelemente, sondern auch iiber die Sequenz ihrer
DNA-Motive selbst mdglich: so zeigt zum Beispiel TBP unterschiedliche Affinititen zu
verschiedenen Varianten der TATA-Konsensussequenz [268,269] und verdeutlicht, dass,
obgleich die allein durch den Kernpromotor induzierte basale Transkriptionsrate niedrig ist,
bereits nur durch die Sequenz des Kernpromotors fein nuancierte Unterschiede der

Transkriptionsaktivitdt zwischen verschiedenen Genen realisiert werden konnen.

1.2.1.1.2 Proximaler Promotor

Der proximale Promotor ist unmittelbar stromaufwirts, teilweise auch stromabwirts, des
Kernpromotors lokalisiert und erstreckt sich iiblicherweise {iber einige Hundert bis wenige

Tausend Nukleotide [270]. Es handelt sich dabei um den Bereich, in dem diejenigen
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Transkriptionsfaktoren, die nicht zu den basalen Transkriptionsfaktoren gehoren, binden und
ihre Wirkung entfalten. Zusammen mit dem Kernpromotor vermittelt er {iblicherweise eine
basale Promotoraktivitit, die deutlich iiber der des isolierten Kernpromotors liegt. Ahnlich wie
dieser ist die Struktur verschiedener proximaler Promotoren hoch variabel, beispielsweise
beziiglich der vorhandenen Bindemotive fiir Transkriptionsfaktoren, dem GC-Gehalt und dem
Methylierungsmuster, mit entsprechenden Auswirkungen auf die Funktion (siche folgende

Abschnitte).

1.2.1.1.3 Fokussierte versus zerstreute Promotoren

Die urspriingliche Vorstellung, dass die Transkription durch die RNA Polymerase II stets an der
gleichen Position initiiert wird, ist in den letzten Jahren zunehmend in Frage gestellt worden:
es hat sich gezeigt, dass auch in Bezug auf die Eindeutigkeit des Transkriptionsstarts
Unterschiede zwischen verschiedenen Promotoren existieren [206,271,272]. Dies hat zu einer
Unterscheidung von sogenannten fokussierten (,,focussed oder ,,sharp®) und zerstreuten
(,,dispersed* oder ,,broad*) Promotoren gefiihrt [206,273]: Wihrend der Transkriptionsstart bei
fokussierten Promotoren auf eine einzelne Base, bzw. auf wenige nur einige Nukleotide
auseinanderliegende Basen, beschrinkt ist, weist der Transkriptionsstart von zerstreuten
Promotoren eine groBe Variabilitét iiber einen Bereich von 50 bis 200 Nukleotiden auf. Es hat
sich gezeigt, dass TATA-Boxen und Initiator-Elemente vermehrt in fokussierten Promotoren
vorkommen, wihrend CpG-Inseln mit zerstreuten Promotoren assoziiert sind [274,275]. Dies
in Zusammenschau mit den relativ strikten Positionsanforderungen der klassischen
Kernpromotorelemente in Relation zum Transkriptionsstart hat zu der Theorie gefiihrt, dass
diese Elemente allgemein eher in fokussierten Promotoren vorkommen und die Koordination
des PIC an zerstreuten Promotoren neben epigenetischen Einfliissen eher durch weiter proximal
bindende Transkriptionsfaktoren wie Sp1 und NF-Y reguliert wird [202]. Anzumerken ist, dass
der Startpunkt der Transkription auch in zerstreuten Promotoren nicht zufillig ist, sondern eine

Préferenz fiir die Sequenz YR an Position -1/+1 zeigt [206].

1.2.1.2 Enhancer

Als Enhancer werden cis-regulatorische Elemente bezeichnet, die nicht in unmittelbarer Néhe
des regulierten Gens lokalisiert sind und einen stimulierenden Einfluss auf die Transkription
ausliben [276]. Neben der Entfernung vom Zielgen unterscheiden sich Enhancer von
Promotoren auch aus epigenetischer Sicht: im Gegensatz zu Promotoren weisen die
benachbarten Nukleosomen an Enhancern vor allem eine Monomethylierung von H3K4

(H3K4mel) auf [264], wohingegen die Modifikation H3K27ac analog zu Promotoren aktive
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von inaktiven Enhancern zu unterscheiden scheint [277]. Das Vorkommen von Enhancern
korreliert ebenfalls mit der Bindung des transkriptionalen Koaktivators p300 [278], bei dem es
sich um eine Histonacetyltransferase (HAT) handelt [279], die unter anderem in der Lage ist

H3K27 zu acetylieren [280].

Fiir die Art und Weise in der Enhancer ihren stimulierenden Einfluss auf die Transkription
ausliben existieren zwar mehrere Theorien [281], am besten etabliert und untersucht ist aber die
Vorstellung nach der der Enhancer durch Schlingenbildung (,,looping®) in rdumliche Ndhe zum
regulierten Gen gelangt. Die Schlingenbildung kann zum Beispiel iiber den Mediator in
Kombination mit Cohesin [248] und moglicherweise eRNA (enhancer-templated noncoding
RNA, siche unten) oder die Interaktion zwischen mehreren Sp1- [281] oder CTCF-Molekiilen
(vergleiche 1.2.1.3) vermittelt werden. Durch die daraus resultierende Ndhe weiterer mit dem
Enhancer assoziierter Koaktivatoren kommt es dann zur Interaktion mit Elementen des
Promotors bzw. der basalen Transkriptionsmaschinerie. Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass die Enhancer-abhingige Freisetzung von P-TEFb aus dem 7SK/HEXIM1-Komplex zur
Beendigung des pausierten Zustands der Polymerase im Bereich des proximalen Promotors

fiihrt [282] (vergleiche 1.1.3.2).

Die Mechanismen, die festlegen, welche Gene durch einen bestimmten Enhancer beeinflusst
werden und welche nicht, sind unzureichend untersucht, scheinen aber zumindest teilweise iiber
die Organisation in topologisch assoziierenden Doménen stattzufinden, da entsprechende
Interaktionen hauptséchlich innerhalb dieser beobachtet werden (sieche oben). Zusétzlich
scheint die Affinitidt von Enhancern zu verschiedenen Promotoren von der Zusammensetzung

der Elemente des Kernpromotors und damit dessen Sequenz abhingig zu sein [283,284].

Weiterhin hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass es an einem Teil der identifizierten
Enhancer ebenfalls zur Transkription durch die RNA Polymerase II kommen kann und es auf
diese Weise zur Produktion von eRNA kommt [285]. Die Funktion dieser eRNAs ist nicht
zufriedenstellend geklért, allerdings existiert ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
Bildung von eRNAs und der Transkriptionsaktivitdt an Zielgenen [286,287], der auBBerdem
kausal zu sein scheint [288]. Einige Autoren haben fiir die eRNAs in Kombination mit Mediator
und Cohesin eine Rolle beim ,,Looping* beschrieben [289], die von anderen Autoren aber nicht

gefunden wurde [287].

Gehen von einem Enhancer hauptsédchlich inhibierende Einfliisse auf die Transkription eines

bestimmten Gens aus, wird er als Silencer bezeichnet.

25



1.2.1.3 Insulator

Als Insulator (Isolator) werden cis-regulatorische Elemente bezeichnet, die benachbarte DNA-
Abschnitte von regulatorischen Einfliissen anderer DNA-Bereiche abschirmen und je nach ihrer
Funktionsweise in zwei Typen unterschieden werden: Enhancer-blockierende Isolatoren tragen
zur Unterteilung der DNA in topologisch assoziierende Doménen bei (vergleiche 1.2.1) und
hemmen dadurch den stimulierenden Einfluss von Enhancern auf Promotoren, wenn sie
zwischen diesen lokalisiert sind, wéahrend Barrier-Isolatoren die Ausbreitung von

Heterochromatin in Bereiche mit Euchromatin verhindern [290].

Insbesondere fiir die Enhancer-blockierende Form spielt CTCF eine wichtige Rolle, der an
entsprechende Bindestellen des Insulators bindet [291,292]: Nach der aktuellen Vorstellung
vermittelt CTCF {ber die Dimerisierung mit einem weiteren CTCF Molekiill eine
Schlingenbildung der DNA [293,294] und fiihrt so zu einer Hemmung der Interaktion zwischen
Elementen unterschiedlicher Schlingen und einer Stimulierung der Interaktion innerhalb der
Schlinge [262]. Daher wird postuliert, dass die Funktion dieser Insulator-Elemente eventuell
nicht primir in der Blockade von Enhancer-Promotor-Interaktionen verschiedener Schlingen,
sondern vielmehr in der Erleichterung solcher innerhalb einer solchen, dient [291]. Dazu wiirde
auch die Beobachtung passen, dass 85% aller CTCF-Bindestellen innerhalb von TADs

lokalisiert sind [262], die dort weitere Promotor-Enhancer-Interaktionen vermitteln konnten.

1.2.2 Transkriptionsfaktoren

Wie bereits erwihnt handelt es sich bei Transkriptionsfaktoren um Proteine, die an spezifische,
als Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) bezeichnete, DNA-Motive binden. Im Anschluss
an ihre DNA-Bindung spielen sie iiber eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen, wie
beispielsweise die Rekrutierung von Koaktivatoren und Korepressoren oder die Regulation des
Methylierungsmusters von DNA und Histonen (siche unten), eine zentrale Rolle bei der

Regulation der Transkription.

Im Folgenden wird auf die fiir diese Arbeit relevanten Transkriptionsfaktoren ndher
eingegangen. Dabei soll bereits hier darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den
besprochenen Faktoren lediglich um durch Computeranalysen (vergleiche 3.5.2) vorhergesagte
Interaktionspartner mit den in dieser Arbeit untersuchten TFBS handelt, die bisher nicht durch
weitere Experimente bestétigt wurden. Es ist daher gut moglich, dass eine oder mehrere der
untersuchten TFBS ihre Wirkung durch Bindung génzlich anderer Faktoren vermitteln.
Erschwerend kommt hinzu, dass von den meisten der hier besprochenen Faktoren eine
uniibersichtliche Anzahl an Homologen und Splicevarianten existiert, die sich meist kaum im
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Bindungsverhalten wohl aber in ihrer Funktionsweise unterscheiden. Obgleich also Aussagen
iiber die Rolle dieser Faktoren an der Transkriptionsregulation von Lmcdl mit einiger
Unsicherheit behaftet sind, wird davon ausgegangen, dass ein Uberblick iiber deren

Funktionsweise fiir das weitere Verstandnis dieser Arbeit niitzlich ist.

1.2.2.1 CREB-Familie

Die zu dieser Gruppe gehorenden Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch die Bindung eines
gemeinsamen DNA-Motivs aus, das als cAMP-response Element (CRE) bezeichnet wird und
die palindromische Konsensussequenz TGACGTCA besitzt [295], die als Homo- oder
Heterodimer gebunden wird. Mitglieder dieser Gruppe sind das cAMP-response Element
Binding Protein (CREB), der cAMP-response Element Modulator (CREM) und der Activating
Transcription Factor 1 (ATF-1) [296]. Gemeinsame strukturelle Merkmale sind die C-terminal
gelegene Basic Leucine Zipper (bZIP) Domaéne, iiber die sowohl die DNA-Bindung als auch
die Dimerisierung vermittelt wird [297] sowie eine N-terminale Aktivierungsdoméine, die
wiederum aus einer Kinase-induzierbaren Domine (KID) und ein bis zwei flankierenden
Glutamin-reichen-Doménen (Q1 und Q2) besteht [296].

Obwohl zumindest von CREB [298] und CREM [299] Varianten bzw. Isoformen existieren,
die eine hemmende Wirkung auf die Transkription entfalten, steht im Allgemeinen die
Aktivierung der Genexpression im Vordergrund. Dabei scheint CREB der dominierende Faktor
zu sein: wihrend ATF-1-defiziente Mause keine phanotypischen Auffilligkeiten zeigen [300]
und CREM vor allem wéhrend der Spermatogenese eine Rolle zu spielen scheint [301],
versterben Mduse, denen jegliche aktivierende CREB-Isoform fehlt, perinatal [302].

Im Folgenden soll daher nur auf CREB néher eingegangen werden.

1.2.2.1.1 CREB

CREB ist ein ubiquitir exprimiertes Protein [303], von dem durch Splicevariation
hauptsédchlich die drei Isoformen a, f und 6 gebildet werden [304,305].

Genomweite Untersuchungen haben gezeigt, dass im menschlichen Genom ca. 750.000 CREs
existieren, von denen allerdings nur ein kleiner Teil durch CREB gebunden wird und ein noch
kleinerer Teil tatsdchlich zu einer Steigerung der Genexpression fiihrt [303]. Dies wird darauf
zuriickgefiihrt, dass ein Grofteil der nicht in Promotorndhe befindlichen DNA-Regionen
methyliert vorliegt und die Methylierung des im CRE enthaltenen CG-Dinukleotids die
Bindung von CREB verhindert [306]. Weiterhin scheint nach der Aktivierung des gebundenen
CREB fiir eine Genaktivierung das Vorhandensein einer TATA-Box im Bereich des

Kernpromotors notwendig zu sein [307].
27



Die Aktivierung von DNA-gebundenem CREB erfolgt durch Phosphorylierung an Ser-133
innerhalb der KID und fiihrt zu einer Rekrutierung des Koaktivators CBP [308]. CBP fungiert
einerseits als Histonacetyltransferase (vergleiche 1.2.3.2) und ist andererseits in der Lage direkt
mit TFIIB zu interagieren und flihrt so zu einer Steigerung der Genexpression [70].

Ob mit der Phosphorylierung an Ser-133 auch eine gesteigerte Affinitit zum CRE-
Konsensusmotiv einhergeht wird von verschiedenen Quellen unterschiedlich berichtet
[309,310], es wird aber davon ausgegangen, dass CREB bereits vor der Aktivierung gebunden
an die DNA vorliegt.

Unabhéngig vom Phosphorylierungsstatus interagiert CREB iiber die Q2-Doméne zusétzlich
konstitutiv mit TFIID und fordert so die Ausbildung des PIC [87,311].

Die Beendigung des aktivierenden Signals erfolgt entsprechend durch die Dephosphorylierung
von Ser-133 durch die Proteinphosphatasen 1 (PP1) [312] und 2A (PP2A) [313]. Fiir die
effektive Wirkung von PP1 scheint diese auf die Histondeacetylase 1 (HDAC]1) angewiesen zu
sein, die im Komplex mit PP1 iiber die Q1- und Q2-Domine an CREB bindet, PP1 so in
Substratnihe bringt und moglicherweise ebenfalls an der Deacetylierung der durch p300/CBP
modifizierten Histone beteiligt ist [314].

Die aktivierende Phosphorylierung an Ser-133 kann iiber verschiedene Signalwege realisiert
werden: am besten untersucht und wahrscheinlich von der grofiten Bedeutung ist die
Phosphorylierung durch die Proteinkinase A (PKA) infolge einer intrazelluldiren cAMP-
Erh6éhung [315], die unter anderem nach hormoneller Stimulierung G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren, beispielsweise durch Katecholamine [316] auftritt oder in vitro durch direkte
Aktivierung der Adenylatzyklase mittels Forskolin [317] hervorgerufen werden kann.

Weitere Signalwege, die zu einer Phosphorylierung von Ser-133 fiihren, laufen zum Beispiel
getriggert durch Wachstumsfaktoren iiber Ras und p38 [318] oder infolge einer intrazelluldren
Ca?**-Erh6hung iiber die Calmodulin-abhiingigen Kinasen I, I und IV ab [319,320].

Es muss allerdings angemerkt werden, dass funktionelle posttranslationale Modifikationen von
CREB noch an einer Vielzahl weiterer Aminosaurereste beobachtet werden, die zu einer
zusitzlichen Modulation der CREB-AKktivitit fiihren konnen: so ist zumindest in einigen Zellen
fiir eine Aktivierung durch CREB zusitzlich zur Phosphorylierung von Ser-133 noch jene von
Ser-129 notwendig [321], wihrend die Phosphorylierung von Ser-142 zu einer verringerten
Aktivitdt fithrt [320].

Eine weitere Modulation der CREB-Aktivitit erfolgt liber die Proteinfamilie der CREB-
regulated Transcription Coactivators (CRTC), deren Mitglieder CRTC 1-3 die Aktivitit von
CREB durch Assoziation mit der bZIP-Doméne und Verstirkung der Interaktion mit CBP
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steigern [322]. Dafiir ist allerdings die vorherige Dephosphorylierung der sonst im Zytoplasma
lokalisierten Proteine zum Beispiel durch Calcineurin notwendig, welche ebenfalls durch
intrazellulire cAMP- und Ca**-Erhéhung stimuliert wird und die nachfolgende Translokation

in den Nukleus ermoglicht [323].

1.2.2.2 MEF2-Familie

Die Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF2)-Familie besteht aus den vier Mitgliedern MEF2A-D
und wird ihrerseits zur Familie der MADS-Box-Transkriptionsfaktoren gezédhlt [324].
Entsprechend besitzen alle vier MEF2 Proteine eine konservierte N-terminale MADS-Doméne
und eine direkt daran angrenzende MEF2-Domine, die gemeinsam sowohl der Homo- bzw.
Heterodimerisierung innerhalb der MEF2-Familie als auch der Erkennung und Bindung (als
Dimer) des Konsensusmotivs Y TAWWWATAR [325] dienen [326]. Zusétzlich werden iiber die
MADS- und MEF2-Doménen ein Grof3teil der Interaktionen mit Koaktivatoren bzw.

Korepressoren vermittelt.

C-terminal davon liegen zwei sogenannte Transcription Activation Domains, die zwar nicht an
der Bindung der DNA bzw. der Dimerisierung beteiligt, aber fiir die Regulation der
Transkription ebenso notwendig sind [326], einerseits {liber die Interaktion mit anderen

Proteinen und andererseits als Ziel fiir posttranslationale Modifikationen (siehe unten).

Die Beeinflussung der MEF2-Aktivitdt durch stromaufwirts gelegene Signalwege scheint vor
allem durch Ca**/Calmodulin-abhéngige Proteinkinasen (CaMK) sowie verschiedene MAP-
Kinasen wie p38 und ERK-5 zu erfolgen: im inaktiven Zustand bindet MEF2 zwar an die DNA,
rekrutiert aber iiber die MADS-Doméne zusétzlich Repressoren wie die Klasse 11
Histondeacetylasen 4 (HDAC4) und 5 (HDACS) [327], die ihrerseits weitere Repressoren wie
CtBP und Histondeacetylasen der Klasse I rekrutieren [328] oder zu einer Sumoylierung von
MEF2 mit ebenfalls inhibierender Wirkung fiihren [329]. Infolge einer Aktivierung des CaMK-
Signalweges kommt es zu einer Phosphorylierung von HDAC4 und 5 durch CaMK I, II und IV
mit nachfolgender Dissoziation von MEF2 [330,331]. Neben der Assoziation mit Koaktivatoren
der Transkription (siehe unten) erlaubt dies die vollstindige Aktivierung von MEF2 durch p38-
vermittelte Phosphorylierung der Transcription Activation Domains [327,332]. Dies ermdglicht
die nachfolgende Rekrutierung des Methyltransferasekomplexes Ash2L. und fiihrt so zur
Ausbildung der Histonmodifikation H3K4me3 [333], die mit einer Aktivierung der

Genexpression assoziiert ist (vergleiche 1.2.3.2).

Zusétzlich spielt bei der Transkriptionsaktivierung iiber MEF2 auch der Signalweg tiiber

Calcineurin eine Rolle: sowohl indirekt iiber die Dephosphorylierung von NFAT, der nach
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Translokation in den Nukleus und Assoziation mit MEF2 zu einer vereinfachten Rekrutierung
von p300 (siehe unten) fiihrt [334], als auch direkt {iber die Dephosphorylierung von MEF2
[335,336]. Der Mechanismus, iiber den die direkte Calcineurin-Wirkung zu einer
Transkriptionsaktivierung fiihrt, ist ebenso wie der genaue Ort der Dephosphorylierung noch
unklar: so wird von einer gesteigerten DNA-Affinitét berichtet [335], die Wu et al. allerdings
nicht bestdtigen konnten und stattdessen eine Modulation iiber die Transription Activation
Domains postulieren [336], die dann aber andere Aminosdurereste als Ziel haben miisste als

p38 (siche oben).

Stromabwirts vermittelt MEF2 seine regulierenden Einfliisse iiber die Interaktion mit einer
Vielzahl weiterer Proteine [337]: Neben den oben bereits angesprochenen Repressoren, die
beispielsweise iiber eine Behinderung der Interaktion mit Koaktivatoren oder eine
Deacetylierung von Histonen wirksam werden, interagiert MEF2 mit einer Reihe stimulatorisch
wirkender Proteine: so zum Beispiel mit P-TEFb mit anschlieBender Transkriptionsaktivierung
[338] vermutlich iiber eine Aufhebung des pausierten Zustandes wéhrend der Elongation
(vergleiche 1.1.3.2). Weiterhin fiihrt die direkte Interaktion mit p300 [339] {iber eine
Acetylierung von MEF2 zu einer gesteigerten Affinitdt zur DNA [340], an der zusétzlich die
Acetylierung von Histonen durch p300 (vergleiche 1.2.3.2) oder die Interaktion von p300 mit
dem PIC [70] beteiligt sein konnten. Ebenso konnte eine direkte Interaktion mit synergistischer

Aktivierung der Transkription fiir Sp1 gezeigt werden [341].

Weitere prominente Interaktionspartner, mit denen MEF2 bei der Transkriptionsaktivierung

zusammenwirkt, umfassen MyoD und Myogenin [342].

1.2.2.3 Nuclear Factor 1-Familie

Zur Familie der Nuclear Factor 1-Transkriptionsfaktoren (NF1) in Wirbeltieren zéhlen vier
Mitglieder, die als NF1-A, NF1-B, NF1-C und NF1-X bezeichnet werden [343,344] und als
Homo- oder Heterodimer die palindromische Konsensussequenz TTGGCNsGCCAA binden
[345]. Mit etwas geringerer Affinitit werden auch die Halbmotive TTGGC bzw. GCCAA
erkannt [345]. Strukturell zeichnet sich NF1 durch eine N-terminal gelegene DNA-Bindungs-
und Dimerisierungs- sowie eine C-terminal gelegene Prolin-reiche Aktivierungsdoméne aus
[346]. Teile dieser Aktivierungsdomiine, vor allem diejenige von NF1-C, zeigen Ahnlichkeit
zur CTD der RNA Polymerase I und es wurde gezeigt, dass NF1 in analoger Weise in der Lage
ist Kontakt zu TBP aufzunehmen (vergleiche 1.1.1.1) [347]. Interessanterweise konnte eine
andere Arbeitsgruppe zwar eine Rekrutierung von TFIIB durch NF1 mit konsekutiver
Transkriptionsaktivierung nachweisen, aber keine Interaktion mit TBP finden [348].
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Als weiterer Mechanismus wird eine Rolle beim Remodelling der Chromatinstruktur diskutiert:
so wurde gezeigt, dass NF1 einerseits direkt mit Histon H3 interagiert [349] und andererseits
an der Rekrutierung des Chromatin-modifizierenden BRG1-Komplexes beteiligt ist, der eine
Offnung der Chromatinstruktur ohne Verinderung der Nukleosomenpositionierung bewirkt
[350]. Zusétzlich wird postuliert, dass die DNA-Bindung von NF1 zu einer Verdriangung von

Nukleosomen mit Erzeugung von Nucleosome Depleted Regions fiihrt [351].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Aktivitit von NF1 vom Grad seiner
Phosphorylierung abhingt, wobei eine durch Calcineurin hervorgerufene Dephosphorylierung
mit einer erhdhten Transkriptionsaktivierung einhergeht [352,353]. Die gleiche Arbeit zeigte
auBerdem eine Steigerung der NF1-Aktivitit durch die Ca**/Calmodulin abhingige Kinase IV
[352], wobei der genaue Mechanismus unklar bleibt, NF1 als direktes Ziel aber

unwahrscheinlich ist.

1.2.2.4 Nuclear Factor Y

Nuclear Factor Y (NF-Y) ist ein Trimer bestehend aus den drei Untereinheiten NF-YA, NF-YB
und NF-YC [354-356], die ein als CCAAT-Box bezeichnetes DNA-Motiv mit der
Konsensussequenz RRCCAATSRC binden [357]. Dabei ist zu beachten, dass einige weitere
Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel das CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP),
einen Hinweis auf das CCAAT-Motiv im Namen tragen, aber typischerweise andere Sequenzen

binden und daher hier nicht besprochen werden [355].

Wenngleich fiir die Funktion von NF-Y das intakte Pentanukleotid CCAAT fast immer
notwendig zu sein scheint [357], existieren Ausnahmen, bei denen die Funktion von NF-Y im
Zusammenspiel mit einem imperfekten CCAAT-Motiv durch Interaktion mit benachbart

gebundenen Transkriptionsfaktoren wie Sp1 aufrechterhalten wird [358].

Das CCAAT-Motiv befindet sich typischerweise in einem Bereich von -50 bis -100bp in
Relation zum Transkriptionsstart [359] und kommt in ca. 30% aller eukaryontischen
Promotoren in ein- oder mehrfacher Ausfithrung vor [207]. Dabei korreliert das Vorkommen
eines CCAAT-Motivs positiv mit dem Auftreten von CpG-Inseln und negativ mit dem

Vorhandensein einer TATA-Box [359].

Sowohl NF-YA als auch NF-YC enthalten eine Glutamin-reiche Aktivierungsdoméne [360], die

vor allem an der Ausbildung von Protein-Protein-Interaktionen beteiligt zu sein scheinen [361].

Uber posttranslationale Modifikationen von NF-Y ist insgesamt wenig bekannt, von Bedeutung

ist aber die Acetylierung bestimmter Lysinreste von NF-YA durch p300, wodurch dessen
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Ubiquitinylierung und somit der Abbau verhindert wird, so dass trotz relativ konstanter mRNA

Spiegel eine Regulation von NF-Y iiber dessen Proteinmenge ermdglicht wird [362].

Weiterer Interaktionspartner von NF-Y ist der Transkriptionsfaktor Sp1 (siehe auch 1.2.2.5)
[363], deren kostimulatorische Wirkung unter anderem auf die gegenseitige Stabilisierung der
DNA-Bindung zuriickgefiihrt wird [358]. Zusétzlich ist NF-Y in der Lage direkten Kontakt mit
TBP [364] und weiteren Untereinheiten von TFIID aufzunehmen [365].

