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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Die eukaryontische Transkription und ihre
Regulation

Alle Zellen des eukaryontischen Organismus besitzen die gleiche Erbinformation in
Form von DNA, die unter anderem die genetische Information flir den Zusammenbau
aller im Korper bendtigten Proteine enthalt. Da jede Zelle eine spezifische Aufgabe im
Organismus Ubernimmt, werden auch nur die Proteine exprimiert, die zur Erfillung

dieser Aufgabe bendtigt werden. Man spricht von differentieller Genexpression.

Eine Regulation der Genexpression auf dem Weg von der DNA Uber die RNA bis zum
fertigen Protein ist an verschiedenen Stellen méglich. Unterschiedliche Ansatzpunkte
sind z.B. Genamplifikation, Rekombination von Genloci, Chromatinstruktur, DNA-
Methylierung, Transkription, posttranskriptionelle mRNA-Modifikationen, Translation
und posttranslationale Proteinmodifikationen (Wingender, 1993). Fur die vorliegende

Arbeit ist die Regulation der Transkription von besonderem Interesse.
Die eukaryontische Transkription lauft mit Hilfe der folgenden drei Enzyme ab:

1) RNA-Polymerase I: transkribiert die Gene fur drei rRNAs (28S-, 18S-, 5,8S-
RNA).

2) RNA-Polymerase ll: transkribiert die Gene, die flir Proteine kodieren.

3) RNA-Polymerase llI: transkribiert die Gene fur die 5S-RNA, fir tRNAs und

weitere ,kleine“ RNA-Arten.

Die Expression eukaryontischer Gene durch die RNA-Polymerase Il wird durch
Promotoren reguliert, die aus einem Core-Promotor und stromaufwarts liegenden
regulatorischen Sequenzen bestehen. Der Core-Promotor enthalt eine TATA-Box,
ungefahr 30 bp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes und/oder eine
Initiatorregion direkt am Startpunkt (Mitchell und Tjian, 1989; Krajewska, 1992). Die
Konsensussequenz fur die TATA-Box lautet TATAa/tAat (Breathnach und Chambon,
1981), die fur den Initiator YYANt/aYY, wobei Y fur ein Pyrimidin und N fur ein
beliebiges Nukleotid steht (Smale und Baltimore, 1989). Regulatorische Sequenzen
sind Enhancer und Silencer. Enhancer sind DNA-Abschnitte, die unabhangig von ihrer
Lage zum Transkriptionsstartpunkt, 5° oder 3" gelegen und auch aus grdleren

Entfernungen, bis zu mehreren Kilobasenpaaren, die Transkription aktivieren kdnnen

1
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(Voss et al., 1986; Dynan, 1989). Solche DNA-Abschnitte, die die Transkription
reprimieren, werden Silencer genannt (Baniahmad et al., 1990; Brand et al., 1985;
Levine und Manley, 1989).

DNA-Elemente, die in Promotoren vorkommen, werden von bestimmten Transkrip-
tionsfaktoren gebunden. Die Ausstattung einer Zelle an verschiedenen
Transkriptionsfaktoren entscheidet somit Giber die Expression der einzelnen Gene. Die
Proteine, die an solche DNA-Elemente binden, werden in zwei Gruppen eingeteilt. Man
unterscheidet die basalen Transkriptionsfaktoren (Roeder, 1991; Goodrich und Tjian,
1994), die die Transkription Uber ihre Bindung an den Core-Promotor regulieren, von
den regulatorischen Transkriptionsfaktoren (Lewin, 1990; Krajewska, 1992), die an die

regulatorischen Sequenzen (Enhancer und Silencer) der DNA binden.

111 Basale Transkriptionsfaktoren

Der aus verschiedenen basalen Transkriptionsfaktoren bestehende Prainitiations-
komplex (Abbildung 1.1) (Lewin, 1990; Roeder, 1991) reicht in vitro aus, um die
Transkription zu stimulieren. Fur eine Stimulation in vivo hingegen, werden zusatzlich

die regulatorischen Transkriptionsfaktoren benétigt (Wingender, 1988).

| ! DNA
TATA-Box

S,

Abb. 1.1: Der basale Transkriptionskomplex (nach Roeder, 1996)

Schematische Struktur des Préinitiationskomplexes. TBP (TATA-Box binding protein), das in
einem Komplex mit den TAFs (TBP associated factor) vorliegt, die RNA-Polymerase Il (RNA-
Pol II) und die Ubrigen basalen Transkriptionsfakioren sind dargestellt. Protein-Protein-
Interaktionen sind durch Balken, der Transkriptionsstartpunkt ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.
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1.1.2 Regulatorische Transkriptionsfaktoren

Erst die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Enhancer- und Silencer-Sequenzen
auf der DNA leitet die Transkriptionsinitiation in vivo ein. Der Mechanismus der
Regulation wurde noch nicht vollstandig geklart. Fur viele Transkriptionsfaktoren
wurden Protein-Protein-Interaktionen mit dem Prainitiationskomplex nachgewiesen, so
dal sich folgende Modelle anbieten: Einerseits kénnten  spezifische
Transkriptionsfaktoren den Prainitiationskomplex an den Core-Promotor rekrutieren,
andererseits kdnnten die Protein-Protein-Interaktionen zwischen den basalen und den
regulatorischen  Transkriptionsfaktoren zu  einer  Konformitdtsdnderung im
Prainitiationskomplex fihren, was die Initiation der Transkription einleiten wiirde
(Kornberg, 1996; Roeder, 1996).

Die Wirkung vieler Transkriptionsfaktoren wird Gber sogenannte Cofaktoren vermittelt,
die selbst nicht an die DNA binden, aber in der Lage sind zwischen
Transkriptionsfaktoren und Promotor zu vermitteln. Sie kdnnen sowohl aktivierend als

auch reprimierend wirken.

Die Transkriptionsfaktoren kénnen zudem auch selber Uber Proteinmodifikationen
reguliert werden. Wie z.B. durch Glycosylierungen (Jackson et al, 1990),
Phosphorylierungen (Sorger et al., 1987; Jackson et al., 1990) oder Acetylierungen.
Diese Modifikationen sind oftmals das Ergebnis eines Signaltransduktionsweges, der

durch Wachstumsfaktoren oder Hormone vermittelt wird (Karin und Hunter, 1995).

1.2 Aufbau von Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren vermitteln zwischen der zu transkribierenden DNA und der
basalen Transkriptionsmaschinerie. Um ihrer Aufgabe gerecht zu werden, bendtigen
diese Proteine mindestens zwei Bindungsdomanen. Eine fir die sequenzspezifische
DNA-Bindung (DNA-Bindungsdomane) und eine weitere, die die Aktivierung der

Transkription zulaf3t (Transaktivierungsdomane) (Mitchell und Tjian, 1989).

1.2.1 Die DNA-Bindungsdomane

Es werden verschiedene DNA-Bindungsdomanen unterschieden, mit Hilfe derer die
Transkriptionsfaktoren in der Lage sind spezifische DNA-Sequenzen zu erkennen und

Zu binden.
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bZIP-Motiv (basischer Leucin Zipper) (Landschulz, 1988):

Proteine, die das bZIP-Motiv tragen, kommen stets als Dimere vor. Die Dimerisierung
zweier Transkriptionsfaktoren wird durch eine a-helikale Struktur erreicht, die im
Abstand von je sieben Aminosauren ein Leucin aufweist (Leucin-coiled-coil-a-Helix).
Die Bindung des Proteins an die DNA erfolgt durch eine etwa 30 Aminosauren lange
basische Struktur (hohe Zahl an Lysin- und Arginin-Resten) vor der Leucin-coiled-coil-
a-Helix-Struktur.

Beispiel: Homodimer Jun/Jun oder Heterodimer Fos/Jun (Fos und Jun sind

Untereinheiten des Transkriptionsfaktors AP1).

bHLH-Motiv (basische Helix-Loop-Helix) (Krajewska, 1992):

Auch die Faktoren mit einer bHLH-Domane sind aus 2zwei Proteinen
zusammengesetzt. Sie bestehen aus zwei a-Helices, die Uber eine Nicht-Helix-Schleife
(loop) miteinander verbunden sind. Wahrend dieser Teil des Transkriptionsfaktors fiir
die Dimerisierung der Untereinheiten zustandig ist, sorgt eine Sequenz basischer
Aminosauren vor dem Helix-Loop-Helix-Motiv fir die Bindung an die DNA.

Beispiel: Homodimer MyoD/MyoD oder Heterodimer MyoD/E12 (Transkriptionsfaktoren

fur die Differenzierung von undifferenzierten Fibroblastenzellen zu Muskelzellen).

bHLH-ZIP-Motiv (basischer Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper):

Die bHLH-ZIP-Doméane besteht aus zwei a-helikalen Bereichen: Der 25 Aminosauren
umfassende N-terminale Bereich setzt sich aus einer basischen Region und einer
a-Helix zusammen. Der C-terminale Teil, der 43 Aminosauren umfaft, besteht aus der
zweiten a-Helix und einem Leucin-Zipper. Auch in diesem Motiv dient der Leucin-
Zipper der Dimerisierung der Proteinuntereinheiten, wahrend die basischen Bereiche
der a-Helices beider Untereinheiten in der grolRen Furche an die DNA binden.

Beispiel: Heterodimer Myc/Max (Proteine, die unter anderem bei der Zellproliferation

eine Rolle spielen).

Helix-Turn-Helix-Motiv (Krajewska, 1992):

Diese DNA-Bindungsdoméane besteht aus drei a-Helices. Helix 1 und Helix 2 verlaufen
antiparallel. Die dritte Helix, die senkrecht auf den beiden anderen steht, wird als
Erkennungshelix bezeichnet, da sie die DNA erkennt und in der groRen Furche bindet.
Weitere spezifische Bindungen mit der DNA gehen von den Aminosauren des
N-Terminus aus. Die drei Helices sind uber [-Kehren (B-turns) (Kissinger, 1990)
miteinander verbunden.

Beispiel: Homéodomanenproteine (wichtig fir die Organisation der Kérpersegmente

wahrend der Embryonalentwicklung).
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Zink-Finger-Motiv (Miller et al., 1985):
Transkriptionsfaktoren mit einem Zink-Finger-Motiv lassen sich durch die das Zinkion

bindenden Aminosauren in zwei Gruppen unterteilen.

Bei der ersten Gruppe (Cysy/Hisy; Miller et al., 1985) wird die Zinkfingerdomane durch
die Bindung des Zinkatoms an zwei Cysteine und zwei Histidine gebildet, bei der
zweiten Gruppe (Cys,/Cys,; Freedmann et al., 1988) Uber die Bindung an vier

Cysteine.

Vertreter des Cys,/His,-Typs sind z.B. die Sp-Faktoren sowie der Transkriptionsfaktor
TFIIA. Strukturell handelt es sich bei dieser DNA-Bindungsdomane um
hintereinandergeschaltete, ahnliche Sequenzen von etwa 30 Aminosauren. Diesen
Sequenzen ist gemeinsam, dal} sie alle im N-terminalen Bereich zwei benachbarte
Cystein-Reste tragen und im C-terminalen Bereich zwei Histidin-Reste. Diese Reste
binden gemeinsam mit ihren Seitenketten ein Zinkion. Die dazwischen liegenden

Abschnitte stllpen sich aus und es entstehen Zinkfinger.

Als Beispiel fur den Cys,/Cys,-Typ sind die Steroidhormonrezeptoren zu nennen. Bei
diesem Typ handelt es sich um die Folge von zwei Zinkfingern, wobei das Zinkion von
vier Cystein-Resten gebunden wird. In diesem Fall kommt es zur Faltung einer
kompakten Strukturdomane. Zwei senkrecht aufeinander stehende a-Helices erkennen

die DNA-Bindestelle und binden an ihre Bausteine in der gro3en Furche.

1.2.2 Die Transaktivierungsdomane

Die Transaktivierungsdomane der Transkriptionsfaktoren tritt in Wechselwirkung mit
der basalen Transkriptionsmaschinerie. Dies geschieht entweder Uber die direkte
Bindung an den Prainitiationskomplex oder indirekt mit Hilfe zwischengeschalteter
Adaptoren oder Coaktivatoren (Berger et al., 1990; Pugh und Tjian, 1990; Lin et al.,
1991). In der Literatur sind verschiedene Aktivierungsdomanen beschrieben, die nach

der Art ihrer Aminosauren benannt wurden.

So gibt es Bindestellen, die durch eine Anhdufung saurer Aminosduren
gekennzeichnet sind, wie sie beispielsweise in einem Aktivator des Herpesvirus, VP16
gefunden wurden (Sadowski et al., 1988). Eine weitere Gruppe bilden die prolinreichen
Domanen, die in den Faktoren Oct-2 und c-Jun (Mitchell und Tjian, 1989) vorkommen.
Glutaminreiche Transaktivierungsdomanen sind charakteristisch fiir das Protein Sp1
(Courey und Tjian, 1988).
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1.2.3 Die inhibitorische Domane und repressorische
Mechanismen

Neben der DNA-Bindungsdoméane und der Transaktivierungsdomane besitzen manche
Transkriptionsfaktoren sogenannte inhibitorische Domanen. Hierbei handelt es sich um
Aminosaureabschnitte, die in der Lage sind die Transkription zu reprimieren. Diese
Transkriptionsfaktoren werden als Repressoren bezeichnet. Mit Hilfe der
inhibitorischen Doméane kénnen Gene schnell abgeschaltet werden. Dies geschieht
entweder Uber direkte Bindung des Repressors an die DNA oder Uber

zwischengeschaltete Elemente, die als Corepressoren bezeichnet werden.

Es kénnen drei Mechanismen der Repression unterschieden werden (Hanna-Rose und
Hansen, 1996; Johnson, 1995):

1) Kompetition mit einem Transaktivator um dieselbe DNA Bindungsstelle

Bei diesem Mechanismus haben ein aktiver und ein inaktiver Transkriptionsfaktor
dieselbe DNA-Bindungsstelle. Bindet der inaktive Faktor, so kann der aktive keine
Wechselwirkung mit der DNA eingehen und die Transkription kann nicht ablaufen. Ein
Beispiel hierfur ist die Bindung des Homodimers Max/Max an die DNA. Dieses Protein
besitzt keine Transaktivierungsdomane, besetzt aber die DNA-Sequenz, an die auch

das aktivierende Heterodimer Myc/Max binden wirde.

2) Interaktion mit einem Transaktivator

Als Beispiel sollen der Glucocorticoidrezeptor und der Transkriptionsfaktor AP1 dienen.
Beide Faktoren wirken im allgemeinen aktivierend. Durch eine Interaktion des
Hormonrezeptors mit AP1, kommt es, bei gleichzeitiger Bindung an den Promotor, zu

einer Maskierung der AP1-Aktivierungsdomane.

Der Glucocorticoidrezeptor und AP1 kdénnen sowohl als Aktivatoren als auch als

Repressoren agieren. Eine Eigenschaft, die viele Transkriptionsfaktoren auszeichnet.

3) Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie
Dieser als aktive Repression bezeichnete Mechanismus beruht auf einer Interaktion
des Transkriptionsfaktors mit der basalen Transkriptionsmaschinerie. Dabei inhibiert

der Repressor spezifisch bestimmte Transaktivierungswege.

Beispielhaft kann der Drosophila-Transkriptionsfaktor Kriippel angefihrt werden, der
als Dimer mit einer Untereinheit von TFIIE interagiert und die Transkription reprimiert,
wahrend monomeres Kriippel Uber eine Interaktion mit TFIIB die Transkription aktiviert
(Sauer et al., 1995).
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Weiterhin kennt man spezifische Domanen in Transkriptionsfaktoren, die die

Repression vermitteln kénnen.

So gibt es alaninreiche Abschnitte, wie z.B. im N-terminalen Bereich von Kriippel,
prolinreiche Domanen oder eine Gruppe, die viele geladene Aminosauren enthalt, wie
die KRAB-Domane (Krippel-associated box) eines  Krippel-verwandten
Zinkfingerproteins (Bellefroid et al.,1991; Margolin et al., 1994). AbschlielRend sind als
Beispiele der Thyroidhormon- und der Retinsdurerezeptor zu nennen, deren
inhibitorische Domanen vornehmlich hydrophob, zum Teil aber auch hydrophil sind
(Baniahmed et al., 1992).

1.3 Die Familie der Sp-Faktoren

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Transkriptionsfaktor Sp3 (benannt nach
dem Schema der Aufreinigung Gber eine Sephacryl- und eine Phosphocellulose-Saule;
in der Literatur auch: Specificity protein). Dieses Protein ist ein Mitglied der Familie der
Sp-Faktoren, zu denen neben Sp3 noch Sp1, Sp2 und Sp4 zahlen (Hagen et al., 1992;
Kingsley und Winoto, 1992; Suske, 1999). Die Proteine dieser Familie zeigen grof3e
Homologien in ihren Struktureigenschaften (Abbildung 1.2).

Alle vier Faktoren tragen am C-terminalen Abschnitt ihre DNA-Bindungsdomane,
bestehend aus drei Zinkfinger-Motiven vom Cys,/His,-Typ, denen einige geladene
Aminosauren vorausgehen. Diese Region ist  hochkonserviert. Die
Transkriptionsfaktoren Sp1, Sp3 und Sp4 zeigen hier bis zu 90% identische
Aminosauren, Sp2 nur ca. 70%. N-terminal liegen zwei glutaminreiche Regionen, A
und B, denen serin-/threoninreiche Abschnitte vorgeschaltet sind. Die Ausnahme
bilden Sp2 und Sp3. Sp2 enthalt nur eine glutaminreiche Region und die Struktur von
Sp3 weist vor der ersten glutaminreichen Region keine serin-/threoninreichen
Abschnitte auf (Abbildung 1.2). Der Bereich zwischen den Zinkfingern und dem
glutaminreichen Abschnitt wird als Region C bezeichnet, der am C-Terminus gelegene

Bereich als Region D.
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Abb. 1.2 A und B: Struktur der Transkriptionsfaktoren Sp1, Sp2, Sp3 und Sp4 (nach
Suske, 1999)

A: Schematische Darstellung der vier Mitglieder der Familie der Sp-Faktoren.

Auf der rechten Seite ist die Lange der einzelnen Faktoren in Aminosauren angegeben. Von
dem Transkriptionsfaktor Sp3 ist die lange Form nach Kingsley und Winoto (1992) dargestellt.
Die farbigen Regionen kennzeichnen die Proteinabschnitte, die reich an Glutamin (rot) und
Serin/Threonin (gelb) sind. Der Bereich des ersten Zinkfingers (+/-) ist reich an geladenen
Aminosauren. Die schwarzen Balken kennzeichnen die Zinkfinger.

Die Linien uber der Darstellung von Sp1 zeigen die Lange der vier Regionen (A, B, C und D),
die zu den transkriptionellen Eigenschaften von Sp1 beitragen (Courey und Tjian, 1988). Des
weiteren sind bekannte Aktivierungsdomanen (AD) und inhibitorische Domanen (ID) dargestellt.
B: Proteinsequenz der Zink-Finger-Domanen.

Die Sterne unter den Sequenzen zeigen die Sequenzidentitat auf. Die Cysteine und Histidine,
die Zinkionen binden, sind grin unterlegt, wahrend die Regionen, die an die DNA binden, blau
unterlegt sind. Die Pfeile deuten auf die Aminosaduren, die fir die spezifische Erkennung
bestimmter Basen der DNA zustandig sind (nach Pavletich und Pabo, 1991; Fairall et al., 1993).
Die schwarzen Linien und die Zick-Zack-Linien kennzeichnen a—Helices und p-Faltblatt-Struk-
turen.

Den einzelnen Abschnitten kénnen bestimmte Funktionen zugeordnet werden: Die
Regionen A und B bilden Transaktivierungsdomanen (Courey und Tjian, 1988;
Kadonaga et al, 1988), wobei fir Sp1 nachgewiesen werden konnte, dal die
hydrophoben Aminosauren in der glutaminreichen Region fur die Aktivierung zustandig
sind (Gill et al., 1994). In der Region C wurden fir Sp1 ebenfalls schwache
Transaktivierungseigenschaften nachgewiesen (Courey und Tjian, 1988). Die Region D
scheint fur die synergistische Wirkung von Sp1 von Bedeutung zu sein (Pascal und
Tjian, 1991).

Die Konsensussequenz fir die DNA-Bindungsdomane lautet (Briggs et al., 1986):
5-GITG/AGGCGG/TG/AG/ACIT-3"
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Diese Sequenz wird als GC-Box bezeichnet. Die Sp-Faktoren binden, mit Ausnahme
von Sp2, an diese DNA-Bindungsdoméane. Sp2 bindet auf Grund einer
Strukturveranderung im ersten Zinkfinger nicht an die GC-Box, sondern an ein GT-
reiches Element im T-Zell-Antigen-Rezeptor a (Kingsley und Winoto, 1992). GC- und
GT-Boxen finden sich in vielen Promotoren. Die Sp-Faktoren sind hiermit von groRRer

Bedeutung flr das Verstandnis der Transkriptionsregulation.

1.3.1 Der Transkriptionsfaktor Sp1

Sp1 war der zuerst identifizierte GC-Box-bindende Transkriptionsfaktor. Er wurde 1987
kloniert und aus HelLa-Zellen isoliert (Kadonaga et al., 1987). Das humane Sp1-Gen ist
auf dem Chromosom 12q13 lokalisiert (Matera und Ward, 1993). Die Expression von
Sp1 ist ubiquitar. Es konnte gezeigt werden, dal} dieser Faktor an die GC-Box des

viralen SV40 Promotors bindet und dort die Transkription aktiviert.

Dartber hinaus wurde fir den Transkriptionsfaktor am N-terminalen Ende eine

inhibitorische Domane beschrieben (Murata et al., 1994).

Sp1 kann sowohl glycosyliert (Jackson und Tjian, 1988) als auch phosphoryliert
(Jackson et al., 1990) sein. Diese posttranslationalen Proteinmodifikationen verandern

die Bindungseigenschaften des Transkriptionsfaktors.

1.3.2 Der Transkriptionsfaktor Sp2

Das Gen fiir Sp2 liegt auf dem Chromosom 17q21.3-q22 (Scohy et al., 1998). Uber die
Funktion des Proteins ist bisher wenig bekannt. Die Existenz einer potentiellen
glutaminreichen Transaktivierungsdomane kann auf eine Funktion als Aktivator
schlieRen lassen. Ein mdgliches Zielgen kdnnte der T-Zell-Antigen-Rezeptor a (TCRa
= T-cell antigen receptor) darstellen, da sich Sp2 in vitro an die GT-Box des TCRa-

Promotors bindet (Kingsley und Winoto, 1992).

1.3.3  Der Transkriptionsfaktor Sp4

Sp4 unterscheidet sich in seinem Expressionsmuster von Sp1 und Sp3. Wahrend Sp1
und Sp3 ubiquitdr exprimiert werden, beschrankt sich die Expression von Sp4

vorwiegend auf neuronale Zellen des Gehirns (Hagen et al., 1992; Supp et al., 1996),
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auf epitheliales Gewebe, auf Zadhne und Hoden wahrend der Entwicklung (Philipsen et
al., 1999) sowie auf das gesamte Mausherz (persdnliche Mitteilung Peter Bouwmann).
Das Gen fir diesen Transkriptionsfaktor ist auf dem Chromosom 7g21.3-g22 lokalisiert
(Kalff-Suske et al., 1995). Seine Transaktivierungsdoméane besteht wie auch bei Sp1
aus den N-terminal gelegenen glutaminreichen Regionen. Allerdings zeigt Sp4 andere
funktionelle Eigenschaften als Sp1 und Sp3 und weist im Gegensatz zu Sp1 keinen

Synergismus auf.

1.3.4  Der Transkriptionsfaktor Sp3

Ein weiteres Mitglied der Sp-Faktoren Familie ist Sp3. Das menschliche Gen fir diesen
Transkriptionsfaktor liegt auf dem Chromosom 2921 (Kalff-Suske et al., 1996). Sp3
wird ubiquitar exprimiert (Hagen et al., 1992).

Im Immunoblot sind drei Formen des Transkriptionsfaktors nachweisbar. Sie haben
Molekulargewichte von 97 kDa, 60 kDa und 58 kDa (Hagen et al., 1994). Das
Leseraster der cDNA des 97 kDa Proteins ist zum 5°-Ende hin offen. Ein Fehlen der 5°
nichttranslatierten Sequenzen kann ausgeschlossen werden, da eine in vitro
Translation der mRNA der 97 kDa Form von Sp3 ein Translationsprodukt von ungefahr
100 kDa hervorbringt (Kingsley und Winoto, 1992). Es ist daher anzunehmen, dal der
das Protein kodierende Anteil der cDNA vollstandig ist und ein anderes Startcodon
besitzt als das Ubliche ATG-Triplett. Moglicherweise wird dieses andere Triplett von der
an der Position 134 der cDNA gelegenen Basensequenz ATT gebildet (Kingsley und
Winoto, 1992). Die beiden kurzen Sp3-Formen beginnen mit den zwei ersten AUG-
Codons (Kennett et al., 1997).

Sp3 agiert sowohl als transkriptioneller Aktivator (Liang et al., 1996; Zhao und Chang,
1997) als auch als Repressor (Majello et al., 1994; Hagen et al., 1994; Dennig et al.,
1996).

Als Transaktivierungsdomanen fungieren, wie bei Sp1, die beiden N-terminal
gelegenen glutaminreichen Regionen. Als weitere funktionelle Domane existiert ein 79
Aminosauren langer Abschnitt zwischen den beiden Aktivierungsdomanen und den
Zinkfingern, der weder fur Sp1 noch fur Sp4 nachgewiesen werden konnte (Abbildung
1.3). Dieser Bereich stellt die inhibitorische Doméane dar und ist in der Lage die
Transaktivierung durch die beiden glutaminreichen Aktivierungsdoméanen zu
reprimieren. Fur die Funktion der inhibitorischen Domane ist eine 13 Aminosaurenreste
lange, stark geladene Sequenz von grofRer Bedeutung, insbesondere eine Aminosaure:

das Lysin (personliche Mitteilung Harald Braun). Uber die Mechanismen der
10
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Wirkungsweise der inhibitorischen Domane ist wenig bekannt. Ihre volle Wirkung
entfaltet sie allerdings nur bei Promotoren mit mehreren Bindungsstellen. Besitzt der
Promotor nur eine Bindungsstelle fur Sp3, so wird die Aktivierung durch den
Transkriptionsfaktor nur sehr schwach inhibiert. Sp3 aktiviert daher Promotoren mit nur

einer Bindungsstelle vergleichbar stark wie Sp1.

