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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Entwicklung eines vielzelligen Organismus (Metazoa) beginnt mit der Befruchtung
einer einzelnen Zelle, der Eizelle, mit einem Spermium und wird Ontogenese genannt. Im
Genom der befruchteten Eizelle, der diploiden Zygote, ist die gesamte Erbinformation ent-
halten. Wihrend der Embryonalentwicklung entstehen aus der Zygote durch zahlreiche
Zellteilungen viele Millionen Zellen, die komplexe Organe und Strukturen, wie Augen,
GliedmaBen, Herz oder Gehirn, ausbilden. Dazu ist eine regulierte Genexpression ndtig,
die die Abfolge der zelluliren Prozesse widhrend der Ontogenese steuert, wie die Zell-
teilung, die Morphogenese, die Zellmigration, das Zellwachstum und den Zelltod. Fiir die
Entstehung unterschiedlicher Zelltypen im Organismus ist eine Zelldifferenzierung not-
wendig, bei der die Merkmale der Zellen durch das Muster der Genexpression und die
daraus synthetisierten Proteine bestimmt werden.

Wihrend der Ontogenese wird das Schicksal bestimmter Zellen durch &ufBere Einfliisse
und die Kommunikation zwischen den Zellen in jedem Stadium préziser festgelegt. Dafiir
sind verschiedene Signalwege, wie der TGF-B- oder der Wnt-Signalweg, verantwortlich,
die aus mehreren Proteinen bestehen, die eine Signalkaskade zur Verstirkung und
Weiterleitung des Signals hervorrufen. Durch die Beteiligung von einzelnen Proteinen an
unterschiedlichen Signalwegen werden diese miteinander verkniipft. In dem komplexen
Signaltransduktionssystem wird somit eine gegenseitige Regulation ermdglicht. Defekte in
einem Signalweg rufen nicht nur eine Storung in der Embryonalentwicklung hervor,
sondern konnen im adulten Tier oder Menschen zum Verlust der Kontrolle der Zellteilung
und des Zelltodes fiihren. Dies kann im extremsten Fall die Ursache fiir Krankheiten, wie

Krebs oder Autoimmunerkrankungen, sein.

1.1  Der Zellzyklus und die Kontrolle der Proliferation

Das Wachstum und die Teilung einer eukaryontischen Zelle, die Proliferation, erfolgen
innerhalb eines Zyklus, in dem die Zelle alle wichtigen zelluldren Bestandteile verviel-
faltigt und sich dann in zwei Tochterzellen separiert (Murray and Hunt, 1993). Der so
genannte Zellzyklus besteht aus mehreren Phasen: den Gap (Liicken)-phasen G1 und G2,
der Synthesephase (S-Phase) und der Mitosephase (M-Phase) (Abb. 1). Die G1-, die G2-
und die S-Phase werden auch als Interphase zusammengefasst. Vor der Zellteilung befindet
sich die Zelle im Grundzustand, der G1-Phase des Zellzyklus. In dieser Phase erfolgen das
Zellwachstum und die Synthese von Zellbestandteilen, die fiir die folgende Phase des

Zellzyklus, die S-Phase, bendtigt werden. Wiahrend der S-Phase erfolgt die DNA-
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Replikation, in der das Genom mit Hilfe von Proteinen und Enzymen verdoppelt wird.
AnschlieBend geht die Zelle in die pramitotische Phase, die G2-Phase, iiber, die ein
erneutes Wachstum und das Abrunden der Zelle einleitet. Des Weiteren werden in dieser
Phase Zellteilungs-spezifische Proteine synthetisiert.

In der M-Phase findet die Verteilung des Genoms und aller anderen Zellbestandteile auf
zwei Tochterzellen statt. Die Mitose endet mit der Zytokinese, in der das Zytoplasma der
Zelle durch Invagination der Zellmembran geteilt wird und zwei Tochterzellen gebildet
werden. Danach befinden sich beide Tochterzellen erneut in der G1-Phase, die demnach
die postmitotische Phase darstellt, und kénnen den Zellzyklus erneut durchlaufen. Sobald
das proliferative Potential der Zelle erschopft ist, sie sich differenzieren mochte oder die
Umgebung der Zelle deren Teilung negativ beeinflusst, verlésst sie den Zellzyklus und
wird ausgehend von der G1-Phase in die beziiglich der Zellteilung genannte Ruhephase,

die GO-Phase, tiberfiihrt. In dieser GO-Phase ist die Zelle weiterhin metabolisch aktiv.

G2-Phase .

Interphase

M-Phase

G1-Phase

! GO0-Phase
‘Restriktionspunkt

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellzyklus und dessen Kontrollpunkte (modifiziert nach:
Alberts et al., 2002).

Der Zellzyklus wird in die Interphase (blau), bestehend aus der G1-, der S- und der G2-Phase, und in die
Mitosephase (M-Phase) unterteilt. Zellen konnen den Zellzyklus verlassen und in die als GO bezeichnete
Ruhephase eintreten. Durch verschiedene Stimuli ist ein Wiedereintritt in den Zellzyklus moglich, solange
das proliferative Potential nicht erschopft ist oder die Umgebung der Zelle deren Teilung nicht negativ
beeinflusst. Zellen, die den Restriktionspunkt (,,Point of no Return®) in der spaten G1-Phase passiert haben,
miissen den Zellzyklus dann vollstdndig durchlaufen.

Da die wihrend des Zellzyklus stattfindende Replikation der DNA und die Zellteilung
anfdllig fiir genetische Verdnderungen und somit Entartungen sind, gibt es mehrere
Kontrollpunkte (Checkpoints). Dadurch kann der Zellzyklus gestoppt werden und die
Zellen arretieren (Murray, 1992; Morgan, 1997; Pavletich, 1999). Erkannte Zellschdden
werden dann entweder repariert oder bei zu schwerwiegenden Schiddigungen wird der
programmierte Zelltod, die Apoptose, eingeleitet. In der spiten G1-Phase werden die
GroBle der Zelle, die DNA auf Schdden und die Zellumgebung auf Wachstumsfaktoren
tiberpriift (G1-Checkpoint). Sollte dies korrekt sein, kann die Zelle den Restriktionspunkt
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iiberschreiten und den Zellzyklus durchlaufen (Abb. 1). Die vollstindige DNA-Repli-
kation, etwaige Schidden in der DNA und die GroB3e der Zelle werden an einem weiteren
Checkpoint in der spiten G2-Phase (G2-Checkpoint) kontrolliert. Wahrend der M-Phase
wird die Ansammlung aller Chromosomen am Spindelapparat vor der letztendlichen

Teilung der Zelle in zwei Tochterzellen tiberpriift (Mitotic spindle checkpoint).

1.2 Die Organisation der DNA zum Chromatin

Die DNA der Eukaryonten ist in Chromosomen organisiert, von denen jedes zu der
Struktur des Chromatins gepackt wird (Kornberg 1974; Luger et al., 1997). Die DNA als
anionisches Polymer wird durch die Bindung mit basischen Histonproteinen stark
kompaktiert. Die Grundeinheit des Chromatins sind Nukleosomen. Diese bestehen aus
einem Oktamer von vier Kernhistonen, gebildet aus zwei H2A-H2B-Dimeren mit einem
gebundenen H3-H4-Tetramer, und 146 Basenpaaren der um das Oktamer gewickelten
DNA-Doppelhelix (Abb. 2A) (Kornberg, 1974; Shaw et al., 1976; Noll and Kornberg,
1977; Hayes and Hansen, 2001).

Die Nukleosomen zusammen mit den zwischen ihnen frei liegenden, 50 bp-langen DNA-
Bereichen (engl. linker-DNA) bilden eine relativ schwache Kondensation des Chromatins
aus (Beads-on-a-string), die bei den in Transkription befindlichen Genen vorliegt und als
Euchromatin bezeichnet wird (Abb. 2B) (Widom, 1989; Hayes and Hansen, 2001;
Georgel, 2002; Hansen, 2002). Durch die Bindung vom Linker-Histon H1-Protein an
Nukleosomen werden diese stabilisiert und es wird eine kompaktere Struktur, die 30-nm
Chromatinfaser, aufgebaut (Widom, 1989; Hayes and Hansen, 2001; Georgel, 2002;
Hansen, 2002). Diese Stufe der Organisation ist das transkriptionell inaktive Hetero-
chromatin.

Die weitere Faltung des Chromatins erfolgt iiber Bindungen und Wechselwirkungen mit
Gertistproteinen. Dies fiihrt letztendlich zur Ausbildung des aktiven Chromosoms, das in
der Interphase des Zellzyklus vorliegt. Bei der Chromosomensegregation wiahrend der M-
Phase des Zellzyklus ist eine weitere Kondensation des Chromatins mit Hilfe von
Proteinen zum Metaphasechromosom erforderlich. Das Chromatin ist somit eine hoch
dynamische Struktur, da die Grade der Kompaktierung der DNA sowohl wiahrend des
Zellzyklus als auch wiéhrend der Transkription zur Regulation der Aktivierung und

Repression spezifischer Gene variabel sind.
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Abbildung 2: Die Kompaktierung der DNA-Doppelhelix zu Chromosomen erfolgt iiber die Faltung und
Kondensation der aus einzelnen Nukleosomen aufgebauten Chromatinfasern (modifiziert nach: Alberts et al.,
2002).

A) Struktur eines Nukleosoms. Ein Nukleosom setzt sich aus einem Proteinkern, bestehend aus acht Histonen
(Oktamer) und der 1,5-mal um diesen Kern gewundenen DNA-Doppelhelix (rot), was 146 Basenpaaren
entspricht, zusammen. Das Histonoktamer wird von vier Kernhistonen gebildet, die zwei Histon H2A-H2B-
Dimere und ein Histon H3-H4-Tetramer aufbauen. Nukleosomen konnen vom Linker-Histon H1 bei der
Bildung der 30-nm Chromatinfaser stabilisiert werden. B) Schematisches Modell ausgewéhlter Stufen der
Faltung zu der kompakten Struktur eines hoch-kondensierten mitotischen Chromosoms.

1.3 Die Transkription von Genen

Zur Herstellung von Proteinen wird die DNA des Genoms zunéchst in RNA transkribiert,
um danach in der Translation ein Protein zu synthetisieren: DNA makes RNA makes
Protein (DNA macht RNA macht Protein) (Crick, 1970). Wihrend der Transkription von
Protein-kodierender DNA wird die DNA von dem RNA-Polymerase-Holoenzym II in
einen komplementidren RNA-Strang umgeschrieben, der als Ausgangsmaterial fiir die
Synthese des entsprechenden Proteins benétigt wird. Bei Eukaryonten wird die
Rekrutierung der RNA-Polymerase an die DNA und die damit verbundene Initiation der
Transkription durch genspezifische und generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs: TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIF, TFIIH) und Koaktivatoren bzw. -repressoren reguliert (Kim et al.,
1993; Weideman et al., 1997, Littlefield et al., 1999; Woychik und Hampsey, 2002). Erst
nach der vollstindigen Assemblierung der Transkriptionsfaktoren zusammen mit dem

Mediator zu einem Préinitiationskomplex, kann die DNA-abhéngige RNA-Polymerase II
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an den Promotor des Gens auf der DNA binden (Abb. 3) (Flanagan et al., 1991; Kim et al.,
1994). Danach leitet die RNA-Polymerase II an der einzelstringigen DNA-Matrize die
Elongation stromabwdérts in 5’-3’-Richtung ein, bei der komplementére Basenpaarungs-
reaktionen zur Verldngerung der einzelstringigen RNA fiihren. Die RNA-Polymerase
bendtigt fiir die Termination eines Gens die Interaktion mit weiteren Proteinen. Diese
Proteinkomplexe erkennen die Polyadenylierungssequenz, schneiden die Prd-mRNA
(messenger RNA, Boten-RNA) und leiten die Polyadenylierung, ein Ankoppeln von
Adenosinen, ein. Nach Modifikationen der Pra-mRNA wird die fertige mRNA in das

Zytoplasma transportiert, wo sie dann in Protein umgeschrieben wird.

REPressol

——————————— TATA-Box |

Abbildung 3: Priinitiationskomplex der Transkription (modifiziert nach: Alberts ef al., 2002).

Fiir die Initiation der Transkription wird die Bindung der generellen Transkriptionsfaktoren (GTFs) benotigt,
die eine Rekrutierung der RNA-Polymerase II (RNAPII) ermdglichen. Erst nach weiteren Bindungen von
transkriptionellen Aktivatoren an deren Zielsequenz (Enhancer) und Koaktivatoren an den Mediator kann die
RNA-Polymerase II die Transkription in 5’-3’-Richtung einleiten (Pfeil). Fiir die Regulation der Trans-
kription spezifischer Gene werden zusétzlich Repressoren bendétigt, die nach Bindung an die Silencerregion
auf der DNA die Transkription inhibieren konnen.

1.4  Epigenetische Modifikationen von Histonen zur Regulation der
Chromatinstruktur
Die Proteine bzw. die assoziierten Proteinkomplexe zur Regulation der Chromatinaktivitit
werden in drei Klassen unterteilt. Zum einen werden die Histone entlang des Chromatins
mit Hilfe von ATP-abhingigen Chromatin-remodellierenden Proteinkomplexen, wie dem
SWI/SNF-, dem RSC- oder dem NURF-Komplex, mobilisiert (Kingston and Narlikar,
1999; Varga-Weisz and Becker, 2006). Zum anderen rekrutieren Histonchaperonproteine
die verschiedenen Histonvarianten an das Chromatin, entfernen sie oder tauschen sie aus
(Loyola and Almouzni, 2004). Die dritte Proteinklasse besitzt enzymatische Aktivitéten,
die eine Kopplung oder Entfernung von funktionellen Gruppen an Histonen durchfiihren

konnen (Nightingale ef al., 2000).
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Durch die letztgenannten Modifikationen der Histone werden die Faltung des Chromatins
und somit die Genaktivitit verdndert (Fischle et al., 2003; Qiu, 2006; Li et al., 2007). Sie
zdhlen zusammen mit chemischen Modifikationen der DNA (z.B. Cytosin-Methylierung)
zur Epigenetik, die die Verinderung der Genomfunktion ohne Anderung der DNA-
Sequenz beschreibt (Yoo and Jones, 2006). Die Kombination von unterschiedlichen Modi-
fikationen der Histone, wie Acetylierung, Methylierung oder Phosphorylierung und der
Transfer von Ubiquitin- oder SUMO-Proteinen, bildet ein Model des epigenetischen Codes
(Histon-Code) (Turner, 2002; Qiu, 2006). Diese Erkennungssignale ermoglichen die
Rekrutierung von Proteinen, die zur transkriptionellen Regulation bendtigt werden, wie
Transkriptionsfaktoren (Strahl and Allis, 2000; Turner, 2000; Jenuwein and Allis, 2001).

Die Histonmodifikationen sind unter anderem in Signaltransduktionskaskaden wichtig, da
sie zur Modifikation der Genexpression nach einem extrazelluldren Stimulus beitragen. Ein
klassischer Weg ist eine Aktivierung oder Repression der Histonacetyltransferasen (HATS)
durch Phosphorylierung bzw. Acetylierung (Cheung et al., 2000a; Kouzarides, 2000). Des
Weiteren erfolgt zum Beispiel bei der durch Wachstumsfaktoren induzierten, sehr frithen
Expression von bestimmten Genen (engl. immediate early genes) in hoheren Eukaryonten
eine Koregulation iiber HATs und Kinasen (Cheung et al., 2000b; Clayton et al., 2000; Lo
et al., 2001). Diese Beispiele verdeutlichen ein Zusammenwirken verschiedener posttrans-
lationaler Histonmodifikationen zur Regulation des Signaltransduktionssystems. Dadurch
konnen die Histon-modifizierenden Proteine in Verbindung mit nahezu jedem biologischen
Prozess und somit zahlreichen Krankheiten, einschlieBlich Krebs, gebracht werden. Da
epigenetische Modifikationen im Gegensatz zu genetischen Verdnderungen reversibel sind,
wurden in den letzten Jahren Medikamente, die gegen Enzyme der epigenetischen Regula-
tion gerichtet sind, bei klinischen Studien untersucht (Bolden et al., 2006; Minucci and
Pelicci, 2006; Marks, 2007). Zu ihnen zdhlen insbesondere Inhibitoren der DNA-Methyl-

transferasen und der Histondeacetylasen (HDACS).

1.4.1 Die Histonacetyltransferasen

Die HATs, die den Transfer einer Acetylgruppe bei Histonen vermitteln, sind die sowohl
auf funktioneller als auch auf struktureller Ebene am besten untersuchten Histon-modifi-
zierenden Enzyme (Marmorstein, 2001; Marmorstein and Roth, 2001). Eine Acetylierung
von Lysinen an den N-Termini der freiliegenden Regionen von den Kernhistonen neutrali-
siert die positive Ladung und reduziert durch die Aufhebung der Ionenbindung die Inter-

aktion von den Histonen mit der DNA (Shabazian and Grunstein, 2007). Es ist eine Acetyl-
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Koenzym A (Acetyl-coenzyme A, Acetyl-CoA)-abhingige Reaktion, da die Acetylgruppe
von Acetyl-CoA an die e-Aminogruppe des Lysins transferiert wird (Abb. 4). Die lockere
Chromatinstruktur nach einer Acetylierung verdeutlicht, warum viele transkriptionelle
Koaktivatoren, wie GenS, PCAF, p300, CBP oder SRC-1, unter anderem eine intrinsische
HAT-Aktivitdt aufweisen. Histonacetylierungen konnen durch HDACs revertiert werden.
Ahnlich den Koaktivatoren weisen zahlreiche transkriptionelle Repressorkomplexe, wie
mSin3a, NCoR/SMRT und NURD/Mi-2, eine HDAC-Aktivitdt auf (Khochbin et al., 2001;
Denslow and Wade, 2007; Shahbazian and Grunstein, 2007).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der chemischen Reaktion der Acetylierung von einem Lysin in
einem Peptid.

Bei der chemischen Reaktion einer Acetylierung dient das Acetyl-CoA als Donor der Acetylgruppe, die an
die e-Aminogruppe des Lysins iibertragen wird und dadurch zu Acetyllysin fiihrt.

In Mammalia umfasst die Proteinfamilie der HATs mehr als 15 Mitglieder, die in A-Typ
(nukledr) und B-Typ (zytoplasmatisch) unterteilt werden (Ogryzko et al., 1996; Roth et al.,
2001). B-Typ HATSs katalysieren Acetylierungen von Histonen, die den Transport der neu
synthetisierten Histone vom Zytoplasma in den Nukleus fiir eine Bindung an die neu
replizierte DNA beeinflussen (Ruiz-Carrillo et al., 1975; Allis et al., 1985). Im Vergleich
dazu acetylieren A-Typ HATs Histone, die in der Transkriptionsregulation involviert sind.
Zu den HATSs gehoren drei Proteinfamilien: die GNAT (GcenS-related N-acetyltrans-
ferases)-Familie, die MYST-Familie und die p300/CBP (CREB-binding protein)-Familie
(Tab. 1) (Sterner and Berger, 2000; Marmorstein, 2001). Da p300 die meisten
beschriebenen Interaktionspartner und demzufolge zahlreiche Substrate neben Histonen

besitzt, nimmt es unter den HATs eine besondere Stellung ein.

HAT-Familie | GNAT MYST p300/CBP
Mitglieder GenS MOZ p300
PCAF Ybf2/Sas3 CBP
Elp3 Sas2
Hpa2 Tip60
Hatl (B-Typ HAT) | MOF
Esal
Hbol
MORF

Tabelle 1: Ubersicht der Familien von HATs.
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1.4.2 Die Histondeacetylasen

HDACs katalysieren die Umkehrreaktion der Acetylierung von Lysinen der Proteine.
Durch phylogenetische Analysen konnten die HDACs in vier Familien unterteilt werden
(Tab. 2). Die Mitglieder der Familie HDAC-Klasse I (HDAC class I) sind homolog zu dem
Protein Rpd3p in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (Gregoretti et al.,
2004; Hodawadekar and Marmorstein, 2007). Zu dem Protein Hdalp in S. cerevisiae
homologe HDAC: sind in der Familie HDAC-Klasse 11, die aufgrund ihrer Unterschiede in
der Domédnenanordnung und der Proteinsequenz in Ila und IIb unterteilt werden. Die
Proteine der HDAC-Klasse III werden nach dem Protein Sir2p (Silent information
regulator 2) in S. cerevisiae auch Sirtuine (SIRT) genannt. Mit dem humanen HDACI11-
verwandte HDACs werden in der HDAC-Klasse IV zusammengefasst.

HDAC- HDAC- HDAC- HDAC- HDAC- HDAC-
Familie Klasse 1 Klasse Ila Klasse IIb Klasse 111 Klasse IV
Mitglieder HDACI HDAC4 HDAC6 SIRT1 HDACI11
HDAC2 HDACS5 HDACI10 SIRT2
HDAC3 HDAC7 SIRT3
HDACS HDAC9 SIRT4
SIRTS
SIRT6
SIRT7

Tabelle 2: Ubersicht der Familien von HDACs.

Eine Storung der Proteinaktivitit von HDACs und eine daraus resultierende Beeintrich-
tigung des Gleichgewichts zwischen Acetylierung und Deacetylierung in Tieren oder im
Menschen konnen weit reichende Folgen haben. Mehrere Untersuchungen zeigten, dass die
Rekrutierung von HDACs der Klassen I und II an das Chromatin mit der Entwicklung von
Leukémien und Lymphomen gekoppelt ist. Daher werden HDAC:s als Ziele fiir die Krebs-
therapie untersucht. In den letzten Jahren wurden Inhibitoren gegen sie entwickelt, die
nachgewiesene Antikrebstherapiepotentiale aufweisen (Kelly et al., 2002; Kelly et al.,
2003; Marks and Jiang, 2005; Bolden et al., 2006; Lin et al., 2006). HDACs der Klassen I,
Il und IV jedoch nicht der Klasse III sind sensitiv gegeniiber dem HDAC-Inhibitor
Trichostatin-A (TSA) (Imai et al., 2000; Landry et al., 2000; Smith et al., 2000; Bitterman
et al., 2002; Sauve and Schramm, 2004). Der Erste in der Klinik eingesetzte HDAC-
Inhibitor Suberoylanilid-hydroxamidséure (Suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA,
Vorinostat) hemmt das Wachstum pankreatischer Krebszellen (Kumagai et al., 2007) und
wurde bereits fiir die Behandlung von kutanen (die Haut betreffenden) T-Zell-Lymphomen

zugelassen.
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Die Sirtuine sind in verschiedenen biologischen Prozessen, einschlieSlich Metabolismus
und Langlebigkeit, involviert (Haigis and Guarente, 2006). Daher besteht an ihnen ebenso
ein therapeutisches Interesse wie an anderen HDACs. Sie konnen aufgrund ihrer NAD-
Abhingigkeit durch Nicotinamid inhibiert werden. In Mammalia supprimieren sie alters-
abhédngige Erkrankungen, wie Typ II-Diabetes, Fettsucht oder Krebs (Wood et al., 2004;
Kobayashi et al., 2005; Parker et al., 2005; Anekonda and Reddy, 2006; Baur et al., 2006).

1.4.3 Acetylierungen von Proteinen beeinflussen zelluléiire Prozesse

Durch die Identifikation transkriptioneller Aktivatoren und Koaktivatoren als HATs wurde
die Verkniipfung von Histonacetylierung mit Genaktivierung geklért (Sterner and Berger,
2000; Chen et al., 2001; Roth et al., 2001). Bei hoheren Eukaryonten liegt das Genom
vorwiegend in nicht-aktiver, hypoacetylierter Form vor. Eine Histonacetylierung fiihrt
meistens zur Aktivierung des Zielgens (Strahl and Allis, 2000). Eine Ausnahme und damit
ein Beispiel fiir eine repressive Wirkung ist die in S. cerevisiae entdeckte Acetylierung des
Lysins 12 vom Histon H4 (Braunstein et al., 1996). Der Grundzustand (engl. steady-state
level) der Histonacetylierung wird durch ein Gleichgewicht von Acetylierung und Deacet-
ylierung bestimmt (Reid et al., 2000; Vogelauer et al., 2000; Katan-Khaykovich and
Struhl, 2002; de Ruijter ef al., 2003). Bei einer Acetylierung bestimmen die Untereinheiten
von Multiproteinkomplexen die Funktion, die Substratspezifitit und das Ziel der integrier-
ten HAT-Aktivitat (Wolffe and Hayes, 1999; Nakatani, 2001; Litt et al., 2001; Ogryzko,
2001; Schiibeler et al., 2001; Morales ef al., 2004).

Neben Histonen konnen andere Proteine von HATSs, wie PCAF (p300- and CBP-
associated factor), p300 und CBP, acetyliert und durch HDACs deacetyliert werden (Luo
et al., 2001; Cheng et al., 2003; Brunet et al., 2004; Serrador et al., 2004). Die Acetylie-
rung von nukledren Proteinen, wie p53, p73, pRb oder E2F, an Lysinen nahe ihrer
Sequenz-spezifischen DNA-bindenden Doméne verstiarkt deren Promotorbindung und
fiihrt zur transkriptionellen Aktivierung der Zielgene (Gopalakrishna et al., 2004). Im
Gegensatz dazu reduziert die Acetylierung von Lysinen anderer Proteine, wie HMG 1Y, in
threr DNA-bindenden Doméne deren transkriptionelle Aktivitdit (Munshi et al., 1998;
Munshi et al., 2001). Des Weiteren konnen durch die Acetylierung von Proteinen deren
Interaktionen mit anderen Proteinen beeintrichtigt werden, wie im Fall von pRb (Chan et
al., 2001; Markham et al., 2006) und Mdm2 (Wang et al., 2004; Lavin and Gueven, 2006).
Eine Acetylierung von Proteinen kann ebenso zum nukledren Import oder zur Mikrotubuli-

Ansammlung flihren (Takemura et al., 1992).
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1.5  Das multifunktionelle Protein p300

Zu den ersten im Jahr 1996 beschriebenen und den am besten untersuchten HATs in der
transkriptionellen Regulation von Vertebraten zdhlen p300 und dessen gleichzeitig identi-
fiziertes Paralog CBP (Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996). p300 wurde
als Interaktionspartner des adenoviralen E1A-Proteins (Eckner et al., 1994) und CBP als
Bindeprotein der phosphorylierten Form des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP-
responsive element binding protein) entdeckt (Chrivia et al., 1993). Beide Proteine weisen
auf Aminosdureebene eine Homologie von 63% auf (Arany et al., 1994) und sind bei
Eukaryonten hoch konserviert. Homologe von p300 und CBP konnten in Homo sapiens,
Mus musculus, Rattus rattus, Xenopus laevis, Drosophila melanogaster (D. melanogaster)
und Caenorhabditis elegans (C. elegans), jedoch nicht in S. cerevisiae oder bei
Prokaryonten identifiziert werden (Giordano and Avantaggiati, 1999; Goodman and
Smolik, 2000).

Aufgrund der bis zu 95%-igen Homologie in den funktionellen Doménen ist der Grof3teil
der Funktionen von p300 oder CBP durch das jeweils andere Protein in kultivierten Zellen
ersetzbar (Arany et al., 1995; Lundblad et al., 1995; Giordano and Avantaggiati, 1999).
Unter bestimmten Bedingungen binden p300 und CBP andere HATSs, wie GenS oder
PCAF (Yang et al., 1996; Phan et al., 2005). Dies ermoglicht die Assemblierung von
Komplexen mit zwei oder mehreren HATs zur Verstirkung des Signals oder zur

schnelleren transkriptionellen Regulation von Zielgenen.

1.5.1 Der strukturelle Aufbau von p300

Das Protein p300 mit einer Grofle von 2412 Aminosduren in der Maus bzw. 2414 beim
Menschen (ca. 265 kDa) weist mehrere funktionelle Domanen auf (Abb. 5). Diese
umfassen neben der Acetyltransferasedomine drei putative Zinkfingerregionen (CHI1, CH2
und Zn), eine Bromodomaéne, die KIX-Domédne und eine Glutamin-reiche C-terminale
Region (Jankrecht and Hunter, 1996; Shikama et al., 1997; Goodman and Smolik, 2000).
Mit Hilfe der nahe an der Acetyltransferasedoméne lokalisierten Bromodomaine, die der
Bindung acetylierter Proteine dient, kann p300 selbst acetylierte Proteine binden und somit
diese an Promotoren rekrutieren (Abb. 6) (Manning et al., 2001; Polesskaya et al., 2001;
Remboutsika et al., 2002; Fukuda et al., 2006; Di Padova et al., 2007). Die Wichtigkeit der
Bromodoméne von p300 wird durch die Beobachtung deutlich, dass eine Deletionsmutante
dieser Doméne zur vollstindigen Hemmung der Acetylierung der nukleosomalen Histone

durch p300 fiihrt (Kraus et al., 1999).
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Des Weiteren besitzt p300 eine transkriptionelle Repressordomdne CRDI1 (Cell cycle
regulatory domain 1), die von dem Zellzyklus-regulierten Protein p21CIP1 kontrolliert
wird (Snowden et al., 2000; Girdwood et al., 2003), und eine am N-Terminus lokalisierte
E3/E4-Ubiquitinligaseaktivitit, die zur Polyubiquitinierung von p53 beitrdgt (Abb. 5)
(Grossman et al., 2003). Zusédtzlich zu diesen Funktionen liegen verteilt {iber das p300-
Protein mehrere Motive fiir die Interaktion von p300 mit anderen Proteinen. Zu ihnen
zdhlen die CH1-, die CH2- und die Zn-Region, die KIX-Doméne und die Glutamin-reiche
Region (Abb. 6). Es sind bis heute {iber 320 Interaktionspartner von p300 bekannt, die zur
Involvierung von p300 in einer Vielzahl von biologischen Prozessen fiihren (Kasper et al.,
2006). Dazu zdhlen unter anderem die Proliferation, die Regulation des Zellzyklus, die
Apoptose, der Wachstumsarrest, die Differenzierung, die DNA-Schadens-Antwort und die
zelluldre Antwort auf Stress, wie Hypoxie oder Entziindung (Giles ef al., 1998; Giordano

and Avantaggiati, 1999; Goodman and Smolik, 2000; Chan and La Thangue, 2001).

™ N
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< cH KIX & BD CH2 ¥ Zn  Gin-reich
Stat-1  Ets-1 CREB Twist c-Fos p53
HIF-1 Gli3 E1A Smad
Mdm2 c-Jun E2F
p65 c-Myb Ets-1
p73 GATA-1
Pit-1 Myo D
Stat-2 Neuro D
TBP RNA helicase A
TFIIB

Abbildung 5: Schema des strukturellen Aufbaus des murinen p300 als multifunktionelles Protein
(modifiziert nach: Goodman and Smolik, 2000).

Das Protein p300 besitzt zusitzlich zur Acetyltransferasefunktion (AT) eine E3/E4-Ubiquitinligaseaktivitat
(E3/E4) am N-Terminus und eine transkriptionelle Repressordomidne (CRDI1). Die Bromodomédne (BD)
ermoglicht p300 die Wechselwirkung mit acetylierten Proteinen. Uber mehrere Bindemotive, zu denen die
CH1-, CH2- und Zn-Regionen sowie die KIX-Doméne und eine am C-Terminus lokalisierte Glutamin-reiche
Region (Gln-reich) zéhlen, kann p300 mit zahlreichen Proteinen interagieren, von denen ausgewéhlte unter
den entsprechenden Regionen aufgelistet sind.

1.5.2 Die Acetyltransferasefunktion von p300

Im Gegensatz zu anderen HATs, bei denen nur einzelne Histone als Substrate dienen,
werden von p300 in vitro alle vier Kernhistone acetyliert (Abb. 6) (Schiltz et al., 1999; An
and Roeder, 2003). Darauthin wird eine Rekrutierung weiterer Proteine oder eine
Regulation der transaktivierenden Funktion des gebundenen Proteins ermdglicht. Die
Acetyltransferaseaktivitit von p300 kann sowohl aktivierend als auch reprimierend auf die

Expression der Zielgene wirken (Chen ef al., 1999) und ist fiir die Funktion von p300 als
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transkriptioneller Koregulator essentiell. Mutationen in der enzymatischen Region der
Acetyltransferasedoméne heben die transaktivierende Funktion von p300 auf (Bannister

and Kouzarides, 1996; Ogryzko et al., 1996).

’—7

Zielgen |

Abbildung 6: Die Acetyltransferaseaktivitit von p300 kann mehrere Auswirkungen haben.

Schematische Darstellung der Auswirkungen einer Proteinacetylierung durch p300. Zum einen kann die
Acetylierung von Histonen zur Anderung der Chromatinstruktur auf einem lokal eingeschrinkten Bereich
fithren (l). Zum anderen kann durch die p300-vermittelte Acetylierung von Transkriptionsfaktoren deren
Aktivitdt moduliert werden (Il). Eine dritte Folge der durch p300 katalysierten Acetylierung von Histonen
kann die Rekrutierung weiterer Proteine mit einer Bromodoméne (BD) an das acetylierte Lysin sein und
dadurch eine Signaltransduktion einleiten (l1I).

Neben den Histonen zédhlen zu den Substraten der durch p300-vermittelten Acetylierung
zahlreiche Onkoproteine, wie c-Jun (Bannister et al., 1995), c-Myb (Dai et al., 1996;
Oelgeschlager et al., 1996) und c-Fos (Janknecht et al., 1995), virale Proteine, wie E1A
(Zhang et al., 2000) und das /arge T-Antigen (Nemethova et al., 2004), sowie Tumor-
suppressorproteine, wie p53 (Chao et al., 2006), E2Fs (Martinez-Balbas et al., 2000), pRb
(Chan et al., 2001; Nguyen et al., 2004) und Smads (Simonsson et al., 2006; Tu and Luo,
2007). Weitere zahlreiche Transkriptionsfaktoren, wie TFIID (Ferreri et al., 1994), MyoD
(Yuan et al., 1996; Sartorelli et al., 1997; Polesskaya and Harel-Bellan, 2001), NF-xB
(Chen et al., 2002), Bcl-6 (Bereshchenko et al., 2002) und nukledre Hormonrezeptoren
(Janknecht and Hunter, 1996; Kamei et al., 1996) konnen von p300 gebunden und
acetyliert werden. Die Acetylierung von zahlreichen Proteinen mittels p300 kann somit
unterschiedliche Auswirkungen auf die Entwicklung und Reaktion der Zelle haben, das in

dieser Arbeit ndher untersucht wird.

1.5.3 p300 als transkriptioneller Koregulator

Bei der Umgestaltung des Chromatins (engl. remodelling) fungiert p300 zusitzlich als
transkriptioneller Koaktivator (Kwok et al., 1994; Bisotto et al., 1996; Janknecht and
Hunter, 1996; Swope et al., 1996). p300 bindet nicht direkt an die DNA, sondern wird als
Briicken- bzw. Gertistprotein (engl. scaffold) iiber Interaktionen mit Transkriptions-
faktoren, wie p53, und anderen transkriptionellen Aktivatoren, wie TFIIB oder TFIID, an

Promotoren und die basale Transkriptionsmaschinerie rekrutiert (Korzus et al., 1998;
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Kraus and Kadonaga, 1998; Zhang et al., 2000). Dieses Modell wurde durch den Nachweis
der Bindung von p300 an das RNA-Polymerase-Holoenzym II bestitigt (Kee et al., 1996).
Wichtig fiir die Funktion als Koaktivator ist die Interaktion von p300 mit anderen
Koregulatoren, wie dem Mediator- oder dem SWI/SNF-Komplex (Huang et al., 2003;
Black et al., 2006), und mit Komponenten der basalen Transkriptionsmaschinerie (Felzien
etal., 1999).

Neben der aktivierenden Funktion kann p300 ebenso als Korepressor wirken. Dies wurde
unter anderem bei Versuchen mit einer Uberexpression von p300 und einer daraus resultie-
renden, Acetyltransferase-unabhingigen Hemmung der C-MYC-Transkription beobachtet
(Baluchamy et al., 2003). Es wurde gezeigt, dass eine Depletion von p300 zu einer Hoch-
regulation von C-MYC fiihrt (Kolli et al., 2001). Die Repression von Zielgenen kann zum
einen durch die SUMO-regulierte Repressordoméne CRD1 erfolgen (Snowden et al., 2000;
Gregory et al., 2002; Girdwood et al., 2003). Eine Sumoylierung fiihrt daraufhin unter
anderem zur Rekrutierung von HDACG6, das transkriptionell reprimierend auf die
Promotoren der Zielgene wirken kann. Zum anderen kann p300 nach einer Acetylierung
als transkriptioneller Korepressor fungieren (Santoso and Kadonaga, 2006). Diese p300-
vermittelte Repression ist ebenso reversibel wie die durch SUMO-vermittelte und nicht
von der Acetyltransferasedoméne, jedoch von der Bromodoméne von p300 abhingig.
Somit kdnnen posttranslationale Modifikationen, wie Acetylierung, Phosphorylierung und
Sumoylierung am p300-Protein selbst deren Funktion regulieren (Yaciuk and Moran,
1991; Banerjee et al., 1994; Goodman and Smolik, 2000; Chan and La Thangue, 2001,
Chevillard-Briet ef al., 2002; Girdwood et al., 2003; Yadav et al., 2003; Thompson et al.,
2004).

1.5.4 Die Bedeutung von p300 und Cbp wiahrend der Ontogenese von Mausen
Die Expression von p300 beginnt bereits frith wihrend der Embryonalentwicklung (E7.5
days postcoitum, dpc) (Yao et al., 1998). Wihrend der postnatalen Entwicklung und im
adulten Zustand der Maus wird p300 ubiquitidr exprimiert. Trotz der hohen Sequenz-
homologie von p300 und Cbp weisen sie zum Teil verschiedene Funktionen in der
Mausoogenese und frithen Embryonalentwicklung auf, da sie wéhrend der Oozyt- und
Praimplantationsentwicklung von Méusen unterschiedlich reguliert werden (Kwok et al.,
2006). Anfangs sind beide Proteine im Zytoplasma lokalisiert und werden in verschiedenen

Stadien des Oozytenwachstums in den Nukleus transportiert (Partanen et al., 1999).
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Dennoch zeigen der p300 und der Chp Knock-Out dhnliche Phianotypen der Embryonen,
die in beiden Féllen zu einer embryonalen Letalitdt im Stadium E8.5-E11 dpc bzw. E10-
E12 dpc fiihren (Yao et al., 1998; Kung et al., 2000; Tanaka et al., 2000; Xu et al., 2000).
Die Embryonen weisen Defekte beim SchlieBen des Neuralrohrs, in der Zellproliferation
und in der Herzentwicklung auf. Dies verdeutlicht die essentiellen Funktionen beider
Proteine in der Embryonalentwicklung der Maus. Im Gegensatz zu homozygoten p300
Knock-Out-Miusen weisen heterozygote Miuse zwar eine erhdhte Mortalitit im Uterus
auf, jedoch sind die meisten Embryonen ohne spétere Fehl- oder Missbildungen lebens-
fahig (Yao et al., 1998).

Alle Méuse, die heterozygot fiir Cbp sind, sind im Gegensatz zu p300 Knock-Out-Mausen
lebensfdhig (Tanaka et al., 1997). Sie entwickeln jedoch Abnormalititen des Skeletts.
Ahnliche Missbildungen werden bei einer Entwicklungsstdrung des Menschen, dem
Rubinstein-Taybi-Syndrom, beschrieben (Rubinstein, 1990; Petrij et al., 1995). Patienten
mit diesem Syndrom weisen heterozygote Keimbahnmutationen (Punktmutationen, Trans-
lokationen oder Deletionen) von entweder CBP oder P300 auf (Petrij et al., 1995; Blough
et al., 2000; Petrij et al., 2000; Roelfsema et al., 2005; Bartholdi et al., 2007). Bereits
Mutationen in der Acetyltransferasedoméne von CBP mit Verlust der Acetyltransferase-
aktivitat sind ausreichend fiir die Initiation des Syndroms (Murata et al., 2001; Kalkhoven
et al., 2003). Des Weiteren besitzen die Patienten eine erhohte Pradisposition fiir Krebs
(Miller and Rubinstein, 1995).

Maiuse, die heterozygot fiir sowohl p300 als auch Cbhp sind, zeigen im Vergleich zu homo-
zygoten Knock-Out-Mausen von p300 oder Cbp dhnliche Defekte, die zu einer frithen
embryonalen Letalitét fiihren (Yao ef al., 1998). Zusammenfassend verdeutlicht dies, dass
beide Proteine fiir die Ontogenese essentiell sind. Das Uberleben von heterozygoten p300
oder Chp Knock-Out-Mausen im Vergleich zur embryonalen Letalitdit von Méusen, die
heterozygot fiir beide Allele sind, symbolisiert zusidtzlich einen Dosiseffekt beider
Proteine. Dies bedeutet, dass fiir eine korrekte Ontogenese eine bestimmte Mindestmenge

beider Proteine notwendig ist.

1.5.5 Die Bedeutung von p300 wihrend der Tumorgenese

Viele Krebsarten, wie Glioblastome, Leukdmien, kolorektale Karzinome und Brustkrebs,
weisen Mutationen von p300 auf, bei denen danach zum Teil ein Verlust der Heterogenitit
des Genlokus (Loss of heterozygosity, LOH) nachgewiesen werden kann (Muraoka et al.,
1996; Gayther et al., 2000; Ohshima et al., 2001; Shigeno et al., 2004). Untersuchungen
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von primdren Tumoren und Tumorzelllinien zeigen zum Teil Mutationen von p300, die
unter anderem eine Deletion der Acetyltransferasedomine oder der p53-bindenden Zn-
Doméne betreffen (Roth et al., 2001). Zusétzlich zu Deletions-, Punkt- oder Insertions-
mutationen weisen Patienten mit Leukdmien Translokationen von Chromosomen auf, die
das P300-Gen zerstoren. Ein Beispiel hierfiir ist eine t(11;22)(q23;q13) Translokation, die
p300 mit dem MLL-Protein (Mixed lineage leukemia) fusioniert, die in Patienten mit
akuter myeloider Leukdmie (dcute myeloid leukemia, AML) vorhanden ist (Ida et al.,
1997). Eine t(8;22)(p11;q13) Translokation, die das monozytische Leukémie-Zinkfinger-
protein (Monocytic leukemia zinc finger protein, MOZ) mit p300 fusioniert, tritt in seltenen
Féllen bei Patienten mit AML auf (Lai et al., 1985; Chaffanet et al., 2000; Kitabayashi et
al., 2001). Obgleich diese Mutationen selten vorkommen, deuten sie auf eine Funktion von
p300 als Tumorsuppressor hin.

Weitere Anzeichen dafiir lieferte die Bindung von p300 an virale Onkoproteine, wie E1A
(Arany et al., 1994; Eckner et al., 1994; Smits et al., 1996; Giles et al., 1998; Patel et al.,
1999). Des Weiteren interagiert p300 mit Proteinen, die an Tumorsuppressorsignalwegen
beteiligt sind. Zum einen arbeitet p300 mit den Tumorsuppressoren der Smad-Familie
zusammen, die in einer Vielzahl von bdsartigen Tumoren inaktiv sind, um die Trans-
kription von Zielgenen nach Aktivierung des antiproliferativen TGF-B-Signalweges einzu-
leiten (Pouponnot et al., 1998, Ghosh ef al., 2000; Ito and Miyazono, 2003). Zum anderen
wird der Signalweg des Tumorsuppressorproteins pS53 an mehreren Stellen von p300
beeinflusst. Dazu zédhlen die durch p300 vermittelte Regulation der Ubiquitinierung und
der damit verbundene Abbau von p53 (Grossman et al., 1998; Kawai et al., 2001;
Grossman ef al., 2003). Des Weiteren erhoht eine durch p300 hervorgerufene Acetylierung
von p53 nach DNA-Schiden die Stabilitét des p53-p300-DNA-Komplexes und verstéirkt
dadurch die Zielgenaktivierung von p53-abhédngigen Promotoren, wie Mdm?2, p21Cipl und
Bax (Gu and Roeder, 1997; Sakaguchi et al., 1998; Dornan et al., 2003; Luo et al., 2004).
Ferner wird p300 fiir die Transaktivierung der Zielgene von p53 durch dessen Koaktivator-
funktion und die Acetylierung von Histonen der Zielgene benétigt (Avantaggiati et al.,

1997; Lill et al., 1997; Barlev et al., 2001; Espinosa and Emerson, 2001).

1.5.6 Die Bedeutung der Acetyltransferaseaktivitit von p300
Eine ubiquitdre Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 in konditionellen
Knock-In-Méusen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, mit Hilfe der in der

Keimbahn exprimierten CMV-cre Rekombinase (Schwenk et al., 1995) oder der EllA-cre
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Rekombinase (Lasko et al., 1996) fiihrt zur embryonalen oder neonatalen Letalitét
(Shikama et al., 2003). Die p300-Acetyltransferasemutation ruft zahlreiche Defekte des
Herzen, der Lungen und des Darms wihrend der Embryonalentwicklung hervor. Dies
deutet auf eine Funktion der p300-Acetyltransferaseaktivitét in der Organogenese hin.

Eine systemische, heterozygote Expression des Acetyltransferase-mutierten p300 in Maus-
embryonen mit Hilfe der CMV-cre Rekombinase fiithrt zu einer verzdgerten terminalen
Differenzierung und einer reduzierten Muskelmasse der Embryonen (Roth et al., 2003).
Dies konnte aufgrund der fehlenden Interaktion und damit verbundenen Acetylierung der
primédren Myogenese-regulierenden Proteine (Myogenic regulatory factors, MRFs) MyoD
und Myf5 wéhrend der Myogenese hervorgerufen werden (Eckner et al., 1996; Yuan et al.,
1996; Puri et al., 1997; Sartorelli et al., 1997).