Neben diesen ,,gewohnlichen* Funktionsmechanismen wird fiir NF-Y noch eine weitere Art der
Transkriptionsregulation diskutiert, die sich funktionell von der anderer Transkriptionsfaktoren
unterscheidet. So weisen NF-YB und NF-YC als weiteres Strukturmerkmal jeweils eine
Histone Fold Doméne auf, die einerseits der Interaktion unterecinander dient und andererseits
die Interaktion mit einem Tetramer der Histone H3 und H4 (H3/H4), ermdglicht [366].
Normalerweise verbindet sich dieses Heterotetramer mit zwei Dimeren aus H2A und H2B zu
einem vollstindigen Histonoktamer mit dichter Verpackung der DNA und konsekutiver
Behinderung der Transkription (vergleiche 1.2.3.2). Diese Beobachtung hat zu der Theorie
gefuihrt, dass NF-Y iiber die Bindung an (H3/H4); in der Lage sein konnte, die Ausbildung des
Histonoktamers zu verhindern und auf diesem Wege zur Ausbildung von Nucleosome Depleted

Regions beizutragen [366,367] wie sie in Promotorregionen iiblich sind (siehe 1.2.1.1).

Zusatzlich wurde gezeigt, dass NF-Y an der Rekrutierung von Histon-Methyltransferasen und
dariiber an der Ausbildung der mit aktiven Promotoren assoziierten Histonmodifikation

H3K4me3 beteiligt ist [368].

Obwohl auch bei NF-Y die transkriptionsfordernde Wirkung im Vordergrund steht, ist ebenfalls
eine inhibierende Modulation beschrieben, beispielsweise iiber die Rekrutierung von
Histondeacetylasen [369]. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Vorgidngen, scheint NF-Y
an negativ regulierten Promotoren auflerdem an der Ausbildung von mit Inaktivitét assoziierten

Histonmodifikationen und einer Reduzierung an H3K4me3 beteiligt zu sein [368].

1.2.2.5 Sp/KLF-Familie

Zu dieser Gruppe von Transkriptionsfaktoren zéhlen insgesamt 26 Proteine (Sp1-9 und KLF1-
17) [370], die sich durch eine konservierte DNA-Bindungs-Domine bestehend aus drei
benachbarten Zinkfinger-Motiven auszeichnen [371] und daher mit leicht unterschiedlicher
Affinitdt dhnliche DNA-Sequenzen binden. Obwohl Mitglieder der Sp-Familie scheinbar eine
Bevorzugung des Bindungsmotivs GGGCGGG zeigen, wihrend die Faktoren der KLF-Gruppe
bevorzugt an die Sequenz CACCC binden [372,373], ist diese Unterscheidung keinesfalls
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absolut, so dass das tatsdchliche Bindungsverhalten an spezifischen DNA-Sequenzen
vermutlich stark vom Kontext, also beispielsweise vom Mengenverhéltnis der einzelnen

Faktoren, abhingig ist.

Mit geringerer Affinitdit werden aullerdem Variationen der bevorzugten Motive, wie

beispielsweise die flir diese Arbeit relevante Sequenz GGGAGGG gebunden [374].

Da eine einzelne Besprechung siamtlicher Faktoren an dieser Stelle nicht moglich ist, soll im
Folgenden lediglich auf das prominenteste Mitglied der Familie, ndmlich Spl, niher
eingegangen werden, fiir welches, neben KLF4 und KLF5, in der Computer-gestiitzten Analyse
(siehe 3.5.2) auBerdem die hochste Affinitdt zu der in dieser Arbeit untersuchten Bindestelle

vorhergesagt wurde.

1.2.25.1 Spl

Neben der oben bereits erwdhnten N-terminal gelegenen DNA-Bindungs-Domine besitzt Spl
vier  weitere  funktionell relevante  Bereiche [373]: zwei  Glutamin-reiche
Transaktivierungsdoménen, eine sogenannte Buttonhead-Box und eine inhibitorische Doméne.
Die Transaktivierungsdoménen vermitteln unter anderem die direkte Interaktion mit TBP [375]
und weiteren Untereinheiten von TFIID [86] und sind zusétzlich zusammen mit der
Buttonhead-Box an der Interaktion mit p300 beteiligt [376]. Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass p300 vor allem mit der deacetylierten Form von Spl interagiert und dann,
moglicherweise iiber eine Acetylierung von Histonen, zu einer Stimulation der Transkription
fithrt. Parallel dazu acetyliert p300 aber auch Spl und fiihrt so zu einer Selbstlimitierung der
Interaktion [377]. Acetyliertes Sp1 interagiert wiederum bevorzugt mit der Histondeacetylase
HDACI mit konsekutiver Hemmung der Transkription (vergleiche 1.2.3.2) sowie
Deacetylierung von Spl, so dass eine potentiell zyklische Regulation von Sp1 resultiert [377].
Weiterhin interagiert Spl direkt mit BRG1 [378] und kann auf diese Weise dhnlich wie NF1
(vergleiche 1.2.2.3) zu einer Aktivierung der Transkription beitragen [379].

Zusitzlich ist eine Vielzahl von synergistischen Interaktionen mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-Y [380] beschrieben. AuBlerdem scheint der
Mediator-Komplex eine elementare Rolle bei der Transkriptionsaktivierung durch Spl zu
spielen, die aber vermutlich indirekter Natur ist, da eine direkte Interaktion nicht gezeigt werden
konnte [381].

Neben der oben angesprochenen Acetylierung ist Spl Ziel einer Reihe weiterer
posttranslationaler Modifikationen [382]: so geht die Sumoylierung mit einem vermehrten

Abbau von Spl einher [383], wihrend die Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen wie
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ERK-1 und ERK-2 [384] oder p38 [385], sowohl inhibitorische als auch stimulatorische Effekte
entfalten kann. Ebenso kann eine Aktivierung der Proteinkinase A zumindest indirekt zu einer
Zunahme der Spl-vermittelten Transkriptionsaktivitét fiihren [386].

Weiterhin scheint Spl einerseits an der Ausbildung bzw. Aufrechterhaltung von CpG-Inseln
beteiligt zu sein [387], wihrend eine DNA-Methylierung andererseits zumindest indirekt mit

einer verringerten Bindung von Spl einhergeht [388,389].

1.2.2.6 Virusprotein 16

Beim Virusprotein 16 (VP16) handelt es sich um einen starken transkriptionalen Koaktivator,
der von der Gruppe der Herpesviren gebildet wird [390]. Funktionell besteht es aus einer Core-
Doméne, die die Bindung an DNA vermittelt [391] sowie einer Transaktivierungsdoméne, die
eine Vielzahl von an der Transkription beteiligten Proteinen rekrutiert, darunter einen GroBteil
der basalen Transkriptionsfaktoren [390], den Mediator-Komplex [157] sowie mehrere

Histonacetylasen wie p300 [392] und den SAGA-Komplex [393].

Diese Transaktivierungsdomaéne ist fiir diese Arbeit von Relevanz, da sie Teil des verwendeten
Fusionsproteins MEF2C-VP16 ist. Dieses besteht aus der DNA-Bindedoméne von MEF2C und
der Transaktivierungsdoméne von VP16 und zeigt in in vitro Experimenten eine um knapp 60%

gesteigerte Transkriptionsaktivierung im Vergleich zum MEF2C-Wildtyp [326].

1.2.3 Epigenetische Regulationsmechanismen
Als epigenetisch werden Einfliisse auf den Phinotyp bezeichnet, die nicht auf der Basenabfolge
der DNA, also dem Genotyp, beruhen. Fiir die Transkription sind vor allem die DNA-

Methylierung sowie die posttranslationale Modifikation von Histonen von Relevanz.

1.2.3.1 DNA Methylierung

Unter DNA-Methylierung wird die, reversible und durch Methyltransferasen vermittelte,
epigenetische Modifikation eines Nukleotids durch Methylierung verstanden, die bei
Sdugetieren fast ausschlieBlich Cytosin betrifft [394] und zur Bildung von 5-Methylcytosin
(5mC) fiihrt [395]. Im menschlichen Genom liegen etwa 5% aller Cytosinnukleotide in
methyliertem Zustand vor und zwar zum Grofteil an Positionen an denen Cytosin gefolgt von
Guanin lokalisiert ist (CpG bzw. mCpG) [396]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Mutationen der DNA gehduft methylierte Cytosinreste betreffen, was auf die spontane
Deamination von 5SmC zu Thymin zuriickgefiihrt wird [397]. Da Thymin ein regulérer Baustein
der DNA ist, werden solche Mutationen mit geringerer Wahrscheinlichkeit korrigiert als die

spontane Deamination von nicht-methyliertem Cytosin, die zur Bildung von Uracil fiihrt. Die
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beobachtete Unterrepriasentation von CpG-Dinukleotiden im Genom stiitzt diese These [398].
Allerdings existieren genomische Bereiche in denen CpG-Dinukleotide zum GroBteil
unmethyliert vorliegen, daher einer geringeren Mutationsrate unterliegen und so zu einer
relativen Uberreprisentation an CpG im Vergleich zum {ibrigen Genom fithren [398]. Solche
Bereiche werden als CpG-Inseln bezeichnet und spielen eine bedeutende Rolle bei der

Transkription (siehe unten).

Zunéchst ging man davon aus, dass die DNA-Methylierung generell zu einer Stillegung der im
entsprechenden Bereich lokalisierten Gene fiihrt. Als mogliche Mechanismen kommen dabei
zum Beispiel die durch Methylierung induzierte Destabilisierung der Nukleosomen [399] oder
eine verringerte Bindung vieler Transkriptionsfaktoren wie Spl [400] oder CREB [306] in
Frage. Entgegen den urspriinglichen Annahmen hat sich aber gezeigt, dass die Stilllegung der
Gene der Methylierung vorausgeht [401] und die DNA-Methylierung in einigen Féllen auch zu
einer gesteigerten Transkription fithren kann: so fiihrt beispielsweise die Methylierung des
CRE-Motivs zwar zu einer reduzierten Bindung von CREB dafiir aber zu einer gesteigerten

Affinitdt fiir C/EBP mit potentiell stimulierender Wirkung auf die Transkription [402].

1.2.3.1.1 CpG-Inseln

Als CpG-Inseln (CGI) werden DNA-Abschnitte definiert, die einen GC-Gehalt von tiber 50%
aufweisen und mindestens 200bp lang sind [403]. Es wurde gezeigt, dass 60-70% der humanen
Promotoren mit CGI iiberlappen [404,405] und dass sich diese Promotoren durch einen Mangel
an herkdémmlichen Kernpromotorelementen sowie eine zerstreute Transkriptionsinitiation
auszeichnen (vergleiche 1.2.1.1.3). Die Art und Weise, in der es an solchen Promotoren zur
Transkriptionsinitiation kommt, ist nicht abschlieBend geklart, folgende Mechanismen scheinen
aber eine Rolle zu spielen: CGI beinhalten vermehrt Bindestellen fiir Transkriptionsfaktoren
wie Spl und CREB, deren Erkennungssequenzen CpG-Dinukleotide enthalten [406].
Desweiteren weisen CGI von sich aus eine geringere Dichte an Nukleosomen auf, wofiir
ebenfalls der hohe GC-Gehalt verantwortlich zu sein scheint [399]. Zwar weisen CGI- dhnlich
wie nicht-CGI-Promotoren hiufig die Histonmodifikation H3K4me3 auf, unterscheiden sich
aber von nicht-CGI-Promotoren durch einen Mangel der Modifikation H3K36me2, die mit

einer Hemmung der Transkriptionsinitiation assoziiert ist [407].

Zusammengenommen deuten diese Erkenntnisse darauf hin, dass CpG-Inseln einen fiir die
Initiation permissivem Zustand herbeifithren bzw. aufrechterhalten, der eine hohe basale
Initiationsrate erlaubt und die Transkriptionsrate eher in nachfolgenden Abschnitten, zum

Beispiel via P-TEFb wihrend der Elongation, reguliert wird [408].
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Passend dazu finden sich unter den Genen, deren Promotoren CGIs aufweisen, ein Grofiteil der

Housekeeping-Gene [409].

Parallel dazu héufen sich Hinweise darauf, dass es hdufig auch an CpG-Inseln, die nicht mit
dem Transkriptionsstart eines kodierenden Gens tiiberlappen (ca. 50% aller CGI [405]) zur
Transkriptionsinitiation durch die RNA Polymerase II mit konsekutiver Synthese von ncRNA
kommt [405]. Interessanterweise sind auch diese als Orphan-CGls bezeichneten Bereiche

dhnlich wie herkdbmmliche Promotoren mit der Histonmodifikation H3K4me3 assoziiert [405].

1.2.3.2 Histonmodifikationen

Die DNA im Zellkern einer jeden Zelle ist in Chromosomen organisiert, die wiederum aus
Chromatin, also einem linearen DNA-Strang im Komplex mit assoziierten Proteinen, bestehen.
Etwa die Halfte dieser Proteine sind Histone, die sich in 5 Klassen (H1, H2A, H2B, H3 und
H4) unterscheiden lassen, wobei sich jeweils zwei Molekiile der Klassen H2A, H2B, H3 und
H4 zu einem Oktamer zusammenlagern, dass von 146bp linearer DNA umwickelt wird [410].
Diese Einheit aus DNA und Histonen wird als Nukleosom bezeichnet und wiederholt sich in
relativ dichter Abfolge, so dass im Schnitt etwa ein Nukleosom pro 200bp resultiert [411] und
dient unter anderem der kompakten Verpackung der DNA. Nukleosomen stellen ein Hindernis
der Transkription dar, dessen Ausmall mit zunehmendem Grad der Kompaktierung zunimmt

[257].

Einen wesentlichen Regulationsmechanismus der Transkription auf Ebene der Nukleosomen
stellt die posttranslationale Modifikation der Histone dar: So fiihrt die Acetylierung positiv
geladener Lysinreste, beispielsweise durch p300 [279] oder TFIID [84], vermutlich iiber eine
Neutralisierung der Ladung zu einer weniger engen Verpackung der DNA [412] und dariiber zu

einer Steigerung der Transkriptionsrate [257].

Eine weitere hdufige Modifikation stellt die Methylierung von Lysin- oder seltener
Argininresten dar. Diese sind in Bezug auf die Ladung neutral, dafiir aber in der Lage
Effektorproteine, die die entsprechenden Modifikationen erkennen, zu rekrutieren. So fiihrt die
Rekrutierung von Histondeacetylasen durch die Methylierung von H3K36 zu einer Inhibition
der Transkription [413] wihrend die Trimethylierung von Histon 3 an Lysin 4 (H3K4me3), die
vor allem mit aktiven Promotoren assoziiert ist [264], durch TFIID [85] und andere Aktivatoren

der Transription erkannt wird [414].

Es bleibt aber festzuhalten, dass die Auswirkungen einzelner Modifikationen kontextabhédngig

zu sein scheinen: so kann beispielsweise das Merkmal H3K4me3 iiber eine Rekrutierung von
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Histondeacetylasen auch einen inhibitorischen Einfluss auf die Genexpression ausiiben [415].

1.3 LIM and cysteine-rich domains 1 (Lmcd1)

Bei Lmced1 handelt es sich um ein erstmals im Jahr 2000 beschriebenes Protein [416], das auch
als Dyxin bezeichnet wird. Strukturell zeichnet es sich neben einer N-terminalen Cystein-
reichen Doméne durch zwei C-terminale LIM-Domaénen sowie eine dazwischen gelegene PET-
Domine aus und wird daher zur Gruppe der LIM-Proteine gezdhlt [416,417]. LIM-Doméinen
weisen Ahnlichkeiten zu Zinkfinger-Dominen auf, weshalb zuniichst iiber eine mdgliche
Funktion als DNA-Bindungsdomine spekuliert wurde [418]. Es hat sich allerdings gezeigt, dass
Lmcd]1, dhnlich wie andere LIM-Proteine [419,420], vor allem an Protein-Protein-Interaktionen

beteiligt ist [421,422].

Lmcdl wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, die hochsten Expressionslevel zeigen
sich allerdings in Herzmuskel und quergestreifter Muskulatur [416]. Entsprechend erfolgte die
funktionelle Charakterisierung von Lmcd]1 vor allem im kardialen Kontext wobei eine zentrale
Rolle bei der Regulation der pathologischen Herzhypertrophie herausgearbeitet wurde, die im

Folgenden genauer beleuchtet werden soll.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Behandlung mit prohypertrophen Stimuli zu
einer kardialen Hypertrophie fiihrt, die mit einer Uberexpression von Lmcdl einhergeht
[421,423]. Diese Uberexpression lieB sich sowohl in vitro, bei Stimulation von neonatalen
ventrikuldren Rattenherzmuskelzellen (NRVCM) durch dynamischen Stretch oder
Phenylephrin (PE) [421] als auch in vivo an Mausen durch Aortic Banding [421,423] sowie an
Calcineurin-Transgenen Tieren [421] demonstrieren. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass
der Knockdown von Lmcd] in vitro zu einem kompletten Verlust der hypertrophen Antwort als

Folge einer Stimulierung von NRVCM mit PE oder Stretch fiihrt [421].

Weiterhin ist die alleinige Uberexpression von Lmcdl sowohl in vitro als auch in vivo

ausreichend, um eine kardiale Hypertrophie hervorzurufen [421].

Obwohl der genaue Mechanismus {liber den Lmcd1 seine prohypertrophen Wirkungen entfaltet
nicht geklart ist, konnte gezeigt werden, dass der Calcineurin-Signalweg entscheidend beteiligt
ist: einerseits fiihrt die Uberexpression von Lmcdl direkt zu einer Aktivierung dieses
Signalweges [421,423] und andererseits fiihrte die Behandlung mit Ciclosporin A, einem
Hemmer von Calcineurin, zu einer Reduzierung der Hypertrophie in Lmecdl-Transgenen

Maiusen [423].

Bei Calcineurin handelt es sich um eine im Zytosol lokalisierte Serin-Threonin-Phosphatase,
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die infolge erhohter intrazellularer Kalziumspiegel Calmodulin-abhéngig aktiviert wird [424]
und iiber die folgende Dephosphorylierung von NFAT zu einer Aktivierung des hypertrophen
Genprogrammes fiihrt [425]. Zwar konnte keine direkte Interaktion zwischen Lmcdl und
Calcineurin nachgewiesen werden [421], allerdings wurde mittels Ko-Immunprézipitation eine
gemeinsame Lokalisierung der beiden Proteine gezeigt [423]. Da in NRVCM sowohl Lmcd1
als auch Calcineurin an der kardialen Z-Scheibe vorkommen [421], postulierten Frank et al.

einen indirekten Einfluss auf die Calcineurin-Aktivitat [421].

Im Gegensatz zu der rein zytosolischen Lokalisierung in NRVCM scheint Lmcdl1 in anderen
Zellreihen wie HEK-Zellen zusitzlich im Zellkern vorzukommen und uber die Interaktion mit

GATA-6 einen direkten Einfluss auf die Genexpression auszuiiben [422].

Andere prohypertrophe Signalwege beispielsweise liber Akt/PKB, ERK-1 und ERK-2, p38
oder die Glykogensynthase-Kinase 38 werden durch Lmcd1 nicht beeinflusst [421]. Umgekehrt
scheint p38 allerdings an der nach Behandlung mit prohypertrophen Stimuli beobachteten

Uberexpression von Lmcd1 beteiligt zu sein [426].

AuBerhalb des kardialen Kontextes wurden Mutationen von Lmecdl zuletzt auch mit einer

vermehrten Neigung zur Metastasenbildung beim hepatozelluldren Karzinom in Verbindung

gebracht [427].

1.4 Fragestellung dieser Arbeit

Im Rahmen einer Expressionsanalyse von Kardiomyozyten in vitro identifizierten Frank et al.
Lmcd] erstmals als ein Protein, das sowohl durch biomechanische Dehnung als auch durch
Stimulation mit Phenylephrin vermehrt exprimiert wird [428]. Die nachfolgende
Charakterisierung von Lmed1 in kardialen Hypertrophiemodellen sowohl in vivo als auch in
vitro flihrte zur Identifizierung der bereits in Abschnitt 1.3 geschilderten essentiellen Funktion
bei der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie als Reaktion auf verschiedene Stimuli. Zwar
konnten die Signalwege und Interaktionspartner, liber die Lmcd1 seine Wirkung entfaltet noch
nicht in allen Details identifiziert werden, die gewonnenen Erkenntnisse erlauben aber dennoch
einen guten Einblick in die von Lmcd1 stromabwirts hervorgerufenen Verdnderungen bei der

Hypertrophieentstehung.

Im Gegensatz dazu ist iiber die Regulation der Genexpression von Lmcd1 selbst, insbesondere
tiber die Transkriptionsfaktoren, die stromabwiérts der entsprechenden stimulierenden Signale
wie PE oder Aortic Banding, an der Steigerung der beobachteten Genexpression von Lmcd1

beteiligt sein konnten, kaum etwas bekannt.
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Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung der Expressionsregulation von Lmed]1 auf Ebene
der Transkription. Dazu wurde die Promotorregion (Definition siehe 1.2.1.1) von Lmedl
systematisch untersucht und funktionell relevante DNA-Abschnitte identifiziert, um auf dieser
Basis Riickschliisse auf die beteiligten Transkriptionsfaktoren ziehen zu kénnen und somit eine
erste Theorie zur Regulation der basalen und durch prohypertrophe Stimuli getriggerten
Expression von Lmed1 aufstellen zu konnen. Dabei wurde besonderer Fokus auf die Analyse

des proximalen Promotors gelegt, wihrend die Analyse des Kernpromotors nur oberflachlich

erfolgte und als solche verstanden werden sollte.

2 Material

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterial
Autoklav DB-23

Autoklav VX-65

Bioflex Kulturplatte, Kollagen-I-beschichtet, 6-Well
Bunsenbrenner Fireboy

COz-Inkubator BBD 6220

CO;-Inkubator Heracell 2401
Elektrophoresekammern Sub-Cell
Elektrophorese-Spannungsquelle Power Pack p25
Elektropipette pipetus

Elektroporationskiivette

Falcon Cell Strainer 100pm

Feinwaage TE124S

Feinwaage TE1502S

Flexcell FX-5000 Tension System
Gefrierschrank -80°C Revco Value Plus
Inkubator Heraeus B6060

Klari-Flex Bottle Top Filtrationssystem
Lichtmikroskop Axiovert 40 C

Lichtmikroskop Axiovert 40 CFL

MicroPulser Elektroporator

Mikrotiterplatten Cellstar, transparent, 6-, 12-, 24-Well
Mikrotiterplatten Cellstar, weil3, 96-Well
Mikrotiterplatten transparent 96-Well

Mikrowelle Sharp R-340F
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Systec

Systec

Bioflex

Integra Biosciences
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

Biometra

Hirschmann

Cell Projects

Corning

Sartorius

Sartorius

Flexcell

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
GE Healthcare

Zeiss

Zeiss

Bio-Rad

Greiner Bio One
Greiner Bio One
Sarstedt

Sharp



Mikrozentrifuge Heraeus Fresco 17
Mikrozentrifuge Heraeus Fresco 21
Mikrozentrifuge Heraeus Pico 21
Mikrozentrifuge MiniStar
Monochromator Infinite m200 Pro
Pasteurpipetten Assistant 230mm
Pipetten 10pl, 100ul, 1000ul
Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 1000ul
Pipettenspitzen 2ml, Sml, 10ml, 25ml
Pipettenspitzen gestopft 10ul, 100ul, 1000ul
Probenréhrchen 0,5ml, 1,5ml, 2ml
Rohrchen mit Beliiftungsstopfen 13ml
Schraubréhrchen 2ml
Schraubrohrchen 50ml ohne/mit Fuf3
Seven Easy pH-Meter
Sicherheitswerkbank Steril GARD Hood
Sicherheitswerkbank Hera Safe
Spektrophotometer Nanodrop 2000
Thermocycler MyCycler
Thermocycler T100

Thermomixer comfort

Transferpipette 3,5ml

Vakuumsauger VACUSAFE Comfort
Variomag Poly Magnetriihrer
Vortexmischer Vortex-Genie 2
Wasserbad SW22

Wasserbéder, diverse
Zellkulturflasche 75cm?

Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R

2.2 Chemikalien
Agarose

Carbenicillin

DEPC

DNA Gel Loading Dye (6x)
dNTPs
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Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
VWR

Tecan

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Eppendorf

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Mettler-Toledo

The Baker Company
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

Bio-Rad

Eppendorf

Sarstedt

Integra Biosciences
Thermo Fisher Scientific
Scientific Industries
Julabo

Gesellschaft fiir Labortechnik

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific

Biozym Scientific GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific



DreamTaq Puffer 10x

EDTA >99%, p.a.