Bei gleichzeitiger Expression von Sp1 und Sp3 konkurrieren beide Faktoren um
dieselbe Bindungsstelle, wodurch die von Sp1 vermittelte Aktivierung stark gemindert
wird (Dennig et al., 1996).

A B ID
Sp3 N [ 777 N ﬁ-C
Gal4-§p3AB/2 Gal4-Sp3/AB/1
- - -+ +--- - - - - - +
Sp3 | QHPGENADSPAM\AQ_S@STLNTNDLTHLRVQW
Sp1 | QVHPI QGLPLAI ANA . DHGAQL GL HGAGGDGI HDDTAGG
Gal4-Sp3

-- - - - 4+ ++ +- + +++
Sp3 DE E. . GOQOHQEGKRLRRVACT CPNCKEGGGRG‘! NL. CKKKCH
Sp1  EEGENSPDAGPQAGRET FEEACTCPYCKDSEGRGSCOP K CH

— " T

A B

e NN e

TN 1 -C

Abb. 1.3: Die inhibitorische Doméane von Sp3

Die Abbildung zeigt einen Vergleich der Aminosauren 405 bis 484 von Sp3 mit den
Aminosauren 540 bis 627 von Sp1. In beiden Proteinen entspricht dieser Bereich der Region
zwischen der glutaminreichen Domane B und dem ersten Cystein des ersten Zinkfingers. Der
Abschnitt der Sp3-Sequenz, der aus 13 vornehmlich geladenen Aminosauren besteht, ist
eingerahmt. Ein Punkt markiert das erste Cystein der Zinkfinger der DNA-Bindungsdomanen
von Sp1 und Sp3.
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1.4 Sp-defiziente Mause

Mause, bei denen ein bestimmtes Gen ausgeschaltet wurde, werden als Knockout-
Mause bezeichnet. Diese Tiere werden durch Injektion von genetisch veranderten
embryonalen Stammzellen in Blastozysten und anschlieender Implantation in eine

scheinschwangere Maus hergestellt.

1.4.1 Sp1-defiziente Mause

Sp1-knockout Mause (Marin et al, 1997) zeigen eine verlangsamte
Embryonalentwicklung und sterben spatestens am Tag 11 nach der Befruchtung.
Bisher wurden nur zwei Gene entdeckt, die in vivo in Sp1-defizienten Tieren im
Vergleich zum Wildtyp unterschiedlich exprimiert werden und den Phanotyp der Mause
erklaren kénnten. Die Expression des Haushaltsgens Thymidinkinase ist in Sp1-
defizienten Tieren schwach, die Expression des Methyl-CpG bindenden Proteins
MeCP2 stark verringert (Marin et al, 1997). MeCP2 ist vermutlich fur die
Aufrechterhaltung der Differenzierung in Zellen nétig. Es wird daher angenommen, daf}
Sp1 durch die Regulation der MeCP2-Expression bei der Regulation der

Zelldifferenzierung eine Rolle spielt (Marin et al., 1997).

14.2 Sp4-defiziente Mause

Far Sp4-knockout Mause konnte kein einheitlicher Phanotyp beobachtet werden. Zwei
Drittel der homozygoten Tiere sterben kurz nach der Geburt. Ein Drittel Uberlebt. Diese
Mause sind allerdings wesentlich kleiner und leichter als der entsprechende Wildtyp
(personliche Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske) und zeigen kein normales
Reproduktionsverhalten (Supp et al, 1996), obwohl die Reproduktionsorgane
(Philipsen et al., 1999) sowie Riechorgane und Hypothalamus (Supp et al., 1996), die

ebenfalls eine Rolle bei dem Fortpflanzungsverhalten spielen, voll ausgebildet sind.

12
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1.4.3 Sp3-defiziente Mause

Das Sp3 Knockout-Konstrukt wurde in den Labors von Prof. Dr. Guntram Suske am
Institut fir Molekularbiologie und Tumorforschung der Philipps-Universitat Marburg
hergestellt. Das verwendete Knockout-Konstrukt ist promotorlos. Das fir die zwei
Aktivierungsdomanen kodierende Exon wurde durch ein IRES-lacZ-neo-Fusionsgen

ausgetauscht (Abbildung 1.4). Die Expression von Sp3 ist nicht mehr mdglich.

Keimbahn | |
—|1 2
(Sp3-Allel)

Konstrukt

pr—
SA IRES LacZ-neo

Mutiertes
Allel _@

~
~

SA IRES LacZ-neo
e

~
~

N ~

~ \\\ // e
Transkriptin N
ES Zellen
Protein B-gal-neo

Abb. 1.4: Knockout-Strategie fiir das Sp3-Gen in der Maus

Im Sp3 Knockout-Konstrukt ist Exon 2 (tragt die Sequenzabschnitte fir die glutaminreichen
Aktivierungsdomanen) des Sp3-Gens durch ein f—Galaktosidase-Neomycin-Fusionsgen (LacZ-
neo) ersetzt. Um die Expression des LacZ-neo-Gens durch den Sp3-Promotor zu
gewabhrleisten, wurde zusatzlich eine Interne Ribosomen Eintrittsstelle (IRES) und eine
SpleiRakzeptor-Stelle (SA) eingebracht. Durch die SpleiRakzeptor-Stelle wird eine mRNA mit
dem LacZ-neo Transkript gebildet. Die Interne Ribosomen Eintrittsstelle ermdglicht die
Translation der LacZ-neo mRNA. In der Abbildung sind auRerdem das entstehende Transkript
und Protein gezeigt.

Die Sp3-defizienten Tiere sterben innerhalb von 30 Minuten nach der Geburt. Sie sind
in der Embryonalentwicklung gegenuber den Wildtyp-Tieren zurtckgeblieben und
deutlich kleiner (Abbildung 1.5). Es gibt Hinweise auf eine Retardierung einzelner
Organe, wie z.B. der Zahne. In histologischen Schnitten konnte gezeigt werden, dafl
die Zahnentwicklung in Sp3-defizienten Mausen nicht so weit fortgeschritten ist wie bei
den vergleichbaren Wildtyp-Tieren. Bei neugeborenen Mausen konnte eine
Atembewegung beobachtet werden, die jedoch nicht dazu fuhrte, dal® die Lungen der

Tiere ventiliert wurden. Bei histologischen Untersuchungen konnte in der Lunge von
13
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Wildtyp-Mausen ein weites Alveolarlumen beobachtet werden, wahrend das Lumen in
Lungen von Sp3-defizienten Mausen eng war und das Septum zwischen den Alveolen

verdickt erschien (personliche Mitteilung Prof. Dr. G. Suske und Heike Géliner).

Es kann noch nicht sicher gesagt werden, ob es sich bei der Entwicklung der Sp3-
defizienten Mause um eine Retardierung oder um einen echten Entwicklungsdefekt
handelt.

Sp3(+/+) Sp3(+/-)  Sp3(+/+)  Sp3(-I-)  Sp3(-/-)

Abb. 1.5: Vergleich von Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Maus-
Embryonen (Tag E 18.5).

1.5 Fibroblastenzellen aus Mausembryonen (mouse
embryonic fibroblasts = MEFs)

Far die Arbeit in der Zellkultur wurde ein Zellkultursystem verwendet, das im Rahmen
der Diplomarbeit von Heike Gollner am Institut far Molekularbiologie und
Tumorforschung der Philipps-Universitat Marburg etabliert worden war. Hierbei handelt
es sich um Fibroblastenzellen aus Mausembryonen (MEFs). Diese Zellen sind leicht in

Kultur zu halten und weisen einen einheitlichen Differenzierungsgrad auf.

Die Fibroblastenzellen wurden aus Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-
Mausembryonen (Tag E13.5) isoliert und Uber langere Zeit kultiviert. Es wurde davon
ausgegangen, dall die Zellen nach Uber vier Monaten stetigen Wachsens
immortalisiert waren. Das bedeutet, dal} diese Zellen Mutationen entwickelt haben, die
es ihnen ermdglichen, den Vorgang der Apoptose zu umgehen. Hiermit stand fur die
vorliegende Arbeit ein Zellkultursystem zur Verfigung, welches einfach und stabil zu

handhaben ist.
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1.6 Preadipozytenfaktor-1 (Pref-1)

Preadipozytenfaktor-1 (Pref-1) ist auf Grund seiner groRen Ahnlichkeit zum Drosophila-
Protein Delta auch unter dem Namen Delta-ahnliches Protein (dlk = delta-like protein)
bekannt (Laborda et al., 1993). Dieses 7,3 kb lange Transmembranprotein enthalt flnf
Exons und vier Introns und besteht aus 383 Aminosauren (Smas et al., 1994). Es
gehort zur Familie der EGF-ahnlichen Proteine (EGF = epidermal growth factor =
Epidermale Wachstumsfaktoren) und tragt sechs EGF-ahnliche Wiederholungen
(Smas et al., 1993). Die mRNA von Pref-1 ist ab dem Tag E8.5 bis zum Tag E18.5 in
Mausembryonen in verschiedenen Geweben nachweisbar. So z.B. in der
Hirnanhangsdrise, in mesenchymalen Regionen der Wirbel, in der Zunge, der Lunge
und der Leber (Smas et al., 1993). Im adulten Gewebe ist Pref-1 mittels Northern Blot
Analyse nur in der Nebenniere nachweisbar, nicht aber im Fett, Darm, Magen, Gehirn,
Muskel, Herz, Hoden, in der Niere, der Lunge, der Milz und der Leber (Smas et al.,
1996).

In 3T3L1-Preadipozyten ist Pref-1 reichlich vorhanden, wahrend es in Adipozyten véllig
fehlt. Eine kontinuierliche Expression des Proteins oder seine Zugabe in vitro
verhindert die Adipogenese. Es konnte festgestellt werden, dal® Pref-1 in der Lage ist
die Expression von C/EBPa (CCAAT-enhancer binding protein a) und PPARy
(peroxisome proliferator activated receptor y), zwei fur die Adipozytendifferenzierung

wichtige Proteine, zu unterdriicken (Smas et al., 1999).

In Sp3-defizienten differenzierten embryonalen Stammzellen wird Pref-1 deutlich
starker exprimiert als in Wildtyp differenzierten embryonalen Stammzellen
(Diplomarbeit Heike Gollner 08/98) und kann deshalb als potentielles Zielgen von Sp3

bezeichnet werden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, die Expression verschiedener Gene in Sp3-defizienten und
Wildtyp-Mausen zu untersuchen, um potentielle Zielgene des Transkriptionsfaktors

Sp3 beschreiben zu kénnen.

Der Phanotyp der Sp3-defizienten Mause deutet auf Veranderungen in der Lunge hin.
Auf Grund dieser Beobachtung sollte die Expression von Lungenproteinen in vivo in
Sp3(-/-)-Mausen mit der in Sp3(+/+)-Mausen verglichen werden, um maogliche

Erklarungen fur den beschriebenen Phanotyp (Abschnitt 1.4.3) zu erhalten.

In einem Versuch mit Sp3-defizienten und Wildtyp-embryonalen Maus-Stammzellen
konnte ein potentielles Zielgen von Sp3 identifiziert werden: Preadipozytenfaktor-1
(Pref-1). Im Rahmen dieser Arbeit sollte Uberprift werden, ob die Expression der
Pref-1 mRNA in einem weiteren Zellkultursystem, in Maus-Fibroblastenzellen, auch

von der Anwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3 abhangig ist.

Pref-1 spielt eine Rolle bei der Adipozytendifferenzierung. Es sollte deshalb getestet
werden, ob sich Sp3-defiziente und Wildtyp-Fibroblastenzellen gleichermallen zu

Adipozyten differenzieren lassen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 SicherheitsmafRnahmen

Die gentechnischen Arbeiten erfolgten nach den Richtlinien des Gentechnikgesetzes

vom 10.07.1990. Biologisch kontaminierte Materialien und Losungen wurden getrennt

gesammelt und autoklaviert. Arbeiten mit radioaktiven Substanzen und deren

Entsorgung erfolgten entsprechend der Strahlenschutzverordnung.

2.2 Verwendete Chemikalien

Agarose zur DNA-Gelelektrophorese
Ammoniumacetat

Borsaure

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform

Desoxyribonuclease | Puffer (DNase | Puffer)
Dexamethason

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DMEM Glutamax

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ficoll Typ 400

Formaldehyd

Formamid

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Schering, Berlin
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Riedl-de Haén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Pharmacia Biotech, Camebridge
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Fotales Kalberserum (FCS)

Glucose

Glycerin

HAM’'s F10

HAM’'s F12

Hamalaun

Heringsperma-DNA (HSP)
Hydroxyquinolin
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)
Insulin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KClI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Magnesium (Mg (Il))
Magnesiumchlorid (Mg.Cl)
Morpholinopropanesulfonic acid (MOPS)
Natriumacetat (NaAc)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat (NaCitrat)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO4+7H,0)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumphosphat (NaPQ,)
Natronlauge (NaOH)

Ol-Rot-O

Penicillin/ Streptomycin (100fach)
Peptone

Phenol, gesattigt

Polyvenylpyrrolidon

Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Riedl-de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt
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R-Mercaptoethanol Sigma, Miinchen
Tris/HCI Merck, Darmstadt
Xylen Cyanol Sigma, Miinchen
Yeast Gibco, Karlsruhe

2.3 Kommerzielle Chemikalienzusammenstellungen

,<Access RT-PCR System Kit“ (Promega, Madison)

,Atlas™ Pure Total RNA Isolation Kit* (Clontech, Heidelberg)
,Megaprime DNA labelling system* (Amersham, Braunschweig)
,Nucleobond” AX* (Macherey-Nagel, Diiren)

,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen, Hilden)

,QIAquick Gel Extraktion Kit“ (Qiagen, Hilden)

.14 Polynukleotidkinase® (10 u/pl) (Gibco, Karlsruhe)

24 Radioaktive Verbindungen

[a-**P] dCTP (3000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig
[a-*?P] dATP (3000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig
[y-**P] dATP (5000 Ci/mmol) Amersham, Braunschweig

2.5 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind einzelstrangige DNA-

Sequenzen und wurden vom Labor Dr. M. Krause (Marburg) synthetisiert.

Oligonukleotid gegen die 18S-RNA:

5-ACGGTATCTGATCGTCTTCGAACC-3’

Primer fir Kontrollgene:

HPRT | 5-CACAGGACTAGAACACCTGC-3" und
HPRT Il 5-GCTGGTGAAAAGGACCTCT-3’
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Primer fir Sp3 reqgulierte Gene:

Pref-1 1 5'-ACAGCACCTATGGGGCTGAAT-3" und
Pref-1 11 5'-TGGCAGTCCTTTCCAGAGAA-3’
Elastin | 5-GTGTTGGTCTTCCAGGTGTA-3" und
Elastin Il 5-ACTCCATAGGGCAATTTCCC-3’
GFR | 5"-TCGGGTCGAGCTTTCTTGTA-3" und
GFR I 5-TATCACTGCACAGCAAACCC-3’
HSP 84 | 5-TGGTTGTGATCACGAAGCAC-3" und
HSP 84 I 5'-CTTCCTCTGCCTCATCATCA-3’
Integrin 3 | 5-TTGGGAGGCACTGTGAATGT-3" und
Integrin B 1 5-CACTGCCAGTGTAATTGGGA-3’
Kollagenase IV | 5-TCACTTTCCTGGGCAACAAG-3" und
Kollagenase IV I 5"-CTGGATCCCCTTGATGTCAT-3"

p21 | 5"-TGTCCAATCCTGGTGATGTC-3" und
p21 Il 5-AGAGGAAGTACTGGGCCTCTT-3"
Ubiquitin | 5"-ATCTTCGTGAAGACCCTGAC-3" und
Ubiquitin 1 5-CTTCACGAAGATCTGCATGC-3’
Surfactant Protein D | 5-AAAGGAGAGAATGGCTCTGC-3 " und
Surfactant Protein D |l 5-TGTAGATCCTTGCATGCCAG-3’
Zyxin | 5'-CCCCCGGAAGACTTTCCTTT-3" und
Zyxin I 5-TGAAGGGATCGTTCTTGGTC-3’

Die Oligonukleotide wurden nach der Phosphattriester Methode (Letsinger et al., 1976)
mit einem Applied Biosystems-DNA-Synthesizer 380 A im Labor von Dr. M. Krause
(Marburg) synthetisiert. Nach Abspaltung der N-Acyl- und Tritylschutzgruppen lagen
sie in konzentrierter Ammoniaklésung vor (32%). Nachdem die Oligonukleotide
lyophilisiert worden waren, wurden sie in 200 yl 10/1 TE Puffer (pH 8,0) geldst. Die
DNA wurde durch Zugabe von 20 pyl 1 M NaCl und 500 ul Ethanol prazipitiert, 30
Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die DNA zweimal mit
700 pl 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 ul 10/1 TE Puffer (pH 8,0)

geldst. Die Konzentration der DNA wurde anschlieRend photometrisch bestimmt.
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Material:

* 10/1 TE Puffer
Endkonzentration 100 ml
1 M Tris/ HCI, pH 8,0 (Merck, Darmstadt) 10 mM 1ml
0,5 M EDTA (Roth, Karlsruhe) 1 mM 200 pl
Mit H,O auf 100 ml auffullen.
* Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)
* Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze)

2.6 Enzyme

DNase | (Gibco, Karlsruhe)

Hind Il (10 u/pl) (Boehringer, Mannheim)
Eco RI (10 u/ul) (Boehringer, Mannheim)
Xho | (10 u/pl) (Boehringer, Mannheim)
RNase A (50 u/mg) (Boehringer, Mannheim)
T4-Kinase (Gibco, Karlsruhe)

2.7 Sonden fiir Northern und Southern Blots

Maus SPC: 793 bp mit Eco RI/Eco Rl aus PBS-KS Il (SP-C) geschnitten
Maus SPB: 1550 bp mit Eco RI/Xho | aus PBS-SK Il (SP-B) geschnitten
Maus SPA: 1351 bp mit Hind lll/Hind Ill aus PGEM 3Z (SP-A) geschnitten
LKLF: 1551 bp mit Bam HI/Eco Rl aus pPac (LKLF) geschnitten

TTF-1: 1400 bp mit Bam HI/Eco Rl aus pPac (TTF-1) geschnitten

Human p21 (WAF1): (2100 bp mit Xho I/Hind Ill aus pX WAF1 geschnitten

2.8 Zellinien

Wildtyp-Mausfibroblasten aus Mausembryonen Tag E13.5*

Sp3-defiziente Mausfibroblasten aus Mausembryonen Tag E13.5*
Sp3-heterozygote Mausfibroblasten aus Mausembryonen Tag E13.5*

3T3L1-Zellen (American Type Culture Collection) (Bezogen von Dirk Eick, Minchen)

*

Herstellung der Fibroblastenzellinien aus Mausembryonen siehe Diplomarbeit von Heike
Gollner (Marburg 08/98).
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2.9 Standardverfahren der Molekularbiologie

Verwendete Puffer, Medien und Lésungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt
und vor Gebrauch autoklaviert oder steril filtriert. Inre Zusammensetzung kann, sofern
nicht anders angegeben, den Methodenbichern ,Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (Sambrook et al., 1989), bzw. ,Current Protocols in Molecular Biology“

(Ausubel et al., 1987) entnommen werden.

2.10 Molekularbiologische Methoden
2.10.1 Arbeiten mit RNA

RNA kann durch Ribonukleasen (RNasen) abgebaut werden. Diese Enzyme sind
besonders stabil und aktiv. Sie zu deaktivieren fordert extreme Bedingungen, wie z.B.
die Behandlung von Puffern mit Diethylpyrocarbonat (DEPC). Deshalb wurde fir

Versuche mit RNA ausschlieRlich mit DEPC behandeltes Wasser verwendet.

Da RNasen im Schweiy vorkommen, wurden im Umgang mit RNA Handschuhe
getragen. Glasgefafle wurden mit konzentrierter Salzsaure vorbehandelt, anschlieRend
mit 2 M Natronlauge und zuletzt mit DEPC-H,O ausgesplilt. Pipettenspitzen,

Chemikalien und ReaktionsgefaRe waren fur Versuche mit RNA reserviert.

2.10.1.1 Herstellung von DEPC-H,O

Zur Herstellung von DEPC-H,0O wurde 1 ml DEPC mit 9 ml Ethanol gut gemischt, auf
1000 ml H,O gegeben und unter standigem Rihren bei 37°C lber Nacht inkubiert.

AbschlieRend wurde die L6sung autoklaviert.

Material:
* DEPC (Sigma, Minchen)
* Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze)
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2.10.1.2 Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte mit zwei unterschiedlichen Methoden. Als
Ausgangsmaterial dienten in allen Versuchen Maus-Fibroblastenzellinien aus

Embryonen Tag E13.5.

Die Isolierung von RNA aus Geweben wurde nur mit der ersten Methode durchgefiihrt.

Fur diese Isolierung diente Mauslungengewebe von Embryonen (Tag E18.5).

1) Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben mit dem ,,RNeasy Mini Kit“ der
Firma Qiagen, Hilden
Die Zellen mufdten aus den Kulturschalen geerntet werden. Hierzu wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen. Anschlie3end
wurden 2 ml RLT Lyse-Puffer auf eine 600 ml Zellkulturflasche gegeben. Es ist
wichtig, das PBS ganz aus der Flasche zu entfernen damit der Lyse-Puffer wirken
kann. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen vom Boden der Flasche geldst, in

sechs Reaktionsgefalle tberfihrt und mit Hilfe einer Insulinspritze homogenisiert.

Fiar die Isolierung von RNA aus der Mauslunge wurde die gesamte Lunge in
1000 pyl RLT Puffer aufgenommen. Zur RNA Extraktion wurde ein Viertel (250 pl)
entnommen und zu 350 pl RLT Puffer gegeben. Durch mehrmaliges Aufziehen auf
eine Insulinspritze wurde das Gewebe griindlich homogenisiert, fir drei Minuten bei
13.000 UpM zentrifugiert, anschliefend der Uberstand zur weiteren Verwendung

abpipettiert und erneut fr drei Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert.

Ab diesem Schritt werden beide Versuchsansatze gleich behandelt. Nach Zugabe
von einem Volumenteil (VT) 70%igem Ethanol, welches die spezifische Bindung
der RNA an die Saulenmembran gewahrleistet, wurden etwa 600 ul der Lésung
Uber die ,RNeasy Mini Spin Column® gegeben. Es folgte eine Zentrifugation Uber
15 Sekunden bei 10.000 UpM. Verunreinigungen wurden mittels Zugabe von 700 pl
RW1 Puffer pro Saule und Zentrifugation Uber 15 Sekunden bei 10.000 UpM von
der Membran entfernt. Demselben Zweck dienten zwei weitere Waschschritte mit
jeweils 500 pl RPE Puffer pro Saule und anschliefender Zentrifugation Uber
15 Sekunden bei 10.000 UpM bzw. im zweiten Schritt zwei Minuten bei 13.000
UpM. Die RNA wurde mit 45 pyl RNase-freiem Wasser eluiert und ihre

Konzentration photometrisch bestimmt.
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Material:

.RNeasy Mini Kit“ von der Firma Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Spin Columns
RLT Puffer*
RW1 Puffer
RPE Puffer*
RNase-freies H,O
Die Zusammensetzung der Puffer wurde von der Firma Qiagen nicht angegeben.

*

Mufy direkt vor dem Gebrauch mit R-Mercaptoethanol (Sigma, Minchen) versetzt
werden (10ul RB-ME pro 1 ml RLT Puffer).

** Der RPE Puffer liegt in konzentrierter Form vor und muBd vor dem ersten Gebrauch mit
4 VT Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze) versetzt werden.

« 1xPBS:
1000 ml
NaCl (Merck, Darmstadt) 8,009
KCI (Merck, Darmstadt) 0,20 g
NaH,PO,+7H,0 (Merck, Darmstadt) 1,15¢g
KH,PO, (Merck, Darmstadt) 0,20 g

In einem Liter bidestilliertem autoklavierten Wasser I6sen. Der pH-Wert
sollte dann 7,4 betragen.

* Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze)

* Insulinspritze

e Zellschaber

2) Mit ,,Atlas™ Pure Total RNA Isolation Kit“ von der Firma Clontech, Heidelberg
Ausgangsmenge und Bezugspunkt fur alle folgenden Volumina ist eine Zellzahl von

ca. 2x10” Zellen.

Zum Ernten der Zellen wurde das Medium aus der Kulturflasche abgesaugt, die
Zellen zweimal mit 1xPBS gewaschen, das 1xPBS grundlich entfernt und 3 ml
Lyse-Puffer hinzugegeben. Nach dem Entfernen der Zellen mittels Zellschaber und
dem Uberfiihren in ein Falcon-Réhrchen wurden die Zellen durch mehrmaliges
Aufziehen auf eine Insulinspritze homogenisiert, geschittelt und 10 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieRend folgte erneutes Schutteln und Zentrifugieren fir 20 Minuten
bei 4.000 UpM, um die Zelltrimmer zu entfernen. Zum Uberstand wurden 6 ml
gesattigtes Phenol gegeben, eine Minute geschdttelt, finf Minuten auf Eis inkubiert
und die Lésung mit 1,8 ml Chloroform gut gemischt. Zur Trennung der wafrigen
Phase von der Interphase (Proteine) und der Phenol/Chloroform-Phase wurde die
Lésung finf Minuten auf Eis inkubiert und fir 30 Minuten bei 4.000 UpM
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zentrifugiert. Nach Abnahme der walirigen Phase erfolgte eine weitere
Phenol/Chloroform-Extraktion mit 4,8 ml Phenol, 1,8 ml Chloroform und einer
Zentrifugation von 60 Minuten bei 4.000 UpM. Nachfolgend wurden 6 ml
Isopropanol zur walrigen Phase gegeben, die Losung 10 Minuten auf Eis inkubiert,
fir 30 Minuten bei 4.000 UpM zentrifugiert und der Uberstand mit 3 ml 80%igem
Ethanol vermischt. Zur Gewinnung der RNA wurde 30 Minuten bei 4.000 UpM
zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Nachdem das RNA-Pellet an der Luft
getrocknet war, wurde die RNA in 400 pyl RNase-freiem H,0 geldst und ihre

Konzentration photometrisch bestimmt.