Zusammenfassend verdeutlicht die heterozygote Expression eines Acetyltransferase-
mutierten p300 in Méausen im Vergleich zu heterozygoten p300 Knock-Out-Miusen
(Tanaka et al., 1997; Yao et al., 1998) die Notwendigkeit der Acetyltransferaseaktivitat fiir
die Embryonalentwicklung, Organogenese (Shikama et al., 2003) und Myogenese (Roth et
al., 2003). Der Unterschied beider Phanotypen konnte durch folgendes Modell erklért
werden: Es ist bekannt, dass die Autoacetylierung von p300 fiir dessen Dissoziation von
den Promotor-gebundenen Proteinen und der anschlieBenden Bindung von TFIID an die
basale Transkriptionsmaschinerie benétigt wird (Black ef al., 2006). Da Acetyltransferase-
defizientes p300 durch eine fehlende Autoacetylierung sich nicht ablost, ist die Transkrip-
tionsaktivierung oder -repression am Promotor konstitutiv vorhanden.

Nach der Funktionsanalyse der p300-Acetyltransferaseaktivitdt in der Embryonalentwick-
lung, Organogenese und Myogenese, soll in der vorliegenden Arbeit dessen Relevanz in
der Hamatopoese untersucht werden. Obwohl bereits bekannt ist, dass p300 mit zahl-
reichen Proteinen in B-Zellen interagiert und diese acetyliert (Kasper et al., 2006), ist die
Funktion der Acetyltransferaseaktivitit von p300 wéhrend der B-Zell-Entwicklung noch
ungeklért. Daher wird im folgenden Kapitel zunichst die Entwicklung der Lymphozyten,
die B-Zell-Typen und die Kontrolle der Funktion der B-Zellen beschrieben.

1.6  Die Entwicklung von Lymphozyten und das Immunsystem

Die Produktion von Lymphozyten, die Lymphopoese, findet in den zentralen lymphoiden
Geweben, zu denen das Knochenmark und der Thymus zéhlen, statt. Sowohl B- und T-
Lymphozyten (B- und T-Zellen) als auch NK-Zellen (Natural killer cells, natiirliche

Totungszellen) entwickeln sich aus undifferenzierten Vorldauferzellen im Knochenmark,
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die urspriinglich aus hidmatopoetischen Stammzellen (Hematopoietic stem cells, HSCs)
entstanden sind. Im Knochenmark vervollstindigen die B-Zellen den GroBteil ihrer
Entwicklung, wohingegen T-Zellen im Thymus aus den vom Knochenmark gewanderten
Vorlauferzellen generiert werden. Im Fotus von Menschen und Tieren konnen sich B-
Zellen zusitzlich zum Knochenmark ebenfalls in der Leber entwickeln.

Die Funktion von B- und T-Zellen als Antigen-bindende Zellen befédhigt sie, eine Immun-
antwort gegeniiber Pathogenen auszuiiben, die durch die sehr friih wihrend der
Differenzierung festgelegte Antigenspezifitit der Antigenrezeptoren dieser Zellen erzielt
wird. Nach der Expression eines Rezeptors auf der Oberflache der Lymphozyten, der die
Erkennung von Rezeptor-bindenden Liganden ermdglicht, wird dieser auf dessen Antigen-
bindenden Eigenschaften gegeniiber Antigenen in der direkten Umgebung (Selbstanti-
genen) iiberpriift. Eine schwache Bindeaffinitit des Rezeptors gegeniiber dem gebundenen
Selbstantigen aktiviert ein Signal, dass zum Uberleben und somit zur Differenzierung
(Reifung) des Lymphozyten fiihrt (Healy and Goodnow, 1998).

Im Gegensatz zu dieser Positivselektion wird bei einer Negativselektion, die durch eine
starke Bindung des Rezeptors mit Selbstantigenen ausgeldst wird, in dem Lymphozyt eine
Veranderung des Rezeptors (Rezeptor Editing) oder die Rezeptor-vermittelte Apoptose
eingeleitet (klonale Deletion) bzw. der Lymphozyt reaktionsunfdhig gemacht (Anergie)
(Nemazee and Burki, 1989; Goodnow, 1996). Somit werden Lymphozyten, die auf Selbst-
antigene reagieren, noch bevor sie den Reifungszustand erreichen und darauthin eine Auto-
immunreaktion auslosen konnten, aus dem Repertoire entfernt. Dies flihrt zur Entwicklung
einer immunologischen Toleranz gegeniiber Selbstantigenen (Selbsttoleranz). Aufgrund
der Positiv- und Negativselektion sowie dem Sterben von Lymphozyten, die keine
Bindung eines Antigens durchfiihren, stellen die Lymphozyten, die der reifen Lympho-
zytenpopulation angehoren, nur einen kleinen Bruchteil von ca. 2-5% der im Knochenmark

oder Thymus hergestellten Zellen dar (Jacobi and Diamon, 2005).

1.6.1 Die Immunglobuline

Das Rearrangement der Rezeptorgene bei B-Zellen fiihrt zur Ausbildung von Immun-
globulinen, die als membrangebundene Molekiile an der Zelloberfldche préisentiert werden
(Grawunder et al., 1998). Immunglobuline kdnnen ebenfalls als 16sliche Antikdrper ins
Serum oder auf die Schleimhdute sezerniert werden. Ein Immunglobulinmolekiil (Ig)
besteht aus jeweils zwei identischen, schweren Ketten (Heavy chain, H-Kette, Immun-

globulin H-Kette, IgH) und zwei identischen, leichten Ketten (Light chain, L-Kette,
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Immunglobulin L-Kette, Igl) (Abb. 7). Die Verkniipfung beider H-Ketten untereinander
und jeweils einer L- mit einer H-Kette erfolgt tiber Disulfidbindungen.

Ein Heterodimer aus einer H- und einer L-Kette bildet eine Antigenbindungsstelle an ihren
N-terminalen variablen Doméinen (V-Doméne), so dass ein Immunglobulin zwei identische
Bindungsstellen besitzt. Die V-Domidne der L-Kette (Vp) setzt sich aus einem V
(Variable)- und einem J (Joining)-Genabschnitt zusammen, wohingegen die V-Doméne
der H-Kette (Vi) aus drei Genabschnitten aufgebaut ist (V-, D (Diversity)- und J-Genab-
schnitt). Zusitzlich zu den V-Doménen weisen die L-Ketten eine und die H-Ketten bis zu

vier konstante C-terminale Doménen (Constant region, C-Domine) auf.

Antigen-
bindestelle
Fab
L-Kette
Fc

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines Immunglobulins (modifiziert nach: Janeway ef al., 2005).

Ein Immunglobulinmolekiil besteht aus zwei identischen, leichten Ketten (L-Kette) und zwei identischen,
schweren Ketten (H-Kette), die jeweils durch Disulfidbindungen (-SS-) miteinander verkniipft sind. Jede H-
Kette setzt sich aus einer variablen Doméne (Vy, dunkelblau) und bis zu drei konstanten Doménen (hier drei:
Cyl1-Cy3, orange) und jede L-Kette aus einer V-Doméne (Vy, hellblau) und nur einer C-Doméne (C., gelb)
zusammen. Die V-Dominen beider Ketten bilden jeweils eine Antigenbindestelle. Des Weiteren wird ein
Immunglobulinmolekdil in einen Fc-Teil (Fragment of constant region) und einen Fab-Teil (Fragment of
antigen binding) unterteilt.

Der Isotyp einer H-Kette und die daraus resultierende Funktion des Immunglobulins
werden durch die konstante Doméne der H-Kette festgelegt (Fanning et al., 1996). Dies
fiihrt zu einer Unterteilung der Immunglobuline in fiinf Isotypen: IgM, IgD, IgG, IgA und
IgE, fiir die jeweils ein Gen kodiert (Cp, Co, Cy, Ca und Ce). Zur Erkennung von zahl-
reichen Pathogenen werden eine Vielzahl an Antikorperspezifititen und eine daraus resul-
tierende Immunglobulindiversitéit benotigt. Dies wird durch somatische Rekombination der
Genabschnitte der H-Kette und der L-Kette eines Typs gewdhrleistet (Schatz and
Spanopoulou, 2005). Durch die allelische AusschlieBung (engl. allelic exclusion) wird
sichergestellt, dass eine B-Zelle nur Immunglobuline einer einzigen Spezifitdt exprimieren

(Nussenzweig et al., 1987; Kitamura et al., 1992; Kitamura and Rajewsky, 1992).

18



EINLEITUNG

1.6.2 Die B-Zell-Entwicklung im Knochenmark von Miusen

Die B-Zell-Entwicklung im Knochenmark beginnt mit dem Stadium der Pro-B-Zellen
(engl. pro-B cells), in denen bereits das Rearrangement der H-Kette von Immunglobulinen
erfolgt (Abb. 8). Die frithen Pro-B-Zellen (engl. early pro-B cells) verkniipfen den Dy- mit
dem Jy-Teil der H-Kette der Immunglobuline. Danach wird in den spédten Pro-B-Zellen
(engl. late pro-B cells) der Vy-Teil mit dem bereits verkniipften DJy-Teil verbunden, was
bei einer korrekten Zusammensetzung zur Expression der intakten p H-Kette fiihrt.

In den danach folgenden grolen Pra-B-Zellen (engl. large pre-B cells) ist die H-Kette
zusammen mit einer Ersatz-L-Kette intrazelluldr und in kleinen Mengen an der Zellober-
fliche lokalisiert, um den Pri-B-Zell-Rezeptor zu bilden (Sakaguchi and Melchers, 1986;
Kudo and Melchers, 1987; Bossy et al., 1991; Melchers et al., 1993). Uber eine Signal-
kaskade werden das Rearrangement des Genlokus der H-Kette und die Produktion der
Ersatz-L-Kette gestoppt und zahlreiche Zellteilungen eingeleitet (Rajewsky, 1996). Dies
leitet den Ubergang der Entwicklung von der groBen zur kleinen Pri-B-Zelle (engl. small

pre-B cell) ein, in dem das Rearrangement der L-Kette der Immunglobuline erfolgt.

frihe spate grolRe kleine unreife
Pro- Pro- Pra- Pra- B-Zelle
B-Zelle B-Zelle B-Zelle B-Zelle

A4 \/ \/

H-Kette: D-Jy V-DJy VDJu VDJy VDJy
L-Kette: Keimbahn Keimbahn Keimbahn V-Jo VJo

Abbildung 8: Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklung im zentralen lymphatischen Organ
(modifiziert nach: Benshop and Cambier, 1999).

Wihrend der B-Zell-Entwicklung im zentralen lymphatischen Organ, dem Knochenmark, von der frithen
Pro-B-Zelle zur unreifen B-Zelle erfolgt schrittweise das Rearrangement der Genloci fiir eine funktionelle H-
und L-Kette des BCR-Rezeptors als wesentliches Merkmal der Stadien. Die einzelnen Schritte des Rear-
rangements beider Ketten sind jeweils unter den Stadien der B-Zelle dargestellt.

Nach der korrekten Verkniipfung des Genlokus der L-Kette und der Prisentation des

vollstindigen Immunglobulins sIgM (Surface immunoglobulin M) auf der Zelloberfliche,

ist die Entwicklung zu einer unreifen B-Zelle (engl. immature B cell) abgeschlossen.

Sofern kein funktioneller, monospezifischer B-Zell-Rezeptor (B cell receptor, BCR), in

diesem Fall sIgM, auf der Zelloberfliche der B-Zellen vorhanden ist, kann diese das
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Knochenmark nicht verlassen (Hesslein and Schatz, 2001). Das Immunglobulin sigM wird
als Ausgang fiir die spitere Rekombination weiterer Immunglobuline bendtigt. Nur etwa
30% der taglich produzierten Prd-B-Zellen iiberleben und entwickeln sich zu unreifen B-

Zellen (Osmond, 1993).

1.6.3 Die B-Zell-Differenzierung in der Milz von Miusen

Nach der Entwicklung der Pro-B-Zellen zu unreifen B-Zellen im Knochenmark werden sie
beziiglich ihrer Selbsttoleranz selektioniert (siche 1.6) (Edry and Melamed, 2004). Die
positiv selektionierten unreifen B-Zellen werden in die peripheren lymphatischen Organe
transportiert, zu denen die Milz, die Lymphknoten und das Mukosa-assoziierte lympha-
tische Gewebe (MALG: Tonsillen, Peyersche Plaques) zdhlen. Bei der Maus erfolgt die
Reifung der B-Zellen nur in der Milz, wohingegen sie beim Menschen in allen peripheren
lymphatischen Organen stattfindet. In der Milz der Maus differenzieren die unreifen B-
Zellen iiber transitionelle B-Zellen als Zwischenstufe (engl. transitional B cells) zu reifen
B-Zellen (engl. mature B cells) (Abb. 9) (Allman et al., 1992; Allman et al., 1993; Carsetti
et al., 1995; Rolink et al., 1998; Loder et al., 1999; Allman et al., 2001).

follikulare Plasma-
B-Zelle B-Zelle

I \ 4 }/ /
A | =
T1-B-Zelle T2-B-Zelle = /é

& L N Y
IigM I9G =
-> -> CD21
\ 7
MZ- Gedéachtnis-
B-Zelle B-Zelle

Abbildung 9: Schematische Ubersicht der Differenzierung der B-Zellen in der Milz von Miusen (modifiziert
nach: Benshop and Cambier, 1999; Niiro and Clark, 2002).

Nach der Entwicklung der Vorlduferzellen im Knochenmark zu unreifen B-Zellen wandern diese in die Milz
und differenzieren iiber das Stadium der transitionellen B-Zellen (T1 und T2) zu reifen B-Zellen. Die reifen
B-Zellen werden in follikuldre B-Zellen und B-Zellen der Marginalzone (MZ-B-Zellen) unterteilt. Nach einer
Aktivierung der reifen B-Zellen entstehen aus ihnen langlebige Antikorper-sekretierende Plasma-B-Zellen
oder Gedéchtnis-B-Zellen mit einer gleich bleibenden Antigenspezifitit.

Die aus transitionellen B-Zellen hervorgehenden reifen B-Zellen werden auch als naive B-
Zellen bezeichnet, da sie noch nicht durch die Bindung von Antigenen aktiviert wurden.

Sie sind im Vergleich zu den anderen B-Zellen langlebig (Kumararatne and MacLennan,

20



EINLEITUNG

1982; Loder et al., 1999). Durch ihre Fahigkeit zur Zirkulation im Blut und in der Lymphe
verbreiten sie sich in den Lymphknoten und in der Milz. In diesen Geweben konnen sie
Fremdantigene binden, dadurch aktiviert werden und eine Immunantwort induzieren.

In der Milz einer Maus erfolgt eine weitere Unterteilung der reifen B-Zellen in follikuldre
B-Zellen (engl. follicular B cells, FO B cells) und B-Zellen der Marginalzone (engl.
marginal zone B cells, MZ B cells, MZ-B-Zellen) (Kumararatne et al., 1981; Martin and
Kearney, 2002). Follikuldre B-Zellen oder B-2 B-Zellen sind kleine, rezirkulierende
Lymphozyten mit einer geringen Expression von sIgM (sIgM®"™) und einer hohen
Produktion von sIgD (sIgD"™"). Diese B-Zellen bilden die B-Zell-Follikel innerhalb der
Weillen Pulpa der Milz und interagieren mit follikuldren dendritischen Zellen (Follicular
dendritic cells, FDCs) (Kosco and Gray, 1992). Zusitzlich sind follikuldre B-Zellen
zusammen mit T-Zellen fiir die adaptive Immunantwort verantwortlich. In adulten
Organismen bilden sie den GroBteil der reifen B-Zellen.

Im Vergleich zu den follikuldren B-Zellen werden MZ-B-Zellen als mittelgrof3e, nicht

zirkulierende Lymphozyten mit hoher sIgM- (sIgM™"

) und geringer sIgD-Expression
(sIgD®™) beschrieben (Kumararatne e al., 1981). Sie liegen in der Marginalzone der
Milz, die an der Grenze zwischen Weiller und Roter Pulpa lokalisiert ist. Die Marginalzone
dient zum einen dem Wiedereintritt von B-Zellen in die Milz und zum anderen der
Présentation von aktivierten B-Zellen (Liu et al., 1988). MZ-B-Zellen konnen schnell auf
einzelne Antigene oder Pathogene, die aus dem Blutstrom gefiltert werden, reagieren und

somit ergdnzend zur adaptiven Immunantwort wirken (Guinamard et al., 2000; Martin and

Kearney, 2002).

1.6.4 Die B-Zell-Aktivierung als Reaktion auf Fremdantigene

In naiven B-Zellen der Milz 16st die Bindung an ein Fremdantigen Uberlebens- und
Proliferationssignale aus. Hierbei wird zwischen T-Zell-abhingigen und -unabhingigen
Antigenen unterschieden. Da in der vorliegenden Arbeit unter anderem die T-Zell-
abhingige Immunantwort untersucht wird, wird diese im Folgenden beschrieben. Sofern
eine naive B-Zelle mit ihrer Antigenbindestelle des BCR ein T-Zell-abhingiges Antigen,
meist Protein, bindet, erfolgt zum einen eine Quervernetzung des BCR, das zur Initiation
verschiedener Signalkaskaden fiihrt (siche 1.6.5). Zum anderen nimmt die B-Zelle das
Antigen zusammen mit dem Rezeptor auf und prisentiert beides tiber den Haupt-Histo-
kompatibilitdtskomplex der Klasse Il (Major histocompatibility complex 11, MHC 1I) auf
ihrer Zelloberflache. Dieser MHC II wird von einer T-Helferzelle des Typs II (TH2-Zelle)
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gebunden, die durch das gleiche Antigen aktiviert wurde. Die anschliefende Ausschiittung
von Zytokinen und die Sekretion von Liganden der TH2-Zelle an die B-Zelle liefern ein
weiteres Signal zur Aktivierung der B-Zelle (Parker, 1993). Ein Beispiel fiir einen
sekretierten Liganden ist der CD40-Ligand (CD40L, a-CD40) der T-Zelle, der mit dem
CD40-Rezeptor (CD40) auf der Oberfliche der B-Zelle interagieren kann. Die durch T-
Zell-B-Zell-Kontakte vermittelten Signale fiihren zu einer klonalen Selektion der
aktivierten B-Zelle.

Nach der Proliferation der aktivierten B-Zellen fiihrt ein Teil dieser einen Isotypwechsel
von IgM zu IgGl durch (Gray et al., 1996). Dieser Prozess erfolgt iiber eine nicht-
homologe Rekombination der Switch-Regionen der Immunglobulingenloci (engl. class
switch recombination) (Maizels, 2005). Die Umschaltung zu einem bestimmten Isotyp
wird hauptsidchlich von Zytokinen und Signalen der T-Zelle reguliert (Jacquot, 2000).
AnschlieBend differenzieren die aktivierten B-Zellen zu extrafollikuldren Plasmazellen mit
gleicher Antigenspezifitit, die niederaffine Antigen-spezifische AntikOrper sezernieren
(MacLennan et al., 2003). Wahrend ein Teil der aktivierten B-Zellen dadurch eine
schnelle, jedoch nicht spezifische Immunantwort aufgrund der Sekretion von niederaftinen
Antikorpern hervorruft, fiihrt ein anderer Teil zur Herstellung hochaffiner Antikorper eine
Keimzentrumsreaktion durch. Dabei kann die Funktionalitit des BCR durch somatische
Hypermutation verbessert werden (Jacob and Kelsoe, 1992; Neuberger and Milstein, 1995;
Nitschke et al., 1997; Papavasiliou and Schatz, 2002).

Die B-Zellen mit einem hochaffinen BCR proliferieren und entwickeln sich unter dem
Einfluss von Interleukinen zu Plasmazellen oder Gedéchtnis-B-Zellen, die fiir eine Erin-
nerungsantwort benétigt werden (McHeyzer-Williams and Ahmed, 1999). Neben dem
Antigenkontakt benétigen diese B-Zellen wiederum eine Kostimulation durch TH2-Zellen
tiber die Bindung an das vom MHC II prisentierte Antigen. Dadurch 16sen die TH2-Zellen
die von CD40-vermittelte Signalkaskade bei B-Zellen aus, die zu einem Isotypwechsel von
IgM zu IgG, IgA oder IgE fiihrt (Jabara et al., 1990; Hasbold et al., 1998).

Im Gegensatz zur T-Zell-abhidngigen Immunantwort benétigen die B-Zellen bei einer T-
Zell-unabhingigen Immunantwort nur ein einziges Signal, das durch Quervernetzung des
BCR erzeugt wird. Zu den T-Zell-unabhingigen Antigenen zdhlen vor allem Polysac-
charide, die auf der Oberflache von Bakterien vorhanden sind. Die B-Zelle wird durch die
Quervernetzung des BCR aktiviert, was zum Anschalten der Proliferation und zur Bildung
von Antikorpern des Isotyps IgM fiihrt. Bei dieser Form der Aktivierung finden kein Iso-
typwechsel und keine Bildung von Gedichtnis-B-Zellen statt. Diese Form der Antikorper-

22



EINLEITUNG

produktion erfolgt somit schneller als die T-Zell-abhéngige und ist in der angeborenen

Immunantwort involviert.

1.6.5 Zahlreiche Signalwege kontrollieren die B-Zell-Entwicklung

Zuséatzlich zum Einfluss der Stromazellen ist die Entwicklung von der frithen Prid-B-Zelle
bis zur reifen B-Zelle ebenso von der Signaltransduktion iiber den BCR-Signalweg
abhingig (Turner et al., 1995; Benschop and Cambrier, 1999; Kraus et al., 2004). Der
BCR-Signalweg vermittelt eine Mitogenese und Immunantworten {iber die Initiation von
biochemischen Signalkaskaden, in denen Tyrosinkinasen und Second Messenger, wie
Kalzium (Ca®"), involviert sind (Abb. 10) (Niiro and Clark, 2002). Die fiir die Bildung
eines funktionellen Rezeptorkomplexes zusitzlich notigen Zelloberflachenproteine Iga
(CD79a) und IgBf (CD79B) dienen der Weiterleitung des Signals vom BCR an die
intrazelluldren Tyrosinkinasen iiber dessen Interaktion. Diese und andere Transmembran-
proteine werden iiber ihre zytoplasmatische ITAM-Region (Immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) phosphoryliert und somit aktiviert. Die anschlieBende Weiter-
leitung des Signals mittels Tyrosinkinasen fiihrt letztendlich zur Expression verschiedener
Zielgene mit Hilfe von Translokationen zytoplasmatischer Transkriptionsfaktoren, wie NF-
kB und NFAT, in den Nukleus (Niiro and Clark, 2002). Zuséitzlich werden durch Mitogen-
aktivierende Proteinkinasen (Mitogen-activated protein kinases, MAPKs), wie ERK
(Extracellular signal-regulated protein kinase) und JNK (c-Jun N-terminal kinase),
aktiviert, die nukledre Transkriptionsfaktoren phosphorylieren (Davis, 1994; Karin and
Hunter, 1995).

Der NF-kB-Signalweg ist ein weiterer Signalweg, der mit dem BCR-Signalweg verkniipft
ist und einen Einfluss auf die Entwicklung von sowohl follikuldren als auch MZ-B-Zellen
ausiibt. Dieser wird durch das Protein BAFF (B cell activating factor of TNF family),
einem Mitglied der TNF-Familie (Zumor necrosis factor, Tumor-Nekrose-Faktor),
aktiviert, das von myeloiden und dendritischen Zellen sekretiert wird (Schiemann et al.,
2001; Mackay and Browning, 2002). Die Entwicklung der MZ-B-Zellen benétigt
zusdtzlich die Aktivierung des extrazelluldr-lokalisierten Signalmolekiils Notch2 durch
dessen Bindung mit dem Protein Delta-like 1 und der anschlieBenden Aktivierung der
Notch-abhéngigen Signalkaskade (Saito et al., 2003; Hozumi et al., 2004). Das Zusam-
menspiel dieser verschiedenen Signalwege mit zahlreichen anderen ermoglicht somit eine

geregelte und kontrollierte Entwicklung sowie Differenzierung der B-Zellen.

23



EINLEITUNG

NF-xB NFAR >
e@rb Zielgen Zielgen

NS Zielgen-Promotor Zielgen-Promotor

QY

O @

S ‘ TF ,—_>
/\/ T\o Zielgen

Zielgen-Promotor

Abbildung 10: Schematische Darstellung des BCR-Signalweges (modifiziert nach: Niiro and Clark, 2002).
Nach der Bindung eines Antigens an den BCR werden drei wesentliche Tyrosinkinasen aktiviert (Lyn, Syk
und Btk). Die Kinase PI3K und die Phospholipase Cy2 (PLCy2) sind wesentliche stromabwirts liegende
Effektoren des BCR-Signalweges. Das effiziente Verkniipfen von Kinasen mit Effektoren erfolgt tiber BCR-
Adapter, wie Blnk (B cell linker) und Bam32 (B-lymphocyte adaptor molecule 32). Mit Hilfe der PI3K wird
die stromabwdrts liegende Kinase Akt aktiviert. Die Phosphorylierung von PLCy2 fiihrt zur Freisetzung von
intrazellulirem Ca*" und der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC). Sowohl Ca*" als auch die PKC sind fiir
die Aktivierung von zum einen den MAPK, wie ERK, JNK und die p38 MAPK, und zum anderen den
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB und NFAT, verantwortlich. Die MAPK konnen wiederum andere
Transkriptionsfaktoren (TF) aktivieren, wobei die anschliefende Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren zu
den Zielsequenzen der Gene das Zellschicksal der B-Zelle bestimmt. DAG: Diacylglycerol; FcyRIIB: Low-
affinity Fc receptor for 1gG; IKK: Inhibitor of NF-kB kinase; Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2;
GSK-3B: Glycogen synthase kinase-3P; PirB: Paired immunoglobulin-like receptor B; SHIP: SH2-domain-
containing inositol polyphosphate 5° phosphatase; Shpl: SHZ2-domain-containing protein tyrosine
phosphatase 1.
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1.7  Zielsetzungen dieser Arbeit

Das multifunktionelle Protein p300 spielt in zahlreichen zelluldren Prozessen eine wichtige
Rolle. Wéhrend der Differenzierung von Zellen, besonders von hamatopoetischen Zellen,
fiihrt ein Verlust von p300 zu einer verminderten Zahl differenzierter Zelltypen. Die
embryonale Letalitdt von Méusen, die heterozygot fiir ein Acetyltransferase-defizientes
p300 sind, verdeutlicht, dass die Acetyltransferaseaktivitidt von p300 wéhrend der Onto-
genese essentiell ist. Des Weiteren spielt p300 in Leukdmien und anderen Krebsformen
eine Rolle. In Hinblick auf die Entstehung von Leukdmien ist die B-Zell-Entwicklung als
ein wesentlicher und sehr komplexer Prozess wihrend der Ontogenese zu beriicksichtigen,
bei dem p300 an zahlreichen Positionen deren Funktion ausiiben kann. Eine Untersuchung
der B-Zell-Entwicklung in Méusen mit mutiertem p300 konnte dabei Hinweise fiir eine
Rolle der reversiblen Acetylierung von Proteinen bei der Entstehung von Leukdmien
geben. Daher ist die Aufklarung der Rolle einzelner biochemischer Funktionen von p300
wihrend der B-Zell-Entwicklung von besonderem Interesse.

Aufgrund dieser Beobachtungen war eine Zielsetzung dieser Arbeit die Untersuchung der
Acetyltransferaseaktivitit von p300 in B-Zellen von Méusen in vivo mit Hilfe einer
konditionellen Knock-In-Maus. Ferner sollten die Folgen der B-Zellen mit einem
Acetyltransferase-defizienten p300 auf die Entwicklung der Maus identifiziert werden.
Diese Arbeit sollte, wenn moglich, die erste Verbindung zwischen p300 als Protein in der
B-Zell-Entwicklung und als Tumorsuppressor in der Krebsentstehung herstellen. Substrate
der p300-Acetyltransferaseaktivitit sind neben Histonen ebenfalls zahlreiche andere
Proteine. Dennoch ist weitestgehend ungeklért, bei welchen der Proteine eine fehlende
p300-vermittelte Acetylierung zu den beschriebenen Stérungen in der Ontogenese fiihrt.
Daher sollte mit dieser Arbeit zum ersten Mal aufgeklart werden, welche Proteine die
kritischen Substrate der Acetyltransferase in vivo sind. Zusétzlich zu den Untersuchungen
in den Miusen sollte eine B-Zelllinie mit Expression des Acetyltransferase-defizienten
p300 hergestellt werden. Beide Ansidtze kdnnten zur Identifikation von p300-Acetyltrans-
ferase-abhéngigen Genen in B-Zellen beitragen.

Mit Hilfe einer induzierbaren, ubiquitdren Expression des Acetyltransferase-defizienten
p300 in heterozygoten Mausen sollte die Rolle der Acetyltransferaseaktivitit in anderen
Zelltypen und Geweben als den B-Zellen untersucht werden. Somit wiirde eine Funktion
von p300 nach der Embryonalentwicklung niher beschrieben werden konnen. Dadurch
konnte herausgefunden werden, welcher Zelltyp auf die Acetyltransferaseaktivitit von

p300 angewiesen ist.
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2 MATERIALIEN

2.1 Stimme und Zelllinien

2.1.1 Bakterienstimme

DH5a E.coli F$80dlacZAM15A(lacZY AaegF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17 (r',mg") phoA supE44\-thi-1 gyrA96 relAl

2.1.2 Siugerzellen
Die verwendeten CH12.LX B-Zellen (Bishop and Haughton, 1986) wurden freundlicher-

weise von Bruce S. Hostager (University of Minessota, USA) zur Verfiigung gestellt.

2.1.3 Mausstimme

Die Miuse wurden artgerecht und unter keimarmen Bedingungen in der Tierhaltung der
Universitdt Marburg gepflegt, dabei wurde ihnen frisches Wasser und konventionell
erhéltliches Futter verabreicht. Sie wurden sowohl in einzeln beliifteten Kifigsystemen als
auch in offenen Kifigen bei einer konstanten Raumtemperatur von 20°C und einem
kiinstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 h gehalten. In allen Experimenten wurden
entweder Miuse aus demselben Wurf oder Alters- und Geschlechts-gleiche Mause als
Kontrollen eingesetzt.

Die verwendeten C57BL/6 Méuse (Fellfarbe: schwarz) stellen den meistgenutzten Inzucht-
stamm der Labormiuse dar, da dieser auf 20 Generationen von Inzuchtverpaarungen
zuriickgeht, wodurch der Geno- und Phédnotyp der Méduse sehr einheitlich wurde. Der
129/Sv Inzuchtstamm (Fellfarbe: agouti) wird haufig zum Einfiihren von Mutationen in
embryonale Stammzellen verwendet. Des Weiteren weist er eine Pradisposition fiir
Erkrankungen auf. Méuse des Inzuchtstammes FVB/N (Fellfarbe: albino) entwickeln keine
spontanen Tumore und wurden als ein weiterer genetischer Stammbhintergrund eingesetzt.
Die p300"*5"° Maus wurde von Werner Lutz aus Ziirich mit reinem C57BL/6 genetischen
Stammbhintergrund mitgebracht (Roth et al., 2003, Shikama et al., 2003) und entsprechend
verpaart bzw. zuriickgekreuzt. Die CDI9-cre Maus wurde freundlicherweise von Klaus
Rajewsky (CBR Institute, Boston) mit einem reinen 129/Sv genetischen Stammhintergrund
bezogen (Rickert et al., 1997). Mariano Barbacid (CNIO, Madrid) stellte freundlicherweise
die RERTn-cre Maus zur Verfiigung (Guerra et al., 2003), die einen gemischten
genetischen Stammhintergrund (C57BL/6 x 129/Sv) aufwies.
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2.2 DNA
Die verwendeten DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

synthetisiert.

2.2.1 Primer zur Genotypisierung

Pp300AS-neo:
forward 5-GTG TTC ATT TCT TCC GTC CTA-3’
reversee 5"-TGT CAA GCA TCT TTT TGC TAG C-3°

CD19-cre:
forward 5’-ACC CTG ATC CTG GCA ATT TC-3°
reversee 5’-GTC GAT GCA ACG AGT GAT GA-3’

RERTn-cre:
forward 5-GTC AGT ACA CAT ACA GACTT-3°
reversee 5'-TGA GCG AAC AGG GCG AA-3’

2.2.2 Primer zur Uberpriifung der homologen Rekombination in CH12.LX-Zellen

p300A4S-neo:
forward 5'-TGC CTG CTT GCC GAA TAT CAT G-3°
reversee 5-GCT CCT TGA TGC TTT CTT CTA G-3°

Pp300AS-lox vs. p300wt:
forward 5'-GGA TAG AAC AAA GGC AGG TAG-3’
reversee 5’-AGC TCA CTA TGT AAA GCA GG-3’

2.2.3 Primer fiir die RT-PCR

Die in dieser Arbeit genutzten Primer flir semiquantitative und quantitative RT-PCR-
Analysen wurden mit Hilfe des Universal ProbeLibrary Design Center von Roche entwor-
fen (www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp). Es wurde darauf geachtet,
dass das von den Primern flankierte PCR-Produkt mdglichst eine Exon-Intron-Grenze
tiberschreitet, wodurch eine mogliche Amplifikation genomischer DNA wihrend der PCR
verhindert wurde. Alle Primer waren gegen murine mRNA gerichtet und das PCR-Produkt

lag im Bereich von 75-120 bp.

cd55 bzw. ms4al:
forward 5'-CAG GCA TAT AGG TGT CTC ATT TTC-3"
reverse 5-GTT TTT CCG CAT TTC CTC TAT C-3°
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cd72:
forward
reverse

cy2b:
forward
reverse

dafl:
forward
reverse

heph:
forward
reverse

ighg:
forward
reverse

il2rg:
forward
reverse

p300:
forward
reverse

P300A4S:

forward
reverse

ptpn2?2:
forward
reverse

rac2:
forward
reverse

rpslo6:
forward
reverse

5-TTG CAA AACTTCTTG CTT GG-3’
5-TGG AAC TGC TGA GAC ACC TG-3’

5°-TCT TCT TCA CGC GGC TCC ACA T-3’
5’-CTG CCA ACT CCT CCC CAT CCT C-3°

5’-GTT GTG GGT TTC TGA GGC GTT GAG-3’
5’-ACC CCG GTG CAT AGA GAA ATC C-3°

5°-TCT GCC GAC CGC TGC TTC TT-3’
5’-ACG TAC CCT CCC GCT GTG A-3’

5°-TCG CTC ACA TCC ACC ACC ACA-3’
5’-CAG CGG GCC CAT TTC AAC A-3’

5’-AAG GGA AGG CAG TGA GCATTG G-3°
5’-GAA GCC GGA AGC CTG AAC ATC-3’

5’-GTG TTC ATT TCT TCC GTC CTA-3’
5-TGT CAA GCATCT TTT TGT ACC A-3°

5’-GTG TTC ATT TCT TCC GTC CTA-3’
5-TGT CAA GCATCT TTT TGC TAG C-3°

5'-AAA TCC AGA GGT GCG TTA CAT A-3°
5’-CTC ACC AAG CAA GCC TAC AGA A-37

5’-AGT AGG GGT TGG CTG AG-3’
5’-CAT GCT GGG ATA CCT TCT-3’

5-AGG AGC GAT TTG CTG GTG TG-3’
5’-GCT ACC AGG GCC TTT GAG AT-3’

2.2.4 Primer fiir gPCR nach ChIP

cd55 Promotor:

forward
reverse

5’-TCCTGG GTG TTT CCC TAT TTC-3"
5'-TTG CAA AGG GAA GGG TAG G-37
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cy2b Promotor:
forward 5’-CTC CCC TAC CCC AGA CAC-3’

reverse 5’-CAA CCC ACA GAC TAA GAA CAG GAT-3
insl:

forward 5-GGA TTT GGG ATA TAA CTT TTA CTT GG-3’
reverse 5'-GGA TTT TAC CAT AAT ACT TTG CAT TTG-3’

2.2.5 Expressionsplasmide

pXXC9-Xbal diente als Zielvektor fiir die Herstellung der embryo-
nalen Stammzellen fiir die p300™*5"* Maus; freund-
licherweise von Werner Lutz zur Verfiigung gestellt
(Roth et al., 2003; Shikama et al., 2003)

pSEPT kodiert unter anderem fiir eine Neomyzin-Resistenz
ohne eigenen Promotor; freundlicherweise von Fred
Bunz zur Verfiigung gestellt (Topaloglu et al., 2005)

pPGK cre kodiert unter anderem fiir eine konstitutiv-aktive Cre-
Rekombinase; freundlicherweise von Werner Lutz zur
Verfligung gestellt

pXXC9-Xbal-p300AS-neo Zielvektor fiir die homologe Rekombination der
CHI2.LX B-Zellen, Neomyzin-Resistenzgen wurde
mit Hilfe eines EcoRI-Xbal-EcoRI-Linker und Re-
striktion mit Xbal aus pSEPT in pXXC9-Xbal kloniert

2.2.6 Plasmid zur Herstellung einer DNA-Sonde
pp300 ecol enthilt die p300-Sequenz fiir die DNA-Sonde zur
Uberpriifung der Rekombination; freundlicherweise

von Werner Lutz zur Verfligung gestellt

2.3 Antikorper

2.3.1 Primire Antikorper

a-Acetyl-Lysin polyklonaler Kaninchen-Antikdrper, der acetylierte
Lysine der Proteine erkennt (Cell Signaling; #9441)
Verdiinnung 1:1.000 fiir Western Blot (WB)

a-CBP polyklonaler Kaninchen-Antikérper; gegen den C-
Terminus von CBP (Ratte, Maus, Mensch) gerichtet
(Santa Cruz; C-20; #sc-583)
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o-Cdk2

o-H2B

o-H3K18ac

Kontrollserum Kaninchen

a-p300

2.3.2 Sekundire Antikorper
a-Kaninchen-HRP

Verdiinnung 1:500 fir WB; 2 ug fiir IP eingesetzt
polyklonaler Kaninchen-Antikérper, der Cdk2 aus
dem Menschen und der Maus erkennt (Santa Cruz,
#sc-163)

Verdiinnung 1:2.000 fiir WB

polyklonaler Kaninchen-Antikorper, der Histon H2B
aus dem Menschen, der Maus und der Ratte erkennt
(Abcam, #ab1790)

Verdiinnung 1:1.000 fiir WB; 2 pg fiir IP eingesetzt
polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen Histon H3
aus dem Menschen und der Maus (Abcam, #ab1791)
Verdiinnung 1:500 fiir WB; 2 pg fiir IP eingesetzt
polyklonales Kaninchen-Antiserum, das acetyliertes
Lysin an der Position 18 von Histon H3 aus dem
Menschen und der Hefe erkennt (Upstate, #07-354)
Verdiinnung 1:500 fiir WB; 1 pL fiir IP eingesetzt
polyklonales Kaninchenserum IgG (Sigma, #15006)

2 ng fiir IP eingesetzt

polyklonaler Kaninchen-Antikérper gegen den N-
Terminus von p300 (Maus, Mensch, Ratte) gerichtet
(Santa Cruz; N-15; #sc-584)

Verdiinnung 1:500 fir WB; 2 ug fiir IP eingesetzt

a-Kaninchen-Immunglobulin aus dem Esel mit
Meerrettich Peroxidase (Horseradish Peroxidase,
HRP) gekoppelt (Amersham Biosciences)
Verdiinnung 1:3.000 fiir WB

2.3.3 Antikorper fiir Inmunfluoreszenz

a-Maus-IgG

FITC-gekoppelter Immunglobulin (Fab’2)-Antikdrper
(Dianova; #115-096-006)
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2.3.4 Antikorper fiir ELISA

a-Maus Ig’s polyvalenter Immunglobulin-Antikoérper (IgG, IgA,
IgM) aus der Ziege, Peroxidase-konjugiert (Sigma;
#A 0412)

a-Ovalbumin (OVA)-IgG polyklonaler Antikérper, der Ovalbumin-spezifische

Antikorper der Klasse IgG erkennt (Abcam; #ab1221)

a-Ovalbumin (OVA)-IgG2b monoklonaler Antikdrper, der Ovalbumin-spezifische
Antikorper des Isotypes IgG2b erkennt (Abcam;
#ab1221)

2.3.5 Antikorper fiir FACS

Folgende gegen Maus gerichtete Antikorper wurden fiir die FACS-Messungen eingesetzt:
Klon RA3-6B2 (a-CD45R), Klon B3B4 (a-CD23), Klon 11-26¢.2a (a-IgD), Klon 7G6 (a-
CD21/CD35), Klon 17A2 (a-CD3), Klon HI1.2F3 (a-CD69; alle von BD Pharmingen),
Klon AA4.1 (a-C1gRp; eBioscience), Klon 6D5 (a-CD19; Immunotools, Friesoythe) und
Klon 1B4B1 (a-IgM; Southern Biotechnology Associates).

2.4  Chemikalien

Sofern nicht gesondert aufgefiihrt, wurden die Chemikalien in Analysequalitit oder in
Qualitdt fir die Molekularbiologie von den Firmen Sigma Aldrich (Miinchen), Merck
KGaA (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Acros Organics (Geel, Belgien) und
AppliChem (Heidelberg) verwendet. Feinchemikalien mit hochstem Reinheitsgrad wurden
von Sigma (Deisenhofen) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

Agarose fiir praparative Zwecke Sekam

Baktoagar Difco
Baktotrypton Difco
2.5 Medien
2.5.1 Medien fiir die Kultivierung von Bakterien
LB-Medium 50 g Baktotrypton
25 g Hefeextrakt
50 g NaCl
in 5 L ddH,O
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LBA-Medium: 100 ug/mL Ampicillin
in LB-Medium
LB-Agar: 6 g Baktoagar

in 500 mL LB-Medium
Das LB-Medium wurde in ddH,O angesetzt, autoklaviert und bei 4°C gelagert.

2.5.2 Maedien fiir die Siugerzellkultur
Medien fiir die Siugerzellkultur wurden von der Firma Lonza und fotales Kélberserum
(FCS) wurde von der Firma Sigma bezogen. Natriumpyruvat wurde von der Firma Gibco
und Penicillin/Streptomycin von der Firma PAA bezogen.
Vollmedium: 10% (v/v) FCS, Hitze-inaktiviert (30 min, 56°C)
1% (v/v) Penicillin (10.000 U/mL)/Streptomycin (10 mg/mL)
50 uM 2-Mercaptoethanol
in RPMI-1640
Einfriermedium: 70% (v/v) Vollmedium
20% (v/v) FCS
10% (v/v) DMSO
Vollmedium fiir primire B-Zellen: 10% (v/v) FCS, Hitze-inaktiviert (30 min, 56°C)
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
5% (v/v) Natriumpyruvat
50 uM 2-Mercaptoethanol
in RPMI-1640

2.6  Sterilisation von Losungen und Equipment

Alle Losungen wurden entweder im Autoklav (Biomedis Laborservice) Hitze-inaktiviert
(120°C, 20 min) oder steril-filtriert (Porengrofle der Membran: 0,2, 0,45 oder 0,7 pm).
Plastikmaterialien wurden autoklaviert (120°C, 20 min). Die Glaswaren wurden durch
Erhitzen auf 60°C oder 120°C iiber Nacht sterilisiert. Das Préparationsbesteck wurde

mittels Ethanol gereinigt und durch Inkubation bei 160°C sterilisiert.

2.7  Puffer und Losungen

1 kb DNA-GroBenstandard: 50% (v/v) 1 kb DNA-Marker (1 pg/uL, Invitrogen)
33,3% (v/v) DNA-Ladepuffer 6x
66,7% (v/v) TE pH 8,0
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ACK-Lysepuffer:

Blocklosung fiir Western Blot:

Bradford-Losung:

DEPC-Wasser:

DNA-Ladepuffer 6x:

DNA-Lysepuffer:

Elutionspufter (EB):

Hybridisierungslosung:

IPH-Puffer:

Luminol-Substratldsung:

150 mM NH,4CI

1 M KHCO3

0,1 M Na,EDTA

in ddH,O (steril-filtriert)

5% (w/v) Magermilchpulver

in 1x TBS-T

10% (v/v) Phosphorsédure (85%)
4,75% (v/v) Ethanol abs.

10% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G
in ddH,O

0,1% (v/v) DEPC

in ddH,O (iiber Nacht bei 37°C inkubiert)
40% (w/v) Saccharose

0,2% (w/v) Bromphenolblau
0,2% (w/v) Xylencyanol

10 mM Na,EDTA

in ddH,O

50 mM Tris-HCI pH 8,0

100 mM Na,EDTA

100 mM NacCl

0,5% (v/v) SDS

in ddH,O

10 mM Tris-HCL, pH 8,5
bezogen von QIAGEN (RNase-frei)
500 mM Phosphatpuffer pH 7,2
7% (v/v) SDS

in ddH,O

50 mM Tris-HCI pH 8,0

150 mM NacCl

5 mM Na,EDTA

0,5% (v/v) NP-40

in ddH,O

100 mM Tris-HCI pH 8,5

1,25 mM Luminol (in DMSO)
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200 uM p-Cumarinsédure (in DMSO)
0,003% (v/v) H20, (30% (v/v))
in ddH,O
Lysepufter I fiir ChIP: 5 mM PIPES pH 8,0
85 mM KCl
0,5% (v/v) NP-40
in ddH,O
Lysepuffer II fiir ChIP (RIPA): 10 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NacCl
1% (v/v) NP-40
1% (w/v) DOC
0,1% (v/v) SDS
1 mM Na,EDTA
in ddH,O
NET-N 100: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM Na,EDTA
0,5% (v/v) NP-40
in ddH,O
NET-N 250: 10 mM Tris-HCI pH 8,0
250 mM NacCl
1 mM EDTA
0,5% (v/v) NP-40
in ddH,O
PBS-Puffer: 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO4
1,76 mM KH,PO4
in ddH,O
Sammelgel 4% (v/v): 650 pL 30% (v/v) Acrylamid-Stammldsung
1,2 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
3 mL ddH,O
50 uL 10% (w/v) SDS-Losung
50 pL 10% (w/v) APS-Losung
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SDS-Ladepuffer 3x:

SDS-Laufpuffer:

SSC 20x:

SSC 2x:
STET-Puffer:

Stripp-Puffer fiir PVDF-Membran:

TAE-Puffer 50x:

TAE-Puffer 1x:
TBS-T:

5 uL TEMED

3,75 mL 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

3 mL Glycerol

600 mg SDS

3 mg Bromphenolblau

1,5 mL B-Mercaptoethanol

ad 10 mL ddH,O

25 mM Tris-Base

250 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

in ddH,O

3 M Na(Cl

3 M NaCi

in ddH,O (pH 7,0)

Verdiinnung von SSC 20x mit ddH,O
50 mM Tris-HCI pH 8,0

8% (w/v) Sucrose

50 mM EDTA

0,5% (v/v) Triton X-100 (frisch zugegeben)
500 pg/mL Lysozym (frisch zugegeben)
in ddH,O

200 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

1% (v/v) Tween-20

in ddH,O (pH 2,3 mit HCI eingestellt)
2 M Tris-HCl pH 8,0

5,7% (v/v) Essigsdure

50 mM Na,EDTA

in ddH,O

Verdiinnung von TAE-Puffer 50x mit ddH,O
25 mM Tris-HCI1 pH 7,4

140 mM NacCl

0,2% (v/v) Tween-20

in ddH,O

35



MATERIALIEN

TE-Puffer:

TNN-Lysepuffer:

Transferpuffer 10x:

Transferpuffer 1x:

Trenngel 7,5% (v/v):

Trenngel 10% (v/v):

Trenngel 15% (v/v):

10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM Na,EDTA

in ddH,O

50 mM Tris-HCI pH 7,5

120 mM NacCl

5 mM Na,EDTA

0,5% (v/v) NP-40

10 mM Na4P,0,

2 mM Naz;VOy

100 mM NaF

in ddH,O

112,9 g Glycin

30 g Tris-Base

30 mL 10% (w/v) SDS-Losung
ad 1000 mL ddH,O

10% (v/v) Transferpuffer 10x
15% (v/v) Methanol

in ddH,O.