Ethanol Rotipuran > 99,8%, p.a.
Ethidiumbromid 10mg/ml
Fotales Kédlberserum

GeneRuler 100bp DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

Gibco Penicillin/Streptomycin

Glycerin Rotipuran > 99,5%, p.a., wassserfrei

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kollagen Typ 1-Losung, bovin
LB-Agar

LB-Medium

L-Glutamin 200mM
Lipofectamine 2000 Reagent
Lipofectamine 3000 Reagent
Lipofectamine P3000 Reagent
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Newborn Calf Serum
Pancreatin

PEG 4000 Solution 50%
Percoll

Pfu-Puffer 10x
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
Puffer O 10x

Salzsdure

SDS

T4 DNA Ligase Puffer 10x
TRIS Pufferan >99,9%, p.a.
Trypan Blue Solution 0,4%
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Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth

Bio-Rad

Biochrom

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

BD Biosciences

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Carl Roth

AppliChem

Carl Roth

AppliChem

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Corning

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Serva Electrophoresis
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth
Sigma-Aldrich



2.3 Puffer
ADS Puffer 10x, pH 7,4, steril filtriert

Glukose 55,5 mM
HEPES 197,2 mM
KCl 53,6 mM
MgSOg4 - TH20 8,3 mM
NaCl 1163,6 mM

NaH,POs4 - H,O 94,2 mM

SNET Puffer

TRIS 20 mM, pH 8,0
EDTA 5mM

NaCl 400 mM

SDS 1% (W/v)

TAE-Puffer 50x, pH 8,3

TRIS-Acetat 3M
EDTA 50 mM
2.4 Medien

241 C2C12-Zellen

Vollmedium

DMEM mit 3,5 g/l NaHCO3 und 4,5g/1 Glukose (Biochrom)
FCS 10% (W/v)

Penicillin 100 u/l

Streptomycin 100 pg/ml

L-Glutamin 2 mM

Transfektionsmedium

DMEM mit 3,5 g/l NaHCO3 und 4,5g/1 Glukose (Biochrom)

L-Glutamin 2 mM

2.4.2 NRVCM

Vollmedium
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Advanced DMEM mit 4,5g/1 Glukose und 110mg/1 Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific)

FCS 10% (W/v)
Penicillin 100 u/l
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2 mM

Serumfreies Medium

Advanced DMEM mit 4,5g/1 Glukose und 110mg/1 Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific)

Penicillin 100 u/l
Streptomycin 100 pg/ml
L-Glutamin 2 mM

Transfektionsmedium 1

Advanced DMEM mit 4,5g/1 Glukose und 110mg/1 Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific)

L-Glutamin 2 mM

Transfektionsmedium 2

Advanced DMEM mit 4,5g/1 Glukose und 110mg/1 Natriumpyruvat (Thermo Fisher Scientific)

FCS 10% (w/v)
L-Glutamin 2 mM

2.5 Kits

Dual Glo Luciferase Assay Kit

NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit

Pierce BCA Assay Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit

2.6 Enzyme

Acc651

DreamTaq DNA Polymerase
EcoRV

Pfu DNA Polymerase
Proteinase K

T4 DNA Ligase
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Promega
Macherey-Nagel
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Agilent

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific



2.7 Vektoren

pcDNA3.1 Invitrogen
pGL4.15 Promega
pGL4.27 Promega
pRL-TK Promega

2.8 Primer

Sdmtliche Primer wurden bei Eurofins MWG bestellt. Durch Zugabe der auf dem
Synthesereport angebenen Menge ddH>O wurden die Primer iiber Nacht bei 4°C geldst und so
eine Stock-Losung mit einer Konzentration von 100uM hergestellt. Vor der Verwendung
erfolgte anschlieBend das Anlegen einer Arbeitslosung mit einer Konzentration von 10uM. Die

Primer wurden bei -20°C gelagert.

2.8.1 Primer zur Amplifizierung der Lmcd1-Promotorfragmente aus
genomischer Ratten-DNA

Fiir die Erzeugung der Promotorfragmente wurde ein gemeinsamer Reverse-Primer fiir alle
Konstrukte gewihlt, damit die verschiedenen Fragmente sich am 3'-Ende nicht unterscheiden.
Entsprechend wurde der Forward-Primer fiir alle Konstrukte unterschiedlich gewihlt. Um die
spitere Klonierung zu erleichtern, wurden an den 5'-Enden der Primer jeweils zehn Basen
angehingt, die nicht an die Ratten-DNA binden, aber jeweils eine Restriktionsenzymbindestelle
auf beiden Seiten des PCR-Produktes einfiigen. Simtliche Forward-Primer enthalten daher am
5'-Ende die Erkennungssequenz fiir Acc651 (5'- GGTACC -3'). Der gemeinsame Reverse-
Primer enthilt eine Erkennungssequenz fiir EcoRV (5'- GATATC -3'). Um eine Erkennung

dieser Schnittstellen zu garantieren, wurden weitere 4 Basen (GAGA) angehingt.

Lmcdl Prom R: 5'- GAGAGATATCCCTGGGGGTGCAGAACTAGCACC -3'
Lmecdl Prom 41bp: 5'- GAGAGGTACCTAAAGCAGACCGCAGCGCGG -3
Lmcdl Prom 87bp: 5'- GAGAGGTACCACAGGCATTGGCTGGCCACG -3'
Lmcdl Prom 208bp: 5'- GAGAGGTACCGGGCAGCCGGCTAAACTGACG -3'
Lmcdl Prom 418bp: 5'- GAGAGGTACCGGACGAGGTGGTCAGAGAGCAC -3'
Lmcdl Prom 478bp: 5'- GAGAGGTACCCTTACCCAGGTCAGCCGGGC -3
Lmcdl Prom 922bp: 5'- GAGAGGTACCGTCCTGTTGCACAGCACAACTTTGA -
3
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Lmcdl Prom 981bp: 5'- GAGAGGTACCCCGTCTCAAGCTCCTTCCCCTGG -3'

Lmcdl Prom 1655bp: 5'- GAGAGGTACCCCAATTAATGTGCCCTGAGCTTCCC -3'

2.8.2 Primer fiir die Kolonie-PCR und Sequenzierung in pGL4.15

Als Forward-Primer wurde der offiziell zur Sequenzierung von Konstrukten, die in den
pGLA4.15-Vektor kloniert wurden, empfohlene RvPrimer3 verwendet, der kurz vor Beginn der
Multiple Cloning Site bindet. Der ausgewéhlte Reverse-Primer bindet am Beginn des
Luciferase-Gens von pGL4.15, das direkt hinter der Multiple Cloning Site des Vektors liegt.
Mit diesen beiden Primern war eine komplette Sequenzierung der -eingefiigten
Promotorfragmente moglich, mit Ausnahme des 1655bp-Konstruktes, fiir das aufgrund seiner

Léange ein zusétzlicher Sequenzierprimer notwendig wurde.

RvPrimer3: 5'- CTAGCAAAATAGGCTGTCCC -3'
pGL4 SeqR: 5'- GCATCTTCCATGGTGGCTTT -3'
Lmcdl Prom 1655bp SeqF: 5'- GGGCCAATTCTGATCTCACCT -3'

2.8.3 Primer fiir die Mutagenese der Transkriptionsfaktorbindestellen

Die Primer fiir die Mutagenese der putatitven Transkriptionsfaktorbindestellen wurden gemaf
den Empfehlungen des Herstellers entworfen. Bei der Auswahl der zu mutierenden Basen
erfolgte eine Orientierung an in der Literatur bereits beschriebenen Mutationen, in den meisten
Fallen wurden diese aber angepasst, beispielsweise um im Rahmen der Mutation die Entstehung
eines neuen Bindemotivs fiir einen anderen Transkriptionsfaktor zu verhindern. Die genutzten
Quellen sind unten nach dem Namen des entsprechenden Forward-Primers angegeben.
Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass die nach untenstehender Formel berechnete
Schmelztemperatur T der Primer bei > 78°C lag.

675
Tm = 81,5 + 0,4'1 b (%GC) - (T) - (%mismatch)

Dabei beschreibt N die Basenanzahl des Primers und %gc und %mismatch den Anteil der Basen

Guanin und Cytosin bzw. den Anteil der mutierten Basen im Primer.

Die Nomenklatur der verwendeten Primer wurde wie folgt festgelegt: Zu Beginn steht die
Bezeichnung der zu mutierenden Bindestelle, gefolgt von der, relativ zum Transkriptionsstart,
distalsten und proximalsten mutierten Base. Fir den Fall, dass zwei
Transkriptionsfaktorbindestellen so nah beieinanderliegen, dass die Mutageneseprimer fiir die

eine Bindestelle die benachbarte Bindestelle tiberlappen und deswegen zur kombinierten
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Mutation beider Bindestellen zusétzliche Primer notwendig waren, steht die bereits mutierte
Bindestelle zuerst, gefolgt von der mit diesem Primer noch zu mutierenden Bindestelle. Fiir den
Fall, dass der genannte Primer nur in einem bestimmten Promotorkonstrukt benutzt werden
kann, weil die Bindestelle in diesem so dicht am Rand liegt, dass Teile es pGl4.15-Vektors im
Primer enthalten sind, ist die Bezeichnung dieses Promotorkonstrukts nach der Lokalisation der

Mutationsstellen angegeben.

CREB_191_186_208bp_F:
5 CTGGCCGTACCGGGCAGCCGGCTAAACTAGTACTAGGGTAGAGTTT
AGCCAAG -3'

CREB_191_186_208bp_R:
5- CTTGGCTAAACTCTACCCTAGTACTAGTTTAGCCGGCTGCCCGGTAC
GGCCAG -3

MEF2_362_359_F: [429]

5'- GCAAAGAGGAGAGCCAAGGTCGGGTTAGAGAGCTGGCTCC -3

MEF2_362_359 R:

5'- GGAGCCAGCTCTCTAACCCGACCTTGGCTCTCCTCTTTGC -3

MEF2_384 381 F: [429]

5'- GAGAGCTGGCTCCAACCCGAAATGCTGAGCAGTGCTCTC -3

MEF2_384 381 R:

5'- GAGAGCACTGCTCAGCATTTCGGGTTGGAGCCAGCTCTC -3'

NF1_105_103_F: [430]
5- CTGTGGGCGTCCACTCGAGTAAAGCGAATCAGAGCAAAGAC -3
NF1_105 103 R:

5-GTCTTTGCTCTGATTCGCTTTACTCGAGTGGACGCCCACAG -3'
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NF-Y 111 110 F: [431,432]

5'- CGAGGCCAGCGGGTCAGAGCAAAGACTGCACCCC -3'
NF-Y_111 110 R:

5 GGGGTGCAGTCTTTGCTCTGACCCGCTGGCCTCG -3'
Spl_NF-Y_111 110 F:

5- CGAGGCCAGCGGGTCAGAGCAAAGACTGCACCTT -3'
Spl_NF-Y_111 110 R:

5- AAGGTGCAGTCTTTGCTCTGACCCGCTGGCCTCG -3'
Spl_135_131_F:[433]

5'- ATCAGAGCAAAGACTGCACCTTTAACTTAGGGTGGCCTCTGCAGG -3'
Spl_135 131 R:

5- CCTGCAGAGGCCACCCTAAGTTAAAGGTGCAGTCTTTGCTCTGAT -3'
TBP 41 39 F:

5 CGCTGCGGTCTGCTCGCATTGGAGAGCGGGACTCCC -3'
TBP_41 39 R:

5'- GGGAGTCCCGCTCTCCAATGCGAGCAGACCGCAGCG -3

2.9 Zelllinien
DHIO0B E. coli, elektrokompetent ~ Life Technologies

XL1-Blue E. coli Agilent

C2C12, Linie C3H ATCC

NRVCM, Wistar Stamm Charles River Laboratories, Verpaarung in der zentralen
Tierhaltung UKSH Kiel

2.10 Software
Clustal Omega Online Tool [434] The European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI)
Wellcome Genome Campus, Hinxton, Cambridgeshire,

United Kingdom
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ElemeNT Online Tool [435] The Mina and Everard Goodman Faculty of Life Sciences,

Bar-Ilan University, Ramat-Gan, Israel

Graphpad Prism (Version 6) GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Inkscape (Version 0.92) www.inkscape.org

JASPAR Online Tool [436] WWwWw.jaspar.genereg.net

Primer-Blast [437] National Center for Biotechnology Information,

Bethesda, MD, USA

Word (Version 2016) Microsoft, Redmond, WA, USA
Zotero (Version 4.0) George Mason University, Fairfax, VA, USA
3 Methoden

3.1 Uberblick iiber die Methodik zur Klonierung der Lmecd1-
Promotorfragmente in den pGL4.15-Reportervektor

Dieser Abschnitt soll einen zusammenhiéingenden Uberblick iiber die Herstellung der Lmcd1-
Promotor-Reporterkonstrukte aus genomischer Ratten-DNA bis zum gereinigten
Reporterplasmid liefern, wihrend die FEinzelheiten der jeweiligen Methoden in den

entsprechenden Abschnitten erldutert werden.

Nach der Gewinnung von genomischer Ratten-DNA (3.4.1) erfolgte zundchst die
Amplifizierung der acht verschiedenen Abschnitte des Lmcd1-Promotors mittels Polymerase-
Ketten-Reaktion (3.4.4.1, Abbildung 3).

TSS

1655bp

981bp)
922bp|

478bp |
418bp|

208bp |

87bp |
41bp |

Abbildung 3: Mafstabsgetreue Darstellung der verwendeten LmcdI-Promotorfragmente. Die
Bezeichnung richtet sich nach der Anzahl der Basenpaare stromaufwdrts des
Transkriptionsstarts (TSS). Alle Konstrukte sind am 3*-Ende identisch und enthalten
stromabwdrts des TSS zusdtzlich 108bp der 5°-UTR des LmcdI-Gens.
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Die Primer fiir die PCR wurden so gewahlt, dass am 5°- und 3‘-Ende der PCR-Produkte jeweils
eine Schnittstelle fiir die Restriktionsenzyme Acc651 bzw. EcoRV eingefiigt wurde (2.8.1), so
dass nach erfolgter Aufreinigung der PCR-Produkte (3.4.5), der restriktionsenzymatische
Verdau der PCR-Produkte sowie des pGL4.15-Vektors, der in der Multiple Cloning Site
ebenfalls Schnittstellen fiir diese Enzyme enthilt, erfolgen konnte (3.4.6). Vor der weiteren
Verarbeitung wurden die verdauten DNA-Fragmente (sowohl die Promotorkonstrukte als auch
der pGL4.15-Vektor) mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese (3.4.7) von den, durch die
Restriktionsenzyme abgespaltenen, DNA-Resten getrennt, um bei der Ligation die Re-Ligation
dieser Schnittreste mit den PCR-Produkten bzw. dem pGL4.15-Vektor zu vermeiden.
AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert (3.4.8). Danach erfolgte die
Ligation der Promotorfragmente in die Multiple Cloning Site des pGL4.15-Vektors (3.4.9,
Abbildung 4), gefolgt von einer Aufreinigung des Ligationsansatzes (3.4.5). Nach der
Transformation von DH10B E. coli mit den so erzeugten Reporterkonstrukten (3.3.1), wurden
diese auf Selektivndhrboden angeziichtet (3.3.3) und schlieBlich nach Bestéitigung der
Aufnahme des gewiinschten Reporterplasmids durch Kolonie-PCR (3.4.4.2) und
Sequenzierung (3.4.10) als Glycerol-Stock eingelagert (3.3.4). Im Anschluss an die Herstellung
groBerer Mengen der so erzeugten Reporterplasmide mittels Bakterienkultur (3.3.2) und
anschliefender Plasmidextraktion (3.4.2) wurden diese entweder direkt fiir die experimentelle
Untersuchung der Lmcdl-Promotor-Aktivitit oder fiir die Mutagenese putativer

Transkriptionsfaktorbindestellen verwendet (3.4.14). Bei experimentellem Einsatz erfolgte als

m Promotorfragment ’ .
5

TSS 3

N
Z &

\/

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Klonierung der Lmcdl-Promotorkonstrukte in den
pGLA4.15-Vektor. Dargestellt sind der pGL4.15-Vektor mit Multiple Cloning Site (MCS), Firefly-
Luciferasegen (luciferase), dessen Polyadenylierungsmuster (poly(A)) das Ampicillin-Resistenzgen
(Ampicillin”) sowie ein Promotorfragment mit Orientierung und gekennzeichnetem

Transkriptionsstart (TSS).

ndchster Schritt die Kotransfektion der Lmcdl-Promotor-Plasmide (3.4.11), die in
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Abhingigkeit von ihrer Promotoraktivitdt das Firefly-Luciferase-Protein exprimieren, mit dem
pRL-TK Kontrollvektor, der fiir eine stabile Expression des Renilla-Luciferase-Proteins sorgt
und zur Normalisierung verwendet wurde, so dass nach der Ernte der Zellen iiber die Analyse
der Luciferase-Aktivitdten (3.4.12) die Promotorakitivtdt bestimmt werden konnte. In einigen

Féllen wurde fiir die Normalisierung zusitzlich eine Bestimmung der Proteinkonzentration

durchgefiihrt (3.4.13).

3.2 Zellkultur
Kultivierte C2C12-Zellen sowie neonatale Rattenherzmuskelzellen wurden in Inkubatoren bei
37°C und einem Kohlendioxidanteil der Luft von 5% gelagert. Sdmtliche Arbeiten bis zur Ernte

der Zellen wurden ausschlieBlich unter Sicherheitswerkbidnken durchgefiihrt.

3.2.1 Kultivierung von C2C12-Zellen

Bei C2C12 handelt es sich um eine immortalisierte murine Myoblastenzelllinie, die in
Zellkultur bei zunehmender Konfluenz zu quergestreiften Muskelzellen ausdifferenziert und
Myotuben ausbildet. In unserem Labor wurde ein ,,Grundstock® an C2C12-Zellen vorgehalten,
die in 75c¢m? Plastikflaschen in Vollmedium kultiviert wurden. Um eine Ausdifferenzierung zu
verhindern, wurden diese Zellen bei einer Konfluenz von 70-80% passagiert. Ein Teil der Zellen
wurde zum Ansetzen eines neuen Grundstocks verwendet, der andere Teil wurde im Rahmen
der durchzufiihrenden Versuche in Zellkulturplatten ausgesdht. In dieser Arbeit wurden
samtliche Versuche mit C2C12-Zellen im 24-Well Format durchgefiihrt. Dazu wurden an Tag
1 pro Well 30.000 C2C12-Zellen in 500ul Vollmedium ausgesiht und dann im weiteren Verlauf
transfiziert (sieche 3.4.11.1).

3.2.2 Isolation und Kultivierung von ventrikuliren
Rattenherzmuskelzellen aus neonatalen Ratten

Die Gewinnung von neonatalen ventrikuldren Rattenherzmuskelzellen erfolgte in einer

wochentlich durchgefiihrten Priparation.

Am Tag vor der Préparation erfolgte die Kollagenisierung der Zellkulturplatten, mit Ausnahme
der Stretch-Platten, die bereits kollagenisiert erworben wurden: Fiir 50ml einer Kollagenlésung
in einer Konzentration von 50pug/ml wurden 50ml 0,01 M HCI mit 835ul Kollagenlésung
(3mg/ml) versetzt. Von dieser Losung wurden anschlieBend 500ul (12-Well) bzw. 300ul (24-
Well) zu jedem Well hinzugefiigt und iiber Nacht bei Raumtemperatur gelagert. Am néchsten
Morgen erfolgte die Abnahme des Uberstandes und das einmalige Waschen mit Aqua ad

iniectabilia. Anschlieend wurden die Platten luftgetrocknet und bis zur Aussédung der Zellen
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gelagert.

Unmittelbar vor Beginn der Priparation erfolgte das Anlegen einer Verdauldsung (ADS Puffer
mit 0,6 mg/ml Pankreatin und 0,5mg/ml Kollagenase Typ 2) sowie mehrerer Percoll-Gradienten
(alle Chemikalien bei 4°C): Die Zahl der bendtigten Gradienten wurde anhand der erwarteten
Anzahl Herzen berechnet (1 Gradient pro 7 Herzen). Die folgenden Angaben reichen zur
Herstellung von 8 Gradienten und wurden entsprechend skaliert: Zunéchst erfolgte das Anlegen
einer Basislosung durch Zugabe von 5ml 10x ADS Puffer zu 45ml Percoll. Aus dieser wurde
eine Losung fiir die obere Schicht (18ml Basislosung + 22ml 1x ADS + Phenolrot) und eine fiir
die untere Schicht (26ml Basislosung + 14ml 1x ADS) hergestellt. Von der oberen Schicht
wurden 4ml in ein 15ml Roéhrchen vorgelegt und anschlieBend 3ml der unteren Schicht mit
Hilfe einer 5Sml Pipette vorsichtig auf den Boden des Rohrchens unter die obere Schicht

pipettiert. Bis zur Verwendung wurden die Gradienten nun bei 4°C gelagert.

AnschlieBend wurde die eigentliche Praparation begonnen: Die 1 bis 3 Tage alten Tiere wurden
zur Reinigung zunichst in 80%-ige Ethanollosung getaucht und unmittelbar danach mit einer
Schere dekapitiert. Es folgte die Freilegung und Entnahme des Herzens durch einen
Parasternalschnitt links woraufhin dieses unmittelbar in eine Petrischale mit eisgekiihltem ADS
Puffer tberfiihrt wurde. AnschlieBend erfolgte die sorgfiltige Entfernung von Vorhofen,
GefiBansitzen und etwaiger Lungenreste mit anschlieBender Uberfithrung der Ventrikel in
frischen ADS Puffer, so dass diese gerade so bedeckt waren. Es folgte die griindliche
Zerkleinerung der Herzen mit einer Schere. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden steril unter
einer Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Zunichst wurden die Herzen in 75cm?
Zellkulturflaschen (25-30 Herzen pro Flasche) iiberfiihrt und pro Herz mit Iml Verdaulosung
versetzt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation fiir 20min im Wasserbad bei 37°C unter leichtem
Schiitteln. Nach der Desinfektion der Flaschen erfolgte dann Abnahme und Verwerfen der
Verdaulosung und Zugabe von Iml frischer Verdaulésung pro Herz, sowie die erneute
Inkubation im Schiittelwasserbad bei 37°C iiber 20min. Nach der Desinfektion der Flaschen
wurde die Verdaulosung mit einer 25ml Pipette 40x Auf- und Abpipettiert um angedaute
Gewebestiicke von einzelnen Kardiomyozyten zu trennen. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen und durch einen Sterilfilter in ein 50ml R6hrchen tiberfiihrt dem unmittelbar 10ml
Newborn Calf Serum zugefiigt wurden. Nachfolgend wurden die 50ml Réhrchen fiir Smin bei
1.000rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Es folgte das Verwerfen des Uberstandes und die
Resuspension des Pellets in 10ml Newborn Calf Serum. Die Zellen aus mehreren Réhrchen

wurden dann in 1-2 50ml Réhrchen gepoolt. Mit den verbliebenen Gewebefragmenten wurden
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die vorgenannten Schritte des Verdaus mit nachfolgender Isolation des Uberstandes solange
wiederholt bis sich das Gewebe vollstindig aufgelost hat. Die 50ml Rohrchen mit den
gesammelten Kardiomyozyten wurden wihrend der weiteren Verdauschritte mit leicht
gedftnetem Deckel bei 37°C im CO»-Inkubator gelagert. Nach dem letzten Verdauschritt wurde
die gepoolte Zellsuspension erneut zentrifugiert (Smin, 1.000rpm, RT) und das Pellet in ADS
Puffer gelost. Von dieser Zellsuspension wurden zur Trennung der Kardiomyozyten von
Erythrozyten und Fibroblasten jeweils 2ml auf die vorbereiteten Percoll-Gradienten gegeben
und direkt fiir 30min bei 4°C und 2.400rpm zentrifugiert. Durch die Zentrifugation sammeln
sich die Kardiomyozyten an der Grenze zwischen oberer und unterer Schicht. Diese wurden
mit Hilfe einer Transferpipette abgenommen und die Zellen aus 5-6 Gradienten in einem 50ml
Rohrchen gepoolt. Nach Auffiillen der Rohrchen mit gekiihltem 1x ADS Pufter (4°C) auf 50ml
erfolgte die Zentrifugation bei 1.000rpm und Raumtemperatur iiber 5min. Der Uberstand wurde
verworfen, die Pellets gepoolt und nochmals mit 1x ADS gewaschen. Abschlieend erfolgte die

Resuspension des Pellets in 10ml vorgewarmtem Vollmedium (37°C).

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden 150ul der Suspension abgenommen, zur
Anfiarbung von bereits toten Zellen, die nicht mitgezihlt werden sollten, mit 150ul Trypanblau

versetzt und anschlieend in einer Neubauer-Zéhlkammer gezéhlt.

AnschlieBend erfolgte das Aussden der Zellen in den vorbereiteten Zellkulturplatten in einer

Zahl von 250.000 (24-Well) bzw. 1.500.000 (6-Well Stretch) pro Well.

3.3 Mikrobiologie

3.3.1 Transformation elektrokompetenter DH10B E. coli durch
Elektroporation

Die elektrokompetenten DH10B E. coli wurden bei -80°C verwahrt und erst direkt vor der
Transformation auf Eis liegend aufgetaut. Zu 50ul Bakteriensuspension wurden direkt 1,5 - 4ul
(£ 10 - 30 ng Plasmid-DNA) des gereinigten Ligationsansatzes gegeben und durch Auf- und
Abpipettieren vermischt. Die gesamte Probe wurde im nichsten Schritt in eine eisgekiihlte
Elektroporationskiivette tiberfithrt und nach sorgfaltigem Trockenwischen der Kontakte zur
Vermeidung von Kurzschliissen mit einem Einzelpuls von 1,8kV elektroporiert. AnschlieBend
wurde Iml LB-Medium hinzugegeben und die gesamte Bakteriensuspension in ein 1,5ml
Rohrchen tiberfiihrt. Es folgte die Inkubation in einem Schiittler fiir 60 Minuten bei 37°C und
300 rpm, bevor das Ausbringen auf einem Selektivndhrboden zur Selektion der erfolgreich

transformierten Bakterienklone erfolgte (3.3.3).
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3.3.2 Bakterienanzucht in Fliissigkulturen

Die Bakterienanzucht in Fliissigkulturen diente der Vermehrung von Plasmid-haltigen
Bakterien. Dazu wurden, je nach Dimension der nachfolgenden Plasmid-Extraktion, 5 —250ml
LB-Medium mit einem Antibiotikum, entsprechend der Resistenzkassette des Plasmids,
versetzt. Sdmtliche in dieser Arbeit verwendeteten Plasmide enthielten ein Resistenzgen fiir
Ampicillin, das ebenfalls eine Resistenz gegen Carbenicillin vermittelt. Carbenicillin
(100pg/ml) wurde in dieser Arbeit statt Ampicillin verwendet und den Fliissigkulturen im
Verhiltnis von 0,1% (v/v) zugesetzt. Die Beimpfung der Kulturen erfolgte entweder mit 10ul
eines Glycerol-Stocks oder mit einer einzelnen Kolonie von einem Selektivndhrboden. Nach
der Inkubation fiir 8-16h bei 37°C und 225 rpm schloss sich am néchsten Tag eine Mini-, Midi-
oder Maxi-Préiparation der Plasmid-DNA an (3.4.2).

3.3.3 Bakterienanzucht auf Selektivnihrboden

Selektivndhrboden dienen der selektiven Anzucht von Bakterien, die gegen das dem Néhrboden
zugesetzte Antibiotikum resistent sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden stets Bakterien
selektiert, die die Antibiotikaresistenz durch die Aufnahme eines bestimmten Plasmids erlangt
hatten. Da in dieser Arbeit ausschlielich mit dem pGL4.15-Vektor gearbeitet wurde, der ein
Resistenzgen flir Ampicillin enthélt, welches auflerdem eine Resistenz gegen Carbenicillin
vermittelt, konnten nach Ausbringen der Bakterien auf Agarplatten, denen Carbenicillin
zugesetzt war, nur diejenigen Bakterien wachsen, die das Plasmid auch tatsdchlich

aufgenommen hatten.