Material:

« Atlas™ Pure Total RNA Isolation Kit“ von der Firma Clontech, Heidelberg

Denaturierungslésung
Puffer flr gesattigtes Phenol
RNase-freies H,O
2 M NaOAc (pH 4,5)
DNase | (1unit/pl)
10xDNase | Puffer
» Gesattigtes Phenol (Sigma, Minchen) 100 g

Das gesattigte Phenol wurde angetaut, mit den 65 ml Puffer gemischt
und bei 30°C geldst. Anschliefend wurden zur besseren Haltbarkeit
0,2% (330 pl) B-Mercaptoethanol (Sigma, Minchen) und 0,1% (165 pg)
Hydroxyquinolin (Sigma, Minchen) hinzugegeben.

* Chloroform (Merck, Darmstadt)

* Isopropanol (Merck, Darmstadt)

2.10.1.3 Entfernen von DNA aus RNA Proben

Das Entfernen von DNA ist wichtig fur RNA Proben, die in Methoden Verwendung
finden, welche einen hohen Reinheitsgrad der RNA verlangen, wie z.B. die RT-PCR
(Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion). Bei der RT-PCR kann schon
durch kleinste Mengen an DNA, diese selbst und nicht die RNA amplifiziert werden. Mit

dem Enzym DNase | (Desoxyribonuklease 1) wird die DNA zerstort.

Jeweils 1 ug RNA wurde mit 1 yl DNase | Puffer und 1 yl DNase | in einem Volumen
von 10 ul fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Enzym wurde
anschlieBend durch Zugabe von 1 pyl 25 mM EDTA und Erhitzen auf 65°C fir 10
Minuten inaktiviert.

25



MATERIAL UND METHODEN

Material:

* DNase |, Amplification Grade (Gibco, Karlsruhe)

* DNase | Puffer, 10fach Konzentrat (Gibco, Karlsruhe)
200 mM Tris/HCI (pH 8,4)
20 mM MgCl,
500 mM KCI

 0,5MEDTA

1000 ml
EDTA+2 H,O (Roth, Karlsruhe) 186,1¢g
Mit H,O unter Rihren auf 1 Liter auffiillen und den pH-Wert von 8,0 mit NaOH

einstellen.
e DEPC-H,O

2.10.1.4 Agarose-Formaldehyd Gelelektrophorese

Die Agarose-Formaldehyd Gelelektrophorese diente als Methode zur Uberpriifung der

RNA-Qualitat oder auch als Grundlage fiir einen Northern Blot.

Giellen des Gels:

1,8 g Agarose wurden in 144 ml DEPC-H,O zum Schmelzen gebracht. Nach dem

Abkuhlen der Lésung auf ca. 60°C wurden unter dem Abzug unter standigem Rihren
20 ml 10xMOPS Puffer und 36 ml Formaldehyd (37%) hinzugegeben. Die gesamte
Lésung wurde in einen mit DEPC-H,0 ausgespiilten Gelschlitten gegeben. Die Elektro-
phoresekammer wurde soweit mit 1XMOPS Laufpuffer gefillt, dal® das polymerisierte

Gel gerade bedeckt war.

Probenaufbereitung:

Die gewlnschte Menge RNA wurde in 3,3 pyl H,O geldst und folgende Reagenzien

zugegeben:
Gesamtvolumen 11,7 pl
Formamid 7,5 Ml
10xMOPS (1x) 1,5 ul
Formaldehyd (37%) 2,7 pl

Die Probe wurde gut gemischt und nach der Inkubation von 10 Minuten bei 55°C sofort
auf Eis abgekiihlt. AnschlieRend wurden 3 pul 6xAuftragspuffer (/s des

Gesamtvolumens) hinzugegeben und die Probe auf das Gel aufgetragen.
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Als GroRenstandard diente ein Gemisch aus RNA-Fragmenten folgender GréfRen:
0,24 kb, 1,35 kb, 2,37 kb, 4,40 kb, 7,46 kb und 9,49 kb. Dieser Standard wurde von der
Firma Gibco, Karlsruhe bezogen (,RNA Ladder 0,24-9,5 kb“). Folgender Ansatz wurde
pipettiert:

Gesamtvolumen 19,9 ul
Grolkenstandard 4,3 pl
Formamid 10 pl
10xMOPS (1x) 2yl
Formaldehyd (37%) 3,6 ul

Mit dem GroRenstandardgemisch wurde genauso verfahren wie mit der RNA Probe,
doch anstelle von 3 ul wurden 4 ul 6xAuftragspuffer ('/s des Gesamtvolumens)

hinzugegeben.

Gellauf:

Die Proben liefen bei 75 Volt in das Gel ein. Danach wurde soviel Laufpuffer
abgenommen, daf das Gel gerade nicht mehr bedeckt war. Mittels 3 mm Gel-Blotting-
Papier wurde eine ,Briicke” konstruiert und das Gel luftblasenfrei mit Haushaltsfolie
bedeckt, damit das Formaldehyd nicht verdampfen konnte (Abbildung 2.1). Von diesem
Zeitpunkt an liefen die Proben bei 115 Volt weiter. Der Laufpuffer wurde von einer
Kammerseite in die andere umgefiillt, sobald die pH-Werte der Kammern eine pH-
Einheit auseinander lagen. Der Gellauf wurde beendet wenn der Farbstoff

Bromphenol-Blau aus dem Auftragspuffer etwa die Halfte des Gels durchlaufen hatte.

Sollte das Gel zum Transfer der RNA auf eine Nylonmembran weiterverwendet
werden, so wurde es nicht angefarbt (weiterer Verlauf wie ,Northern Blot Analyse®,
Abschnitt 2.10.1.7).

Zur Uberprifung der RNA-Qualitat muRte das Gel hingegen gefarbt werden. Dies
geschah mit einer 0,1 M Ammoniumacetat Lésung (pH 8,0), die mit 5% Ethidiumbromid
versetzt worden war und in der das Gel 30 Minuten geschwenkt wurde. Damit die
Banden sichtbar wurden, mufdte der Rest des Gels wieder entfarbt werden. Dazu
wurde das Gel tUber Nacht unter standigem Schwenken in 0,1 M Ammoniumacetat (pH

8,0 ) Losung inkubiert. Am folgenden Tag konnte das Gel photographiert werden.
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,Brucke*

Haushaltsfolie

Gel
+
Gelschlitten

Gelkammer mit
1x MOPS als
Laufpuffer

Abb. 2.1: Aufbau der Elektrophoresekammer fiir den Gellauf

Nachdem die Proben in das Gel eingelaufen waren wurde soviel Laufpuffer abgenommen, daf}
das Gel gerade nicht mehr bedeckt war. Der Puffer wurde Uber eine mit 3 mm ,Gel-Blotting-
Papier konstruierte ,Briicke” durch das Gel transportiert.

Material:

* Agarose (Roth, Karlsruhe)

* ,RNA Ladder 0,24 kb- 9,5 kb“ (Gibco, Karlsruhe)
* DEPC-H,O

* Formamid (Merck, Darmstadt)

* Formaldehyd (Merck, Darmstadt)

* 10xMOPS
250 ml
MOPS (Sigma, Mlnchen) 23,12g
NaAc (Riedl-de Haén, Seelze) 2,059
EDTA (Roth, Karlsruhe) 0,93 g

Mit DEPC-H,0 auf 250 ml auffullen und pH 7,0 mit Essigsaure einstellen.
* 6xAuftragspuffer

Endkonzentration 50 ml
Glycerin (Merck, Darmstadt) 30% 17 ml
Xylen Cyanol (Sigma, Miinchen) 0,25% [M25 mg
Bromphenolblau (Merck, Darmstadt) 0,25% [M25 mg

Mit 10/1 TE auf 50 ml auffillen.
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* 10 M Ammoniumacetat (pH 8,0)

1000 ml
Ammoniumacetat (Merck, Darmstadt) 770 g
Mit H,O auf 1 Liter auffillen.

* 0,1 M Ammoniumacetat + Ethidiumbromid (Endkonzentration von 0,5 mg/l)

200 ml
0,1 M Ammoniumacetat (pH 8,0) 200 ml
Ethidiumbromid 10 mg/ml (Roth, Karlsruhe) 10 pl

2.10.1.5 Bestimmung der RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration, verwendet man ein Photometer. Dieses
Gerat mifdt die Absorption von UV-Licht durch die Nukleinsduren bei einer Wellenlange
von 260 nm. Bei dieser Wellenldnge weisen die aromatischen Reste der Basen ein
Absorptionsmaximum auf. Mit dem Photometer kénnen nicht nur die RNA Mengen
bzw. molaren Konzentrationen bestimmt werden, sondern auch die anderer Ribonukle-

insauren. Fur diesen Fall existieren verschiedene Umrechnungsfaktoren.

Ezs0 —» 1 =50 pg/ml fir doppelstrangige DNA
Ezs0 — 1 =40 ug/ml fur einzelstrangige DNA oder RNA
Ezs0 - 1 =20 pg/ml fur Oligonukleotide

Exakte Konzentrationsbestimmungen erhalt man nur bei Absorptionswerten von 0,1 bis
0,8 bei 260 nm.

Die gleichzeitige Messung der Absorption bei 280 nm gibt einen Anhaltspunkt Uber die
Reinheit der Nukleinsauren. Bei dieser Wellenldnge haben die Reste der aromatischen
Aminosauren (Histidin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin) ein Absorptionsmaximum.
Der Quotient aus Ezeo/Ezs0 sollte im Bereich von 1,7 bis 1,8 liegen, um eine gute

Qualitat der Nukleinsauren gewahrleisten zu kdnnen.

Material:

* Photometer (Pharmacia Biotech, Camebridge)
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2.10.1.6 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Die reverse Transkription und die Polymerase Kettenreaktion wurden mittels ,Access
RT-PCR Systems*® von der Firma Promega, Madison durchgefiihrt. Die Technik dieses
Systems machte es mdglich, die unterschiedlich starke Expression spezieller Gene zu
bestimmen oder cDNA zu vermehren, ohne eine Genbibliothek anzulegen. So war es
z.B. moglich, die Expressionsraten verschiedener Gene in Wildtyp-Mausen mit denen
in  Sp3-knockout Mausen zu vergleichen oder eine DNA-Sonde als

Hybridisierungsprobe herzustellen.

Als Ausgangsmaterial fir die RT-PCR diente Gesamt-RNA. Die Reverse Transkriptase
fur die Erststrang-cDNA-Synthese stammt aus dem Avian Myeloblastosis Virus (AMV).
Die thermostabile Tfl DNA Polymerase fiir die Zweitstrang-cDNA-Synthese und die

DNA Amplifikation aus dem Bakterium Thermus flavus.

Alle Reaktionsschritte kdénnen in einem Reaktionsgefalt ablaufen, so dall die
Wahrscheinlichkeit der Kontamination, beispielsweise mit Plasmid-DNA, stark

verringert wird.

Um die Expressionsraten vergleichen zu kdnnen, wurden im annahernd linearen
Bereich der PCR Amplifikationen (ca. Zyklus 18-27) Aliquots der Proben entnommen,
auf einem Agarosegel aufgetrennt und sichtbar gemacht. Uber den Vergleich der
Bandenintensitaten des untersuchten Gens in Wildtyp- und in Knockout-Mausen
konnte eine erste Einschatzung der moéglicherweise unterschiedlichen Genexpression

gemacht werden.

Fir die durchgefiihrten Versuche wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Endvolumen 50 pl
DEPC-H,O auf 50 ul
5xReaktionspuffer 1x 10 ul
dNTP Mix (10 mM je dNTP) 0,2 mM 1 ul
5'Primer 1 uM 50 pmol*
3 'Primer 1 uM 50 pmol*
25 mM MgSO, 1 mM 2 ul
AMV Reverse Transkriptase (5u/ul) 0,1 u/pl 1ul
Tfl DNA Polymerase (5u/ul) 0,1 u/pl 1ul
Gesamt-RNA 1 g

* 50 pmol = 16,3 ng xb; b = Anzahl der Basenpaare des Primers.
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Um Pipettierfehler zu vermeiden, wurde ein Pramix aus DEPC-H,0, 5xReaktionspuffer,
dNTP Mix, RNA Probe und 25 mM MgSO, angefertigt und die entsprechende Menge
auf die 5'Primer und 3 Primer pipettiert. Die verwendete Gesamt-RNA wurde zuvor mit
DNase | behandelt, um eine Verunreinigung mit DNA auszuschlieBen, die

moglicherweise amplifiziert werden konnte.

Die Primer wurden so ausgewahlt, daf’ sie 20 bp bzw. 21 bp lang waren. Der Anteil an
Adenin/Thymin Nukleotiden entsprach etwa dem an Cytosin/Guanin, und die zu
amplifizierende Gensequenz war zwischen 200 bp und 300 bp lang. Um unterscheiden
zu koénnen, ob es sich bei dem Amplifikationsprodukt um genomische DNA oder cDNA
handelt, wurden die Primer, wenn moglich so gewahlt, dal} sie sich an zwei Exons
anlagerten zwischen denen sich ein Intron befindet. Das Produkt einer Amplifikation
genomischer DNA ware wesentlich groRer gewesen, als das einer cDNA. Ein weiterer

Vorteil ist, daR kleine Fragmente eher amplifiziert werden als grof3e.

Weitere Optimierung konnte durch die Variation der Magnesiumsulfatkonzentration und
der Temperatur wahrend der Primeranlagerung erreicht werden. So verringert eine
Erhéhung der Temperatur unspezifische Bindungen der Primer an die Gensequenz
und fuhrt zu einem spezifischeren PCR Produkt. Die im Pipettierschema angegebene

Magnesiumsulfatkonzentration und die nachfolgende Temperatur haben sich bewahrt.

Vor Zugabe der Enzyme wurde das Primer-Puffer-Gemisch fur 10 Minuten auf 95°C
erhitzt, um Sekundarstrukturen der RNA aufzuheben. Die Zugabe der Enzyme durfte
erst nach dem Erhitzen vorgenommen werden, da die AMV Reverse Transkriptase
nicht hitzebestandig ist. Anschlielend wurden die Proben mit ca. 50 pyl RNase-freiem

Mineraldl tberschichtet und die Reaktion in der PCR-Maschine gestartet.

Gleichzeitig wurden immer eine Positivkontrolle (aus dem Kit) und eine

Negativkontrolle (Probe mit H,O anstelle von RNA) mit amplifiziert.

Die Temperaturen und Reaktionszeiten kdénnen folgendem Schaubild entnommen

werden.
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Erststrang-cDNA-Synthese

Ein Zyklus:

48°C 45 Minuten Reverse Transkription

Ein Zyklus:

94°C 2 Minuten AMV RT wird inaktiviert

Zweitstrang-cDNA-Synthese und PCR Amplifikation

Variable Zyklenzahl (aber nicht hoher als 40):

94°C 30 Sekunden Denaturierung

52°C 30 Sekunden Annealing (Primeranlagerung)

72°C 30 Sekunden Amplifikation
Ein Zyklus:

68°C 7 Minuten Beenden der letzten Amplifikation
Ein Zyklus:

4°C Beenden der PCR Reaktion
Material:

* ,Access RT-PCR System Kit" von der Firma Promega, Madison

AMV Reverse Transkriptase (5u/ul)

Tfl DNA Polymerase (5u/ul)

AMV/ Tfl 5xReaktionspuffer

MgSO, (25 mM)

dNTP Mix (10 mM je dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Positiv Kontroll-RNA (1,25 attomole/ul)

5 Kontrollprimer (15 M)

3 Kontrollprimer (15 M)

H,O
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2.10.1.7 Northern Blot Analyse

Mittels Northern Blot Analyse konnte die unterschiedliche Expression bestimmter Gene
in Knockout- und Wildtyp-Materialen quantitativ verglichen werden. Hierzu wurde die
RNA aus dem Gel der Agarose-Formaldehyd Gelelektrophorese auf eine
Nylonmembran Ubertragen, mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde hybridisiert und
mit dem Phosphor-Imager ausgewertet. Um das Formaldehyd zu entfernen, wurde das
Gel nach dem Gellauf unter dem Wasserhahn abgespult und anschliefend

zurechtgeschnitten.

1) Zu farbender Teil:
Dieser Teil des Gels diente als Qualitatskontrolle. Hier wurden der GrofRenstandard
und eine RNA Probe aufgetragen (Abbildung 2.2).

2) Teil des Gels, aus dem die RNA auf eine Nylonmembran transferiert wurde:
Auf diesen Teil wurden nur RNA Proben aufgetragen, die auf die Nylonmembran
Ubertragen werden sollten und spater als Hybridisierungsgrundlage fur die DNA-
Sonden dienten (Abbildung 2.3).

Zu 1):

Das zu farbende Gelstick wurde 30 Minuten in einer Lésung aus 0,1 M
Ammoniumacetat + 5% Ethidiumbromid geschwenkt, so dafl3 das gesamte Gelstlick rot
angefarbt war. Das Gel wurde Uber Nacht in 0,1 M Ammoniumacetat (pH 8,0) entfarbt
und dann mit einem Lineal zusammen photographiert. Der RNA-GréRenstandard
enthielt RNA-Fragmente von 0,24 kb, 1,35 kb, 2,37 kb, 4,4 kb, 7,46 kb und 9,49 kb
Lange. Anhand der 18S- und 28S-RNA-Banden der Probe konnte eine Aussage Uber
die Qualitat der RNA gemacht werden. Die Intensitat der 28S-RNA-Bande sollte etwa
zweimal so stark sein wie die Intensitat der 18S-RNA-Bande. Ist dies nicht der Fall,

liegt vermutlich ein Abbau der RNA vor.

M P1 P2

9,49

7,46

4,40 28S-RNA

237 Abb. 2.2: Kontrolle der RNA-Qualitat

1:35 18S-RNA M: GréRenstandard; P1: RNA-Probe Nr.1; P2: RNA-
Probe Nr.2.
Die 28S- und die 18S-RNA sind rechts

0.24 gekennzeichnet. Es ist zu erkennen, dafl die

Signalintensitat fir die 28S-RNA zweimal so stak ist
wie die fiur die 18S-RNA. Links sind die im
GrofRenstandard  enthaltenen  RNA-Fragmente
dargestellt.
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Zu 2):

Bei dem Gelstlick, aus dem die RNA auf eine Nylonmembran transferiert werden sollte,
wurde als Orientierungshilfe die rechte obere Ecke abgeschnitten und das Gel 30
Minuten in 20xSSC geschwenkt. In eine grofle mit 10xSSC (bei Southern Blot
20xSSC) gefillte Wanne wurde ein umgedrehter Gelschlitten luftblasenfrei mit Gel-
Blotting-Papier bedeckt. Darauf wurde das Gel mit den Taschen nach unten gelegt. Auf
das Gel wurden nacheinander luftblasenfrei eine positiv geladene Nylonmembran, zwei
,Gel-Blotting-Papiere“ und eine ca. 10 cm hohe Schicht Zellstoff gebracht, so dal die
RNA Proben dber Nacht durch Diffusion auf die Membran Ubertragen wurden. Die
Apparatur wurde mit einem Gewicht beschwert. Damit der 10xSSC Puffer nicht an dem
Gel vorbeigesogen werden konnte, wurde das Gel seitlich mit Haushaltsfolie

abgedichtet. Die Zellstoffschicht wurde nach einigen Stunden ausgewechselt.

Zellstoffschicht

,Blotting-Papier*

Membran

7/ wng-Papier“
\"_ i R ____7/

Abb. 2.3: Northern/Southern Blot-Apparatur

Am folgenden Tag wurde die Apparatur abgebaut und die RNA mit 0,3 Joule/cm?
UV-Strahlung mittels Biometra Crosslinker auf der Membran fixiert. Bevor die Membran
hybridisiert werden konnte, muf3te sie mindestens zwei Stunden mit 10 ml
Prahybridisierungslésung im Hybridisierungsofen (,Mini hybridisation oven®, Biometra)
bei 42°C inkubiert werden. AnschlieBend folgte die Hybridisierung bei 42°C nach
Austausch der Prahybridisierungsldsung gegen 6 ml Hybridisierungslésung und
Zugabe von denaturierter radioaktiv markierter DNA-Sonde (Abschnitt 2.10.2.7) mit

einer Endkonzentration von 1-2x10° cpm/ml (iber Nacht.
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Vor dem Anfertigen eines Autoradiogramms wurde die Membran gewaschen, um die
unspezifischen Bindungen der radioaktiv markierten Sonde an dieser zu |6sen. Die
Stringenz der Waschschritte steigt mit zunehmender Temperatur und abnehmender

Salzkonzentration. Als Anhaltspunkt kann folgendes Schema verwendet werden.

2x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 2xSSC; 0,1% SDS Waschldsung
1x 30 Minuten bei 50°C mit 2xSSC; 0,1% SDS Waschlésung
1x 60 Minuten bei 65°C mit 0,1xSSC; 0,1% SDS Waschlésung

AnschlieRend wurde die Membran in Haushaltsfolie eingeschlagen und exponiert.
Entweder als Autoradiogramm bei -80°C, um eine unveranderbare Hardcopy zu
erhalten oder mit Hilfe der Imaging Plate flir den Phosphor-Imager, um die

Genexpression quantitativ auswerten zu kbnnen.

Um die Membran mit einer weiteren DNA-Sonde hybridisieren zu kénnen, wurde die
wie oben beschrieben hybridisierte Sonde, abgewaschen. Zu diesem Zweck wurde
eine 0,1%ige SDS-LAsung aufgekocht, zu der Membran in eine Hybridisierungsflasche
gegeben, fir eine Stunde bei 80°C inkubiert und langsam auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Um sicherzustellen, dal® sich die alte DNA-Sonde nicht mehr auf der
Membran befindet, wurde Uber Nacht ein Rontgenfim aufgelegt und ein
Autoradiogramm angefertigt. Konnte die Sonde noch detektiert werden, wurde der

Waschvorgang wiederholt.

Material:

+ Nylonmembran Hybond™-N (Amersham, Braunschweig)

* 0,1 M Ammoniumacetat (pH 8,0) (Abschnitt 2.10.1.4)

* 0,1 M Ammoniumacetat + Ethidiumbromid (Abschnitt 2.10.1.4)
* ,RNA Ladder 0,24 kb- 9,5 kb“ (Gibco, Karlsruhe)

* Radioaktiv markierte DNA-Sonde

* Gel-Blotting-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel)

» Zellstoff
* Haushaltsfolie
* 20xSSC
Endkonzentration 1000 ml
NaCl (Merck, Darmstadt) 3M 175,39
Natriumcitrat (Merck, Darmstadt) 0,3M 88,29

Mit H,O auf 1 Liter auffillen und mit Zitronensdure einen pH-Wert von 7,0

einstellen.
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Prahybridisierungslosung:

Endkonzentration 10 ml
Formamid (Merck, Darmstadt) 50% 5ml
20xSSC 5x 25ml
50xDenhardts 5x 1ml
Denaturierte Heringsperma-DNA (10 mg/ml) 0,25 mg/ml 250 pl
(Boehringer, Mannheim)
1 M Natriumphosphat, pH 6,4 50 mM 500 pl
(Merck, Darmstadt)
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%ig) 0,1% 100 pl
(Serva, Heidelberg)
H.O auf 10 ml 650 ul
Hybridisierungslosung:
Endkonzentration 6 ml
Formamid (Merck, Darmstadt) 50% 3 ml
20xSSC 4x 1,2 ml
50xDenhardts 2,5% 300 pl
Denaturierte Heringsperma-DNA (10 mg/ml) 0,1 mg/ml 60 pl
(Boehringer, Mannheim)
1 M Natriumphosphat, pH 6,4 20 mM 120 pl
(Merck, Darmstadt)
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%ig) 0,1% 60 pl
(Serva, Heidelberg)
H.O auf 6 ml 15 ul
50xDenhardts:
500 ml
Ficoll Typ 400 (Pharmacia Biotech, Camebridge) 59
Polyvenylpyrrolidon (Merck, Darmstadt) 59
Bovine Serum Albumin (Sigma, Minchen) 59
Mit H,O auf 500 ml auffillen.
2xSSC; 0,1% SDS Waschlésung:
Endkonzentration 100 ml
20xSSC 2x 10 ml
Frisch filtrierte SDS-L6sung (10%ig) 0,1% 1 mi
(Serva, Heidelberg)
H,O auf 100 ml 89 ml
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e 0,1xSSC; 0,1% SDS Waschlésung:

Endkonzentration 100 ml
20xSSC 0,1x 0,5 ml
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%ig) 0,1% 1ml
(Serva, Heidelberg)
H.O auf 100 ml 98,5 ml

* 10% SDS:

Endkonzentration 20 ml
SDS (Serva, Heidelberg) 10% 29
H.O auf 20 ml

Zum Lésen auf 68°C erhitzen und pH 7,2 mit Salzsaure einstellen.

2.10.1.8 Ein Oligonukleotid gegen die 18S-RNA als Hybridisierungsprobe

Die Expression der 18S-RNA ist in allen Zellen vergleichbar und kann daher als

Kontrolle fiir den Northern Blot verwendet werden.

Die von DNA-Sonden gereinigte Membran wurde mit einem radioaktiv markierten
Oligonukleotid hybridisiert, das an die 18S-RNA bindet (18S-Oligo). Mit Hilfe der
Gleichmaligkeit der Bandenintensitat konnte eine Aussage Uber die pipettierten RNA-

Mengen auf dem Gel gemacht werden.