3,75 mL 30% (v/v) Acrylamid-Stammldsung
3,75 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
7,35 mL ddH,O

150 pL 10% (w/v) SDS-Losung
150 pL 10% (w/v) APS-Losung
15 uL TEMED

5,1 mL 30% (v/v) Acrylamid-Stammldsung
3,75 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
6 mL ddH,O

150 puL 10% (w/v) SDS-Losung
150 pL 10% (w/v) APS-Losung
15 uL TEMED

7,5 mL 30% (v/v) Acrylamid-Stammldsung
3,75 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
3,6 mL ddH,O

150 pL 10% (w/v) SDS-Losung
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150 pL 10% (w/v) APS-Losung

15 uL TEMED
Triton-Extraktionspuffer: 0,5% (v/v) Triton X-100

in PBS
Trypanblau-Losung: 375 mg in 50 mL PBS (steril-filtriert)
Waschpuffer I fiir ChIP: 20 mM Tris-HCI pH 8,1

150 mM NacCl

2 mM Na,EDTA

0,1% (v/v) SDS

1% (v/v) Triton X-100

in ddH,O (filtriert)
Waschpuffer II fiir ChIP: 20 mM Tris pH 8,1

500 mM NacCl

2 mM Na,EDTA

0,1% (v/v) SDS

1% (v/v) Triton X-100

in ddH,O (filtriert)
Waschpuffer III fiir ChIP: 10 mM Tris pH 8,1

0,25 M LiCl

1% (v/v) NP-40

1% (w/v) Natriumdeoxycholat

1 mM EDTA

in ddH,O (filtriert)
Waschlosung fiir Hybridisierung: 40 mM Phosphatpuffer pH 7,2

1% (v/v) SDS

in ddH,O

2.8  Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien wurden von den Firmen Eppendorf, Greiner, Nunc, Sarstedt und
Kimberly-Clark bezogen. Dazu zdhlten unter anderem Reaktionsgefdlle der verschiedenen
GroBen, Zellkulturflaschen, 96-well-, 24-well- bzw. 6-well-Zellkulturplatten, Papierfilter

und Einwegspritzen.
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2.9 Gerate, Membranen und Filme

Begasungsbrutschrank:

Blotkammer:
Brutschrank:

Durchflusszytometer:

Elektroporationsgerit:

ELISA-Reader:
Entwicklermaschine:

Filterpapiere:

Glasfaserfilter:
Mikroskop:
Nylonmembran:
PCR-Geriite:
Photometer:
PVDF-Membran:
gPCR-Gerite:

Rohrenrotor:

Rontgenfilme:

Schiittelinkubatoren:
SDS-Gelgiel3stand:
SDS-Gelapparatur:
Sonifier:
Spannungsquellen:
Sterilarbeitsbank:

Szintillationszéahler:

UV-Leuchttisch:

Zentrifugen:

BBD 6220, Heraeus

SD Apparatur, Harnischmacher

BBD 6220, Heracus

FACSCalibur, BD Biosciences

GenePulser X cell™, Bio-Rad

Spectra Max 340, MWG-Biotech

X-OMAT 2000 Processor, Kodak

3 MM Whatman®, Schleicher und Schuell
Dickere Filterpapiere, Bio-Rad

GF/A Whatman®, Schleicher und Schuell
Axiovert25, Zeiss

Hybond™-N*, GE Healthcare

Primus 96 plus, MWG AG Biotech
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
Immobilon-P, PVDF Transfer Membran, Millipore
AbiPrism, 7000 Sequence Detection System, Applied
Biosystems

Mx 3000P™, Stratagene

400 BE-HY; Bachofer GmbH

ECL Hyperfilm, Amersham

Medical X-Ray Film, Fuji

Model G25, New Brunswick Scientific Co. Inc
Minigel, Bio-Rad

Minigel, Bio-Rad

W-250 D; G. Heinemann

Power Pac 200, 300 oder 1000, Bio-Rad
HeraSafe, Heraeus

LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter,
Beckman Coulter

Transilluminator, Bio-Rad

Sorvall® RC-5B DuPont Instruments
Zentrifuge 5417R, Eppendorf

Megafuge 1.0R, Heraeus
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3 METHODEN
3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-DNA und deren
Vermehrung
Die zu transformierende Plasmid-DNA (1-2 pg) bzw. der gesamte Ligationsansatz (siche
3.1.8) wurde mit 100 pL. kompetenten Escherichia coli-Bakterien (E. coli) des Stammes
DH5a gemischt (Ausubel et al., 1994). Nach einer Inkubation auf Eis fiir 20 min wurde die
DNA mittels Hitzeschock (90 s, 42°C) in die Zellen eingebracht. Der Ansatz wurde dann
fiir 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde dem Ansatz 1 mL LB-Medium hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Reaktionsgefifle fiir mindestens 45-90 min bei 37°C geschiittelt.
Sofern die Transformation der reinen Vervielfiltigung des Plasmides diente, wurde der
gesamte Ansatz in einen 2-L-Kolben mit 400 mL LBA-Medium fiir eine anschlieende
Plasmidpréparation (siehe 3.1.2) iiberfiihrt. Bei Transformation eines Ligationsansatzes in
die Bakterien wurden die Reaktionsgefia3e kurz zentrifugiert. Danach wurde ca. 90% des
Uberstandes abgenommen und das Pellet in dem verbliebenen LB-Medium resuspendiert.
Die somit ankonzentrierten E. coli-Bakterien wurden auf einer LBA-Agarplatte mit Drigal-
skispatel ausplattiert. AnschlieBend erfolgte die Vermehrung der E. coli-Bakterien durch
Inkubation iiber Nacht (12-16 h) bei 37°C. Im Fall der 2-L-Kolben wurde dies unter
Schiitteln und bei LBA-Agarplatten im Brutschrank durchgefiihrt. Bakterienkolonien, die
am ndchsten Tag auf der LBA-Agarplatte wuchsen, wurden in ein Reagenzglas mit 5 mL

LBA-Medium uiberfiihrt und fiir eine weitere Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

3.1.2 Isolierung der Plasmid-DNA aus Bakterien

Nach Vermehrung der transformierten Bakterien in einer 400 mL Fliissigkultur wurde eine
Plasmid-Priparation gemdf den Angaben des Herstellers (JETSTAR 2.0 Plasmid
Purification Maxi Kit, Genomed, Lohne) durchgefiihrt. Das am Ende erhaltene DNA-
Pellet wurde in TE-Puffer gelost, auf eine Konzentration von 1 pg/uL eingestellt und bei -
20°C gelagert.

Fiir die Isolierung der Plasmid-DNA aus einer 5-mL-Fliissigkultur (Mini-Praparation)
wurden 1,5 mL dieser in ein Reaktionsgefa tiberfiihrt und fiir 5 min bei 2.500 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 110 uL STET-Puffer
resuspendiert. Die Probe wurde anschlieend fiir 5 min bei Raumtemperatur und fiir 1 min
bei 95°C inkubiert. Danach wurde sie fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das

Pellet wurde verworfen. Zu der zuriickgebliebenen Losung wurden 110 pL Isopropanol
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gegeben und der Ansatz gut gemischt. Nach einer Zentrifugation der Probe fiir 5 min bei
18.000 x g und 4°C wurde das erhaltene Pellet mit 1 mL 70% (v/v) Ethanol versetzt und
erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde getrocknet und die Plasmid-DNA in 25 pL TE-
Puffer gelost.

3.1.3 Isolierung von genomischer DNA aus Mausproben und Zellkulturzellen

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Mausproben (Laird ef al., 1991) wurden 1-2 cm
des abgeschnittenen Schwanzes der Maus in 750 pL DNA-Lysepuffer zusammen mit
50 puL Proteinase K (10 pg/uL, Roche) aufgenommen und iiber Nacht bei 55°C inkubiert.
Im Fall der Isolierung von genomischer DNA aus ca. 10° Zellkulturzellen wurden 500 pL
DNA-Lysepuffer und 5 pL Proteinase K eingesetzt. Zu dem Gewebe- bzw. Zelllysat wurde
eine gleiche Volumeneinheit an PCI gegeben. Die Probe wurde durch mehrmaliges Inver-
tieren gemischt und fiir 5 min bei 18.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem
Transferieren der oberen wéssrigen Phase in ein neues Reaktionsgefidl wurde die DNA
durch Zugabe von einem gleichen Volumen an Isopropanol und anschlieBender Zentrifu-
gation (5 min, 18.000 x g, 4°C) prézipitiert. Das Pellet wurde mit 500 uL 70% (v/v)
Ethanol versetzt und erneut zentrifugiert (5 min, 18.000 x g, 4°C). Danach wurde das Pellet
durch Zugabe von 100-200 uL. ddH,O und anschlieBender Inkubation fiir 10-20 min bei
60°C gelost. Die genomische DNA wurde bei 4°C aufbewahrt.

3.1.4 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion und Ethanol-Prazipitation

Die Trennung von Nukleinsduren und Proteinen sowie die Entfernung von Verunreini-
gungen der Nukleinsduren mit Proteinen erfolgten durch Zugabe eines gleichen Volumens
eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (PCI; 25:24:1). Sofern das Volumen
der Probe unter 100 pL lag, wurde es auf mindestens 100 uL mit ddH,O aufgefiillt. Die
Emulsion wurde nach dem Vortexen fiir 5 min bei 18.000 x g und Raumtemperatur zentri-
fugiert. Danach wurde die obere wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt.
Die Nukleinsdure wurde durch Zugabe von Natriumacetat (Endkonzentration 0,3 M) und
2,6 Volumeneinheiten Ethanol abs. préizipitiert. Dann wurde die Probe durch Vortexen
kurz gemischt und anschlieBend zentrifugiert (5 min, 18.000 x g, 4°C). Das Pellet wurde
mit 70% (v/v) Ethanol versetzt und die Probe zentrifugiert (5 min, 18.000 x g, 4°C). Zum
Schluss wurde der Uberstand verworfen, das Pellet luftgetrocknet und in einem entspre-

chenden Volumen sterilem RNase-freiem Wasser oder TE-Puffer gelost.
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3.1.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

Zur Analyse und Trennung von DNA-Fragmenten wurde eine Agarosegelelektrophorese
mit Nutzung des Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid durchgefiihrt (Sharp et al., 1973).
Bei der Gelelektrophorese werden die negativ geladenen Makromolekiile, in diesem Fall
die DNA-Fragmente, in einem elektrischen Feld aufgrund ihrer Mobilitdt, die proportional
zum Ladungs-Massen-Verhiltnis der Makromolekiile ist, separiert.

Je nach erwarteter Grofle der DNA-Fragmente wurde eine Losung aus 1-2% (w/v) Agarose
in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkiihlen der Losung auf ca. 50°C wurde sie mit
20 uL/L einer Ethidiumbromid-Losung (10 mg/mL) versetzt und in einen Geltrdger mit
eingesetztem Gelkamm gegossen. Das ausgehirtete Gel wurde in eine mit 1x TAE-Puffer
gefiillte Elektrophoresekammer gesetzt. Dann wurde die zu analysierende DNA- bzw.
cDNA-L&sung mit einem Fiinftel des Volumens 6x DNA-Ladepuffer und die Probe in die
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei Anlegen einer Spannung von 120 V fiir
30-60 min. Das in die DNA interkalierende Ethidiumbromid fluoresziert bei Anregung mit
UV-Licht der Wellenldnge von 254 nm (Kemp et al., 1989). Die DNA-Banden im Gel
wurden auf einem UV-Leuchttisch visualisiert und anhand eines 1 kb DNA-GroBenstan-

dards ihre Grof3e bestimmt bzw. kontrolliert.

3.1.6 DNA-Extraktion aus einem Agarosegel

Zur Reinigung eines DNA-Fragments mit bestimmter Groe wurde die gelelektrophore-
tische Auftrennung (siche 3.1.5) genutzt. Diese Auftrennung erfolgte solange bis das
gewlinschte DNA-Fragment deutlich von den anderen separiert wurde. Danach wurde das
Gelstiick mit dem gewiinschten DNA-Fragment mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
herausgeschnitten. Die DNA wurde anschlieBend mit Hilfe eines Gelextraktionskits (Gele

Extraction Kit, QTAGEN) nach den Angaben des Herstellers extrahiert und gereinigt.

3.1.7 Sequenzspezifische Hydrolyse von DNA

Eine sequenzspezifische Hydrolyse der DNA (Restriktionsanalyse) erfolgt durch den
Einsatz von Restriktionsendonukleasen. Dies sind bakterielle Enzyme, die DNA sequenz-
spezifisch an Palindromen schneiden. Dafiir wurde die zu schneidende DNA-Menge mit
den vom Hersteller empfohlenen Einheiten an Restriktionsendonukleasen (Invitrogen oder
Fermentas) und mit dem fiir das Enzym entsprechenden Reaktionspuffer zusammen-
gegeben. Nach einer Inkubation fiir 3-12 h bei 37°C wurde die Hydrolyse gelelektrophore-
tisch analysiert (siehe 3.1.5).
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Restriktionsansatz: 5-50 ug DNA
x Einheiten Restriktionsendonuklease
1/10 Vol. Reaktionspuffer (10x)
ad 10-100 pL ddH,O.
Sofern eine analytische Hydrolyse der Plasmid-DNA von einer Mini-Préparation erfolgte,

wurde dem Ansatz zusdtzlich 10 pg RNase A (10 pg/pL, Roche) zugesetzt.

3.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten
Zur kovalenten Verkniipfung von DNA-Fragmenten (Ligation) wurden 50-100 ng des
linearisierten Plasmids und ein 10-facher molarer Uberschuss an Insert (zu inserierendes
DNA-Fragment) zusammengegeben. Dem Ligationsansatz wurde die T4-DNA-Ligase mit
dem entsprechenden Ligasepuffer zugesetzt. Dieser wurde anschlieend fiir 12-16 h bei
16°C inkubiert.
Ligationsansatz: 50-100 ng linearisiertes Plasmid

x ng Insert-DNA

1 uL T4-DNA-Ligasepuffer (10x, Fermentas)

1 uL T4-DNA-Ligase (Fermentas)

ad 10 pL ddH,O0.

3.1.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist eine sensitive
Methode zur Amplifikation eines spezifischen DNA-Abschnittes (Saiki ef al., 1988). Dabei
katalysiert die hitzestabile Tag DNA-Polymerase (Chien et al., 1976) die Synthese des
neuen, komplementéren DNA-Stranges ausgehend von einem Oligonukleotid (Primer) in
5’-3’-Richtung mittels Primer-Extensions-Reaktion bis zum anderen Primer. Diese
Methode wurde zur Genotypisierung der Maus-DNA und zur Uberpriifung der
Rekombination des Plasmides eingesetzt. Des Weiteren wurde die PCR in dieser Arbeit
zur Quantifizierung der eingesetzten cDNA, die aus proportionalen Mengen an RNA eines
speziellen Gens synthetisiert wurde, verwendet (siche 3.1.12). Die PCR-Reaktions-
mischung wurde fiir alle Proben angesetzt und aufgeteilt. Dann wurde zu jedem Ansatz
1 pL der genomischen DNA gegeben und die PCR mit folgendem Programm je nach
Primer und Reaktionsprodukt im PCR-Gerit gestartet:

1 Zyklus 95°C fiir 4 min
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30-36 Zyklen 95°C fiir 1 min
54-60°C fiir 45 s - 1 min (je nach Schmelztemperatur der Primer)
72°C fiir 1 min pro kb PCR-Produkt
1 Zyklus 72°C fiir 10 min
Die PCR-Proben wurden nach der PCR fiir die Analyse der Genotypen gelelektrophore-
tisch aufgetrennt (siehe 3.1.5).
PCR-Reaktionsmischung: 5 uL Red7ag® DNA-Polymerase-Puffer (10x, Sigma)
2 puL Primermix (forward und reverse, je 10 pmol/uL)
1 uL dNTPs (10 mM, Roth)
1 uL RedTag® DNA Polymerase (Sigma)
ad 49 pL ddH,0.

3.1.10 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA von Zellen wurde mittels TRIzol® Reagenz (Invitrogen) isoliert. Dafiir
wurden die Zellen zunéchst in kaltem PBS-Puffer aufgenommen und durch Zentrifugation
fiir 5 min bei 4°C und 500 x g pelletiert. Im Anschluss wurde das Pellet in 0,5 oder 1 mL
TRIzol® (entsprechend der Zellzahl: 10° bzw. 107 Zellen) resuspendiert. Nach einer
Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurden 200 pLL Chloroform hinzugegeben und
die Probe durch 15-sekiindigem Vortexen gemischt. Danach folgten eine Inkubation von
3 min bei Raumtemperatur und eine Zentrifugation fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C. Die
wissrige, obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iiberfithrt und zum Prizipitieren
der RNA mit 500 pL Isopropanol versetzt. Nach einer Inkubation fiir mindestens 30 min
bei -20°C wurde die Probe fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 75% (w/v) Ethanol in DEPC-Wasser versetzt und erneut zentrifugiert (5 min,
18.000 x g, 4°C). Nach dem Trocknen des Pellets wurde es in bis zu 30 uL. DEPC-Wasser
gelost. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

3.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Nukleinsduren konnen durch das gemittelte Extinktionsmaximum der heterozyklischen
Basen bei 260 nm und dem Lambert-Beer'schen-Gesetz photometrisch quantifiziert
werden. Das Gesetz beschreibt die Extinktion (E) als Funktion des molaren Extinktions-
koeffizienten (¢), der molaren Konzentration (c) und der Schichtdicke der absorbierenden
Fliissigkeit (d): E = &-c-d. Der Zusammenhang kann durch Néherungen fiir die Massenkon-

zentration von Nukleinsduren vereinfacht werden. Eine Extinktion von 1 bei einer
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Schichtdicke der Kiivette von 1 cm entspricht daher einer Konzentration von 50 pg/mL fiir
dsDNA, 33 pg/mL fiir ssDNA und 40 pg/mL fiir RNA (Ausubel ef al., 1994). Dieser
Unterschied beruht auf der hoheren Extinktion ungepaarter Nukleinsduren im Vergleich zu
doppelstringigen Nukleinsduren und wird als Hyperchromie bezeichnet.

Die Konzentration von DNA- und RNA-Proben wurde mittels NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer bestimmt. Zur Berechnung wurde die Absorption von 1 pL einer Probe
bei 260 nm verwendet. Des Weiteren wurde das Verhiltnis der Extinktionen bei 260 nm
und 280 nm ermittelt. Dieses sollte fiir DNA bei 1,8 und fiir RNA bei 2,0 liegen. Ein
geringerer Wert deutet auf eine Kontamination der Losung mit Proteinen oder Phenol hin
(Ausubel et al., 1994). Diese wurde durch eine Phenol-Chloroform-Isoamylakohol-

Extraktion mit anschlieBender Ethanol-Prizipitation beseitigt (siche 3.1.4).

3.1.12 cDNA-Synthese mit anschlieBender PCR (RT-PCR)
Bei der Reversen Transkriptions-PCR (RT-PCR) wird zunéchst die isolierte RNA in eine
DNA-Kopie (copy DNA, cDNA) umgeschrieben (Reverse Transkription). Die RNA dient
dabei dem Enzym Reverse Transkriptase als Matrize. Danach wird die erhaltene cDNA
bestimmter Gene mittels PCR amplifiziert. Diese Methode wird zur Bestimmung der
Expression von Genen in verschiedenen Geweben eingesetzt. Fiir die ¢cDNA-Synthese
wurden 0,2-2 pg Gesamt-RNA in 10 pL DEPC-Wasser vorgelegt. Durch Inkubation der
Probe fiir 1 min bei 65°C und anschlieBendem sofortigen Abkiihlen auf Eis wurden
Sekundérstrukturen aufgelost. Danach wurde die Probe mit der Reaktionsmischung
versetzt und, wie folgt, inkubiert:
Raumtemperatur fiir 10 min
37°C fiir 50 min
70°C fiir 15 min (Inaktivierung der Reversen Transkriptase).
Die Probe wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
Reaktionsmischung: 10 pL ,,First Strand Buffer* (5x, Invitrogen)
5 uL DTT (0,1 M, Invitrogen)
5 uL dNTPs (2,5 mM, Roth)
2 uL Random Primer p(dN)s (2 mg/mL, Roche)
0,2 pL RNasin® Plus (Promega)
1 uL Reverse Transkriptase M-MLV (200 U/uL, Invitrogen)
ad 40 uL DEPC-Wasser.
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3.1.12.1 Semiquantitative RT-PCR
Die PCR-Reaktionsmischung wurde zunichst fiir alle Proben angesetzt und aufgeteilt
(siche 3.1.9). Dabei wurde der RedTug®-Reaktionspuffer in zweifacher Konzentration
eingesetzt und pro Reaktion 2,5 uL. DMSO zur besseren Effizienz der Primerbindung
hinzugegeben. Danach wurde zu jedem Ansatz 1 uL der cDNA gegeben und die PCR mit
folgendem Programm durchgefiihrt:
1 Zyklus 95°C fiir 4 min
25-33 Zyklen 95°C fiir 45 s

58-60°C fiir 45 s

72°C fiir 1:30 min
1 Zyklus 72°C fiir 5 min
Bei der semiquantitativen RT-PCR wurde die exponentielle Amplifikation vor Erreichen
des Plateaus des Produkts unterbrochen. AnschlieBend wurden gleiche Volumina der PCR-
Proben mit einer Agarosegelelektrophorese analysiert (siehe 3.1.5). Der Einsatz gleicher
Mengen RNA fiir die cDNA-Synthese wurde durch die Amplifikation des ribosomalen
Gens Rpsl6 Uberpriift. Die Stirke der DNA-Banden im Agarosegel lieferte Riickschliisse
tiber die urspriinglich eingesetzte mRNA-Menge eines Gens im Vergleich zwischen zwei

Proben.

3.1.12.2 Quantitative RT-PCR (qRT-PCR, Real time-PCR)
Fiir quantitative PCRs (qPCRs) nach einer Reversen Transkription (siehe 3.1.12; qRT-
PCR) und nach einer Chromatin-Immunprézipitation (siehe 3.3.9) wurde das gPCR Core
kit for SYBR® Green I von Eurogentec verwendet. Die PCR-Reaktionsmischung wurde
vorgelegt und dann 1 L cDNA zugegeben. Durch SYBR®™ Green konnten die amplifizier-
ten DNA-Fragmente im qPCR-Gerét detektiert werden. Das verwendete PCR-Programm
enthielt folgende Inkubationsschritte:
1 Zyklus 95°C fiir 10 min
40 Zyklen  95°C fur 15 s

60°C fiir 1 min
Die Quantifizierung erfolgte entsprechend der relativen AACt Quantifizierungsmethode
(Applied Biosystems User Bulletin #2), wobei das ribosomale Gen Rps/6 der Maus als
Referenz verwendet wurde. Die PCR-Reaktionen wurden in Duplikaten oder Triplikaten
durchgefiihrt. Fiir die Triplikate wurde anschlieBend die Standardabweichung nach dem

Gauss'schen Fehlerfortpflanzungsgesetz berechnet.
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PCR-Reaktionsmischung: 2,5 uLL Reaktionspuffer (10x, Eurogentec)
1,75 L MgCl, (50 mM, Eurogentec)
1 uL dNTPs (5 mM, Eurogentec)
1 uL Primermix (forward und revers, je 10 pmol/uL)
0,75 uL SYBR® Green-Losung (Eurogentec)
0,125 pLL Hot Goldstar Enzym (Eurogentec)
ad 25 uL DEPC-Wasser.

3.1.13 ¢cDNA-Microarray

Fiir den cDNA-Microarray wurde die Gesamt-RNA aus 100.000 mittels FACS sortierten
B-Zellen der Milz isoliert. Jeweils 600 ng der Gesamt-RNA wurden mit dem Message Amp
1l aRNA Kit (Ambion) nach Anweisung des Herstellers amplifiziert. Danach wurden 3 pg
der amplifizierten RNA (aRNA) mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 bzw. Cy5 nach
Anweisung des Herstellers markiert (CyScribe Post-Labeling Kit, Amersham Biosciences).
Die Durchfithrung wurde detailiert in Berwanger et al., 2002 beschrieben. Die fluoreszie-
renden aRNA-Proben wurden gereinigt, kurz bei 95°C inkubiert, um Sekundirstrukturen
aufzuldsen, und liber Nacht bei 55°C zwischen zwei hauseigen hergestellten cDNA-Micro-
array-Objekttrigern gegeben (Sandwich). Auf diesen Objekttragern befanden sich 21.000
einzelstrangige, sequenzverifizierte, murine cDNAs (VanBuren et al., 2002; Kargul ef al.,
2001), die mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten cDNA-Proben hybridisierten. Jede
Probe wurde einmal mit Cy3 und einmal mit Cy5 markiert, um letztendlich 4 Datensitze
vergleichen zu konnen. Nach dem Waschen der Objekttrager wurden die Daten eingelesen

und ausgewertet.

3.1.14 Random-Prime-Methode zur Herstellung von 2p_radiaktiv-markierter DNA
Fiir die radioaktive Markierung der DNA-Sonde wurde das Prime-It* II Random Primer
Labeling Kit (Stratagene) verwendet (Denhardt, 1966; Feinberg and Vogelstein, 1989).
Diese Methode basiert auf dem Random-Priming-Prinzip, bei dem beliebige (random)
Hexanukleotide an zahlreiche Stellen entlang des DNA-Fragmentes binden (Feinberg and
Vogelstein, 1989). Danach werden die gebundenen Primer vom Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I erkannt und in 5°-3"-Richtung vervollstindigt. Durch Zugabe von
radioaktiv-markiertem [a-**P]-dCTP wird die neu synthetisierte DNA radioaktiv markiert.
Zuerst wurden 25 ng der Sonden-DNA zusammen mit 10 uL. Random-Oligonukleotid-

Primern in einem Volumen von 34 pL 5 min bei 95°C denaturiert. Anschlieend wurde die
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Probe sofort bei Raumtemperatur kurz zentrifugiert. Dann wurden dem Ansatz 10 puL des
5x Puffers (enthilt 0,1 mM dATP, dGTP und dTTP), 5 uL [a-"*P]-dCTP (3.000 Ci/mmol,
Amersham Biosciences) und 1 puL. Klenow-Fragment (5 U/uL) zugegeben. Die Markie-
rungsreaktion erfolgte durch Inkubation der Mischung fiir 10 min bei 37°C. Danach wurde
die Enzymreaktion durch Zugabe von 2 pLL Stopplosung (0,5 M EDTA) angehalten. Zum
Denaturieren der synthetisierten DNA-Sonde wurde die Probe 5 min bei 95°C inkubiert.

3.1.15 Southern Blot

Im Southern Blot wird denaturierte DNA aus einem Agarosegel unter Ausnutzen der
Kapillarkrifte auf eine Nylonmembran transferiert (Southern, 1975; Ausubel ef al., 1992).
Nach dem Auftrennen von 20 pug geschnittener, genomischer DNA mittels Agarosegel-
elektrophorese (sieche 3.1.5) wurde das Gel fiir 15 min in 0,25 M HCI inkubiert. Dadurch
wurden die glykolytischen Bindungen der DNA hydrolysiert (Depurinierung). Wéhrend-
dessen wurde ein auf das Gel zugeschnittenes Stiick Nylonmembran kurz in ddH,O und
anschlieBend zusammen mit dem Gel fiir mindestens 5 min in Alkali-Transferpuffer
(400 mM NaOH) dquilibriert. Parallel wurde eine Schale mit Alkali-Transferpuffer gefiillt.
Auf die Schale wurde eine Glasplatte gelegt. Uber die Glasplatte wurde ein in Alkali-
Transferpuffer getranktes Stiick Filterpapier so gelegt, dass es an zwei gegeniiberliegenden
Seiten im Puffer der Schale lag. Das Gel wurde luftblasenfrei auf das Filterpapier gelegt.
Danach wurde auf das Gel von unten nach oben folgende Schichtung aufgebaut: Nylon-
membran (luftblasenfrei); 2 in Alkali-Transferpuffer angefeuchtete Filterpapiere (luft-
blasenfrei); ein Stapel Papierhandtiicher und eine weitere Glasplatte. Parafilmstiicke
wurden direkt an den Rand des Geles platziert, um Verdunstung und Kurzschluss zu
verhindern. Der Transfer erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur. Dann wurde der Blot
auseinander gebaut und die Nylonmembran zur Neutralisierung zweimal fiir je 15 min
unter Schwenken in 2x SSC gewaschen. Anschlieend wurde der Filter zur Hybridisierung

eingesetzt (siehe 3.1.16).

3.1.16 Hybridisierung von Nukleinsiuren

Zur Hybridisierung der Membran wird diese nach einem Southern Blot mit einer
spezifischen, radioaktiv-markierten DNA-Sonde inkubiert (Denhardt, 1966). Bei Vorhan-
densein der komplementiren DNA-Sequenz auf der Membran lagert sich die Sonde an
diese Sequenz an (Hybridisierung) und kann anschlieBend mit einer Autoradiographie

detektiert werden. Die Nylonmembran wurde nach dem Southern Blot (siehe 3.1.15) mit
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der Nukleinsdure-haltigen Seite nach innen in einer Hybridisierungsrohre mit 20 mL
Hybridisierungslosung fiir mindestens 1 h bei 68°C unter Drehen préahybridisiert. Die
radioaktiv-markierte DNA-Sonde (siehe 3.1.14) wurde kurz vor Gebrauch 5 min bei 95°C
denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Danach wurde die Hybridisierungslosung bis auf
SmL aus der Hybridisierungsrohre entfernt. Die denaturierte DNA-Sonde wurde zur
verbleibenden Hybridisierungslosung gegeben und iiber Nacht bei 68°C unter Drehen
hybridisiert. Am néchsten Tag wurde die Hybridisierungslésung verworfen oder fiir einen
erneuten Gebrauch bei -20°C aufbewahrt. Dann wurde die Membran in der
Hybridisierungsrohre zweimal in je 10 mL einer 68°C-warmen Waschlosung fiir je 5 min
bei 68°C unter Drehen inkubiert. AnschlieBend folgten vier Waschschritte fiir jeweils
30 min bei 68°C unter Drehen in je ca. 50 mL Waschlosung. Die Nylonmembran wurde
nun in Folie eingeschweillt, in eine Filmkassette gelegt und ein Rontgenfilm zur

Autoradiografie aufgelegt (siche 3.3.6).

3.2 Zellbiologische Methoden

Die Zellen wurden wihrend der Kultivierung bzw. den Versuchen stets in einem Inkubator

(Begasungsbrutschrank) bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchte und 5% CO, angezogen.

3.2.1 Auftauen von Zellen

Die gefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen eines Einfrier-
gefaBBes wurden in 10 mL kaltem Medium iiberfiihrt und fiir 5 min bei 150 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in kaltem Medium aufgenommen und in eine Zellkul-

turflasche gegeben.

3.2.2 Passagieren von Zellen

Wihrend der Kultivierung proliferierten die verwendeten Suspensionszellen. Sie setzten
sich am Boden der Zellkulturflaschen ab. War der Boden nahezu vollstindig mit Zellen
bedeckt, wurden die Zellen auf mehrere neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Daflir wurde
ein entsprechendes Volumen der Zellsuspension mit neuem Vollmedium versetzt und in
eine Zellkulturflasche tiberfiihrt. In die 50-mL-Zellkulturflasche wurden insgesamt 6 mL
Medium und in die 200-mL-Zellkulturflasche 20 mL Medium gegeben. Die Anzahl der
Zellen, die jeweils passagiert oder fiir einen Versuch kultiviert wurden, richtete sich nach

der Proliferationszeit und Zelldichte der zu passagierenden Zellen.
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3.2.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden fiir 5 min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
einem entsprechenden Volumen Einfriermedium resuspendiert. Danach wurde die Zellsus-
pension auf Einfriergefdle von je 1 mL verteilt. Die Einfriergefile wurden zunéchst fiir
20 min auf Eis und dann fiir 1 h bei -20°C inkubiert. AnschlieBend wurden die gefrorenen
Zellen bis zu mehrere Wochen bei -80°C gelagert. Fiir eine langfristige Lagerung wurden

die EinfriergefdBe in einen Tank mit fliissigem Stickstoff gestellt.

3.2.4 Trypanblaufirbung von Zellen

Zur Kontrolle der Anzahl von lebenden Zellen wurde eine Trypanblaufiarbung durchge-
fiihrt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff und als Anion bindet er an Zellproteine. Bei toten
Zellen gelangt Trypanblau durch die defekten Zellmembranen in das Zytosol und farbt
diese Zellen tiefblau. Lebende Zellen erscheinen unter dem Mikroskop dagegen leuchtend
hell. Fiir die Bestimmung der Zahl lebender Zellen wurden 20 pL einer 1:1-Mischung der
Zellsuspension mit Trypanblauldsung angesetzt. Diese wurden auf eine Neubauer-Zahl-
kammer mit Deckgldschen gegeben. AnschlieBend wurden die lebenden Zellen ausgezéhlt
und die Zellzahl nach den Angaben der Zéhlkammer bestimmt: X in Zellen pro mL =

Anzahl Zellen pro GroBquadrat x 10.000.

3.2.5 Transfektion von Plasmid-DNA in Saugerzellen mittels Elektroporation

Fiir die Transfektion von B-Zellen wurde die Elektroporation gewahlt. Dabei erzeugen die
Pulse eines sich entladenden Kondensators kurzzeitig ein elektrisches Feld, das die Zell-
membran voriibergehend ohne Zerstéren der Membranstruktur permeabilisiert. Wahrend
der Phase erhohter Durchldssigkeit kann ein Stofftransport durch die Membran erfolgen.
Bei einer stabilen Transfektion wird eine langerfristige Integrierung (stabile) der Plasmid-
DNA in die genomische DNA der Empfiangerzelle hervorgerufen. Dazu werden Plasmide
verwendet, die zusitzlich ein Antibiotika-Resistenzgen besitzen. Bei einer Behandlung mit
dem Antibiotikum tiberleben nur die Zellen, die die Plasmid-DNA und somit das
Resistenzgen integriert haben. Im Gegensatz dazu wird bei einer transienten Transfektion
nur eine kurzzeitige Expression des Vektors hervorgerufen. Dies erfolgt ohne Selektion auf
eine Antibiotika-Resistenz.

Die zu transfizierenden Zellen wurden mit einer Neubauer-Zdhlkammer gezéhlt und nach
einer Zentrifugation (5 min, 150 x g, 4°C) in RPMI-1640-Medium ohne jegliche Zusitze

aufgenommen. Dabei wurden sie auf eine Konzentration von 10° Zellen/mL eingestellt.
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Danach wurden sie durch Zentrifugation fiir 5 min bei 150 x g und 4°C pelletiert, um Reste
von Antibiotika zu entfernen. Das Zellpellet wurde in 400 uL pro 10’ Zellen RPMI-1640
mit 5 mM Glutathion aufgenommen. Es wurden jeweils 400 puL der Zellsuspension in eine
4 mm dicke Elektroporationskiivette (Peqlab) iiberfiihrt. Diese wurden mit 10 pg des mit
Notl-linearisierten pXXC9-Xbal-p300A4S-neo Vektors versetzt. Danach folgte die Elektro-
poration mit einem Square Wave Protokoll und einem Puls fiir 30 ms bei 220 V im
Elektroporationsgerit. Nach der Elektroporation wurde die Zellsuspension einer Kiivette in
10 mL Vollmedium mit 15% (v/v) FCS aufgenommen und in eine 50 mL-Zellkulturflasche
tiberfiihrt. Die Zellen wurden iiber Nacht im Begasungsbrutschrank bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Morgen wurde die Zahl der lebenden Zellen mittels Trypanblaufarbung in
der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Nach einer Zentrifugation der Zellen (5 min,
150 x g, 4°C) wurde die Zellzahl auf 100.000 lebende Zellen/mL in Vollmedium mit
10% (v/v) FCS und 400 ng/mL G418 sowie 0,2 uM FIAU (Moravek Biochemicals) einge-
stellt. Das G418 diente der Selektion auf Neomyzin, da es ein Derivat von Neomyzin ist.
FIAU diente der Negativ-Selektion der Zellen auf Expression des mutierten p300A4S-neo,
da durch die homologe Rekombination das Thymidinkinase-Gen exprimiert werden sollte.
Die Zellsuspension wurde in wells von 24-well-Zellkulturplatten zu je 1 mL aufgeteilt und
im Begasungsbrutschrank kultiviert.

Die eingesetzte Konzentration der Zellen sollte ein Heranwachsen von maximal 1 posi-
tiven Klon in einem well ermdglichen. Bei einem Einzelklon entstammen alle Zellen aus
einer einzelnen Mutterzelle, die die Selektion {iberlebt und dann Zellteilung die
Tochterzellen hervorbrachte. Jeden 4. Tag wurden 500 uL. Vollmedium mit G418 und
FIAU dazugegeben. Sofern das Medium im well einen Grenzwert von 2-2,5 mL erreicht
hatte, wurde es vorsichtig bis auf ca. 1 mL abgesaugt und danach 500 pL neues Voll-
medium mit G418 und FIAU hinzugegeben. Wenn in einem well ausreichend Zellen
waren, um den Boden fast zu bedecken, wurden die Zellen im Medium auf eine 6-well-
Zellkulturplatte mit mindestens 3 mL Medium {iberfiihrt und dort weiter kultiviert. Bei
Erreichen einer bestimmten Zelldichte wurden die Zellen in 50-mL-Zellkulturflaschen
tiberfiihrt und fiir die weiteren Versuche kultiviert.

Die transiente Transfektion erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie zuvor beschrie-
ben. Hierfiir wurde jedoch kein linearisierter Vektor, sondern direkt das Ausgangsplasmid
pPGK cre, auf dem die konstitutiv-aktive Cre-Rekombinase enthalten ist, eingesetzt. In
diesem Fall wurden die Zellen am nédchsten Tag nach der Elektroporation auf eine Zahl

von 1 lebende Zelle/200 uL. Vollmedium eingestellt, da keine Selektion mdglich war.
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Diese wurden dann zu je 200 uL in wells von 96-well-Zellkulturplatten verteilt. Der
Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage durch vorsichtiges Absaugen des Mediums bis auf
wenige Mikroliter und Zugabe von neuem Vollmedium. Das Kultivieren von Klonen
wurde, wie oben beschrieben, bis zur weiteren Verarbeitung der Zellen durchgefiihrt. Zum
Testen der Neomyzin-Sensitivitit wurden die angezogenen Zellen parallel in G418-

haltigem (400 ng/mL) Vollmedium in 24-well-Zellkulturplatten kultiviert.

3.2.6 Aktivierung von priméiren B-Zellen

Die mittels magnetischer Depletion isolierten priméren, naiven B-Zellen einer Milz (siehe
3.3.11) wurden in RPMI-Medium (Vollmedium fiir primédre B-Zellen) auf eine Zellzahl
von 10° Zellen/mL eingestellt. Es wurden in eine entsprechende Anzahl an wells einer 96-
well Zellkulturplatte mit rundem Boden 100 pL RPMI-Medium mit der entsprechenden
Menge der folgenden Reagenzien je nach Experiment vorgelegt: 20 pg/mL Lipopolysac-
charid; 5-40 ug/mL o-IgM (Jackson ImmunoResearch); 2 ng/mL Interleukin-4 (R&D
Systems); 10 pg/mL a-CD40 (BD Pharmingen) oder 500 uM der Oligodesoxynukleotide
(ODNs, freundlicherweise von Stefan Bauer, Marburg, zur Verfiigung gestellt). Bei
Doppelstimulation der Zellen mit a-IgM und einem weiteren Reagenz wurden 10 pg/mL o-
IgM eingesetzt. AnschlieBend wurden zu jedem Ansatz 100 pL Zellsuspension gegeben,
die somit durch die Reagenzien in vitro zur Proliferation angeregt worden sind. Als
Negativkontrolle erfolgte die Zellkultivierung ohne Zugabe von Stimulantien. Die Zellen
wurden fiir 24 h (im Fall der ODNs) oder 48 h im Begasungsbrutschrank bei 37°C
kultiviert.

Fiir die Messung der Proliferation wurden die Zellen fiir jede Bedingung in Triplikaten
ausplattiert. Im Fall der Messung der Apoptose wurden die Zellen in der entsprechenden
Zellzahl (10° Zellen/mL) in 6-well-Zellkulturplatten zu je 3 mL angezogen. Fiir die
Messung der TGF-B-vermittelten Signaltransduktion wurden die Zellen fiir 6 h mit
1 ng/mL TGF-f stimuliert.

3.2.7 Nachweis der Proliferation mittels Einbau von radioaktiv-markiertem ‘H-
Thymidin

Die Proliferation von Zellen kann durch den Einbau eines radioaktiv-markierten

Nukleotides in die neu synthetisierte DNA der Zellen wéhrend der S-Phase gemessen

werden. Dafiir wurde 24 oder 48 h nach Stimulation der priméren, naiven B-Zellen im

Begasungsbrutschrank (siehe 3.2.6) in jedes well fiir weitere 12 h (im Fall der ODNs) oder

51



METHODEN

16h 1pL radioaktiv-markiertes *H-Thymidin (25 Ci/mmol; Amersham Biosciences)
gegeben. Dabei wurde stets ein well ohne *H-Thymidin als Negativkontrolle belassen.
Nach der Inkubation wurden 10 uL vom Uberstand jedes wells abgenommen und die
Szintillation gemessen (sieche 3.3.16). Somit wurde sichergestellt, dass in jedem well die
gleiche Menge Radioaktivitit enthalten war. Die restliche Zellsuspension von jedem well
wurde vorsichtig im verbleibenden Volumen resuspendiert und auf je einen Glasfaserfilter
gegeben, der anschlieBend luftgetrocknet wurde. Um das nicht eingebaute *H-Thymidin zu
entfernen, wurde der Glasfaserfilter nacheinander fiir je 2 min in folgende, eiskalte
Losungen griindlich gewaschen: 10% (v/v) Trichloressigsédure; zweimal 5% (v/v) Trichlor-
essigsdure; Ethanol abs. und zweimal 70% (v/v) Ethanol. Dadurch wurde das tiberschiis-
sige *H-Thymidin prizipitiert und vom Glasfaserfilter entfernt. AnschlieBend wurde der
Glasfaserfilter luftgetrocknet und der Einbau von radioaktiv-markiertem *H-Thymidin

durch eine Szintillationsmessung des Glasfaserfilters (siche 3.3.16) bestimmt.

3.3  Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellen von Proteinlysaten fiir Western Blot

Die Zellen wurden zunichst in 1 mL kaltem PBS-Puffer aufgenommen und fiir 5 min bei
500 x g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in einem entsprechenden
Volumen (30-200 uL) TNN-Lysepuffer mit frisch zugesetzten Proteinaseinhibitoren
(1:1.000 einsetzen; Protease inhibitor cocktail, Sigma) resuspendiert und anschlieBend fiir
15 min auf Eis inkubiert. Bei Bedarf wurden dem TNN-Lysepuffer HDAC-Inhibitoren
zugesetzt: 20 uL Nicotinamid (500 mM), 5 puL Natriumbutyrat (1 M) und 0,5 pL Tricho-
statin A (0,2 mg/mL). Durch Einfrieren bei -80°C fiir 15 min und Auftauen auf Eis wurden
die Zellen aufgebrochen. Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, die Konzentration nach Brad-

ford bestimmt (siehe 3.3.3) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.3.2 Histonextraktion fiir Western Blot

Fiir eine Isolierung der Histone von Zellen wurde eine saure Extraktion verwendet. Dabei
wurde das in PBS-Puffer gewaschene Zellpellet in 50 pL Triton-Extraktionspuffer mit
frisch zugesetzten Proteinaseinhibitoren (1:1.000 einsetzen; Protease inhibitor cocktail,
Sigma) resuspendiert. Danach wurde die Zellsuspension zur Lyse der Zellen 10 min auf
Eis inkubiert. Die Probe wurde 10 min bei 500 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand

wurde verworfen. Das Pellet, das die Zellkerne enthielt, wurde in 25 pL Triton-
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Extraktionspuffer aufgenommen. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min, 500 x g,
4°C) wurde das Pellet zum Aufbrechen der Zellkerne in 12,5 pL 0,2 M HCI aufgenommen
und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 uL 1 M
NaOH gestoppt. Dann wurde die Probe 10 min bei 500 x g und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Konzentration des Extraktes, das zum
Grofiteil Histone enthielt, wurde nach Bradford bestimmt (siehe 3.3.3). Bis zur weiteren

Verwendung wurde das Histonextrakt bei -80°C aufbewahrt.