Als Ausgangsmaterial wurde stets der bereits flir eine Stunde bei 37°C vorinkubierte
Transformationsansatz genutzt, von dem unter einer Sterilwerkbank je nach erwartetem
Bakterienwachstum 10 — 500ul auf den Selektivnidhrboden pipettiert wurden. Die Verteilung
der Bakteriensuspension erfolgte anschlieBend durch sterile Glaskiigelchen, die durch
Schwenken der Agarplatten auf dem N&dhrboden hin- und hergerollt, und danach abgekippt
wurden. Nach der folgenden Inkubation (kopfiiber, 37°C, 12-16h) erfolgte die Inspektion auf
gewachsene Bakterienkolonien. Waren geeignete Kolonien vorhanden, wurden diese mit einer
sterilen pl-Pipettenspitze von der Agarplatte gepickt und dann fiir eine Kolonie-PCR (3.4.4.2)
oder eine Bakterienfliissigkultur (3.3.2) verwendet. Geeignete Kolonien waren kreisrund,
scharf begrenzt und ohne Satellitenkolonien. Die endgiiltige Uberpriifung des

Transformationserfolgs wurde stets durch eine Sequenzierung (3.4.10) sichergestellt.
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3.3.3.1 Herstellung von Selektivnidhrbiéden

Zur Herstellung von Selektivndhrboden wurde zuvor autoklavierter LB-Agar bei 95°C im
Wasserbad bis zur vollstdndigen Verfliissigung erwarmt. AnschlieBend erfolgte das Abkiihlen
bei Raumtemperatur unter stindigem Riihren auf etwa 50 - 60°C. Anschlieend erfolgte die
Zugabe von Carbenicillin in einer Konzentration von 100pug/pl. AnschlieBend wurde der Agar
unter einer Sterilwerkbank in vorbereitete Platten gegossen, so dass eine Agarschicht von etwa
0,5cm Dicke entstand. Nach dem vollstindigen Abkiihlen und Verfestigen des Agars erfolgte

die weitere Lagerung der hergestellten Platten bis zur Nutzung bei 4°C.

3.3.4 Anlage von Glycerolstocks

Die Anlage von Glycerolstocks dient der Konservierung und Lagerung transformierter, also
gentechnisch verdnderter, Bakterien, um so bei Bedarf das transformierte Plasmid schnell frisch
herstellen zu kénnen. Nach der vorldufigen Bestitigung iiber die erfolgreiche Transformation
der verwendeten E. coli mit Hilfe einer Kolonie-PCR (3.4.4.2) erfolgte noch vor der
Sequenzierung die Herstellung eines Glycerol-Stocks. Dazu wurde zunéchst eine Fliissigkultur
mit Sml LB-Medium angelegt (3.3.2) und von dieser 2ml in ein 2ml Schraubréhrchen tiberfiihrt.
Nach Zentrifugation fiir eine Minute mit 11.000 g bei Raumtemperatur wurde der Uberstand
abgegossen. Unter einer sterilen Werkbank erfolgte parallel die Herstellung einer 30%-igen
Glycerollosung durch Mischen von Glycerol 60% mit LB-Medium im Verhidltnis 1:1.
AnschlieBend wurde das Bakterienpellet, ebenfalls unter der sterilen Werkbank, in 1ml dieser
30%-igen Glycerollosung resuspendiert und schlieBlich zur weiteren Lagerung in einen

Gefrierschrank bei -20°C verbracht.

Die so konservierten gentechnisch verdnderten Bakterienklone wurden umgehend in eine Liste
fiir gentechnisch veridnderte Organismen eingetragen. Bakterienklone, die nicht langer benotigt
wurden, zum Beispiel bei unerwiinschtem Ergebnis der endgiiltigen Sequenzierung oder bei

Vorliegen mehrerer identischer Klonen, wurden durch Autoklavieren vernichtet.

3.4 Molekularbiologie

3.4.1 Extraktion genomischer DNA aus Rattengewebe

Die Extraktion von genomischer Ratten-DNA erfolgte aus Leber- und Lungengewebe
neugeborener Ratten. Diese wurden dazu jeweils in 500ul SNET Puffer gegeben und 100ug
Proteinase K hinzugefiigt. Anschlieend erfolgte die Inkubation bei 55°C im Thermomixer bei
700rpm iiber 2h. Danach wurden 500ul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol hinzugefiigt und
die Probe kréftig mit dem Vortexer geschiittelt. Im nédchsten Schritt erfolgte die Zentrifugation
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fiir Smin bei 14.000rpm und die Uberfiihrung des Uberstandes in ein frisches 1,5ml
Reaktionsrohrchen. In dieses wurden sodann 500ul Isopropanol hinzugefiigt und die Probe
erneut griindlich geschiittelt. Nach der erneuten Zentrifugation tiber Smin bei 14.000rpm wurde
der Uberstand abgegossen und das verbliebene Pellet durch Zugabe von 500ul Ethanol (75%)
und Zentrifugation iiber 3min bei 14.000rpm gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand
vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das Pellet fiir Smin an der Luft getrocknet. Zuletzt
erfolgte die Zugabe von 500ul ddH20 und die Losung des Pellets iiber Nacht bei 4°C. Nach
erfolgter Konzentrationsbestimmung wurde die so gewonnene DNA zur Amplifizierung der

verschiedenen Lmcd1-Promotorfragmente mittels PCR verwendet (siehe 3.4.4.1).

3.4.2 Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Je nach bendtigter Menge der herzustellenden Plasmid-DNA wurden verschiedene Protokolle
verwendet. Die geerntete Plasmid-Menge lag bei der Extraktion in geringem Umfang bei 5 —
30ug aufgereinigter Plasmid-DNA, bei der in mittlerem Umfang bei 100 — 500ug und bei der
Extraktion in groBem Umfang etwa bei 300 — 1000p.g.

3.4.2.1 Extraktion von Plasmid-DNA in geringem Umfang (Mini-Préiparation)

Die Plasmid-Extraktion in geringem Umfang erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid Miniprep
Kit von Macherey-Nagel. Es wurde zunichst eine Fliissigkultur mit 5Sml LB-Medium plus
entsprechendem Antibiotikum angelegt, wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben. Nach der
Inkubation wurden 2ml der hergestellten Bakterienkultur in ein 2ml-RShrchen tiberfiihrt und
zentrifugiert. Wo nicht anders angegeben, wurde die Zentrifugation fiir eine Minute bei 37°C
und 11.000 g durchgefiihrt. Der Uberstand wurde abgegossen und die Zentrifugation mit
weiteren 2ml der Fliissigkultur wiederholt. Nach erneutem AbgieBen des Uberstandes wurde
das Bakterienpellet in 300ul des auf 4°C gekiihlten Puffers A1 sorgfaltig resuspendiert.
Nachfolgend wurden 300pu1 Puffer A2 hinzugegeben und das Rohrchen zum Mischen
mehrfach vorsichtig gewendet. Nach der Inkubation iiber 5 Minuten bei Raumtemperatur
wurden 400ul Puffer A3 zugesetzt und die Probe erneut mehrmals gewendet. Nach 10-
miniitiger Zentrifugation wurde der Uberstand in eine Zentrifugationssiule iiberfiihrt und
erneut zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte das Waschen der Sdule zunichst durch Hinzufligen
von 500ul des vorgewdrmten Puffers AW (50°C) und anschlieBend mit 600ul Puffer A4 und
jeweils nachfolgender Zentrifugation. Zur mdglichst vollstandigen Entfernung des
iiberschiissigen Puffers erfolgte danach eine Leerzentrifugation iiber 2 Minuten. Im letzten

Schritt wurden 50ul Puffer AE direkt auf die Membran der Sdule gegeben. Durch die
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abschlieende Zentrifugation wurde die gereinigte DNA aus der Membran geldst, in einem

1,5ml-Ro6hrchen aufgefangen und der Konzentrationsbestimmung zugefiihrt (3.4.3).

3.4.2.2 Extraktion von Plasmid-DNA in mittlerem Umfang (Midi-Priparation)

Fiir die Midi-Préparation wurde das Vakuum-System QIAvac24 in Kombination mit dem
Plasmid Plus Midi Kit von Qiagen verwendet. Dazu wurden zundchst 50ml einer
entsprechenden Bakterienfliissigkultur angelegt (3.3.2). Zur Plasmidextraktion wurde diese
nach erfolgter Inkubation in ein 50ml Falcon iiberfiihrt und zentrifugiert (4°C, 20min, 4.700g).
Nach AbgieBen des Uberstandes erfolgte die vollstindige Resuspendierung des
Bakterienpelletes mit 4ml Puffer P1 (4°C). Dann wurden 4ml Puffer P2 hinzugefiigt, die Probe
durch mehrfaches Invertieren gemischt und fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend folgte die Zugabe von 4ml Puffer S3 und nach mehrmaligem Wenden das
Uberfiihren der Probe auf eine QIAfilter Siule und die erneute Inkubation fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Probe mit einem Stempel durch die Saule gepresst und das
klare Lysat aufgefangen. Nach Zugabe von 2ml Puffer BB wurde die Probe iiber den Tube
Extender in ein QIAGEN Plasmid Plus Zentrifugationsréhrchen tiberfiihrt und durch Anlegen
eines Unterdrucks von ca. 300mbar iiber die Vakuumpumpe durch die Membran des R6hrchens
gesaugt. Zum Waschen der nun in der Membran gebundenen DNA erfolgte das Zugeben und
Durchsaugen von zundchst 700ul Puffer ETR und anschlieBend 700ul Puffer PE. Zur
kompletten Entfernung des Puffers PE erfolgte nachfolgend noch die Zentrifugation fiir 1
Minute bei Raumtemperatur und 11.000g. AnschlieBend wurde das Zentrifugationsrohrchen in
ein frisches 1,5ml Rohrchen iiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 200ul Puffer BE und
anschliefende Zentrifugation (RT, 1min, 11.000g) gelost.

3.4.2.3 Extraktion von Plasmid-DNA in groiem Umfang (Maxi-Priparation)

Fiir die Maxi-Priparation wurde das Plasmid Maxi Kit von Qiagen verwendet. Zunédchst wurde
eine Bakterienfliissigkultur mit 5Sml LB-Medium angesetzt (3.3.2). Von dieser wurden nach der
Inkubation iiber 8 Stunden 2ml zur Animpfung einer weiteren Fliissigkultur mit 250ml LB-
Medium verwendet, die erneut fiir 12-16h inkubiert wurde. Die eigentliche Plasmid-Ernte
begann mit dem Umkippen der Fliissigkultur in einen Zentrifugationszylinder und der
nachfolgenden Zentrifugation (4°C, 15min, 6.000g). AnschlieBend wurde der Uberstand
vorsichtig abgegossen und das Bakterienpellet in 10ml Puffer P1 durch Auf- und Abpipettieren
sorgfaltig resuspendiert. An die Zugabe von 10ml Puffer P2 und Mischen durch mehrmaliges
Schwenken schloss sich die Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur an. Danach wurden

10ml gekiihlter (4°C) Puffer P3 hinzugefiigt und die gesamte Probe fiir 20 Minuten auf Eis
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liegend inkubiert. Anschliefend erfolgte die erneute Zentrifugation (4°C, 30min, 20.000 g). Im
Anschluss wurde der Uberstand sofort in ein neues Rhrchen iiberfiihrt und erneut zentrifugiert
(4°C, 15min, 20.000g). In der Zwischenzeit wurde die QIAGEN-tip 500 Séule durch
Hinzufiigen und Durchlaufenlassen von 10ml Puffer QBT vorbereitet. Im Anschluss wurde der
Uberstand aus der letzten Zentrifugation auf die vorbereitete Siule gegeben und zwei Mal durch
die Zugabe von jeweils 30ml Puffer QC gewaschen. Im nichsten Schritt wurde die Plasmid-
DNA mit 15ml Puffer QF (vorgewirmt auf 65°C) aus der Sdule geldst und in einem frischen
Rohrchen aufgefangen. Durch das Hinzufiigen von 10,5ml Isopropanol wurde die DNA
ausgefillt und fiir 30 Minuten bei 4°C und 15.000 g abzentrifugiert. Nach vorsichtigem
AbgieBen des Uberstandes wurde das Pellet durch Zugabe von 5ml Ethanol 70% gewaschen
und erneut zentrifugiert (4°C, 10min, 15.000 g). Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Pellet fiir 5 — 10 Minuten an der Luft getrocknet und schlieBlich durch sorgfiltiges Uberspiilen
in 100 — 200ul Puffer AE eluiert und nachfolgend bis zur Konzentrationsbestimmung auf Eis
gelagert.

3.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von gelosten DNA-Molekiilen erfolgte photospektrometrisch
mit dem Nanodrop 2000. Vor jeder Messung erfolgte zur Eichung die Leermessung der
jeweiligen Triagerlosung. Fiir die eigentliche Messung wurde 1pl der entsprechenden Losung
auf die Messvorrichtung pipettiert und zur Verringerung von Messungenauigkeiten zwei Mal
gemessen. Zur Verringerung des Messfehlers wurde dieser Schritt fiir jede Probe mit einem
weiteren Mikroliter wiederholt, so dass insgesamt vier Werte pro Probe gemessen wurden, aus
denen dann der Mittelwert gebildet wurde. Zur Sicherung der Reinheit der entsprechenden
Proben wurde stets das Absorptionsverhdltnis von 280nm/260nm und 260nm/230nm
kontrolliert, das meist zwischen 1,8 und 2,0 (280nm/260nm) bzw. 2,0 und 2,4 (260nm/230nm)
lag, und die Proben somit durchweg als rein zu bezeichnen waren. Einzige Ausnahme waren
die Proben direkt nach Gelextraktion (3.4.8) was einerseits an moglichen Riickstdnden aus der
Extraktion andererseits an der oft sehr geringen DNA-Konzentration dieser Proben von unter
20 ng/ul gelegen haben konnte. Die weitere Verarbeitung dieser Proben, insbesondere der

Ligationserfolg wurde dadurch aber nicht negativ beeinflusst.
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3.4.4 PCR

3.4.4.1 Amplifizierung der Promotorfragmente aus genomischer Ratten-DNA

Fiir die Amplifizierung der verschiedenen Promotorfragmente aus genomischer Ratten-DNA

wurde die Polymerase-Ketten-
Reaktion verwendet. Dabei wurde fiir
jedes Fragment der gleiche Reverse-
Primer (Lmcdl Prom R) in
Kombination mit einem fiir jedes
Konstrukt  spezifischen Forward-
Primer kombiniert (siche 2.8.1). Zur
Verringerung des  Risikos  von
Ablesefehlern wurde die DNA-
Polymerase aus Pyrococcus furiosus

(Pfu-Polymerase) verwendet, da diese

41bp - 981bp 1655bp

10x Pfu-Buffer ul 5 5
dNTP-Mix 10mM ul 1 1
Forward-Primer 10pM  pl 2,5 2,5
Reverse-Primer 10uM  pl 2,5 2,5
Genomische DNA ng 200 200
Pfu-Polymerase u 2 1,5
ddH>0O ul ad 50 ad 50

Tabelle 2: Reaktionsansdtze fiir die Amplifizierung der
verschiedenen Promotorfragmente aus genomischer
Ratten-DNA.

iiber eine 3‘-Exonukleaseaktivitit verfligt, so dass bei der Strangverlingerung fehlerhaft

eingebaute Basen direkt wieder entfernt werden. Die Reaktionsansdtze wurden stets als

Mastermix vorbereitet, so dass den einzelnen Ansédtzen zum Schluss nur noch der spezifische

Primer hinzugefiigt werden musste. Die verwendeten Reaktionsansdtze sind in Tabelle 2, die

Einstellungen fiir die PCR in Tabelle 3 wiedergegeben.

41bp - 478bp 922 & 981bp 1655bp

Initiale Denaturierung (95°C) min 05:00 05:00 05:00
35 Zyklen
Denaturierung (95°C ) min 00:30 00:30 00:30
Annealin c 60 60 65
& min 00:30 00:30 00:30
Elongation (72°C) min 01:20 03:00 05:00
Finale Elongation (72°C)) min 07:00 07:00 07:00
Kiihlung (4°C) min 0 0 0

Tabelle 3: PCR-Parameter fiir die Amplifizierung der unterschiedlichen

Promotorfragmente aus genomischer Ratten-DNA.
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3.4.4.2 PCR zur Selektion klonierter oder mutierter Bakterienklone (Kolonie-PCR)
Nach jedem Schritt der Klonierung bzw.

i i 10x DreamTaq Green Buffer pl 5
Mutagenese wurden die gepickten dANTP-Mix 10mM ul 1
Bakterienkolonien mittels einer PCR ~ RvPrimer3 10uM pl 2,5
selektiert. Durch diese Kolonie-PCR pGLA4_SeqR 10nM ul . 2,5
DNA in Spuren
konnte bereits vor der Sequenzierung Dream-Taq DNA Polymerase u 1,25
ddH,O ul  ad 50

iberpriift werden, ob die jeweilige
Bakterienkolonie einen DNA-Abschnitt  Tubelle 5: Reaktionsansatz der Kolonie-PCR.
enthdlt, der in der PCR zu einem Produkt

erwarteter Lange fiihrt. Da hierbei eine Initiale Denaturierung (95°C) min 02:00

fehlerfreie  Replikation des DNA- 35 Zyklen

Abschnittes nicht unbedingt notwendig Denaturierung (95°C) min 00:30
war, wurde die Tag-Polymerase aus Annealing mCiin . (??3 .
Thermus aquaticus verwendet, die iiber i
El tion (72°C in 02:10
keine Fehlerkorrektur verfiigt, dafiir aber ongation ( ) o
Finale Elongation (72°C) min 07:00

schneller und preisgiinstiger als die Pfu- Kiihlung (4°C ) min oo

Polymerase ist. Als Template-DNA diente
jeweils eine Bakterienkolonie, die mit Tabelle 4: PCR-Parameter der Kolonie-PCR.
einer sterilen Pipette vom Nihrboden gepickt und anschlieend in den Reaktionsansatz der PCR
getaucht wurde. Anschlieend wurde die Pipettenspitze in einem sterilen 2ml-Eppendorf-Tube
bei 4°C aufbewahrt und bei positivem Ergebnis der PCR zur Beimpfung einer Flissigkultur
verwendet (siehe 3.3.2).

Da es sich bei der Template-DNA stets um Konstrukte im pGL4.15-Vektor handelte, wurden
fiir die Kolonie-PCRs ausnahmslos die Primer RvPrimer3 und pGL4 SeqR verwendet. Die
genauen Angaben zum Reaktionsansatz und den Einstellungen der PCR sind in Tabelle 5 und
Tabelle 4 dargestellt. Zu beachten ist, dass im Gegensatz zur Amplifizierung der

Promotorfragmente aus genomischer Ratten-DNA (siehe vorheriger Abschnitt) fiir alle

Promotorfragmente die gleiche Elongationsdauer gewéhlt wurde.

3.4.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem NucleoSpin Plasmid Miniprep Kit von
Macherey-Nagel. Das gleiche Verfahren wurde auflerdem angewendet, um eine Aufreinigung
der Plasmide nach erfolgter Ligation (3.4.9) zu erreichen. Alle Zentrifugationsschritte wurden,

wenn nicht anders angegeben, fiir eine Minute bei Raumtemperatur und 11.000g durchgefiihrt.

59



Zur aufzureinigenden Probe wurde dazu zunéchst das doppelte Volumen Puffer A3 gegeben.
Nach griindlichem Mischen wurde die gesamte Probe auf eine Séule iiberfiihrt, zentrifugiert
und der Durchfluss verworfen. Nun wurden 500ul des vorgewédrmten Puffers AW (50°C) auf
die Séule gegeben, zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Anschlieend wurde der gleiche
Vorgang mit 600ul Puffer A4 wiederholt. Danach erfolgte die erneute Zentrifugation der leeren
Sdulen fiir 3 Minuten zur kompletten Entfernung etwaiger Pufferreste und nachfolgend die
Zugabe von 30ul vorgewiarmtem Puffer AE (70°C) direkt auf die Membran der Siule. Nach
Inkubation der Probe fiir eine Minute erfolgte die Losung der DNA durch Zentrifugation mit
Auffangen des Eluats in einem 1,5ml Eppendorf-Réhrchen.

3.4.6 Restriktionsverdau der Promotorkonstrukte und von pGL4.15

Der Restriktionsverdau der Lmcd1-Promotorkonstrukte nach erfolgter Amplifizierung mittels
PCR (siche 3.4.4.1) erfolgte mit den Restriktionsenzymen Acc651 und EcoRYV, die die jeweils
palindromischen Sequenzen 5‘-GGTACC-3° bzw. 5‘-GATATC-3¢ erkennen und schneiden.
Acc65I erzeugt dabei ein sogenanntes sticky end (klebriges Ende) mit 5¢-Uberhang wihrend
EcoRV ein blunt end, also ein glattes Ende erzeugt (Abbildung 5). Durch die Kombination

Acc651 EcoRV

5'- GAGAG|GTACCTAAAGCAGACCGCAGCGCGGCTC. . .CCAGGTGCTAGTTCTGCACCCCCAGGGAT [ATCTCTC -3
3'- CTCTCCATG,GATTTCGTCTGGCGTCGCGCCGAG. . .GGTCCACGATCAAGACGTGGGGGTCCCTA | TAGAGAG -5

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Restriktionsverdaus durch Acc651 und EcoRV
am PCR-Produkt des 41bp-Promotors.

dieser Restriktionsenzyme, die in analoger Weise auch die Multiple Cloning Site von pGL4.15
schneiden, kann bei der nachfolgenden Ligation die richtige Orientierung des eingefiigten
DNA-Abschnitts sichergestellt werden, da klebrige Enden nur mit passenden klebrigen Enden
und glatte Enden nur mit glatten Enden ligiert werden konnen. Der Reaktionsansatz fiir den

Restriktionsverdau ist in Tabelle 6 dargestellt

und erfolgte mit beiden Enzymen simultan im ]1)(;( A];B uffer O ;l gl 15200
DoubleDigest-Verfahren. Gemal den Acc651 u 10
Herstellerempfehlungen fiir diese EcoRV u 20

Nukleasefreies H,O ul ad 20

Kombination an Restriktionsenzymen wurde
als Puffer der Puffer O gewihlt, sowie die Tabelle 6: Reaktionsansatz fiir den
doppelte Menge EcoRV verwendet. Nach Restriktionsverdau.

Herstellung des Reaktionsansatzes erfolgte die Inkubation bei 37°C fiir 2h, an die sich direkt
eine Agarose-Gelelektrophorese zur Trennung der gewiinschten Verdauprodukte von den

abgeschnittenen DNA-Schnipseln anschloss.
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3.4.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektropherese dient der Auftrennung von DNA-Molukiilen nach ihrer Lange.
In der vorliegenden Arbeit wurde sie zum einen zur groben Uberpriifung der GroBe von PCR-
Produkten und zum anderen als Reinigungsschritt nach dem restriktionsenzymatischen Verdau
von DNA-Molukiilen verwendet. Die Vorgehensweise war dabei stets die gleiche: In
Abhingigkeit von der erwarteten Linge der DNA-Molekiille wurde ein Agarosegel
entsprechender Konzentration vorbereitet. Dazu wurde Agarose, 2% (w/v) fir DNA-Stringe
von weniger und 1,2% (w/v) fiir solche von mehr als 1000 Basenpaaren Lénge, in 1x TAE-
Puffer gegeben und in der Mikrowelle unter regelméfBigem Schwenken so lange erhitzt bis sich
die Agarose komplett aufgelost hatte. Nach kurzem Abkiihlen erfolgte die Zugabe von
Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 pg/ml und das blasenfreie Gielen des Gels in
eine Gelkammer. Nach dem vollstdndigen Aushdrten wurde das Gel in eine mit 1x TAE-Puffer
gefiillte Laufkammer verbracht und die Taschen des Gels jeweils mit 12-20pl der
entsprechenden DNA-Proben befiillt. Diese waren zuvor zur Beschwerung noch mit einem
Ladepuffer versetzt worden. Danach wurde eine Spannung von 90-100V angelegt und das Gel
nach einer Laufzeit von 45 bis 90min unter UV-Licht digital fotografiert. Waren die so
aufgetrennten DN A-Molekiile fiir die weitere Verarbeitung vorgesehen, wurden sie im néchsten

Schritt aus dem Gel extrahiert (3.4.8), andernfalls wurde das Gel verworfen.

3.4.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Fiir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit
verwendet. Mit einem Skalpell wurde dazu die entsprechende Bande aus dem Gel
ausgeschnitten, in ein 1,5ml Eppendorf-Tube {iberfiihrt und gewogen. Dann erfolgte die Zugabe
von 3 Teilen Puffer QG zu einem Teil Gel (1mg ~ 1pul) und die anschlieBende Inkubation auf
einem Schiittler bei 50°C fiir mindestens 10 Minuten bis zur vollstindigen Auflésung der
Gelprobe. Die Probe wurde dann auf eine QIAquick-Séule gegeben und zentrifugiert (RT, Imin,
17.900 g). Dabei wird die DNA in der Membran der Sdule gebunden, wéhrend die Trigerlosung
abzentrifugiert wird. Im néchsten Schritt wurden nochmals 500ul Puffer QG auf die Saule
gegeben und erneut zentrifugiert (RT, Imin, 17.900g). AnschlieBend folgte die zweimalige
Waschung mit Puffer PE: nach Zugabe von 750ul Puffer PE auf die Sdule erfolgte zunédchst die
Inkubation flir 2-5 Minuten und dann die Zentrifugation (RT, Imin, 17.900g). Nachfolgend
wurde die Sdule zur moglichst vollstindigen Entfernung des Puffer PE nochmals ohne Zugabe
von Reagenzien zentrifugiert (RT, 1min, 17.900g). Abschlieend wurde die Sdule in ein neues

1,5ml Eppendorf-Tube iiberfiihrt und nach Zugabe von 22ul Puffer BE und der Inkubation fiir
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eine Minute ein letztes Mal zentrifugiert (RT, 1min, 17.900g) und somit die DNA aus der
Membran geldst. Vor der weiteren Verwendung der so gereinigten DNA erfolgte stets die

Konzentrationsbestimmung (3.4.3).