Fir die radioaktive Markierung wurde folgender Ansatz pipettiert:

50 pl
18S-0ligo 50 ng
5xReaktionspuffer (Gibco, Karlsruhe) 10 ul
T4-Kinase (Gibco, Karlsruhe) 1ul
[y-**P] dATP (5000 Ci/mmol) 4l
(Amersham, Braunschweig)

DEPC-H,O auf 50 ul

Die Probe wurde fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert, wobei nach 15 Minuten noch
einmal 1 pl T4-Kinase hinzupipettiert wurden. Zur Reinigung der Sonde von freien
Nukleotiden wurde der Ansatz Uber ein Molekularsieb gegeben. Anschlief3end erfolgte
die Messung der Radioaktivitat, wie in Abschnitt 2.10.2.7 beschrieben. Die spezifische

Aktivitat sollte ca. 1x10° cpm/ug betragen.
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Die Membran wurde mit 20 ml Prahybridisierungslésung bei 42°C fir mindestens zwei
Stunden im Hybridisierungsofen (,Mini hybridisation oven®, Biometra) inkubiert. Fir die
Hybridisierung bei gleichbleibender Temperatur fir mindestens drei Stunden wurden
5 ml Prahybridisierungslésung entnommen und 5x10° cpm radioaktiv markiertes
18S-0ligo hinzugegeben. Anschliellend wurde die Membran nach folgendem Schema

gewaschen:

1x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 2xSSC; 0,1% SDS Waschlésung
1x 10 Minuten bei 65°C mit 2xSSC; 0,1% SDS Waschlésung
2x 10 Minuten bei 65°C mit 0,5xSSC; 0,1% SDS Waschlésung

Es wurde ein Autoradiogramm angefertigt und die relative Radioaktivitdt mit dem

Phosphor-Imager gemessen.

Material:

» 5xReaktionspuffer (Gibco, Karlsruhe)

* T4-Kinase (Gibco, Karlsruhe)

* [y-**P] dATP (5000 Ci/mmol) (Amersham, Braunschweig)

* Molekularsieb: “Probe QuantTM G-50 Micro Column® (Amersham, Braunschweig)

e Prahybridisierungslosung

Endkonzentration 20 ml
Formamid (Merck, Darmstadt) 35% 7 ml
20xSSC 4x 4 ml
50xDenhardts 5x 2ml
Denaturierte Heringsperma-DNA (10mg/ml) 0,25 mg/ml 500 pl
(Boehringer, Mannheim)
1 M Natriumphosphat, pH 6,4 50 mM 1ml
(Merck, Darmstadt)
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%ig) 0,5% 1 mi
(Serva, Heidelberg)
H.O auf 20 ml 4.5 ml
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2.10.2 Arbeiten mit DNA

2.10.2.1 Transformation zur Vermehrung von Plasmid-DNA

Die zu vermehrende Plasmid-DNA wurde in ein Wirtsbakterium eingeschleust,
unabhangig vom Genom dieses Bakteriums repliziert und anschliel3end wieder isoliert.
Bei der Arbeit mit Bakterien-Zellen ist es wichtig, auf Sterilitdt zu achten. Aus diesem
Grund wurden alle verwendeten Behaltnisse vor dem Gebrauch Uber einer Flamme

sterilisiert.

Von der zu vermehrenden Plasmid-DNA wurden 100 ng mit 200 pl kompetenten
DH5a-Zellen (ein Stamm des Bakteriums E.coli) gemischt und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Zur besseren Aufnahme der DNA in das Bakterium folgte eine
Hitzeschockbehandlung. Zu diesem Zweck wurde die Probe genau 45 Sekunden in
42°C warmes Wasser gehalten und danach fur zwei Minuten auf Eis abgekihlt.
AnschlieRend wurden die Zellen fiir 30 bis 60 Minuten in 800 ul SOC-Medium bei 37°C
geschittelt. Nach kurzer Zentrifugation wurden 800 pl vom Uberstand verworfen, die
Zellen in den verbleibenden 200 pl resuspendiert und mit einem Glasspatel auf eine mit
Ampicillin beimpfte Agarplatte gegeben. Die Bakterien-Zellen wuchsen tUber Nacht im
Inkubationsschrank bei 37°C.

Am folgenden Tag wurden Klone, die mit Hilfe eines Zahnstochers von der Agarplatte
gepickt worden waren, in mit Ampicillin versetztem LB Medium (0,1% Ampicillin) tGber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterien wird im folgenden Kapitel
beschrieben (Abschnitt 2.10.2.2 und 2.10.2.3).

Material:

* Plasmid-DNA

* Kompetente DH5a-Zellen
* SOB Medium:

500 ml
Select Peptone (Gibco, Karlsruhe) 1049
Select Yeast Extract (Gibco, Karlsruhe) 259
NaCl (Merck, Darmstadt) 0,292 g
KCI (Merck, Darmstadt) 0,093 g

Mit H,O auf 500 ml auffillen und pH 7,0 mit 5 N NaOH einstellen.
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e SOC Medium:

10,3 ml
SOB 10 ml
Mg®* (Merck, Darmstadt) 100 ul
Glucose (Merck, Darmstadt) 200 pl

* LB Medium (Luria-Bertani Medium):

1000 ml
Select Peptone (Gibco, Karlsruhe) 10g
Select Yeast Extract (Gibco, Karlsruhe) 59
NaCl (Merck, Darmstadt) 1049

Mit H,O auf 1 Liter auffullen.

2.10.2.2 Herstellung von Mini-Lysat DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus einer Uber-Nacht-Kultur (LB-Medium + Ampicillin
+ Bakterienklon) wurden Puffer und Lésungen aus dem ,Nucleobond™ AX Kit“ von der

Firma Macherey-Nagel, Diren verwendet.

Um die Zellwande der Bakterienzellen zu zerstéren, wurde die Bakterienkultur in 100 pl
S1 Puffer resuspendiert und anschlielend fir funf Minuten in 100 ul S2 Puffer bei
Raumtemperatur inkubiert. Die chromosomale DNA wurde in 100 pl S3 Puffer geldst,
funf Minuten auf Eis inkubiert und zehn Minuten bei 13.000 UpM zentrifugiert.
Nachfolgend wurde die Plasmid-DNA aus dem Uberstand mit dem 1,5fachen Volumen
Isopropanol gefallt, eine Stunde bei -20°C inkubiert, 30 Minuten bei 13.000 UpM
zentrifugiert und zweimal mit 350 pl 75%igem Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen in einer Vakuum-Zentrifuge wurde die DNA in 50 ul 10/1 TE Puffer

resuspendiert und zum Schutz vor RNA-Verunreinigungen mit 1 ul RNase versetzt.

Material:

+ .Nucleobond” AX Kit* (Macherey-Nagel, Diiren)

S1 Puffer: Endkonzentration
Tris/HCI 50 mM
EDTA 10 mM
RNase, pH 8,0 100 pg (A/ml)
S2 Puffer:
NaOH 200 mM
SDS 1%
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S3 Puffer:
KAc, pH 5,1 28M
* Isopropanol (Merck, Darmstadt)
* Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze)
* RNase (10 ng/ul) (Boehringer, Mannheim)

2.10.2.3 Schneiden eines Plasmids zur Gewinnung von DNA

Das Insert wurde mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen aus dem Plasmid
herausgetrennt. Hierzu wurden 2 pug der Mini-Lysat DNA mit dem/den
entsprechendem/n Restriktionsenzym/en, Puffer und BSA (1 mg/ml), beides 10fach
konzentriert und Wasser in einem 100 ul-Ansatz fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

Der Puffer wurde individuell auf das Restriktionsenzym abgestimmt.

Nach der Inkubation wurde zur Kontrolle ein Agarosegel laufen gelassen, auf dem
geschnittenes mit ungeschnittenem Plasmid verglichen wurden. Mit Hilfe dieses Gels
konnte festgestellt werden, ob das Plasmid korrekt geschnitten worden war. Zur

Extraktion der DNA wurde die gesamte Probe auf ein praparatives Gel aufgetragen.

Material:

* Plasmid-DNA

* Puffer (Boehringer, Mannheim)

* Enzyme (Boehringer, Mannheim)
* BSA (1 mg/ml) (Sigma, Minchen)

2.10.2.4 Agarose Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten und
macht sie sichtbar. So ist es beispielsweise mdglich, mittels dieser Technik DNA-

Konzentrationen zu bestimmen oder DNA aus dem Gel zu extrahieren.

Fir die vorliegende Arbeit wurden Gele verschiedener Grofien und Konzentrationen
gegossen. Wahrend zur Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente hochprozentige Gele
verwendet wurden, kamen fur groRere Fragmente nur niedrigprozentige zum Einsatz.

Die Konzentration der Agarose betrug zwischen 1% und 1,8%.
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Die Agarose wurde in 1xTBE Elektrodenpuffer aufgekocht, nach dem Abkuhlen auf ca.
60°C mit 1 ug/100ml Ethidiumbromid versetzt und gegossen. Bei den Proben handelte
es sich meist um 0,05 ug bis 2,0 uyg DNA in einem 6 ul Ansatz mit 6xAuftragspuffer
versetzt, die in die Geltaschen appliziert wurden. Als GroRenstandard diente im
Bereich von 75 bp bis 500 bp das Plasmid pBR322 mit Hinf | geschnitten und im
Bereich von 0,2 kb bis 5 kb Lambda-DNA mit Eco RI/Hind Il geschnitten. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei Spannungen zwischen 10 V und 70 V. Die DNA-Banden
wurden mittels Transilluminator bei einer Wellenlange von 306 nm sichtbar gemacht.

Die Gele konnten photographiert und das Bild ausgedruckt werden.

Material:

* Agarose (Roth, Karlsruhe)

* Ethidiumbromid 10 mg/ml (Roth, Karlsruhe)

* Lambda-GroéRenstandard (100 ng/ul) mit Eco RI/Hind Il geschnitten
* pBR322-GroRenstandard (100 ng/ul) mit Hinf | geschnitten

* 1xTBE Elektrodenpuffer:

Endkonzentration 1000 ml
Tris (Merck, Darmstadt), pH 10 90 mM 10,99
Borsaure (Merck, Darmstadt) 65 mM 409
EDTA (Roth, Karlsruhe), pH 4,5 2,5mM 09g

Mit H,O auf 1 Liter auffillen. Der pH-Wert sollte dann 8,3 betragen.
* 6xAuftragspuffer:

Endkonzentration 50 ml
Glycerin (Merck, Darmstadt) 30% 17 ml
Xylen Cyanol (Sigma, Miinchen) 0,25% [M25 mg
Bromphenolblau (Merck, Darmstadt) 0,25% [M25 mg

Mit 10/1 TE auf 50 ml auffillen.

* 1% Agarosegel:

100 ml
Agarose (Roth, Karlsruhe) 19
1xTBE Elektrodenpuffer 100 ml
Ethidiumbromid 10 mg/ml (Roth, Karlsruhe) 1l
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2.10.2.5 Praparation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem ,QlAquik Gel
Extraktion Kit“ von der Firma Qiagen, Hilden durchgefiihrt. Mit dieser Methode kdnnen
DNA-Fragmente von 70 bp bis 10 kb GréRe isoliert werden. Die DNA wird aus dem Gel
geschmolzen und in der Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen an eine Kieselgel-
Membran gebunden, wahrend Verunreinigungen die Saule passieren und durch
Waschschritte entfernt werden. Mit niedrigen Salzkonzentrationen und entsprechenden

pH-Werten lassen sich die DNA-Molekiile wieder von der Membran I6sen.

Das zu entfernende DNA-Stiick wurde im Gel mittels einer UV-Handlampe sichtbar
gemacht (langwelliger UV-Bereich, damit die DNA nicht beschadigt wird) und
herausgeschnitten. AnschlieRend wurde es gewogen und mit drei Volumenteilen (VT)
(100 mg ~ 100 pl) QG Puffer zum Schmelzen der Agarose fir 10 Minuten bei 50°C
inkubiert und mehrmals geschittelt. Um eine bessere DNA-Ausbeute bei DNA-
Fragmenten kleiner 500 bp und gréRer 4 kb zu erreichen, wurde ein VT Isopropanol
hinzugegeben, nachdem sich das Gelstlck vollstandig gelost hatte. Die Probe wurde
nach dem Mischen auf eine Kieselgel-Membran pipettiert und nach einer
Inkubationszeit von zwei Minuten bei Raumtemperatur eine Minute bei 13.000 UpM
zentrifugiert. Um Verunreinigungen wie beispielsweise Salz zu entfernen, wurden 750
ul PE Puffer Uber die Saule gegeben, drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlief3end eine Minute bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die Ethanolreste aus dem PE
Puffer wurden durch erneutes einminitiges Zentrifugieren entfernt. Die Elution erfolgte
mit 30-50 pl 2/02 TE Puffer. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurden 2-4 pl
des Eluats in einem Agarosegel aufgetrennt und durch Bandenvergleich mit einer

bekannten Menge an Grofienstandard bestimmt.

Material:
.QIAquik Gel Extraktion Kit* von der Firma Qiagen, Hilden
QIAquik Spin Columns
QG Puffer*
PE Puffer*

Die Zusammensetzung der Puffer wurde von der Firma Qiagen nicht angegeben.

* Der PE Puffer liegt in konzentrierter Form vor und muf vor dem ersten Gebrauch mit 4 VT
Ethanol (Riedl-de Haén, Seelze) versetzt werden.

* Isopropanol (Merck, Darmstadt)
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e 10/1 TE Puffer:

Endkonzentration 100 ml
1M Tris/ HCI, pH 8,0 (Merck, Darmstadt) 10 mM 1ml
0,5 M EDTA (Roth, Karlsruhe) 1 mM 200 pl
Mit H,O auf 100 ml auffillen.
» 2/02 TE Puffer:

Endkonzentration 100 ml
10/1 TE Puffer, pH 8,0 20% 20 ml
H,O 80% 80 ml

2.10.2.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration gibt es mehrere Moglichkeiten. Ist die DNA-
Konzentration der Probe grol® genug, so kann die DNA-Menge mit Hilfe des in

Abschnitt 2.11.1.5 beschriebenen Photometers bestimmt werden.

Ist die DNA-Konzentration hingegen zu gering um sie photometrisch zu messen, wird
ein Aliquot der Probe entnommen und zur Bestimmung der Konzentration mit einem
entsprechenden Grélenstandard im Agarosegel laufen gelassen. Die Konzentration
des Grofenstandards mulR bekannt sein, so dall Uber den Vergleich der

Bandenintensitat auch die Konzentration der DNA abgeschatzt werden kann.

Material:

* Photometer (Pharmacia Biotech, Camebridge)
* Agarosegel (Abschnitt 2.10.2.4)

* GroRenstandard (Abschnitt 2.10.2.4)

2.10.2.7 Radioaktive Markierung von DNA

Radioaktive Markierungen wurden mit Hilfe des Kits ,Megaprime DNA labelling system*
von der Firma Amersham, Braunschweig durchgefiihrt. Die radioaktiv markierten DNA-

Sonden dienten als Hybridisierungsproben.

Es wurden ungefahr 20 ng der zu markierenden DNA mit 5 pl Primer versetzt und mit
10/1 TE auf 14 pl aufgefillt. Die Probe wurde bei 95°C denaturiert, auf Eis gestellt,
kurz anzentrifugiert und wieder auf Eis gegeben. Nach Zugabe von 5 ul Puffer und 2 ul
Klenow-Enzym (1u/ul) wurden 4 pl [a-**P] dCTP (3000 Ci/mmol) hinzupipettiert, dann
15 Minuten bei 37°C und 60 bis 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AbschlieRend wurde das Enzym durch Zugabe von 1 pl 0,5 M EDTA inaktiviert.
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Um die freien Nukleotide von der DNA zu trennen, wurde die Probe nach dem Aufflllen

mit 10/1 TE auf 50 pl Gber einem Molekularsieb gereinigt.

Zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat (cpom/ug) wurde von der markierten
Probe ein Aliquot von 1 upl entnommen und dessen Cerenkow-Strahlung im
Szintillationsphotospektrometer gemessen. Angestrebt wurde eine spezifische Aktivitat

von mindestens 8x10% cpm/ug DNA.

Material:

* ,Megaprime DNA labelling system“ (Amersham, Braunschweig)

Primer solution
Puffer (dATP, dTTP, dGTP in Tris/HCI, R-Mercaptoethanol und MgCly)
Klenow-Enzym (1 u/pl)

+ [a-**P] dCTP (3000 Ci/mmol) (Amersham, Braunschweig)

« Molekularsieb: ,Probe Quant™ G-50 Micro Columns* (Amersham,
Braunschweig)

* 0,5MEDTA (Abschnitt 2.10.1.3)
* 10/1 TE (Abschnitt 2.10.2.5)

* Szintillationsphotospektrometer

2.10.2.8 Southern Blot Analyse

Um die unterschiedliche Expression bestimmter Gene quantitativ auswerten zu
kénnen, wurden die durch RT-PCR amplifizierten DNA-Fragmente auf Agarosegele
aufgebracht und auf eine Nylonmembran transferiert, die mit radioaktiven Proben
hybridisiert und abschlieend mit dem Phosphor-Imager ausgewertet wurde. Der
Aufbau des Versuches, die Prahybridisierung und Hybridisierung, die Waschschritte
und die Auswertung mittels Phosphor-Imager erfolgten wie unter ,Northern Blot
Analyse“ (Abschnitt 2.10.1.7) beschrieben.

Material:
Wie ,Northern Blot Analyse® (Abschnitt 2.10.1.7)
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2.10.3 ,Atlas cDNA Expression Array*

Dieses von der Firma Clontech, Heidelberg entwickelte System ermdglicht einen
direkten Vergleich der Expressionsmuster von bis zu 588 verschiedenen Genen in

unterschiedlichen Zellen.

Auf einer positiv geladenen Nylonmembran waren 588 verschiedene Maus cDNAs
aufgebracht. Darunter befanden sich neun Haushaltsgene, die in allen Zellen relativ
konstant exprimiert werden sollten sowie beispielsweise Phagen-DNA als
Negativkontrolle. Jedes cDNA-Fragment ist 200 bp bis 600 bp lang und wurde von
einem mRNA-Abschnitt amplifiziert, dem homologe Sequenzen, wie z.B. der Poly-A-

Schwanz, fehlen.

Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA, die, wie in Abschnitt 2.10.1.2 (nach

Clontech) beschrieben, aus Maus-Fibroblastenzellinien gewonnen wurde.

Die Probe wurde, wie in Abschnitt 2.10.1.3 erlautert, von DNA-Verunreinigungen
befreit. Um eine Hybridisierungsprobe zu erhalten, wurde die Gesamt-RNA in

Gegenwart radioaktiver Nukleotide revers transkribiert.

Folgender Ansatz wurde als Mastermix pipettiert:

1fach
5xReaktionspuffer 2 ul
10xdNTP Mix 1 pl
[a-**P]dATP (3000 Ci/mmol; ganz frisch) 3,5 ul
DTT (100 mM) 0,5
MMLV Reverse Transkriptase (50 u/pl) 1 ul

Zu 5 yg RNA (in 2 yl DEPC-H,0 geldst) wurde 1 yl 10xCDS Primer Mix (Mischung aus
spezifischen Primern fir jedes Gen auf dem Array) gegeben. Die Probe wurde zwei
Minuten bei 70°C inkubiert, weitere zwei Minuten bei 50°C, anschlieltend mit 8 ul des
Mastermixes versetzt und flir 25 Minuten erneut bei 50°C inkubiert. Gestoppt wurde die

Reaktion durch Zugabe von 1 ul 10xTerminationsmix.

Durch Saulenchromatographie Uber eine Chroma Spin-200 DEPC-H,O Saule wurden
die freien Nukleotide und kleinen DNA-Fragmente von der markierten Probe
abgetrennt. Dazu wurden die Saulen etwa eine Stunde vor dem Gebrauch aus dem
Kihlschrank genommen, aufgeschuttelt und verwendet wenn sich das Saulenmaterial
abgesetzt hatte. Die Kappen wurden entfernt, so dal nach dem Herauslaufen der
Flussigkeit die radioaktiv markierte cDNA-Probe vorsichtig auf die Membran pipettiert
werden konnte. Die Saulen wurden mit 290 ul deionisiertem H,O gespllt bevor die
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DNA mit 6x100 pl H,O eluiert werden konnte. Von dieser eluierten DNA wurden sechs
Fraktionen von je 1 pl enthommen und die relative Radioaktivitat im
Szintillationsphotospektrometer gezéhlt. Die Fraktionen 2 und 3 wiesen mit 3-7x10°
cpm die hochste Strahlungsintensitat auf. Sie wurden gepoolt und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Array-Membran wurde mit deionisiertem H,O befeuchtet und fir 30 Minuten bei
68°C im Hybridisierungsofen prahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht
ebenfalls bei 68°C, wobei die radioaktive cDNA-L6sung (Hybridisierungsldsung) direkt
zur Prahybridisierungslésung gegeben wurde. Fir die Hybridisierungslésung wurden
10x10° cpm der cDNA-Probe mit 10xDenaturierungslosung (/10 Volumen vom
Gesamtvolumen) fir 20 Minuten bei 68°C inkubiert, bevor 5 ul Cet-1 DNA und
2xNeutralisationslésung ('/, Volumen vom Gesamtvolumen) hinzupipettiert wurden und
eine Inkubation von 10 Minuten bei 68°C folgte. Da die radioaktiv markierte cDNA-

Probe zu 5 ml L&sung gegeben wurde, betrug die Endkonzentration 2x10® cpm/ml.

Am nachsten Morgen wurde die Membran viermal 30 Minuten bei 68°C mit
Waschlésung | gewaschen, zweimal 30 Minuten bei 68°C mit Waschlésung Il und

abschliel3end einmal 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 2xSSC.

Die Membran wurde in Haushaltsfolie eingeschlagen und ein Autoradiogramm mit
unterschiedlichen Expositionszeiten angefertigt. Die quantitative Auswertung erfolgte

mit dem Phosphor-Imager.

Material:
Atlas™ cDNA Expression Array” (Clontech, Heidelberg)
Box 1:
10xdNTP-Mix (je 5 mM dCTP, dGTP, dTTP)
10xCDS Primer Mix

5xReaktionspuffer
Tris/HCI, pH 8,0 250 mM
KCI 375 mM
MgCl, 15 mM

MMLV Reverse Transkriptase (50 u/pul)

DTT (100 mM)

10xTerminationsmix
EDTA, pH 8,0 0,1M
Glycogen 1 mg/ml

Deionisiertes H,O
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Box 2:

ExpressHyb Hybridisierungslésung

Chroma Spin-200 DEPC-H,O Columns
Box 3:

2 Atlas cDNA Expression Array Membranen

Prahybridisierungslosung:

Endkonzentration
ExpressHyb Hybridisierungslésung 5ml(71°C)
Denaturierte Heringsperma-DNA (10 mg/ml) 150 pl
10xDenaturierungslosung:
Endkonzentration
NaOH (Merck, Darmstadt) 1M
EDTA (Roth, Karlsruhe) 10 mM
2xNeutralisationsldsung:
Endkonzentration
NaH,PO,* 1H,O (Merck, Darmstadt) 27649

Mit H,O auf 200 ml auffillen und pH 7,0 mit 10 N NaOH einstellen.

20xSSC:
Endkonzentration 1000 ml

NaCl (Merck, Darmstadt) 3M 175,39
NasCitrate2H,0O (Merck, Darmstadt) 0,3M 88,2 ¢

Mit H,O auf 1 Liter auffillen und pH 7,0 mit Zitronensaure einstellen.

Waschlosung [:

Endkonzentration 100 ml
20xSSC 2x 10 ml
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%) 1% 1 mi
H,O auf 100 ml 89 ml

Waschldsung ll:

Endkonzentration 100 ml
20xSSC 0,1x 500 pl
Frisch filtrierte SDS-Losung (10%) 0,5% 5ml
H.O auf 100 ml 94,5 ml

[a-**P]dATP (3000 Ci/mmol) (Amersham, Braunschweig)
Denaturierte Heringsperma DNA (10 mg/ml) (Boehringer, Mannheim)
Kodak BioMax MR Film
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211 Zellbiologische Methoden

2.11.1 Arbeiten in der Zellkultur

Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Losungen wurden ausschlieBlich fir die Zellkultur verwendet. Sofern
sie anzusetzen waren, geschah dies mit bidestillietem autoklavierten Wasser. Die
benutzten Glaswaren wurden separat gereinigt, um eine Verunreinigung mit
Detergenzien zu vermeiden. Zellen wurden im Inkubationsschrank bei 37°C in mit

Wasser gesattigter Atmosphare und unter 5% CO,-Begasung kultiviert.

2.11.1.1 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden bei -195°C im Stickstofftank aufbewahrt. Zur Kultivierung wurden
diese in ein mit Medium gefllltes Reaktionsgefald Gberfuhrt und fur funf Minuten bei
1.000 UpM zentrifugiert. Nach Entnahme des Uberstandes wurden die Zellen in der
entsprechenden Menge frischen Mediums (z.B. 12 ml fiir eine 75 cm? Kulturflasche)

resuspendiert und im Inkubationsschrank inkubiert.

Material:

¢ Fibroblastenmedium:

Endkonzentration 450 ml

DMEM Glutamax* 44,4% 200 ml
HAM's F10* 44,4% 200 ml
FCS* 10,0% 45 ml
Penicillin/Streptomycin (100x)* 1,0% 5ml

* (Gibco, Karlsruhe)

Das Fibroblastenmedium wird bei 4°C aufbewahrt und ist so mehrere Monate haltbar.

211.1.2 Passagieren von Zellen

Zu passagierende Zellen wurden nach dem Absaugen des Mediums zweimal mit
1xPBS gewaschen und anschlieRend in einer Trypsin-EDTA-LOsung inkubiert. Die
Zellen wurden durch leichtes Anschlagen der Kulturflasche an die Tischkante vom
Boden abgel6st, in frisches Medium aufgenommen und in der gewlnschten

Verdinnung auf neue Kulturflaschen verteilt.
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Material:
* 1xPBS:
1000 ml
NaCl (Merck, Darmstadt) 8,00 g
KCI (Merck, Darmstadt) 0,20 g
NaH,PO,+7H,0 (Merck, Darmstadt) 1,15 ¢
KH,PO, (Merck, Darmstadt) 0,20 g

In einem Liter bidestilliertem autoklavierten Wasser |6sen. Der pH-Wert sollte
dann 7,4 betragen.

*  Trypsin-EDTA-L6sung (Gibco, Karlsruhe)

* Fibroblastenmedium (Abschnitt 2.11.1.1)

2.11.1.3 Einfrieren von Zellen

Zellen wurden trypsinisiert und nach Zugabe von 8 ml Fibroblastenmedium in einem
Reaktionsgefal fur fiinf Minuten bei 1.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, die Zellen in einem Gemisch aus 1350 pl Medium und 150 yl DMSO
(Endkonzentration von 10%) aufgenommen und in vorgekuhlte Kryoréhrchen (Gibco,
Karlsruhe) gegeben. Zum langsameren Abklhlen wurden die Réhrchen in Styropor
verpackt und bei -80°C eingefroren. Erst am folgenden Tag wurden die Zellen in den
Stickstofftank (-195°C) Gberfuhrt.