3.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Lysate oder Extrakte wurde nach der Methode von Bradford
ermittelt (Bradford, 1976). Der in der Bradford-Losung vorhandene Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue reagiert im sauren Milieu mit den Aminogruppen der Proteine. Es entsteht
ein Konjugat, das bei einer Wellenlinge von 595 nm photometrisch gemessen werden
kann. Es wurden 100 pL NaCl (150 mM) in eine Halbmikrokiivette (Hirschmann® Labor-
gerite, Eberstadt) vorgelegt. Dann wurde 1 pL. der zu bestimmenden Probe hinzupipettiert.
Nach Zugabe von 900 puL Bradford-Losung wurde alles griindlich gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption bei 595 nm wurde nach Abgleich gegen eine
Probe ohne Proteinlysat bestimmt. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
mit verschiedenen Konzentrationen Bovine Serum Albumin (BSA, Rinderserumalbumin) in

ddH,O0 eine Eichkurve erstellt und die Konzentration anhand der Absorption berechnet.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden
Proteine unter denaturierenden Bedingungen der Grof3e nach aufgetrennt (Laemmli, 1970).
Die Proteine werden durch Aufkochen der Lysate in Anwesenheit von reduzierenden
Agenzien, wie 2-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol, denaturiert und monomerisch. Die
normalerweise aufgrund ihrer Ladung unterschiedlichen Proteine werden von dem im
Ladepuffer, im Gel und im Laufpuffer enthaltenen Detergenz SDS gebunden, das negativ
geladen ist. Somit werden alle Proteine im Gel negativ geladen und aufgrund ihres
Ladungs-Massen-Verhiltnisses im Gel aufgetrennt. Daher erfolgt im Gel eine Auftrennung
anhand der GréB3e der Proteine.

Das SDS-Gel, das aus einem 7,5% (v/v)-, 10% (v/v)- oder 15% (v/v)-igem Trenn- und
einem 4% (v/v)-igem Sammelgel bestand, wurde in eine mit SDS-Laufpufter gefiillte SDS-
Gelapparatur gestellt und der Gelkamm vorsichtig gezogen. Fiir eine SDS-PAGE wurden
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2-30 pg der Proteinlysate (siche 3.3.1) oder Histonextrakte (siehe 3.3.2) mit einem halben
Volumenanteil 3x SDS-Ladepuffer versetzt, fiir 5 min bei 95°C denaturiert und in die
gereinigten Taschen des SDS-Geles pipettiert. Zur Bestimmung der GroB3e der Proteine
wurden 7-10 pL des Protein-GroBenstandards (PageRuler'™ Prestained Protein Ladder,
Fermentas oder HiMark'™ Prestained Protein Standard, Invitrogen) in eine Geltasche
gegeben und mit aufgetrennt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach dem Durchlaufen

des Sammelgeles bei 80 V fiir insgesamt ca. 3-4 h bei 120 V im Trenngel.

3.3.5 Western Blot

Beim Western Blot werden tliber Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine auf eine Trager-
membran transferiert. Im Anschluss werden spezifische Proteine auf der Membran durch
Verwendung eines Primédrantikdrpers gebunden. Die Detektion dieser Bindung erfolgte
durch Interaktion mit einem Sekundarantikorper, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach
der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE (siehe 3.3.4) wurden sie iiber einen
Tank-Blot auf eine PVDF-Membran iibertragen. Die auf das Gel zugeschnittene Membran
wurde kurz in Methanol inkubiert, mit ddH,O gespiilt und in Transferpuffer dquilibriert.
Danach wurden das Gel und auf die GelgroBe zurechtgeschnittene Filterpapiere in Trans-
ferpuffer gelegt. Dann wurde der Western Blot in folgender Reihenfolge luftblasenfrei vom
Plus- zum Minuspol in eine mit Transferpuffer gefiillte Blotkammer aufgebaut: Filterpa-
pier, Membran, Gel, Filterpapier. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran
erfolgte bei 5 mA/cm” fiir 1 h bei Proteinen bis zu 20 kDa bzw. fiir bis zu 4 h bei
steigender Proteingrdf3e.

Der Transfer der Proteine wurde die Membran fiir mindestens 2 h in Blocklosung bei
Raumtemperatur inkubiert und danach in Blockldsung mit einer entsprechenden Verdiin-
nung des primiren Antikorpers iiber Nacht bei 4°C geschwenkt. Im Fall des a-Acetyl-
Lysin wurde nach Anweisung des Herstellers 5% (w/v) BSA in TBS-T als Losung anstelle
Blocklosung eingesetzt. Am nichsten Tag folgten drei Waschschritte bei Raumtemperatur
fiir jeweils 10 min in TBS-T. Dann wurde die Membran in einer Blockldsung mit einem an
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundirantikorper fiir 1h bei Raumtemperatur
geschwenkt. Nachdem die Membran dreimal fiir jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen
wurde, erfolgte die Detektion. Dazu wurde entweder das ECL" Western Blot Detektions-
system (Amersham Biosciences) nach Anweisung vom Hersteller genutzt oder eine selbst
hergestellte Luminol-Substratlosung. Bei der Detektion mit der Luminol-Substratldsung

wurde die in TBS-T gewaschene Membran 1 min mit frisch angesetzter Luminol-Substrat-
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16sung unter Schwenken inkubiert. Danach wurde die Membran kurz zwischen zwei Filter-
papieren getrocknet. Die Chemolumineszenz der Substratumsetzung beider Detektions-
methoden wurde mittels eines Rontgenfilmes nachgewiesen. Die Entwicklung des

Rontgenfilms erfolgte in einer Entwicklermaschine.

3.3.6 Autoradiografie

Radioaktiv-markierte Proben im SDS-Gel (siehe 3.3.15) oder auf einer Nylonmembran
(siche 3.1.15) wurden durch Autoradiografie detektiert. Dabei verursachte die bei radio-
aktivem Zerfall entstehende ionisierende Strahlung eine Schwérzung von Rontgenfilmen.
Der Grad der Schwirzung im Autoradiogramm ist in einem bestimmten Bereich propor-
tional zur Intensitit der emittierten Strahlung. Auf das getrocknete SDS-Gel fiir die Detek-
tion von "*C wurde ein Réntgenfilm fiir bis zu 25 Wochen und auf die Nylonmembran fiir
den Nachweis von **P fiir ca. 24-72 h gelegt. AnschlieBend wurden die Banden durch eine

fotografische Entwicklung des Exponats in der Entwicklermaschine detektiert.

3.3.7 Strippen von PVYDF-Membranen

Zum Entfernen des gebundenen Primérantikorpers von der PVDF-Membran fiir eine
Detektion eines anderen Proteins wurde die Membran, sofern sie trocken war, zunichst
kurz in Methanol inkubiert. Danach wurde die Membran in ddH,O gespiilt. Anschlieend
wurde sie fiir 1-2 h bei Raumtemperatur in Stripp-Puffer geschwenkt. Dann wurde sie
durch dreimalige Inkubation fiir je 10 min in TBS-T von den Uberstinden des Stripp-
Puffers befreit. Es folgte eine erneute Blockierung der Membran fiir mindestens 2 h bei
Raumtemperatur in Blockldsung. Die Detektion des zweiten Primérantikorpers erfolgte,

wie oben beschrieben (siche 3.3.5).

3.3.8 Immunprizipitation

Eine Immunprézipitation (IP) dient dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen oder
der Isolierung eines bestimmten Proteins aus einem Proteingemisch. Dabei wird mit Hilfe
eines Antikorpers, der gegen ein bestimmtes Protein gerichtet ist, dieses Protein samt Inter-
aktionspartnern aus einem Proteingemisch heraus prizipitiert. Dazu wird Protein A
und/oder Protein G eingesetzt, die mit hoher Spezifitit an die Fc-Region der meisten
Immunglobuline (Antikdrper) von Séugern binden. Mit diesen Proteine werden Kiigelchen

beschichtet (so genannte Beads, z.B. aus Sepharose oder magnetischen Partikeln), um in
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einer IP die Antikorper-Protein-Komplexe an sich zu binden. Das prézipitierte Protein und
seine Interaktionspartner konnen im Western Blot nachgewiesen werden.

Die Zellsuspension wurde durch Zentrifugation (4 min, 500 x g, 4°C) pelletiert und
zweimal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Danach wurde das Zellpellet in einem
entsprechenden Volumen IPH-Puffer (500 uL pro 2,5 x 10° Zellen), dem Proteinase-
inhibitoren (1:1.000; Protease inhibitor cocktail, Sigma) zugesetzt wurden, aufgenommen.
Die Probe wurde zur Lyse der Zellen 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde sie fiir
10 min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktions-
gefdl liberfiihrt. Danach wurde die Proteinkonzentration mittels Bradford bestimmt. Pro
Probe der IP wurden 100 pL eines 50:50-Gemisches von Protein A-Sepharose Beads
(Invitrogen) mit 20% (v/v) Ethanol entnommen und dreimal mit insgesamt ca. 10 mL IPH-
Puffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurden die Beads 5 min bei 200 x g und
4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand soweit abgenom-
men, dass erneut ein 50:50-Gemisch vorlag.

Um unspezifische Bindungen zu minimieren, erfolgte vor der IP ein so genanntes
Preclearing. Dies umfasste eine Inkubation von 1 mg Protein pro Ansatz mit je 50 puL des
50:50-Gemisches der gewaschenen Beads fiir 2 h bei 4°C unter Drehen in einem gréferen
Volumen (insgesamt ca. 5 mL), das mit IPH-Puffer aufgefiillt wurde. Im Anschluss wurde
die Probe zentrifugiert (5 min, 200 x g, 4°C) und der Uberstand auf die entsprechende
Anzahl an Reaktionsgefdlen, die der Anzahl an IPs einer Ausgangszellsuspension ent-
spricht, aufgeteilt. Das Volumen eines jeden Ansatzes wurde mit IPH-Puffer auf 500 puL
aufgefillt. Danach wurden jedem Ansatz mit Ausnahme der Negativkontrolle ohne Anti-
korper 2 pug des entsprechenden Antikorpers zugegeben. Die Ansédtze wurden iiber Nacht
bei 4°C unter Drehen inkubiert.

Am nidchsten Tag wurden zu jedem Ansatz 50 uL des 50:50-Gemisches gewaschener
Beads gegeben und die Proben fiir 2 h bei 4°C drehend inkubiert. Im Anschluss wurden die
Beads zentrifugiert (5 min, 950 x g, 4°C), dreimal mit je 1 mL NET-N 250, einmal mit
NET-N 100 und jeweils anschlieBender Zentrifugation (5 min, 950 x g, 4°C) gewaschen.
Zu den Beads (ca. 25 pL) wurden nach dem Waschen 25 pLL 2x SDS-Ladepuffer gegeben.
Danach wurden die Proben fiir 5 min bei 95°C denaturiert, so dass die Bindung zwischen
Beads und Proteinen verloren ging. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden die zuvor
prizipitierten Proteine, die im Uberstand waren, iiber ein SDS-PAGE (siche 3.3.4) mit
anschlieBendem Western Blot (siehe 3.3.5) analysiert.
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3.3.9 Chromatin-Immunprizipitation

Die Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) dient der Identifizierung von DNA-bindenen
Proteinen in einem bestimmten Genbereich, meist in der Promotorregion. Dabei werden
Proteine und DNA mit Hilfe von Formaldehyd quervernetzt. Die Zellen werden lysiert und
das erhaltene Chromatin mittels Sonifizieren fragmentiert. Bei einer anschlieBenden IP
wird an die Proteine, in diesem Fall Histone, gebundene DNA gleichzeitig mit prézipitiert.

Im Anschluss wird die Quervernetzung geldst und die DNA mittels qPCR analysiert.

3.3.9.1 Isolierung von Chromatin

Die Zahl der Zellen, aus denen Chromatin isoliert werden sollte, wurde mittels Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. AnschlieBend wurden DNA und Proteine sowie Proteine mit
Proteinen in den Zellen quervernetzt (Crosslinking). Dafiir wurde 37% (v/v)-ige Form-
aldehyd-Losung auf eine Endkonzentration von 1% (v/v) zu den Zellen gegeben, vorsichtig
geschwenkt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch anschlieBende Zugabe von
2,5M Glyzin auf eine Endkonzentration von 0,125 M, vorsichtigem Schwenken und
Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurde die Quervernetzung gestoppt. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension auf Eis gekiihlt, in ein 15-mL-Reaktionsgefal3
tiberfiihrt und zentrifugiert (5 min, 150 x g, 4°C). Danach wurden die Zellen zweimal mit
eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. An dieser Stelle konnte das Zellpellet bei Bedarf in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C autbewahrt werden.

Auf je 3x 10" Zellen wurden 3 mL Lysepuffer I, dem Proteinaseinhibitoren (1:1.000;
Protease inhibitor cocktail, Sigma) zugesetzt wurden, gegeben. Das Zellpellet wurde im
Lysepuffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis wurde die Probe
zentrifugiert (5 min, 150 x g, 4°C) und das Pellet in dem gleichen Volumen Lysepuffer II,
der ebenso mit Proteinaseinhibitoren versetzt wurde, aufgenommen. Die Lyse der Zellen
erfolgte iiber Nacht bei 4°C. AnschlieBend wurde das Zelllysat auf mehrere 15-mL-
ReaktionsgefiBe zu je 1 mL Volumen aufgeteilt. Danach folgte das Sonifizieren der
Proben mit den folgenden zelltypspezifischen Parametern bei dem Einsatz von priméren B-
Zellen: 10 x 15 s bei 40% Amplitude und einer jeweiligen Pause von 40 s. Wihrend dem
Sonifizieren wurden die Proben in einem Ethanol-Eis-Bad gekiihlt. Danach wurden die
Proben in 1,5-mL-Reaktionsgefd3e iiberfiihrt, 10 min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues 15-mL-ReaktionsgefiB pipettiert. Dabei wurden die Proben
von einer gemeinsamen Ausgangszellsuspension wieder zusammengefiihrt. Zur Kontrolle

der Effizienz des Sonifizierens und zum Bestimmen der Konzentration wurden von jeder

57



METHODEN

Probe 50 uL abgenommen und in ein neues Reaktionsgefdll gegeben. Das restliche
Chromatin wurde an dieser Stelle entweder bei 4°C fiir einige Tage aufbewahrt oder in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C fiir mehrere Wochen gelagert.

3.3.9.2 Uberpriifung der Qualitit des Chromatins und Konzentrationsbestimmung

Zu den abgenommenen 50 plL Proben wurden 2 pLL RNase A (10 mg/mL, Roche) und 2 pLL
Proteinase K (10 mg/mL, Roche) gegeben. Danach wurde die Quervernetzung durch
Inkubation der Proben fiir 3 h bei 55°C und anschlieend iiber Nacht bei 65°C aufgeldst.
Am néchsten Tag wurde das Volumen der Proben auf 300 uL. mit TE-Puffer aufgefiillt und
dann eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion mit anschlieBender Ethanol-Pra-
zipitation durchgefiihrt (siehe 3.1.4). Bei der Ethanol-Prizipitation dienten 50 pg Glykogen
(Fermentas) als Prizipitationshilfe. Das DNA-Pellet wurde am Ende in 50 uL. TE-Puffer
gelost. Dann wurde die Konzentration bestimmt (siehe 3.1.11) und die Qualitdt der DNA
mittels Agarosegelelektrophorese von 600-800 ng DNA untersucht (siehe 3.1.5). Sofern
die Fragmentgrofe der DNA vorwiegend bei kleiner 1 kB und maximal 3 kB lag, wurde

das Chromatin weiter verarbeitet.

3.3.9.3 Blockieren der Protein A-Sepharose Beads

Zum Blockieren der Beads wurden pro IP 120 pL eines 50:50-Gemisches von Protein A-
Sepharose Beads (Invitrogen) in 20% (v/v) Ethanol mit RIPA-Puffer (Lysepuffer II) in
einem Reaktionsgefdl auf 15 mL Gesamtvolumen aufgefiillt. Dann wurden die Beads
zentrifugiert (5 min, 200 x g, 4°C) und zweimal in je 10 mL RIPA-Puffer mit jeweiler
Zentrifugation (5 min, 200 x g, 4°C) gewaschen. AnschlieBend wurde das Volumen der
Beads mit RIPA-Puffer auf 10 mL aufgefiillt. Zum Blockieren wurden dieser Suspension
1 mg/mL BSA (Stock: 20 mg/mL in TE-Puffer), 400 pg/mL sonifizierte Lachsspermien-
DNA (Invitrogen) und 1/1.000 Volumenanteil Proteinaseinhibitoren zugegeben. Danach
wurde der Ansatz iiber Nacht bei 4°C unter Drehen inkubiert. Die blockierten Beads

konnten wenige Tage bei 4°C bis zur Verarbeitung gelagert werden.

3.3.9.4 Preclearing und Immunprdzipitation der Chromatin-Immunprdzipitation

Die blockierten Beads wurden 5 min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert, das Chromatin, auf
Eis aufgetaut und das notwendige Volumen fiir die entsprechende Anzahl an IPs mit je
60 pg entnommen. Danach wurde ein entsprechendes Volumen der blockierten Beads

(60 uL x Anzahl IPs) zu jeder Probe Chromatin in einem 15-mL-Reaktionsgefd3 gegeben.
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Das Preclearing erfolgte durch Inkubation der Proben unter Drehen fiir 1 h bei 4°C. Im
Anschluss wurden die Proben fiir 5 min bei 150 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
einer Probe, das Chromatin, wurde auf eine der Zahl der IPs entsprechende Menge an 1,5-
mL-Reaktionsgefalen gleichméfig aufgeteilt. An dieser Stelle wurde 1% des Gesamt-
volumens jeder Chromatin-Probe entnommen und bei 4°C aufbewahrt, das spéter als
Inputprobe diente. Das Volumen der Ansitze fiir die IP wurde mit RIPA-Puffer auf 1 mL
aufgefiillt. Zu jedem IP-Ansatz wurden 1-4 pg des gewiinschten Antikorpers gegeben. Die
IP wurde iiber Nacht bei 4°C drehend inkubiert. AnschlieBend wurden zu jeder IP 60 pL
der blockierten Beads gegeben und die Proben 2 h bei 4°C drehend inkubiert.

3.3.9.5 Waschen der Chromatin-Immunprdzipitationsproben

Nach der IP wurden die Beads 5 min bei 950 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. AnschlieBend wurde das Sepharose-Pellet mit je 1 mL der im
Folgenden aufgefiihrten Puffer gewaschen: zweimal Waschpuffer I, dreimal Waschpuffer
II, dreimal Waschpuffer III und einmal TE-Puffer. Zwischen den einzelnen Waschschritten
wurden die Proben 5 min bei 950 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abgenommen. Bei jedem Schritt im Waschpuffer III wurden die Proben vor dem Zentrifu-
gieren 5 min bei 4°C rotiert. Mit dem letzten Waschschritt im Waschpuffer II wurden die
Beads in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Am Ende des Waschens wurden die Beads in

400 pL TE-Puffer aufgenommen.

3.3.9.6 Auflosen der Quervernetzung und Reinigung der immunprdzipitierten DNA

Zum Auflésen der Quervernetzung von DNA und Proteine wurden die in TE-Puffer
aufgenommenen Beads mit 20 uL. 10% (v/v) SDS, 10 pg Proteinase K (10 mg/mL) und
10 pg RNAse A (10 mg/mL) versetzt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 3 h bei 55°C
und dann iiber Nacht bei 65°C unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden die immunpra-
zipitierte DNA der Proben und die DNA des Inputs mittels Qiaquick PCR purification Kit
(QIAGEN) nach Anweisung des Herstellers gereinigt. Fiir die Elution wurden 50 pL
Elutionspuffer des Kits auf die Siule gegeben und dann den Anweisungen des Herstellers
weiter gefolgt. Die gereinigte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Fiir die anschlielende quantitative PCR in einem qPCR-Gerét wurde je 1 pL der
DNA in Triplikaten eingesetzt.
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3.3.10 Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytometrie

Die Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting,
FACS) beruht auf der Erfassung von Reflexions- und Streulichtphinomenen. Diese
entstehen, wenn das Licht definierter Wellenlédnge auf Fluoreszenzfarbstoffe trifft und sie
zur Emission charakteristischer elektromagnetischer Wellen anregt. Das resultierende
Fluoreszenzspektrum kann von einem FACS-Gerit detektiert werden. Die Fluoreszenz-
farbstoffe sind an Antikorper, die spezifisch an die jeweiligen Antigene binden, gekoppelt.
Als Antigene konnen Oberflachenmolekiile von Immunzellen oder intrazelluldre Proteine
zdhlen. Durch Messung von Intensitdt und Wellenldnge kdnnen so quantitative Aussagen
iiber die Antigene getroffen werden. In diesem Fall wurden Fluoresceinisothiocyanat

(FITC) und Phycoerythrin (PE) als Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt.

3.3.10.1 FACS zur Detektion von Oberflichenmarkern

Fiir die Markierung von Milz- oder Knochenmarkszellen mit Oberflachen-Antikérpern und
der anschlieBenden Messung dieser wurde zunichst die Zellzahl der Einzelzellsuspension
mittels Neubauer-Zihlkammer ermittelt. Danach wurde die in PBS-Puffer aufgenommene
Zellsuspension auf eine entsprechende Anzahl an 1,5-mL-Reaktionsgefilen mit je
0,3 x 10°-5 x 10° Zellen aufgeteilt. Das Volumen der einzelnen Ansitze wurde mit PBS-
Puffer auf 100 pL aufgefiillt. In jedes Reaktionsgefd3 wurden 0,5 pL eines Fc-Blockers (o-
Maus CD16/CD32; 0,5 mg/mL) und die entsprechende Kombination der Oberfldchen-
Antikorper gegeben. Der Fc-Blocker dient dem Sittigen der Fc-Rezeptoren auf der
Oberfliche von Leukozyten. Fiir Doppelmarkierungen wurden die Zellen parallel mit
verschiedenen Antikorpern gefarbt, die mit unterschiedlich fluoreszierenden Molekiilen
(FITC und PE) markiert waren. Die Kombination der Oberflichen-Antikdrper umfasste je
1 pL eines FITC-konjugierten Antikdrpers (z.B. B220; 0,2-0,5 mg/mL) und je 1 pL eines
PE-konjugierten Antikorpers (z.B. CD3; 0,2-0,5 mg/mL). Die Markierung erfolgte durch
Inkubation der Ansitze fiir 20-60 min bei 4°C in Dunkeln. Danach wurden die Zellen
durch Zentrifugation (2 min, 500 x g, 4°C) pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und das Zellpellet mit 1 mL eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Nach einer
erneuten Zentrifugation (2 min, 500 x g, 4°C) wurde das Zellpellet in 400 puL eiskaltem
PBS-Puffer aufgenommen. Danach wurde die Probe in ein FACS-Roéhrchen (BD
Biosciences) iiberfiihrt und 50.000 Zellen pro Probe im FACS-Gerdt gemessen. Dabei
wurden der FITC-markierte Antikorper im FL1-H-Kanal und der PE-markierte Antikdrper

im FL2-H-Kanal detektiert. Des Weiteren wurden die Zellen im Forward/Sideward-Scatter
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vom FACS gemessen, was Aussagen Uber die Grofle und Granularitidt der Zellen lieferte.
Die Messung und Auswertung erfolgte mit der Software CellQuest Pro (BD Biosciences)

nach Anweisungen des Herstellers.

3.3.10.2 FACS zur Detektion von intrazelluldren Proteinen

Im Gegensatz zur Detektion von Oberfldchenproteinen mittels FACS miissen bei der
Detektion von intrazelluliren Proteinen die Zellen fixiert werden, um die Membran
permeabel fiir den Antikérper zu machen. Dies zerstort jedoch die Struktur der Membran.
Daher wird bei Doppelmarkierung eines Oberfldchenproteins mit einem intrazelluldren
Protein zuerst die Markierung des Oberflichenproteins durchgefiihrt. Fiir die durchfluss-
zytometrische Analyse der aktivierten Caspase 3 in den Zellen wurde das FITC-conjugated
Monoclonal Active Caspase3 Antibody Apoptosis Kit (BD Biosciences) nach Anweisung

des Herstellers verwendet.

3.3.10.3 FACS zum Sortieren von Zellen

Zum Sortieren der Zellen im FACS-Gerédt wurde bei den im CellQuest Pro angezeigten
Dot Plots der beiden Fluoreszenzdetektoren eine Region festgelegt. Diese wurde wihrend
einer Probemessung eingestellt und definierte die gewlinschten Zellen mit den bestimmten
relativen Mengen an Oberflaichenmarkern. Dann wurde das Sortierprogramm der Software
gestartet. Die gewiinschten Zellen wurden im Sortiermodul des FACS-Gerdtes in mit
3% (w/v) BSA in PBS-beschichteten 50-mL-ReaktionsgefiaBen aufgefangen und bis zur

Weiterverarbeitung auf Eis aufbewahrt.

3.3.11 Magnetische Depletion von Zellen

Fiir die Isolierung primirer, naiver B-Zellen aus der Milz wurde eine Depletion mittels
magnetischer Zellsortierung (Magnetic-activated cell sorting, MACS) gewéhlt. Da die B-
Zellen nach der Reinigung nicht mit Antikdrpern oder dhnlichem markiert wurden, ist ihre
Zelloberfliache frei fiir die Bindung von Stimulantien ex vivo. In dieser Arbeit wurde eine
CD43-Depletion gewdhlt, da CD43 auf der Oberfliche von nahezu allen Leukozyten mit
Ausnahme der unreifen und reifen B-Zellen vorhanden ist. Daher werden beim Einsatz von
0-CD43 magnetischen Beads (MicroBeads) alle CD43"-Zellen der Milzzellsuspension von
den Beads gebunden und verbleiben in der Sdule. Wihrenddessen konnen die unreifen und

reifen B-Zellen die Siule durchlaufen, aufgefangen und weiter verarbeitet werden.
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Fiir die magnetische Depletion wurde das a-CD43 MicroBeads Kit (Miltenyi Biotec)
verwendet. Die Einzelzellsuspension der Milz wurde nach Zentrifugation (2-4 min,
500 x g, 4°C) in 90 uL PBS/0,5% (w/v) BSA/2 mM EDTA pro 10’ Zellen aufgenommen.
Danach wurden auf je 90 pL Zellsuspension 10 pL a-CD43 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
gegeben. Dies wurde durch Invertieren kurz gemischt und 15-20 min bei 4°C inkubiert.
Eine in den Mini-MACS Magneten (Miltenyi Biotec) eingespannte MS-Sédule (Miltenyi
Biotec) wurde durch dreimaliges Hinzugeben von 500 uL PBS/0,5% (w/v) BSA/2 mM
EDTA gewaschen. Danach wurde die Zellsuspension mit den Beads zentrifugiert (5 min,
500 x g, 4°C) und zweimal mit je 1 mL PBS/0,5% (w/v) BSA/2 mM EDTA gewaschen.
Die Zellsuspension wurde in 500 uL. PBS/0,5% (w/v) BSA/2 mM EDTA aufgenommen
und auf die MS-Séule gegeben. Durch Zugabe von fiinfmal je 500 uL. PBS/0,5% (w/v)
BSA/2 mM EDTA auf die Sdule wurden die CD43°, naiven B-Zellen im Durchfluss
gesammelt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die Zellsuspension auf Eis aufbewahrt.

Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zadhlkammer bestimmt (sieh 3.2.4).

3.3.12 Immunhistochemische Firbung von Gefrierschnitten

Die fixierten Gefrierschnitte (siche 3.4.9) wurden aufgetaut, mit einem Fettstift (Super Pan
Pen, Immunotech) zum Verhindern des Verlaufens der Fliissigkeiten umkreist und in PBS-
Puffer rehydriert. Danach wurden sie mit PBS/3% (v/v) Ziegenserum iiberzogen und 1 h
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer zum Blockieren der unspezifischen
Bindestellen inkubiert. Dann wurden auf jeden Gefrierschnitt 100-200 uL. eines 1:200 in
PBS/3% (v/v) Ziegenserum verdiinnten FITC-gekoppelten o-Maus Immunglobulin-
Antikorpers gegeben. Dieser Antikorper erkannte sowohl die leichte als auch die schwere
Kette der Immunglobuline. Die Schnitte wurden mit dem Antikorper liber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Objekttridger dreimal in
PBS-Puffer fiir je 5-10 min gewaschen. Zur Detektion der DNA in den Nuklei wurden
15 pL einer 1:2.500-Verdiinnung von Hoechst H33958 (5 mg/mL) in PBS-Puffer auf die
Gefrierschnitte gegeben. AnschlieBend wurden die Farbungen fiir 10 min bei Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem flinfmaligem
Waschen der Objekttriger in PBS-Puffer im Dunkeln wurden diese mit 1-2 Tropfen
Mowiol bedeckt und ein Deckgldaschen moglichst luftblasenfrei aufgebracht. Zum Schutz

vor Austrocknung wurden die Deckgldaschen mittels Nagellack verschlossen.
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3.3.13 Immunfluoreszenz von Crithidia spec.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz mit tierpathogenen Hamoflagellaten der Art Crithidia
luciliae lassen sich Autoantikorper gegen dsDNA nachweisen. Diese Einzeller besitzen ein
dsDNA-haltiges Riesenmitochondrium, den so genannten Kinetoplast. Er weist im
Wesentlichen keine der anderen in den Nuklei enthalten Antigene auf. Autoantikdrper von
Serenproben, die mit dem Kinetoplasten reagieren, sind daher ausschlielich gegen dsDNA
gerichtet. Fiir die indirekte Immunfluoreszenz von Crithidia luciliae wurde ein klinisches
Versuchssystem nach Anweisung des Herstellers genutzt (Euroimmun, Liibeck). Dabei
wurde der im Kit enthaltene a-Human Sekundérantikorper durch den in 3.3.12 genutzten
FITC-konjugierten a-Maus Immunglobulin-Antikorper ausgetauscht. Dieser wurde 1:200
in PBS/3% (v/v) Ziegenserum eingesetzt. Die Serenproben wurden in PBS/0,2% (v/v)
Tween-20 1:50 verdiinnt.

3.3.14 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Zum spezifischen und quantitativen Nachweis von Antikorpern bzw. Immunglobulinen
wird der so genannte Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt. Ein ELISA
basiert auf der Antikorper-Antigen-Reaktion. Es werden auf einem Trigermedium
entweder Antigene zum Nachweis von Antigen-spezifischen Immunglobulinen oder Anti-
korper zur Detektion von im Serum enthaltenen Immunglobulinen aufgebracht. Das im
Serum enthaltene Immunglobulin bindet an das Antigen bzw. den Antikdrper des Tréger-
mediums und ein sekunddrer Antikorper kann diese Bindung detektieren. Durch Kopplung
des sekundédren Antikorpers an ein Enzym kann eine quantitative Aussage iiber die Menge

an Antikorpern im gemessenen Serum durch eine Substratreaktion gemacht werden.

3.3.14.1 ELISA zur Bestimmung der Immunglobulinkonzentration im Blut

Fiir den Nachweis von Immunglobulinkonzentrationen im Serum von Méusen wurde das
SBA Clonotyping System/HRP Kit verwendet (Southern Biotech). Es wurde in jedes well
einer 96-well-Mikrotiterplatte (Immuno Plate Maxisorp, Nunc) 100 pL einer 1:400-
Verdiinnung in PBS-Puffer des gegen alle Immunglobuline gerichteten Primédrantikorpers
(Coating/Capture o-Immunglobuline) gegeben. Zum Beschichten wurde die Platte iiber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert (Coating). Am néchsten Tag wurden
durch dreimaliges Waschen der wells mit je 300 pL. Waschpuffer (PBS/0,05% (v/v)
Tween-20) {iberschiissige Antikdrper entfernt. AnschlieBend wurden unspezifische

Bindungsstellen mit PBS/0,05% (v/v) Tween-20/0,25% (w/v) BSA (200 puL/well) durch
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Inkubation fiir 2 h bei Raumtemperatur geséttigt. Danach wurde die Platte erneut dreimal
mit Waschpuffer gewaschen (s.0.). Im néchsten Schritt wurden ein Standard-
Referenzserum (Dunn Labortechnik), der das zu messende Immunglobulin in bekannter
Konzentration enthielt, und die Serumproben in einer entsprechenden Verdiinnung
aufgetragen (je 50 puL/well). Fiir alle Proben, sowohl Standard als auch Serumproben,
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefithrt und die Verdiinnungen wurden in
PBS/0,05% (v/v) Tween-20/0,25% (w/v) BSA angesetzt. Folgende Konzentrationen
wurden bei dem Standard je nach Isotyp-Detektion eingesetzt, wobei der entsprechende

Standard und ein Leerwert auf jeder Mikrotiterplatte mitgefiihrt wurden:

IgA 3,14-23,55 ng/mL
IgG1 1,28-9,6 ng/mL
IgG2a 1,38-10 ng/mL
IgG2b 1,58-11,85 ng/mL
I1gG3 17,7-212 ng/mL
IgM 0,48-4,83 ng/mL

Die Serenproben wurden je nach Isotyp-Bestimmung, wie folgt, verdiinnt:

fiir [gA 1:200.000

fiir [gG1 1:400.000

fiir [gG2a 1:400.000

fiir [gG2b 1:200.000

fiir IgG3 1:20.000

fiir [gM 1:400.000
Die Platte mit den Proben wurde {iber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Danach wurden ungebundene Immunglobuline durch dreimaliges Waschen (s.0) entfernt.
Anschliefend wurden in jedes well 100 uL des jeweils Isotyp-spezifischen Sekundér-
antikorpers (SBA Clonotyping System/HRP Kit, Southern Biotech) in einer Verdiinnung
von 1:600 in PBS/0,05% (v/v) Tween-20/0,25% (w/v) BSA gegeben. Dieser war mit einer
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Nach einer Inkubation
von 2 h bei Raumtemperatur wurden die wells der Mikrotiterplatte dreimal gewaschen. In
jedes well wurden dann 100 pLL einer nach Anweisung des Herstellers frisch angesetzten
ABTS-Substratlosung gegeben. Die Platte wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln so
lange inkubiert, bis eine deutliche Griinfirbung der Losungen im Unterschied zum
Leerwert zu erkennen war. Dann wurde die Extinktion photometrisch im ELISA-Reader

gemessen (Messfilter 405 oder 450 nm, Referenzfilter 530 nm) und die Konzentrationen
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iiber die Standardeichkurve nach Abzug eines mitgefiihrten Leerwerts berechnet. Dabei
korrelierten der enzymatisch bedingte Farbumschlag und die Extinktion mit der Konzen-

tration der Immunglobuline.

3.3.14.2 ELISA zur Bestimmung der humoralen Immunantwort gegeniiber Ovalbumin
Zur Analyse der Ovalbumin-spezifischen Immunglobuline wurden in jedes well einer 96-
well-Mikrotiterplatte 50 pL Ovalbumin (20 pg/mL in PBS-Puffer) gegeben. Die weiteren
Schritte wurden, wie unter 3.3.15.1 beschrieben, durchgefiihrt. Der entsprechende Standard
wurde in folgenden Konzentrationen auf jeder Mikrotiterplatte mitgefiihrt:
a-OVA-IgG (Abcam) 20-500 pg/mL
a-OVA-IgG2b (Abcam) 0,06-2 ng/mL

Fiir den ELISA wurden folgende Verdiinnungen der Mausseren des entsprechenden
Zeitpunktes nach Ovalbumin-Sensibilisierung genutzt:
Fiir a-OVA-IgG Detektion: Seren vom Tag 0 1:500

Seren vom Tag 7 1:500

Seren vom Tag 14 1:10.000

Seren vom Tag 38  1:100.000
Fiir a-OVA-IgG2b Detektion: Seren vom Tag 0 1:10

Seren vom Tag 7 1:10

Seren vom Tag 14  1:25

Seren vom Tag 38  1:100
Als Sekundirantikérper wurde eine 1:600-Verdiinnung in PBS/0,05% (v/v) Tween-
20/0,25% (w/v) BSA eines gegen alle Inmunglobuline gerichteten Antikorpers (Screening
Immunglobulin-Antikérper, SBA Clonotyping System/HRP Kit, Southern Biotech)
eingesetzt (100 puL/well), der mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war. Die

Detektion erfolgte nach dem unter 3.3.15.1 beschriebenen Prinzip.

3.3.14.3 ELISA zur Detektion von Autoantikorpern

Zur Detektion von Autoantikoérpern wurden der a-dsDNA ELISA Kit (Euroimmun, Liibeck)
und der a-ENA ELISA Kit (Euroimmun, Liibeck) nach Anweisung des Herstellers genutzt
und die Absorption der Proben im ELISA-Reader gemessen. Statt des im Kit enthaltenen
Sekundirantikdrpers wurde ein polyvalenter a-Maus, Peroxidase-konjugierter Immun-
globulin-Antikorper (IgM, IgG, IgA; Sigma Aldrich), der 1:10.000 in PBS-Puffer verdiinnt
wurde, eingesetzt. Fiir den dsDNA-ELISA wurde eine 1:200-Verdiinnung und fiir den
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ENA-ELISA eine 1:100-Verdiinnung des Serums eingesetzt. Es wurde jeweils eine
Zweifachbestimmung durchgefiihrt. Die Substratreaktion wurde im Fall des dsDNA-
ELISA nach 15 min und beim ENA-ELISA nach 30 min gestoppt. Zur Detektion der
Isotypen der Autoantikdrper wurde der Sekundirantikdrper des Kits durch einen entspre-
chenden Isotyp-spezifischen Antikérper (SBA Clonotyping System/HRP Kit, Southern
Biotech) ausgetauscht. Dieser wurde 1:3.000 und die Serenproben 1:600 in
PBS/0,05% (v/v) Tween-20/0,5% (w/v) BSA verdiinnt eingesetzt und einfach gemessen.

3.3.15 Versuch zum Nachweis von in vitro Histonacetylierung (HAT-Versuch)

Das Prinzip des Nachweises einer in vitro Histonacetylierung beruht auf der Inkubation
von mittels IP isolierten Histonacetyltransferasen, in diesem Fall p300 oder CBP, mit
rekombinanten Histonen und radioaktiv-markiertem Acetyl-CoA. Dabei wird durch die
Histonacetyltransferase die radioaktiv-markierte Acetylgruppe des Acetyl-CoA auf
Histone iibertragen. Dies wird mittels SDS-PAGE der Histone und anschlieBender Auto-
radiografie detektiert. Fiir den Versuch wurden zunéchst IPs mit einem Kontrollantikdrper
(Kontrollserum Kaninchen), einem CBP- und einem p300-Antikorper durchgefiihrt (siehe
3.3.8). Danach wurden die gewaschenen Protein A-Sepharose Beads (ca. 25 pL) jeder
Probe mit je 20 ug rekombinanten Kernhistonen (Bulk Histones, Calf Thymus Type 11-A;
Sigma) und 1 pL "C-Acetyl-CoA (59 mCi/mmol; Amersham Biosciences) versetzt. Das
Reaktionsvolumen wurde mit IPH-Puffer auf 45 pL aufgefiillt. Durch Inkubation fiir
90 min bei 37°C wurde die Acetylierung der Histone hervorgerufen. Danach wurde die
Probe kurz zentrifugiert, um ein Absetzen der Beads zu ermdglichen. Der Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefdl iiberfithrt. Im Anschluss folgte eine SDS-PAGE der Proben
auf einem 15% (v/v)-igen Trenngel (siehe 3.3.4). Die aufgetrennten Proteine wurden im
Gel durch eine Inkubation des Geles in 25% (v/v) 2-Propanol/10% (v/v) Essigséure fiir
30 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurde das Gel fiir 15 min bei Raumtemperatur
in Amplify™ (Amersham Biosciences) geschwenkt, um eine Verstirkung des radioaktiven
Signals zu erhalten, und mittels Gel drying Kit (Promega) getrocknet. Zur Detektion der

radioaktiv-markierten Proteine wurde eine Autoradiografie (siehe 3.3.6) durchgefiihrt.

3.3.16 Szintillationsmessung
Die Quantifizierung radioaktiver B-Zerfille erfolgte in einem Fliissigkeits-Szintillations-
messgerdt. In der Messfliissigkeit enthaltene Szintillationsmolekiile werden durch die

Wechselwirkung mit ionisierender Strahlung iiber den photoelektrischen Effekt angeregt.
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Diese polychromatischen Lichtsignale werden iiber einen Sekundérelektronenvervielfacher
detektiert. Die zu vermessenden, fliissigen Proben und Filterpapiere (siehe 3.2.7) wurden
in 3mL Szintillationsfliissigkeit (Rotiszint® eco plus, Roth) aufgenommen und im

Szintillationszahler vermessen.

3.4  Tierexperimentelle Methoden

3.4.1 Zucht von Méusen

Ein Weibchen und ein Mannchen mit einem Mindestalter von 6 Wochen wurden in einem
Kéfig verpaart. In grolen Kifigen wurden manchmal zwei Weibchen und ein Mannchen
zusammengesetzt. Die Nachkommen wurden 3 Wochen nach dem Zusammensetzen der
Maiuse geboren, im Alter von 10-16 Tagen am Ohr markiert und ein Stiick Schwanz fiir die
Genotypisierung abgeschnitten. Im Alter von 18-21 Tagen wurden die Nachkommen aus
dem Kifig der Elterntiere entnommen und in separate, nach Geschlecht getrennte Kifige

gesetzt. Sie konnten bei Bedarf im Alter von mindestens 6 Wochen verpaart werden.

3.4.2 Intraperitoneale Injektion von Ovalbumin

Zur Uberpriifung der humoralen Immunantwort von Miusen und der damit verbundenen
Sensibilisierung erhielten die entsprechenden Mause (p300745"°; CD19-cre oder CD19-
cre) im Alter von 10 Monaten eine intraperitoneale (i.p.) und damit systemische Injektion
mit 200 pL einer Sensibilisierungslosung. Diese Injektion enthielt 10 pug Ovalbumin
(OVA) und 70 pL Imject Alum (40 mg/mL; Pierce) in PBS-Puffer, das steril-filtriert wurde
(0,2 um Filter). Fiir eine Analyse der Erinnerungsantwort wurde den Méusen 22 Tage nach

der ersten eine zweite Injektion verabreicht, die die gleiche Menge an OV A enthielt.

3.4.3 Intraperitoneale Injektion von Tamoxifen

Tamoxifen dient der Induktion der Rekombination in p300™*5"°; RERTn-cre Mausen
(Guerra et al., 2003). Den p300"*5"°; RERTn-cre Miusen und den Kontrollmiusen
(p300™""; RERTn-cre Miuse; p300™*5"*° Miuse) wurde im Alter von 8-12 Wochen i.p.
iiber einen Zeitraum von 4 aufeinander folgenden Tagen jeweils 4 mg Tamoxifen
(40 mg/mL in Olivendl (Heirler Cenovis GmbH)) injiziert. Einer Gruppe von Méusen

(Wildtypméuse) wurden 100 pL Olivendl injiziert, um einen Placeboeffekt auszuschlieBen.
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3.4.4 Retroorbitale Blutentnahme von einer Maus

Der retroorbitale Sinus des Auges einer Maus ist durch eine Kapillare leicht zuginglich.
Zur retroorbitalen Blutentnahme wurden die Mause mit Isofluran (Baxter) betdubt. Eine
kurze Pasteurpipette wurde durch vorsichtige Drehbewegungen hinter das Auge gefiihrt
und der Druck solange erhoht, bis Blut in die Pasteurpipette lief. Es wurden ca. 200-
500 uL Blut aus einem Auge der Maus gewonnen und in ein Reaktionsgefal iiberfiihrt.
Zwischen zwei Zeitpunkten der Blutentnahmen einer Maus wurde die Seite gewechselt
(vom linken aufs rechte Auge bzw. umgekehrt). Das nach etwa 3 h Inkubation bei Raum-
temperatur geronnene Blut wurde fiir 20 min bei 4°C und 18.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand, das Serum, wurde in ein neues Reaktionsgefi iiberfiihrt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

3.4.5 Entnahme von Organen einer Maus

Zur Organentnahme wurde die mit Ether betdubte Maus durch zervikale Dislokation
getdtet. Sie wurde duBerlich mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziert und auf dem Riicken
liegend mit Kaniilen auf einem Styroporstiick fixiert. Danach wurde die Bauchhdhle der
Maus mit einer Schere gedffnet und das gewiinschte Organ herausprépariert (z.B. Milz,
Leber, Lunge). Das Organ wurde in eine Zellkulturschale mit eiskaltem PBS-Puffer
gegeben und in mehrere Stiicke zerschnitten. Je nach weiterer Verwendung des Organs
wurde es fixiert (siche 3.4.8.1), homogenisiert (siche 3.4.6) oder fiir Gefrierschnitte
eingefroren (siche 3.4.9).

3.4.6 Isolierung von priméren Milzzellen einer Maus

Zur Isolierung der Milzzellen einer Maus wurde die Milz in eiskaltem PBS-Puffer in einer
Zellkulturschale gewaschen und gewogen. Mittels der Riickseite des Stempels einer 10-
mL-Einwegspritze wurde die Milz in einem Zellsieb (70 um Porengréf3e, BD Biosciences)
iiber ein 50-mL-Reaktionsgefdl homogenisiert. Damit die Zellen beim Durchfallen des
Siebes nicht sofort platzen, wurde in das Reaktionsgefd3 5 mL eiskalter PBS-Puffer vorge-
legt. Durch Zugabe von 10 mL eiskaltem PBS-Puffer wurde das Zellsieb gespiilt. Danach
wurde die Zellsuspension durch Zentrifugation (5 min, 4°C, 150 x g) pelletiert. Zum
Lysieren der Erythrozyten wurde das Pellet vorsichtig in 5 mL ACK-Lysepuffer
resuspendiert und 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe
von 15-20 mL eiskaltem PBS-Puffer gestoppt, damit nicht auch die Lymphozyten der Milz

lysiert wurden. Nach einer erneuter Zentrifugation (10 min, 150 x g, 4°C) wurde der
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Uberstand verworfen. Das Pellet wurde je nach weiterer Bearbeitung in einem
entsprechenden Volumen RPMI-1640-Medium oder eiskaltem PBS-Puffer aufgenommen.
Wenn die Zellen fiir eine in vitro Stimulation benétigt wurden (siehe 3.2.6), erfolgte die

vollstindige Prozedur nach dem Préiparieren der Milz aus der Maus unter einer Sterilbank.