3.4.9 Ligation
Die Ligation der Lmcd1-Promotorfragmente mit dem durch Restriktionsverdau linearisierten

pGL4.15-Vektor erfolgte mit Hilfe der T4

) 10x T4 Ligase Buffer pl 2
DNA  Ligase nach  vorangegangener Linearer pGL4.15-Vektor ng 100

Gelextraktion. Die Promotor-DNA wurde  Lineare Promotor-DNA  ng variabel

dabei in e lekul Verhiltn 5 50% PEG 5000 Solution  pl 2
abei in einem molekularen Verhéltnis von T4 DNA Ligase u 5

zu 1 im Vergleich zur Vektor-DNA eingesetzt. Nukleasefreies H,O ul  ad20

Die Berechnung der notwendigen Menge
Tabelle 7: Reaktionsansatz fiir die Ligation.
Promotor-DNA erfolgte nach folgender

Formel:

DNA ng] = pGL4.15 [ng] - DNApromotor [bP]  DNApyomotor [mol]
prometor 19 pGLA15 [bp] pGL&15 [mol]

Durch Einsetzen der Linge (5910 Basenpaare) und der gewiinschten Menge (100 ng) des
pGLA4.15-Vektors sowie dem molekularen Verhéltnis von 5 zu 1 vereinfacht sich die Formel
Zu:

50
DNApromotor [ng] = E * DNApromotor [bp]

Die Léinge der Promotorfragmente ergibt sich durch Addition der stromaufwirts des
Transkriptionsstarts enthaltenen Basenpaare, der 108 enthaltenen Basenpaare der 5°-UTR
sowie jeweils 3 zusétzlicher Basenpaare am 5°- und 3‘-Ende eines jeden Fragments als Reste
der Restriktionsenzymerkennungssequenzen (vergleiche Abbildung 3 und Abbildung 5 sowie
Abschnitt 2.8.1). Fiir das 41bp-Fragment ergibt sich so beispielsweise eine Linge von 155bp.
Nach dem Herstellen der Reaktionsansitze erfolgte die Inkubation bei 22°C fiir eine Stunde
mit anschlieBender Inaktivierung der Ligase bei 65°C fiir 10 Minuten. Vor der weiteren
Verwendung zur Elektrotransformation erfolgte eine Aufreinigung nach dem Protokoll zur

Aufreinigung von PCR-Produkten (3.4.5)

3.4.10 Sequenzierung
Die Sequenzierung der Proben erfolgte zur Sicherstellung der korrekten Basenabfolge und

Orientierung der Lmcd1-Promotorfragmente nach Klonierung in den pGL4.15-Vektor sowie
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zur Sicherstellung des Mutationserfolgs nach Mutagenese. Die Sequenzierung wurde im
Sanger-Verfahren durchgefiihrt und erfolgte stets extern, bis August 2013 durch MWG-
Eurofins, Ebersberg, Deutschland, ab September 2013 durch GATC Biotech, Konstanz,
Deutschland.

3.4.11 Transfektion von Plasmid-DNA mit Lipofectamine

3.4.11.1 C2C12-Zellen

Die Transfektion von C2C12-Zellen wurde mit Lipofectamine 2000 nach einem in unserem
Labor etablierten Protokoll durchgefiihrt. Das Ausséen der C2C12 Zellen erfolgte an Tag 1 auf
24-well Mikrotiterplatten mit 30.000 Zellen pro Well in Vollmedium. Die eigentliche
Transfektion erfolgte an Tag 2 ca. 24h nach dem Aussden der Zellen, ohne vorherigen Wechsel
des bereits auf den Zellen befindlichen Vollmediums: Zunichst erfolgte die Vorbereitung der
Transfektionsansétze. Dabei wurden wann immer moglich Master-Ansédtze hergestellt, um die
durch Pipettierungenauigkeiten entstehenden Unterschiede in den Reaktionsansétzen so gering
wie moglich zu halten. So wurde immer ein Mastermix Lipofectamine 2000, bestehend aus
Transfektionsmedium und Lipofectamine 2000 in einer Konzentration von 4% (v/v), gebildet,

der vor der Zugabe weiterer

. . . . - MEF2 + MEF2
Reagenzien fiir 5 Minuten bei

) ) pRL-TK ng 10 10
Raumtemperatur inkubiert wurde. Lipofectamine 2000 ul ) b
Nach der Zugabe der benotigten ~ MEF2-VP16 ng - 100
Lmcd1-Promotor-DNA ng 400 400

Plasmid-DNA erfolgte die erneute

Inkubation fiir 20 Minuten bei Tabelle 8: Menge der einzelnen Reagenzien pro
Well bei Versuchen mit Uberexpression von MEF2-
Raumtemperatur und schlieBlich das P16 im 24-Well-Format (500ul Medium pro
Well). Versuchsansditze zur Bestimmung der
basalen Promotoraktivitidt wurden ohne den
entsprechenden Zusatz  von MEF2-VPI6 bei ansonsten
unverdnderten Bedingungen zubereitet.

tropfenweise Zugeben von 100ul des

Transfektionsansatzes zu jedem Well.
Die finale Konzentration der verschiedenen Reagenzien in jedem Well ist aus Tabelle 8
ersichtlich. Jede Versuchsbedingung wurde stets mindestens in Replikaten von vier

durchgefiihrt.

An Tag 3 erfolgte 24h nach der Transfektion ein Mediumwechsel (Vollmedium, 500ul pro

Well). Die Emte der Zellen erfolgte 48h nach der Transfektion. Dazu wurde das Medium

zundchst vorsichtig abgesaugt und die Zellen einmalig mit 500ul PBS gewaschen.

Anschlielend erfolgte die Lyse durch Zugabe von 100ul 1x Passive Lysis Puffer aus dem Dual

Glo Luciferase Assay Kit pro Well. Zur Steigerung des Lyseerfolgs wurden die Platten vor der
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Probenanalyse mittels des Dual Luciferase Assays (siehe3.4.12) fiir 30 Minuten bei -80°C

inkubiert und anschlieBend bei Raumtemperatur auf einem Schiittler aufgetaut.

3.4.11.2 Neonatale ventrikulire Rattenherzmuskelzellen
3.4.11.2.1 Etablierung

Da die Transfektion von neonatalen Rattenherzmuskelzellen (NRVCM) in unserem Labor nicht
etabliert war, musste dies zunichst erfolgen. Dafiir wurden Versuchsreihen sowohl mit
Lipofectamine 2000 als auch mit Lipofectamine 3000 durchgefiihrt, jeweils im 12-well Format
mit 400.000 NRVCM pro Well. Es stellte sich heraus, dass ein analoges Vorgehen zur
Transfektion  von  C2Cl12-Zellen mit  Belassen des  Lipofectamine-haltigen
Transfektionsansatzes auf den Zellen fiir 24h deutliche zytotoxische Effekte entfaltete, wobei
Lipofectamine 3000 eine deutlich geringere toxische Wirkung zeigte als Lipofectamine 2000.
Zur Verringerung der Toxizitdt wurde in der Folge zum einen die Dauer bis zum ersten
Mediumwechsel nach der Transfektion, und damit die Expositionsdauer gegeniiber dem
Transfektionsansatz, verkiirzt und zum anderen die Transfektion in serumhaltigem Medium
versucht. Die besten Ergebnisse konnten schlieSlich mit einer Transfektion in L-Glutamin- und
Serum-haltigem Medium (Transfektionsmedium 2, siehe 2.4.2), mit Ersetzen des
Transfektionsmediums nach 4-5h durch serumfreies aber antibiotikahaltiges Medium erreicht
werden. Zu beachten ist, dass der Lipofectamine-DNA-Ansatz gemdl den

Herstellerempfehlungen stets in serumfreiem Medium (Transfektionsmedium 1) angesetzt
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Abbildung 6: Absolute Aktivitdten der Firefly-Luciferase (links) und der Renilla-Luciferase
(rechts) nach Transfektion von 800ng des 418bp-Promotors plus 200ng des Kontrollvektors
PRL-TK in NRVCM im 12-Well Format. In sdmtlichen Versuchsansdtzen mit Lipofectamine
2000 (2, 3, oder 4ul Lipofectamine 2000 pro Well und Mediumwechsel nach 2,5 oder 5
Stunden) zeigt sich ein diirftiger Transfektionserfolg. Unter Verwendung von Lipofectamine
3000 kommt es, allerdings nur bei Zusatz von 2ul P3000-Reagenz pro Well zu einem deutlichen
Anstieg der messbaren Luciferaseaktivitdten, der allerdings aufgrund der eintretenden
Zytotoxizitdit bei Zugabe von 3ul Lipofectamine 3000 wieder abfdllt. Der Mediumwechsel bei
den Versuchsreihen mit Lipofectamine 3000 erfolgte stets nach 5 Stunden.

wurde (siche unten). In Abbildung 6 sind jeweils die absolute Firefly-Luciferase- und die
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absolute Renilla-Luciferaseaktivitit nach Transfektion von 800ng des 418bp-Konstruktes plus
200ng pRL-TK pro Well mit 2, 3 oder 4ul Lipofectamine 2000 und Abnahme des
Transfektionsmediums nach 2,5 bzw. 5h sowie nach Transfektion mit 0,75ul, 1,5ul oder 3ul
Lipofectamine 3000 jeweils mit und ohne Zusatz von 2ul P3000 Reagenz abgebildet. Bei den
Ansitzen mit Lipofectamine 3000 erfolgte der Mediumswechsel stets Sh nach der Transfektion.
Es ist erkennbar, dass die absoluten Luciferase-Aktivititen mit Lipofectamine 3000 deutlich
iiber jenen mit Lipofectamine 2000 lagen, jedoch nur bei gleichzeitigem Zusatz von P3000-
Reagenz. Unter 3ul Lipofectamine 3000 + P3000-Reagenz nahm die Luciferase-Aktivitat

vermutlich durch den zunehmenden zytotoxischen Effekt wieder ab.

In weiteren Versuchen im 6-Well Format,

@ 24l P3000
. 0,754l P3000

bei denen 1600ng des 1655bp-Promotors 40000
und 400ng pRL-TK unter Einsatz von 3000

0,75ul Lipofectamine 3000 und variabler 1°°°1
Menge des P3000-Reagenz (0,75ul vs. 2ul) zom

transfiziert wurden, zeigte sich auerdem,
dass eine Reduktion des P3000-Reagenz &
auf die Menge des eingesetzten

Lipofectamine 3000 ohne Einbuf3en bei der
Abbildung 7: Vergleichende Darstellung der

Transfektionseffektivitit — moglich ist  gpsomten Aktivitit der Renilla- und Firefly-
(Abbildung 7). Die jeweils absolut Luciferase nach Transfektion von NRVCM im 6-
) ) o Well-Format mit 1600ng des 1655bp-Promotors,
erreichten Luciferaseaktivititen 400ng pRL-TK, 0,75ul Lipofectamine 3000 und
entsprechen denen der entweder 2ul oder 0,75ul P3000-Reagenz. Die
absoluten Aktivititen unterscheiden sich nur
geringfiigig und sind bei Verwendung der
(vergleiche Abbildung 6). reduzierten Menge P3000 sogar tendenziell
hoher. Der resultierende Quotient aus Firefly-

Aufgrund dieser Daten wurde fiir die und  Renillaaktivitit ist  zwischen den

L Bedingungen ebenfalls vergleichbar.
Versuche zur basalen und PE-abhédngigen

Etablierungsversuche im 12-Well-Format

Promotoraktivitit ein Aufbau im 24-Well-Format und fir die Stretch-Versuche im 6-Well-

Format gewéhlt und die Reaktionsansitze entsprechend den Angaben in Tabelle 9 zubereitet.

3.4.11.2.2 Durchfiihrung

Das Aussden der Zellen erfolgte an Tag 1 in Vollmedium mit 250.000 Zellen pro Well bei den
Versuchen im 24-Well-Format und mit 1.500.000 Zellen pro Well bei den Stretchversuchen im
6-Well-Format (vergleiche 3.2.2). 24 Stunden spéter erfolgte die Transfektion. Dazu wurde

zunichst das Medium von den Zellen abgenommen und die Zellen ein Mal mit vorgewarmtem
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PBS (37°C) gewaschen. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 400ul (24-Well) bzw. 1900ul
(6-Well) serumhaltigem aber antibiotikafreiem Medium zu den Zellen (Transfektionsmedium
2, siche 2.4.2).

Die eigentlichen Transfektionsansidtze wurden in serum- und antibiotikafreiem Medium
(Transfektionsmedium 1) angesetzt. Dazu wurden stets zwei Master-Ansidtze wie folgt
hergestellt: ein Ansatz mit Lipofectamine 3000 und ein Ansatz mit der zu transfizierenden DNA
plus dem P3000 Reagenz. Diese wurden anschlieBend im Verhéltnis 1:1 gemischt und nach der

Inkubation fur 10-15

24-well  Stretch (6-well)

Minuten bei
Raumtemperatur pRL-TK ng 100 400

p Lmcdl-Promotor-DNA  ng 400 1600
tropfenweise zu den Zellen Lipofectamine 3000 ul 0,4 0,75
gegeben. Die Menge der P3000 Reagenz pl 0,4 0,75
resultierenden  Reagenzien Tabelle 9: Finale Mengen der einzelnen Komponenten

pro Well ist Tabelle 9 zu pro Well bei der Transfektion von NRVCM.

entnehmen.

5 Stunden spiter wurde das Transfektionsmedium abgenommen und nach einmaligem Waschen
mit PBS gegen serumfreies (aber antibiotikahaltiges) Medium getauscht. 24 Stunden nach der
Transfektion erfolgte an Tag 3 erneut ein Mediumwechsel (serumfrei). Bei den Versuchen mit
Phenylephrin wurde hierbei Phenylephrin in einer finalen Well-Konzentration von SuM
zugesetzt bei Stretch-Versuchen wurde direkt im Anschluss an den Mediumwechsel mit dem
Stretch-Programm gestartet. Die Dehnung erfolgte mit dem Flexcell FX-5000 Tension System
um 16% bei einer Frequenz von 1Hz. Kontrollen wurden innerhalb der Stretch-Kammer
mitgefiihrt um Unterschiede in der Atmosphédrenzusammensetzung auszuschlief3en.

Die Ernte der Zellen bei den Standard- und PE-Versuchen erfolgte an Tag 5, bei den Stretch-
Versuchen unmittelbar nach Beendigung des Stretchs, also in der Regel an Tag 4. Dazu wurden
die Zellen stets ein Mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 80ul (24-Well) bzw. 300ul
(6-Well) 1x Passive Lysis Puffer pro Well aus dem Dual Glo Luciferase Assay Kit versetzt
(vergleiche 3.4.12).

3.4.12 Luciferase-Assay

Die Messung der Firefly- und Renillaluciferase erfolgte mithilfe des DualGlo Luciferase Assay
Kits von Promega 48h — 72h nach der Transfektion von C2C12-Zellen oder NRVCM. Dazu
wurden die Zellen stets einmalig mit PBS gewaschen und anschlieBend durch Zugabe von 1x

Passive Lysis Puffer lysiert. Die Lyse wurde gesteigert durch Inkubation der Zellen bei -80°C
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fiir 30 Minuten direkt nach Zugabe des Lysepuffers. AnschlieBend erfolgte vor der Messung

das Auftauen bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten auf einem Schiittler.

Fir die Messung der Luciferase-Aktivitdt wurden zunichst Arbeitsansdtze der benétigten
Reagenzien hergestellt: Fiir die Messung der Firefly-Aktivitdt wurden 100ml des Dual-Glo
Luciferase Puffers mit einem Fldschchen des Dual-Glo Luciferase Substrates, fiir die
Bestimmung der Renilla-Aktivitit 100ml Dual-Glo Stop & Glo Puffer mit 1ml des

entsprechenden Substrates gemischt.

AnschlieBend wurden in eine intransparente 96-well Mikrotiterplatte 20ul der zu messenden
Proben pro well in Triplikaten vorgelegt. Dann wurde die Platte in den Monochromator Infinite
m200 Pro verbracht. Dort erfolgte die Aktivititsmessung der beiden Luciferasen in jedem Well
jeweils unmittelbar nacheinander wie folgt: Zunichst erfolgte das automatisierte Zugeben von
50ul Dual-Glo Luciferase Reagenz zum Well und damit die Aktivierung der Firefly-Luciferase.
Nach der Aktivitdtsbestimmung durch Messung der Lumineszenz bei 560nm erfolgte im
zweiten Schritt die Beendigung der Firefly-Luciferase-Reaktion und der simultane Start der
Renilla-Luciferase-Reaktion durch Autoinjektion von 50ul Dual-Glo Stop & Glo Reagenz
sowie die Messung der Renilla-Aktivitdit durch Lumineszenzbestimmung bei 480nm.
SchlieBlich erfolgte die Normierung der Firefly- durch die entsprechende Renillaaktivitit und

die statistische Auswertung der gewonnenen Daten (siehe 3.6).

3.4.13 Bestimmung der Proteinkonzentration

Bei Versuchen, bei denen festgestellt wurde, dass es zu einer Beeinflussung der Renilla-
Luciferase-Aktivitdt durch zugesetzte Reagenzien kommt, wurde zusétzlich versucht zur
Normalisierung auf die Renilla-Aktivitit eine Normalisierung auf die Proteinkonzentration des
Wells durchzufiihren. Dies war bei allen Versuchen mit MEF2-VP16 (Induktion um den Faktor
6) und PE (Induktion um den Faktor 4) der Fall (siche Abbildung 9), konnte allerdings bei den
Versuchen mit PE schlieBlich nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, da die messbare
Proteinkonzentration bei den Versuchen mit NRVCM im 24-Well-Format unterhalb der
minimalen Standardkonzentration von 0,0625mg/dl lag. Die Normalisierung der PE-
behandelten Proben musste daher trotzdem iiber die Renilla-Luciferase erfolgen, mit der Folge,
dass die PE-induzierte Aktivitatssteigerung der Firefly-Luciferase unterschétzt wird (vergleiche

5.4.3).
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Abbildung 9: Renilla-Luciferaseaktivitit in NRVCM in Abhdngigkeit einer Behandlung mit
SuM Phenylephrin (A) und in C2C12-Zellen bei Kotransfektion von 100ng MEF2-VP16 (B).
Die linke Skala zeigt jeweils die Absolutwerte der Renillaaktivitit an, die rechte die
Normierung auf die unbehandelte Kontrolle. Die Behandlung von NRVCM mit PE fiihrte zu
einer Induktion der Renilla-Luciferase um den Faktor 4 (p < 0,0001, A) wdihrend die
Uberexpression von MEF2-VP16 in C2C12-Zellen zu einer gesteigerten Aktivitit um den
Faktor 6 fiihrte (p < 0,0001, B).

Die Behandlung der NRVCM mit Stretch fiihrte nicht zu einer Induktion der Renilla-

Luciferase-Aktivitit (Abbildung 8). 500+ ns 15
.1 ) ) & & 4004
Fiur die Messung der Proteinkonzentration =3 T
nqz % 300- T 1.0
musste ein Verfahren verwendet werden, dass ° §
5 £ 200
. . . = 9
mit dem Passive Lysis Puffer aus dem §‘E - 0.5
3 100
©
Luciferase Kit kompatibel ist. Es wurde daher
0- . T -0.0
das BCA (Bicinchoninic acid) Verfahren L SR RS
Stretchdauer

verwendet, das nicht so sensibel auf

Losungsmittel reagiert wie zum Beispiel das ~ Abbildung 8: Absolute Renilla-
Luciferaseaktivitit in NRVCM abhdngig
Verfahren nach Bradford.

von der Stretchdauer (linke Skala) und nach
Normierung auf die ungestretchte Kontrolle
(rechte Skala). Es zeigt sich keine
Mikrotiterplatten mit dem Pierce BCA Assay signifikante Induktion der Renillaaktivitdt.

Das Verfahren wurde in 96-Well

Kit von Thermo Fisher Scientific durchgefiihrt. Dazu wurden zunichst Reagenz A und Reagenz
B im Verhiltnis 50:1 gemischt. Von diesem Gemisch wurden anschlieend 200ul in jedes Well
vorgelegt und dann 25pul der zu messenden Probe hinzugegeben. Im Anschluss wurde die
Miktortiterplatte abgedeckt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dem Abkiihlen auf
Raumtemperatur  erfolgte die  Messung der  Proteinkonzentration iiber die
Absorptionsbestimmung im Spektrometer bei 562nm. Zur Eichung der Messung wurden
Proteinstandards aus bovinem Serumalbumin in Konzentrationen von 2mg/ml — 0,0625mg/ml
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verwendet, die jeweils in 1x Passive Lysis Puffer angesetzt wurden. Jede Probe wurde in

Triplikaten gemessen.

3.4.14 Mutagenese moglicher Transkriptionsfaktorbindestellen

Die Mutagenese moglicher Transkriptionsfaktorbindestellen in den Promotorkonstrukten
erfolgte mit Hilfe des QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent. Als
Template-DNA  dienten die im  Vorfeld 10x Reaktionspuffer pl 5
hergestellten =~ Lmcdl-Promotorfragmente  im Plasmid-DNA ng 25

. : dNTP-Mix ul 1
pGL4.15-Vektor (siehe 3.1). Der erste Schritt der Primer 1 ng 125-250
Mutagenese bestand in der Durchfithrung einer Primer 2 ng 125-250
) . ) PfuUltra HF u 2,5
PCR zur Erzeugung und Amplifikation eines ddH,0 ul ad 50

mutierten Plasmids. Die dafiir hergestellten
Tabelle 10: PCR-Ansatz fiir die
Mutagenese maoglicher
Basensequenz und binden an jeweils Transkriptionsfaktorbindestellen.

Primer (2.8.3) enthalten die verdnderte

komplementire Regionen des Plus- bzw. des Minusstranges der Template-DNA (vergleiche
Abbildung 10). Die Reaktionsansétze und PCR-Einstellungen sind in Tabelle 10 und Tabelle
11 dargestellt.

Im nidchsten Schritt erfolgte der Verdau der (unmutierten) Template-DNA durch

Restriktionsverdau mit Dpnl.

) ) . , Initiale Denaturierung (95°C) min  00:30
Hintergrund dieses Vorgehens ist die

18 Zyklen
Tatsache, dass das durch
) ) ) Denaturierung (95°C)) min  00:30
Plasmidextraktion aus E. coli gewonne oc 53.55
Ausgangsplasmid methyliert ist, Annealing min  01:00
wihrend die mittels PCR synthetisierten Elongation (68°C ) min  08:00
DNA-Tochterstringe unmethyliert Kiihlung (4°C) min 0

li . Da Dpnl thyliert i
vorliegen. Da Dpnl nur methylierte bzw Tabelle 11: PCR-Einstellungen fiir die

hemimethylierte DNA-Stringe  Mutagenese moglicher
schneiden kann, erfolgt so die selektive Transkriptionsfaktorbindestellen.
Degradation der Template-DNA, was die Erfolgschance auf tatsdchlich mutierte
Bakterienklone nach der Transformation deutlich erhéht. Fiir den enzymatischen Verdau wurde

dem PCR-Ansatz direkt 10u Dpnl zugesetzt und die Probe fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
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SchlieBlich erfolgte die Transformation von XLI1-Blue-Zellen mittels Hitzeschock. Dazu
wurden die Zellen langsam auf Eis liegend aufgetaut und dann in 50ul Aliquots in auf Eis
vorgekiihlte 14ml Rohrchen tberfiihrt. Zu diesen Rohrchen wurde dann jeweils 1ul Dpnl-
behandelter PCR-Ansatz gegeben, durch Schwenken gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis

CTAAGGGAGGGGTGCAGTCTTTGCTCTGATTCGCTGGCCTCGAGTGGAC

aC FETEEIEEI et et e c
C A
5'- AGAGG / 3'- CCCCACGTCAGAAACGAGACTGGGCGACCGGAGC -5 Cagg -3
[ [
3'- TCre 5'- GGGGTGCAGTCTTTGCTCTGACCCGCTGGCCTCG -3 TCC -5
C G
GGTG FETEEIEEI ettt e /:GGT

GGATTCCCTCCCCACGTCAGAAACGAGACTAAGCGACCGGAGCTCACCT

o1y

i

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Primerbindung bei der Mutagenese am Beispiel
der NF-Y-Bindestelle im 208bp-Konstrukt. Die Pfeile zeigen die Richtung der DNA-Synthese
an.

inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation durch Inkubation der 14ml-R6hrchen in
einem Wasserbad bei 42°C fiir exakt 45 Sekunden und anschlieBender Kiihlung auf Eis fiir 2
Minuten. Danach wurden zunéchst 500ul auf 42°C gewdrmtes LB-Medium zu den Rohrchen
gegeben und dann die gesamte Probe in ein 1,5ml-Roéhrchen iiberfiihrt und fiir eine Stunde bei
37°C und 300 rpm inkubiert. Abschlieend erfolgte das Ausbringen der gsamten Probe auf
einem Selektivndhrboden (3.3.3)

3.5 Computergestiitzte Promotoranalyse

3.5.1 Extraktion der Promotorsequenz

Fiir die weitere Analyse moglicher cis-regulatorischer Elemente war zunéchst die Extraktion

der genomischen DNA-Sequenz des Promotors notwendig. Dazu wurde der UCSC Genome

Browser in der Version von 2014 verwendet [438] mit dessen Hilfe jeweils die Sequenz der 5°-

UTR sowie 1700bp (das ldngste erzeugte Promotorfragment enthélt 1655bp zusétzlich zur 5°-
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UTR) stromaufwirts des annotierten Transkriptionsstarts der Spezies Rattus norvegicus
(Wanderratte) extrahiert wurde. Analog wurden fiir die phylogenetische Analyse die
entsprechenden Sequenzen der Spezies Homo sapiens (Mensch), Mus muculus (Hausmaus),
Sus scrofa (Hausschwein) und Bos taurus (Hausrind) ausgelesen und fiir die spétere

Verwendung gespeichert.

3.5.2 Identifikation von cis-regulatorischen Elementen im proximalen
Promotor

Unter der Annahme, dass funktionell relevante DNA-Bereiche einer geringeren Mutationsrate
unterliegen als DNA-Bereiche ohne spezifische Funktion, ein Ansatz, der als Phylogenetic
Footprinting bezeichnet wird [439], wurde zundchst ein Multi Sequence Alignment der
extrahierten Promotorsequenzen (siche 3.5.1) durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die

Online-Version von Clustal Omega benutzt [434].