Material:

* 1xPBS (Abschnitt 2.11.1.2)

* Trypsin-EDTA-L6sung (Abschnitt 2.11.1.2)
* Fibroblastenmedium (Abschnitt 2.11.1.1)

* DMSO (Sigma, Mlnchen)

2.11.2 Umgang mit 3T3L1-Fibroblastenzellen

Das Auftauen, Passagieren und Einfrieren der Zellen erfolgte methodisch wie in den
Abschnitten 2.11.1.1 bis 2.11.1.3 beschrieben. Die Zusammensetzung des Mediums

unterschied sich jedoch von der des Fibroblastenmediums.
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Material:

e 3T3L1-Zuchtmedium (Medium I):
Endkonzentration
DMEM Glutamax* 88%
FCS* 10%
Penicillin/Streptomycin (100x)* 1%
Glutamin* 2mM

* (Gibco, Karlsruhe)

Das Medium wird bei 4°C aufbewahrt und ist so mehrere Monate haltbar.

2.11.2.1

Differenzierung von 3T3L1-Fibroblastenzellen zu Adipozyten

Bei der Differenzierung von 3T3L1-Zellen missen einige Besonderheiten beachtet

werden, damit die Adipogenese stattfinden kann:

1)
2)

3)

Die Differenzierung sollte in Falcon-Primaria Schalen erfolgen.

Die Zellen, die zur Differenzierung verwendet werden, sollten sich in einer

moglichst geringen Passagenzahl befinden.

Es mull bei der Zucht darauf geachtet werden, dal® sich die Zellen nicht

berthren.

Zur Differenzierung wurden die 3T3L1-Zellen konfluent geziichtet. Drei Tage nach

Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen fir vier Tage in Medium Il inkubiert, wobei

dieses am zweiten Tag erneuert wurde. AnschlieBend wurden die Zellen fir weitere

vier Tage in Medium lll gehalten. Die Differenzierung hat nun stattgefunden.

Material:
e Medium I
Endkonzentration

DMEM Glutamax* 67,5%
HAM's F12* 22,5%
FCS* 10%
Insulin (4mg/ml)* 10 pg/ml
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) (113mM) 0,5 mM

(Sigma, Minchen)

(250 mg IBMX in 7 ml Ethanol auf 37°C erwarmen und mit 3 ml H,O
versetzen.)

Dexamethason (10 M) (Schering, Berlin) 1 uM
* (Gibco, Karlsruhe)

20 pl

51



MATERIAL UND METHODEN

e Medium llI:
Endkonzentration 200 ml
DMEM Glutamax* 67,5% 135 ml
HAM’'s F12* 22,5% 45 ml
FCS* 10% 20 ml
Insulin (4mg/ml)* 10 pg/ml 0,5 ml

* (Gibco, Karlsruhe)
* Falcon-Primaria Kulturschalen (75cm?) (Becton Dickensen, Franklin Lakes,
USA)

2.11.2.2 Uberpriifung der Differenzierung zu Adipozyten

Um zu Uberpriifen, ob die Zellen zu Adipozyten differenziert waren, wurden sie mit Ol-
Rot-O angefarbt. Dieser Farbstoff Iaf3t Lipide rot erscheinen. AnschlieRend wurden die
Zellkerne mit Hamalaun gebldut, so dal® eine Aussage Uber das Verhaltnis der
differenzierten Zellen (rot = Lipide) zu der Gesamtzellzahl (blau = Zellkerne) mdglich

war.

Formolfixieren der Zellen

Nachdem das Medium aus der Kulturflasche abgesaugt worden war, wurden die Zellen
zweimal mit 1xPBS gewaschen und mit 3,7% Formaldehyd bedeckt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 Minuten wurde das Formaldehyd abgesaugt und die Zellen

erneut zweimal mit 1xPBS gewaschen.

Ol-Rot-O Farbung

Die Zellen wurden mit destilliertem Wasser abgespdlt, funf Minuten in 60%igem Iso-

propanol inkubiert und anschlieRend zehn Minuten in frisch filtrierter Farbelésung (Ol-
Rot-O) gefarbt. Es folgte eine kurze Inkubation in 60%igem Isopropanol. Abschlieend

wurden die Zellen mit destilliertem Wasser abgespilt.

Kernfarbung mit Hdmalaun

Die Kernfarbung begann mit einer drei- bis funfminltigen Inkubation der Zellen in

Hamalaun, bevor sie finf bis zehn Minuten in Leitungswasser geblaut wurden.
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Material:

Stammlésung Ol-Rot-O:

0,5 g OI-Rot-0O geldst in 100 ml 99%igem Isopropanol
Gebrauchslésung Ol-Rot-O:

Endkonzentration 20 ml

Stammldsung 60% 12 ml
Destilliertes H,O 40% 8 ml
Die Lésung mufd vor dem Gebrauch 24 Stunden gestanden haben.

Formaldehyd (3,7%) (Merck, Darmstadt)

Isopropanol (Merck, Darmstadt)

1xPBS (Abschnitt 2.11.1.2)

Ol-Rot-O (Sigma, Miinchen)

Hamalaun (Merck, Darmstadt)
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vergleich der Genexpression in Sp3-defizienten und
Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen

3.1.1 Expression der GFR (Growth factor receptor), Integrin 3,
Zyxin und Kollagenase IV mRNA in Sp3-defizienten und
Wildtyp-Fibroblastenzellen

Die Fragestellung, die sich aus der Zielsetzung dieser Arbeit ergibt, ist folgende: Die

Expression welcher Gene ist von der Anwesenheit von Sp3 abhangig?

Im Rahmen der Diplomarbeit von Heike Gollner (08/98) wurde am Institut flr
Molekularbiologie und Tumorforschung der Philipps-Universitat Marburg die
Expression zahlreicher Gene in differenzierten Wildtyp- mit der in differenzierten Sp3-
defizienten embryonalen Stammzellen unter Verwendung eines kommerziell
erhaltlichen cDNA-Arrays verglichen. Hierbei wurden unter anderem die folgenden vier
Gene ermittelt, die in differenzierten Sp3-defizienten embryonalen Stammzellen starker

exprimiert werden als in differenzierten Wildtyp-embryonalen Stammzellen.

1) GFR (Growth factor receptor; auch: Tyrosin Kinase Rezeptor): (mMRNA: 2065
Nukleotide)
Dieses Gen ist an zellularen Wechselwirkungen beteiligt, die die Proliferation und
Differenzierung von verschiedenen Zelltypen férdern (Larsson-Blomberg et al.,
1994).

Auf der Membran des cDNA-Arrays konnte fur die Hybridisierung mit cDNA aus
Sp3-defizienten Zellen ein 3,3fach starkeres Signal ermittelt werden als fur die

Hybridisierung mit cDNA aus Wildtyp-Zellen.

2) Integrin B: (MRNA: 3597 Nukleotide)
Beta 1 Integrine  sind  Zell-Oberflachen-Rezeptoren, die Wechselwirkungen

zwischen Zellen oder zwischen Zelle und Matrix vermitteln (Fassler et al., 1995).

Die Integrin B mRNA wird in differenzierten Sp3-defizienten embryonalen
Stammzellen etwa 3fach starker exprimiert als in differenzierten Wildtyp-

embryonalen Stammzellen.
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3) Kollagenase IV: (MRNA: 2800 Nukleotide)
Bei diesem Enzym handelt es sich um ein Matrixprotein, welches bei der
Umwandlung extrazellularer Matrixkomponenten wahrend der Entwicklung eine
Rolle spielt (Qin et al., 1998).

Bei der Kollagenase IV ergab sich ebenfalls ein 3fach starkeres Signal fur die
Hybridisierung mit cDNA aus Sp3-defizienten Zellen, verglichen mit der

Hybridisierung mit cDNA aus Wildtyp-Zellen.

4) Zyxin: (MRNA: 2056 Nukleotide)
Dieses Gen kodiert fiir ein Phosphoprotein, das unter anderem fir den Aufbau der

Zellkontakte eine grofRe Rolle spielt (Nix et al.,1997).

Auf der Membran des cDNA-Arrays zeigt sich fir die Hybridisierung mit cDNA aus
Sp3-defizienten Stammzellen ein 2,5fach starkeres Signal als fur die Hybridisierung

mit cDNA aus Wildtyp-Stammzellen.

In der vorliegenden Arbeit sollte die mRNA Expression der oben beschriebenen Gene
in einem weiteren Zellkultursystem untersucht werden. Hierbei handelte es sich um Fi-
broblastenzellinien (MEFs = mouse embryonic fibroblasts), die aus Sp3 (-/-)-, Sp3 (+/-)-
und Wildtyp-Mausembryonen (Tag E13.5) etabliert worden waren.

Aus den Fibroblastenzellen konnte Gesamt-RNA in verschiedenen Stadien
(subkonfluent und konfluent) extrahiert werden (Abschnitt 2.10.1.2). Im subkonfluenten
Zustand der Zellen (Zellen beruhren sich in der Kulturschale nicht) werden andere
Gene exprimiert als im konfluenten Zustand (Zellrasen ist dicht und der Boden der
Kulturschale nicht mehr zu sehen) (Abbildung 3.1). In den verschiedenen Stadien
wurde auch eine voneinander abweichende Morphologie der subkonfluent

gewachsenen und der konfluent gewachsenen Zellen festgestellt.
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Abb. 3.1 A-C: Konfluent gewachsene Maus-Fibroblastenzellen in Kultur.

Die Photos wurden mit 100facher Vergréerung angefertigt.

Beide Feststellungen gaben Anlal3 dazu, fur einen Northern Blot zur Untersuchung der
Expression von GFR, Integrin B, Kollagenase IV und Zyxin mRNA sechs
unterschiedliche RNA-Quellen zu wahlen. Es wurde sowohl Gesamt-RNA verwendet,
die aus subkonfluent gewachsenen Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-
Zellen gewonnen wurde als auch Gesamt-RNA aus konfluent gewachsenen Sp3(-/-)-,
Sp3(+/-)- und Wildtyp-Zellen (Abbildung 3.1).

Die Gesamt-RNA wurde in einem Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt (Abschnitt
2.10.1.4), auf eine Nylonmembran transferiert und diese mit radioaktiv markierten
cDNA-Sonden (Abschnitt 2.10.2.7) der Gene GFR, Integrin R, Kollagenase IV und
Zyxin hybridisiert (cDNAs wurden mittels RT-PCR hergestellt (Abschnitt 2.10.1.6)).
AnschlieRend wurde ein Autoradiogramm angefertigt, auf dem die untersuchten Gene
als Signale zu erkennen waren (Abbildung 3.2). Vor der Auswertung des Versuches
mufte kontrolliert werden ob die auf das Gel aufgetragenen RNA-Mengen gleich
waren, um unterschiedliche Bandenintensitaten nicht falsch zu interpretieren. Hierzu
wurden die Membranen nach der Hybridisierung mit den genspezifischen Sonden mit
einem radioaktiv markierten Oligonukleotid hybridisiert, das an die 18S-RNA bindet
(Abschnitt 2.10.1.8). Da die Expression der 18S-RNA in allen Zellen vergeichbar ist,
kann bei gleich starkem Signal davon ausgegangen werden, dafl} die auf das Gel

aufgetragenen RNA-Mengen gleich grof waren.
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Abb. 3.2 A-D: Northern Blot mit GFR, Integrin B, Kollagenase IV bzw. Zyxin cDNA als

Hybridisierungsproben

+/-: RNA aus Sp3-heterozygoten Fibroblastenzellen; +/+: RNA aus Wildtyp-Fibroblastenzellen;
-/-: RNA aus Sp3-defizienten Fibroblastenzellen; s: subkonfluent; k: konfluent.
Es wurden je 10 pg der aus Maus-Fibroblastenzellen gewonnenen Gesamt-RNA fir den
Northern Blot eingesetzt. Zur Hybridisierung wurden 1,5x10° cpm/ml Hybridisierungslésung der
mittels RT-PCR hergestellten und radioaktiv markierten cDNA-Sonden GFR, Integrin R,
Kollagenase IV und Zyxin eingesetzt (spezifische Aktivitat von 2x10° cpm/ug). Als Bezugspunkt
fur die verwendeten RNA-Mengen diente die Hybridisierung mit 5x10°
Hybridisierungslosung einer Oligonukleotid-Sonde gegen die 18S-RNA, die jeweils unter den
einzelnen Autoradiogrammen dargestellt ist.

cpm/15 ml
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Der Abbildung 3.2 ist zu entnehmen, dal3 die GFR, Integrin (3, Kollagenase IV und
Zyxin mRNA in den drei verwendeten Zellinien sowohl unter konfluenten als auch unter
subkonfluenten Bedingungen der Zellen nachweisbar ist, und da® die auf das Gel
aufgetragenen RNA-Mengen gleich grof3 waren. Es konnen keine auffallenden
Unterschiede in der Expression der GFR, Integrin 3 und Zyxin mRNA in Sp3-
defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen festgestellt werden.
Kollagenase IV mRNA scheint in konfluenten Sp3-defizienten Fibroblastenzellen
schwacher exprimiert zu sein als in konfluenten Wildtyp-Zellen. Weitere Unterschiede
im Expressionsniveau kénnen nur zwischen konfluenten und subkonfluenten Zellen
beobachtet werden (besonders deutlich in Abbildung 3.2 D). Sie sind unabhangig von

der An- bzw. Abwesenheit von Sp3.

Um eine quantitative Aussage Uber die Signale auf den Membranen machen zu
kénnen, wurden diese mit dem Phosphor-Imager ausgewertet. Die Tabelle 3.2 zeigt die
ermittelten Werte, die fur die gemessene relative Radioaktivitat stehen. Von diesen
Werten wurde ein Hintergrundsignal abgezogen, das fir jede Exposition einzeln
ermittelt wurde. Von der mit GFR cDNA hybridisierten Membran wurde ein Wert von 30
subtrahiert, von der mit Integrin 3 cDNA hybridisierten Membran ein Wert von 70, von
der mit Kollagenase IV cDNA hybridisierten Membran ein Wert von 100 und von der
mit Zyxin cDNA hybridisierten Membran wurde ein Wert von 65 abgezogen. Die
Expression der 18S-RNA sollte in allen Zellinien gleich stark sein. Um das zu
uberprifen, wurden die mit dem Phosphor-Imager ermittelten Daten (Tabelle 3.2)
dieser Oligonukleotid-Signale in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen und in Wildtyp-
Fibroblastenzellen ins Verhaltnis zueinander gesetzt. Die Werte fur die Intensitaten der
Signale fur die GFR, Integrin B, Kollagenase IV und Zyxin mRNA mufiten um das
errechnete Verhaltnis (z.B.: Membran | RNA aus konfluent gewachsenen

Fibroblastenzellen: 1,2) korrigiert werden (Tabelle 3.2).

Der Tabelle 3.1 kann enthommen werden, dal} die GFR und die Integrin 3 mRNA
Expression in subkonfluent (GFR) bzw. konfluent (Integrin B) gewachsenen Sp3-
defizien-ten Fibroblastenzellen, verglichen mit Wildtyp- und Sp3-heterozygoten
Fibroblastenzellen, geringflgig erhoht ist (1,6 bzw. 1,5fach). Dieses Ergebnis kdnnte
eine Regulation der Gene durch Sp3 bedeuten. Wobei nicht ausgeschlossen werden
kann, dal es sich bei so geringen Unterschieden um naturliche Schwankungen in der
Expression der Gene in den einzelnen Fibroblastenzellinien handelt. Die Kollagenase
IV mRNA hingegen, wird in Sp3-defizienten konfluenten Fibroblastenzellen verglichen

mit Wildtyp- bzw. Sp3-heterozygoten konfluenten Fibroblastenzellen deutlich (3fach)
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vermindert exprimiert. Die Expression der Zyxin mRNA bleibt unbeeinflul’t von der

Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3.

Name des Gens/ Intensitat des | Intensitat des| Verhaltnis | Angleich
Stadium der Zelle Wildtyp- Sp3- des Sp3- an
Fibroblasten-| defizienten defizienten die 18S-
zell- Fibroblasten- | zum Wildtyp- RNA-
signals zell- Fibroblasten-| Werte*
signals zell-
signal
GFR (subkonfluent) 106 185 1,8 1,6 (1,1)
GFR (konfluent) 97 147 1,5 1,3 (1,2)
Membran |
Integrin B (subkonfluent) 1890 1980 1,0 0,9 (1,1)
Integrin B (konfluent) 1263 714 1,8 1,5 (1,2)
Membran |
Kollagenase IV 2366 2308 1,0 0,9 (1,1)
(subkonfluent)
Kollagenase IV 6097 2651 0,4 0,3 (1,2)
(konfluent)
Membran |
Zyxin (subkonfluent) 1678 1754 1,0 1,0 (1,1)
Zyxin (konfluent) 827 779 0,9 1,0 (0,9)
Membran ||

Tab. 3.1: Phosphor-lmager-Auswertung der Northern Blot-Signale von GFR, Integrin B,
Kollagenase IV und Zyxin mRNA in Sp3-defizienten und Wildtyp-Fibroblastenzellen

Die in der Tabelle aufgelisteten Werte stehen fir die mit dem Phosphor-Imager ermittelte

relative Radioaktivitat.

*Die ermittelten Intensitdten der 18S-RNA-Signale in Sp3-defizienten und Wildtyp-
Fibroblastenzellen werden ins Verhaltnis zueinander gesetzt (letzte Spalte Wert in Klammern)
und mit den Werten fir das Verhalinis vom Sp3-defizienten zum Wildtyp-Fibroblastenzell-
Signal verrechnet (fett gedruckt).

Membran/ Intensitat des Intensitat des Verhiltnis des
Stadium der Zelle Wildtyp- Sp3-defizienten | Sp3-defizienten
Fibroblastenzell- |Fibroblastenzell-| zum Wildtyp-
signals signals Fibroblastenzell-
signal
Membran | (subkonfluent) 1952 2173 1,1
Membran | (konfluent) 1998 2458 1,2
Membran Il (subkonfluent) 4726 5210 1,1
Membran Il (konfluent) 5143 4829 0,9

Tab. 3.2: Phosphor-mager-Auswertung der 18S-RNA-Signale

Die in der Tabelle aufgelisteten Werte stehen fir die mit dem Phosphor-Imager ermittelte
relative Radioaktivitat.

Als Bezugspunkt fir die eingesetzten RNA-Mengen im Northern Blot dient die 18S-RNA, von
der man annehmen kann, daf} sie in allen Zellen gleich stark exprimiert wird und nicht von der
Anwesenheit von Sp3 abhangig ist.
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3.1.2 Identifizierung potentieller Zielgene des Transkriptions-
faktors Sp3 in Fibroblastenzellen unter Verwendung eines
kommerziell erhaltlichen cDNA-Arrays

Im vorangegangenen Abschnitt 3.1.1 konnte gezeigt werden, dal} das Kollagenase IV-
Gen ein potentielles Zielgen des Transkriptionsfaktors Sp3 darstellt. Es ist
anzunehmen, dal® dies nicht das einzige Gen ist, dessen Expression von der
Anwesenheit von Sp3 beeinflul3t wird. Deshalb wurde eine grofle Anzahl von Genen
mit einem kommerziell erhaltlichen ,Atlas Mouse cDNA Expression Array“ der Firma

Clontech, Heidelberg untersucht.

Bei diesem cDNA-Array sind 588 verschiedene Maus cDNAs von 200 bp bis 600 bp
Lange auf eine positiv geladene Nylonmembran aufgebracht (Abbildung 3.3). Darunter
befinden sich neun Haushaltsgene (Abbildung 3.3 im Feld G), die als Positivkontrollen
dienen sollten, da sie in allen Zellen exprimiert werden. Hierbei handelt es sich um
Ubiquitin (G5), Phospholipase A2b (G6), Hypoxanthin Phosphoribosyl Transferase
(G7), Glycerinaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase (G12), Myosin 1 (G13), Ornithin
Decarboxylase (G14), 3-Aktin (G19), Calcium bindendes Protein Cab45 (G20) und das
ribosomale Protein S29 (G21). Als Negativkontrollen (Abbildung 3.3 im Feld G) dienen
drei verschiedene DNA-Fragmente aus prokaryontischen Organismen: M13 mp18(+)
Strang DNA (G2, G9, G16), A-DNA (G3, G10, G17) und pUC18 (G1, G8, G15).

Als Ausgangsmaterial flr die Hybridisierung der Array-Membranen diente Gesamt-
RNA, die wie unter Abschnitt 2.10.1.2 beschrieben aus Sp3-defizienten und Wildtyp-
Maus-Fibroblastenzellen extrahiert worden war. Die von DNA-Verunreinigungen
befreite RNA (Abschnitt 2.10.1.3) wurde in cDNA umgeschrieben (Abschnitt 2.10.3),
mit *P (o *¥P dATP) radioaktiv markiert (Abschnitt 2.10.3) und als
Hybridisierungsprobe verwendet (Abbildung 3.4 A und B).
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Abb. 3.3: Lage der Gene auf dem ,Atlas Mouse cDNA Expression Array“ (Clontech,
Heidelberg)

Im Feld A sind Onkogene, Tumorsuppressorgene und Zellzyklusregulatorgene aufgetragen.
Feld B enthalt Stressgene, lonenkanalgene, Transportergene, Intrazellulare Signalmodulator
und -effektorgene. Im Feld C sind Apoptosegene, DNA-Synthese-, Reparatur- und
Rekombinationsgene fixiert. Das Feld D =zeigt Gene von Transkriptionsfaktoren und
allgemeinen DNA-bindenden Proteinen. Im Feld E sind Rezeptorgene,
Zelloberflachenantigengene und Zelladhasionsgene aufgetragen. Im Feld F befinden sich
verschiedene Zell-Zell-Kommunikationsgene. Neun Haushaltsgene dienen als Bezugspunkt fir
die verwendete mRNA-Menge (mit G bezeichnete Felder), wahrend verschiedene Plasmid-
und Bakteriophagen-DNAs als Negativkontrollen (mit G bezeichnete Felder) verwendet
werden kdnnen, um die Spezifitat der Hybridisierung zu Gberpriifen.

Jedes PCR-amplifizierte cDNA-Fragment ist 200-600 bp lang und zweimal auf die Membran
aufgetragen (je 10 ng). Eine vollstandige Liste der auf die Membran aufgetragenen Gene kann
im Internet unter folgender Adresse eingesehen werden:
http//:www.clontech.com/archive/JAN98UPD/Atlaslist.html.

Auf den Autoradiogrammen ergaben insgesamt 24 von 588 Genen ein Signal. Die
Expression von elf Genen (Prothymosin a, Zyxin, Butyrat Reaktionsfaktor 1, Egr-1
Zinkfinger regulierendes Protein, Integrin 3, Neuroleukin, Nexin 1 Protease, Serin
Protease Inhibitor, TIMP-2 Gewebe Inhibitor der Metalloproteinase-2 und ribosomales
Protein S29) ist nur auf dem mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Array
nachweisbar, nicht aber auf der mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Array-Membran. Zehn
Gene zeigen ein deutlich starkeres, ein Gen (Kollagenase V) ein schwacheres Signal
auf der mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran gegenlber der mit Wildtyp-
cDNA hybridisierten Membran und die Signale zweier Gene (Ubiquitin, STAT3 = signal

transducer and activator of transcription) sind auf beiden Membranen ungefahr gleich.
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Aus der Beschreibung der Autoradiogramme geht hervor, dal3 viele Gene eine deutlich
starkere Signalintensitat auf der mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran
gegenlber der mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran zeigen. Im Gegensatz dazu
ist die Expression der Kollagenase IV mRNA beispielsweise auf dem mit Sp3-
defizienter cDNA hybridisierten Array schwacher als auf dem Array, flir dessen

Hybridisierung Wildtyp-cDNA verwendet wurde.

Und das Signal fur das Ubiquitin-Gen (eines der Haushaltsgene) ist auf beiden
Membranen gleich stark, wahrend die Signale fliir die anderen Haushaltsgene auf der
mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran deutlich starker sind als auf der mit
Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran. Es ist nicht modglich, die Haushaltsgene als
Anhaltspunkt fur die Auswertung des Versuches zu wahlen, da sie in Sp3-defizienten
und in Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen nicht alle gleich stark exprimiert werden
(Abbildung 3.4, Feld G). Bei der Auswertung dieses Versuches kommt es also zu
Schwierigkeiten bezlglich der Wahl eines Bezugspunktes fir die erhaltenen

Ergebnisse.
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A. Sp3-defiziente Fibroblastenzellen
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Abb. 3.4 A und B: Autoradiogramm des cDNA-Arrays (Clontech, Heidelberg) nach der
Hybridisierung mit 2p_markierter cDNA

Fir die radioaktive Markierung der Sonden wurden 5 pg Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten (B)
bzw. Wildtyp-Fibroblastenzellen (A) verwendet, die mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben wurden. Von der radioaktiv markierten cDNA wurden 2x10° cpm/ml
Hybridisierungslosung eingesetzt.

Um zu klaren, wie das Ergebnis des cDNA-Array-Versuches interpretiert werden muf3,
wurde die mRNA Expression von zwei auf dem cDNA-Array detektierbaren Genen
(Ubiquitin und HSP 84) exemplarisch mit einer weiteren Methode, der RT-PCR,
untersucht.
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3.1.21 Untersuchung der Expression von Ubiquitin und HSP 84 mRNA in
Sp3-defizienten und Wildtyp-Fibroblastenzellen mittels RT-PCR

Bei den zwei exemplarisch ausgewahlten Genen, deren Expression mittels RT-PCR
Uberpruft werden sollte, handelte es sich um das Ubiquitin- und das HSP 84-Gen (heat
shock protein 84 kDa). Das Ubiquitin-Gen zeigte auf den beiden Array-Membranen
kaum einen Unterschied in der Signalintensitat, wahrend das HSP 84-Gen auf dem mit
Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Array ein deutlich starkeres Signal zeigte als auf
der mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran.