3.4.7 Isolierung des Knochenmarks einer Maus

Zur Isolierung des Knochenmarks wurde der Femur beider Hinterbeine der Maus
vorsichtig mit einer Schere und Pinzette herausprépariert. Die Knochen wurden in eine
Zellkulturschale mit eiskaltem PBS-Puffer gelegt. Danach wurden sie mit Hilfe einer
Schere von dem iibrigen Gewebe befreit und in neue Zellkulturschale mit eiskaltem PBS-
Puffer gelegt. AnschlieBend wurden die Knochen an beiden Enden soweit mit einem
Skalpell aufgeschnitten, bis die R6hrenknochen mit Hilfe einer Insulinspritze und den 5-
10 mL PBS-Puffer der Schale durchgespiilt werden konnten. Dann wurde die erhaltene
Zellsuspension in ein 50-mL-Reaktionsgefal iiberfiihrt und fiir 5 min bei 150 x g und 4°C
zentrifugiert. Die Erythrozyten wurden durch eine Inkubation des Zellpellets im ACK-
Lysepuffer lysiert (siche 3.4.6). Das nach erneuter Zentrifugation erhaltene Zellpellet

wurde in einem entsprechenden Volumen PBS-Puffer aufgenommen und verarbeitet.

3.4.8 Herstellung von Paraffinschnitten

3.4.8.1 Gewebevorbereitung

Fiir die Einbettung von Gewebe in Paraffin wurde frisch pripariertes Gewebe in einem 50-
mL-Reaktionsgefdl mit 20-30 mL 3,7% (v/v) Formaldehyd iiber Nacht bei 4°C fixiert.
Dadurch wurden Verdnderungen der zelluldren Struktur verhindert. Das spéter in Paraffin
eingebettete Gewebestiick sollte Wasser-frei sein. Daher folgte eine Dehydration durch
Inkubation des fixierten Gewebestiickes nacheinander in den folgenden Losungen einer
ansteigenden Alkoholreihe bei Raumtemperatur: ddH,O fiir 3 h; 70% (v/v) Ethanol fiir 2 h
(oder mehrere Tage bei 4°C); 80% (v/v) Ethanol fiir 2 h und 96% (v/v) Ethanol fiir 2 h.
Zum Schluss wurde das Gewebestiick zweimal in Isopropanol fiir je 1,5-2 h gelegt, um das
Ethanol zu entfernen. Danach wurde es bei 60°C iiber Nacht in Paraffin (Paraplast”, Merck
KGaA) gegeben. Dieses Paraffin wurde dreimal gewechselt mit jeweiliger liber Nacht
Inkubation des Gewebestiickes in dem neuen Paraffin. Danach wurde das Gewebestiick in
eine Gussform gelegt und mit Paraffin {ibergossen, bis es vollstindig umhiillt ist. Der
Block wurde gekiihlt, bis er hart war und aus der Gussform entnommen werden konnte.

Die fertigen Paraffinblécke wurden entweder geschnitten oder bei 4°C gelagert.
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3.4.8.2 Schnitte von einem Paraffinblock

Die Paraffinblocke wurden anfangs mit einem Mikrotom geschnitten, bis das Gewebe
angeschnitten wurde. Die Schnittdicke des Paraffins lag bei 3-7 um. Mit dem Mikrotom
geschnittene Paraffinscheiben wurden sofort vorsichtig in ein 40°C warmes Wasser gelegt.
Danach wurde der Schnitt auf einen mit Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrager aufge-

bracht. Die Objekttriger mit den Gewebeschnitten wurden bei Raumtemperatur gelagert.

3.4.8.3 Hdmatoxylin & Eosin Farbung (H&E Fdrbung) von histologischen Schnitten

Die Objekttrager mit in Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten wurden durch Inkubation
bei Raumtemperatur in den folgenden Losungen entparaffiniert: dreimal in Xylol fiir je
3 min; in 100% (v/v), 96% (v/v), 80% (v/v) und 70% (v/v) Ethanol fiir jeweils 2 min.
Anschliefend wurden sie fiir 2-3 min mit Saurem Hdmalaun (Merck) nach Mayer gefarbt.
Danach wurden sie 10 min unter flieBendem Wasser gespiilt und fiir 15 min mit
0,1% (w/v) Eosinlosung (Merck) gefarbt. Nach kurzem Schwenken der Objekttrdger in
80% (v/v) Ethanol und anschlieBend 96% (v/v) Ethanol wurden sie fiir 2-3 min in
Isopropanol inkubiert. Dann wurden sie zweimal fiir je 5 min in Xylol gewaschen und

anschlieBend mit Entellan (Merck) und einem Deckglidschen abgedeckt.

3.4.9 Herstellung von Gefrierschnitten

Fiir die Herstellung von Gefrierschnitten wurde das zu untersuchende Organstiick mit
Gewebekleber (TissueTek, Sakura) auf einem Filterpapier oder Kork fixiert. Danach wurde
das mit Gewebekleber vollstdndig umhiillte Stiick ziigig in ein mit Isopentan gefiilltes, in
fliissigem Stickstoff schwimmendes Gefdl gegeben. Dies schiitzte das Gewebe vor einem
Zerreilen und Zerplatzen der Zellen beim Kélteschock. Sobald der Gewebekleber fest
geworden war, wurde das gefrorene Gewebestlick in Alufolie bei -80°C gelagert.

Die Gefrierschnitte von einem gefrorenen Organstiick wurden an einem Gefriermikrotom
(KryoStat) bei einer Geritetemperatur von -20°C hergestellt. Dafiir wurde das gefrorene
Gewebestiick (Transport in fliissigem Stickstoff) mit Gewebekleber auf einem Metallstiick
fixiert, das dann am Mikrotom eingespannt wurde. Nach dem Abschneiden des Gewebe-
klebers vom eingehiillten Gewebestiick wurden die erhaltenen Gefrierschnitte des Organs
mit einer Schnittdicke von 5 um vorsichtig auf einen mit Poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttriager tliberfiihrt und bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurden die
Schnitte auf dem Objekttrager durch eine 10-15 min Inkubation in eiskaltem Aceton

fixiert, luftgetrocknet und dann bei -20°C aufbewabhrt.
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3.5 Statistische Analysen
Die Kaplan-Meier-Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism erstellt. Fiir alle

anderen statistischen Analysen wurde der two-tailed Mann-Whitney U ¢ test angewendet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Analyse von Mdiusen mit B-Zell-spezifischer Expression eines p300 mit
reduzierter Acetyltransferasefunktion
Die spezifische Analyse der Funktion der Acetyltransferaseaktivitit von p300 erfolgte mit
Hilfe einer Knock-In-Maus, in die eine Mutation in der Acetyltransferasedoméne mittels
homologer Rekombination eingefiihrt wurde. Diese Mutation umfasste eine Substitution
zweier benachbarter Aminosduren von Tryptophan (W) und Tyrosin (Y) zu Alanin (A) und
Serin (S) an den Positionen 1466-1467 von p300 (Abb. 11) (Bordoli ef al., 2001). Der
eingesetzte Zielvektor zur Einfilhrung der Mutation in die Maus enthielt unter anderem ein
von LoxP-Sequenzen (LoxP) flankiertes Neomyzin-Resistenzgen (neo®) im néchst-
gelegenen Intron stromabwirts vom Exon der Mutation (Exon 27). Dieses Resistenzgen
wird in umgekehrter Orientierung relativ zur Richtung des p300-Gens transkribiert. Méuse,
die heterozygot fiir das mutierte p300-Allel mit dem Neomyzin-Resistenzgen sind
(p300745"),  entsprechen heterozygoten Knock-Out-Mausen, da das Neomyzin-

Resistenzgen die Expression des mutierten p300-Gens reprimiert.

Position [bp] 1 15.000 50.000 55.000 60.000 65.000
Exon __ I ol yloo 23 26l7 28 |29 30 la1
p300AS-neo __ /11 [T 1 [
4 AS Ineo?
Rekombination
1 15.000 50.000 55.0007 60.000 65.000
Sox -1 2l yl22 23 267 28 29 | 30 31 .
p300AS-lox ~~ /// | [T T M0 [ .
AS

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Aufbau des mutierten p300""* und der Rekombination zu
3005 (modifiziert nach: Roth et al., 2003).

In das 27. Exon des genomischen p300-Genlokus wurde durch homologe Rekombination eines Zielvektors
Mutationen eingefiihrt, die eine Substitution der Aminoséuren von Tryptophan (W) und Tyrosin (Y) zu
Alanin (A) und Serin (S) zur Folge hatten. Zusétzlich wurde in das nichstgelegene Intron stromabwirts ein
Neomyzin-Resistenzgen (neo®) eingefiihrt, das durch zwei LoxP-Sequenzen (Dreiecke) flankiert wurde. Nach
Rekombination des p300"5" mit Hilfe einer konstitutiv-aktiven, Gewebe-spezifischen oder induzierbaren
Cre-Rekombinase erfolgt die Expression des mutierten p300°5",

Das mutierte p300-Gen der konditionellen Knock-In-Maus wird somit nach der durch eine
Cre-Rekombinase vermittelten Entfernung des Neomyzin-Resistenzgens exprimiert
(300745 im Folgenden p300™*° genannt). Zur Rekombination des Neomyzin-
Resistenzgens werden Maiduse mit Expression einer konstitutiv-aktiven, Gewebe-
spezifischen oder induzierbaren Cre-Rekombinase zur Verpaarung eingesetzt. Nach der
Rekombination wird ein vollstindig-langes p300-Protein synthetisiert, dem die

Acetyltransferaseaktivitit fehlt (Bordoli ef al., 2001). Die embryonale Letalitit von
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Maiusen mit einer heterozygoten Expression des mutierten p300A4S in der Keimbahn mittels
CMV-cre-Rekombinase (Roth et al., 2003) in Verbindung mit dem normalen Phianotyp von
heterozygoten p300 Knock-Out-Méusen (Yao et al., 1998) verdeutlichen eine dominant-
negative Wirkung der Acetyltransferaseaktivitit von p300 auf das verbleibende Wildtyp-
p300-Allel in p300™"*S Mausen (Roth et al., 2003; Shikama et al., 2003).

Fiir die Untersuchung der Funktion der Acetyltransferaseaktivitit von p300 in B-Zellen

wurden p300™45¢

Maiuse (Roth et al., 2003; Shikama et al., 2003) mit homozygoten
CD19-cre Méusen gekreuzt. CD19-cre Méuse exprimieren eine Cre-Rekombinase unter
der transkriptionellen Kontrolle des Cdl9-Promotors (Rickert et al., 1997). Diese
konstitutiv-aktive Cre-Rekombinase fiihrte zur B-Zell-spezifischen Deletion des neo-Gens
aus dem Intron des mutierten p300-Allels (Abb. 12) (Roth et al., 2003; Shikama et al.,
2003). Dadurch wurde das Acetyltransferase-defiziente p300AS in den B-Zellen der Milz
(CD45R") und in Pro-B-Zellen des Knochenmarks dereprimiert (Roth et al., 2003; Forster

etal.,2007).

WT AS H,0

p300 |~

p300AS -

Rps16 | s S

+/AS-neo .

Abbildung 12: B-Zell-spezifische Expression des Acetyltransferase-defizienten p3004S in p300
CD19-cre Méusen.

Primire, naive B-Zellen wurden aus der Milz einer p300"*5"; CDI19-cre Maus und deren CDI19-cre
Kontrollmaus isoliert und mittels magnetischer Depletion aufgereinigt. Danach wurde die Gesamt-RNA
isoliert. Uber eine RT-PCR wurde anschlieBend die mRNA des Wildtyp-p300 und die des mutierten p3004S
detektiert. Rpsi6 diente als Mengenkontrolle der eingesetzten cDNA. H,O: Negativkontrolle der PCR.

Die Deletion des neo®-Gens fiihrt zur Derepression des mutierten Allels p3004S (Roth et
al., 2003). Diesbeziiglich wurde die Rekombinationseffizienz anhand der relativen
Expression des Wildtyp- und des mutierten Allels bestimmt. Dafiir wurde zum einen eine
Allel-spezifische semiquantitative RT-PCR mit reifen, naiven B-Zellen der Milz (CD43-

Depletion) von doppelt heterozygoten p3007*5": CDI9-cre Méusen im Vergleich zu

deren CDI9-cre Kontrollméusen durchgefiihrt (Abb. 12). B-Lymphozyten von p300™*%

"0 CDI19-cre Miusen exprimierten dhnliche Mengen des Wildtyp- und des mutierten
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p300-Gens. CDI19-cre Kontrollmduse hingegen wiesen keine Expression des mutierten
p3004S-Gens auf. Zum anderen wurden qRT-PCR Analysen fiir eine genauere
Bestimmung durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigte eine Rekombinationseffizienz von

durchschnittlich 95,4 + 4,6% (n=3; Daten nicht gezeigt).

4.1.1 Miiuse mit B-Zell-spezifischer Expression von Acetyltransferase-
defizientem p300 weisen eine erhohte Mortalitiit auf

Ein konditioneller Knockout von p300 spezifisch in B-Zellen weist keine Defekte in der
Differenzierung auf (Xu et al., 2006). Mduse mit einer reduzierten p300-Acetyltrans-
feraseaktivitit in B-Zellen zeigten ebenso im Alter von bis zu 12 Wochen eine normale B-
Zell-Entwicklung mit Ausnahme einer Reduktion rezirkulierender B-Zellen im Knochen-
mark (Forster et al., 2007; Daten von Sven Gallinat). Auf einem gemischten genetischen
Stammbhintergrund (129/Sv x C57B6) starben p3007*5"*: CDI9-cre Miuse jedoch
signifikant friiher als die Kontrollméuse, CDI9-cre bzw. p300™*5™* (Abb. 13).

100 - p300+{|A§-neO
n:

= 75 1 CD19-cre

ik i n=41

c -,

2 50 3

o 5

) 25 1 0 p300+/AS-neoj-

“TL--w CD19-cre

0 ——— h=31

T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Alter [Wochen]
Abbildung 13: Miuse mit defizienter p300-Acetyltransferasefunktion sterben friiher als Kontrollméuse.
Kaplan-Meier-Analysen von p300"*5"°:  CDI9-cre Miusen und CDI9-cre sowie p300745"
Kontrollmdusen. Alle Mause der verschiedenen Genotypen besaBlen den gleichen gemischten genetischen
Stammhintergrund (129/Sv x C57B6). Der p-Wert fiir den Vergleich von p300"45": CD19-cre Méusen mit

CD19-cre Miusen lag bei <0,0001; fiir den Vergleich von p300"*5"°; CD19-cre Méusen mit p300 45" lag
er bei 0,0012.
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4.1.2 Maiuse mit fehlender p300-Acetyltransferaseaktivitit in B-Zellen sterben
an einer Autoimmunerkrankung ihnlich dem humanen Systemischen
Lupus Erythematosus

Maiuse mit Acetyltransferase-defizientem p300 spezifisch in B-Zellen starben vorzeitig

(Abb. 13). Um die Ursache des Sterbens der Méause zu kldren, wurden pathologische

Analysen auffilliger p300™*5"°; CDI9-cre Méuse durchgefiihrt. Zu den Auffilligkeiten

zahlten ein Zusammenkauern des Korpers, gestrdubtes Fell und weille Zehen an den

Gliedmaflen als Zeichen fiir Andmie. Die Analysen ergaben, dass die Maiuse

VergroBerungen der Milz, eine Splenomegalie, auswiesen (Abb. 14A und B). Diese trat bei

ca. 60% der untersuchten Miuse im Zusammenhang mit einer krankhaften Schwellung der

Lymphknoten, einer so genannten Lymphadenopathie, auf (Daten nicht gezeigt). Die

Gewebestruktur der vergroBerten Milz bei kranken p300745"; CDI19-cre Mausen war

aufgeldst. Es war in diesen Fillen keine Trennung des Parenchyms der Milz, das aus der

Roten und Weilen Pulpa besteht, zu erkennen (Abb. 14C). Des Weiteren wies die Milz

auch Entziindungen der Arterien, eine so genannte Vaskulitis, auf. Zudem konnte gezeigt

werden, dass die vergroBerte Milz der Mause eine erhohte extramedulldre Blutbildung und
eine erhohte Anzahl von Megakaryozyten aufwies (Daten von Sven Gallinat; Daten nicht
gezeigt).

Zusitzlich zur Splenomegalie entwickelten kranke p300745": CDI9-cre Miuse im

Vergleich zu gleichaltrigen CDI9-cre Kontrollmdusen eine Nierenpathologie. Diese

umfasste eine interstitielle Nephritis, Glomerulonephritis und Fibrose (Abb. 14D). Als

Fibrose wird eine krankhafte Vermehrung des Bindegewebes bezeichnet. Bei einer

Glomerulonephritis werden die kapillaren Gefdfle der Nierenkorperchen, die so genannten

Glomeruli, vergroert und hiufig mit homogen-gefarbten Proteinablagerungen gefiillt

(sklerotisiert). Die Nephritis umfasst auch paravaskuldre Zellinfiltrationen und verdickte

Wiénde der Arterien. Solche Zeichen von Nephritis wurden zusétzlich bei anderen

Organen, wie der Milz (Abb. 14C), der Leber (Abb. 14E), den Lungen (Abb. 14F) und den

Speicheldriisen (Daten nicht gezeigt) gefunden. Diese Pathologie der Miause wurde in

beiden Haltungsformen, einzeln beliifteten Kéfigsystemen und offenen Kéfigen,

beobachtet, so dass sie nicht auf eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Pathogenen der

offenen Kéfighaltungsform zuriickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 14: Eine B-Zell-spezifische Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 verursacht
Splenomegalie, Nephritis und Vaskulitis.

A) Graphische Darstellung des Milzgewichtes von p300™5": CD19-cre (AS) und CDI9-cre Mausen (WT)
im Alter von 4-6 Monaten. In diesem Altersbereich war die Milz von p3 00" ASneo. 0D 19-cre im Durchschnitt
4,5-fach groBer als die Milz der CD19-cre Kontrollméuse (Durchschnittsgewicht: 734 mg vs. 164 mg). Die
horizontalen Linien représentieren den Median der Milzgewichte. B) Milz einer CD/9-cre Kontrollmaus
(110 mg, links) und vergroBerte Milz einer p300"*5"°; CDI19-cre Maus (900 mg, rechts) (von Sven
Gallinat). C) H&E-geférbte Schnitte von einer normalgro3en Milz einer CD19-cre Kontrollmaus und einer
vergroBerten Milz einer p300"*5"°; CDI19-cre Maus. Die vergroBerte Milz wies einen Verlust der
Gewebestruktur und eine Vaskulitis auf. Pfeile zeigen auf die Zentralarterien der Weilen Pulpa. D) H&E-
gefirbte Nierenschnitte von einer CDI9-cre Kontrollmaus und einer p300"*5"; CD19-cre Maus mit
Nierenpathologie einschlieBlich sklerotisierten Glomeruli, Nephritis und Fibrose. E) Leberschnitte nach
H&E-Firbung von einer CD19-cre Kontrollmaus und einer p300™45"*; CDI9-cre Maus mit Infiltrationen
mononukledrer Zellen an einem Blutgefa3. F) H&E-Farbung von Lungenschnitten einer CD/9-cre Maus und
einer p300+/AS'”e”; CD19-cre Maus mit Infiltrationen von Zellen um ein Blutgefdl (Pfeile). GroBenbalken:
100 um. (Abbildungen der Schnitte zum Teil von Sven Gallinat).

+/AS-neo

i

Diese beschriebenen, pathologischen Befunde der verschiedenen Organe der p300
CD19-cre Miuse deuteten auf eine systemische Erkrankung hin. Da die p300 Mutation nur
in B-Zellen auftrat, konnte eine systemische Autoimmunerkrankung durch Defekte in der
B-Zell-Differenzierung hervorgerufen worden sein. Zur weiteren Charakterisierung der

Erkrankung  wurden indirekte Immunfluoreszenzanalysen von  Gefrierschnitten
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verschiedener Organe durchgefiihrt. Dafiir wurde ein direkter Fluoreszenz-gekoppelter
Antikdrper, der die schwere und die leichte Kette der Immunglobuline erkennt, eingesetzt.
Die Immunfluoreszenzen zeigten bei p300™*5": CDI9-cre Mausen Ablagerungen von
Immunglobulinkomplexen in den Glomeruli der Nieren (Abb. 15A). Auch die Leber und
die Lunge von p300"*5"®: CD19-cre Mausen wiesen solche Immunglobulinkomplexe auf

(Abb. 15B und Daten nicht gezeigt).

A

CD19-cre

p300+AS-neo: CD19-cre

B CD19-cre

Abbildung 15: Eine defiziente p300-Acetyltransferasefunktion in B-Zellen fiihrt zu Ablagerungen von
Immunglobulinkomplexen.

A und B) Immunhistochemie von Gefrierschnitten der Nieren (A) und der Lebern (B) einer kranken
p3007*5° - CD19-cre Maus und einer gleichaltrigen CD19-cre Kontrollmaus mit einem gegen die beiden
Ketten der Maus-Immunglobuline (H- und L-Kette) gerichteten FITC-gekoppelten Antikdrper.
GroBenbalken: 50 pm (A) bzw. 100 um (B).

Ein weiteres Indiz fiir das Auftreten einer systemischen Autoimmunerkrankung ist die
Produktion von Autoantikdrpern. Diesbeziiglich wurde die Menge an Antikorpern gegen
doppelstrangige DNA (dsDNA) in den Seren der Miuse mittels ELISA bestimmt, da
sowohl das Auftreten selbst aber auch die Menge an dsDNA-spezifischen Antikdrpern
Indizien fiir verschiedene Autoimmunerkrankungen sind. In Abbildung 16A ist zu erken-
nen, dass p300"*5"°: CD19-cre Miuse eine erhdhte Produktion von dsDNA-spezifischen
Antikorpern im Vergleich zu CDI19-cre Méusen besallen. Dies war sowohl bei Mausen
ohne klinische Auffilligkeiten als auch bei kranken p300™"; CDI19-cre Miusen zu
beobachten. Die Nierenpathologie stimmte mit der Produktion der Autoantikorper iiberein,
da bei allen getesteten Méusen mit beobachteter Nierenschddigung auch eine erhdhte

Produktion von dsDNA-spezifischen Antikorpern gemessen wurde (Daten nicht gezeigt).
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7 AS 0,825 | 0,106 | 1,242 | 0,138 | 0,216
8 AS 0,804 | 0,123 | 2,845 | 0,158 | 0,308
9 AS 1,060 | 0,098 | 0,636 | 0,136 | 0,135
10 AS 0,979 | 0,568 | 0,151 | 0,146 | 0,117
11 AS 1,516 | 0,444 | 0,426 | 0,143 | 0,138
p300+ASneo; CD19-cre

C CD19-cre

Abbildung 16: p300"*5"°: CD19-cre Miuse produzieren Antikorper gegen dsDNA.

A) Miuse mit Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 spezifisch in B-Zellen produzieren sowohl
im kranken als auch im &uflerlich unauffalligen Zustand Antikorper gegen dsDNA. dsDNA-spezifische
Antikérper in Seren von p300745": CDI19-cre Miusen (4S) im Vergleich zu Seren von CDI9-cre
Kontrollméusen (WT) wurden mit einem ELISA bestimmt. Dabei wurde zwischen Tieren ohne duferlichen
Auffilligkeiten (links) mit einem Durchschnittsalter von 8,8 Monaten und klinisch kranken Tieren (rechts)
mit einem Durchschnittsalter von 9,8 Monaten unterschieden. Die horizontalen Linien représentieren den
Median der Absorptionswerte. B) Alle getesteten p3007*5": CDI19-cre Miuse produzieren dsDNA-
spezifische Antikorper vom Isotyp IgM und 90% der Méuse zusitzlich Antikorper vom Isotyp 1gG. Die
Isotypen der dsDNA-spezifischen Antikdrper von p300™45": CDI9-cre Miusen (4S, n=10) wurden im
Vergleich zum Kontrollserum von einer gleichaltrigen CD19-cre Maus (WT) mit ELISA untersucht. Fiir die
Analyse der p300™45"°; CD19-cre Miuse wurden die 10 Seren mit hochster Absorption von A ausgewihlt.
Die erhohten Absorptionswerte als Zeichen erhdhter Produktion von dsDNA-spezifischen Antikdrpern der
p300"45": CD19-cre Miuse sind in der Tabelle in dick gekennzeichnet (unten). C) Detektion der dsSDNA-
spezifischen Antikorper im Serum einer reprisentativen p300™*¥"; CDI19-cre Maus im Vergleich zum
Serum einer CD19-cre Maus mittels Immunfluoreszenz von Crithidia spec.. Bei der CD19-cre Kontrollmaus
ist im kleinen Bild das dazugehorige Phasenkontrastbild zum Nachweis der Crithidien dargestellt.
Groflenbalken: 10 pm.

Um einen moglichen Klassenwechsel zu tiberpriifen, die Subklassen der Autoantikdrper in

Isotyp-spezischen ELISAs untersucht. Alle getesteten Mause mit einer erhohter Menge an
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dsDNA-spezifischen Antikorpern produzierten diese vom Isotyp IgM und 90% der Mause
wiesen zusitzlich dsDNA-spezifische Antikorper des Isotyps IgG auf, der IgGl, I1gG2a,
IgG2b und IgG3 einschlieBt (Abb. 16B).

Das vorzeitige Sterben der Miuse, die Schidigungen der verschiedenen Organe, wie Milz,
Niere, Leber und Lunge, die Ablagerungen von Immunglobulinkomplexen in verschie-
denen Organen und die Produktion von Autoantikdrpern, speziell von dsDNA-Antikorpern
in hohen Mengen, sind spezifische Merkmale einer humanen Autoimmunerkrankung, dem
so genannten Systemischen Lupus Erythematosus (SLE).

In der Klinik wird routineméBig eine so genannte Crithidia spec. Immunfluoreszenz zum
Nachweis dieser Autoimmunerkrankung eingesetzt. Crithidia spec. sind Flagellaten, die
einen DNA-haltigen Kinetoplasten besitzen, der fast den vollstindigen Organismus
ausfiillt. Nach Inkubation der Crithidien mit Seren von Méiusen und anschlieBender
Féarbung mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Antikorper gegen Immunglobuline erhélt man
eine positive Farbung der DNA in den Crithidien, sofern die Serenproben positiv flir
dsDNA-spezifische Antikorper sind. Die Seren von p300™#5"*: CD19-cre Miausen zeigten
eine positive Farbung in der Immunfluoreszenz, wohingegen die Seren von CDI9-cre
Maiusen keine Fluoreszenz aufwiesen (Abb. 16C).

Eine Autoimmunerkrankung wird durch ein weiteres Merkmal, die Produktion verschie-
dener Klassen von Autoantikdrpern, beschrieben. Daher wurde die Produktion weiterer
Autoantikorper gegen extrahierbare nukledre Antigene (ENA) untersucht. Der Begriff
ENA geht auf die ersten Isolierungen von Zellkernantigenen mittels Extraktion zuriick. Er
umfasst eine Vielzahl von Autoantikérpern gegen definierte Zellkernantigene. Etablierte
ENA-Antikorper sind gegen nukledre Ribonukleinsdurepartikel (nRNP) oder deren
Proteine mit teilweise ungeklirten Funktionen (Smith, Sm; Sjégren-Syndrom-A, SS-A),
gegen das RNA-Polymerase III assozierte Protein La (SS-B), die DNA-Topoisomerase I
(Scl-70) oder die Histidyl-tRNA-Synthetase (Jo-1) gerichtet. Ahnlich der Produktion von
dsDNA-spezifischen Antikoérpern war auch bei der Messung der ENA-Antikorper eine
erhdhte Produktion bei p300™*5"°; CDI9-cre Miusen zu erkennen (Abb. 17). Diese
verstirkte Produktion von ENA-spezifischen Antikorpern war sowohl bei Mausen ohne
klinische Auffilligkeiten als auch bei kranken Madusen mit geringerer Penetranz zu
beobachten. Somit ist zuerst eine Produktion von Autoantikérpern zu beobachten, bevor

die Méause dullerliche Merkmale einer Erkrankung aufweisen.
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Abbildung 17: p300™*5"; CD19-cre Miuse produzieren Antikorper gegen nukledre Antigene.

Die Menge an Antikdrpern gegen extrahierbare nukledre Antigene (ENA) im Serum von p300™45": CD19-
cre Miusen (4S) im Vergleich zu CD19-cre Kontrollmdusen (W7) wurde mittels ELISA bestimmt. Dabei
wurden die gleichen Serenproben wie in Abb. 16A untersucht. Die horizontalen Linien repréisentieren den
Median der jeweiligen Absorptionswerte.

Die Autoimmunerkrankung SLE trifft beim Menschen zum Grofiteil Frauen (Whitacre,
2001). Aufgrund dessen wurden die Uberlebensraten der verschiedenen Geschlechter der
p300745°.  CDI9-cre Miuse miteinander verglichen. Um zu iiberpriifen, ob die
Erkrankung spezifisch an einen Stammbhintergrund gekoppelt ist, wurden die Miuse auf
zwei verschiedenen gemischten genetischen Stammhintergriinden geziichtet. Die Kaplan-
Meier-Kurven zeigten ein fritheres Sterben der Weibchen gegeniiber den Minnchen
(Abb. 18). Dies war sowohl auf einem gemischten genetischen 129/Sv x C57BL/6
(Abb. 18A) als auch auf einem gemischten genetischen 129/Sv x FVB/N Stammhinter-
grund (Abb. 18B) zu beobachten. Auf dem gemischten genetischen 129/Sv x C57BL/6
Stammbhintergrund hatten die Weibchen eine durchschnittliche Lebenserwartung von 29,4
Wochen im Vergleich zu den Ménnchen mit 42,5 Wochen (Abb. 18A). Im Vergleich dazu
trat die Erkrankung bei dem gemischten genetischen 129/Sv x FVB/N Stammbhintergrund
spéter ein (Abb. 18B). Die durchschnittliche Lebenserwartung der Weibchen betrug bei
diesem Stammhintergrund 49,7 Wochen und die der Ménnchen konnte aufgrund einer zu
langen Lebenszeit nicht berechnet werden. Die pathologischen Untersuchungen dieser
Tiere ergab dhnliche Beobachtungen wie die zuvor fiir den Stammhintergrund 129/Sv X
C57BL/6 (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen, dass bei den Miausen dhnlich wie
beim SLE des Menschen die Auspriagung der Erkrankung vorrangig bei den Weibchen
stattfindet.

80



ERGEBNISSE

>
o
S

w

100 1 — Mannchen
I \—‘—|mn=11

< 751 < 751 '__I
= p=0,0393 = a p<0,0001
2 501 8 50 L
2 © .
o [ i 6 [P
3 251 __ Ménnchen 2 25 . I
= Weibchen '———‘ 'n=18 D Weibchen '__I
n=13 | n=11 |
0 T T T T T T 0 T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Alter [Wochen] Alter [Wochen]

Abbildung 18: Weibliche p300™*5"; CD19-cre Miuse sterben frither als minnliche p300"*5"; CD19-cre

Mause auf zwei verschiedenen gemischten genetischen Stammbhintergriinden.

A) Kaplan-Meier-Kurven von minnlichen und weiblichen p300™45"“: CDI9-cre Miusen mit einem

gemischten 129/Sv x C57BL/6 Stammhintergrund. B) Kaplan-Meier-Kurven von ménnlichen und weiblichen

p300"45": CD19-cre Mausen mit einem gemischten 129/Sv x FVB/N Stammhintergrund.

4.1.3 p300-Acetyltransferaseaktivitit ist fiir die Differenzierung der B-Zellen
notwendig

Da die Expression des Acetyltransferase-defizienten p300A4S auf die B-Zellen der p300+/ A5
"0 CD19-cre Miuse beschrinkt war, wurde die Differenzierung der B-Zellen untersucht.
Dafiir wurden Knochenmarks- und Milzzellen von p3007*5"; CDI9-cre Méusen und
deren CD19-cre Wurfgeschwistern aufgereinigt. Die Expression verschiedener Differen-
zierungsmarker von diesen Zellen wurde anschlieBend durchflusszytometrisch im FACS
analysiert. Die B-Zellen im Knochenmark von &uBlerlich gesunden als auch kranken
p300745°. CD19-cre Mausen zeigten die zuvor erwihnte Reduktion rezirkulierender B-
Zellen (Daten nicht gezeigt), die bereits bei jungen Mausen im Alter von bis zu 12 Wochen
auftrat (Forster et al., 2007; Daten von Sven Gallinat). Ansonsten wurden keine weiteren
auffilligen Unterschiede in der Differenzierung der B-Zellen im Knochenmark beobachtet.
Die Anzahl von CD3" T-Zellen und CD45R" B-Zellen in der Milz relativ zur MilzgroBe
war in gesunden als auch kranken p300™*5"*: CD19-cre Mausen dhnlich derer in CD19-
cre Kontrollméusen (Daten nicht gezeigt).

Die FACS-Analysen von repridsentativen 5 Monate alten, gesunden, weiblichen Wurtf-
geschwistern der verschiedenen Genotypen und die jeweilige Quantifizierung einer Gruppe
von Mausen sind in Abbildung 19 zusammengefasst. Eine Farbung der B-Zellen mit einem
Antikorper gegen den B-Zell-spezifischen Oberflichenmarker CD45R und einem sIgM-
Antikorper zeigte eine Reduktion der B-Zellen mit hoher sigM-Expression (Abb. 19A und

B). Diese Reduktion war konsistent mit einer erhohten Menge an B-Zellen ohne sIgM auf.
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Abbildung 19: Abnormale Differenzierung der B-Zellen von p300™5"°; CD19-cre Méusen.

A) p3007*5"°. CD]9-cre Miuse produzieren im Vergleich zu CD19-cre Kontrollmiusen eine reduzierte
Anzahl von B-Zellen mit hoher sIgM-Expression (oberes Viereck; 5,7% vs. 20,3%). Milzzellen von 5
Monate alten, reprisentativen, weiblichen Wurfgeschwistern der verschiedenen Genotypen wurden mit den
angegebenen Antikorpern markiert und mittels FACS analysiert (A, C, E und F). Die p300"*5"°; CD19-cre
Maus war zum Zeitpunkt der Analyse ohne klinische Auffélligkeiten und hatte eine Milzgro3e von 440 mg
vs. 110 mg der Kontrollmaus. B) Statistische Auswertung von in A beschriebenen FACS-Messungen von
Miusen im Alter von 4-6 Monaten. Horizontale Linien stellen den Median dar. C) p300™5": CDI19-cre
Miuse haben eine reduzierte Anzahl von MZ-B-Zellen (sIgM™"CD21™"). Milzzellen wurden mit den
angegebenen Antikorpern markiert und mittels FACS analysiert. D) Statistische Auswertung von in C
beschriebenen FACS-Messungen von Méusen im Alter von 4-6 Monaten. Horizontale Linien verdeutlichen
den Median. E, F und G) p300"*5"; CDI9-cre Miuse produzieren eine abnormale Population reifer B-
Zellen, die sigD" (E) aber mit dem Alter zunehmend CD23" sind (F und G). G) Statistische Auswertung der
prozentualen Anteile an CD23" B-Zellen bezogen auf CD45R von Miusen im Alter von 4-6 Monaten mit der
in F dargestellten FACS-Messung. Horizontale Linien stellen den Median dar. AS: p300"*5"°; CDI19-cre
Mause; WT: CD19-cre Mause.
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In Ubereinstimmung mit der Reduktion der B-Zellen mit hoher sigM-Expression wurde
keine Erhohung der Anzahl der Bl B-Zellen (sigM™"CD43") festgestellt (Daten nicht
gezeigt). Weiterhin zeigten die p300745"; CD19-cre Miuse eine reduzierte Anzahl an
MZ-B-Zellen (sIigM™*"CD21"") in der Milz (Abb. 19C und D). Diese Reduktion der MZ-
B-Zellen wurde durch immunhistologische Fiarbungen bestitigt (Forster et al., 2007,
Jadwiga Jablonska, personliche Mitteilung). Die B-Zellen von p300745"°: CDI9-cre
Maiusen wiesen keine Verdnderungen in der sIgD-Expression, einem Marker fiir reife B-
Zellen, auf (Abb. 19E). Somit wurde kein Unterschied in der Differenzierung der
follikuldren B-Zellen beobachtet.
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Abbildung 20: p300™*5"°; CDI19-cre Miuse besitzen im Vergleich zu CD19-cre Miusen eine reduzierte
Anzahl transitioneller B-Zellen in der Milz.

Milzzellen von 3-6 Monate alten p300™45"°; CD19-cre (AS) und CDI19-cre Mausen (WT) wurden mit den
Antikorpern gegen CD45R und AA4.1, einem Marker fiir transitionelle B-Zellen, angeférbt und im FACS
analysiert. Horizontale Linien représentieren den Median der jeweiligen Prozentwerte.

Im Gegensatz zur unverinderten sIgD-Expression wurde bereits bei gesunden p300™45";

CD19-cre Miusen eine Reduktion eines weiteren Differenzierungsmarkers, CD23,
beobachtet (Abb. 19F und G). Das zunehmende Alter und das Fortschreiten der Krankheit
fithrte zu einem vollstindigen Fehlen von CD23" B-Zellen (Forster et al., 2007; Daten von
Sven Gallinat). Zusammenfassend ist festzustellen, dass p300™45"°; CD19-cre Miuse
aberrante reife B-Zellen produzieren. Diese sind zwar positiv fiir sIgD, aber negativ fiir
CD23. Eine Untersuchung von Méusen unterschiedlichen Alters zeigte, dass die abnormale
Differenzierung der B-Zellen einer Produktion von Autoantikérpern zeitlich vorausging
(Daten nicht gezeigt).

Eine Analyse der transitionellen B-Zellen (AA4.17) der Milz zeigte eine Reduktion des
Anteils an AA4.1"-Zellen an allen B-Zellen in p3 00745 CD19-cre Miusen im
Vergleich zu CD19-cre Kontrollmédusen (Abb. 20). Dies war konsistent mit der Reduktion

der B-Zellen mit hoher sIgM-Expression, da transitionelle B-Zellen eine hohe sIgM-
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Expression besitzen. Hingegen waren die absoluten Zahlen der transitionellen B-Zellen
zwischen p300745"°: CD19-cre und CDI9-cre Miusen ohne signifikanten Unterschied
(3,0+1,9x 10%vs. 2,6 + 1,0 x 10° AA4.1" Zellen; n=6; p=0,94).

4.1.4 Die Acetyltransferaseaktivitit von p300 hat einen Einfluss auf die
Bildung der Immunglobuline

Aufgrund der abnormalen Differenzierung der B-Zellen in den p3007*5": CDI19-cre
Maiausen wurde die Funktionsfdhigkeit der Zellen in vivo untersucht. Dafiir wurden
zundchst die Konzentrationen an Immunglobulinen im Serum mittels Isotyp-spezifischen
ELISAs bestimmt. Die Gesamtkonzentration an Immunglobulinen war bei 10 Monate alten
p300™45"°. CD19-cre Méusen im Durchschnitt 1,6-fach hoher als bei gleichaltrigen
CD19-cre Kontrollmiusen desselben Wurfes (Abb. 21). Dies wurde insbesondere durch
eine signifikante Erh6hung der Immunglobuline IgG2b und IgM verursacht. Fiir 1gG2b
wurde ein Anstieg um das 3,7-fache und fiir [gM ein Anstieg um das 2,0-fache beobachtet.
Die slgD'CD23-B-Zellen der p300"*5"°; CD19-cre Miuse sind somit in der Lage,
Immunglobuline zu produzieren. Daher wurde die humorale Immunantwort dieser Méuse
gegeniiber dem T-Zell-abhéngigen Antigen Ovalbumin untersucht. Vor der Immunisierung
der Miuse mit Ovalbumin produzierten die p300™**"*: CDI19-cre Miuse bereits im
Durchschnitt 2-mal mehr Ovalbumin-spezifische Antikorper als die CD19-cre Kontroll-
mause (Abb. 22B). Diese erhohte Produktion von Ovalbumin-spezifischen Immunglobu-
linen bestétigte die zuvor beobachtete erhohte Anzahl an Immunglobulinen bei den
Maiusen mit reduzierter p300-Acetyltransferasefunktion (Abb. 21). Nach der Immunisie-
rung wurde den Miusen im wdchentlichen Abstand Serum entnommen, um ihre Immun-
globulinproduktion tiber die Zeit mittels weiteren ELISAs zu beobachten (Abb. 22A).

In der ersten Woche nach der Immunisierung blieben die relativen Mengen an Ovalbumin-
spezifischen Antikorpern ungefdhr gleich (Abb. 22B). Somit war zu diesem Zeitpunkt
noch keine Primédrantwort gegeniiber dem Antigen Ovalbumin zu beobachten. Die erhohte
Produktion von Ovalbumin-spezifischen Immunglobulinen in p300"7*5"; CDI19-cre
Maiausen im Vergleich zu CDI9-cre Kontrollmdusen war weiterhin erkennbar. Zwei
Wochen nach der Immunisierung war ein Anstieg der relativen Mengen an Ovalbumin-
spezifischen Antikorpern aufgrund der Primédrantwort zu beobachten. Dieser war zwischen
den p300"45"°. CDI9-cre Mausen und deren CDI19-cre Kontrollmiusen gleich. Somit
war der anfangliche Unterschied in der Menge an Immunglobulinen nicht mehr deutlich.

Die Erinnerungsantwort 16 Tage nach einer zweiten Injektion mit Ovalbumin (Abb. 22A)
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war jedoch in p300"45": CD19-cre Mausen im Vergleich zu CDI9-cre Kontrollmiusen
deutlich reduziert. Demzufolge wiesen Méuse mit einer reduzierten p300-Acetyltrans-
feraseaktivitit eine zu Kontrollmdusen vergleichbare Primérantwort auf. Im Gegensatz

dazu zeigten sie aber eine reduzierte Erinnerungsantwort.
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Abbildung 21: B-Zellen von Madiusen mit Acetyltransferase-defizientem p300 produzieren mehr
Immunglobuline, insbesondere IgG2b und IgM.
Die Konzentration an Immunglobulinisotypen im Serum von 10 Monate alten p300™*$"; CD19-cre Miusen
(4S) und CDI19-cre Kontrollmdusen (WT) desselben Wurfes wurde mit Isotyp-spezifischen ELISAs
bestimmt. Die Gesamt-Immunglobulinkonzentrationen (Gesamt Ig; links) stellten eine jeweilige Addition der
Werte der einzelnen Isotypen dar. Die horizontalen Linien reprisentieren die Medianwerte der jeweiligen
Immunglobulinkonzentrationen.
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Abbildung 22: p300"*5"°; CDI9-cre Miuse zeigen eine normale Primir- aber eine reduzierte
Erinnerungsantwort in vivo.

A) Schema der Vorgehensweise zum Test der humoralen Immunantwort der Maiuse. Nach der
Immunisierung der Méuse zum Zeitpunkt 0 wurde ihnen in bestimmten Zeitabstdnden (Pfeile) Serum zur
weiteren Analyse entnommen. B) Die CD19-cre (WT) und p300"*5": CD19-cre Miuse (4S) von Abb. 21
wurden im Alter von 10 Monaten mit dem Ty2-Zell-abhidngigen Antigen Ovalbumin (OVA) mittels
intraperitonealer Injektion (i.p.) immunisiert. Nach 22 Tagen erhielten die Méuse eine zweite Injektion zum
Testen der Erinnerungsantwort. Serenproben vom Tag 0 (vor Immunisierung), 7, 14 (Primérantwort) und 38
(Erinnerungsantwort) wurden mittels ELISA auf die Antikdrpermenge gegeniiber Ovalbumin untersucht. Die
horizontalen Linien reprisentieren die Medianwerte der jeweiligen Immunglobulinmengen. C) p30045";
CD19-cre Miuse (AS) produzieren mehr Ovalbumin-spezifische Antikorper des Isotyps IgG2b als CD19-cre
Kontrollméuse (WT). Die Serenproben von A wurden mittels ELISA auf Ovalbumin-spezifische Antikdrper
des Isotyps IgG2b untersucht. Die horizontalen Linien reprdsentieren die Medianwerte der jeweiligen
Immunglobulinmengen.
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Zusétzlich zur Bestimmung der gesamten Anzahl Ovalbumin-spezifischer Immunglobuline
wurde speziell die Konzentration der Antikorper des Isotypes IgG2b untersucht, da 1gG2b
das Immunglobulin mit dem groBten Unterschied zwischen den Maiusen bereits ohne
Immunisierung war. Die p3007*5"°; CDI19-cre Miuse zeigten auch bei Antigen-
spezifischen IgG2b-Antikorpern eine erhohte Anzahl im Vergleich zu Kontrollmédusen
(Abb. 22C, Tag 0 und 7). Ahnlich dem Ergebnis der Gesamt-Immunglobuline gegen
Ovalbumin war auch die Menge an IgG2b zum Zeitpunkt der Primédrantwort dhnlich
(Abb. 22C, Tag 14). Im Gegensatz dazu war der Unterschied in der Erinnerungsantwort
von der Gesamt-Immunglobulinmenge (Abb.22B, Tag 38) bei den Ovalbumin-
spezifischen IgG2b’s nicht mehr deutlich (Abb. 22C, Tag 38). Dies zeigt, dass die

p300745. CD19-cre Miuse bei der Erinnerungsantwort mehr Ovalbumin-spezifische

IgG2b’s als Antikorper anderer Isotypen produzieren.
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Abbildung 23: Miuse mit Acetyltransferase-defizientem p300 bilden im Vergleich zu CDI9-cre
Kontrollméusen eine erhohte Anzahl an aktivierten Lymphozyten.