Die ersten experimentellen Ergebnisse zur basalen Promotoraktivitét in C2C12-Zellen legten
einen bedeutsamen Einfluss des Promotorbereichs von Rattus norvegicus von 88 bis 208 Basen
stromaufwirts des Transkriptionsstarts nahe (siche 4.2). Fir die computergestiitzte
Identifizierung moglicher Transkriptionsfaktorbindestellen wurde daher ausschlieBlich dieser
Bereich des Promotors aus Rattus norvegicus sowie die mittels Multiple Sequence Alignment
identifizierten homologen Sequenzen der vier weiteren Spezies verwendet (vergleiche
Abbildung 16, S. 76). Diese wurden im néchsten Schritt jeweils einzeln mit Hilfe der JASPAR-
Core-Datenbank in der Version von 2014 [436] auf mogliche Transkriptionsfaktorbindestellen
untersucht. Um die hohe Anzahl (> 100) der so identifizierten potentiellen Bindestellen weiter
einzugrenzen, erfolgte anschlieBend die manuelle Uberpriifung auf Bindestellen, die in allen
untersuchten homologen Sequenzen vorhergesagt wurden. Nur diese wurden fiir die

nachfolgende experimentelle Mutationsanalyse ausgewahlt.

3.5.3 Identifikation von Kernpromotorelementen

Die Suche nach Kernpromotorelementen erfolgte zum einen analog zur der vorbeschriebenen
Suche nach Transkriptionsfaktorbindestellen mit der JASPAR-Polll-Datenbank und ergidnzend
mit dem ElemeNT-Online-Tool [435]. Zu diesem Zweck wurde zunidchst das Multiple
Sequence Alignment des Bereiches von 50 Basen stromauf- bis 50 Basen stromabwirts bezogen
auf den Transkriptionsstart von Rattus norvegicus verwendet um konservierte DNA-Bereiche
innerhalb des Kernpromotors von Rattus norvegicus ausfindig zu machen, analog dem
Vorgehen im Bereich des proximalen Promotors. Dieses Vorgehen erwies sich allerdings als

wenig sinnvoll, da es dabei nicht zu einem Alignment der Transkriptionsstarts der
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verschiedenen Spezies kommt (siche Abbildung 11, S. 73). Da Kernpromotorelemente
allerdings in der Regel sehr strikte Positionsanforderungen beziiglich ihrer Lokalisation in
Relation zum Transkriptionsstart erfiillen miissen, dafiir aber eher flexibel in Bezug auf die
Bindemotive sind, also nicht unbedingt eine strenge Konservierung einzelner Basen notwendig
ist, erfolgte flir die in Abschnitt 3.5.1 genannten Spezies zusitzlich die isolierte Analyse des
Bereiches von +50 Basen um den Transkriptionsstart mittels der JASPAR-Polll-Datenbank.
AnschlieBend erfolgte zunédchst die Eingrenzung der vorhergesagten Elemente durch
Begrenzung auf diejenigen, die in allen Spezies an dhnlicher Position mit einer Abweichung
von nicht mehr als 10 Basen vorhergesagt wurden. Aus den so ermittelten Elementen wurden
schlielich noch diejenigen ausgeschlossen, die nicht die jeweiligen Positionsanforderungen in

Bezug zum Transkriptionsstart erfiillten (vergleiche 1.1.1.5 sowie Abbildung 1, S. 12).

3.5.4 Identifikation von CpG-Inseln

Ob die Promotoren der untersuchten Spezies mit CpG-Inseln iiberlappen, wurde mit Hilfe des
UCSC Genome Browsers (siche oben) untersucht, der zur Identifikation, die bereits in
Abschnitt 1.2.3.1.1 angesprochenen Kriterien heranzieht [403] und das Vorkommen einer CpG-

Insel unmittelbar als zusétzlichen Track grafisch darstellt.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software GraphPad Prism in
Version 6. Mittelwert, Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwertes wurden
erhoben. Die Testung auf statistische Signifikanz erfolgte entweder mit dem Zweistichproben-
t-Test oder beim Vergleich von mehr als zwei Bedingungen mittels ANOVA in Kombination
mit der Newman-Keuls-Methode zur Korrektur fiir multiples Testen. Unterschiede ab einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet. In simtlichen in dieser Arbeit

dargestellten Graphen zeigt der Fehlerbalken den Standardfehler des Mittelwertes an.
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4 Ergebnisse

4.1 Computergestiitzte Suche nach Kernpromotorelementen

Die Suche nach Kernpromotorelementen erfolgte wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben. In
Abbildung 11 ist der Ausschnitt aus dem Multiple Sequence Alignment dargestellt (vergleiche
3.5.2), der den Bereich von -100 bis +50 um den Transkriptionsstart von Lmcdl von Rattus
norvegicus enthilt. Es ist erkennbar, dass ein zwischen den Spezies hochkonservierter DNA -
Abschnitt existiert, der in Relation zum Transkriptionsstart von Rattus norvegicus im Bereich
zwischen -67 und -37 lokalisiert ist und somit zum Grof3teil auBerhalb eines erwarteten

Kernpromotorbereiches (TSS + 40bp, hellgrau hinterlegt in Abbildung 11) liegt. Ebenfalls ist

Rn -100 cgagtggacgcccacaggcattggctggccacgttttagagggagtccecgectcteccaatt -41
Mm -37 ggagtgggtgtccacgcgcattggctggtcactttttAGAGGGAGTCCCGCTCTCCAATT 23
Hs -70 cgcgcgagcgccggcgcggagtggctggcgaggttttagagggagtceccecgetcectceccaatt -11
Bt -119 agtgcaagcgcccgcgecgattggcectggegaggttttagagggagteccegetcteccaatt -60
Ss -153 agagcgagcgcccgcacggattggctggcgaagttttagagggagtcccgctctccaatt -94

* ok * * kA k ok kkkx * kA hkhhkhkhk A hkhkrhkkhkhkhkkhkrkhkhkhkkhk*x*

TATA-

Rn -40 aaagcagaccgcagcg-cggctctgagcacagagctgcccgCTGGAAGCAGGCAAGGGAA 19

Mm 24 AAAGCGGGCAGCGGCG-CGGCTCTGAGCACAGAGCCGCCGGCTGCACACAGGCAAAGGAA 82

Hs -10 aaagcggcccAGCTGCGCCTGGCTGCGCACAGAGCTCCCTCCCAGGCCCGCGAACTTGGC 50

Bt -59 aaagggccccgccgca-cccggctgctcacagagct-ctcecctgggeccagecgatecttage -2

Ss -93 aaagggccccgccacg-ccagactgctcgcagagect- cccgctgggcccgcgatcctggc -36
* Kk Kk Kk * * * Kk K * Ak Kk Kk Kk Kk * *

Box

Rn 20 TCTGAACTTGGCCCATCAGCAGCGCTGTCCA 50
Mm 83 CCTGAACTTGGCCATTCAGCAGCGCTGTCCA 113

Hs 51 ———————---—- CATTCAGCCGCCGCTGTCCC 70

Bt -1 - cATTCAAGCACAGCTGTCCC 19

Ss -35 ——=————————- cattcagccaccgctgccece -16
* * *khkKkk Kk

Abbildung 11: Ausschnitt des Multiple Sequence Alignments des Promotorbereichs zwischen -
100 und +50 in Relation zum Transkriptionsstart von Lmcdl in Rattus norvegicus. Der
eigentliche Kernpromotorbereich (Transkriptionsstart £ 40bp) ist hellgrau hinterlegt, Basen
stromaufwdrts des TSS sind in Klein-, Basen stromabwdrts in Grofbuchstaben notiert. Die
Ziffern bezeichnen jeweils die erste und letzte Base einer Zeile in Relation zum TSS der
entsprechenden Spezies. Dabei fillt auf, dass sich die so ausgerichteten Promotorbereiche in
ihrer relativen Position zum TSS deutlich unterscheiden. Die dunkelgrau hinterlegte Sequenz
entspricht einer identifizierten TATA-Box, die allerdings nur in Rattus norvegicus grob den
Positionsanforderungen in Bezug auf den Transkriptionsstart entspricht.

erkennbar, dass es durch das Alignment nicht zu einem Ausrichten des Transkriptionsstarts
zwischen den verschiedenen Spezies kommt: so liegt die konservierte Sequenz bei Mus
muculus und Homo sapiens zwar im Bereich eines moglichen Kernpromotors, bei der Maus
allerdings mehrheitlich nach und beim Menschen mehrheitlich vor dem Transkriptionsstart

(vergleiche 5.2), wéahrend der Bereich bei Bos taurus und Sus scrofa deutlich stromaufwiérts
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davon lokalisiert ist. Die in Abbildung 11 dunkelgrau hinterlegte Sequenz wurde aulerdem als
TATA-Box identifiziert und ist in Rattus norvegicus von -44 bis -38 und damit zumindest grob
positionsgerecht lokalisiert (siehe 1.1.1.5.1). Die Sequenz ist zwar zwischen den Spezies
konserviert, erfullt aber in keiner anderen untesuchten Spezies die Positionsanforderungen.
Dennoch erfolgte eine Mutationsanalyse dieses Bereiches, deren Ergebnisse im néchsten

Abschnitt wiedergegeben sind.

Vergleicht man die verschiedenen Sequenzen stattdessen unter Ausrichtung am jeweiligen

Transkriptionsstart, zeigen diese keinerlei Konservierung auf Ebene der Basensequenz

Rn -50 ctctccaattaaagcagaccgcagcgcggctctgagcacagagctgeceecg -1
Mm -50 gattggctggcctggagtgggtgtccacgcgcattggctggtcacttttt -1
Hs -50 gtggctggcgaggttttagagggagtcccgctctccaattaaagecggcee -1
Bt -50 cgccgcacccggctgctcacagagectctececctgggeccagegatcttagee -1
Ss -50 gcccgcgatcctggccattcageccaccgetgeccccececgetgegegeeccteg -1

Rn 1 CTGGAAGCAGGCAAGGGAATCTGAACTTGGCCCATCAGCAGCGCTGTCCA 50
Mm 1 AGAGGGAGTCCCGCTCTCCAATTAAAGCGGGCAGCGGCGCGGCTCTGAGC 50
Hs 1 AGCTGCGCCTGGCTGCGCACAGAGCTCCCTCCCAGGCCCGCGAACTTGGC 50
Bt 1 ATTCAAGCACAGCTGTCCCCACTGCACGCCCTCGCGCCTAAGCCTGAGCA 50
Ss 1 AGCCTCTGTCTAAGAAGCAAAGCTCTGTTTCTCCAGCCCAGAACAAG 47

Abbildung 12: DNA-Bereich von 50 Basen stromauf- (Kleinbuchstaben) und 50 Basen
stromabwdrts (Grofibuchstaben) des Transkriptionsstarts der Spezies Rattus norvegicus
(Rn), Mus muculus (Mm), Homo sapiens (Hs), Bos taurus (Bt) und Sus scrofa (Ss) mit
Ausrichtung am Transkriptionsstart. Grau hinterlegt ist das fiir alle Spezies vorhergesagte
Initiator-Element.

(Abbildung 12). Mit Hilfe der JASPAR-Polll-Datenbank wurde das in Abbildung 12 grau
hinterlegte Initiator-Element als einziges in allen untersuchten Spezies in etwa positionsgerecht
vorhergesagte Element identifiziert. Mit Ausnahme von Mus muculus ist es dabei der
Anforderung entsprechend direkt um den Transkriptionsstart lokalisiert (vergleiche 1.1.1.5.2),
zeigt allerdings in allen anderen Spezies eine relativ starke Abweichung vom Konsensusmotiv
YYANWYY, die in Rattus norvegicus am deutlichsten ausgeprégt ist und eine prominente Rolle
fiir die Transkriptionsinitiation unwahrscheinlich erscheinen lisst (siehe 5.2). Eine Mutation
dieser Bindestelle erfolgte daher nicht. Die geringe Konservierung sowohl der Basensequenz
als auch der Kernpromotorelemente ldsst auf eine geringe funktionelle Relevanz des

Kernpromotors fiir die Transkriptionsaktivitdt des Lmcd1-Promotors schlieen.

4.1.1 Mutation einer putativen TATA-Box
Diese in Rattus norvegicus identifizierte mogliche Bindestelle fiir TBP ist zwar bereits im 87bp-

Konstrukt vollstindig enthalten, wurde aber im 208bp-Promotor untersucht, da erst dieser die
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komplette basale Aktivitit zeigt (vergleiche

42) wund so die Beurteilung einer _ -

funktionellen Relevanz dieser DNA-Sequenz g Lol .
ermdglicht. Die Mutation der TBP- % § e
Bindestelle wurde ausschlielich in C2C12- E § 0.5-

Zellen analysiert und fithrte zu keiner :';

signifikanten Reduktion der 0.0- -
Promotoraktivitit (siche Abbildung 13). Eine & « <

L)
'\/0

Abbildung 13: Die Aktivitdt des 208bp-

Promotors zeigte nach Mutation der

erfolgte nicht. putativen TATA-Box keine signifikante
Reduktion in C2C12-Zellen.

kombinierte Mutation mit anderen der in

Abschnitt 4.2.1 besprochenen Bindestellen

4.2 Basale Aktivitit des Lmcdl-
Promotors

Als basale Aktivitit wird die Grundaktivitit eines Promotors ohne weitere experimentelle
Modulation bezeichnet, also ohne Zugabe transkriptionsfordernder oder -hemmender
Substanzen. In C2C12-Zellen zeigte sich das in Abbildung 14 dargestellte Bild: das 87bp-
Konstrukt liegt in seiner Aktivitdt zwar bereits um den Faktor 3 hoher als die des minimalen

41bp-Konstrukts, der Unterschied ist 40+

allerdings nicht signifikant. Ab dem ¥ j
208bp-Promotor ist die Grundaktivitét : ns T ns

voll ausgeprigt und liegt ungefdhr 20-

w
o
1
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fach iber der minimalen Aktivitit des

-
o
1

ns

relative
luciferase activity
N
o
1

41bp-Promotors (p < 0,0001). Auf ’—\
diesem Niveau bleibt die Baseline- 0-
R ., R . R R R R KRR D
, AR R R R R R R
Aktivitit bis zum lidngsten Konstrukt WY T A ) @ \qgf’ a
(9)
]

konstant, mit Ausnahme des 478bp-

Konstruktes: dieses zeigt, allerdings Abbildung  14: Basale Aktivitit der
ausschlieBlich in C2C12-Zellen, Promotorkonstrukte in C2CI12-Zellen. Als

Kontrolle diente der L kt DNA3.1.
nochmals eine signifikante Zunahme der onirotie diente der Leervertor pe
Aktivitit auf das 1,45-fache im Vergleich zum 208bp-Konstrukt (p < 0,0001). Im 922bp-
Konstrukt fallt die Aktivitdt aber wieder auf das Level des 208bp-Promotors ab und veréndert

sich bis zum 1655bp-Konstrukt nicht mehr signifikant. Wie in Abbildung 15 dargestellt, liefern
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die Untersuchungen in NRVCM é&hnliche

Ergebnisse, wobei das 208bp-Fragment ] ns
eine im Vergleich zum 87bp-Konstrukt g 207
um den Faktor 11 gesteigerte Aktivitit g % 15
zeigt (p < 0,001), die sich dann in allen ?_ﬂj é 10
laingeren  Fragmenten nicht mehr E ;]
signifikant dndert.
o
Aus diesen Beobachtungen wurde die RS

Hypothese  abgeleitet, dass  die
wesentlichen cis-regulatorischen
Elemente, die essentiell fir die

Grundaktivitit des Lmecdl-Promotors

Abbildung  15:  Basale  Aktivitit  der
Promotorkonstrukte in NRVCM. Als Kontrolle
diente der Leervektor pcDNA3. 1.

von Rattus norvegicus sind, im Bereich von 88bp bis 208bp stromaufwirts des

Transkriptionsstarts liegen. Im néchsten Abschnitt werden daher die Ergebnisse der genaueren

Analyse dieses Promotorabschnittes vorgestellt.

4.2.1 Bindestellen fiir CREB, NF-Y und Spl sind essentiell fiir die basale

Aktivitit des Lmcd1-Promotors

Zunéchst erfolgte die computergestltze Analyse des Promotorbereichs von 88bp bis 208bp wie

in Abschnitt 3.5.2 beschrieben. Abbildung 16 zeigt den Teil des Multiple Sequence Alignments

zwischen Basenpaar 208 und 88 stromaufwaérts des Transkriptionsstarts von Rattus norvegicus,

Rn -208 gggcagccggctaaactgacgtcagggtagagttta-—-—-—-gccaagttctcagcctccctgea -150
Mm gggcagccggctaagctgacgtcagggtagagttta-—-—-—-gccaagttctcagcctccctgcea
Hs ggggccgcggccatgctgacgtcagggcageccggegctcageteccgectegetgceccacagtgea
Bt ggggccgcggcctcactgacgtcagggaagcgctcaatcageccgcagectceccggecgggcece
Ss ggggccgcggccgcactgacgtcagggaagcgcacactcggcagtagtctcccggctgggtcc
* Kk Kk * Kk kK KAhkkkhkkkkkkkkhkkkik kK * *
CREB

Rn -149 gaggccaccctaagggaggggtgcagt-ctttgctctgattcgectggectcgagtggacgece -88
Mm gaggccaccctaagggagggatgcagctttttgectctgattggectggectggagtgggtgtece
Hs gagacctccctgagggagggggacagcctcgecgectgggattggetggectcgecgegagecgceccyg
Bt gaacacccgaagggtggggggggtacccgcgagctgggattggctggeccaagtgcaagcgcecce
Ss aggccacccg———aagggagggggagccgcgcgctgggattggctgaccaagagcgagcgccc

* kX X * Kk Kk Xk kk kkhkkk kK * X% * X%

Spl NF-Y NF1

Abbildung 16: Multiple Sequence Alignment des Promotorabschnittes von 208bp bis 88bp
von Rattus norvegicus (Rn) mit den korrespondierenden DNA-Abschnitten von Mus muculus
(Mm), Homo sapiens (Hs), Bos taurus (Bt) und Sus scrofa (Ss). Die Zahlen bezeichnen jeweils
die Position der ersten und letzten Base einer Zeile in Bezug auf den Transkriptionsstart des

LmcdI-Promotors von Rattus norvegicus.
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also den DNA-Abschnitt, der im 208bp-Promotor zusétzlich zum 87bp-Konstrukt enthalten ist
und in dem der groBte Aktivitdtszuwachs des Promotors beobachtet wurde (vergleiche
Abbildung 14). Auf diese Weise wurden vier konservierte Transkriptionsfaktorbindestellen
identifiziert, die in Abbildung 16 grau eingefarbt sind: Ein CRE-Motiv, das vollstandig dem
Konsensusmotiv TGACGTCA entspricht und von Position -192 bis -185 lokalisiert ist, ein
schwaches Bindemotiv fir Spl (vergleiche 1.2.2.5) mit der Sequenz GGGAGGG von Position
-136 bis -130, ein Halbmotiv fir NF1 mit der Sequenz TGGC von -106 bis -103 sowie ein
ausschlieBlich in Rattus norvegicus vom Konsensus leicht abweichendes Bindemotiv fur NF-
Y der Sequenz CTGATTCGCT von -115 bis -106. Dabei ist zu beachten, dass das Bindemotiv
fur NF-Y in umgekehrter Orientierung vorliegt, die Sequenz des Konsensusmotivs also der des
Gegenstranges entspricht, was allerdings nicht ungewdhnlich ist [357]. Fir die funktionelle
Analyse dieser putativen Bindestellen erfolgte die Mutation der Bindestellen wie folgt (mutierte
Basen unterstrichen, siehe auch 2.8.3): TGACGTCA zu TAGTACTA (CREB), GGGAGGG
zu GTTAAAG (Spl), CTGATTCGCT zu CTGACCCGCT (NF-Y) und TGGC zu TTTA
(NF1). Der Einfachheit halber erfolgt die Bezeichnung der Bindestellen nach dem
prominentesten der vorhergesagten Transkriptionsfaktoren, obgleich natiirlich nur auf Basis
von Computeranalysen nicht vorhergesagt werden kann, welcher den dominierenden

Bindungspartner in vivo darstellt (vergleiche 1.2.2).
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4.2.1.1 In C2C12-Zellen
Wie in Abbildung 17 dargestellt, fiihrt weder die alleinige Mutation der Bindestelle fiir Sp1 (A)
noch der fiir CREB (B) oder NF1 (C) zu einer signifikanten Verdnderung in der basalen
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Abbildung 17: Luciferase-Assay nach Mutation einzelner Bindestellen im 208bp-Promotor in
C2C12-Zellen. Wahrend weder die einzelne Mutation der Bindestellen fiir Sp1 (A), CREB (B),
oder NF1 (C) zu einer Veranderung der Promotoraktivitat fuhrt, kommt es nach alleiniger
Mutation der NF-Y-Bindestelle (D) zu einer Reduktion der Promotoraktivitat um ca. 40% (p
< 0,0001).

Promotoraktivitit. Im Gegensatz dazu kommt es nach der Mutation der NF-Y-Bindestelle zu

einem Abfall der Promotoraktivitit um ca. 40% (p < 0,0001; Abbildung 17D).
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Die kombinierte Mutation der Bindestellen fiir Spl und CREB hat genau wie die beiden
Einzelmutationen keinen signifikanten Einfluss auf die Transkriptionsaktivitit (p = 0,13;
Abbildung 18A). Wird die Spl-Bindestelle allerdings zusitzlich zur Bindestelle fir NF-Y
mutiert, fihrt dies zu einer signifikant stirkeren Reduktion der Promotoraktivitit als die

alleinige Mutation der NF-Y-Bindestelle: im Vergleich zum Wildtyp-Promotor ist die Aktivitit
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Abbildung 18: Luciferase-Assay nach kombinierter Mutation von zwei Bindestellen im 208bp-
Promotorkonstrukt in C2C12-Zellen. Die kombinierte Mutation der Bindestellen fir Sp1 und
CREB fihrt zu keiner Reduktion der Promotoraktivitat (A). Die kombinierte Mutation der
Bindestellen fur Spl und NF-Y fuhrt zu einer Reduktion der Promotoraktivitat um 70% im
Vergleich zum Wildtyp-Promotor (B, p < 0,0001) und um 45% im Vergleich zur alleinigen
Mutation der NF-Y-Bindestelle (C, p < 0,0001).

um ca. 70% (p < 0,0001; Abbildung 18B) und im Vergleich zur alleinigen NF-Y-Mutation um
ca. 45% reduziert (p < 0,0001; Abbildung 18C).

Durch gleichzeitige Mutation der Spl-, CREB- und NF-Y-Bindestellen verringert sich die

Promotoraktivitdt noch weiter: im Vergleich zum Wildtyp-Promotor wird eine Reduktion um
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83% erreicht (p < 0,0001; Abbildung 19A) und um 43% im Vergleich zum Konstrukt mit
Mutation der NF-Y- und Sp1-Bindestelle (p < 0,0001; Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Luciferase-Assay nach kombinierter Mutation der Spl-, CREB- und NF-Y-
Bindestellen im 208bp-Promotor in C2C12-Zellen. Durch Mutation der CREB-Bindestelle
zusatzlich zur Mutation der Spl- und NF-Y-Bindestellen sinkt die Promotoraktivitat im
Vergleich zum Wildtyp-Promotor um 83% (A, p < 0,0001) und im Vergleich zum Promotor
ohne CREB-Mutation um 43% (B, p < 0,0001). Im Vergleich mit dem n&chstkiirzeren
Konstrukt von 87bp zeigt sich nach Mutation aller drei Bindestellen kein Aktivitatsunterschied
mehr (C, p = 0.81).

Im direkten Vergleich des dreifach mutierten Promotorkonstruktes zeigt sich kein

Aktivititsunterschied im Vergleich zum kiirzeren 87bp-Konstrukt (p = 0,82; Abbildung 19C).

4.2.1.2 In neonatelen ventrikuliren Rattenherzmuskelzellen

Die experimentellen Daten in neonatalen Rattenherzmuskelzellen (NRVCM) bestitigen die
Ergebnisse in C2C12-Zellen mit einigen kleinen Unterschieden: Wie auch in C2C12-Zellen
filhrt die alleinige Mutation der Spl- oder CREB-Bindestelle nicht zu einer signifikanten
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Reduktion der Promotoraktivitdt (Abbildung 20A und B), wohingegen die Mutation der NF-Y-

Bindestelle zu einer deutlichen Abnahme der Promotoraktivitdt um 70% fiihrt (p < 0,0001,
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Abbildung 20: Luciferase-Assay nach Mutation einzelner Bindestellen im 208bp-
Promotorkonstrukt in NRVCM. Die alleinige Mutation sowohl der Sp1- (A) als auch der CREB-
Bindestelle (B) fiihrt zu keiner signifikanten Reduktion der Promotoraktivitat. Die isolierte
Mutation der NF-Y-Bindestelle fihrt zu einer verringerten Aktivitat um 70% (C, p < 0,0001).

17C). Fir die Mutation der NF1-Bindestelle wurden in NRVCM keine Untersuchungen
durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen in C2C12-Zellen fiihrt die kombinierte Mutation der Sp1-
und CREB-Bindestelle in NRVCM zu einer signifikanten Reduktion der Promotoraktivitit um
51% (Abbildung 21A, p < 0,0001). Die zusitzliche Mutation der Sp1-Bindestelle bei bereits
mutierter NF-Y-Bindestelle fiihrt zu einer um 77% reduzierten Promotoraktivitidt imVergleich
zum Wildtyp-Promotor (Abbildung 21B, p <0,0001) und damit im indirekten Vergleich mit der
alleinigen NF-Y-Mutation nur zu einer geringen zusitzlichen Aktivitdtsabnahme. Der direkte

Vergleich von 208bp NF-Y und 208bp_Spl NF-Y wurde in NRVCM nicht durchgefiihrt.

81



>
vy

1.5 1.5-
- i -
g g t
2 =
0o X . 1.0+
>s 2
& @ &0
o £ o O
& —— & 0.5
o [}
= =
.| | —_—
T 00' T
N
R <
7 \\/;
oqg' %?Q
C R >
1.5+ v
= T
b=
2
i
O X
> @©
%8
o g
£
o
=
-
A
éQO
N
R
@/
oqg/
Q/
O
$

Abbildung 21: Kombinierte Mutation mehrerer Bindestellen des 208bp-Promotorkonstrukts in
NRVCM. Die simultane Mutation der CREB- und der Spl-Bindestelle verringert die
Promotoraktivitit um 51% (A, p < 0,001). Die Promotoraktivitdt nimmt bei kombinierter
Mutation der Spl- und NF-Y-Bindestelle um 77% (B, p < 0,001) und Mutation aller drei
Bindestellen um 87% ab (C, p < 0,001).