Far die reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) wurde die gleiche
mit DNase | behandelte Gesamt-RNA aus Maus-Fibroblastenzellen verwendet wie fur
den cDNA-Array. Die Primer wurden so gewahlt, da® fir HSP 84 bzw. Ubiquitin
charakteristische Sequenzen von 270 bp (HSP 84) bzw. 240 bp (Ubiquitin) amplifiziert
wurden. Als Bezugspunkt fir die eingesetzten RNA-Mengen diente die gleichzeitige
Untersuchung der HPRT (Hypoxanthin Phosphoribosyl Transferase) mRNA
Expression. Von diesem Gen ist aus vorangegangenen Versuchen bekannt, dal® es in
Sp3(-/-)-Fibroblastenzellen  vergleichbar  exprimiert wird wie in  Wildtyp-
Fibroblastenzellen (personliche Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske; Abschnitt 3.3.1).

Aus den Reaktionsansatzen wurden Aliquots von je 3 ul pro Ansatz nach 18, 20, 22,
25, 27, 30 und 35 Zyklen entnommen, die cDNA in einem 1,8%igen Agarosegel
aufgetrennt und photographiert (Abbildung 3.5). Die RT-PCR-Reaktion ist mit
zunehmenden Zykluszahlen immer mehr abgesattigt. Aus diesem Grund ist eine

Entnahme von Aliquots in Zykluszahlen hoher als 35 nicht sinnvoll.

Im Widerspruch zu anderen Versuchen mit dem HPRT-Gen als Bezugspunkt fir die
verwendeten cDNA-Mengen (Abschnitt 3.2.1) scheint die HPRT mRNA in Sp3-defi-
zienten Fibroblastenzellen starker exprimiert zu werden als in Wildtyp-Fibroblasten-
zellen. Unterschiedlich groRe Mengen eingesetzter Gesamt-RNA zu Beginn des
Versuches konnten durch eine exakte RNA-Konzentrationsbestimmung und durch die
Verwendung eines RNA-Mastermixes ausgeschlossen werden. Ein Qualitatsverlust der
RNA durch eine DNase I-Behandlung konnte bereits bei anderen Experimenten
festgestellt werden (persdnliche Mitteilung Heike Goéliner) und ist auch in diesem Fall
vorstellbar. Mdglicherweise wurde die Qualitat der verwendeten RNA unterschiedlich

stark verandert und ist somit Ursache fiir das Ergebnis.

64



ERGEBNISSE

HSP 84

Ubiquitin

HPRT

- [+ - ]+ - [+ - [+ - ]+ - [+ - +]+

18 20 22 25 27 30 35

Abb. 3.5: RT-PCR mit Primern aus der Ubiquitin, HSP 84 und HPRT mRNA-Sequenz

-/-: Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten Fibroblastenzellen; +/+: Gesamt-RNA aus Wildtyp-
Fibroblastenzellen; 18, 20,..., 35: Anzahl der Zyklen.

Aus allen Reaktionsansatzen wurde nach 18, 20, 22, 25, 27, 30 und 35 Zyklen ein Aliquot von
je 3 pl entnommen, in einem 1,8%igen Agarosegel aufgetrennt und nach dem Farben mit
Ethidiumbromid photographiert.

Es kann davon ausgegangen werden, dafl® das Expressionsniveau der HPRT mRNA,
trotz verschieden starker Signale in diesem speziellen Experiment, in Sp3-defizienter
und Wildtyp-Fibroblasten-RNA identisch ist, wahrend die Sp3-defiziente cDNA auf
Grund ihres Qualitatsunterschiedes aber besser amplifiziert wurde als die Wildtyp-
cDNA.

Das Ergebnis der RT-PCR, fir die Primer gegen das HSP 84-Gen verwendet wurden,
zeigt eine ahnliche Verteilung der Bandenintensitaten wie die RT-PCR mit Primern
gegen das HPRT-Gen. Unterschiede in der Signalintensitat zwischen der Bande der
amplifizierten Sp3-defizienten cDNA und der Bande der amplifizierten Wildtyp-cDNA
beruhen demnach nicht auf Expressionsunterschieden, sondern auf qualitativ

voneinander abweichenden RNA-Proben.

Fir die RT-PCR-Reaktion mit Primern gegen das Haushaltsgen Ubiquitin ergab sich
ein reverses Ergebnis. Dieser Versuch wurde parallel zu beiden anderen und mit der
gleichen Gesamt-RNA-Praparation durchgefihrt. Auf Grund der Qualitatsunterschiede
der verwendeten RNA wurde davon ausgegangen, dal} die Wildtyp-cDNA schlechter
amplifiziert wird als die Sp3-defiziente cDNA. Trotzdem war die Intensitat der Ubiquitin-
spezifischen Bande aus der amplifizierten Wildtyp-cDNA deutlich starker als die aus

der amplifizierten Sp3-defizienten cDNA.

65



ERGEBNISSE

Als Ergebnis der RT-PCR in Bezug auf ihre Kontrollfunktion des cDNA-Arrays laRt sich
feststellen, daR ein Angleich der mittels Phosphor-Imagers ermittelten Werte flr die
Signale auf der mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran an die Signale der
mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran nétig ist. Wie mit Hilfe der RT-PCR gezeigt
werden konnte, spiegelt der auf dem cDNA-Array zu sehende Unterschied in der Sig-
nalintensitat fur die HSP 84 mRNA keinen Expressionsunterschied wider. Fir die
Ubiquitin mRNA hingegen schien die Expression auf beiden Membranen annahernd
gleich zu sein. Mittels RT-PCR konnte aber gezeigt werden, dal} die Ubiquitin mRNA in
Wildtyp-Fibroblastenzellen  starker exprimiert wird als in  Sp3-defizienten

Fibroblastenzellen.

Bei einem Angleich der mit dem Phosphor-Imager ermittelten Werte des mit Sp3-
defizienter cDNA hybridisierten Arrays an die Werte des mit Wildtyp-cDNA
hybridisierten Arrays um den Faktor 2,6 (Tabelle 3.3) zeigten sich die mittels RT-PCR
erzeugten Ergebnisse, so dal® der ganze Versuch auf der Basis der zwei RT-PCR-

Kontrollen (HSP 84 und Ubiquitin) ausgewertet werden konnte.

3.1.2.2 Kollagenase IV, Ubiquitin und STAT3 sind potentielle Zielgene des
Transkriptionsfaktors Sp3

Um eine quantitative Aussage Uber die unterschiedliche Expression der Gene auf dem
cDNA-Array machen zu konnen, wurden die Membranen mit dem Phosphor-Imager
ausgewertet (Tabelle 3.3). Von den Werten fir die Bandenintensitat (gemessene
relative Radioaktivitat) wurde ein Hintergrundsignal abgezogen. Dies betrug fir die
Membran, die mit cDNA aus Sp3-defizienten Maus-Fibroblastenzellen hybridisiert
wurde 97 und fur die Membran, die mit cDNA aus Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen
hybridisiert wurde 65. Des weiteren erfolgte der Angleich der Werte des mit Sp3-
defizienter cDNA hybridisierten Arrays an die Werte des mit Wildtyp-cDNA
hybridisierten Arrays um den Faktor 2,6, der sich aus der RT-PCR ergeben hatte
(Abschnitt 3.2.2.1).

Insgesamt waren nur 24 der 588 Gene detektierbar. Da die cDNA-Array-Membran vor
diesem Versuch bereits flir andere Hybridisierungen verwendet wurde, hatte sie
moglicherweise an Sensitivitat verloren. Des weiteren wurde dieser Versuch nicht mit
Poly(A)"-RNA, sondern mit Gesamt-RNA durchgeflihrt. Gesamt-RNA ist stabiler, [aRt
sich leichter und mit einer hdheren Ausbeute aus den Fibroblastenzellen gewinnen, ist
aber bei der Hybridisierung weniger sensitiv. Bei der Verwendung von Poly(A)"-RNA

und einer frischen Membran waren vermutlich mehr Gene detektierbar gewesen.
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Name des Gens/ Intensitat des | Intensitat des| Verhaltnis Um den
Lage auf dem Wildtyp- Sp3- des Sp3- Faktor
cDNA-Array Fibroblasten-| defizienten defizienten 2,6
zellsignals | Fibroblasten- zum korrigierte
(WT) zellsignals Wildtyp- Werte
(Sp3(-/-)) Fibroblasten-| Sp3(-/-)/
zellsignal (WTx2,6)
Cyclin D2 (G1/S-specific) 56,27 138,04 25 0,9
(A69)
HSP 84 (Heat shock 283,18 740,56 2,6 1,0
84kD protein)
(B1c)
Cf2r (coagulation factor Il 211,30 497,76 24 0,9
(trombin) receptor)
(B2j)
STAT3 (signal trans- 65,10 83,74 1,3 0,5
ducer and activator of (2fach)
transcription)
(B4e)
Nm23-M2 (nucleoside 302,62 722,19 2,4 0,9
diphosphate kinase B)
(C4c)
TDAG51 (couples TCR 66,37 186,01 2,8 1,0
signaling to Fas
expression)
(C5a)
YB1 (DNA binding 316,58 1020,68 3,2 1,2
protein)
(D7)
Laminin receptor 1 112,69 403,69 3,6 1,4
(E7))
Non-muscle myosin 41,49 60,45 1,5 0,6
light chain 3
(F6b)
Vimentin 469,53 1285,14 2,7 1,0
(F6d)
Collagenase type IV 128,40 59,49 0,5 0,2
(F6K) (5fach)
Ubiquitin 666,92 572,40 0,9 0,3
(G5) (3fach)
Glyceraldehyde 3-phos- 514,76 1319,11 2,6 1,0
phate dehydrogenase
(G12)
R-actin 244 .44 468,96 1,9 0,7
(G19)

Tab. 3.3: Phosphor-imager-Auswertung der Signale, die auf den mit Sp3-defizienter und
Wildtyp-cDNA hybridisierten Array-Membranen detektierbar sind

Die in der Tabelle aufgelisteten Werte stehen fir die mit dem Phosphor-Imager ermittelte
relative Radioaktivitdt. Von den angegebenen Werten wurde bereits das fir jede Membran
einzeln ermittelte Hintergrundsignal abgezogen. In der rechten Spalte sind die um den Faktor
2,6 korrigierten Werte fir das Verhaltnis des Sp3-defizienten zum Wildtyp-Fibroblastenzellsignal
angegeben.
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Auf dem mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten cDNA-Array konnten 24 Gene mittels
Phosphor-Imager ermittelt werden, davon vier Haushaltsgene. Auf der mit Wildtyp-
cDNA hybridisierten Membran waren nur 14 Signale detektierbar, darunter drei
Haushaltsgene. Diese 14 Signale waren Teil der Signale auf dem mit Sp3-defizienter
cDNA hybridisierten Array, so dall die Expression dieser Gene miteinander verglichen

werden konnte (Tabelle 3.3).

Elf Gene erzeugten auf der mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran ein Sig-
nal und waren auf der mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran nicht nachzuweisen
(Abschnitt 3.2.2). Auf Grund des RT-PCR-Versuches, der zur Uberpriifung der cDNA-
Array-Ergebnisse durchgefihrt wurde, kann angenommen werden, daf3 fur die
Hybridisierung der Array-Membranen weniger Wildtyp-cDNA als Sp3-defiziente cDNA
verwendet wurde. Das kénnte dazu geflihrt haben, dal® die Signale dieser elf Gene auf

dem Wildtyp-Array unterhalb der Nachweisgrenze liegen.

Zehn Gene ergaben auf dem mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Array und dem
mit Wildtyp-cDNA hybridisierten Array Signale vergleichbarer Intensitat, wahrend drei
der 24 detektierbaren Gene in Sp3-defizienten Maus-Fibroblastenzellen um den Faktor
zwei (STAT3 = signal transducer and activator of transcription), finf (Kollagenase V)

bzw. drei (Ubiquitin) verringert exprimiert wurden.

3.2 Pref-1, ein potentielles Zielgen von Sp3

3.2.1 Expression der Pref-1 mRNA in Sp3-defizienten,
Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen

Wie bereits in der Einleitung (Abschnitt 1.6) erlautert, stellt Pref-1 ein potentielles

Zielgen des Transkriptionsfaktors Sp3 dar.

In der Literatur ist beschrieben, daf} Pref-1 (Preadipozytenfaktor-1) die Differenzierung
von Preadipozyten zu Adipozyten verhindert (Smas et al., 1993). Weiterhin wird
angenommen, daf Pref-1 in der Nebennierenrinde wichtig fir die Differenzierung der
Zellen der drei Nebennierenrindenzonen (Halder et at., 1998) und im Pankreas fir die

Differenzierung der insulinproduzierenden B-Zellen ist (Carlsson et al., 1997).

Auf den Membranen des cDNA-Arrays, der in Abschnitt 3.1.2 beschrieben ist und mit
Gesamt-RNA aus Fibroblastenzellinien durchgefihrt wurde, ist Pref-1 nicht
detektierbar. Vermutlich liegt die exprimiete mMRNA-Menge unterhalb der

Nachweisgrenze.
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Die Expression der Pref-1 mRNA sollte in Fibroblastenzellinien mit einer weiteren,
sensitiveren Methode, der RT-PCR, untersucht werden. Hierzu wurde Gesamt-RNA
aus Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und aus Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen
(Tag E13.5, sowohl subkonfluent als auch konfluent gewachsen) isoliert (Abschnitt
2.10.1.2). Zur Amplifikation der mRNA wurden spezifische Primer gegen das Pref-1-
Gen eingesetzt, so dal} als Produkt der RT-PCR ein 325 bp langes Gen-Fragment
entstand. Parallel zu diesem Ansatz wurde die Expression von HPRT mRNA in den zu
vergleichenden Zellen untersucht und als Bezugspunkt fur die eingesetzten RNA-
Mengen verwendet. Nach 18, 20, 22, 25, 27, 30, 35 und 40 Zyklen wurde ein Aliquot
von je 3 ul pro Reaktionsansatz entnommen, die cDNA in einem 1,8%igen Agarosegel
(Abschnitt 2.10.2.4) aufgetrennt und photographiert (Abbildung 3.6).

Pref-1
konfluente
MEFs

Pref-1
subkonfluente
MEFs

M123123123 123 123 123 123 12
18 200 22 25 27 30 35 40

HPRT
subkonfluente
MEFs

123 123 123 123 123 123 123 123

18 20 22 25 27 30 35 40

Abb. 3.6: RT-PCR zum Vergleich der Genexpression von Pref-1 mRNA in Sp3-defizienten
und Wildtyp-Fibroblastenzellen

1: Gesamt-RNA aus Wildtyp-Fibroblastenzellen; 2: Gesamt-RNA aus Sp3-heterozygoten
Fibroblastenzellen; 3: Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten Fibroblastenzellen; 18, 20, ..., 40:
Anzahl der Zyklen.

Aus allen Ansatzen wurde nach 18, 20, 22, 25, 27, 30, 35 und 40 Zyklen ein Aliquot von je 3 pl
entnommen, in einem 1,8%igen Agarosegel aufgetrennt und nach dem Féarben mit
Ethidiumbromid photographiert.

HPRT dient als Bezugspunkt fir die aufgetragenen cDNA-Mengen in diesem Versuch.
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Da die Expression der hier untersuchten mRNAs in den subkonfluent gewachsenen
Zellen annahernd identisch mit der in den konfluent gewachsenen Fibroblastenzellen
ist, wird im Folgenden darauf verzichtet in der Darstellung der Ergebnisse auf die

unterschiedlichen Zellstadien einzugehen.

Die Expression der Pref-1 mRNA wird in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen bereits im
Zyklus 25 sichtbar, wahrend sie in Wildtyp-Zellen erst ab Zyklus 30 beobachtet werden
kann. In Sp3-heterozygoten Fibroblastenzellen scheint die Pref-1 mRNA gar nicht
exprimiert zu werden. Die HPRT-Kontroll mRNA Expression in Sp3-defizienten und
Wildtyp-Fibroblastenzellen ist im Zyklus 20 erstmals erkennbar, in Sp3-heterozygoten
Zellen erst in Zyklus 22. Wahrend das Expressionsniveau der HPRT mRNA in Sp3(-/-)-
und in Sp3(+/+)-Fibroblastenzellen in allen Zyklen vergleichbar ist, ist dieses in Sp3(+/-
)-Zellen geringer. Das 325 bp grof3e Fragment der Pref-1 cDNA ist in den Zyklen 25 bis
40 fir die Sp3-defizienten Fibroblastenzellen deutlich starker ausgepragt als fiur die
Wildtyp-Zellen. Die Pref-1 mRNA scheint in Sp3-heterozygoten Fibroblastenzellen nicht

exprimiert zu werden.

Um eine quantitative Aussage Uber die Pref-1 mRNA Expression machen zu kénnen,
wurde die cDNA auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert (Southern Blot,
Abschnitt 2.10.2.8) und mit der entsprechenden radioaktiv markierten Sonde (Pref-1
bzw. HPRT) hybridisiert. AbschlieRend wurde ein Autoradiogramm angefertigt
(Abbildung 3.7).

Die ersten Signale sind auf dem Autoradiogramm bereits ab Zyklus 20 sichtbar und
deutlich starker als auf dem Photo des Gellaufs (vergleiche Abbildung 3.6 mit 3.7). Das
Ergebnis aus der RT-PCR konnte mit dem Southern Blot verstarkt werden. Da die
HPRT mRNA in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen genauso stark exprimiert wird wie
in Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen, kann das schwachere Signal in
Spur 2 mit einer Ungenauigkeit des RNA-Auftrages auf das Gel begrindet werden.
Daher ist nicht sicher, ob die Pref-1 mRNA in Sp3-heterozygoten Fibroblastenzellen
nicht exprimiert wird oder ihre Expression unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Es kann
aber festgestellt werden, dal® die Expression des Pref-1-Gens in Sp3-defizienten Fibro-

blastenzellen starker ist als in Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen.
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Abb. 3.7: RT-PCR zum Vergleich der Genexpression von Pref-1 in Sp3-defizienten und
Wildtyp-Fibroblastenzellen

1. Gesamt-RNA aus Wildtyp-Fibroblastenzellen; 2: Gesamt-RNA aus Sp3-heterozygoten
Fibroblastenzellen; 3: Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten Fibroblastenzellen; 18, 20,..., 40:
Anzahl der Zyklen.

Die cDNA aus dem oben beschriebenen Gel (Abbildung 3.6) wurde iber Nacht auf eine positiv
geladene Nylonmembran Ubertragen, die dann mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde
(Pref-1 bzw. HPRT) hybridisiert wurde.

Die Pref-1 mRNA Expression ist in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen gegentber
Wildtyp-Fibroblastenzellen deutlich hoher. Diese Unterschiede im Expressionsniveau
der Pref-1 mRNA in Fibroblastenzellen konnten mit Hilfe eines Northern Blots bestatigt
werden  (personliche Mitteilung Heike Gollner). Die Anwesenheit des

Transkriptionsfaktors Sp3 scheint die Expression der Pref-1 mRNA zu reprimieren.
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3.2.2 Versuch der Differenzierung von Sp3-defizienten und
Wildtyp-Fibroblastenzellen zu Adipozyten

Sowohl im Northern Blot als auch in der RT-PCR konnte gezeigt werden, dal} die
Expression der Pref-1 mRNA in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen verglichen mit
Wildtyp-Fibroblastenzellen erhoht ist. Was bewirkt diese Erhéhung funktionell in Fibro-

blastenzellen?

Wahrend der Differenzierung von Preadipozyten zu Adipozyten verringert sich die
Expression der Pref-1 mRNA in den Fibroblastenzellen. In ausgereiften Adipozyten
wird das Protein gar nicht mehr hergestellt. Eine dauerhafte Expression von Pref-1

oder die Zugabe in vitro verhindert die Adipogenese (Smas et al., 1999).

Im folgenden Versuch sollte getestet werden, ob sich Sp3-defiziente und Wildtyp-
Fibroblastenzellen in Kultur zu Adipozyten differenzieren lassen. Zur Kontrolle wurde
eine weitere Zellinie herangezogen, die in der Literatur als differenzierungsfahig (zu
Adipozyten) beschrieben wird (Reichert et al., 1998; Mackall et al., 1976). Hierbei

handelte es sich um die 3T3L1-Fibroblastenzellen.

Die drei verschiedenen Zellinien wurden in Primaria Zellkulturflaschen der Firma
Falcon in ihrem jeweiligen Zuchtmedium kultiviert (siehe Abschnitt 2.11.1.1 und 2.11.2)
bis sie konfluent gewachsen waren. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Sp3-defizienten
und die Wildtyp-Fibroblastenzellen auf das Zuchtmedium der 3T3L1-Zellen umgestellt
und wahrend der folgenden drei Tage in diesem Medium belassen. Anschlieend
wurden die Zellen fur vier Tage mit einem Mix aus Dexamethason, Isobutyl-
Methylxanthin und Insulin in einem Medium aus DMEM und HAM’s F12 inkubiert und
fur weitere vier Tage in DMEM und HAM's F12 mit Insulin (Abschnitt 2.11.2.1). Die
Fibroblastenzellen sollten nun zu Adipozyten differenziert sein. Um das zu Uberprufen,
wurden die Zellen in der Kulturflasche formolffixiert, die fur Adipozyten
charakteristischen Lipidtrdpfchen mit Ol-Rot-O rot und die Zellkerne aller Zellen mit
Hamalaun blau gefarbt (Abschnitt 2.11.2.2). So war es mdglich, eine Aussage Uber das
Verhaltnis der differenzierten Zellen (rot) zu der Gesamtzellzahl (blau) zu machen. Die

Ergebnisse dieses Versuches sind in der Abbildung 3.8 dargestellt.
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Abb. 3.8 A-K: Differenzierung von Sp3-defizienten und Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen
zu Adipozyten

Zur Differenzierung wurden die Zellen konfluent gezilichtet. Drei Tage nach Erreichen der
Konfluenz wurden die Fibroblastenzellen fir vier Tage mit einem Mix aus Dexamethason,
Isobutyl-Methylxanthin und Insulin in einem Medium aus DMEM und HAM’s F12 inkubiert,
wobei dieses am zweiten Tag erneuert wurde. AnschlieBend wurden die Zellen fir weitere vier
Tage in Medium aus DMEM und HAM’s F12 mit Insulin versetzt gehalten.

A-E; G-J: Aufgenommen bei einer 100fachen VergroRerung.

F: Aufgenommen bei einer 200fachen Vergréerung.

K: Aufgenommen bei einer 400fachen Vergrofierung.

Die Sp3-defizienten und Wildtyp-Fibroblastenzellen veranderten sich im Laufe der
gesamten Versuchszeit nicht, wahrend im Zellrasen der 3T3L1-Zellen schon nach
wenigen Tagen Fetttropfchen sichtbar wurden (Abbildung 3.8 H). Nach der Behandlung
mit Ol-Rot-O und Hamalaun waren die Sp3(-/-)- und die Sp3(+/+)-Zellen komplett blau
gefarbt, es war keine Rotfarbung erkennbar. In den 3T3L1-Zellen farbten sich die
Zellkerne blau und die sich im Zytoplasma befindlichen Lipidtropfen rot. Insgesamt

wurden ungefahr 90% der 3T3L1-Zellen zu Adipozyten differenziert.

In den Sp3-defizienten Fibroblastenzellen wird das die Differenzierung verhindernde
Protein Pref-1 verstarkt exprimiert. Die Wildtyp-Fibroblastenzellen hingegen
exprimieren Pref-1 nur in sehr geringen Mengen. Mit diesem Versuch konnte gezeigt
werden, dall die Adipogenese weder in Sp3-defizienten noch in  Wildtyp-
Fibroblastenzellen abgelaufen ist. Die Differenzierung der Kontrollzellen (3T3L1-Zellen)

zu Adipozyten erfolgte problemlos.

Die Differenzierung der verwendeten Fibroblastenzellen zu Adipozyten ist unabhangig

von der An- bzw. Abwesenheit von Pref-1 nicht méglich.
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3.3 Vergleich der Genexpression in Sp3-defizienter und
Wildtyp-Mauslunge

3.31 Expression lungenspezifischer Gene in Sp3-defizienter und
Wildtyp-Mauslunge

Sp3-defiziente Mause sterben innerhalb von 30 Minuten nach der Geburt (persénliche
Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske). Die Sp3(-/-)-Embryonen sind deutlich kleiner als
ihre Wildtyp-Geschwister. Histologische Untersuchungen geben Hinweise auf eine
generell verlangsamte Entwicklung und Differenzierung aller Gewebe (personliche
Mitteilung Peter Bouwmann) und auf eine Veranderung des Alveolarepithels, welches
mehrschichtig zu sein scheint (persénliche Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske). Bei
Beobachtungen der neugeborenen Maus-Embryonen machte es den Anschein, als
versuchten die Tiere zu atmen. Es gelangte allerdings keine Luft in die Lungen

(personliche Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske).

Auf Grund dieser Feststellungen sollte in den weiteren Versuchen die Expression der
mMRNA verschiedener Gene in der Lunge untersucht werden. Die Versuche zielten
speziell auf Lungenproteine und Proteine ab, die fur die Lungenentwicklung, -funktion

und den Aufbau der Lunge von Bedeutung sind.

Surfactant Proteine:

Surfactant ist ein Protein-Phospholipidfiim, der die gesamte Oberflache der
Lungenalveolen bedeckt und vor allem von Alveolarepithelzellen Typ Il sezerniert wird.
Die Hauptaufgabe der Surfactant-Proteine besteht in der Herabsetzung der
Oberflachenspannung der Lungenalveolen (Hermans et al., 1998). Dadurch wird ein

Kollaps der Alveolen verhindert.