A und B) Milzzellen von einer 4,5 Monate alten p300+/AS'"e”; CD19-cre Maus und der CDI9-cre
Kontrollmaus des gleichen Wurfes wurden mit dem Antikdrper CD69, der an aktivierte Lymphozyten bindet,
und dem B-Zell-spezifischen Antikérper CD19 markiert und mittels FACS untersucht. Die Punktdiagramme
von A und C sind von einem reprdsentativen Mauspaar. B) Graphische Darstellung der Ergebnisse
verschiedener FACS-Messungen entsprechend A von p300745"; CD19-cre (4S) und CDI19-cre Mausen
(WT) im Alter von 3-8 Monaten. Die horizontalen Linien verdeutlichen die Medianwerte der jeweiligen
Prozentwerte. C und D) FACS-Doppelfarbungen von Milzzellen der angegebenen Genotypen mit a-CD69
als Aktivierungs- und a-CD3 als T-Zellmarker. D) Graphische Darstellung der FACS-Ergebnisse nach C von
Milzzellen der Méuse aus B. Die horizontalen Linien représentieren jeweils den Median der Prozentwerte.
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Wihrend einer Autoimmunerkrankung bilden die aktivierten B- und T-Zellen einen
Riickkopplungseffekt. Dieser fiihrt zur weiteren Aktivierung von autoreaktiven
Lymphozyten (Shlomchik ef al., 2001; Edwards and Cambridge, 2006). Daher wurde die
Anzahl an aktivierten B- und T-Zellen in der Milz der Méause durchflusszytometrisch
bestimmt. Milzzellen von p300"45"; CDI9-cre Miusen zeigten eine erhdhte Anzahl an
sowohl aktivierten B-Zellen (CD69'CD19"; Abb. 23A und B) als auch aktivierten T-Zellen
(CD69°CD3"; Abb.23C und D). Dies spiegelt die vorher beobachteten Ergebnisse der
erhohten Mengen an Immunglobulinen wieder (Abb. 21). Weiterhin liegt es nahe, dass die
T-Zellen zur Ausprigung der Autoimmunerkrankung in den p300745"°: CDI9-cre

Maiusen beitragen.

4.1.5 Reduzierte p300-Acetyltransferaseaktivitit verringert die Proliferation
der B-Zellen nach Stimulation des BCR-Signalweges

Die Entwicklung und Differenzierung der B-Zellen wird durch verschiedene Signalwege
beeinflusst (siche Einleitung). Zum Beispiel beeinflusst der BCR-Signalweg alle
wesentlichen Differenzierungs- und Entwicklungsentscheidungen von B-Zellen,
einschlieBlich der Positiv- und Negativselektion (siehe 1.6.6, Abb. 10) (Jun and Goodnow,
2003). Ferner wird die Proliferation und Differenzierung der B-Zellen durch den
Interleukin-Signalweg gesteuert (Davis et al., 2007; Rieger and Bar-Or, 2008). Die
Antwort von B-Zellen nach Aktivierung durch T-Zellen ist ein weiterer Signalweg, der
auch zur Proliferation der B-Zellen beitrdgt (Coffman et al., 1988; Snow et al., 1994;
Jelinek, 2000). Des Weiteren ist an dieser Stelle die Stimulation des Toll-dhnlichen
Rezeptors (Toll-like receptor, TLR) zu nennen (Pasare and Medzhitov, 2005).

Aufgrund der verschiedenen Signalwege, die das Schicksal der B-Zellen beeinflussen,
wurde untersucht, ob die B-Zellen der Mduse mit Acetyltransferase-defizientem p300 nach
einer Aktivierung der verschiedenen Signalwege proliferieren. Dafiir wurden primére,
naive B-Zellen der Milz von p300+/AS‘”e"; CD19-cre und CDI19-cre Mausen isoliert und in
Kultur mit unterschiedlichen Stimuli behandelt (ex vivo). Die Messung der Proliferation
erfolgte durch den Einbau von radioaktiv-markiertem >*H-Thymidin wéhrend der
Zellteilung. Bei einer ex vivo Aktivierung der B-Zellen mit einem nicht-physiologischen
Agens, in diesem Fall Lipopolysaccharid (LPS), war kein signifikanter Unterschied
zwischen Kontrollmiusen und p300"45"°: CDI9-cre Miusen zu erkennen (Abb. 24).
Ahnliches war bei der Stimulation des Interleukin-Signalweges der B-Zellen durch Zugabe

von Interleukin-4 (IL-4) in Kombination mit a-IgM zur Steigerung der Proliferation zu

88



ERGEBNISSE

beobachten. IL-4 allein fiihrte nicht zur Proliferation der B-Zellen. Die Antwort der B-
Zellen nach einem Kontakt mit T-Zellen wurde durch die Zugabe von a-CD40, das auf T-
Zellen exprimiert wird, gemessen (siche 1.6.4). Diese Stimulation der B-Zellen zeigte
ebenso keinen Unterschied zwischen beiden Genotypen, selbst wenn die Proliferation

durch zusitzliche Inkubation mit a-IgM verstiarkt wurde (Abb. 24).
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Abbildung 24: Miuse mit einer Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 spezifisch in B-Zellen
weisen eine reduzierte Proliferation nach einer Aktivierung des BCR-Signalweges auf.

Primére, naive B-Zellen wurden aus der Milz von CDI9-cre (schwarz) und p300"*5": CD19-cre Mausen
(grau) ohne klinische Auffalligkeiten in einem Alter von 4-5 Monaten durch magnetische Depletion
angereichert. AnschlieBend wurden die Zellen mit LPS, verschiedenen Konzentrationen an a-IgM, 1L-4, a-
CD40 bzw. unterschiedlichen Kombinationen dieser stimuliert. Die Proliferation wurde auch durch Zugabe
des Phosphorthiolat-Oligodesoxynukleotides ODN1668, einem Agonisten des TLR-9, bzw. des ODN1720,
dem das CpG-Motiv von ODN1668 fehlt, und einem Kontroll-ODN mit einer AP-1-Bindestelle (AP1 BS)
untersucht. Nach 72 h oder 49 h im Fall der Stimulation mit ODNs wurde die Proliferation durch den Einbau
von mit *H-radioaktiv markiertem Thymidin gemessen. Das Ausplattieren der Zellen und die darauf folgende
Messung der Proliferation erfolgten in Triplikaten. Die Fehlerbalken reprisentieren die
Standardabweichungen der Triplikate.

Zur Untersuchung der Reaktion auf den TLR-Signalweg wurde TLR-9 gewihlt, da dieser
durch Bindung mit Selbstantigenen eine Ko-Stimulation der autoreaktiven B-Zellen
einleitet (Krieg, 2002). Der TLR-9 erkennt nicht-methylierte CpG-Sequenzen in der DNA.
Dies fiihrt dann zu einer intrazelluldren Aktivierung einer Signalkaskade. Bei Gabe eines
Agonisten von TLR-9, dem Phosphothiolat-Oligodesoxynukleotid 1668 (ODN1668),
wiesen die B-Zellen der verschiedenen Genotypen auch eine dhnliche Proliferation auf
(Abb. 24). Es wurde zusitzlich ODN1720, dem das CpG-Motiv von ODN1668 fehlt und
somit katalytisch inaktiv ist, und ein ODN mit einer AP-1-Bindestelle als Negativkontrolle
eingesetzt. Das ODN1720 zeigte einen schwiécheren Effekt auf die Proliferation der B-

Zellen ohne Unterschied zwischen den beiden Genotypen. Im Gegensatz zu den zuvor

89



ERGEBNISSE

untersuchten Signalwegen wies die Stimulation des BCR-Signalweges mittels Zugabe von
a-IgM eine reduzierte Proliferation der B-Zellen von p300™*5"*: CD19-cre Miusen im
Vergleich zu denen von CDI9-cre Kontrollmédusen auf. Der Unterschied war auch bei
verschiedenen Konzentrationen von a-IgM zu beobachten. Dabei war er bei niedriger -
IgM Konzentration am hochsten (2-fach) und nahm mit der Zunahme der Konzentration
ab. Zusammenfassend zeigt dies, dass die Positiv- und Negativselektion der B-Zellen in
den p300745"°:. CDI9-cre Miusen aufgrund der Expression des Acetyltransferase-
defizienten p300 beeintrachtigt war.

Die verringerte Antwort der B-Zellen von p300™*5"*: CD19-cre Miusen gegeniiber der
Stimulation des BCR-Signalweges kann entweder direkt durch eine reduzierte Proliferation
oder indirekt durch eine erhohte Apoptose der B-Zellen verursacht werden. Zur
Unterscheidung zwischen beiden Moglichkeiten wurde die Apoptose der transitionellen
und der reifen B-Zellen vor und nach Stimulation mit a-IgM gemessen. Hierflir wurden B-
Zellen aus der Milz isoliert. Ein Teil der B-Zellen wurde mit a-IgM stimuliert, wohingegen
der andere Teil unbehandelt blieb. Danach wurde die Apoptose mittels Markierung der B-
Zellen mit einem Antikorper, der die Aktivierung der Caspase 3 als eins der Merkmale
apoptotischer Zellen erkennt, mittels FACS bestimmt. Ein weiterer Antikorper, a-AA4.1,
wurde zur Unterscheidung zwischen transitionellen (AA4.1") und reifen B-Zellen (AA4.1")
wihrend der FACS-Messung eingesetzt.

Die Anzahl apoptotischer transitioneller B-Zellen im Vergleich zu reifen B-Zellen direkt
nach der Isolierung war dhnlich (Abb. 25). Dabei bestand auch kein Unterschied zwischen
B-Zellen von p300"5"; CD19-cre und CDI19-cre Miusen. Nach einer 16-stiindigen
Kultivierung der B-Zellen zeigten transitionelle B-Zellen von p300745"°: CDI19-cre
Maiusen eine erhdhte Apoptose im Vergleich zu denen von CDI9-cre Kontrollmdusen.
Dies war sowohl nach Stimulation der B-Zellen mit a-IgM als auch bei unbehandelten B-
Zellen zu beobachten. Zum Teil kann dadurch die reduzierte Anzahl transitioneller B-
Zellen in p3007*5": CDI19-cre Miusen erklirt werden (Abb. 20). Im Gegensatz zu den
transitionellen B-Zellen gab es keinen Unterschied in der Anzahl apoptotischer, reifer B-
Zellen zwischen p300745"; CD19-cre Miusen und CDI9-cre Kontrollméusen, sowohl
mit Stimulation als auch ohne (Abb. 25). Diese reifen B-Zellen sind diejenigen Zellen, die
auf eine Stimulation des BCR-Signalweges reagieren. Demzufolge wurde die reduzierte
Reaktion der B-Zellen nach Stimulation des BCR-Signalweges aufgrund einer
verminderten Proliferation der Zellen und nicht aufgrund erhdhter Apoptose

hervorgerufen.
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Abbildung 25: Die transitionellen jedoch nicht die reifen B-Zellen von und p300"*5"; CD19-cre Méusen
zeigen eine erhdhte Apoptose nach Stimulation des BCR-Signalweges.

Primére, naive B-Zellen aus der Milz von CDI9-cre (WT) und p300"45"; CD19-cre Miusen (4S) ohne
klinische Auffélligkeiten im Alter von 4-5 Monaten wurden durch magnetische Depletion angereichert. Die
Zellen wurden fiir 16 h mit a-IgM stimuliert (hellgrau) oder unbehandelt gelassen (dunkelgrau). Danach
wurden sie mit dem Antikdérper AA4.1 zum Unterscheiden zwischen unreifen/transitionellen (AA4.17) und
reifen B-Zellen (AA4.17) und einem Antikorper, der gegen die aktivierte Caspase 3 gerichtet ist und somit
apoptotische Zellen erkennt, markiert. Direkt nach der Aufreinigung der Zellen wurde auch eine
Doppelfarbung durchgefiihrt (0 h, schwarz), um den Anteil an apoptotischen Zellen in frisch isolierten
priméren, naiven B-Zellen zu bestimmen. Die Prozentwerte reprisentieren den Anteil an apoptotischen
Zellen der jeweiligen B-Zell-Population, unreifen bzw. reifen B-Zellen. Das Ausplattieren der B-Zellen und
die FACS-Messung erfolgten in Triplikaten. Die Fehlerbalken verdeutlichen die Standardabweichungen der
Triplikate.

4.1.6 Acetyltransferase-defizientes p300 beeinflusst die Expression zahlreicher
Gene in B-Zellen

Zur molekularen Analyse des Einflusses der p300 Acetyltransferasefunktion wurde
zunéchst das Genexpressionsprofil der B-Zellen mit einem cDNA-Microarray analysiert.
Der Microarray umfasste ca. 21.000 verschiedene, murine cDNAs. Fiir den Microarray
wurden primére B-Zellen der Milz durchflusszytometrisch anhand der sIgD-Expression
und der damit verbundenen CD23-Expression (siche 4.3) isoliert. Es wurde eine kranke
p300745m°. CDJ9-cre Maus mit fehlender Expression von CD23 im Vergleich zur
gleichaltrigen CDI9-cre Kontrollmaus untersucht. Durch den Einsatz der erkrankten
300745 CDI9-cre Maus konnten Unterschiede in der Genexpression besser erkannt
werden, da diese hoher als bei jlingeren Méusen ohne klinische Auffilligkeiten sein
sollten.

Mit dem Microarray konnten nach der statistischen Auswertung von Birgit Samans
insgesamt 554 annotierte Gene, deren Expression mehr als 3-fach in p300A4S-

exprimierenden B-Zellen verdndert war, identifiziert werden (siche Anhang). Von diesen
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wurden 267 Gene in den B-Zellen von p300745"°: CDI9-cre Miusen herunterreguliert

und 287 Gene hochreguliert. Insgesamt wurden 7 von 8 ausgewihlte deregulierte Gene mit
einem unabhéngigen Mauspaar ohne klinische Auffalligkeiten mittels qRT-PCR verifiziert
(Abb. 26A). Zu diesen zihlte unter anderem das hochregulierte /ghg, das filir die schwere
Kette von IgG2b kodiert, und das hochregulierte Ptpn22, das fiir eine Tyrosinphosphatase
kodiert und von dem die Beteiligung an verschiedenen Autoimmunerkrankungen
nachgewiesen werden konnte (Vang et al., 2005). Des Weiteren konnten auch Gene, die
eine Rolle im BCR-Signalweg besitzen, als herunterregulierte Gene identifiziert werden,

wie zum Beispiel Heph oder Rac?.

A
X-fache X-fache
Symbol Name Veranderung | Richtung [Veranderung
Microarray qRT-PCR
Ms4a1 | Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 17,3 reprimiert 48,3
Hcph Hemopoietic cell phosphatase (Shp7) 10,3 reprimiert 6,7
Daf1 Decay accelerating factor 1 (Cd55) 10,3 reprimiert 9,1
Rac2 RAS-related C3 botulinum substrate 2 9,8 reprimiert 3,7
12rg Interleukin 2 receptor, gamma chain 8,3 reprimiert 2,5
Ighg Immunoglobulin heavy chain, gamma polypeptide (/gg2b) 5,6 aktiviert 12,1
Ptpn22 | Protein tyrosine phosphatase, non-receptor 2,4 aktiviert 4,0
B
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Abbildung 26: Die Expression mehrerer B-Zell-spezifischer Gene wird durch die Acetyltransferaseaktivitit
von p300 altersabhédngig reguliert.

A) Auswahl deregulierter Gene eines cDNA-Microarrays und deren Verifizierung mittels qRT-PCR.
Primire, sIgD" B-Zellen der Milz von einer kranken p300™*5"*; CDI9-cre Maus und von deren CDI9-cre
Kontrollmaus wurden durchflusszytometrisch isoliert. Das Genexpressionsprofil wurde durch einen cDNA-
Microarray untersucht. Die aufgelisteten Gene wurden aus einer Liste mit insgesamt 554 regulierten Genen
mit Hilfe verschiedener Parameter ausgesucht. Die Expression dieser Gene wurde mittels qRT-PCR von
einem unabhingigen Mauspaar verifiziert. B) Die B-Zellen von p300™*5": CDI19-cre Miusen zeigen eine
alterabhéngige Deregulation der untersuchten Gene. qRT-PCR-Analysen von primédren B-Zellen mehrerer
P300S CD]9-cre Miuse (AS) unterschiedlichenen Alters im Vergleich zu den jeweiligen CDI9-cre
Kontrollméusen (WT). Die B-Zellen wurden, wie in A beschrieben, isoliert. Die p300™5"; CDI9-cre
Miuse wiesen teilweise eine Reduktion der CD23" B-Zellen auf (unter Graph vermerkt). Die Verinderung
der Expression der angezeigten Gene wurde jeweils relativ zu der entsprechenden Kontrollmaus berechnet.
Zur Normalisierung wurde das Gen des ribosomalen Proteins S16, Rps!6, benutzt.

Die Deregulation ausgewihlter Gene wurde iiber den Verlauf der Erkrankung mit

Mauspaaren verschiedenen Alters untersucht (Abb. 26B). Es wurden zwei hochregulierte
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Gene, Ptpn22 und Ighg, sowie ein herunterreguliertes Gen, Cd55/Dafl, getestet. Als
Kontrolle fiir diese Analyse wurde ein nicht beeinflusstes Gen, Cd72, verwendet. Alle
deregulierten Gene zeigten eine alters- und somit auch krankheitsabhidngige Deregulation.
Das hochregulierte Gen Ptpn22 und das herunterregulierte Gen Cd55 zeigten einen
alterabhéngigen Anstieg der Deregulation. Dieser Anstieg war unabhidngig von der
Expression des Cd23. Im Vergleich dazu zeigte Ighg anfianglich einen altersabhéngigen
Anstieg der Expression. Dieser nahm jedoch mit zunehmendem Alter wieder ab.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass zahlreiche Gene durch die p300-
Acetyltransferasefunktion reguliert werden. Die verdnderte Expression einiger Gene fiihrte
letztendlich zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung. In keinem dieser Fille wurde
ein Verlust der Expression des verbleibenden Wildtypgens von p300 noch Verdnderungen
in der Expression des homologen Gens Chp beobachtet (Daten nicht gezeigt). Aus dem
Ergebnis des cDNA-Microarrays war auch durch verschiedene Auswertungsmethoden
(zum Beispiel GSEA, Gene set enrichment analysis) kein spezieller Signalweg mit einer
Deregulation ersichtlich (Daten nicht gezeigt). Jedoch zeigte das Ergebnis vereinzelte,
deregulierte Gene aus verschiedenen Signalwegen.

Ein Signalweg, von dem die Involvierung von p300 bekannt war, ist der TGF-j
(Transforming  growth factor [; transformierender —Wachstumsfaktor)-Signalweg
(Massague et al., 2000; Lyer et al., 2004; Schmierer and Hill, 2007). In diesem Signalweg
wirkt p300 als Koaktivator iiber die Bindung der Effektorproteine Smads stromabwirts
vom TGF-B-Signalweg proliferationshemmend (Janknecht et al., 1998, Pouponnot et al.,
1998; Suganuma et al., 2002; Simonsson et al., 2006; Tu and Luo, 2007). Des Weiteren
interagiert p300 mit Mitgliedern der Familie der Smad-Transkriptionsfaktoren und
acetyliert diese (Simonsson et al., 2006). Zudem entwickeln Méuse, die einen konstitutiven
Knockout des Liganden TGF-B1 besitzen, eine Autoimmunerkrankung, die dhnlich der von
p300745m. CD]9-cre Méusen ist (Yaswen et al., 1996).

Daraufthin wurde der direkte Einfluss von Acetyltransferase-defizientem p300 auf den
TGF-B-Signalweg untersucht. Es wurden primére, naive B-Zellen von p300™*5"*: CD19-
cre Méausen und CDI19-cre Kontrollmiusen ex vivo mit TGF-B zur Aktivierung des
Signalweges inkubiert. Danach wurde eine qRT-PCR-Analyse auf die Expression von
Cd72, als ein B-Zell-spezifisches Zielgen des TGF-B-Signalweges, durchgefiihrt. Das
Ergebnis zeigte einen mehr als 4-fachen Anstieg der Expression von Cd72 nach Inkubation
mit TGF-p unabhingig vom Genotyp (Abb. 27). Somit ist die Acetyltransferasefunktion
von p300 in B-Zellen nicht fiir die TGF-B-vermittelte Aktivierung von Cd72 essentiell.
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Abbildung 27: B-Zellen von p300™*5"; CDI19-cre Miusen zeigen eine gleiche Induktion von Cd72 nach
Aktivierung des TGF-B-Signalweges wie B-Zellen von CD19-cre Kontrollmausen.

Primére, naive B-Zellen wurden aus der Milz einer p300"*5"°; CD19-cre Maus (4S) und einer CDI9-cre
Kontrollmaus (WT) durch magnetische Depletion angereichert. AnschlieBend wurden die B-Zellen mit TGF-
B inkubiert. Danach wurde die RNA der B-Zellen isoliert und eine qRT-PCR auf Expression des TGF-f3-
Zielgens Cd72 durchgefiihrt. Zur Normalisierung wurde das Gen des ribosomalen Proteins S16, Rpsli6,
eingesetzt. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichungen von Triplikaten der qPCR.

Weitere Substrate von p300 sind die vier Kernhistone H2A, H2B, H3 und H4 (siche 1.2;
Bannister and Kouzarides, 1996). Daher wurde die Acetylierung von Lysinen der
Kernhistone untersucht. Dafiir wurden primére B-Zellen aus der Milz klinisch
unauffilliger Mduse im Alter von 5-6 Monaten isoliert und mittels magnetischer Depletion
die naiven B-Zellen angereicht. AnschlieBend wurden die Histone der B-Zellen isoliert,
gelelektrophoretisch getrennt und im Western Blot detektiert.

In vitro acetyliert p300 H2A an Position 5 (H2AKYS), alle freiliegenden Lysine von H2B,
die Lysine an Position 14 und 18 vom Histon H3 (H3K14 und H3K18), die Lysine an
Position 5 und 8 von H4 (H4K5 und H4KS8) und mit einer geringeren Effizienz auch das
Lysin an der Position 12 von Histon H4 (H4K12) (Schiltz et al., 1999). Die Acetylierung
dieser Lysinreste in Abhingigkeit von Acetyltransferase-defizientem p300 wurde mit
verschiedenen Antikorpern untersucht. Fiir die Detektion der Lysinacetylierung von H3
und H4 wurden 4 Antikorper getestet (a-H3K14ac, a-H3K18ac, a-H4K5ac, a-H4K8ac).
Allerdings lieferte nur der a-H3K18ac bei den geringen Mengen an Histonextrakt eine
eindeutige Bande. Der Acetylierungsstatus von Histon H3 an der Position K18 zeigte im
Western Blot keinen Unterschied zwischen B-Zellen einer reprisentativen p300"45"%;

CD19-cre Maus und denen der CD19-cre Kontrollmaus (Abb. 28).
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Abbildung 28: Acetyltransferase-defizientes p300 zeigt keinen Unterschied in der globalen Acetylierung
von H3K18 in B-Zellen.

Primére, naive B-Zellen einer p300"*5"; CDI19-cre Maus (4S) und deren CD19-cre Kontrollmaus (WT)
wurden aus der Milz durch magnetische Depletion isoliert. Dann wurden die Histone extrahiert, iiber SDS-
PAGE getrennt und im Western Blot mit den angegebenen Antikdrpern detektiert. H2B diente als
Ladekontrolle.

Die Gesamtmenge an H3K18-Acetylierung wurde offensichtlich nicht durch die Expres-
sion des Acetyltransferase-defizienten p300 verdndert. Der Western Blot konnte in diesem
Fall nicht sensitiv genug sein, um geringe Unterschiede der Acetylierung zu detektieren.
Die Acetylierung von DNA-gebundenen Histonen konnte in geringem Ausmall verdndert
sein. Somit wire dies in der Gesamtmenge nicht erkennbar. Daher wurde die spezifische
H3K18-Acetylierung im Promotorbereich von deregulierten Genen nach dem Ergebnis des
Microarrays untersucht. Hierfiir wurden primire, naive B-Zellen der Milz von p300™45";
CD19-cre und CDI19-cre Miusen desselben Wurfes isoliert. Zundchst wurde von einem
Teil der B-Zellen die RNA extrahiert und qRT-PCR-Analysen durchgefiihrt, um eine
Deregulation bestimmter Gene zu untersuchen. Sowohl Cd55 als reprimiertes Gen als auch
Igg2b und sein Keimbahngen Cy2b als aktivierte Gene zeigten eine Deregulation zwischen
B-Zellen der p300"#5"°; CD19-cre Maus und denen der Kontrollmaus (Abb. 29A).

Aus den restlichen B-Zellen wurde das Chromatin isoliert. Bei den Kontrollmédusen wurde
aufgrund des geringen Materials das Chromatin dreier Méuse eines Wurfes zusammen-
gegeben. Fiir die ChIPs wurde neben dem Antikorper, der spezifisch eine Acetylierung an
H3K18 erkennt, zum einen ein H2B-Antikorper zur Normalisierung der eingesetzten
Chromatinmenge und zum anderen ein H3-Antikorper zum Vergleich der Nukleosomen-
dichte an einzelnen Genloci verwendet. In der anschlieBenden qPCR Analyse der Pro-
motorbereiche der deregulierten Gene und der Kontrollregion (ins/; Insulinl) wurden die
in Abbildung 29B dargestellten Primer eingesetzt. Die ChIPs zeigten keine Verdnderung
der H3K18-Acetylierung deregulierter Gene (Cd55 und Cy2b) der B-Zellen von p300™%
€. CD19-cre Méusen im Vergleich zu Kontrollmausen (Abb. 29C).
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Abbildung 29: Die Acetylierung von H3K 18 an Promotoren deregulierter Gene der p300"*5": CDI9-cre
Méuse wies keinen Unterschied auf.

A) Die Gene Cd55 und Igg2b sowie dessen Keimbahntranskript Cy2b sind in den B-Zellen der 6 Monate
alten, klinisch unauffilligen p300™5": CD19-cre Maus (4S) im Vergleich zur CDI9-cre Kontrollmaus
(WT) des gleichen Wurfes dereguliert. Es wurden primire, naive B-Zellen der Milz der Miuse durch
magnetische Depletion isoliert. Nach der Isolierung der Gesamt-RNA wurden qRT-PCR-Analysen fiir die
angegebenen Gene durchgefiihrt. Die Genexpressionsunterschiede wurden relativ zum ribosomalen Rps/6
kalkuliert. Dabei dienten die Werte der Kontrollmaus als Referenz. B) Schematische Darstellung der
Promotorregionen der deregulierten Gene, Cd55 und Cy2b, sowie dem Genlokus eines Kontrollgens, Ins!.
Die fiir C eingesetzten Primer sind mit Pfeilen und der jeweiligen Basenposition im Genlokus dargestellt. C)
Die Promotorregionen der deregulierten Gene in B-Zellen von p300™*5"*: CDI19-cre Miusen zeigen keinen
Unterschied in der H3K18-Acetylierung. Aus den in A beschriebenen B-Zellen wurde das Chromatin isoliert
und mit den angezeigten Antikorpern prézipitiert. Dabei wurde fiir die Kontrolle das Chromatin von 3 CD19-
cre Wurfgeschwistern zusammengegeben. ChIPs mit einem H2B-Antikorper dienten zur Normalisierung. Als
Kontroll-Antikdrper wurden Immunglobuline von Kaninchenserum eingesetzt. Die Fehlerbalken
repréasentieren die Standardabweichungen von Triplikaten der qPCR.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass weder die Gesamtmenge an H3KI8-
Acetylierung noch die spezifische Acetylierung des Lysinrestes H3K18 in der
Promotorregion von deregulierten Genen bei B-Zellen von p300745"°: CD19-cre Mausen
verdndert ist. Daher kann entweder ein anderer Lysinrest der Histone das kritische Substrat
p300-vermittelter Acetylierung sein oder ein bzw. mehrere Nicht-Histonprotein(e). Zur

Identifizierung kritischer Substrate von p300 wurden die Proteine von priméiren,
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magnetisch depletierten, naiven B-Zellen der Méuse lysiert, gelelektrophoretisch getrennt
und im Western Blot analysiert (Abb. 30).

Zur Detektion der Acetylierung von Proteinen wurde ein Antikdrper verwendet, der
Acetyl-Lysine erkennt. Daher waren auf der Autoradiografie mehrere Banden zu erkennen,
die jeweils acetylierte Proteine der bestimmten Grof3e darstellen. Der Vergleich acetylierter
Proteine der B-Zellen von p300+/AS'”e°; CD19-cre Miausen und denen von CDI9-cre
Maiusen zeigte mehrere Banden, die bei den B-Zellen mit Acetyltransferase-defizientem
p300 in ihrer Intensitit im Vergleich zur Kontrolle abnahmen (Abb. 30). Die Reduktion
der Intensitit mehrerer Banden wurde bei mehreren unabhingigen Mauspaaren beobachtet.
Dies verdeutlicht, dass mehrere Proteine der B-Zellen durch p300 acetyliert werden.
Aufgrund des limitierenden Materials von priméren B-Zellen konnte keine Identifizierung

der Proteine, zum Beispiel durch Massenspektrometrie, durchgefiihrt werden.

p300 WT AS

T
—72 kDa

= TS — 55 kDa
a-Acetyl-Lysin
—)-

- -34 kDa
a-Cdk2 .- —

Abbildung 30: B-Zellen mit Expression des Acetyltransferase-defizienten p300 zeigen eine reduzierte
Acetylierung von Proteinen.

Primére, naive B-Zellen einer p300™*5"; CDI19-cre Maus (4S) und deren CDI9-cre Kontrollmaus (W7T)
wurden aus der Milz durch magnetische Depletion isoliert. Dann wurden die Zellen lysiert, die Proteine {iber
SDS-PAGE getrennt und im Western Blot mit den angegebenen Antikorpern detektiert. Cdk2 diente als
Ladekontrolle.

4.2  Miiuse mit ubiquitirer Expression von Acetyltransferase-defizientem
P300AS entwickeln ebenfalls eine SLE-ihnliche Autoimmunerkrankung
Die B-Zell-spezifische Expression des Acetyltransferase-defizienten p300AS fiihrte zu
einer Autoimmunerkrankung der Miuse. Jedoch war weiterhin offen, wie die Mause auf
eine ubiquitdre Expression des mutierten p300AS reagieren. Mause mit ubiquitirer, hetero-
zygoter Expression des mutierten p300AS sterben wihrend der Embryonalentwicklung
(Roth et al., 2003; Shikama et al., 2003; siehe Einleitung). Daher wurden an dieser Stelle

Maiduse mit einer induzierbaren, ubiquitdr-exprimierten Cre-Rekombinase, die RERTn-

e +/ERT +/ERT

cr Maiuse, verwendet. RERTn-cre Maiuse sind Knock-In-Méuse, die eine
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induzierbare Cre-Rekombinase, die so genannte Cre-ERT2 (Brocard et al., 1997), unter der
Kontrolle des Promotors der groen Untereinheit der RNA Polymerase II exprimieren
(Guerra et al., 2003).

Die p3007*5"° Miuse wurden mit RERTn-cre™ ™ Miusen gekreuzt. Nach der
Verpaarung wurde den Nachkommen im Alter von 8-12 Wochen {iber einen Zeitraum von
4 aufeinander folgenden Tagen tiglich 4 mg Tamoxifen intraperitoneal injiziert. Dies
fiihrte zur Aktivierung der Cre-Rekombinase und somit zur Rekombination des loxP-
flankierten p300AS-neo Allels. Die Effizienz der Rekombination in den Organen der
p300745m.  RERTn-cre”™’ Mause (im Folgenden mit p300745"°: RERTn-cre
bezeichnet) wurde mittels Allel-spezifischer qRT-PCR bestimmt (Daten nicht gezeigt,
Christine Gessner, personliche Mitteilung, siche 4.1.1).

Eine Untersuchung der Uberlebensverteilung der Miuse zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den p300™*5"°; RERTn-cre Miusen und ihren Kontrollgruppen,
den p30075" sowie den RERTn-cre Miusen (Abb.31A). Es war zwar ein friiheres
Sterben der p3007*5"; RERTn-cre Miuse im Vergleich zu den RERTn-cre Miusen
erkennbar, jedoch war dies nicht signifikant (p=0,1323). Die p300™**"*: RERTn-cre
Miuse starben spiter als die p3007*5": CDI19-cre Miuse mit B-Zell-spezifischer
Expression des mutierten p300A4S (Abb. 13). Da Korpergewichtsverlust ein Zeichen fiir die
Bildung von Krankheiten ist, wurde von den Méusen im Alter von 64-66 Wochen das
Gewicht bestimmt. Die p300™*"°; RERTn-cre Miduse wiesen ein niedrigeres Korper-
gewicht als die RERTn-cre Kontrollmause auf, sowohl bei den Ménnchen als auch bei den
Weibchen (Abb. 31B). Bei den Ménnchen wurde ein dhnlicher Unterschied zwischen den
p300745" . RERTn-cre Méusen und ihren p300™*5"* Kontrollmiusen beobachtet. Die
300745 Weibchen hingegen zeigten eine Reduktion des Kérpergewichtes im Vergleich
+/4S-neo

zu RERTn-Cre Kontrollmiusen. Diese Verringerung des Korpergewichtes von p300

Weibchen war vergleichbar mit der von weiblichen p300™45"*°: RERTn-cre Méausen.
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Abbildung 31: Méause mit einer systemischen Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 zeigen
keinen Unterschied in der Mortalitét aber ein niedrigeres Korpergewicht gegentiber ihren Kontrollméusen.

A) Kaplan-Meier-Analysen von p300"*5"°; RERTn-cre Miusen und RERTn-cre sowie p300745"
Kontrollméusen. Alle Miuse besallen den gleichen gemischten genetischen Stammbhintergrund (129/Sv x
C57B6). Der p-Wert fiir den Vergleich von p300"*5"°; RERTn-cre mit RERTn-cre Miusen liegt bei 0,1323;
fir den Vergleich von p300"45": RERTn-cre mit p300"*5"* Miusen liegt er bei 0,7171. B) p300"45";
RERTn-cre Mause (A4S) sind im Korpergewicht leichter als die Kontrollmiduse, RERTn-cre (Cre) und
300745 (4S-neo). Die Mause wurden im Alter von 64-66 Wochen gewogen. Das Korpergewicht wurde
separat fiir Mannchen und Weibchen dargestellt.

Eine pathologische Analyse der p300"*5"°; RERTn-cre Miuse zeigte ahnliche

histologische Befunde wie bei den p300"45"°: CD19-cre Méusen (siche 4.2). Es wurde
bei den Madusen eine Nierenpathologie (11 von 14 wuntersuchten Maiusen) mit
sklerotisierten und vergroBerten Glomeruli festgestellt (Abb. 32A). Des Weiteren zeigten
ca. 50% der p300"*5"°; RERTn-cre Miuse ab einem Alter von 15 Monaten eine
Auflosung der Gewebestruktur der Milz (Abb. 32B). Die Leber und die Lunge wiesen bei
vereinzelten Miusen (35% bzw. 60%) eine Nephritis mit Infiltrationen mononukleédrer
Zellen auf (Abb. 32C und D). Des Weiteren wurde bei 77% der untersuchten Méuse
Infiltrationen in der Speicheldriise beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Splenomegalie
wurde auch bei den p300™*5"; RERTn-cre Miusen beobachtet (Abb. 32E). Dabei wiesen

5 von 13 Maiusen ein erhdhtes Milzgewicht von >1000 mg im Vergleich zu
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Kontrollméusen auf. Eine ubiquitire Expression von p300A4S in den Miusen ruft ebenso
eine SLE-dhnliche Autoimmunerkrankung hervor wie eine B-Zell-spezifische Expression.

. . . . +/AS- o . .
Dariiber hinaus weisen die p300"*5"; RERTn-cre Miuse eine schwichere Penetranz des

Phinotyps auf.
A RERTn-cre E
T 5 5
5 4
S 3 o
2 e
o 2
N
= 1 ®©
[o]

p300 Cre AS-neo AS

n=5 n=9 n=13
Wert  0.8064]0,0275]
p-Yvemt " o026 |

Nephritis und Splenomegalie dhnlich einer B-Zell-spezifischen Expression von p300AS.

A) H&E-gefirbte Nierenschnitte von einer RERTn-cre Kontrollmaus und einer p300"*5"°; RERTn-cre Maus
mit Nierenpathologie einschlieBlich sklerotisierten Glomeruli und Nephritis. B) H&E-geférbte Schnitte von
einer normalgrofien Milz einer RERTn-cre Kontrollmaus (125 mg) und einer vergroBerten Milz (370 mg)
einer p30074": RERTn-cre Maus. Die vergroBerte Milz zeigte einen Verlust der Gewebestruktur. C) H&E-
gefirbte Leberschnitte von einer RERTn-cre Kontrollmaus und einer p300"*5"°: RERTn-cre Maus mit
Infiltrationen mononukledrer Zellen an einem Blutgefd. D) H&E-Férbung von Lungenschnitten einer
RERTn-cre Maus und einer p300"*5"; RERTn-cre Maus mit Infiltrationen von Zellen um ein Blutgefif
(Pfeile). GroBenbalken: 100 pm. E) Graphische Darstellung des Milzgewichtes von p300™*5"; RERTn-cre
(4S), p300"*5" (4S-neo) und RERTn-cre Miusen (Cre) im Alter von 17-24 Monaten. In diesem
Altersbereich war die Milz von p300"*5"; RERTn-cre im Durchschnitt 7-fach groBer als die Milz der
RERTn-cre Kontrollmiuse (Durchschnittsgewicht: 1107 mg vs. 157 mg). Die horizontalen Linien
reprasentieren den Median der Milzgewichte.
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4.3  Herstellung einer B-Zelllinie mit Expression von mutiertem p300AS
Aufgrund des begrenzenden Materials von den primiren B-Zellen der Méuse war eine
biochemische Analyse schwer zu realisieren. Des Weiteren war die heterozygote
Expression des mutierten p300AS ein Nachteil der Analyse der Miuse. Obwohl das
mutierte p300AS dominant-negativ im Fall der Acetyltransferasefunktion fungiert (siche
Einleitung), konnten bei der Analyse heterozygoter B-Zellen auftretende Effekte im
Vergleich zu homozygotem Status schwicher sein. Wie bereits in den Mausen mit B-Zell-
spezifischer Expression von p300A4S gezeigt, werden verschiedene Nicht-Histonproteine
durch mutiertes p300AS schwécher acetyliert (Abb. 32). Aufgrund dessen sollte fiir die
Identifikation der in vivo Substrate von p300 eine B-Zelllinie von Vorteil sein.

Hierfiir wurden aufgrund mehrerer Eigenschaften CH12.LX-Zellen (Arnold et al., 1983;
Bishop and Haughton, 1986), die in ihren Charakteristika diploiden B-Zellen von
Lymphomen #hnlich sind, gewéhlt. Die Zellen sind reife B-Zellen mit einer Expression
von sIgM und einer fehlenden oder geringen Expression von slgD. Sie sind die einzigen
bekannten Zellen von Miusen, die die Féhigkeit besitzen, homologe Rekombination
dhnlich den humanen Hctl16-Zellen durchzufiihren (Hostager et al., 2003). Der Zielvektor
mit murinem p300, der zur Herstellung der embryonalen Stammzellen der Méuse verwen-
det wurde (Roth et al., 2003; Shikama et al., 2003), konnte daher direkt eingesetzt werden.
Des Weiteren konnen diese Zellen auf verschiedene physiologische Signale reagieren,
einschlieBlich der Aktivierung des BCR-Signalweges, der Stimulation mit a-CD40 oder
LPS (Haxhinasto and Bishop, 2004). Dadurch ist es moglich, die Kinetik der p300-
vermittelten Acetylierung zu bestimmen, um direkte Effekte von p300 von indirekten
unterscheiden zu konnen. Zudem kann die Verdnderung der Genexpressionsprofile vor und
nach Aktivierung untersucht werden. Durch den Einsatz dieser Zellen, die in ihren
Eigenschaften dhnlich den B-Zellen der Méduse sind (siche oben), kann der Effekt des
Acetyltransferase-defizienten p300 aus der Maus in der Zellkultur iiberpriift werden.

Die Herstellung dieser B-Zelllinie mit einer homozygoten Expression des Acetyltrans-
ferase-defizienten p300 beinhaltete mehrere Teilschritte (Abb. 33). Als Erstes wurde der
Vektor pXXC9-Xba-p300AS-neo, in dem das neomyzin(neo)-Gen durch eines ohne eigenen
Promotor ausgetauscht wurde, in die CHI12.LX-Zellen transfiziert. Danach wurden

Neomyzin-resistente Klone isoliert. Insgesamt waren 191 Klone angewachsen.
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— Parentale CH12.LX-Zellen mit p300**
— 1. Transfektion mit pXXC9-Xbal-p300AS-neo

Uberpriifen der Rekombination —— Selektion mit Neomyzin

von p300AS-neo (PCR und RT-PCR)
—>» CH12.LX-Zellen mit p300*/AS-neo

. 1. Transiente Transfektion mit pPGK cre
Uberprifen der Neomyzin-Sensitivitat (Cre-Rekombinase)
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von neo (PCR und RT-PCR)
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Abbildung 33: Schema der Vorgehensweise zur Herstellung einer homozygoten B-Zelllinie mit
ausschlieBlicher Expression des Acetyltransferase-defizienten p300A4S.

CHI12.LX Zellen mit homozygoter Expression von p300AS wurden durch aufeinander folgende
Transfektionen der angezeigten Konstrukte hergestellt. Dabei wurden nach jeder Transfektion die positiven
Klone mit den angegebenen Methoden iiberpriift.

Von den erhaltenen Klonen wurde nach Abschluss der Selektion die genomische DNA auf
Vorhandensein des p300""“-Allels iiberpriift. Eine PCR der genomischen DNA, die
speziell das mutierte p300*5"-Allel amplifiziert (Schema Abb. 34A), zeigte bei 4 von 87
getesteten Klonen eine positive Bande (Abb. 34A). Von diesen Klonen wurde die Gesamt-
RNA isoliert. AnschlieBend wurden semiquantitative RT-PCRs dieser RNA-Proben auf
sowohl Wildtyp-p300 als auch mutiertes p3004S-neo durchgefiihrt. Diese zeigten, dass bei
2 der 4 Klone (#1 und #2) beide Allele transkribiert wurden (Abb. 34B). Bei den anderen
beiden Klonen (#3 und #4) wurde nur die Wildtyp-p300-mRNA detektiert.

Nachdem eine homologe Rekombination des mutierten 300" in Klonen #1 und #2 der
CH12.LX-Zellen detektiert wurde, wurde Klon #1 transient mit einem Vektor, der fiir eine
konstitutiv-aktive Cre-Rekombinase kodiert, transfiziert (Schema Abb. 33). Dadurch
konnte das neo-Resistenzgen bei erfolgreicher Transfektion der Cre-Rekombinase aus dem
Lokus entfernt werden. Da die erfolgreich transfizierten Zellen kein neo-Resistenzgen
besitzen sollten, sollten sie sensitiv auf eine Neomyzin-Behandlung reagieren. Dies
erfolgte durch zusitzliches Ausplattieren der Klone in Neomyzin-haltigem Medium (Daten
nicht gezeigt). Zum anderen wurde die genomische DNA von Neomyzin-sensitiven

Klonen isoliert und mittels PCR untersucht. Dafiir wurden Primer gewéhlt, die das p300-
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Wildtypgen und das p300*°-Gen ohne das loxP-flankierte neo-Gen amplifizieren (Schema
Abb. 35A). Bei der Rekombination des neo-Gens verbleibt eine loxP-Sequenz, die das
p300"5-Gen um 34 Basenpaare im Vergleich zum Wildtypgen vergroBert (p300*57). Die
Analyse von insgesamt 191 Klonen zeigte bei 7 Klonen sowohl eine Neomyzin-Sensitivitit
(Daten nicht gezeigt) als auch eine erfolgreiche Rekombination des neo-Gens (Abb. 35A).
Einige der Klone wiesen die rekombinierte Bande des p300*5"* aber keine Wildtypbande
im Gegensatz zu Klonen mit beiden Banden auf (Abb. 35A, Vergleich Spur 1-2 mit 3-7).

A
Vektorteil
Position [bp] 1 15.000 50.000 55.000 60.000 65.000
Exon __ |1 2l yloz 23 26le7 28 |29 30 la1
p300ASneo __ /11 [T TPy T 1 T
7 AS neof
PCR-Produkt
Klon K H,0
#1 #2 #3 #4  #5
p300AS—neo L S— [ N— -
B Klon

#1 #2 #3 #4 H,0

,0300_—__

p300AS-neo ™% W

Rps16 - e e aae

Abbildung 34: CH12.LX-Zellen exprimieren das mutierte p300A4S-neo nach genetischer Manipulation.

A) CHI12.LX-Zellen wurden mit dem Zielvektor pXXC9-Xba-p300AS-neo mittels Elektroporation
transfiziert. Nach Abschluss der Neomyzin-Selektion wurde von den erfolgreich transfizierten Klonen
genomische DNA isoliert. Die Rekombination von p300A4S-neo wurde mittels PCR des angezeigten
Bereiches (oben) und anschlieSender gelelektrophoretischer Analyse (unten) untersucht. Insgesamt zeigten 4
von 87 getesteten Klonen eine positive Bande fiir p300*5". Dreieck: loxP-Sequenzabschnitt; neo®: neo-
Resistenzgen; K: Zielvektor pXXC9-Xba-p3004S-neo als Positivkontrolle; H,O: Negativkontrolle. B) Von
den 4 aus A erhaltenen positiven Klonen wurde die Gesamt-RNA isoliert. Uber eine RT-PCR wurde
anschlieBend die mRNA des Wildtyp-p300 und die des mutierten p300A4S-neo detektiert. 2 der 4 positiven
Klone wiesen auf mRNA-Ebene cine Bande fiir das mutierte p3004S-neo auf. Rpsi6 diente als
Mengenkontrolle der eingesetzten cDNA. H,O: Negativkontrolle der PCR.