Die Abnahme der Promotoraktivitidt nach kombinierter Mutation der Sp1-, CREB- und NF-Y-
Bindestelle im Vergleich zum Wildtyp liegt bei 87% (Abbildung 21C, p < 0,0001). Es wurde
kein direkter Vergleich dieses Konstruktes mit dem 87bp-Promotor in NRVCM durchgefiihrt,
die dhnliche Aktivititsreduktion im indirekten Vergleich mit den Untersuchungen in den
C2C12-Zellen spricht allerdings dafiir, dass auch in NRVCM durch Mutation dieser drei

Bindestellen eine Abnahme der Aktivitét auf das Niveau des 8 7bp-Promotors zu erwarten wire.

4.3 Der Lmcdl-Promotor enthidlt zwei hochkonservierte MEF2-
Bindestellen

Aus Screeningexperimenten einer anderen Arbeitsgruppe in HEK-Zellen war bekannt, dass die
Expression von MEF2C-VP16 zu einer starken Aktivierung des Lmedl-Promotors in vitro

fiihrt. Durch dieselbe Arbeitsgruppe war auerdem bereits eine putative MEF2-Bindestelle im
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Lmcdl-Promotor identifiziert worden. Bei dieser Bindestelle handelte es sich um die in
Abbildung 22 dargestellte proximale MEF2-Bindestelle. Diese befindet sich zwischen Position
-365 und -355bp stromaufwirts des Transkriptionsstarts. Durch eine weitere computergestiitzte
Analyse des Promotors konnte eine zusitzliche konservierte MEF2-Bindestelle identifiziert
werden, die in enger Nachbarschaft zur proximalen Bindestelle zwischen Position -388 und -

378bp lokalisiert ist und im Folgenden als distale MEF2-Bindestelle bezeichnet wird. Diese

MEF2 CREB Transkriptions-
distal sp1 tart
proximal

5 NFY 3

1655bp

981bp|
922bp|

478bp|
418bp|

Rn -407 tcagagagcactgctcagcatttatttttggagccagctctctaaaaatacct-tggctec -349

Mm gcagagagcactgctcagcatttatttttggacccagctctctaaaaatacct-tggcetc

Hs aaggggagcacagctcagcatttatttctggatccagctcactaaaaatacct-cggcetc

Bt caggagaacacagctcagcatttatttttggacccagttcactaaaaataccccaagcect

Ss caggggaacacagctcagcatttatttttggacccagctcactaaaaataccc-tagact
*k kk kkhkk Ak kAhkAkAhkhkAkAAkAhkAhkAk kAhkkhkkhk Ak khkk Ak AkAkhkkhkAkAkAk Kk KhKk *

Abbildung 22: Das Multiple Sequence Alignment der Promotorsequenz von Rattus norvegicus,
Mus muculus, Homo sapiens, Bos taurus und Sus scrofa im Zusammenspiel mit der
computergestiitzten Suche nach cis-regulatorischen Elementen fiihrte zur Identifizierung
zweier putativer Bindestellen fiir MEF2. Diese sind zwischen Position -388 bis -378 (distale)
beziehungsweise -365 und -355 (proximale) in Bezug zum Transkriptionsstart lokalisiert und
im unteren Teil der Abbildung grau hinterlegt. Aus dem oberen Teil der Abbildung ist
ersichtlich, dass diese ab dem 418bp-Promotor in den Promotorfragmenten enthalten sind.

beiden Bindestellen sind im 418bp-Konstrukt sowie allen ldngeren Promotorfragmenten
enthalten und wurden durch Uberexpression des Aktivators MEF2C-VP16 sowie Mutation auf
ihre funktionelle Relevanz gepriift.

4.3.1 Uberexpression von MEF2C-VP16 fiihrt zu einer Aktivierung des
Lmecd1-Promotors in C2C12-Zellen

Wie in Abbildung 23 zu erkennen, fiihrt die Uberexpression von MEF2C-VP16 in denjenigen
Promotorfragmenten, in denen die beiden MEF2-Bindestellen enthalten sind, also ab dem

418bp-Fragment, zu einer Aktivierung des Lmcd-Promotors um den Faktor 20 im Vergleich zur
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Basalaktivitdt des 208bp-Promotors (p < 0,0001).
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Abbildung ~ 23:  Promotoraktivitit — in  Abhdngigkeit  von
Promotorlinge und Uberexpression von MEF2C-VP16. Fragmente,
die die beiden MEF2-Bindestellen enthalten, zeigen eine um den
Faktor 20 gesteigerte Aktivitdt im Vergleich zur basalen Aktivitdit
des 208bp-Promotors (p < 0,0001). Die Normalisierung erfolgte auf
die Proteinkonzentration.

relative
Luciferaseaktivitat

4.3.2 Mutation der MEF2-Bindestellen fiihrt zu reduzierter
Promotoraktivierung durch Uberexpression von MEF2C-VP16

Zum Nachweis, dass fiir die in Abbildung 23 dargestellten Aktivititssteigerungen des Lmed1-
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Abbildung 24: Vergleich der Wildtypaktivitit des
1655bp-Promotors mit der Aktivitdt nach isolierter

Mutation der proximalen (MEF2 P) beziehungsweise
distalen  (MEF2 D) Bindestelle sowie nach

kombinierter Mutation beider Bindestellen
(MEF2 P+D). Die Normalisierung erfolgte auf die
Proteinkonzentration.

84



Promotors ab dem 208bp-Fragment durch MEF2C-VP16 die beiden identifizierten MEF2-
Bindestellen notwendig sind, erfolgte die einzelne und kombinierte Mutation dieser
Bindestellen im 1655bp-Promotor (Abbildung 24). Im Vergleich zum Wildtyp-Promotor fiihrt
die alleinige Mutation der proximalen MEF2-Bindestelle zu einer Reduktion der Aktivitdt um
60% (p < 0,0001), die der distalen um 40% (p < 0,001). Die kombinierte Mutation beider
Bindestellen fiihrt zu einer Reduktion der Promotoraktivitit unter Uberexpression von MEF2C-
VP16 von ca. 70% (p < 0,0001). Die Unterschiede zwischen den verschiedenen

Mutationskonstrukten waren allesamt nicht signifikant.

4.4 Behandlung der Zellen mit Phenylephrin fithrt zur Aktivierung des
Lmecd1-Promotors in NRVCM

Unter einer Stimulation der +

NRVCM mit 5uM Phenylephrin

2.5- T

. . @l -PE
fiir 48h kommt es beim 418bp- 5 20- I | + PE
Konstrukt zu einer signifikanten 2 |

o o ¥ 45 | |
Aktivierung des Promotors um % § e
38 10l F

den Faktor zwei (Abbildung 24,p  © 8 10
< 0,0001). Bei den deutlichen 3 057

Schwankungen, die bei den
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unter Behandlung mit PE sichtbar
Abbildung 25: Aktivitdt der Promotorkonstrukte mit und

ohne  Stimulation  durch  Phenylephrin  (PE).
Wahrscheinlichkeit um Artefakte. Normalisierung durch Renilla-Luciferase, unstimulierte
Aktivitdt des 1655bp-Promotors = 1.0. Der 418bp-
Promotor zeigt eine signifikante Steigerung der Aktivitdt
auch fiir das langste Fragment von um den Faktor 2 durch Stimulation mit PE. Den
Schwankungen der PE-induzierten Aktivitit in den
ldngeren Konstrukten ist am ehesten artefaktbedingt
Steigerung der Aktivitit um den (siehe Haupttext). Die scheinbare Reduktion der PE-
bedingten Aktivitit der beiden kiirzesten Promotoren
resultiert aus einer Induktion der Renilla-Luciferase

mit PE zeigte (siche Abbildung durch PE.

sind, handelt es sich mit einiger

Da sich in Folgeexperimenten

1655bp Lénge eine signifikante

Faktor 2 durch eine Behandlung

26), wurde es leider versdumt

diese Ergebnisse nochmals fiir alle Fragmente zu bestitigen. Wie schon in Abschnitt 3.4.13
beschrieben und in Abschnitt 5.4.3 diskutiert, fiihrt die Behandlung von NRVCM mit PE
ebenfalls zu einer Induktion der Renilla-Luciferase. Da eine Proteinbestimmung leider
technisch nicht realisierbar war, musste dennoch eine Normalisierung durch die Renilla-

Luciferase erfolgten. Dies erkldrt einerseits die scheinbare PE-induzierte Reduzierung der
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Aktivitdt der 41bp- und 87bp-Promotoren (Abbildung 25), und fiihrt andererseits zu einer

Unterschétzung der PE-induzierten Aktivitétssteigerung in den groferen Konstrukten.

4.4.1 Die Phenylephrin-abhingige Promotoraktivierung in NRVCM ist
unabhiingig von MEF2-Bindestellen

Nach erfolgter Mutation einer oder beider
MEF2-Bindestellen
der

unter

SuM

kommt

NRVCM

es
Stimulierung mit
Phenylephrin nicht zu einer Reduktion der
Promotoraktivitit (Abbildung 26). Dabei ist zu
beachten, dass die Behandlung mit PE jeweils zu
einer der

signifikanten Steigerung

Promotoraktivitét im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle fiihrt (p < 0,001 fiir
1655bp-Wildtyp; p < 0,0001 fiir alle anderen
Konstrukte). Als Nebenbefund zeigt sich, dass
die Mutation der MEF2-Bindestellen ebenfalls
Reduktion der

fiihrt,

nicht zu einer basalen

Promotoraktivitét was nach den
Ergebnissen der initialen Experimente zur

Basalaktivitit auch nicht zu erwarten war.

t ‘
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Abbildung 26: PE-abhdngige Aktivitit des
1655bp-Wildtyppromotors im Vergleich mit den
MEF2-Mutationskonstrukten. Weder  die
isolierte noch die kombinierte Mutation der
beiden MEF2-Bindestellen fiihrt zu einer
Anderung der Promotoraktivierung unter
Einfluss von PE.

4.5 Aktivierung des untersuchten Promotorfragments durch biaxiale

Dehnung ist fraglich
In NRVCM, die nach der Transfektion des
1655bp-Promotorkonstruktes biaxialer Dehnung
(Stretch) ausgesetzt werden, kommt es in
Abhéngigkeit von der Stretchdauer zu einer
Zunahme der Promotoraktivitit (Abbildung 27).
Diese Zunahme der Aktivitdt ist zwar bereits nach
kiirzerer stretch-Dauer zu erkennen, fiihrt aber erst
nach 24h zu einer signifikanten Steigerung um
den Faktor 2 (p < 0,001). Bereits hier muss

einschrinkend darauf hingewiesen werden, dass

es sich hierbei um Ergebnisse handelt, die sich
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Abbildung 27: Stretch-abhdngige Aktivitdt
des 1655bp-Promotors nach 0, 2, 6, 12
und 24 Stunden. Nach 24 Stunden zeigt
sich eine siginfikante Zunahme der
Aktivitdt um den Faktor 2 (p < 0,001).



experimentell nur inkonsistent replizieren lieen und daher die Aussagekraft dieser Ergebnisse
eingeschrénkt ist. Fiir weitere Details wird auf den folgenden Abschnitt sowie Abschnitt 5.4.4

verwiesen.

45.1 Mutation der MEF2-Bindestellen hat keinen Einfluss auf die Stretch-
abhingige Aktivitit des Lmcd1-Promotors

Zur Untersuchung des Einflusses der beiden MEF2-Bindestellen auf die Promotoraktivierung
durch biaxialen Stretch wurde der 1655bp-Wildtyp-Promotor mit dem 1655 MEF2 P+D-
Konstrukt verglichen. Nach 24h Stretch zeigten sich dabei keine signifikanten Unterschiede in
der Promotoraktivitdt zwischen den beiden Konstrukten (Abbildung 28A). Allerdings lie sich
auch die nach den initialen Ergebnissen (vergleiche Abbildung 27) erwartete Stretch-induzierte
Aktivitatssteigerung um den Faktor zwei nach 24h hier nicht replizieren: Weder der Wildtyp-
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Abbildung 28: Promotoraktivitdt des Wildtyp-1655bp-Promotors und des 1655bp-Promotors
mit kombinierter Mutation der beiden MEF2-Bindestellen nach 24h (A) und 48h (B). Es
zeigt sich keinerlei Unterschied in der Promotoraktivierung zwischen unmutiertem und
mutiertem Promotor. Entgegen den Erwartungen zeigt sich allerdings auch keine signifikante
Induktion des Promotors durch Stretch, weder nach 24 noch nach 48 Stunden.

noch der mutierte Promotor zeigen nach 24h eine signifikante Steigerung der Aktivitdt im
Vergleich zur nicht gestretchten Kontrolle (Abbildung 28A). Nach Verldngerung der Stretch-
Dauer auf 48h ist die Aktivitétssteigerung durch Stretch zwar deutlich erkennbar, erreicht mit
einer Zunahme um 50% aber nicht das erwartete Mall und ist ebenfalls nicht signifikant
(Abbildung 28B). Auch nach 48h zeigt sich kein Unterschied in der Promotoraktivitidt durch
Mutation der beiden MEF2-Bindestellen im Vergleich zum Wildtyp-Promotor (Abbildung
28B).
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5 Diskussion

5.1 Generelle methodische Einschrinkungen

Bevor die spezifischen Ergebisse dieser Arbeit diskutiert werden, soll zunichst auf einige
Probleme hingewiesen werden, die durch die verwendete Methodik und den Versuchsautbau
bedingt sind. Obwohl es sich bei dem in dieser Arbeit zur Promotoranalyse verwendeten Ansatz,
der auf der transienten Transfektion von Reporterplasmiden in Zielzellen in vitro basiert, um
ein etabliertes Vorgehen handelt, existieren Einschrinkungen die aus den Unterschieden
zwischen Modell und in vivo Bedinungen resultieren. Diese werden im folgenden Absatz

besprochen und sollten bei der Interpretation und Einordnung der Ergebnisse bedacht werden.

5.1.1 Unterschiede zwischen in vitro Modell und Bedingungen in vivo

5.1.1.1 Chromatinstruktur

Wie in Abschnitt 1.2.3.2 ausgefiihrt, spielt die Ordnung der DNA in Form von Chromatin eine
bedeutende Rolle bei der Regulation der Transkription. Fiir die Promotoranalyse mit Hilfe von
transfizierten Plasmiden stellt sich daher die Frage, ob diese nach der Transfektion
Nukleosomen ausbilden und wenn ja ob dies zu einer Chromatinstruktur fiihrt, die mit
derjenigen in vivo vergleichbar ist. Tatsdchlich kommt es nach der Transfektion von Plasmiden
zur Assoziation von Histonen mit Ausbildung einer Chromatinstruktur, die zwar in mancher
Hinsicht Ahnlichkeiten mit derjenigen in vivo aufweist, aber auch deutliche Unterschiede
erkennen ldsst [440]: so kommen die Histone aufler Histon H1 zwar in einem &hnlichen
stochiometrischen Verhiltnis wie in reguldrem Chromatin vor, scheinen sich aber eher zufallig
und unkoordiniert anzuordnen [441]. Der Mangel an Histon HI geht mit einem eher
permissivem Zustand der transfizierten DNA einher [441] wihrend die aberrante Organisation
der tibrigen Histone die Transkription in unvorhersehbarer Weise beinflusst: so besteht
einerseits die Moglichkeit, dass regulatorische Elemente als funktional identifiziert werden,
obwohl deren Funktion im reguldren Kontext durch Nukleosomen behindert wird. Umgekehrt
werden funktionale Elemente moglicherweise nicht identifiziert, wenn diese nur im Kontext
mit regulér strukturiertem Chromatin notwendig sind, beispielsweise zur Rekrutierung von am

Chromatinremodelling beteiligten Enzymen wie BRG1 [442].

Zusammenfassend bedeutet dies, dass der in dieser Arbeit verwendete Ansatz die komplexen

Chromatin-bedingten Einfliisse auf die Transkription unzureichend abbildet.

5.1.1.2 Methylierung
In dhnlicher Weise wie bereits fiir die Chromatinstruktur besprochen, muss davon ausgegangen
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werden, dass das Methylierungsmuster des transfizierten Promotors vom natiirlichen Zustand
abweicht. Die verwendeten Vektoren sind ebenso wie die mittels PCR amplifizierten
Promotorabschnitte zunéchst komplett unmethyliert. Der in dieser Arbeit zur Vermehrung der
Reporterplasmide verwendete E. coli-Stamm DH10B exprimiert die Methyltransferasen dam
und dem, was zu einer Methylierung von Adenin im Motiv GATC [443] sowie des jeweils
zweiten Cytosins der Motive CCTGG und CCAGG fiihrt [444]. Es kommt folglich zu keiner
Methylierung an CG-Dinukleotiden, so dass ein deutlich anderes Methylierungsmuster als in
Eukaryonten entsteht (vergleiche 1.2.3.1). Nach der Transfektion in die Zielzellen ist die
Plasmid-DNA zwar den eukaryontischen Methyltransferasen ausgesetzt, da diese aber vor
allem hemimethylierte DNA-Strange im direkten Anschluss an die Replikation als Substrat
nutzen [445], kommt es vermutlich nicht zu einer relevanten Anderung des

Methylierungsmusters.

Entsprechend den oben angestellten Uberlegungen besteht bei dem in dieser Arbeit verfolgten
Ansatz keinerlei Konservierung des urspriinglichen genomischen Methylierungsmusters des

untersuchten Promotors.

5.1.1.3 Genomischer Kontext

Ein weiterer Unterschied des Modells liegt in der isolierten Betrachtung des Promotors
aullerhalb des genomischen Kontextes, also insbesondere auBerhalb der Organisation von
topologisch assoziierenden Doménen (vergleiche 1.2.1, 1.2.1.2 und 1.2.1.3), in das der
Promotor regulér eingebettet ist: durch die isolierte Unterbringung des Promotors auf einem
Plasmid, werden eventuelle Einfliisse von weiter distal gelegenen Enhancern oder Silencern
nicht erfasst. Es ist daher moglich, dass regulatorische Elemente in ihrer Bedeutung iiber- oder
unterschitzt beziehungsweise gar nicht erst identifiziert werden, da sie eine Wirkung

ausschlieBlich im Zusammenspiel mit distalen Elementen entfalten.

5.1.2 Unterschiedliche Groflie der verwendeten Plasmide

Generell gilt, dass die Effektivitit einer Transfektion mit Hilfe von Liposomen (Lipofektion)
mit zunehmender Gréf3e des zu transfizierenden Plasmids abnimmt [446]. Dieser Effekt, der
bei PlasmidgroBen bis 10kb besonders stark ausgeprdgt ist, wurde in der genannten
Untersuchung allerdings bei Normalisierung auf die Proteinkonzentration bestimmt. Unter der
Annahme, dass bei Lipofektion eines groBeren Testplasmids bei simultaner Lipofektion eines
Kontrollplasmids konstanter Grof3e auch dieses mit geringerer Effektivitit transfiziert wird und
somit der systematische Fehler reduziert werden kann, wurde in dieser Arbeit, wenn moglich,

ein entsprechender Ansatz verfolgt (fiir Ausnahmen siehe 3.4.13). Dennoch ist auch bei diesem
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Vorgehen ein abnehmender Lipofektionserfolg mit steigender PlasmidgroBe zu beobachten, der
in einer Studie in einem Unterschied in der Transfektionseftektivitit von 50 - 80% (abhingig
von der untersuchten Zellart) zwischen Plasmiden mit einer GroBe von 5,1kb bzw. 6,3kb
resultierte [447]. Die in dieser Arbeit verwendeten Reporterplasmide besitzen bedingt durch die
unterschiedliche Lange der eingefiigten Promotorfragmente eine Gréf3e zwischen 6099bp und
7713bp, so dass dieser Effekt vermutlich ebenfalls auftritt und bei der Interpretation der
Ergebnisse beachtet werden muss. Da in dieser Arbeit eine deutliche und signifikante Zunahme
der Promotoraktivitit mit zunehmender Promotor- und entsprechend mit zunehmender
PlasmidgroBe beobachtet wurde, ist das Ausmal3 des verzerrenden Effektes aber vermutlich

begrenzt.

Zusitzlich muss bedacht werden, dass die in dieser Arbeit durchgefiihrte massenidquivalente an
Stelle einer dquimolaren Transfektion der Plasmide vermutlich ebenfalls zu einer reduzierten
Luciferaseaktivitit der groBBeren Plasmide fiihrt, da diese bereits im Transfektionsgemisch in

geringerer Molekiilzahl vorliegen.

5.2 Kernpromotor

Die computergestiitzte Analyse der Kernpromotorregion erfolgte mit Hilfe zweier
unterschiedlicher Vorgehensweisen. Unter der Annahme, dass funktionell bedeutsame DNA-
Bereiche des Kernpromotors einer geringeren Mutationsrate unterliegen als solche ohne
Funktion, erfolgte initial die Suche nach Kernpromotorelementen auf Basis des Multiple
Sequence Alignments der Kernpromotorregion von Rattus norvegicus mit den
Promotorsequenzen von Mus muculus, Homo sapiens, Bos taurus und Sus scrofa. Diese
Analyse identifizierte ein schwach ausgeprigtes aber konserviertes TATA-Motiv (siehe 4.1).
Die Sequenz AATTAAAG, die bereits eine relativ groBe Abweichung vom Konsensusmotiv
TATAWAAR zeigt, ist von Position -44 bis -38 lokalisiert und zeigt in Rattus norvegicus somit
zusitzlich eine deutliche Abweichung im Hinblick auf die optimale Positionierung im Bereich
von -27 bis -32. Allerdings wird bei oben genanntem Vorgehen keine Riicksicht auf die Lage
des jeweiligen Transkriptionsstarts in den Vergleichsspezies genommen. Entsprechend zeigte
sich keinerlei Konservierung beziiglich der Entfernung des Motivs vom Transkriptionsstart, die
beispielsweise bei Sus scrofa etwa -90 und bei Mus muculus +20 Nukleotide betrug. Dies liel3
eine bedeutsame Funktion dieses TATA-Motivs als konserviertes Kernpromotorelement bereits
a priori als unwahrscheinlich erscheinen, was durch die nachfolgende Mutationsanalyse

bestétigt wurde.

Um der groflen Rolle, die der relativen Position der Kernpromotorelemente in Bezug zum
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Transkriptionsstart zukommt, besser gerecht zu werden, erfolgte zusétzlich eine fiir jede
Spezies getrennt durchgefiihrte Suche nach Kernpromotorelementen im Bereich des
Transkriptionsstarts = 50 Nukleotide. Die nachfolgende Selektion nur derjenigen Elemente, die
in allen Spezies an einer mit der Funktion des jeweiligen Elementes vereinbaren Position
lokalisiert waren, fithrte zur Identifikation eines Initiator-Elementes. Wiahrend dieses in den
Spezies Homo sapiens (CCAGCTC, 6 von 7 Basen konserviert), Bos taurus (CCATTCA, 6/7)
und Sus scrofa (CGAGCCT, 5/7) sowohl die Sequenz als auch die Position betreffend eine
relativ gute Ubereinstimmung mit den Anforderungen zeigt, entspricht die algorithmisch
vorhergesagte Sequenz in Mus muculus zwar perfekt der Konsensussequenz von Y YANWY'Y
liegt aber in toto stromaufwirts des Transkriptionsstarts. Eine manuelle Uberpriifung der direkt
um den Transkriptionsstart von Mus muculus gelegenen Sequenz (TTAGAGG) zeigt allerdings,
das diese ebenfalls in 5 von 7 Basen mit dem Konsensusmotiv iibereinstimmt. Die um den
Transkriptionsstart von Rattus norvegicus gelegene Sequenz (CCGCTGG, 4/7) zeigt die
geringste Sequenzkonservierung und ist auch die optimale Position betreffend um ein Nukleotid
nach stromaufwirts verschoben. Unter der Annahme, dass der in den iibrigen Spezies relativ
gut konservierte Initiator tatsdchlich funktionell relevant ist, erscheint es verlockend zu
spekulieren, dass die schwache Konservierung dieses Elements im Kernpromotor von Rattus
norvegicus in seiner Funktion durch die schwache TATA-Box ergédnzt beziehungsweise ersetzt
wird. Tatsdchlich wird berichtet, dass TATA-Box und Inr unter bestimmten Umstdnden in der
Lage sind sich funktionell zu ersetzen und bei gemeinsamem Auftreten synergistisch zu wirken
[448]. Dabei scheint das Ausmal3 der Synergie insbesondere von der Zusammensetzung des
proximalen Promotors abzuhidngen [449] und ist bei Spl-haltigen Promotoren ausgeprigt
[450,451]. Gegen diese Theorie spricht, dass die DNA-Sequenz, die das TATA-Motiv in Rattus
norvegicus enthélt, wie oben beschrieben auch in den anderen Spezies konserviert ist, was eine
funktionelle Bedeutung nahelegt, die aber aufgrund der oben besprochenen deutlichen
Unterschiede beziiglich der Lokalisation zum Transkriptionsstart eine andere Funktion als die

eines Kernpromotorelementes vermuten lasst.

Alternativ besteht die Maoglichkeit, dass der Kernpromotor von Lmcdl nur einen
vernachldssigbar geringen Einfluss auf die Transkriptionsrate besitzt. Diese Annahme wird
durch den bei strikter Definition vollkommenen Mangel an herkdémmlichen
Kernpromotorelementen in Rattus norvegicus gestiitzt (siche oben). Wie in Abschnitt 1.2.3.1.1
ausgefiihrt iiberlappen solche Promotoren héufig mit CpG-Inseln und sind auBerdem mit
sogenannten zerstreuten Promotoren assoziiert, an denen der Promotor mehrere

Transkriptionsstarts aufweist, die iiber einen Bereich von 50 — 200 Basenpaaren verteilt sind
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(siehe 1.2.1.1.3). Wihrend der Promotor von Rattus norvegicus, wie auch der von Mus muculus
und Bos taurus, aber keine solche Uberlappung zeigt, liegt der Transkriptionsstart in den

Spezies Homo sapiens und Sus scrofa tatsichlich in einer CpG-Insel.

Uber die Anzahl und Verteilung der Transkriptionsstarts im Lmcd1-Promtotor liegen aus dem
Fantom5-Projekt [452—454] nur Daten fiir Homo sapiens und Mus muculus vor, die ebenfalls
divergent sind: Fiir Homo sapiens werden insgesamt 7 Peaks gelistet, die iiber einen Abschnitt
von ca. 350 Basenpaaren verteilt liegen, wéihrend fiir Mus muculus nur ein singuldrer Peak

aufgefiihrt wird.