1) Surfactant Protein A (SP-A): (mRNA: 3000, 1700, 900 Nukleotide)

Das hydrophile 28 bis 36 kDa Protein stellt 50% aller Surfactant Proteine und bildet
hochmolekulare 18mere mit einer Masse von 650 kDa. Die drei verschiedenen
mMRNA-Transkripte sind vermutlich die Folge unterschiedlicher Polyadenylierungen
oder alternativer SpleiRvorgange (Korfhagen et al., 1992). Surfactant Protein A
dient der Stabilisierung der Phospholipidmembran, der Spannungsreduktion der
Lunge bei der Ausatmung und es reguliert die Surfactant-Konzentration (Hermans
et al., 1998). Die Expression des Surfactant Proteins A beginnt am Tag E15 und
steigt bis zur Geburt stark an (Korfhagen et al., 1992).
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2)

3)

4)

Surfactant Protein B (SP-B): (mRNA: 1600 Nukleotide)

Hierbei handelt es sich um ein hydrophobes Protein mit einer Masse von ca. 5 bis
8 kDa, welches Dimere mit einer Masse von 15 bis 18 kDa bildet. Surfactant
Protein B scheint ein Schlusselprotein in der Organisation der Lamellenkdrperchen
zu sein, Uber die der Surfactant ausgeschleust wird. Des weiteren dienen auch
diese Proteine der Spannungsreduktion in den Alveolen. SP-B-defiziente Mause
zeigen eine deutliche Atemverschlechterung (Hermans et al., 1998). Die SP-
B mRNA kann schon ab Tag E15 in kleinen Mengen nachgewiesen werden und

steigt zwischen Tag E16 und E17 merklich an (D’Amore-Bruno et al., 1992).

Surfactant Protein C (SP-C): (mRNA: 800 Nukleotide)

SP-C ist ein niedermolekulares, hydrophobes Protein. Die Expression der SP-C
MRNA beginnt etwa am Tag E15 und steigt in der spaten Entwicklung stark an
(Glasser et al., 1990).

Surfactant Protein D (SP-D): (mRNA: 1250 Nukleotide)

SP-D ist hydrophil bei einem Molekulargewicht von 42 kDa. Das Protein bildet
hochmolekulare 12mere mit einer Masse von 600 kDa. Die funktionellen
Eigenschaften dieses Proteins sind noch nicht ganz klar. Es scheint aber, als spiele
SP-D keine Rolle bei den oberflachenaktiven Eigenschaften des Surfactant-
Komplexes (Hermans et al., 1998). SP-D-defiziente Mause sind lebensfahig, zeigen
aber eine Veranderung in der Expression der Surfactant-Proteine A, B und C. Das
lakt auf eine Funktion von SP-D in der Surfactant-Lipid-Homoostase schlie3en
(Korfhagen et al., 1998).

Weitere lungenspezifische Proteine:

5)

6)

UG (Uteroglobin)/CCSP (Clara cell secretory protein)/CC10 (Clara cell 10 kDa
protein): (MRNA: 496 Nukleotide)
Uteroglobin, ein sekretorisches Protein, wird in der Lunge in den Clara-Zellen

exprimiert (Aumuller et al., 1995).

LKLF (Lung Kruppel-like-factor): (mMRNA: 1538 Nukleotide)
LKLF ist ein in der Lunge stark exprimierter Transkriptionsfaktor. Die Expression
des Gens ist ab Tag E9.5 auch im GefaRendothel nachweisbar (Kuo' et al., 1997).
LKLF-defiziente Tiere sterben zwischen Tag E12.5 und E14.5 an inneren
Blutungen auf Grund einer defekten BlutgefaRmorphologie (Wani et al, 1998; Kuo'
et al, 1997). Uber die Bedeutung von LKLF fiir die Entwicklung der Lunge ist noch
nichts bekannt. Kurzlich wurde aber eine Sp1-Bindungstelle im LKLF-Promotor
beschrieben (Schrick et al., 1999). Es ist mdglich, dal® auch Sp3 an diese Stelle
bindet und so Einfluf3 auf die LKLF mRNA Expression nimmt.
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7) TTF1 (Thyroid transcription factor-1): (mMRNA: 3517 Nukleotide)
Dieser Transkriptionsfaktor wird in der Schilddriise und in der Lunge (Clara-Zellen)
exprimiert. In der Lunge besteht seine Funktion in der Regulation der Expression
der Surfactant Proteine A, B, C und CCSP (Yan et al., 1997).

8) Elastin: (mMRNA: 2650 Nukleotide)
Der Vergroflerung des Thoraxraumes (Einatmung) stehen elastische Krafte
entgegen, die sich zum einen aus elastischen Kraften des Lungengewebes
(elastische Fasern) wund der Thoraxwand und zum anderen aus
Oberflachenspannungen in den Alveolen an der Grenzflache zwischen Luft und
Flussigkeitsfilm (Surfactant) zusammensetzen (Junqueira/Carneiro, Springer-
Verlag, 1996).

Elastin ist ein Protein der elastischen Fasern. Diese kommen uberall dort vor, wo
die Elastizitdt fir die Funktion der Gewebe von besonderer Bedeutung ist.
Beispielsweise in Arterien vom elastischen Typ. In der Lunge wird Elastin von

Fibroblasten exprimiert (Junqueira/Carneiro, Springer-Verlag).

Far den Northern Blot wurde Gesamt-RNA aus Mausgewebe von Tag E18.5
Embryonen isoliert. Es wurden insgesamt vier Membranen angefertigt (Membran | -
IV). RNA fur die Membranen | und Il wurde aus Mauslunge/-herz gewonnen und RNA

fur die Membranen Ill und IV aus der Mauslunge.

Die Gesamt-RNA wurde, wie in Abschnitt 2.10.1.2 beschrieben, aus dem Gewebe
isoliert, in einem Agarose-Formaldehydgel aufgetrennt (Abschnitt 2.10.1.4) und auf
eine positiv geladene Nylonmembran Ubertragen (Abschnitt 2.10.1.7). Als Sonden
dienten sowohl aus Plasmiden gewonnene cDNA-Fragmente (SP-A, SP-B, SP-C, UG,
LKLF und TTF-1) (Abschnitt 2.10.2.3) als auch mittels RT-PCR (Abschnitt 2.10.1.6)
hergestellte cDNA-Fragmente (SP-D und Elastin).

Die vier verschiedenen Membranen wurden mit den radioaktiv markierten Sonden
(Abschnitt 2.10.2.7) hybridisiert (Abbildung 3.9 A-I). Um zu kontrollieren, ob die RNA in
gleichen Mengen auf das Agarose-Formaldehydgel aufgetragen wurde, wurden die
Membranen nach den spezifischen Hybridisierungen mit einem radioaktiv markierten
Oligonukleotid hybridisiert, das an die 18S-RNA (18S-Kontrollmembran) bindet
(Abschnitt 2.10.1.8).
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Abb. 3.9 A-l: Northern Blots mit SP-A, SP-B, SP-C, SP-D, Elastin, UG, LKLF und TTF-1
cDNA-Fragmenten als Hybridisierungsproben

+/-: RNA aus Sp3-heterozygoten Mausen; +/+: RNA aus Wildtyp-Sp3-Mausen; -/-: RNA aus
Sp3-defizienten Mausen.

Die Positionen der 28S-RNA (**) und der 18S-RNA (*) sind eingezeichnet.

A, C, E, G, H: Es wurden je 5 ug der aus Mauslungen/-herzgewebe am Tag E18.5 gewonnen
Gesamt-RNA fir den Northern Blot eingesetzt.

B, D, F: Fir diese Northern Blots wurden je 9 ug Gesamt-RNA aus Mauslungengewebe Tag
E18.5 verwendet.

I: Als Ausgangsmaterial fir diesen Blot dienten je 6 pg Gesamt-RNA aus Mauslungengewebe
Tag E18.5.

Zur Hybridisierung wurden 1,5x10° cpm/ml Hybridisierungsldsung der mittels RT-PCR
hergestellten (D+l) oder aus Plasmiden isolierten (A-C+E-H) radioaktiv markierten cDNA-
Sonden (spezifische Aktivitat von 2x10° cpm/ug) verwendet. Als Kontrolle fir die eingesetzten
RNA-Mengen diente die Hybridisierung mit 5x10° cpm/15 ml Hybridisierungslésung einer
Oligonukleotid-Sonde gegen die 18S-RNA, die jeweils unter den einzelnen Autoradiogrammen
dargestellt ist.

Zur Auswertung des Versuches werden die Expressionsniveaus, die sich durch die
Hybridisierung der Membranen mit der radioaktiv markierten cDNA der jeweiligen Gene
ergeben, mit dem Expressionsniveau verglichen, das durch die Hybridisierung mit dem
Oligonukleotid gegen die 18S-RNA entsteht. Sind diese identisch, liegt kein
Unterschied in der Expression der mRNA vor. Dies ist fir die mRNA Expression von
SP-A, SP-B, SP-C und SP-D der Fall. Alle vier Transkripte werden in Sp3-defizienten,
Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Mauslungen gleich und von der Abwesenheit des
Trans-kriptionsfaktors Sp3 unabhangig exprimiert (Abbildung 3.9 A-D).

Bei der Untersuchung weiterer lungenspezifischer Proteine konnte ein Unterschied in
der Uteroglobin mRNA Expression festgestellt werden (Abbildung 3.9 E und F). In Sp3-
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defizienter Mauslunge wird die Uteroglobin mRNA deutlich schwacher exprimiert als in
der Sp3-heterozygoten und der Wildtyp-Mauslunge. Dieser Befund konnte mit zwei
unabhangig voneinander durchgefihrten Northern Blots und unterschiedlichen RNA-
Praparationen gezeigt werden. Die Auswertung mit dem Phosphor-Imager ergab ein
2fach schwacheres Signal fiir die Expression der Uteroglobin mRNA in Sp3-defizienter

Mauslunge gegenuber der Expression in der Wildtyp-Mauslunge.

Die mRNAs der Transkriptionsfaktoren LKLF (Lung Kriippel-like-factor) und TTF-1
(Thyroid-transcription factor-1) sowie die des Proteins Elastin werden unabhangig von
der An- bzw. Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3 exprimiert. Wie ein Vergleich
mit der 18S-Kontrollmembran zeigt, beruhen die auf den Membranen sichtbaren
Schwankungen der Signalintensitaten alle auf ungleichmaRig aufgetragenen Gesamt-
RNA-Proben (Abbildung 3.9 G-I).

Aus diesem Versuch wird deutlich, dall die SP-A-, SP-B-, SP-C-, SP-D-, LKLF-, TTF-1-
und Elastin-Gene durch das Fehlen des Transkriptionsfaktors Sp3 in ihrer Expression
nicht beeinflult werden. Das Uteroglobin-Gen wird in der Sp3-defizienten Mauslunge

etwa 2fach vermindert exprimiert.

3.3.2 p21 mRNA Expression in Sp3-defizienter, Sp3-heterozygoter
und Wildtyp-Mauslunge

Das Protein p21 ist ein Cyclin-abhangiger Kinase Inhibitor (CKI = cyclin-dependent
kinase inhibitor). Es gehért neben p27 und p57 zur p21°""WA"_Familie. Die Cyclin-
abhangigen Kinasen (Cdk = cyclin-dependent kinase) bilden eine Enzymfamilie, deren
Mitglieder den Fortlauf des Zellzyklusses garantieren, wahrend die Mitglieder der
p21°P""WAR _Eamilie die Uberleitung der Zellen von der G;-Phase in die S-Phase
inhibieren. Zusammen mit einem weiteren Inhibitor, p57, reguliert p21 so die
Differenzierung der Skelettmuskulatur und der Lungenalveolen (Zhang et al., 1999).
Des weiteren ist im p21 Promotor eine etwa 10 bp lange GC-reiche Sequenz bekannt,
an die die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 binden (Datto et al., 1995; Billon et al.,
1999). Es ist vorstellbar, daf Sp3 tber die Bindung an die GC-reiche Sequenz die p21
mRNA Expression reguliert und somit Einflud auf die Differenzierung der
Skelettmuskulatur und der Lungenalveolen hat. Aus diesem Grund wurde untersucht,
ob die Expression des p21-Gens von der An- bzw. Abwesenheit des

Transkriptionsfaktors Sp3 beeinflu3t wird.
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p21 mRNA war weder in Fibroblastenzellen noch in der Mauslunge mittels Northern
Blot nachweisbar. Die Expression der p21 mRNA in Sp3-defizienter, Sp3-heterozygoter
und in Wildtyp-Mauslunge wurde daher mit einer sensitiveren Methode, der RT-PCR,

untersucht.

Mit spezifischen Primern gegen eine Sequenz aus dem p21-Gen wurde mit Gesamt-
RNA aus Sp3(-/-)-, Sp3(+/-)- und Sp3(+/+)-Mauslungen eine RT-PCR durchgeflihrt. Die
RNA wurde am Tag E18.5 wie in Abschnitt 2.10.1.2 beschrieben aus dem
Lungengewebe isoliert, von DNA-Verunreinigungen befreit (Abschnitt 2.10.1.3), revers
transkribiert (Abschnitt 2.10.1.6.) und die cDNA-Fragmente anschlieRend amplifiziert.
Es wurden Aliquots von je 3 pl nach Zyklus 20, 22, 25, 27, 30 und 35 entnommen, in
einem 1,8%igen Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 3.10) und die cDNA Uber Nacht
auf eine positiv geladene Nylonmembran transferiert. Die Membran wurde
anschlielend mit radioaktiv markierter p21 cDNA hybridisiert (Abbildung 3.11).

p21 e L L X)) -

123123123123123123 NPM

20 22 25 27 30 35

Abb. 3.10: RT-PCR mit p21-spezifischen Oligonukleotiden und Lungen-RNA aus Sp3-
defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Mausembryonen

1. Gesamt-RNA aus Sp3-defizienter Mauslunge; 2: Gesamt-RNA aus Sp3-heterozygoter
Mauslunge; 3: Gesamt-RNA aus Wildtyp-Mauslunge.

Negativkontrolle (N): Ansatz mit Wasser an Stelle der RNA; Positivkontrolle fir die RT-PCR (P):
RNA und Primer aus dem ,Access RT-PCR System Kit* (Promega, Madison); GréRenstandard
(M): pBR322-Plasmid geschnitten mit Hinf I.

Aus allen Reaktionsansatzen wurde nach 20, 22, 25, 27, 30 und 35 Zyklen ein Aliquot von je
3 yl entnommen, in einem 1,8%igen Agarosegel aufgetrennt und nach dem Farben mit
Ethidiumbromid photographiert.

p21 290 bp

123123 123123123123
20 22 25 27 30 35

Abb. 3.11: Southern Blot mit p21-spezifischen Oligonukleotiden und Lungen-RNA aus
Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Mausembryonen

1. Gesamt-RNA aus Sp3-defizienter Mauslunge; 2: Gesamt-RNA aus Sp3-heterozygoter
Mauslunge; 3: Gesamt-RNA aus Wildtyp-Mauslunge; 20, 22,..., 35: Anzahl der Zyklen.

Die cDNA aus dem in Abbildung 3.10 dargestellten Gel wurde Uber Nacht auf eine positiv
geladene Nylonmembran Ubertragen und mit einer radioaktiv markierten p21-cDNA-Sonde
hybridisiert.
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p21 mRNA ist mittels RT-PCR in der Mauslunge nachweisbar. lhre Expression kann in
dem Gel (Abbildung 3.10) bereits in Zyklus 20 nachgewiesen werden, auf dem
Autoradiogramm (Abbildung 3.11) erst in Zyklus 22. Bei langerer Exposition des
Réntgenfiimes waren Signale zwar schon ab Zyklus 20 sichtbar, die Signale der
héheren Zyklenzahlen aber sehr gestreut und dunkel, so daf auf die Darstellung eines

solchen Autoradiogrammes verzichtet wurde.

Auf der Photographie des Gels scheint die Expression der p21 mRNA in den drei
verschiedenen Mauslungen gleich stark zu sein. Das Autoradiogramm deutet aber auf
eine starkere Expression in Sp3-defizienter Mauslunge als in Sp3-hetreozygoter- und

Wildtyp-Lunge hin. Die quantitative Auswertung bestatigt diesen Eindruck (Tabelle 3.4).

Zyklenzahl | Intensitat der | Intensitat der | Intensitat der | Verhaltnis der
p21-Bande p21-Bande p21-Bande Sp3 (-/-)- zur Sp3
in Sp3 (-/-)- in Sp3 (+/-)- in Sp3 (+/+)- (+/+)-Maus-
Mauslunge Mauslunge Mauslunge lungen-Bande

20 80,06 73,28 81,73 1,0
22 168,43 148,52 180,15 0,9
25 1231,21 1049,39 826,70 1,5
27 1462,78 1236,93 1100,92 1,3
30 1420,09 1235,89 1186,53 1,2
35 1597,26 1184,61 1437,53 1,1

Tab. 3.4: Phosphor-imager-Auswertung des Southern Blots

Die in der Tabelle aufgelisteten Werte stehen fir die mit dem Phosphor-Imager ermittelte
relative Radioaktivitat.

Von den ermittelten Werten wurde ein Hintergrundsignal von 55 abgezogen und anschlief3end
das Verhaltnis der Expression der p21 mRNA in Sp3-defizienter Mauslunge zur Expression der
p21 mRNA in Wildtyp-Mauslunge errechnet (Spalte ganz rechts). Dieses Verhaltnis ist fir alle
Zyklen 1£ 0,5.

Die Phosphor-Imager-Auswertung zeigt, dal® die p21 mRNA Expression in Sp3-defi-
zienter Mauslunge bis zu 1,5fach starker ist als in Sp3-heterozygoter und Wildtyp-
Mauslunge. Ein so geringer Unterschied im Expressionsniveau kann seine Ursache
moglicherweise in Schwankungen der Genexpression in den einzelnen Mauslungen
haben. Um das ausschlieBen zu kénnen, mufite das Ergebnis des Versuches mit

anderen Mauslungen Uberprift werden.
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4 DISKUSSION

Ziel der Arbeit war es, Gene zu finden, die von dem Transkriptionsfaktor Sp3 in vitro
und in vivo in ihrer Expression beeinflut werden. Als Ausgangsmaterial standen Sp3-
defiziente, Sp3-heterozygote und Wildtyp-Fibroblastenzellen zur Verfligung sowie Sp3-
defiziente, Sp3-heterozygote und Wildtyp-Mauslungen aus Tag E18.5 Embryonen. Die
Expression von verschiedenen Genen in den oben genannten Zellen und der

Mauslunge wurde mit unterschiedlichen Methoden untersucht.

Northern Blots wurden mit Gesamt-RNA aus Fibroblastenzellen und aus der
Mauslunge hergestellt. Die Signale, die auf den Membranen durch die Hybridisierung
mit cDNA verschiedener Gene entstanden, gaben Aufschlu Uber das relative
Expressionsniveau der mRNA dieser Gene in Sp3-defizienten und Wildtyp-
Geweben/Zellen. Unterschiede in der Expression koénnen Folge einer
Transkriptionsregulation durch Sp3 sein. Damit die Signale auf den Membranen
miteinander verglichen werden konnten, muf3te gewahrleistet sein, dal® die Mengen der
aufgetragenen Gesamt-RNA gleich grol3 waren. Um das zu Uberprifen, wurde als
Hybridisierungsprobe ein Oligonukleotid gegen die 18S-RNA verwendet. Die mRNAs
von Genen, die in den verwendeten Geweben/Zellen nur sehr schwach exprimiert
werden, wurden mittels reverser Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR),

einer sensitiveren Methode als dem Northern Blot, untersucht.

Die Ergebnisse der RT-PCR lassen aber lediglich eine semiquantitative Aussage Uber
die Expression der getesteten mRNAs zu. Die PCR-Reaktion ist ab einem bestimmten
Zyklus gesattigt und Unterschiede im Expressionsniveau sind nicht mehr sichtbar. Der
PCR-Reaktion wurden Proben nach unterschiedlichen Zyklenzahlen enthommen (18,
20, 22, 25, 27, 30, 35, 40), um das Expressionsniveau der mRNAs bis zur Sattigung zu
beobachten und damit eine anndhernd genaue Aussage Uber dieses tatigen zu
kénnen. Mit zunehmender Zyklenzahl und damit Sattigung nimmt der

Signalunterschied ab.

Um ein moglichst groRes Spektrum von Genen nach potentiellen Sp3-Zielgenen
durchsuchen zu kénnen, wurde eine weitere Methode herangezogen. Als Grundlage
diente eine 588 Maus-cDNA-Fragmente enthaltene Nylonmembran (cDNA-Array) von
der Firma Clontech, die mit cDNA aus Sp3-defizienten und Wildtyp-Fibroblastenzellen
hybridisiert wurde. Uber den Vergleich der Signalintensitat auf der mit cDNA aus
Sp3(-/-)-Fibroblastenzellen hybridisierten Membran mit der Signalstarke auf der mit
cDNA aus Sp3(+/+)-Fibroblastenzellen hybridisierten Membran kann eine Aussage
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Uber die Expression verschiedener Gene gemacht werden. Unterschiedlich starke
Signale auf dem cDNA-Array kénnen aber nicht nur durch unterschiedlich starke
Expression der Gene verursacht werden, sondern auch durch ungleiche Mengen
immobilisierter cDNA oder durch unterschiedliche Qualitdt der zur reversen
Transkription verwendeten Gesamt-RNA. Um die Ergebnisse des cDNA-Arrays zu
Uberprifen, wurde die Expression der mRNA einiger Gene mittels RT-PCR in Sp3-

defizienten Fibroblastenzellen und Wildtyp-Fibroblastenzellen untersucht.

4.1 Potentielle Zielgene des Transkriptionsfaktors Sp3
in Fibroblastenzellen (MEFs)

411 Nachweis von potentiellen Sp3-Zielgenen in
Fibroblastenzellen (MEFs)

Die Grundlage fir die Untersuchungen potentieller Sp3-Zielgene bildete ein cDNA-
Array, der im Rahmen einer Diplomarbeit am Institut fir Molekularbiologie und
Tumorforschung der Philipps-Universitat Marburg von Heike Gollner (08/98)
durchgeflihrt wurde. Bei diesem Experiment wurde die Expression der mRNA
verschiedener Gene in differenzierten Sp3-defizienten embryonalen Maus-
Stammzellen mit der in differenzierten Wildtyp-embryonalen Maus-Stammzellen
verglichen. FUnf der so entdeckten potentiellen Sp3-Zielgene wurden fir die
vorliegende Arbeit ausgewahlt, um deren Expression mit einer weiteren Methode und
in einem anderen Zellkultursystem zu untersuchen. Es handelte sich hierbei um GFR
(Growth factor receptor), Zyxin, Integrin B, Kollagenase IV und Pref-1
(Preadipozytenfaktor-1). Diese Gene werden alle in differenzierten Sp3-defizienten
embryonalen Stammzellen starker exprimiert als in differenzierten Wildtyp-

embryonalen Stammzellen.

Zur Untersuchung der Gene mittels Northern Blot (fir GFR, Zyxin, Integrin B,
Kollagenase V) bzw. RT-PCR (fur Pref-1) wurde Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten,
Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen aus Tag E13.5 Maus-Embryonen

verwendet.

Als Ergebnis des Northern Blots ergaben sich vergleichbare Expressionsniveaus fur
die Zyxin mRNA in Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzel-

len.

Die Expression von GFR und Integrin B mRNA st in Sp3-defizienten

Fibroblastenzellen gegenliber Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen leicht
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erhoht. Da der Unterschied in den Expressionsniveaus sehr gering ist, muf3 dieses
Ergebnis nicht zwangslaufig eine Transkriptionsregulation der Gene bedeuten. Es ist
denkbar, dal® es sich bei diesem Ergebnis um individuelle Schwankungen der
Genexpression in den einzelnen Fibroblastenzellinien handelt. Der Versuch sollte mit

anderen Zellinien wiederholt werden.

Die mRNA des Enzyms Kollagenase IV hingegen wird in Sp3-defizienten Fibro-
blastenzellen schwacher exprimiert als in Wildtyp-Fibroblastenzellen. Dieses Ergebnis
wurde von einem mit Sp3-defizienten und Wildtyp-Fibroblastenzellen angefertigten
cDNA-Array zusatzlich verstarkt. Das Kollagenase IV-Gen weist keine TATA-Box auf,
besitzt aber N-terminal zwei GC-Boxen (Huhtala et al., 1990) und damit potentielle
Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor Sp3. Eine Regulation der Kollagenase IV

mRNA Expression durch Sp3 ist also vorstellbar.

Die Pref-1 mRNA Expression, die in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen mit der in Sp3-
heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen mittels RT-PCR verglichen wurde, ist in
Sp3-defizienten Fibroblastenzellen gegenliber Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibro-
blastenzellen deutlich erhéht (Abschnitt 4.1.2).

Die voneinander abweichenden Expressionsniveaus der GFR, Integrin (3, Zyxin und
Kollagenase IV mRNA, die sich aus den cDNA-Arrays mit embryonalen Maus-Stamm-
zellen und den Northern Blots mit embryonalen Maus-Fibroblastenzellen ergeben,
kénnten durch den Gebrauch der zwei unterschiedlichen Zellkultursysteme begriindet

werden.

Die Differenzierung der embryonalen Maus-Stammzellen im Rahmen der oben
angefiihrten Diplomarbeit von Heike Goliner (08/98) lief unspezifisch und ungerichtet
ab. Es wurde davon ausgegangen, dal sich Sp3-defiziente und Wildtyp-embryonale
Stammzellen unter gleichen Bedingungen zu einem ahnlichen Gemisch aus
unterschiedlichen Zelltypen differenzieren. Méglicherweise sind einige der gefundenen
Expressionsunterschiede der Gene in Sp3-defizienten und Wildtyp-embryonalen

Stammzellen aber auch auf unterschiedliche Zelltypen zurtickzufuhren.

Die verwendeten Maus-Fibroblastenzellen hingegen zeigten einen vergleichbaren
Differenzierungsgrad, sind aber immortalisiert. Das bedeutet, da} sie Mutationen
entwickelt haben, die es ihnen ermdglichen den Vorgang der Apoptose zu umgehen.
DarlUber hinaus kann es zu Mutationen gekommen sein, die das Expressionsmuster
unabhangig vom Fehlen des Transkriptionsfaktors Sp3 verandern. In diesem Fall sind
zwar Sp3-defiziente und Wildtyp-Fibroblastenzellen vergleichbar, die Expression

einzelner Gene in den Fibroblastenzellen kann sich aber vor und nach dem
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Immortalisieren unterscheiden. Es bleibt zu untersuchen, wie die beschriebenen Gene

in vivo exprimiert werden.

Es stellte sich die Frage, ob weitere Gene in vitro gefunden werden koénnen, die durch

das Fehlen von Sp3 beeinflufl3t werden.

Um dieser Frage nachzugehen, wurde mit Hilfe einer kommerziell erhaltlichen cDNA-
Array-Membran die Expression der mRNA verschiedener Gene in Sp3-defizienten Fi-

broblastenzellen mit der in Wildtyp-Fibroblastenzellen verglichen.