Zur Uberpriifung der Transkription der jeweiligen p300-Gene wurde von den Klonen die
Gesamt-RNA isoliert. Danach wurde diese mittels semiquantitativer RT-PCR auf die

Transkription des Wildtyp-p300 und des mutierten p300AS untersucht. Bei den Klonen 1.6
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und 1.7 wurden beide Gene, Wildtyp-p300 und mutiertes p300A4S, in gleichem Male trans-
kribiert (Abb. 35B, Spur 1 und 2). Hingegen zeigten die Klone 1.1 bis 1.5 nur eine Expres-
sion des mutierten p300A4S und keine Wildtyp-p300 mRNA (Abb. 35B, Spur 3-7). Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Klone 1.1-1.5 entweder homozygot fiir das mutierte p3004S
sind oder bei ihnen das verbleibende Wildtypallel so verdndert worden sein konnte, dass es

weder auf genomischer DNA- noch auf mRNA-Ebene detektierbar war.

A .
Vektorteil
Position [bp] 1 15.000 50.000 55.000 60.000 65.000
Exon __ 1 ol yloo 23 26l7 28 29 30 la1
p300ASe0 - JIT Tl
7 AS }neo’?'
|/ Rekombination
1 15.000 50.000 55.000}/ / 60.|000 65.000
_h 2l yloo 23 26127 28 29 30 31 |
p300AS-lox ~ /11 [ W I | o
PCR-Produkt
Klon K H,O

16 1.7 11 12 13 14 15
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Abbildung 35: CH12.LX-Zellen exprimieren das mutierte p300AS nach Cre-vermittelter Rekombination des
neo-Gens.

A) CH12.LX-Zellen des Klons #1 von Abb. 34 wurden mit einem Vektor, der fiir eine konstitutiv-aktive Cre-
Rekombinase kodiert, mittels Elektroporation transfiziert. Nach der Vermehrung von Klonen wurde aus
ihnen genomische DNA isoliert. Die Rekombination des neo-Resistenzgens (neo®, griin) von p3004S-neo
wurde mittels Amplifikation der angezeigten Region (blau, oben) und anschlieBender gelelektrophoretischer
Analyse (unten) untersucht. Durch eine erfolgreiche Rekombination war das p3004S-Gen (p300°5"%) im
Vergleich zum Wildtyp-p300 (p300™") aufgrund des Zuriickbleibens einer loxP-Sequenz um 34 Basenpaare
groBer. Insgesamt waren von 288 wells 191 Klone angewachsen, von denen 7 eine positive Bande fiir p300**
" zeigten. Dreieck: loxP-Sequenzabschnitt; K: Positivkontrolle von einer Milz einer p300"45": CD19-cre
Maus; H,0O: Negativkontrolle. B) Von den 7 aus A erhaltenen positiven Klonen wurde die Gesamt-RNA
isoliert. Uber eine RT-PCR wurde anschlieBend die mRNA des Wildtyp-p300 und die des mutierten p3004S
detektiert. Dabei zeigten 2 der 7 Klone eine Bande bei sowohl Wildtyp-p300 als auch mutiertem p300A4S,
hingegen war bei den restlichen 5 nur das mutierte p300AS detektierbar. Rpsi6 diente als Mengenkontrolle
der eingesetzten cDNA. H,O: Negativkontrolle der PCR.

104



ERGEBNISSE

Durch den Erhalt von Zellklonen, die ausschlieBlich das mutierte p300A4S exprimierten,
wurde die zweite Runde dieser Transfektionen hinféllig (Schema Abb. 33). Um den Gen-
lokus von p300 in den Klonen zu untersuchen, wurde als Néchstes ein Southern Blot
durchgefiihrt. Durch die Einfiihrung der Mutation in p300 entsteht eine zusétzliche Schnitt-
stelle fiir Nhel (Abb. 36A). Daher wurde die genomische DNA der Klone 1.1-1.7 aus
Abb. 35 isoliert und mit dem Restriktionsenzym Nhel geschnitten. Danach wurde die
geschnittene, genomische DNA der Klone mittels Southern Blot und einer Hybridisierung
mit einer radioaktiven **P-dCTP-markierten Sonde detektiert. Die Sonde erkennt eine
Sequenz, die sowohl im Wildtyp-p300 als auch im mutierten p300AS vorhanden ist.

Die zusitzliche Nhel-Schnittstelle des mutierten p300AS ergab bei der Detektion mit der
Sonde eine kleinere DNA-Bande im Fall des mutierten p3004S (6,5 kB) als beim Wildtyp-
p300 (19 kB) (Abb. 36). Das Ergebnis des Southern Blot zeigte fiir die parentalen Zellen
eine einzelne Bande in Hohe des DNA-Fragmentes, in dem das Wildtypgen von p300
lokalisiert war (Spur 1). Fiir die Klone 1.1, 1.5, 1.6 und 1.7 wurde eine Bande in der Hohe
des DNA-Fragmentes, in dem das mutierte p300 lokalisiert war, nachgewiesen (Spur 2, 6,
7 und 8). Bei dem Klon 1.2 wurde eine schwache Bande in der Hohe des Lokus mit
mutiertem p300AS, jedoch aber auch eine Bande bei etwa 8 kB detektiert (Spur 3). Beim
Klon 1.3 wurde keine Bande detektiert (Spur 4). Der Klon 1.4 zeigte eine Bande in einer
Grofle, die weder dem Wildtyp noch dem mutierten p300 Lokus entsprach (Spur 5).

Zusammenfassend ldsst sich daraus schlieen, dass die Klone 1.1 und 1.5 ausschlie3lich
das p300A4S exprimieren, wohingegen die restlichen Klone aus verschiedenen Griinden fiir
eine weitere Analyse in Frage kamen (siehe Diskussion). Bei den Klonen 1.2, 1.3 und 1.4
liegen keine oder unvollstdndige homologe Rekombinationen vor (Abb. 36). Die Klone 1.6
und 1.7 zeigten auf mRNA-Ebene eine Expression beider Gene, Wildtyp p300 und
mutiertes p300AS (Abb. 35). Jedoch wurde im Southern Blot fiir diese Klone nur eine
Bande in Hohe des Genlokus mit mutiertem p300A4S nachgewiesen (Abb. 36). Daraus
folgt, dass bei diesen Klonen die Expression des Wildtyp-p300 nicht ausreichend erklért

werden kann, da der Genlokus nicht von der DNA-Sonde erkannt werden konnte.
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Abbildung 36: CH12.LX-Zellen zeigen eine homologe Rekombination des mutierten p3004S in den p300
Genlokus.

A) Schema der genomischen DNA von p300 mit den Nhel-Schnittstellen (griin) und Lokalisation der fiir den
Southern Blot eingesetzten DNA-Sonde (rot). *: Durch Einfithren der Mutation in Exon 27 entstandene Nhel-
Schnittstelle. B) Die genomische DNA von den Klonen der CH12.LX-Zellen von Abb. 35 wurde mit NAel
geschnitten, gelelektrophoretisch getrennt und mittels Southern Blot detektiert. Fiir die Hybridisierung wurde
eine DNA-Sonde eingesetzt, die an eine Sequenz des Wildtyp-p300 (p300") und des mutierten p3004S
(p300AS) bindet. Bei 4 von 7 Klonen (1.1, 1.5, 1.6, 1.7) wurde nur die Bande des Genlokus, der das mutierte
p300AS enthilt, detektiert. Von diesen 4 Klonen wurden bei den letzten beiden Klonen beide mRNAs, p300
Wildtyp und p300A4S, detektiert (Abb. 35), so dass 2 Klone (1.1 und 1.2) positiv fiir die vollstandige
Rekombination des mutierten p3004S in den p300 Genlokus waren. P: Parentale CH12.LX Zellen.

Fiir die Uberpriifung der Acetyltransferasefunktion von p300AS in CH12.LX-Zellen wurde
ein Versuch zum Nachweis der Histonacetylierung durchgefiihrt. Aufgrund des
Ergebnisses vom Southern Blot (Abb. 36) wurden die Klone 1.1 und 1.5 fiir diesen
Versuch ausgewdhlt, da diese nur das mutierte p3004S exprimierten (Abb. 35 und 36). Fiir
diesen Versuch wurden zunédchst Immunprizipitationen mit Proteinextrakten der
parentalen CH12.LX-Zellen und den Klonen 1.1 und 1.5 durchgefiihrt. Daflir wurden zum
einen ein p300-Antikérper und zum anderen ein CBP-Antikorper eingesetzt (Abb. 37A).
Anschliefend wurden die laut Western Blot erfolgreich préizipitierten Proben (Abb. 37A)
mit rekombinanten Histonen und radioaktiv-markiertem 14C-Acetyl-CoenzymA in vitro
inkubiert, um die Effizienz der Acetylierung des préizipitierten p300 bzw. CBP zu
iiberpriifen. Die acetylierten Histone wurden dann mittels SDS-PAGE und anschlieender

Autoradiografie detektiert (Abb. 37B). Die Autoradiografie wies 3 spezifische Banden auf,
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die die Histone H4 (untere Bande, ca. 11 kDa), H2A/H2B (mittlere Bande, ca. 14/15 kDa)
und H3 (obere Bande, 17 kDa) reprisentierten.

Parentale CH12.LX-Zellen wiesen bei der Immunprézipitation mit dem p300-Antikdrper
stirkere Bandenintensititen in der in vitro Histonacetylierung auf als die beiden Klone 1.1
und 1.5. Dabei ist anzumerken, dass die Immunprézipitationen mit dem Kontrollantikdrper
bei den Klonen einen héheren Hintergrund in der Histonacetylierung im Vergleich zu den
parentalen Zellen zeigten. Die Immunprézipitationen mit dem CBP-Antikorper zeigten
hingegen keinen Unterschied in der in vitro Histonacetylierung zwischen den parentalen
Zellen und den Klonen. Beide getesteten Klone (1.1 und 1.5) zeigten eine deutlich
schwichere p300-vermittelte in vitro Acetylierung von Histonen. Die Cbp-vermittelte
Acetylierung von Histonen war durch die Expression des mutierten p300AS in diesen
Klonen nicht beeintrichtigt. Dies zeigt, dass die Klone 1.1 und 1.5 eine reduzierte p300
Acetyltransferaseaktivitit aufweisen. Des Weiteren kann anhand dieses Ergebnisses
geschlussfolgert werden, dass die Einfilhrung der p300-Mutation nicht die Cbp-

Acetyltransferaseaktivitét in den Klonen beeintrichtigte.

A
Parental Klon 1.1
IP: Antikbrper - K p300 CBP - K p300 CBP
Lad | ™ —279 kDa
WB: a-p300 - . ba —251 kDa
B A
IP: AntikGrper Kontroll p300 CBP

Zellen P 11 15 P 11 15 P 11 15

- —H3
L ; —H2A/H2B

Abbildung 37: Klone von CH12.LX-Zellen mit Expression des mutierten p300A4S weisen eine zu parentalen
Zellen vergleichbare Cbp- aber ein schwéchere p300-vermittelte in vitro Acetylierung von Histonen auf.

A) Die Lysate von CH12.LX-Zellen und dem Klon 1.1, der das mutierte p300AS exprimiert, wurden mit den
angezeigten Antikorpern prézipitiert. Mittels Western Blot (WB) und p300-Antikorper wurde die
erfolgreiche Immunpréazipitation (IP) detektiert. -: ohne Antikdrper; K: Kontroll-Antikdrper
(Kaninchenserum). B) Beide Klone mit alleiniger Expression des mutierten p3004S, 1.1 und 1.5, zeigen eine
schwichere in vitro Acetylierung von Histonen mittels p300, jedoch nicht mit Hilfe von Cbp. Die
Immunprézipitate mit Kontroll-, p300- und CBP-Antik6rper der nach A beschriebenen Methode wurden in
vitro mit radioaktiv-markiertem "*C-Acetyl-CoA und rekombinanten Histonen inkubiert. Danach wurden die
16slichen Histone iiber eine SDS-PAGE getrennt. Die Acetylierung der Histone H3, H2A/H2B und H4 wurde
mittels Autoradiografie detektiert. P: Parentale Zellen. 1.1 bzw. 1.5: Klon 1.1 bzw. 1.5.
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5 DISKUSSION

Bei der Regulation der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung sind zahlreiche
Signalwege involviert, bei denen p300 als Koregulator fungiert (siche 1.5.3). Zusétzlich
sind bisher zahlreiche Proteine, die eine Funktion in der Entwicklung der Lymphozyten
von Mausen aufweisen, als Interaktionspartner von p300 bekannt (Blobel, 2000;
Bereshchenko et al., 2002; Bradney et al., 2003; Kasper et al., 2006). Eine Vielzahl der
Proteine sind in der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung beteiligt, zu denen unter
anderem NF-xB, PU.1, EBF (Early B cell factor) und Pax5 zéhlen (Xu et al., 2006). Das
p300-Protein besitzt mit seiner Acetyltransferaseaktivitit eine zentrale Funktion in der
Regulation der Aktivitdt dieser Proteine. Dariiber hinaus werden in einigen Typen der
humanen Leukdmie chromosomale Translokationen von p300 nachgewiesen, die zu
Fusionsproteinen mit iiberhohten Funktionen (engl. gain-of-function) fiihrten (Blobel,
2002). Aufgrund dieser Beobachtungen und beschriebenen Funktionen von p300 ist die

Analyse von p300 in B-Zellen und wihrend ihrer Entwicklung von besonderem Interesse.

5.1 Miuse mit fehlender p300-Acetyltransferaseaktivitiit in B-Zellen sterben
an einer Autoimmunerkrankung dhnlich dem humanen SLE

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass konditionelle Knock-In-Méause, die ein
Acetyltransferase-defizientes p300-Protein ausschlieBlich in B-Zellen synthetisieren, eine
fatale Autoimmunerkrankung entwickeln, die zu einem frithzeitigen Sterben der Mause
fiihrt (Abb. 13) und dhnliche Symptome wie der humane SLE zeigt (Abb. 14, 15, 16, 17
und 18). Zu diesen Symptomen zdhlen eine Splenomegalie (Abb. 14A und B), cine
Pathologie der Niere mit Nephritis, Glomerulonephritis, Fibrose und Nephritis in anderen
Organen (Abb. 14C, D, E und F), Einlagerungen von Immunglobulinkomplexen in
verschiedenen Organen, wie Niere, Leber und Lunge (Abb. 15 und Daten nicht gezeigt),
die Produktion von Autoantikorpern gegen dsDNA (Abb. 16) und andere extrahierbare
nukledre Antigene (ENA, Abb. 17) und ein fritheres Sterben der Weibchen im Vergleich
zu den Minnchen als charakteristisches Merkmal von SLE beim Menschen (Abb. 18).
Somit fiihrt ein einziger primédrer genetischer Defekt in den B-Zellen, eine Punktmutation
in der Acetyltransferasedomine eines p300-Allels, zur Auslésung einer systemischen
Autoimmunerkrankung. Daher supprimiert p300 iiber dessen Acetyltransferaseaktivitét
diese Autoimmunerkrankung.

Dieser beobachtete Phinotyp wird weder in Méusen, bei denen p300 vollstindig in den B-

Zellen fehlt, noch in Mausen mit einer deletierten KIX-Domine beobachtet (Kasper et al.,
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2002; Xu et al., 2006). Méuse, die homozygot fiir eine Punktmutation in der KIX-Domine
von p300 sind, weisen Defekte in zahlreichen hidmatopoetischen Zelltypen auf,
einschlieBlich einer Reduktion der B-Zellen (Kasper et al., 2002; Sandberg et al., 2005).
Ein konditioneller Knock-Out von p300 nach dem Stadium der Pro-B-Zelle mit Hilfe der
CD19-cre Rekombinase zeigt eine geringe Reduktion der peripheren B-Zellen im Blut, in
der Milz und in den Lymphknoten (Xu et al., 2006). Murine p300-defiziente embryonale
Stammzellen zeigen ebenfalls eine verminderte hdmatopoetische Differenzierung, jedoch
keine Entwicklung einer Autoimmunerkrankung (Rebel et al., 2002). Dies zeigt, dass p300
wichtig flir die Entwicklung der B-Zellen ist und das Paralog CBP in diesem Stadium der
Entwicklung nicht diese Funktion von p300 iibernehmen kann. Aufgrund der Auspriagung
der unterschiedlichen Phinotypen kann zusitzlich geschlussfolgert werden, dass der
Verlust von p300 nicht funktionell dquivalent zu einer selektiven Inaktivierung der

Acetyltransferaseaktivitit von p300 ist.

5.1.1 Die p300-Acetyltransferaseaktivitiit ist filr die Suppression der Auto-
immunitit notwendig

Zur Beschreibung und Identifikation der Erkrankung werden mehrere Phénotypen
untersucht. Dazu zéhlen unter anderem H&E-Féarbungen der verschiedenen Organe, um die
systemische Erkrankung zu belegen. Die auftretenden homogen-gefarbten Proteineinlage-
rungen in den Glomeruli der Nieren (Abb. 14D) enthalten groftenteils Immunglobulin-
komplexe (Abb. 15). Diese Aggregate sind ein Zeichen der systemischen Erkrankung, da
sie zum Beispiel durch autoreaktive B-Zellen présentiert bzw. sekretiert werden konnen.
Ein Hinweis fiir das Vorhandensein von aktivierten autoreaktiven B- und/oder T-Zellen in
mehreren Organen, wie Niere, Leber, Lunge, liefern die mittels H&E-Farbungen nachge-
wiesenen Infiltrate mononukledrer Zellen (Abb. 14D, E und F). Die Lymphozyten konnen
aus der Milz in diese Organe gewandert sein. Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht gezeigt werden, dass es sich bei den Infiltraten um Lymphozyten handelt. Daher kann
nicht ausgeschlossen werden, dass es andere Zelltypen, wie zum Beispiel NK-Zellen oder
dendritische Zellen, sind.

Der Geschlechterunterschied bei dieser Erkrankung, der in der vorliegenden Arbeit
beobachtet wird, konnte bereits bei klinischen Studien SLE-Patienten festgestellt werden.
In diesen ist ein haufigeres Auftreten der Autoimmunerkrankung bei Frauen im Vergleich
zu Minnern auffillig (Whitacre, 2001). Statistische Analysen verdeutlichen, dass ca. 90%

der SLE-Patienten Frauen sind und dadurch z&hlt SLE neben dem Sjorgren’s Syndrom zu
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den Autoimmunerkrankungen mit dem auffilligsten Geschlechterunterschied. Dieser
Unterschied ist bei Médusen mit Expression eines Acetyltransferase-defizienten p300 in B-
Zellen auf zwei verschiedenen genetischen Stammbhintergriinden zu beobachten (Abb. 18).
Somit wird der Geschlechterunterschied unabhingig von dem genetischen Stammbhinter-
grund gezeigt. Dennoch ist ein stirkerer Unterschied zwischen Weibchen und Mannchen
beim gemischten 129/Sv x FVB/N Stammhintergrund mit einem spéteren Sterben der
Maiuse im Vergleich zum gemischten 129/Sv x C57BL/6 zu beobachten. Dies zeigt, dass
der Einfluss von genetischen Unterschieden der Geschlechter aufgrund der verschiedenen
Stammhintergriinde bei einem langsameren Verlauf der Erkrankung stirker ist. Jedoch ist
aufgrund des verschiedenen Phinotyps beider Staimme keine genauere Einschriankung der
Ursache des Unterschiedes moglich.

Es wird vermutet, dass die vorrangige Anfélligkeit von Frauen fiir SLE durch Geschlechts-
hormone (Steroide) gesteuert wird und Ostrogen die Lymphozytenentwicklung beeinflus-
sen kann (Schuurs and Verheul, 1990; Smithson et al., 1998). Des Weiteren wird in SLE-
Patienten manchmal ein erhdhter Ostrogenspiegel beobachtet, wodurch die therapeutische
Behandlung zur Modulation des Geschlechtshormonspiegels klinische Vorteile bietet
(Strand, 1999). Zahlreiche Gene des BCR-Signalweges werden durch Ostrogen in B-Zellen
von Mausen reguliert (Grimaldi et al., 2002). Zu den hochregulierten Genen nach
Ostrogengabe ziihlen Cd22, Shp-1, Bcl-2 und Veam-1, die zusammen fiir die Aktivierung
und das Uberleben von B-Zellen von Bedeutung sind. Die Ostrogenrezeptoren o und f
werden in B-Zellen exprimiert und aktivieren direkt die Expression von Cd22, Shp-1 und
Bcl-2. Zusitzlich wird gezeigt, dass eine Ostrogenbehandlung von isolierten primiren B-
Zellen deren BCR-vermittelte Apoptose verhindert (Grimaldi et al., 2002). Somit fiihrt die
Ostrogenbehandlung von Miusen zu molekularen Verdnderungen der B-Zellen, die das
Uberleben von unreifen B-Zellen beeinflussen und ein peripheres B-Zell-Repertoire mit
autoreaktiven B-Zellen, die normalerweise im Organismus entfernt werden, hervorbringen.
Daher wire eine Hypothese, dass die Acetyltransferaseaktivitit von p300 die Ostrogen-
produktion der Maiuse beeinflusst und somit eine fehlende Herunterregulation der
Ostrogene die Autoimmunerkrankung einleitet. Eine Analyse der durch Ostrogen beein-
trachtigten Gene zeigt hingegen eine Herunterregulation bei Mausen mit Expression eines
Acetyltransferase-defizienten p300 in B-Zellen (zum Beispiel Shp-1, Abb. 26A und siehe
Anhang), wohingegen diese bei Ostrogeniiberschuss und einer daraus resultierenden
Induktion einer Autoimmunitdt hochreguliert werden. Aus dieser gegensitzlichen

Beziehung kann geschlossen werden, dass die Ostrogenproduktion der Miuse vermutlich
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nicht durch die fehlende Acetyltransferaseaktivitit von p300 hochreguliert wird. Demzu-
folge ist eine erhdhte Ostrogenproduktion in diesem Mausmodell voraussichtlich nicht die
Ursache fiir die Entwicklung der Autoimmunerkrankung.

Ein weiteres Merkmal der Autoimmunerkrankung SLE ist die Produktion von Antikorpern
gegen dsDNA, die in Miusen mit B-Zell-spezifischer Expression eines Acetyltransferase-
defizienten p300 unabhingig von den &duBerlichen Auffélligkeiten ist (Abb. 16A). Die
Mause bilden bereits in einem frithen Alter, in dem noch keine duerlichen Auffilligkeiten
zu beobachten sind, Autoantikorper in erhdhten Mengen (ca. 2-3-fach). Des Weiteren
ergibt die Analyse der Autoantikorper, dass ebenso wie bei SLE-Patienten die Produktion
der dsDNA-spezifischen Autoantikorper ein spezifisches Merkmal fiir SLE im Vergleich
zur ENA-Messung ist (Abb. 16A und 17). Bei der Messung der ENA-spezifischen Auto-
antikdrper war nicht nur die absolute Menge der Antikdrper schwécher, sondern auch der

Unterschied zu den Kontrollmédusen geringer (Abb. 17).

5.1.2 Die p300-Acetyltransferaseaktivitit ist fiir die Differenzierung der B-
Zellen notwendig

Warum entwickeln Mause mit einer B-Zell-spezifischen Expression von Acetyltransferase-
defizientem p300 eine systemische Autoimmunerkrankung, die zum Tod der Mause fiihrt?
Ein Ansatzpunkt zur Kldrung der Fragestellung war die Charakterisierung, ob und an
welchem Schritt die B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung durch p300 und dessen
Acetyltransferaseaktivitit beeinflusst wird. Im Knochenmark werden unreife autoreaktive
B-Zellen entweder durch Apoptose (klonale Deletion), durch funktionelles Silencing
(Anergie) oder durch weiteres Re-Arrangement der V-Gene bis hin zu einem nicht
autoreaktiven Immunglobulin (Rezeptor Editing) aussortiert. Nachdem die B-Zellen diese
Selektionsprozesse durchlaufen haben, konnen unreife B-Zellen in die Peripherie wandern
und sich dort zu reifen naiven B-Zellen differenzieren, die in der Milz in follikuldre und
MZ-B-Zellen aufgeteilt werden bzw. in der Peritonealfliissigkeit sich zu B-1 B-Zellen
entwickeln (Hayakawa et al., 1983; Hayakawa and Hardy, 1988; Kantor and Herzenberg,
1993; Hardy and Hayakawa, 1994; Wen et al., 2005). Die reifen B-Zellen werden allen
Selbstantigenen, die nicht im Knochenmark vorhanden sind, ausgesetzt. Sofern sie diese
Selbstantigene tolerieren, konnen die B-Zellen in einen langlebigen Pool von B-Zellen
tibergehen.

Maiuse mit B-Zell-spezifischer Expression eines Acetyltransferase-defizienten p300 weisen

bis auf eine Reduktion der rezirkulierenden B-Zellen keine weiteren auffilligen
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Anderungen der B-Zellen im Knochenmark auf (Daten nicht gezeigt). Die FACS-Analysen
der Milzzellen veranschaulichen hingegen eine reduzierte Anzahl an B-Zellen mit hoher
slgM-Expression (Abb. 19A). Zusitzlich und in Einklang mit dieser Beobachtung sind die
MZ-B-Zellen in der Milz dieser Méuse reduziert (Abb. 19B). Des Weiteren besitzen die
Maiuse eine abnormale Population reifer B-Zellen, die zwar IgD als Oberflaichenmolekiile
jedoch kein oder nur zum Teil CD23 als Reifungs- und Differenzierungsmarker besitzt
(Abb. 19E, F und G). Da dieser partielle Verlust der Reifung der B-Zellen bereits bei
Maiusen ohne klinische Auffélligkeiten zu beobachten ist (Daten nicht gezeigt), ist es ein
frithes Zeichen der Erkrankung, das zusammen mit der Autoantikdrperproduktion zeitlich
vor der Nierenpathologie und der Schidigung anderer Organe auftritt.

Diese FACS-Ergebnisse der Milzzellen von Médusen zeigen, dass einzelne Signalwege der
B-Zell-Differenzierung in der Peripherie durch die fehlende p300-vermittelte Acetylierung
altersabhéngig in ihrer Wirkung beschriankt werden. Dadurch veranschaulichen sie eine
kritische Rolle der B-Zellen in der Initiation einer SLE-dhnlichen Autoimmunerkrankung.
Mehrere Studien zeigen, dass B-Zellen essentiell fiir die Entwicklung einer Autoimmunitét
und deren Erkrankungen sind (Lipsky, 2001). Der Transfer von kultivierten Pra-B-Zellen,
die aus der fotalen Leber von SLE-pradisposionierten (NZB x NZW) F1-Méiuse stammen,
in SCID-Maiuse (Nacktméiuse) ist ausreichend fiir die Ausbildung eines SLE-&hnlichen
Syndroms (Reininger et al., 1992). Da sich aus diesen Zellen keine T-Zellen entwickeln
konnen, weist dies zusidtzlich zu der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass intrinsische
Defekte der B-Zellen eine primére Rolle in der Pathogenese einer Autoimmunerkrankung
bilden.

Des Weiteren ist bekannt, dass sowohl (NZB x NZW) F1-Maiuse als auch SLE-Patienten
vor dem Ausbrechen der Erkrankung eine hohe Anzahl an B-Zellen besitzen, die spontan
niederaffine Antikorper des Isotyps IgM gegen DNA produzieren (Steward and Hay, 1976;
Viau and Zouali, 2005). Die pathogenen, hochaffinen IgG-Autoantikorper, die gegen DNA
gerichtet sind, entstehen vermutlich durch einen Antigen-vermittelten Prozess, wodurch
die adaptive Immunitét fiir deren Produktion verantwortlich ist (Demaison et al., 1994;
Radic and Weigert, 1994). Dennoch wird aufgrund anderer Beobachtungen vermutet, dass
B-Zellen mit angeborenen Immunitdtseigenschaften ebenso eine Rolle in der Auto-
immunitit spielen konnen. Bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen werden zum
Beispiel erhohte Mengen an B-1 B-Zellen beobachtet (Sidman et al., 1986; Burastero et
al., 1988; Dauphinee et al., 1988). Dies liegt jedoch nicht in den Mausen mit B-Zell-

spezifischer Expression des Acetyltransferase-defizienten p300 vor (Daten nicht gezeigt).

112



DISKUSSION

B-1 B-Zellen exprimieren eine bestimmte Anzahl autoreaktiver Spezifitdten und sind fiir
die meisten im Serum, natiirlich vorkommenden Autoantikérper verantwortlich
(Herzenberg et al., 1986; Hardy and Hayakawa, 1994; Hayakawa et al., 1999).

Obwohl in den meisten Fillen von Autoimmunerkrankungen bei Méusen eine erhdhte
Anzahl an MZ-B-Zellen beobachtet wird, ist in dem vorliegenden Mausmodell dies nicht
der Fall. Dies kann an der erhohten Anzahl aktivierter B-Zellen liegen (Abb. 23A und B).
Aktivierte B-Zellen liegen zum Grofteil in der Marginalzone der Milz vor und sind
aufgrund der Anzeichen einer Autoimmunerkrankung vermutlich autoreaktiv. Diese
Autoreaktivitdt wird durch den ELISA auf dsDNA-spezifische Autoantikdrper bestétigt
(Abb. 16A). Nach der Aktivierung verlassen die B-Zellen die Marginalzone der Milz und
wandern im Korper zu Organen, in denen sie sich ablagern kdnnen. Die gefédrbten Infiltrate
mononukledrer Zellen in den Nieren (Abb. 14D) weisen auf B-Zellen hin, da in der Niere
ebenso wie in der Leber hohe Mengen an Immunglobulinen nachweisbar sind (Abb. 15).
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich schliefen, dass diese Immunglobuline zum
Isotyp IgM gehdren, da die produzierten Autoantikdrper vorrangig IgM sind.

Neben einer Beeintrachtigung der Differenzierung der reifen B-Zellen ist die Anzahl der
transitionellen B-Zellen in den Miausen mit Expression des Acetyltransferase-defizienten
p300 in B-Zellen aufgrund einer erhohten Apoptose reduziert (Abb. 20 und 25). Die
absoluten Mengen transitioneller B-Zellen bezogen auf die Milzgrofe sind jedoch
unverdndert (siehe 4.1.3). Dies verdeutlicht zusammen mit den FACS-Analysen der B-
Zellen im Knochenmark, dass die Autoimmunerkrankung nicht aufgrund eines Defektes in
der Selektion der Selbsttoleranz der unreifen B-Zellen im Knochenmark entsteht. Der
Defekt in der Negativselektion muss demzufolge an einem spiteren Schritt der B-Zell-
Entwicklung und -Differenzierung in der Peripherie nach dem Stadium der transitionellen

B-Zellen sein.

5.1.3 Der beobachtete Phiinotyp zeigt Ahnlichkeiten mit anderen bekannten
Mausmodellen

Einige der beobachteten Phinotypen der B-Zellen, die durch eine reduzierte

Acetyltransferaseaktivitit von p300 verursacht werden, spiegeln Phénotypen wider, die in

anderen Mausstimmen auffillig sind. Zum Beispiel fehlen Méusen, die defizient fiir den

Transkriptionsfaktor Aiolos sind, in der Milz MZ-B-Zellen und B-Zellen mit hoher

Expression von IgM, CD21/35 und IgD (Wang et al., 1998; Cariappa et al., 2001; Sun et

al., 2003). Diese Miuse weisen ebenso wie die p300+/AS'"e"; CD19-cre Miuse eine
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reduzierte Anzahl an rezirkulierenden B-Zellen im Knochenmark auf. Sie haben jedoch
einen vergroBerten Pool an hyperaktiven follikuldren B-Zellen. Eine Bestimmung der
Expression von Adiolos in den Méusen mit B-Zell-spezifischer Expression des Acetyl-
transferase-defizienten p300 weist eine 50%-ige Reduktion in der mRNA-Menge dieses
Transkriptionsfaktors auf (Daten nicht gezeigt). Diese reduzierte Expression von Aiolos
konnte mit fiir die Entwicklung der Autoimmunerkrankung verantwortlich sein.

Ahnlich dem Phiinotyp der Aiolos-defizienten Miuse besitzen Miuse mit einer
konditionellen Deletion des Transmembranrezeptors Notch2 keine MZ-B-Zellen und keine
CD21/35™" CD23" Milzzellen (Saito et al., 2003). Die follikuliren B-Zellen hingegen
sind bei diesen Mdiusen in ihrer Anzahl und Funktion unverdndert. Mduse mit einer
fehlenden Signaltransduktion {iber den Notch-Signalweg besitzen einen &hnlichen Phéno-
typ (Maillard et al., 2004). Jedoch ist in dem vorliegenden Mausmodell kein direkter
Effekt auf den Notch-Signalweg ersichtlich (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der Ergebnisse einer Maus mit einer Punktmutation in der im BCR-Signalweg
involvierten Kinase Lyn, die zu einem konstitutiv-aktiven Protein fiihrt, konnte eine
Deregulation dieses Gens in Betracht gezogen werden. Die Maus zeigt einen dhnlichen
Phénotyp wie die p300"*5": CDI9-cre Maus mit einer Reduktion von sIgM, einer
verringerten Antwort des BCR-Signalweges, einer verminderten Anzahl an MZ-B-Zellen,
einer Glomerulonephritis und einer erhdhten Produktion von Autoantikérpern (Hibbs et al.,
2002). Bei der Untersuchung der Expression von Lyn ist jedoch keine Verdnderung in den
B-Zellen mit Acetyltransferase-defizientem p300 zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
Somit gehort Lyn dhnlich den Proteinen des Notch-Signalweges nicht zu den Proteinen, die

von der p300-Acetyltransferaseaktivitit in B-Zellen abhéngig sind.

5.1.4 Der positive Effekt der T-Zell-Aktivierung durch B-Zellen

Maiuse mit Acetyltransferase-defizientem p300 in B-Zellen haben nicht nur eine erhéhte
Anzahl an aktivierten B-Zellen sondern ebenso an aktivierten T-Zellen (Abb. 23). Dies
beruht darauf, dass zwischen B- und T-Zellen eine Zwei-Wege-Interaktion existiert: Die B-
Zellen vermitteln iiber Antigenprdsentationen Signale an die T-Zellen und die T-Zellen
konnen als Hilfe fiir die B-Zellen durch die Freisetzung von Zytokinen und Zellober-
flichenliganden fungieren. Diese Interaktionen fiihren zu einem positiven Riickkopplungs-
effekt. Es wird vermutet, dass bereits ein kleiner Unterschied in der initialen B- oder T-
Zell-Aktivierung iiber einen bestimmten Zeitraum zur Amplifikation dieser Zellen und

somit zur Ausbildung einer Autoimmunerkrankung anstelle einer Selbsttoleranz fiihren
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kann (Shlomchik et al., 2001). Genetische Knock-Out-Méuse mit fehlenden B- oder T-
Zellen zeigen die Notwendigkeit beider Zelltypen fiir die Entwicklung von SLE (Peng et
al., 1996a; Peng et al., 1996b; Chan and Shlomchik, 1998).

MRL/Fas™ Miuse, in denen die B-Zellen keine Immunglobuline sekretieren kénnen,
entwickeln eine SLE-dhnliche Autoimmunerkrankung, obwohl sie jedoch keine zirku-
lierenden Autoantikdrper besitzen (Chan et al., 1999a). Dies legt nahe, dass die T-Zell-
Autoimmunitdt eine sekundidre Antwort auf eine Autoantikorper-vermittelte Gewebe-

pathologie ist. Des Weiteren weisen die MRL/Fas""

Maiuse mit einer manipulierten B-Zell-
Defizienz keine erhohte Anzahl aktivierter T-Zellen auf (Chan et al., 1998; Chan et al.,
1999b). Aus diesen Daten kann abgeleitet werden, dass die in dieser Arbeit beobachtete
Aktivierung der T-Zellen vermutlich ein sekundéres Ereignis nach der Einleitung der
Autoimmunerkrankung darstellt. Die unbeeintrichtigte Proliferation der priméren naiven
B-Zellen nach Induktion der T-Zell-Hilfe zeigt ebenfalls, dass die T-Zellen nicht direkt fiir
die Auslosung der Autoimmunitédt verantwortlich sind.

Der in dieser Arbeit beobachtete Phinotyp ist nicht bei einem konditionellen Knock-Out
von p300 zu beobachten, bei dem eine essentielle Funktion von p300 vor oder im Pro-B-
Zell-Stadium beschrieben wird (Xu et al., 2006). Eine Inaktivierung von p300 in zum
Beispiel himatopoetischen Stammzellen (Mx/-cre) fiihrt zu einer Reduktion der Zahl der
Pro- und Pra-B-Zellen (Xu et al., 2006). Diese Arbeit verdeutlicht hingegen eine Funktion
der p300-Acetyltransferaseaktivitit nach dem Pro-B-Zell-Stadium, da die CD19-cre
Rekombinase erst beim Stadium der Pro-B-Zelle einsetzt. Daher konnen in diesem
Mausmodell die frithzeitigen Effekte, die der konditionelle Knock-Out von p300 zeigt,

nicht beobachtet werden.

5.1.5 Die p300-Acetyltransferaseaktivitit beeinflusst die Bildung der
Immunglobuline
Zusétzlich zur unvollstdndigen Differenzierung der B-Zellen und erhohten Anzahl
aktivierter B- und T-Zellen produzieren die B-Zellen eine hohere Anzahl an Immun-
globulinen im Serum der Méuse mit B-Zell-spezifischer Expression des Acetyltransferase-
defizienten p300 (Abb. 21). Die erhhte Menge an Antikorpern des Isotypes IgG2b im
Serum der Méuse zusammen mit der hochregulierten Expression von /gg2b und des Keim-
bahntranskripts Cy2b von IgG2b (Abb. 26 und 29) sind Anzeichen fiir einen Klassen-
wechsel der Immunglobuline zu IgG2b. Jedoch zeigt die Messung der Isotypen der
Autoantikorper gegen dsDNA, dass sie zum Isotyp IgM gehdren (Abb. 16B). Dies
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verdeutlicht eine generelle Erhhung der Immunglobulin- bzw. Antikorperbildung und
spiegelt keinen Klassenwechsel von IgM zu IgG2b wider.

Des Weiteren besitzen zwar 90% der untersuchten Maiuse zusitzlich zu IgM-
Autoantikdrpern ebenso einige des Isotypes IgG, jedoch nur insgesamt 40% sind vom
Isotyp IgG2b. Die erhohten Mengen der Immunglobuline im Serum dieser Méuse
(Abb. 21) sind nicht nur mit der erhdhten Anzahl aktivierter (CD69") B-Zellen in der Milz
(Abb. 23A) konsistent, sondern ebenso mit der erhohten Anzahl an Ovalbumin-
spezifischen Immunglobulinen bereits vor der Immunisierung (Abb. 22B, Tag 0). Eine
zusitzlich erhohte Menge an aktivierten (CD69") T-Zellen (Abb.23B) spiegelt den
positiven Riickkopplungseffekt der Aktivierung von B- und T-Zellen wider.

Aufgrund der Detektion der erhohten Mengen an Immunglobulinen und dem Nachweis,
dass die B-Zellen der Méduse Immunglobuline produzieren kdnnen, ist die Immunantwort
gegeniiber einem T-Zell-abhingigen Antigen von besonderem Interesse. Die Primér-
antwort der Méause mit Expression des Acetyltransferase-defizienten p300 in B-Zellen
gegeniiber dem T-Zell-abhédngigen Antigen Ovalbumin ist jedoch unbeeinflusst (Abb. 22B,
Tag 14). Somit sind die Méuse in der Lage, auf ein T-Zell-abhidngiges Antigen mit der
Produktion von spezifischen Antikdrpern zu reagieren. Des Weiteren zeigt dies, dass die
Signaltransduktionskaskaden zur Kommunikation zwischen B- und T-Zellen nicht von der
p300-Acetyltransferaseaktivitdt abhingig sind. Im Vergleich zur Primédrantwort ist
hingegen eine reduzierte Erinnerungsantwort nach einer zweiten Injektion des Antigens zu
beobachten (Abb. 22B, Tag 38). Daraus wird ersichtlich, dass die p300-Acetyltrans-
feraseaktivitit fiir die Bildung von Gedichtniszellen notwendig ist. Dies konnte den
Einfluss der Acetyltransferaseaktivitit auf den BCR-Signalweg widerspiegeln, der zu
einem spdteren Zeitpunkt noch genauer untersucht wird. Der BCR-Signalweg ist unter
anderem fiir die Entwicklung der B-Zellen zu bestimmten Subtypen, wie Gedichtnis- oder
Plasmazellen, verantwortlich. Die Maiuse besitzen dennoch eine gewisse Anzahl von
Gedéchtniszellen. Dies ldsst sich aus dem Anstieg an Ovalbumin-spezifischen Antikorpern
nach der zweiten Injektion schlieBen. Demzufolge wird der BCR-Signalweg durch die
Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 zwar gehemmt, jedoch nicht
vollstindig blockiert (siche 5.1.6).

Die Messung von Ovalbumin-spezifischen Antikdrpern vom Isotyp IgG2b zeigt bereits vor
der Immunisierung eine Erh6hung (Abb. 21 und 22C, Tag 0). Dennoch ist die Erinnerungs-
antwort der Méuse bei Ovalbumin-spezifischen IgG2b nicht signifikant reduziert im

Vergleich zur Gesamtmenge an Ovalbumin-spezifischen Immunglobulinen (Abb. 22C,
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Tag 38). Demzufolge sind andere Immunglobuline fiir die reduzierte Erinnerungsantwort

verantwortlich.

5.1.6 Eine Hemmung des BCR-Signalweges durch Acetyltransferase-
defizientes p300 konnte die Autoimmunerkrankung einleiten

Zur Untersuchung der Reaktion der B-Zellen der Méuse auf verschiedene Stimuli, die die
wesentlichen Signalwege einer B-Zelle aktivieren, werden Proliferationsanalysen mit Hilfe
des Einbaus von *H-Thymidin in die DNA wihrend der S-Phase des Zellzyklus verwendet.
Die Proliferation primirer B-Zellen nach Aktivierung des Interleukin-Signalweges durch
IL-4 oder nach Induktion der T-Zell-Hilfe mittels a-CD40 zeigt keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen Genotypen (Abb.24). B-Zellen mit Acetyltransferase-
defizientem p300 weisen nach Aktivierung des BCR-Signalweges mit a-IgM eine
schwichere Proliferation auf. Dies wird nicht durch eine erhdhte Apoptose der reifen B-
Zellen mit Acetyltransferase-defizientem p300 verursacht, da die Anzahl der apop-
totischen, reifen B-Zellen nach Stimulation nicht beeinflusst ist (Abb. 25). Der Unterschied
zwischen den Genotypen nimmt zwar mit steigender Konzentration von a-IgM ab, jedoch
bleibt er vorhanden. Der Grenzwert zur Aktivierung des BCR-Signalweges liegt bei den B-
Zellen mit Acetyltransferase-defizientem p300 somit hoher als in den Kontrollzellen. Dies
legt nahe, dass der BCR-Signalweg in diesen Zellen durch die fehlende Acetylierung
mittels p300 beeintrachtigt ist. Die Menge an aktivierten B-Zell-Rezeptor kontrolliert die
Negativselektion der B-Zelle. Mutationen, die den Grenzwert der Aktivierung des BCR-
Signalweges verdndern, kdnnen somit die Selbsttoleranz beeintrachtigen (Cyster et al.,
1996; Bolland and Ravetch, 2000; Grimaldi et al., 2005). Zum Beispiel kann das Fehlen
der Tyrosinkinase Lyn, was zu einer reduzierten Aktivierung des BCR-Signalweges fiihrt,
eine Autoimmunerkrankung in Miusen induzieren (Nishizumi et al., 1995). Demzufolge
konnte die in dieser Arbeit beobachtete Hemmung der Aktivierung des BCR-Signalweges
eine Ursache fiir die Entwicklung des SLE-dhnlichen Phinotyps sein.

Prinzipiell kann das Acetyltransferase-defiziente p300 eine reduzierte Proliferation als
Antwort auf die Aktivierung des BCR-Signalweges zum einen durch eine Verdnderung der
Synthese der Komponenten des Signalweges hervorrufen. Zum anderen konnte das
mutierte p300-Protein die Aktivierung einzelner Gene, die Zielgene des BCR-Signalweges
sind, hemmen. Zahlreiche Transkriptionsfaktoren, dessen Aktivitit durch den BCR-Signal-
weg reguliert wird, wie NF-kxB oder NF-AT, bendtigen p300 als Koaktivator (Garzia-
Rodriguez and Rao, 1998; Zhong et al., 1998). Des Weiteren wird die Aktivitit von NF-kB
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durch eine p300-abhingige Acetylierung geregelt (Chen et al., 2002). Jedoch fiihrt nicht
nur die Aktivierung des BCR-Signalweges, sondern ebenso die Stimulation der peripheren
B-Zellen mit a-CD40 oder LPS zur Aktivierung von NF-kB-Transkriptionsfaktoren, die
zahlreiche Gene in den lymphoiden Zellen regulieren (Grilli et al., 1993; Baeuerle and
Henkel, 1994; Siebenlist et al., 1994). Im Einklang mit der unveridnderten Proliferation der
B-Zellen nach diesen Stimuli (Abb. 24) zeigt ebenfalls der cDNA-Microarray keine
Deregulation von NF-«B (Daten nicht gezeigt).