Zusammenfassend bleiben beziiglich der regulatorischen Funktion und des Aufbaus des
Kernpromotors von Lmcdl viele offene Fragen, die gegebenenfalls in weiteren

Untersuchungen geklért werden miissen.

5.3 Basale Aktivitit des Lmcd1-Promotors

In dieser Arbeit konnte die fundamentale Bedeutung dreier Transkriptionstaktorbindestellen fiir
die basale Aktivitdt des Lmcd1-Promotors herausgearbeitet werden. Es handelt sich dabei um
Bindestellen fiir CREB, Spl und NF-Y. Wie bereits an anderer Stelle erwéhnt, erfolgte keine
experimentelle Bestimmung der tatsidchlich an diese Motive bindenden Transkriptionsfaktoren,
so dass neben den namensgebenden Faktoren stets noch weitere als Bindungspartner in Frage
kommen. So sagt die computergestiitzte Analyse fiir die CREB-Bindestelle beispielsweise Pax-

2, fur die Spl-Bindestelle

Promotoraktivitét
KLF1, 4 und 5 sowie fiir die C2C12 NRVCM
NF-Y-Bindestelle  Gfi-1b [CREBSpI HNF-Y}—r— 100% 100%
als  potentiell  weitere
Bindungspartner  vorher. -ICXEB H Spl H NE-Y }_I*_ 100% 90% (ns)
Obgleich  einige dieser {CREBHSKiHNF-Y }_I*_ 100% 75% (ns)

Alternativen eher

—~CREBH Sp1HNRY—C— 60% 30%
unwahrscheinlich
erscheinen (die CREB- —CREB S HNF-Y}—L 85% (ns) 50%
Bindestelle  zeigt eine [SKTHNKY 30% 20%

deutlich eringere
U O RRY—— 1% 12,5%

Pax-2  Konsensusmotiv,  4ppildung 29: Promotoraktivitiit in C2C12-Zellen und NRVCM
Gfi-1b  ist ein reiner bei variabler Mutationskombination der identifizierten

o Bindestellen. Nicht signifikante Unterschiede im Vergleich zum
transkriptionaler Repressor  wiidgnp sind entsprechend gekennzeichnet (ns).
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[455] und wiirde daher nicht zu den Ergebnissen dieser Arbeit passen), sind zur definitiven

Klédrung der tatsdchlich bindenden Faktoren weitere Untersuchungen notwendig.

Fiir die weiteren Uberlegungen wird angenommen, dass es sich bei den bindenden Faktoren
tatsdchlich um CREB, Spl und NF-Y handelt. In Abbildung 29 ist der Einfluss verschiedener
Mutationskombinationen auf die Aktivitdt des 208bp-Promotors zusammengefasst. Insgesamt
sind die Ergebnisse in C2C12-Zellen und NRVCM é&hnlich: in beiden Zellarten trégt die NF-Y-
Bindestelle den grofiten Teil zur basalen Promotoraktivitét bei, wahrend isolierte Mutationen
der anderen beiden Bindestellen zu keiner (C2C12) bzw. nur leichter aber nicht signifikanter
Reduzierung der Promotoraktivitét fiihren (NRVCM). Der synergistische Einfluss, den auch die
CREB- und Spl-Bindestelle auf die Promotoraktivitit ausiiben, wird deutlich, wenn diese
Bindestellen kombiniert untereinander bzw. zusammen mit der NF-Y-Bindestelle mutiert
werden. In  Zusammenschau mit dem  wahrscheinlichen Fehlen funktionaler
Kernpromotorelemente (vergleiche 5.2), soll hier ein Modell postuliert werden, in dem die drei
Faktoren CREB, Spl und NF-Y fiir die Rekrutierung der basalen Transkriptionsmaschinerie
und die Ausbildung des PIC verantwortlich sind. Eine direkte Interaktion mit Bestandteilen des
PIC, insbesondere mit TFIID, ist entsprechend fiir alle drei Faktoren beschrieben und auch die
synergistische Kombination dieser drei Faktoren ist fiir andere Promotoren, wie beispielsweise
den Sox9-Promotor, dokumentiert [456,457]. Fiir den Lmcd1-Promotor von Rattus norvegicus
muss dabei beachtet werden, dass es sich bei den jeweiligen Bindemotiven nur bei dem fiir
CREB um das optimale Motiv (TGACGTCA) handelt. Das Motiv fiir Spl (GGGAGGG)
unterscheidet sich vom optimalen Motiv GGGCGGG und bindet Spl mit um den Faktor 3
reduzierter Affinitdt [374]. Analog dazu weicht die Bindestelle fiir NF-Y in Rattus norvegicus
(ATTCG, entspricht CGAAT auf dem Gegenstrang) ebenfalls vom Konsensusmotiv (CCAAT,
entspricht ATTGG auf dem Gegenstrang) ab. Als moglicher zusétzlicher Synergiemechanismus
kommt daher die gegenseitige Bindung und Stabilisierung von Sp1 und NF-Y in Betracht, die
ebenfalls bereits beschrieben ist und moglicherweise die imperfekten Bindemotive kompensiert

[358,380].

5.4 Funktion der MEF2-Bindestellen

In dieser Arbeit sind zwei putative MEF2-Bindestellen im proximalen Lmcd1-Promotor von
Rattus norvegicus identifiziert worden, die in den Spezies Mus muculus, Homo sapiens, Bos
taurus und Sus scrofa konserviert sind (siche 4.3). In C2C12-Zellen fiihrt die Uberexpression
des Fusionsproteins MEF2C-VP16, welches aus der DNA-Bindedoméne von MEF2C sowie

der Transaktivierungsdomine von VP16 besteht, zu einer Steigerung der Transkriptionsrate um
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den Faktor 20, die durch Mutation jeweils einer oder beider MEF2-Bindestellen signifikant

reduziert wird.

5.4.1 Unterschiede zwischen MEF2C und MEF2C-VP16

Obgleich diese Ergebnisse einen stimulatorischen Einfluss von MEF2C auf die
Promotoraktivitit von Lmcdl nahelegen, muss beachtet werden, dass sich MEF2C-VP16
deutlich vom MEF2-Wildtyp unterscheidet: zwar enthédlt es die MADS- und MEF2-Doméne
von MEF2C, die neben der DNA-Bindung auch eine Vielzahl der Interaktionen mit
Koaktivatoren vermittelt (vergleiche 1.2.2.2), diese zeigen aber fiir sich alleingenommen
keinerlei Aktivierung der Transkription [326]. Erst durch die Fusion mit der
Aktivierungsdomine von VP16 entsteht ein potenter Transkriptionsaktivator, der die
Transkription von einem MEF2-getriebenen Promotor um 60% stirker induziert als der
MEF2C-Wildtyp [326]. Die Mechanismen der Transkriptionsaktivierung durch VP16
unterscheiden sich allerdings deutlich von Wildtyp-MEF2C: VP16 interagiert mit einer Vielzahl
der basalen Transkriptionsfaktoren sowie dem Mediator- und SAGA-Komplex (siehe 1.2.2.6),
so dass vermutlich ein Grofteil des stimulierenden Effekts auf die beschleunigte Rekrutierung
und Assemblierung des PIC zuriickzufithren ist, wihrend fiir Wildtyp-MEF2C keine
Interaktionen mit basalen Transkriptionsfaktoren beschrieben sind [458]. Stattdessen scheint
MEF2C seine aktivierende Funktion Uiber die Interaktion mit Faktoren zu entfalten, die eher
indirekt auf die Initiation wirken wie Spl [341] und p300 [339] bzw. durch Wirkung auf die
Elongation mittels P-TEFb [338], so dass aus den Uberexpressionsexperimenten mit MEF2C-
VP16 nur mit grofer Vorsicht auf einen analogen Effekt durch Wildtyp-MEF2C geschlossen
werden sollte. Es wire daher von groflem Interesse, die durchgefiihrten Experimente unter

Uberexpression von Wildtyp-MEF2C zu wiederholen.

5.4.2 Kein Einfluss der MEF2-Bindestellen auf die basale
Promotoraktivitit

Zwar erschien ein Einfluss der MEF2-Bindestellen auf die basale Promotoraktivitédt auf Grund
der Tatsache, dass kein Zuwachs an Basalaktivitdt im 418bp- im Vergleich zum 208bp-
Promotor beobachtet werden konnte bereits friih als unwahrscheinlich, im Lichte der
berichteten Fihigkeit zur synergistischen Interaktion mit Sp1 (siehe oben) war allerdings nicht
auszuschlieen, dass ein zusdtzlich hemmender Faktor im 418bp-Promotor durch stimulierende
Wirkung von MEF2C kompensiert wiirde. Diese Mdglichkeit wurde allerdings durch Mutation
der MEF2-Bindestellen ausgeschlossen, nach der sich keine Reduktion der basalen Aktivitit
des Lmcd1-Promotors zeigte (siche 4.4.1)
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5.4.3 PE-induzierte Promotoraktivierung von Lmecd1

Bei Phenylephrin (PE) handelt es sich um einen ai-Adrenorezeptoragonisten, der seine
Wirkung iiber die Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt und fiir den schon
lange ein prohypertropher Effekt im Rahmen der kardialen Hypertrophie nachgewiesen ist
[459]. Im Anschluss an die Rezeptorbindung kommt es iiber eine Aktivierung des kleinen G-
Proteins Ras [460] neben einer Aktivierung von ERK-1/2 auch zu einer Aktivierung von p38,
das liber Phosphorylierung zu einer Aktivierung von MEF2 fiihrt [332]. Zusétzlich kommt es
zu einer Aktivierung von Ca*/Calmodulin-abhiingigen Kinasen [461], die synergistisch mit den
vorgenannten MAP-Kinasen und durch PE stimulierbar zu einer Aktivierung von MEF2 fiihren
[327]. Weiterhin aktiviert PE den Calcineurin-Signalweg [421,462], der ebenfalls an der
Aktivierung von MEF2 beteiligt ist (siche 1.2.2.2).

Es lag daher nahe einen Einfluss der beiden MEF2-Bindestellen auf die von Frank et al.
beobachtete PE-induzierte Uberexpression von Lmedl [421] anzunehmen. Der Besprechung
der MEF2-Bindestellen soll allerdings zundchst eine vergleichende Betrachtung der
Promotoraktivierung durch PE in dieser Arbeit mit dem beobachteten Effekt bei Frank et al.
vorangestellt werden: In den Untersuchungen von Frank et al. erzeugte die Stimulation von
NRVCM in Zellkultur mit PE eine Erh6hung der Lmcd1-mRNA-Spiegel um den Faktor 2,5.
Dies korreliert zwar auf den ersten Blick gut mit der in dieser Arbeit gezeigten
Promotoraktivierung von Lmcdl um den Faktor 2, beim Vergleich dieser Werte miissen aber
einige zusdtzliche Faktoren berticksichtigt werden: (1) Ganz allgemein sind indirekte
Vergleiche zwischen verschiedenen Studien aufgrund des erhdhten Verzerrungspotentials in
ihrer Aussagekraft eingeschrinkt. (2) Bei der in dieser Arbeit gemessenen Aktivierung des
Lmcd1-Promotors mittels Aktivitdtsbestimmung des Firefly-Luciferase-Proteins handelt es
sich letztlich um eine Messung der gebildeten Proteinmenge, da sich das gemessene Firefly-
Signal proportional zu dieser verhilt. Im Gegensatz dazu korreliert die mRNA-Menge
allgemein nur schwach mit der tatsdchlichen Proteinmenge [463,464], so dass Protein- und
mRNA-Menge nur unter Vorbehalt verglichen werden sollten. In Untersuchungen an lebenden
Maiusen nach Aortenligatur waren die gemessenen Steigerungen der mRNA- und Proteinspiegel
von Lmcdl allerdings vergleichbar [423]. (3) Die Behandlung mit PE fiihrte neben einer
Aktivierung des Lmcdl-Promotors auch zu einer gesteigerten Expression des Renilla-
Luciferase-Proteins vom Kontrollvektor pRL-TK etwa um den Faktor 4 (siche 3.4.13). Es
wurde daher eine alternative Normalisierung auf die Proteinkonzentration pro Well versucht,
die allerdings aufgrund der geringen messbaren Proteinkonzentration in den Versuchen mit

NRVCM nicht etabliert werden konnte (siche ebenfalls 3.4.13). Daher musste die
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Normalisierung trotz dessen Induktion mit pRL-TK durchgefiihrt werden, was wahrscheinlich
die deutliche Unterschitzung der PE-abhéngigen Aktivierung des Lmcd1-Promotors zur Folge

hat.

Nimmt man hypothetisch an, dass die in dieser Arbeit gezeigte Promotoraktivierung deutlich
iiber eine Verdopplung hinaus- und mit einem entsprechenden Anstieg der mRNA-Spiegel
einhergeht, kommt es zu einer Diskrepanz der berichteten Ergebnisse, die zusdtzlich zu den
oben genannten noch durch weitere Faktoren erkldrt werden konnte: (1) Wie in Abschnitt
5.1.1.3 erwihnt, wurde der Lmcd1-Promotor in dieser Arbeit isoliert von seinem genomischen
Kontext betrachtet, das heiflt die Auswirkung von weiter entfernt gelegenen Silencern oder
Enhancern wird nicht erfasst und fiihrt gegebenenfalls zur Uber- oder Unterschitzung der
Promotoraktivierung. (2) Eine mogliche posttranskriptionale Regulation, beispielsweise der
Lmcd1-mRNA-Spiegel in Folge einer Stimulation mit PE wird nicht detektiert, da diese
zumeist transkriptspezifisch abliuft [465] und eventuelle Regulationsmechanismen dieser Art
daher keinen Einfluss auf die Firefly-mRNA- und somit Firefly-Proteinmenge haben. Die in
dieser Arbeit gezeigte Aktivierung des Lmcd1-Promtors durch PE, liegt somit zwar vermutlich
deutlich iiber der von Frank et al. beobachteten Steigerung der Lmcd1-Expression, da diese
aber entsprechend den genannten Uberlegungen niiher an der biologischen Realitit
(Tatsdchliche Messung der Lmcd1-mRNA, Genexpression von Lmcd1 innerhalb des reguldren
genomischen Kontextes) liegt, ist wahrscheinlich, dass die Wirkung von PE auf die
Genexpression von Lmedl nicht allein {iber den Promotor vermittelt wird, zumindest nicht

direkt.

5.4.3.1 Kein Einfluss der MEF2-Bindestellen auf die PE-induzierte
Promotoraktivierung von Lmecd1

Wie oben erwihnt lag es nahe, fiir die beobachtete Aktivierung des Lmcd1-Promotors durch
Stimulation mit 5uM PE eine Funktion der beiden konservierten MEF2-Bindestellen
anzunehmen. Tatsdchlich fiihrte die Stimulation von NRVCM mit Phenylephrin wie oben
berichtet zwar zu einer Aktivierung des Lmed1-Promotors, diese zeigte aber erstaunlicherweise
keinerlei Abhingigkeit von den beiden MEF2-Bindestellen, mit ensprechend unveridnderter

Promotoraktivierung nach Mutation der Bindestellen (siehe 4.4.1).

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse sollte beachtet werden, dass die in Abschnitt 5.1
aufgefiihrten Einschrdnkungen umso schwerer wiegen, da MEF2 seine Wirkung hauptséchlich
iiber die Modifikation von Histonen entfaltet (vergleiche 1.2.2.2), und somit in besonderem

Ausmal} von diesen Einschrinkungen betroffen ist. Andererseits zeigt MEF2 an Promotoren,
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die nachweislich durch MEF2 reguliert werden, durchaus eine Aktivierung wenn diese in ein
Reporterplasmid kloniert werden [326]. Zusammenfassend ist also ein Beitrag der MEF2-
Bindestellen zur PE-vermittelten Promotoraktivierung von Lmecdl nicht auszuschlieBen, ein

signifikanter Anteil wird aber mit groBer Wahrscheinlichkeit liber andere Faktoren vermittelt.

Bei der Suche nach diesen Faktoren sollte auch CREB in Betracht gezogen werden: iiber den
oben geschilderten Ablauf, der PE-abhingig zu einer Aktivierung von p38 und CaMKII fiihrt,
kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung von CREB [318,319,466]. Zwar zeigte sich die PE-
abhéngige Aktivierung des Lmcdl-Promotors im 208bp-Promotor (der die identifizierte
CREB-Bindestelle bereits enthdlt) nur in der Tendenz (siche 4.4), allerdings ist nicht
auszuschlieBen, dass fiir die induzierbare Aktivierung durch CREB noch weiter stromaufwérts
gelegene und bislang nicht identifizierte Bindestellen im Lmcd1-Promotor notwendig sind, so
dass die weitere Untersuchung der CREB-Bindestelle einen moglichen Ansatz bei der Suche
nach den PE-vermittelnden Mechanismen des Lmcd1-Promotors darstellt. Dem steht allerdings
die berichtete Notwendigkeit einer funktionalen TATA-Box fiir eine iiber die konstitutive
Promotoraktivierung durch CREB hinausgehende Stimulierung der Transkription entgegen
[307], eine Voraussetzung die nach den in Abschnitt 5.2 angestellten Uberlegungen als

vermutlich nicht gegeben zu betrachten ist.

5.4.4 Kein Einfluss der MEF2-Bindestellen auf die Stretch-induzierte
Aktivierung des Lmcd1-Promotors

Seit langem ist bekannt, dass die biomechanische Belastung des Herzens zu einer kardialen
Hypertrophie fiihrt. Im Modell ldsst sich dies sowohl in vivo, beispielsweise durch artifizielle
Verengung der Aorta mittels ,,Aortic Banding* mit konsekutiver Erh6hung der Nachlast [467]
als auch in vitro durch Dehnung von kultivierten neonatalen ventrikuldren
Rattenherzmuskelzellen [421,468] simulieren und beobachten. An der Ausbildung dieser
Hypertrophie sind eine Vielzahl von Signalwegen beteiligt [469]: unter anderem kommt es zu
einer Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und ERK-1/2 [470] sowie des Calcineurin-
Signalweges und der CaMKII [471]. Da es sich bei p38, Calcineurin und der CaMKII jeweils
um Proteine handelt, die einen aktivierenden Einfluss auf den Transkriptionsfaktor MEF2
entfalten (vergleiche 1.2.2.2), lag es nahe eine Funktion der beiden identifizierten MEF2-

Bindestellen auf die Stretch-induzierte Aktivierung des Lmcd1-Promotors zu vermuten.

In dieser Arbeit konnte zunéchst eine Aktivierung des 1655bp-Promotors um den Faktor 2 durch
24h dynamischen Stretch beobachtet (siehe 4.5) und damit prinzipiell gezeigt werden, dass die

bekannte Stretch-abhingige Uberexpression von Lmed1 (siehe 1.3) zumindest teilweise iiber
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eine gesteigerte Transkriptionsrate sowie Elemente im proximalen Promotor von Lmecdl
vermittelt wird. Frank et al. konnten nach 24h Stretch allerdings eine Steigerung der Lmed1-
mRNA-Level um den Faktor 6 zeigen [421]. Diese scheinbar deutliche Diskrepanz muss
allerdings unter Beachtung der folgenden Uberlegungen interpretiert werden: (1) Es gilt auch
hier, dass ein Vergleich der Protein- mit der mRNA-Menge nur unter Vorbehalt durchgefiihrt
werden sollte (sieche 5.4.3). (2) Entsprechend der bereits in Abschnitt 5.1.1.3 gemachten
Einschriankung ist denkbar, dass zur vollstindigen Vermittlung der Stretch-induzierten
Transkriptionssteigerung von Lmcd1 weiter entfernt gelegene Enhancer notwendig sind, deren
Funktion in dieser Arbeit nicht erfasst wurde. (3) Ein Teil der Stretch-induzierten
Uberexpression wird méglicherweise posttranskriptional, also beispielsweise iiber eine
verlangsamte Degradierung der Lmcdl-mRNA vermittelt. Da die posttranskriptionale
Regulation der Genexpression zumeist transkriptspezifisch erfolgt [465], sind solche Einfliisse

mit dem verwendeteten Versuchsaufbau nicht detektierbar.

Wie bereits erwdhnt lieS sich in den nachfolgenden Experimenten mit mutierten MEF2-
Bindestellen keine zuverldssige Aktivierung des Wildtyp-Promotors durch 24h Stretch
replizieren (siehe 4.5.1). In darauthin durchgefiihrten Versuchen mit einer Stretchdauer von 48h
zeigte sich zwar eine stirkere Aktivierung als nach 24h, die allerdings mit einer Steigerung um
den Faktor 1,5 ebenfalls hinter den erwarteten Werten zuriickblieb und nicht signifikant war.
Als mogliche Erkldrung kommen vor allem methodeninherente Probleme in Frage. So ldsst sich
ein im Vergleich zu herkdmmlichen Kulturplatten relativ variables Anwachsen vitaler Zellen
auf den speziellen Stretch-Platten beobachten, was trotz des Aussidhens gleicher Zellzahlen zu
unterschiedlichen Startbedingungen zu Beginn verschiedener Stretchexperimente fiihrt.
Zusitzlich verscharft wurde dieses Problem durch den beobachtbaren zellschddigenden Effekt
sowohl von Lipofectamine 3000 (sieche 3.4.11.2) als auch durch den Stretch an sich in
Abhingigkeit von der unmittelbar vor Stretchbeginn vorliegenden Zelldichte und -vitalitét, der

zu einem zusétzlich variablen Untergang von NRVCM wihrend des Stretchs fiihrte.

Unter Beriicksichtigung der oben genannten Einschrankungen hat sich in dieser Arbeit keinerlei
Verdnderung der Stretch-induzierten Aktivitdit des 1655bp-Lmcdl-Promotors durch
kombinierte Mutation der beiden MEF2-Bindestellen gezeigt (siche 4.5.1). Zwar sollte diese
Erkenntnis mit einiger Vorsicht betrachtet und gegebenenfalls durch weitere Versuche
kontrolliert werden, dennoch steht diese im Einklang mit den hier berichteten Ergebnissen zur
Stimulation von NRVCM mit PE: auch in diesen zeigte sich keine Verdnderung der PE-

abhénigen Promotoraktivierung nach Mutation der MEF2-Bindestellen. Da sich die durch
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Phenylephrin bzw. Stretch aktivierten Signalwege {iiberschneiden, und beide zu einer
Aktivierung von p38, Calcineurin sowie der CaMKII fiihren, die allesamt zur Aktivierung von
MEF?2 beitragen, stiitzt diese Erkenntnis die berichteten Ergebnisse nach denen die MEF2-

Bindestellen nicht an der Stretch-abhdngigen Promotoraktivierung von Lmcd] beteiligt sind.

6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten die Regulationsmechanismen der Genexpression von LIM and cysteine-
rich domains 1 (Lmcdl) auf Ebene des Promotors untersucht werden. Bei Lmcdl handelt es
sich um ein Protein, welches vor allem in kardialer und quergestreifter Muskulatur exprimiert
wird, im Herzen vor allem an der Z-Scheibe lokalisiert ist und vor allem Protein-Protein-
Interaktionen eingeht. In vorangegangenen Untersuchungen konnte nicht nur eine
herausragende Rolle von Lmcdl im Rahmen der Ausbildung einer kardialen Hypertrophie als
Antwort auf bestimmte Stimuli (z.B. Nachlasterhdhung oder hormonelle Stimuli)
herausgearbeitet werden, es hatte sich in diesen Arbeiten zusitzlich gezeigt, dass Lmedl im
Mausmodell sowohl notwendig als auch ausreichend fiir einen hypertrophen Umbau des
Herzens war: eine Uberexpression von Lmcdl fiihrt ohne weitere Intervention zu einer
kardialen Hypertrophie wihrend es in Knockdown-Experimenten von Lmcdl auch unter
Stimulation mit sonst hypertroph wirkenden Einfliissen nicht zu einer hypertrophen Antwort

kam.

Obgleich in den Vorarbeiten gezeigt werden konnte, dass es im Rahmen der kardialen
Hypertrophie zu einer Expressionszunahme von Lmecd1 kommt, also der Einfluss von Lmcdl
auf die Herzhypertrophie vermutlich auch tiber die Expressionsrate von Lmed1 selbst reguliert
wird, hatten sich bis dato vorliegende Arbeiten vor allem mit dem Einfluss von Lmecdl auf
Proteinebene beschiftigt. In dieser Arbeit sollten daher die Mechanismen néher beleuchtet
werden, die iiber eine Regulation der Genexpression von Lmcdl zu einer Modulation der
hypertrophen kardialen Antwort beitragen konnten. Zu diesem Zweck ist der Promotor von
Lmecdl mit Hilfe computergestiitzter und molekularbiologischer Techniken untersucht worden,
insbesonder mit dem Ziel funktionell relevante Transkriptionsfaktorbindestellen zu eruieren.
Hierdurch konnten auf DNA-Ebene Bindemotive fiir Spl, NF-Y und CREB identifiziert
werden, deren kombinierte Mutation zu einem vollstindigen Verlust der basalen Aktivitit des
Lmcdl-Promotors fiihrte (zu beachten ist, dass der direkte Nachweis einer tatsdchlichen
Bindung dieser Transkriptionsfaktoren an diese Motive nicht Bestandteil dieser Arbeit war).
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass im Lmcdl-Promotor zwei hochkonservierte

Bindestellen fiir MEF2 vorliegen, die eine deutliche Steigerung der Promotoraktivitit durch ein
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Fusionsprotein aus MEF2 und VP16 vermitteln, also eine expressionssteigernde Wirkung auch

durch Wildtyp-MEF2 nahelegen, eine Hypothese, die in dieser Arbeit allerdings nicht getestet

wurde.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die aus Vorarbeiten berichtete Steigerung der Lmcd1-

Expression in neonatalen Rattenherzmuskelzellen durch Phenylephrin und dynamischen

Stretch vermutlich nicht durch diese MEF2-Bindestellen vermittelt werden.
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8 Anhang

8.1 TUPAC Nomenklatur fiir Nukleinsiuren

Bedeutung
Adenin
Cytosin
Guanin

Thymin

A oder G
CoderT

G oder C
Aoder T
Goder T

A oder C
C,GoderT
A,GoderT
A,CoderT
A, C oder G
A, C,GoderT
Liicke

'z<mowzwgw~<wamo>%ﬂ
o
S

Tabelle 12: IUPAC Nomenklatur
fiir Nukleinsduren.
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9 Eigene Veroffentlichung
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