Uber den Vergleich der Signale auf der mit cDNA aus Sp3-defizienten
Fibroblastenzellen hybridisierten Membran, mit denen auf der mit cDNA aus Wildtyp-
Fibroblasten-zellen hybridisierten Membran, kann eine Aussage Uber die
Expressionsniveaus der untersuchten mMRNAs gemacht werden. Mogliche
Unterschiede in der Expression der mRNA eines Gens kdnnen Folge einer Regulation
seiner Transkription durch Sp3 sein. Beim Vergleich der Array-Membranen kann es
jedoch zu Problemen kommen, da ein Unterschied in der Signalstarke nicht
zwangslaufig gleichbedeutend sein mufd mit einem Unterschied in der Expression einer
mRNA. Mogliche Ursachen sind weiterhin ungleiche Mengen immobilisierter cDNA
oder Unterschiede in der Qualitat der zur reversen Transkription verwendeten Gesamt-
RNA. Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, dienen die auf den cDNA-Array
aufgebrachten Haushaltsgene als Positivkontrollen und als Bezugspunkt fir die
eingesetzten RNA-Mengen, da sie relativ konstant in verschiedenen Zellen, in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien und bei verschiedenen Krankheiten exprimiert

werden (Clontech, Atlas™ cDNA Expression Arrays User Manual, 1999).

Es zeigte sich jedoch, dal® die Ubiquitin mRNA in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen
deutlich schwacher exprimiert wird als in Wildtyp-Fibroblastenzellen und sich aus
diesem Grund nicht als Bezugspunkt fur die Auswertung des Versuches eignete. Um
dennoch eine Aussage Uber die Expressionsniveaus der detektierten mRNAs machen
zu kénnen, wurde die mRNA Expression von zwei Genen (Ubiquitin und HSP 84)

exemplarisch mit der RT-PCR untersucht.

Als Ergebnis der RT-PCR im Bezug auf ihre Kontrollfunktion des cDNA-Arrays a3t sich
feststellen, daf’ ein Angleich der mittels Phosphor-Imager ermittelten Werte fir die Sig-
nale auf der mit Sp3-defizienter cDNA hybridisierten Membran an die Signale der mit

Wildtyp-cDNA hybridisierten Membran notig war.

Es zeigte sich, dal® die mRNAs von Ubiquitin (3fach), STAT3 (signal transducer and
activator of transcription) (2fach) und Kollagenase IV (5fach) in Sp3-defizienten

Fibroblastenzellen schwacher exprimiert werden als in Wildtyp-Fibroblastenzellen.
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41.2 Preadipozytenfaktor-1 (Pref-1)

Preadipozytenfaktor-1 (Pref-1) ist ein EGF-ahnliche Domanen (EGF = epidermal
growth factor = Epidermale Wachstumsfaktoren) enthaltendes Transmembran-Protein,
welches durch Spaltung in eine I6sliche Form umgewandelt werden kann (Smas et al.,
1999). Pref-1 tragt sechs EGF-ahnliche Wiederholungen. Auf Grund seiner gro3en
Ahnlichkeit mit dem Drosophila-Protein Delta wird es auch als Delta-ahnliches Protein
dik (delta-like protein) beschrieben (Laborda et al., 1993). Delta bindet Uber seine EGF-
ahnliche Domane an die EGF-ahnliche Domane eines weiteren Drosophila-Proteins
namens Notch und blockiert Uber diesen Mechanismus die Zelldifferenzierung
(Artavanis-Tsakonas et al., 1995). Es ist vorstellbar, daf auch Pref-1 Uber seine EGF-
ahnliche Domane mit anderen Proteinen interagiert und so verschiedene
Differenzierungsprozesse unterbindet. Maoglicherweise spielt Pref-1 bei der
Differenzierung der insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas (Carlsson et al.,
1997) und bei der Differenzierung der Zellen der drei Nebennierenrindenzonen (Halder
et al., 1998) eine Rolle.

Entscheidend fir die vorliegende Arbeit ist die Wirkung von Pref-1 auf die
Adipozytendifferenzierung. Die Expression von Pref-1 oder die Zugabe in vitro inhibiert
die Adipogenese. Das Protein ist in der Lage die Expression von C/EBPa (CCAAT-
enhancer binding protein a) und PPARYy (peroxisome proliferator activated receptor-y),
zwei fur die Adipozytendifferenzierung wichtige Transkriptionsfaktoren, zu verhindern.
Vermutlich ist PPARy der Hauptkoordinator der Adipogenese. Durch die Verringerung
der Pref-1 Expression zu Beginn der Differenzierung wird Uber hormonale
Mechanismen die C/EBP [ und & Expression induziert. Gleichzeitig wird der
Transkriptionsfaktor ADD-1/SREBP-1 (adipose differentiation and determination
factor/sterol regulatory binding protein) aktiviert. C/EBP (3, & und ADD-1/SREBP-1
interagieren mit Elementen des PPARy-Promotors und starten dessen Expression.
Uber die Bildung eines Heterodimers aus PPARy und RXR (retinoic X receptor) wird
das Verlassen des Zellzyklusses eingeleitet. Durch die Interaktion von C/EBPa, einem
weiteren Transkriptionsfaktor, mit PPARy wird die hohe PPARy-Konzentration in

ausgereiften Adipozyten aufrechterhalten.

Es konnte in sechs verschiedenen Fibroblastenzellinien sowohl mit Hilfe der RT-PCR
(Abschnitt 3.2.1) als auch mit Northern Blots (persénliche Mitteilung Heike Gollner)
gezeigt werden, dalR Pref-1 mRNA in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen deutlich

starker exprimiert wird als in Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Fibroblastenzellen.
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Da Pref-1 in der Lage ist die Adipogenese zu verhindern, sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob sich Sp3-defiziente und Wildtyp-Fibroblastenzellen
gleichermallen zu Fettzellen differenzieren lassen. Durch die Inkubation in
verschiedenen Medien, denen Dexamethason zugesetzt wurde, sollten sich in den
Zellen nach etwa 14 Tagen Lipidtropfen bilden, die sich mit Ol-Rot-O anfarben lassen.
Durch das Glucocorticoid Dexamethason kann die Transkription von Pref-1 verringert
werden und die Differenzierung von Preadipozyten zu Adipozyten ablaufen (Smas et
al., 1996 und 1999). Als Positivkontrolle dienten 3T3L1-Fibroblastenzellen, von denen
bekannt ist, daR sie sich in Kultur zu Adipozyten differenzieren lassen (Reichert et al.,
1998; Mackall et al., 1976). Die Differenzierung gelang weder mit Sp3-defizienten
Fibroblastenzellinien noch mit Wildtyp-Zellinien, mit den zur Kontrolle verwendeten

3T3L1-Zellen hingegen problemlos.

Die Differenzierung zu Adipozyten setzt ein Stoppen des Zellwachstums und damit
verbunden einen Austritt aus dem Zellzyklus voraus. Der oben beschriebene Ablauf
dieses Vorganges kann durch verschiedene Faktoren unterbrochen werden: Es ist eine
Sp1-Bindungstelle (GC-Box) im C/EBPa-Promotor bekannt. Hohe Konzentrationen von
Sp1 verhindern die C/EBPa Expression (Tang et al., 1999) und somit die Adipogenese.
Sp3 bindet ebenfalls an GC-Boxen, so dal} ein Eingreifen des Transkriptionsfaktors in
die Adipozytendifferenzierung uber die Bindung an den C/EBPa-Promotor nicht

ausgeschlossen werden kann.

Es ist vorstellbar, daf} die Differenzierung der Fibroblastenzellinien zu Adipozyten nicht
nur von der Anwesenheit von Pref-1, sondern auch durch den Transkriptionsfaktor Sp3
verhindert wird. Mdglicherweise konnten aus diesem Grund weder die Sp3-defizienten
aber Pref-1-reichen  Fibroblastenzellen noch die Wildtyp-, Pref-1-armen

Fibroblastenzellen zu Adipozyten differenziert werden.

Des weiteren ist aus vorherigen Versuchen bekannt, dall es Probleme bei der
Differenzierung der 3T3L1-Zellen gab, wenn diese sich in einer zu hohen
Passagenzahl befanden oder wahrend der Kultivierung das Stadium der Konfluenz
erreichten (personliche Mitteilung Manuela Reichert). Die Fibroblastenzellinien
befanden sich beide schon in einer héheren Passagenzahl und waren vor dem
Versuch der Differenzierung zu Adipozyten bereits konfluent gewachsen, so daf}

hiermit ein Hindernis fir die Differenzierung entstanden sein konnte.
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41.3 In MEFs untersuchte Gene auf einen Blick

Name des Gens Nachweismethode Expressionsunterschied
GFR Northern Blot N
Integrin 3 Northern Blot N
Kollagenase IV Northern Blot Ng
Kollagenase IV cDNA-Array Ng
Ubiquitin cDNA-Array Ng
STAT3 cDNA-Array Ng
Pref-1 RT-PCR g
Zyxin Northern Blot -

Tab. 4.1: Tabellarische Auflistung der untersuchten Gene

. Expression des Gens ist in Sp3(-/-) MEFs starker als in WT MEFs.
V: Expression des Gens ist in Sp3(-/-) MEFs schwécher als in WT MEFs.
—: Expression des Gens ist in Sp3(-/-) und in WT MEFs gleich stark.

4.2 Nachweis von potentiellen Sp3-Zielgenen in der
embryonalen Mauslunge

Sp3-defiziente Mause sterben unmittelbar nach der Geburt. Sie sind in der Entwicklung
gegenuber den Wildtyp-Tieren zuriickgeblieben und nicht in der Lage selbstandig zu
atmen. Bei histologischen Untersuchungen konnte in der Lunge von Wildtyp-Mausen
ein weites Alveolarlumen beobachtet werden, wahrend das Lumen in Lungen von Sp3-
defizienten Mausen eng war und die Septen zwischen den Alveolen verdickt zu sein

schienen (persdnliche Mitteilung Prof. Dr. G. Suske).

Diese Beobachtungen gaben Anlal zur Untersuchung der mRNA Expression der
Surfactant Proteine, die durch ihre Reduktion der Oberflachenspannung in den

Alveolen entscheidend zur Funktion der Atmung beitragen (Hermans et al., 1998).

Es wurde ein Northern Blot mit Gesamt-RNA aus Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten
und Wildtyp-Lungen aus Maus-Embryonen Tag E18.5 angefertigt. Fiir die Surfactant
Proteine A, B, C und D konnte kein Unterschied in der Expression ihrer mRNA in den
oben genannten Geweben festgestellt werden. Die mRNA der Surfactant Proteine
kann also in Sp3-defizienter Mauslunge nachgewiesen werden. Trotzdem kdnnen bei
den neugeborenen Tieren Stérungen beim Atmen auftreten, wie sie beispielsweise fir
SP-B-defiziente Mause beschrieben werden (Hermans et al., 1998). Es vorstellbar, dal®
die mRNA sowohl exprimiert als auch translatiert wird, die fertigen Proteine aber nicht
in das Alveolarlumen sezerniert werden. Die Klarung dieser Hypothese kdénnte durch

eine Lavage der Lunge erfolgen, die einen Nachweis der Proteine im Alveolarlumen
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moglich machte. Ein Hindernis fir dieses Verfahren ist die geringe Grof3e der Lungen

der Maus-Embryonen.

Daruber hinaus wurde die Expression weiterer lungenspezifischer Gene untersucht. Mit
einem Northern Blot mit Gesamt-RNA aus Sp3-defizienter, Sp3-heterozygoter und
Wildtyp-Mauslunge aus Embryonen (Tag E18.5) konnte gezeigt werden, dal} die
mRNA folgender Proteine von der Anwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3
unabhangig exprimiert wird: Elastin, ein Protein der elastischen Fasern
(Junqueira/Carneiro Springer-Verlag); TTF-1 (Thyroid transcription factor-1), ein
Transkriptionsfaktor, der die Expression der Surfactant Proteine A, B, C und von
Uteroglobin reguliert (Yan et al., 1997) und LKLF (Lung Kriippel-like factor), ein
Transkriptionsfaktor, der bei der BlutgefalRentwicklung und der T-Zell-Regulation eine
Rolle spielt (Kuo '“? et al., 1997).

Uteroglobin ist ein sekretorisches Protein der Clara-Zellen (Aumdller et al., 1985). Die
Expression der Uteroglobin mRNA wurde ebenfalls mit einem Northern Blot aus
Gesamt-RNA von Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Mauslungen (Tag
E18.5) untersucht. Es zeigten sich unterschiedliche Expressionsniveaus in Sp3-
defizienter Mauslunge verglichen mit Sp3-heterozygoter und Wildtyp-Mauslunge. Die
MRNA Expression ist in Sp3(-/-)-Lungen um den Faktor zwei schwacher als in den
Wildtyp-Lungen. Fir die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 existieren
Bindungsstellen im Maus Uteroglobin-/CCSP-(Clara cell secretory protein)/CC10-
(Clara cell 10 kDa protein) Gen (Toonen et al., 1996), so dal} eine Regulation des

Gens durch den Transkriptionsfaktor Sp3 denkbar ware.

Die Expressionsunterschiede von Uteroglobin in Knockout- und Wildtyp-Lungen stellen
allerdings nicht die Ursache fiir das frihe Sterben der Sp3-knockout Mause dar, denn
Uteroglobin-defiziente Mause zeigen keinen auffalligen Phanotyp (Stripp et al., 1996).
Es ist vorstellbar, daR die Anzahl der Clara-Zellen in Sp3-knockout Mausen geringer ist
als in Wildtyp-Tieren. Das wuirde eine verringerte Menge an Proteinen, die in den
Clara-Zellen exprimiert werden, erklaren. In dieser Arbeit wurde nur die Expression
einer weiteren Protein mRNA untersucht, die in den Clara-Zellen exprimiert wird: TTF-1
mMRNA. Es konnte kein Unterschied in den Expressionsniveaus von TTF-1 mRNA in
Sp3-defizienter und Wildtyp-Mauslunge festgestellt werden. Um zu klaren, ob die
Ursache fiir den frilhen Tod der Sp3-knockout Mause in anderen in den Clara-Zellen
exprimierten Genen liegt, sollte daher in folgenden Versuchen deren Expression
untersucht werden. Aullerdem ware es wichtig, die Histologie der Mauslungen genauer
zu betrachten, um in den Sp3-knockout Tieren eventuelle Veranderungen der

Morphologie der Clara-Zellen beobachten zu kénnen.
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Die mRNA des Proteins p21, das unter Mithilfe von p57 die Differenzierung der

Skelettmuskulatur und der Lungenalveolen reguliert (Zhang et al., 1998), war weder in

vitro in Fibroblastenzellen noch in der Lunge von Maus-Embryonen mittels Northern

Blot Analyse nachweisbar. Erst durch die RT-PCR konnte gezeigt werden, dal} die

Expression von p21 mRNA nicht von der Anwesenheit von Sp3 abhangig ist.

4.2.1 In Mauslungen untersuchte Gene auf einen Blick

Name des Gens

Nachweismethode

Expressionsunterschied

SP-A Northern Blot -
SP-B Northern Blot -
SP-C Northern Blot -
SP-D Northern Blot -
Elastin Northern Blot -
TTF-1 Northern Blot -
LKLF Northern Blot -
UG Northern Blot N2
p21 RT-PCR -

Tab. 4.2: Tabellarische Auflistung der untersuchten Gene

V: Expression des Gens ist in Sp3(-/-) Mauslunge schwacher als in WT Mauslunge.
—: Expression des Gens ist in Sp3(-/-) und in WT Mauslunge gleich stark.
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4.3 Ausblick

Es wurden Gene entdeckt, die unterschiedliche Expressionsniveaus in Sp3-defizienten
und Wildtyp-Fibroblastenzellen aufweisen: Kollagenase IV, GFR, Integrin  und
Preadipozytenfaktor-1 (Pref-1). Die Expression dieser Gene sollte daher in Sp3-
defizienten und Wildtyp-Tieren untersucht werden. Fir Pref-1 sollten weiterhin speziell
Versuche mit spezifischen Geweben durchgeflhrt werden, wie z.B. Nebenniere und
Pankreas. Bei der Differenzierung bestimmter Zellen dieser Gewebe spielt das Protein
eine grofRe Rolle. Diese verschiedenen Differenzierungsprozesse sollten, wie in dieser
Arbeit mit der Adipozytendifferenzierung geschehen, in weiteren Versuchen untersucht

werden.

Sp3-knockout Mause sterben kurz nach der Geburt und es konnte beobachtet werden,
daf} die Jungtiere Probleme bei der Atmung zeigen. Die Untersuchung der Expression
der Surfactant-Proteine ergab keine Regulation durch den Transkriptionsfaktor Sp3. Es
wurde aber lediglich nachgewiesen, dall die mRNA der Surfactant-Proteine gebildet
wird. In weiteren Untersuchungen sollte getestet werden, ob die Proteine auch
sezerniert werden. Ein Fehlen der Surfactant Proteine im Lungenlumen kdénnte eine
erhohte Oberflachenspannung der Alveolen bewirken und damit einen Kollaps der

Lunge nach sich ziehen.

Fir Uteroglobin konnte eine Veranderung in der Expression in Sp3-defizienter
gegenuber Wildtyp-Mauslunge gezeigt werden. Uteroglobin wird in der Lunge in den
Clara-Zellen exprimiert. Weitere Gene, die ebenfalls in den Clara-Zellen exprimiert
werden, sollten auf ihr Expressionsniveau Uberprift werden. Eine unterschiedliche
Anzahl an Clara-Zellen in Sp3-defizienten und Wildtyp-Mauslungen sowie eine
veranderte Morphologie sind nicht auszuschlieen, so dal} eine genaue histologische

Beobachtung erstrebenswert ist.
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Der ubiquitéar vorkommende Transkriptionsfaktor Sp3 (benannt nach dem Schema der
Aufreinigung Uber eine Sephacryl- und eine Phosphocellulose-Saule; in der Literatur
auch: Specificity protein) sowie Sp1, Sp2 und Sp4 gehdren zu einer Protein-Familie,
die an Sequenzen auf der DNA wie die GC-Box oder die GT-Box binden. Die Proteine
dieser Familie besitzen groRRe strukturelle Gemeinsamkeiten. Ihre DNA-Bindungsdo-
manen am C-Terminus sind hoch konserviert und bestehen aus drei Zinkfingern vom
Cys,/His,-Typ. N-terminal befinden sich je zwei - bei Sp2 nur eine - glutaminreiche
Regionen, die als Aktivierungsdomanen dienen. Fur Sp3 existiert dariber hinaus eine
weitere funktionelle Doméne zwischen den glutaminreichen Regionen und den
Zinkfingern. Dieser Abschnitt wirkt als inhibitorische Doméne und ist in der Lage die

Transaktivierung durch die glutaminreichen Aktivierungsdomanen zu reprimieren.

Sp3-defiziente Mause sterben unmittelbar nach der Geburt. Sie sind in der
Embryonalentwicklung gegentber den Wildtyp-Tieren zuriickgeblieben und deutlich
kleiner. Es gibt Hinweise auf eine Retardierung einzelner Organe. In histologischen
Schnitten konnte gezeigt werden, dal die Zahnentwicklung in Sp3-defizienten Mausen
nicht so weit fortgeschritten ist wie bei den vergleichbaren Wildtyp-Tieren. Bei
neugeborenen Mausen konnte eine Atembewegung festgestellt werden, die jedoch
nicht dazu flhrte, dal die Lungen der Tiere ventiliert wurden. Bei histologischen
Untersuchungen konnte in der Lunge von Wildtyp-Mausen ein weites Alveolarlumen
beobachtet werden, wahrend das Lumen in Lungen von Sp3-defizienten Mausen eng
war und das Septum zwischen den Alveolen verdickt zu sein schien (personliche

Mitteilung Prof. Dr. Guntram Suske und Heike Gdllner).

Ziel der Arbeit war es, potentielle Zielgene des Transkriptionsfaktors Sp3 zu
identifizieren, um diese verschiedenen Phanotypen erklaren zu kénnen. Aus einer
vorangegangenen Diplomarbeit am Institut fir Molekularbiologie und Tumorforschung
der Philipps-Universitat Marburg von Heike Goliner (08/98) waren einige Gene
bekannt, deren mRNA in differenzieten Sp3-defizienten embryonalen Maus-
Stammzellen und in differenzierten Wildtyp-embryonalen Maus-Stammzellen

unterschiedlich exprimiert werden.

Die Expression der mRNA vier dieser Gene (Zyxin, Growth factor receptor, Integrin 8
und Kollagenase V) wurde mittels Northern Blot mit Gesamt-RNA aus
Fibroblastenzellinien untersucht und das Ergebnis mit Hilfe des Phosphor-Imagers

ausgewertet. Danach wird die mRNA Expression von Zyxin nicht von der An- bzw.
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Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3 beeinflut. Die GFR (Growth factor
receptor) und Integrin B mRNA wird in Sp3-defizienten Maus-Fibroblastenzellen
1,5fach starker exprimiert als in Wildtyp-Maus-Fibroblastenzellen. Kollagenase IV
mRNA hingegen, wird in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen um den Faktor 3 bis 5

geringer exprimiert als in Wildtyp-Fibroblastenzellen.

Ein weiteres, schon in embryonalen Maus-Stammzellen untersuchtes Gen, wurde
ausgewahlt, um die Expression dessen mRNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase-
Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR = reverse transcriptase polymerase-chain
reaction) zu untersuchen. Hierbei handelte es sich um den Preadipozytenfaktor-1
(Pref-1). Fir die Durchfihrung des Versuches wurde Gesamt-RNA aus Maus-
Fibroblastenzellen verwendet. Das Ergebnis zeigte, dall Pref-1 mRNA in Sp3-
defizienten Zellen deutlich starker exprimiert wird als in Wildtyp-Zellen. Aus der
Literatur ist bekannt, dal Pref-1 die Adipogenese verhindert. Darum wurde untersucht,
ob sich Sp3-defiziente Fibro-blastenzellen mit hohem Pref-1 Expressionsniveau und
Wildtyp-Fibroblastenzellen mit kaum nachweisbarer Menge an Pref-1 mRNA zu
Adipozyten differenzieren lassen. Es zeigte sich, dall eine Differenzierung zu
Adipozyten weder mit Sp3-defizienten, noch mit Wildtyp-Fibroblastenzellen mdglich
war, wahrend sich die zur Kontrolle verwendeten 3T3L1-Zellen problemlos zu

Adipozyten differenzierten.

Weitere potentielle Zielgene des Transkriptionsfaktors Sp3 sollten mit Hilfe eines
kommerziellen cDNA-Arrays, auf den 588 verschiedene Maus-cDNAs aufgebracht
waren, gefunden werden. Es konnten drei Gene ermittelt werden, deren mRNA
Expression in Sp3-defizienten Fibroblastenzellen um den Faktor zwei (STAT3 = signal
transducer and activator of transcription), finf (Kollagenase 1V) und drei (Ubiquitin)

gegenuber Wildtyp-Fibroblastenzellen geringer war.

Da die Sp3-defizienten Mausembryonen nicht selbstédndig atmen koénnen, wurden
Lungenproteine und Proteine, die fur die Entwicklung und Funktion der Lunge von
Bedeutung sind, in vivo untersucht. Mit Gesamt-RNA aus Lungen von Mausembryonen
wurden Northern Blots durchgefihrt. Die mRNAs der Surfactant Proteine A, B, C und D
sind in ihrer Expression nicht von der Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Sp3
beeinflut. Die Expression der mRNA weiterer lungenspezifischer Proteine wie LKLF
(Lung Kriippel-like factor), TTF-1 (Thyroid transcription factor-1), Elastin und p21
(WAF-1) ist ebenfalls in Sp3-defizienten, Sp3-heterozygoten und Wildtyp-Mauslungen
gleich, wahrend die mRNA von Uteroglobin (auch: CCSP = Clara cell secretory protein

oder CC10 = Clara cell 10 kDa protein), einem hauptsachlich in den Clara-Zellen
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exprimierten sekretorischen Protein, in Sp3-defizienter Mauslunge deutlich schwacher

exprimiert wird als in der Wildtyp-Mauslunge.
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Abkurzungsverzeichnis

Uber die gebrauchlichen SI- und IUPAC-Einheiten hinaus wurden die folgenden

Abklrzungen verwendet:

A
Abb.
bp

BSA

cDNA

Ci

cpm

dATP
dCTP
DEPC
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
EDTA

FCS

G

HAM’'s F10
HAM’'s F12
IBMX

K

Adenin

Abbildung

Basenpaare

Bovine Serum Albumine (Rinderserumalbumin)
Cytosin

copy-deoxyribonucleic acid (komplementare Desoxyribonucleinsaure)
Curie

Counts per minute (Zahlereignisse pro Minute)
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure

Foetal Calv Serum (Fotales Kalberserum)
Guanin

Nutrient Mixture with Glutamax-I

Nutrient Mixture with L-Glutamine
3-Isobutyl-1-Methylxanthin

Lysin
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kDa

kb
MOPS
mRNA
E260
PBS
RNA
RNase
rRNA

RT-PCR

SDS

Tab.
Tag E
TE

tRNA

UpM
UV-Strahlung

VT

Kilodalton

Kilobasenpaar

Morpholinopropaesulfonic acid

messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinsaure)
Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm

phosphat buffered saline (Phosphat gepufferte Kochsalzlésung)
ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

Ribonuklease

Ribosomale Ribonukleinsaure

reverse transcription and polymerase chain reaction (Reverse Trans-
kriptase-Polymerase Ketten Reaktion)

Svedberg-Einheit
sodium dodecyl sulfat (Natriumdodecylsulfat)
surfactant protein (Flussigkeitsfilm in den Lungen)

Specificity protein 1 oder nach dem Schema der Aufreinigung Uber:
Sephacryl- und Phosphocellulose-Saulen

Specificity protein 2 oder s.o.
Specificity protein 3 oder s.o.
Specificity protein 4 oder s.o.
Thymin

Tabelle

Tag der Embryonalentwicklung
Tris-EDTA

transport ribonucleic acid (Transport Ribonukleinsaure)
unit (Einheit)

uber Nacht

Umdrehungen pro Minute
Ultra-violett-Strahlung

Volumenteil/e
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