Jedoch weisen die untersuchten, reifen B-Zellen der Miause mit Acetyltransferase-
defizientem p300 eine Vielzahl von deregulierten Genen, die im BCR-Signalweg beteiligt
sind, auf. Zu den herunterregulierten Genen zéhlen unter anderem Rac2, Syk, Shp1, Baff-r,
Blk, Cd45 und Cd33 (Abb. 26 und sieche Anhang). Dadurch wird die Verkniipfung von
p300 mit der reduzierten Proliferation nach Aktivierung des BCR-Signalweges verstirkt
und eine essentielle Funktion der p300-Acetyltransferaseaktivitit in der Regulation des
BCR-Signalweges identifiziert. Eine Beteiligung von p300 in dem BCR-Signalweg wird
auflerdem durch die konditionelle Knock-Out-Maus mit einem vollstandigen Verlust von
p300 nach dem Stadium der Pro-B-Zelle beschrieben, da diese eine Reduktion der BCR-
abhingigen Genexpression aufweist (Xu et al., 2006). Des Weiteren ist bekannt, dass B-
Zellen von Patienten mit systemischen Autoimmunerkrankungen zahlreiche Defekte im
BCR-Signalweg besitzen (Tsokos and Liossis, 1999; Hasler and Zouali, 2001; Tuscano et
al., 2003; Zouali and Sarmay, 2004).

Eine exakte Regulation des BCR-Signalweges ist flir die Entwicklung der reifen B-Zellen
zu follikuldren oder MZ-B-Zellen verantwortlich. Die Entwicklung von follikuldren B-
Zellen bendtigt einen hohen Grenzwert des BCR-Signalweges, wohingegen die MZ-B-
Zellen bereits bei einer niedrigeren Aktivierung des Signalweges reagieren (Cariappa et
al., 2001; Croker et al., 2002; Martin and Kearney, 2002). Dies wird in der vorliegenden
Arbeit in der Analyse der Proliferation nach Aktivierung des BCR-Signalweges mittels o-
IgM bestitigt (Abb. 24). Dabei ist ersichtlich, dass eine reduzierte Anzahl an MZ-B-Zellen
(Abb. 19C und D) zu einer geringeren Proliferation dieser fiihrt. Daher ist eine hohere
Menge an a-IgM notwendig, um die reifen B-Zellen, die iiberwiegend follikulidre B-Zellen
und weniger MZ-B-Zellen sind, zur Proliferation anzuregen. Der Grenzwert zur
Aktivierung des BCR-Signalweges liegt dabei hoher als in den Kontrollmdusen. Somit
konnte die reduzierte Aktivierung des BCR-Signalweges zu der beobachteten, unvoll-

staindigen Differenzierung der B-Zellen fiihren (siche 5.1.2).
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Zusétzlich zur Bestimmung der Proliferationsfahigkeit nach Aktivierung des BCR-Signal-
weges ist die Reaktion der B-Zellen nach Induktion des TLR-Signalweges zu beachten.
Sowohl B-Zellen von Méusen als auch vom Mensch besitzen Toll-/ike Rezeptoren und
exprimieren hohe Mengen des TLR-9 und TLR-10 (Applequist et al., 2002; Bourke et al.,
2003). Der TLR-9 erkennt unmethylierte CpG-Motive, die charakteristisch fiir die
bakterielle DNA sind, und ist in der direkten Immunantwort gegeniiber einem weit
reichenden Spektrum an Mikroorganismen beteiligt. Die induzierbare Expression der TLR
in B-Zellen stellt daher die Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunitét
dar. Da in der Proliferationsrate der B-Zellen mit Acetyltransferase-defizientem p300 keine
Verdnderung zu sehen ist, scheint die p300-Acetyltransferaseaktivitit keinen Einfluss auf
die erworbene Immunitét im Hinblick auf den TLR-Signalweg zu haben.

Zusétzlich zu den B-Zell-spezifischen Signalwegen sind ebenso andere allgemeine
Signalwege in der Entwicklung von B-Zellen involviert, wie der antiproliferative TGF-§3-
oder der proliferationsanregende Wnt-Signalweg. In diesen Signalwegen ist p300 auch als
Koregulator beteiligt. Es interagiert zum Beispiel mit Mitgliedern der Smad-Proteinfamilie
und acetyliert diese Transkriptionsfaktoren, die stromabwirts liegende Effektorproteine
des TGF-B-Signalweges sind (sieche 4.1.6) (Simonsson et al., 2006). Objektive Analysen
zur Uberpriifung der Anreicherung von Gengruppen (GSEA, Gene set enrichment
analysis) oder bestimmten Enzymfamilien, wie Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, die spezifisch

in einem Signalweg beteiligt sind, zeigen keine signifikante Deregulation (Daten nicht

gezeigt).

5.1.7 B-Zellen mit Expression eines Acetyltransferase-defizientem p300 zeigen
eine reduzierte Acetylierung von Proteinen

Wihrend eine vollstindige Deletion von p300 zu einem gleichzeitigen Verlust aller
biochemischen Funktionen von p300 am Promotor fiihrt, kann das Acetyltransferase-
defiziente p300-Protein dennoch zum Promotor rekrutiert werden. Dort besitzt p300AS
weiterhin die Moglichkeit andere Funktionen auszuiiben, wie zum Beispiel die als Adap-
terprotein oder die E3/E4-Ubiquitinligaseaktivitit. Die p300-Acetyltransferase-aktivitét
kann {iber mehrere Mechanismen wirken (Abb. 38). Zum einen konnen direkt Lysinreste
an Histonen acetyliert werden (Abb. 38B). In der vorliegenden Arbeit zeigt sowohl eine
globale als auch eine promotorspezifische Analyse der Histon H3K18-Acetylierung, das in
vitro ein spezifisches Substrat von p300 ist (Schiltz ef al., 1999), keine Verdnderung in B-
Zellen mit Acetyltransferase-defizientem p300 (Abb. 28 und 29).
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Zum anderen kann p300 Transkriptionsfaktoren (Abb. 38 A) oder andere Proteine, die dann
wiederum weitere Proteine an den Promotor rekrutieren konnen (Abb. 38D), acetylieren.
Diesbeziiglich ist in den B-Zellen der Méuse mit Acetyltransferase-defizientem p300 eine
reduzierte Acetylierung von Proteinen, die ein hoheres Molekulargewicht als Histone
besitzen, zu detektieren (Abb. 30). Somit wire eine Identifizierung dieser Proteine mit
einer fehlenden oder verminderten Acetylierung zum Beispiel mit Hilfe von Massen-
spektrometrie von Interesse. Aufgrund des zu geringen Materials aus primdren naiven B-
Zellen ist jedoch die Herstellung der B-Zelllinie mittels homologer Rekombination mit
nachgewiesener Expression von Acetyltransferase-reduziertem p300 hilfreich (Abb. 34,
35, 36 und 37). Keine bzw. eine verminderte Acetylierung eines oder mehrerer dieser
Proteine mittels p300 konnte demzufolge die Ursache fiir die Entwicklung der Autoim-
munerkrankung SLE in den Méusen sein (Abb. 38A und D). Es konnten Proteine sein, die
im BCR-Signalweg involviert sind, und somit zu der reduzierten Aktivierung des Signal-
weges fithren. p300 kann ebenso andere Proteine mit einer Acetyltransferaseaktivitét
rekrutieren, wie zum Beispiel PCAF, die vielleicht Histone oder andere Proteine als
gemeinsame Substrate von p300 acetylieren konnen (Schiltz et al., 1999). Daher ist zu
beachten, dass in p300-defizienten Zellen eine Hypoacetylierung eines bestimmten
Proteins nicht direkt bedeuten muss, dass p300 selbst dieses Substrat acetyliert. Es konnte
sein, dass p300 die Substrat-spezifische Acetyltransferase des Proteins nicht rekrutieren
kann.

Des Weiteren ist die Acetyltransferaseaktivitit von p300 fiir dessen Autoacetylierung mit
einer anschliefenden Dissoziation von p300 vom Proteinkomplex am Promotor notwendig
(Abb. 38C). Da das Acetyltransferase-defiziente p300 womoglich zu einer reduzierten
Dissoziation aufgrund einer fehlenden Autoacetylierung fiihrt, konnte dies zusitzlich eine
Blockade der transkriptionellen Aktivierung und dadurch ein Einfrieren des Promotors zur
Folge haben. Die Autoacetylierung innerhalb der Acetyltransferasedomine hingt mit
einem Aktivierungsloop zusammen, so dass die fehlende Acetyltransferaseaktivitit zu
einer Hemmung der Aktivierung von p300 fiihrt (Ogryzko et al., 1996; Hamamori et al.,
1999; Thompson ef al., 2004).
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Abbildung 38: Acetyltransferase-defizientes p300 kann iiber mehrere Mechanismen zu einer verdnderten
Expression des Zielgens fiihren.
Schematische Darstellung der Modelle der Auswirkungen von Acetyltransferase-defizientem p300. A)
Acetyltransferase-defizientes p300 (p300AS) kann zum einen nicht mehr die fiir die Expression des Zielgens
notwendigen Transkriptionsfaktoren (TF) acetylieren. B) Zum anderen kénnen die Histone der Nukleosomen
im Promotorbereich durch mutiertes p300AS nicht mehr acetyliert werden. C) Des Weiteren kann die
fehlende Autoacetylierung (I) bei einer Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 zu einer
reduzierten Dissoziation (II) und somit zu einem Einfrieren des Promotors fiihren. D) Als letztes ist der
indirekte Einfluss der p300-Acetyltransferaseaktivitit auf die Expression des Zielgens zu nennen, bei dem
Acetyltransferase-defizientes p300 ein Protein (Protein X), das aktivierend oder reprimierend auf einen
Transkriptionsfaktor des Zielgens wirken kann, nicht acetylieren und dadurch nicht regulieren kann.

5.1.8 Erweiterung des Acetyltransferase-defizienten p300-Mausmodells

Die Beobachtungen und Analysen in der vorliegenden Arbeit zur Genexpression, B-Zell-
Differenzierung und Immunglobulinbildung zeigen jeweils einen partiellen Effekt des
Acetyltransferase-defizienten p300. Durch die embryonale Letalitdit der Mé&use mit
heterozygoter Expression des mutierten p300 ist zwar bekannt, das p300AS einen
dominant-negativen Effekt in Hinblick auf die Acetyltransferaseaktivitét ausiibt. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das verbleibende Wildtypallel fiir p300 nicht
noch Acetylierungen durchfiihren kann. Diesbeziiglich konnten die Untersuchungen der
p3007457° . CDI9-cre Méuse nach Verpaarung mit konditionellen p300 Knock-Out-
Maiusen (Kasper et al., 2006) einen stirkeren Unterschied hervorbringen. Dabei wiirde ein
Allel das mutierte, reprimierte p300ASneo und das zweite Allel Wildtyp-p300 sein, die mit
Hilfe der CD19-cre Rekombinase zum mutierten, aktiven p300A4S und einem Knock-Out
fiir p300 rekombiniert werden kdnnen.

Durch die Mutation von p300 konnte ebenso dessen intramolekulares Gleichgewicht
gestort werden. Dies wiirde den dominant-negativen Effekt zusitzlich erklaren. Wenn p300
weitere enzymatische Aktivititen besitzen sollte, die im Gleichgewicht mit der Acetyl-
transferaseaktivitét stehen, fiihrt dies zu einem unausgewogenen Aussetzen des Chromatins

gegeniiber der anderen Aktivitit. Relevant hierfiir wire zum Beispiel die beschriebene
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intrinsische E3/E4-Ubiquitinligaseaktivitit am N-Terminus von p300 (Grossman et al.,

2003).

5.1.9 Die p300-Acetyltransferase-defiziente Maus als ein Modell fiir SLE
Analysen von Menschen und Méusen legen nahe, dass zusétzlich zu zahlreichen Genen,
die eine Autoimmunerkrankung fordern, ebenso andere Gene SLE supprimieren kdnnten
(Morel et al., 1999; Nguyen et al., 2002). Das p300-Gen zdhlt nicht zu einem derzeit
bekannten SLE-Préadispositions- oder -Suppressorlokus im Mensch oder in Maiusen.
Dennoch scheinen die p300+/AS'”e”; CD19-cre Miuse ein neues Mausmodell fiir eine Sub-
gruppe von SLE-Patienten darzustellen, das genetisch unabhingig von den weit
verbreiteten MRL/Fas”" Miusen ist.. Alternativ kénnte eine reduzierte Proteinacetylierung
unabhédngig von dem primédren genetischen Defekt ein grundlegendes Ereignis bei
humanem SLE sein, dhnlich wie bei der Entstehung und Progression von Krebs.

Die Penetranz der Entwicklung der Krankheit bei den untersuchten Miusen verdeutlicht,
dass die Reduktion der Acetyltransferaseaktivitdt von p300 in B-Zellen zu einer starken
Pradisposition fiir eine Autoimmunerkrankung fiihrt. Dies ist dhnlich dem Rubinstein-
Taybi-Syndrom, das durch die Inaktivierung von nur einem Allel von p300 oder dem
Paralog CBP entstehen kann (Roelfsema et al., 2005). Einige dieser Patienten enthalten
Mutationen, die nur die Acetyltransferaseaktivitit umfassen und somit zeigen, dass bereits
eine Verdnderung der Acetyltransferaseaktivitit von p300 oder CBP pathologische Konse-
quenzen mit sich fithren kann (Murata et al., 2001).

Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell gibt Aufschliisse iiber die Relevanz von B-
Zellen in der Autoimmunitét und liefert Hinweise fiir ein in der Entwicklung einer Auto-
immunerkrankung involviertes Protein und deren enzymatische Aktivitét, die Acetyltrans-
ferasefunktion von p300. Zusdtzlich wird durch die Beobachtung, dass die Acetyltrans-
feraseaktivitit von p300 essentiell fiir die Regulation der Selbsttoleranz ist, p300 als ein
Enzym identifiziert, das flir die Kontrolle der posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen in der Autoimmunitét zustindig ist. Aufgrund der Beobachtungen verdeutlicht
die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung in Méusen, denen die p300-Acetyltrans-
feraseaktivitit in B-Zellen fehlt, dass das balancierte Gleichgewicht von Acetylierung und
Deacetylierung der Proteine in den B-Zellen essentiell ist (Abb. 39). Eine Anderung des
Gleichgewichts in Richtung einer verstarkten Deacetylierung fiihrt in diesem Mausmodell

zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung. Alternativ kann es ebenso zu Krebs fiihren,
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wie es in Lungen- oder Darmkrebs gezeigt ist (Kikuchi et al., 2002; Espino et al., 2005;
Verma et al., 2006; Gallinari et al., 2007).

5.1.10 Therapiemaoglichkeiten bei SLE in Miusen und beim Menschen

SLE ist eine systemische Autoimmunerkrankung, bei der eine Reihe von Ereignissen des
Immunsystems zum Verlust der Selbsttoleranz gegentiiber nukledren Autoantigenen fiihren.
Aus vielen Studien und ebenso aus der vorliegenden Arbeit ist bekannt, dass die periphere
Toleranz iiberwiegend bei der Ausbildung einer Autoimmunerkrankung, wie SLE, beein-
trachtigt ist. Bei der Entwicklung von Therapiemdglichkeiten konnte sowohl die Hetero-
genitit der Erkrankung (Arthritis, Hautausschlag, Nephritis, Serositis und Zytopenie in
verschiedenen Kombinationen) als auch die Pridsens von verschiedenen Typen von Auto-
antikorpern (gegen Nukleinsduren, Nukleinsdure-bindende Proteine (snRNP 0.4.), Phos-
pholipide, rote (Erythrozyten) oder weille Blutzellen, Blutpldttchen (Trombozyten),
nukledre Proteine oder Antigene von neuralen Zellen) eine Rolle spielen (Jacobi and
Diamond, 2005; Singh, 2005).

Aufgrund der Defekte in der B-Zell-Funktion in MRL/Fas” Miusen und zahlreichen
anderen Beobachtungen wird hédufig eine Depletion der B-Zellen mittels Rituximab als
Therapie von SLE in Betracht gezogen (Shlomchik et al., 2001; Leandro et al., 2002;
Looney et al., 2004; Anolik and Aringer, 2005; Leandro et al., 2005). Rituximab wirkt als
ein B-Zell-spezifischer monoklonaler Antikorper gegen das Zelloberfldchenprotein CD20,
das von der Prd-B-Zelle bis hin zu der Vorstufe einer Plasmazelle exprimiert wird,
zytolytisch (Grillo-Lopez et al., 2002; Cragg et al., 2005). Eine B-Zell-Depletion zur
Behandlung von SLE ist jedoch in vielen Fillen wenig Erfolg versprechend, denn eine
geringe oder nicht vollstindige Reduktion der B-Zellen hat hdufig keine bzw. eine
schwache klinische Verbesserung fiir den Patienten (Leandro et al., 2002; Looney et al.,
2004; Leandro et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wird jedoch gezeigt, dass eine B-
Zell-Depletion nicht die zu empfehlende Therapieform ist, da die untersuchten Méause nach
einer Beeintrachtigung der B-Zell-Differenzierung eine SLE-dhnliche Autoimmunerkran-
kung entwickeln.

Stattdessen sollte aufgrund der Stérung des Gleichgewichts zwischen Acetylierung und
Deacetylierung der Einsatz von HDAC-Inhibitoren in Betracht gezogen werden. Eine
Behandlung von MRL/Fas? Miusen mit HDAC-Inhibitoren fiihrt zu einer verzogerten
Ausbildung bzw. einer Therapie der Autoimmunerkrankung (Reilly et al., 2004; Garcia et

al., 2005). Die Milzzellen der Méuse zeigen globale Verdanderungen der posttranslationalen
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Modifikationen, vor allem eine Hypoacetylierung von Histon H3 und H4 (Garcia et al.,
2005). Demzufolge wire dies auch ein Ansatz zur Behandlung der Mause mit Expression

von Acetyltransferase-defizientem p300.

HATs
HATs HDACs HATs + HDACs
HDACs
| | L]
Selbsttoleranz Autoimmunitat Therapie mit

HDAC-Inhibitoren

Abbildung 39: Die Selbsttoleranz einer B-Zelle kann durch eine reduzierte Acetylierung gestort werden und
somit eine Autoimmunerkrankung auslosen.

Schematische Darstellung der Verteilung von Acetylierung und Deacetylierung und dessen Folgen. Solange
das Gleichgewicht von Acetylierung und Deacetylierung aufrecht gehalten wird, weisen die B-Zellen eine
Selbsttoleranz auf (links). Eine Verdnderung des Gleichgewichts zu einer verstirkten Deacetylierung bzw.
reduzierten Acetylierung von Proteinen kann eine Autoimmunreaktion hervorrufen (Mitte). Diese konnte
durch die Gabe von HDAC-Inhibitoren und einer somit wieder hervorgerufenen Balance zwischen beiden
Modifikationen behandelt werden (rechts).

Der erste in der Klinik eingesetzte HDAC-Inhibitor SAHA verursacht einen Wachstums-
arrest und induziert Apoptose in transformierten Zellen in vitro und in vivo in Konzen-
trationen, die wenige oder keine toxischen Effekte auf normale Zellen ausiiben (Marks,
2007). SAHA induziert dhnlich TSA die Akkumulation von sowohl acetylierten Histonen
als auch anderen acetylierten Proteinen in Komplexen mit Transkriptionsfaktoren, wie
TFIIB. Der Mechanismus der Anti-Krebswirkung ist derzeit nicht vollstindig geklért.
Vermutlich sind sowohl eine Anderung der Genexpression als auch der Funktion von in
Signalwegen der Zellproliferation (wie Rb) und Apoptose (wie Bcl-2 Proteinfamilie)
beteiligten Proteinen in dem Prozess involviert (Johnstone and Licht, 2003; Rosato et al.,
2003; Shao et al., 2004; Bhalla, 2005; Dokmanovic and Marks, 2005; Minucci and Pelicci,
2006; Yoo and Jones, 2006).

5.2 Miduse mit ubiquitirer Expression von Acetyltransferase-defizientem
P300AS entwickeln ebenfalls eine SLE-dhnliche Autoimmunerkrankung
Durch die Entwicklung der SLE-dhnlichen Autoimmunerkrankung bei Médusen mit einer
induzierten ubiquitdren Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 (Abb. 32) wird
die Funktion der B-Zellen in dieser Erkrankung weiter hervorgehoben. Der Phéinotyp

dieser Méuse ist jedoch nicht so deutlich ausgebildet, wie bei der B-Zell-spezifischen
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Expression von Acetyltransferase-defizientem p300. Dies kann verschiedene Ursachen
haben. Zum einen wird die ubiquitdre Expression durch eine induzierbare Cre-Rekom-
binase erst nach der 8.-12. Woche nach Geburt der Mause ausgelost. Dies ist ein deutlich
spaterer Zeitpunkt des Expressionsstarts im Vergleich zu den CD19-cre Méusen, bei denen
die Cre-Rekombinase bereits bei der Entwicklung der Pro-B-Zellen in der jungen Maus
aktiv wird. Zum anderen ist die Rekombinationseffizienz in den B-Zellen der Maiuse
schwicher als die beobachteten ca. 95% bei den p300+/AS'”e°; CD19-cre Miusen. Ein
weiterer Grund ist die starke Schwankung der Rekombinationseffizienz zwischen den
verschiedenen Mausen und von Gewebe zu Gewebe, so dass eine gleiche Ausprigung der
Merkmale nicht in jeder Maus gesehen werden kann. Dies erkldrt vermutlich ebenso,
warum die p300745"; RERTn-cre Miuse trotz des dhnlichen Phinotyps ilter als die
p300745m° . CD19-cre Mause werden. Der dhnliche Phanotyp der p300™5"; RERTn-cre
Miuse im Vergleich zu den p300™*5": CD19-cre Miusen verdeutlicht, dass speziell die
B-Zellen im Korper einer Maus auf die p300-Acetyltransferaseaktivitit angewiesen sind.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Acetyltransferaseaktivitdt von p300 eine
SLE-&hnliche Autoimmunerkrankung in Mausen supprimiert und dabei vermutlich die B-
Zellen kritisch fiir die Ausprigung der Erkrankung sind. Andere Effekte und Auswir-

kungen scheinen sekundarer Natur zu sein.
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5.3  Ausblick

Es ist derzeit unklar, welcher der zahlreichen Kontrollpunkte in den B-Zellen durch das
Acetyltransferase-defiziente p300 beeintrachtigt wird. Des Weiteren ist unbekannt, wie die
reduzierte Acetyltransferaseaktivitit von p300 zu solch drastischen und umfangreichen
Veranderungen des B-Zell-Kompartiments mit einer daraus folgenden Autoimmunerkran-
kung fithrt. Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse konnten eine
vergleichende Analyse der Proteine der B-Zellen von SLE-Patienten, die mutiert sind oder
dereguliert, mit in vivo Mausmodellen, wie dem vorliegenden Mausmodell, oder direkte
Expressionsanalysen hilfreich sein. Dies wiirde ebenso Aufschliisse liber Gene liefern, die
sowohl primér aber auch sekundir beeinflusst werden. Darauthin kénnten Inhibitoren oder
Aktivatoren der entsprechenden Gene bzw. Proteine eingesetzt werden, wie zum Beispiel
HDAC-Inhibitoren, die die Autoimmunerkrankung heilen. Zuséitzlich hebt die Arbeit
hervor, dass gezielt B-Zellen bei der Behandlung mit zum Beispiel HDAC-Inhibitoren
betrachtet werden sollten. Das Mausmodell in der vorliegenden Arbeit zeigt ebenfalls, dass
eine Hemmung des BCR-Signalweges Ursache der Autoimmunerkrankung sein konnte
und daher die Aktivierung von Proteinen, die den BCR-Signalweg induzieren, eine weitere
Therapiemoglichkeit wére.

Zur weiteren Aufklirung des Mechanismus konnte die hergestellte, reife B-Zelllinie
CHI12.LX mit reduzierter p300-Acetyltransferaseaktivitit hilfreich sein. Neben zahlreichen
biochemischen Analysen konnten ebenso cDNA-Microarray-Analysen und ChIP-on-chip-
Versuche (NimbleGen Systems GmbH, Waldkraiburg, Deutschland) zur Identifikation von
spezifischen Zielproteinen und Anderungen in dem Acetylierungsstatus bestimmter
Proteine beitragen.

Dariiber hinaus bleibt die Hypothese, dass p300 als Tumorsuppressor fungiert und dafiir
die Acetyltransferaseaktivitdit notwendig ist, weiterhin offen. Die Tumor-suppressive
Funktion von p300 kann unter anderem in der Myc-induzierten Lymphomagenese gezeigt
werden (Harris et al., 1988). Diesbeziiglich wiirde eine B-Zell-spezifische Expression des
Acetyltransferase-defizienten p300 mit Hilfe einer anderen, frither aktiven Cre-
Rekombinase in Mausen zur Kldrung beitragen. Gleichzeitig miisste das zweite Allel zu
einem Knock-Out-Allel rekombiniert werden und auf einem Ep-Myc Stammbhintergrund
untersucht werden. Dadurch konnte die Relevanz der p300-Acetyltransferaseaktivitéit in

der Myc-induzierten Lymphomagenese als ein Tumormodell untersucht werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1 Deutsche Zusammenfassung

p300, als eine von 15 beschriebenen Acetyltransferasen der Mammalia, besitzt eine
Vielzahl von Interaktionspartnern, die gleichzeitig als Substrate der Acetylierung
fungieren. Unter diesen sind zahlreiche Proteine, die in der Himatopoese eine essentielle
Rolle spielen. Eine konditionelle Knock-In-Maus mit heterozygoter Expression eines
Acetyltransferase-defizienten p300 (p300AS) in der Keimbahn ist embryonal letal,
wohingegen heterozygote Knock-Out-Méuse fiir p300 und embryonale Stammzellen, die
homozygot fiir die Mutation waren, lebensfahig sind. Des Weiteren sind bereits mehrere
Mutationen der p300-Acetyltransferaseaktivitdt in Leukdmien bekannt. Zusammenfassend
lassen diese Daten eine mdgliche Rolle der p300-Acetyltransferaseaktivitit in der Hima-
topoese der Méduse vermuten. Daher wurde mit dieser Arbeit die Funktion der p300-
Acetyltransferaseaktvitit wiahrend der B-Zell-Entwicklung und -Differenzierung unter-
sucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass Maiuse mit Expression eines
Acetyltransferase-defizienten p300 ausschlieBlich in B-Zellen aufgrund der Entwicklung
einer Autoimmunerkrankung friithzeitig sterben. Diese Erkrankung ist in ihrer Pathologie
dhnlich dem humanen Systemischen Lupus Erythematosus (SLE), auch Wolfsrote genannt.
Die pathologischen Erscheinungen der Maiuse umfassen eine Splenomegalie,
Glomerulonephritis, Vaskulitis, Einlagerungen von Immunglobulinkomplexen in
verschiedenen Organen und die Produktion von Autoantikorpern gegen dsDNA und andere
nukledre Antigene. Das frithere Sterben der Weibchen gegeniiber den Minnchen in diesem
Mausmodell ist ein weiteres Merkmal des humanen SLE, bei dem zu iiber 90% der
Patienten Frauen sind. Die fehlende p300-Acetyltransferaseaktivitdt in den B-Zellen fiihrt
zusitzlich neben einer reduzierten Anzahl an transitionellen und Marginalzonen-B-Zellen
in der Milz zu einem partiellen Verlust der B-Zell-Differenzierung in den Méusen. Mause
mit einer induzierten ubiquitdren Expression des mutierten p300 entwickeln ebenfalls eine
SLE-dhnliche Autoimmunerkrankung, wie bei einer B-Zell-spezifischen Expression.
Daraus ldsst sich schlieBen, dass die p300-Acetyltransferaseaktivitit notwendig fiir die
Regulation und Kontrolle der Selbsttoleranz der B-Zellen sowie deren Differenzierung ist.
Ebenso zeigt dies, dass die Acetyltransferaseaktivitiat von p300 die Ausbildung einer SLE-
dhnlichen Autoimmunerkrankung supprimiert.

Neben diesem Phénotyp der B-Zellen konnte ich zeigen, dass die B-Zellen mit Expression

des Acetyltransferase-defizienten p300 dennoch in der Lage sind, in vivo Immunglobuline
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zu bilden, welche insbesondere fiir die Isotypen IgG2b und IgM erhoht sind. FACS-
Analysen zeigen, dass die erhohten Mengen an Immunglobulinen mit einer hdéheren
Anzahl an aktivierten B-Zellen in der Milz dieser Méuse korrelieren. Eine Analyse der
humoralen Immunantwort gegeniiber einem T-Zell-abhidngigen Antigen, in diesem Fall
Ovalbumin, verdeutlicht die bereits erhohte Anzahl an Ovalbumin-spezifischen
Antikorpern bereits vor der Immunisierung. Wohingegen 14 Tage nach der Immunisierung
die Primdrantwort der Méuse mit Acetyltransferase-defizientem p300 dhnlich der von den
Kontrollméusen ist. Im Gegensatz dazu wird bei der Erinnerungsantwort eine schwichere
Bildung von Ovalbumin-spezifischen Antikdrpern detektiert. Zusdtzlich zu einem Anstieg
der aktivierten B-Zellen zeigen die Maiuse mit Expression des Acetyltransferase-
defizienten p300 eine erhohte Menge an aktivierten T-Zellen unabhingig von Ovalbumin.
Da die Miuse mit B-Zell-spezifischer Expression von Acetyltransferase-defizientem p300
nach Gabe des Antigens Ovalbumin eine B-Zell-Aktivierung zeigen, wird zusitzlich die
Proliferation der B-Zellen ex vivo nach Aktivierung verschiedener Signalwege untersucht.
Alleinig nach Induktion des BCR-Signalweges durch Zugabe von o-IgM zur
Quervernetzung des BCR proliferieren die B-Zellen schwicher. Die reduzierte Anzahl
proliferativer Zellen wird dabei nicht durch eine erhohte Apoptose verursacht. Daher
deutet dies auf eine Hemmung der Proliferation durch die fehlende
Acetyltransferaseaktivitit von p300 hin, welches unter anderem durch eine im cDNA-
Microarray detektierte Deregulation des BCR-Signalweges verdeutlicht wird.
Biochemische Analysen des Effektes von Acetyltransferase-defizientem p300 auf den
Acetylierungsstatus der Proteine zeigen keine globalen oder promotorspezifischen
Veridnderungen der Histon H3K18-Acetylierung in B-Zellen mit reduzierter p300-
Acetyltransferaseaktivitit auf. Allerdings ist eine reduzierte Acetylierung bei groferen
Proteinen als Histonen nachweisbar. Dies deutet darauf hin, dass vermutlich andere
Proteine als Histone die kritischen Substrate der p300-Acetyltransferaseaktivitit in vivo
sind. Fiir weitere Analysen stellte ich eine B-Zelllinie her, in die durch homologe
Rekombination das mutierte p300A4S eingefithrt wird. Diese B-Zelllinie synthetisiert
nachweislich das mutierte p300AS, welches in vitro eine reduzierte Acetyltransferase-
aktivitat aufweist. Mit Hilfe der Zelllinie sind nun weitere Versuche, wie Proteomanalysen,
zur Identifikation der Substrate, die auf die p300-Acetyltransferaseaktivitit angewiesen

sind, moglich.
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6.2  English Summary

p300, one of 15 mammalian acetyltransferases known, interacts with a huge number of
proteins which directly function as substrates for its acetyltransferase activity. Among
them are several proteins involved in hematopoiesis. A conditional knock-in mouse with
heterozygous expression of an acetyltransferase-deficient p300 (p300AS) in the germline is
embryonic lethal, whereas heterozygous p300 knock-out mice and embryonic stem cells
homozygous for the p300 mutation are viable. Moreover, several mutations of p300
acetyltransferase activity were found in different leukemia patients. All together, these data
suggest a function of p300 acetyltransferase activity in hematopoiesis. Therefore, the task
of my thesis work was to define the role of p300 acetyltransferase activity during B cell
development and differentiation.

During my studies, I showed that mice expressing an acetyltransferase-deficient p300 only
in B cells develop an autoimmune disease similar to the Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) in human and undergo premature death. The pathological manifestations of these
mice include splenomegaly, glomerulonephritis, vasculitis, immune complex depositions
in different organs, and production of autoantibodies against dSDNA and other nuclear
antigens. A premature death of females in comparison to males was observed, reminiscent
to another hallmark of human SLE which affects over 90% of women. In addition, the
deficient acetyltransferase activity of p300 in B cells leads to a reduced number of
transitional and marginal zone B cells in the spleen besides a partial loss of B cell
maturation in these mice. Similar results are obtained by using mice having an inducible
and ubiquitously expressed form of mutant p300. These results suggest that the p300
acetyltransferase activity is necessary for the regulation of self tolerance in B cells as well
as for their differentiation. Moreover, the acetyltransferase activity of p300 suppresses the
development of an SLE-like autoimmune disease.

In addition to the observed B cell phenotype, I prove that B cells expressing
acetyltransferase-deficient p300 are still able to produce in vivo immunoglobulins with a
specific increase for the isotypes IgG2b and IgM. FACS analysis show that the increased
levels of total immunoglobulins are correlating with higher amounts of activated B cells in
the spleen of those mice. An analysis of the humoral immune response against a T-cell-
dependent antigen, in that case ovalbumin, reveals increased Ovalbumin-specific
antibodies before the immunization. Whereas, after 14 days of immunization the primary
immune response against ovalbumin of mice deficient for the p300 acetyltransferase

activity in B cells is similar to control mice. In contrast, mice show an impaired memory
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response. Notably, in addition to an increased amount of activated B cells, p300
acetyltransferase-deficient mice show a significant augmented number of activated T cells
independently of ovalbumin.

Since the mice expressing the B-cell-specific acetyltransferase-deficient p300 are
displaying B cell activation after administration of the antigen, the proliferation of the B
cells is analyzed after activation of different signaling pathways ex vivo. Only the
activation of the BCR signaling pathway via addition of a-IgM antibodies leads to a
reduced proliferation of the B cells. Notably, the reduced amount of proliferating cells is
not due to an increased apoptosis rate suggesting a blockage of the proliferation by the
acetyltransferase activity of p300. In addition, an observed deregulation of the BCR
signaling pathway in microarray analysis in those B cells is consistent with that suggestion.
In order to check whether the presence of an acetyltransferase activity deficient form of
p300 had an incidence on the overall acetylation status, biochemical analyses of the histone
acetylation levels didn’t show any difference in the global or promoter-specific histone
H3K18 acetylation in B cells with reduced p300 acetyltransferase activity. Rather, a
reduced acetylation of proteins larger than histones is detectable suggesting that other
proteins might be the critical substrates of the p300 acetyltransferase activity in vivo. For
further analyses, | established a B cell line via homologous recombination expressing the
mutant p300AS. This cell line which shows a reduced acetyltransferase activity in vitro will
provide a helpful tool for the identification of the substrates which are dependent on the

p300 acetyltransferase activity through proteomics or other analyses.
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8 ANHANG

8.1  Abkiirzungen

Abkiirzungen fiir Chemikalien und Puffer wurden in den Abschnitten 2 Materialien und 3

Methoden erldutert. Chemische Elemente und Verbindungen wurden dem internationalen

Standard entsprechend abgekiirzt.

‘H
°C

ac
Acetyl-CoA
Akt
AML
AMP
APS
AS

AT
ATP
BAFF
Bam32
BCR
BD
Blnk
Bromphenolblau
BSA
Btk
bzw.

c

C

ca.

cAMP

radioaktiv markiertes Wasserstoffatom (Trizium)
Grad Celsius

anti-

mikro (107)

Adenosin

Abbildung

absolut (100%)

Acetylgruppe

Acetyl-coenzyme A (Acetyl-Koenzyme A)
Proteinkinase B

Acute myeloid leukemia (Akute myeloide Leukédmie)
Adenosinmonophosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Aminosiure(n)

Acetyltransferaseaktivitét
Adenosintriphosphat

B cell activating factor of TNF family
B-lymphocyte adaptor molecule 32

B cell receptor (B-Zell-Rezeptor)
Bromodoméne

B cell linker
Tetrabromphenolsulfonphthalein
Rinderserumalbumin Fraktion V

Bruton's tyrosine kinase

beziehungsweise

zenti (107)

Cytidin

circa

cyclic AMP (zyklisches AMP)
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CBP
Cdk
cDNA
ChIP
Ci

cpm
CRDI1
CREB
C-Terminus
Da
DAG
ddH,O
DEPC
DOC
DMSO
DNA
DTT
EIA
E2F
EB
ECL
ELISA
ER
ERK
et al.
Fab
FACS
FasL
Fc
FCS
FcyRIIB
G

g
g

CREB binding protein

Cyclin-dependent kinase (Zyklin-abhingige Kinase)
Copy DNA (Kopie der DNA)

Chromatin-Immunprézipitation

Curie

counts per minute (Zihleinheiten pro Minute)
Cell cycle regulatory domain 1
cAMP responsive element binding protein

Carboxy-terminales Proteinende

Dalton

Diacylglycerol

bidestilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Desoxycholat

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsdure, DNS)
Dithiothreitol

Early region 1A

E2 promotor binding factor
Elutionspuffer

enhanced chemoluminescence
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Estrogen receptor (Ostrogenrezeptor)

Extracellular signal-regulated kinase

und andere

Fragment of antigen binding

Fluorescence-activated cell sorting (Durchflusszytometrie)

Fas-Ligand

Fragment of constant region
Fotales Kdlberserum

Low-affinity Fc receptor for 1gG

Guanosin

Erdbeschleunigung = 9.81 m/s?

Gramm
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Gend
Gln
GNAT
Grb2
GSK-3pB

H3K18
HAT
HDAC
HRP
Ig

IKK
InsP;
IP
JNK

k

K

kb

kDa

L
LB-Medium
lpr
LOH
M

m

m
MACS
MAPK
min
MLL
M-MLV
mol

mRNA

General control nonderepressible 5
Glutamin

GcenS-related N-acetyltransferases
Growth factor receptor-bound protein 2
Glycogen synthase kinase-3f3

Stunde(n)

Histon

Lysin an der Position 18 von Histon H3
Histonacetyltransferase
Histondeacetylase

Horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)
Immunglobulin

Inhibitor of NF-«B kinase
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Immunprézipitation

Jun N-terminal kinase (Jun N-terminale Kinase)
kilo (10%)

Lysin

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Luria-Bertani-Medium
lymphoproliferation syndrom
Loss-of-heterozygosity (Verlust der Heterogenitét)
Molar

Meter

milli (107)

Magnetic-activated cell sorting
Mitogen-activated kinase

Minute(n)

Mixed lineage leukemia

Moloney murine leukemia virus

Mol

messenger RNA (Boten-RNA)
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Myc

MZ-B-Zelle

n
NAD
NFAT
NF-xB
nm

NP-40

N-Terminus

NURF
OVA

p
PAGE
PCAF
PCR
PBS
pH
PI3K
PirB
PKC
PLCy2
pRB
PVDF
q
gPCR
qRT-PCR
R
RNA
RNAPII
RNase
RNasin
RSC

S

SAHA

Myelocytomatose protein

Marginalzonen-B-Zelle

nano (10”)

Nicotinsdureamid-adenin-dinukleotid

Nuclear factor of activated T cells

Nuclear factor-«xB

Nanometer

Nonidet P-40

Amino-terminales Proteinende

Nucleosome remodeling factor complex

Ovalbumin

piko (10™'%)

Polyacrylamidgelelektrophorese

p300 and CBP-associated factor

Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phosphat buffer solution (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Phosphoinositid-3-Kinase

Paired immunoglobulin-like receptor B

Proteinkinase C

Phospholipase Cy2

Retinoblastomprotein

Polyvinylidendifluorid

quantitativ

quantitative PCR

quantitative Realtime-PCR (quantitative Echtzeit-PCR)
Arginin

Ribonucleic acid (Ribonukleinsdure, RNS)
RNA-Polymerase II

Ribonuklease

Ribonuklease Inhibitor

Remodeling the structure of chromatin

Sekunde

Suberoylanilide hydroxamic acid (Suberoylanilid-hydroxamidsdure)
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SDS
Ship
Shpl
SLE
SUMO
SWI/SNF
Syk

T

Tab.
TAE
TBS
TBS-T
TE
TEMED
TNF

TF
TGF-p
Tris
tRNA
TSA

Uv

v/iv

WB
wt
w/v
z.B.
Zn

Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)
SH?2-domain-containing inositol polyphosphate 5’ phosphatase
SH?2-domain-containing protein tyrosine phosphatase 1
Systemic lupus erythematosus (Systemischer Lupus erythematosus)
Small Ubiquitin-like modifier

Switch/Sucrose non fermentable Proteinkomplex
Splenic tyrosine kinase

Thymidin

Tabelle

Tris/Essigsdure (Acetat)/EDTA-Puffer

Tris buffered saline (Tris-gepufferte Salzlosung)
Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween-20
Tris/EDTA-Puffer

Tetramethylethyldiamin

Tumor necrosis factor

Transkriptionsfaktor

Transforming growth factor 3
Tris-hydroxymethyl-aminomethan

transfer-RNA

Trichostatin-A

Units

Uridin

Ultraviolett

Volt

volume per volume (Volumen pro Volumen)

Watt

Western Blot

Wildtyp

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

zum Beispiel

Zinkfingerrregion
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8.2  Ergebnisliste des cDNA-Microarray von primdren reifen B-Zellen

Tabelle 3: Ubersicht der Gene, deren Expression in primiren reifen B-Zellen von Miusen mit
Acetyltransferase-defizientem p300 mindestens 3,5-fach reprimiert wurde. Primire, reife B-Zellen
wurden aus der Milz einer Maus mit Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 und einer
Kontrollmaus isoliert. Nach der Isolierung der mRNA wurde diese fiir einen cDNA-Microarray verwendet.
Dabei diente die Probe der Kontrollmaus als Referenz. Die erhaltenen Rohdaten wurden von Birgit Samans
ausgewertet. x-fach: x-fache Anderung der Genexpression.

x-fach Richtung Symbol Bezeichnung des Gens

19,9 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

17,3 herunter Ms4al Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1
15,6 herunter  Sh3bgrl3 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein-like 3
14,8 herunter Ii Ta-associated invariant chain

14,5 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

Transcribed locus, moderately similar to XP_533197.1 similar to 60S
acidic ribosomal protein P2 [Canis familiaris]

14,0 herunter Lamrl Laminin receptor 1 (ribosomal protein SA)

13,8 herunter Cnn2 Calponin 2

13,4 herunter Arpc2 Actin related protein 2/3 complex, subunit 2

14,1 herunter

12,4 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic
11,9 herunter Plac8 Placenta-specific 8
11,8 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

11,8 herunter Capg Capping protein (actin filament), gelsolin-like
11,5 herunter Serf2 Small EDRK-rich factor 2

11,5 herunter  Gnb2-rsl  Guanine nucleotide binding protein, beta 2, related sequence 1
11,4 herunter Hspa5s Heat shock 70kD protein 5 (glucose-regulated protein)
11,2 herunter Eef2 Eukaryotic translation elongation factor 2

10,6 herunter Gnas RIKEN cDNA A930027G11 gene

10,5 herunter Corola  Coronin, actin binding protein 1A

10,3 herunter Hcph Hemopoietic cell phosphatase

10,3 herunter Dafl Decay accelerating factor 1

10,3 herunter Cnih Cornichon homolog (Drosophila)

10,1 herunter Prgl Proteoglycan 1, secretory granule

10,0 herunter Mylc2b  Myosin light chain, regulatory B

9,9 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

9,8 herunter Rac2 RAS-related C3 botulinum substrate 2

9,7 herunter H2-Ebl  Histocompatibility 2, class II antigen E beta

9,6 herunter RIKEN cDNA 1200009K13 gene

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial FO complex, subunit c
(subunit 9), isoform 2

9,0 herunter Senp6 SUMO/sentrin specific protease 6

9,3 herunter Atp5g2

9,0 herunter ligsl Interferon inducible GTPase 1
8,8 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

8,7 herunter EST AA792894

8,7 herunter Crlif3 Cytokine receptor-like factor 3
8,7 herunter Msn Moesin

8,7 herunter Pum?2 Pumilio 2 (Drosophila)
8,3 herunter Ramp2  RIKEN cDNA 9430072K23 gene
8,3 herunter Ldb3 LIM domain binding 3

8,3 herunter 12rg Interleukin 2 receptor, gamma chain
8,2 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic
8,0 herunter Ncl Nucleolin

Similar to Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) (Elongation
factor 1 A-1) (eEF1A-1) (Elongation factor Tu)

7,7 herunter Npml Nucleophosmin 1

7,6 herunter Ly6e Lymphocyte antigen 6 complex, locus E

7,6 herunter Sf3bl Splicing factor 3b, subunit 1

7,6 herunter RIKEN cDNA 4930517K11 gene

7.8 herunter Eeflal
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7.5 herunter Clicl Chloride intracellular channel 1

7.3 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

7,2 herunter Calm2 Calmodulin 2

7,2 herunter Rpl18 Ribosomal protein L18

7,0 herunter ~ Arhgdib  Rho, GDP dissociation inhibitor (GDI) beta

6,9 herunter Snx2 Sorting nexin 2

6,8 herunter D3Jfrl DNA segment, Chr 3, MJeffers 1

6,8 herunter Arl6ipl ~ ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1

6,8 herunter Eef2 Eukaryotic translation elongation factor 2

6,7 herunter RIKEN cDNA B930006L02 gene

6,6 herunter Actb Actin, beta, cytoplasmic

6,6 herunter Rho GTPase activating protein 20

6,6 herunter Satl Spermidine/spermine N1-acetyl transferase 1

6,6 herunter Cdc42 Cell division cycle 42 homolog (8. cerevisiae)

6,5 herunter Sicl4al  Solute carrier family 14 (urea transporter), member 1

6,5 herunter RIKEN cDNA 2610027018 gene

6.4 herunter Transcribed locgs, strongly similar to ?(P_342950.1 similar to 60S

i ribosomal protein L11 [Rattus norvegicus]

6,4 herunter Cst3 Cystatin C

6,4 herunter Hspca Heat shock protein 1, alpha

6,4 herunter Cull RIKEN cDNA A930035D04 gene

6,4 herunter Hspl05  Heat shock protein 105

6.4 herunter Sle28a2 Solute carrier family 28 (sodium-coupled nucleoside transporter),
member 2

6,4 herunter Cd2 CD2 antigen

6,4 herunter Dbnl Drebrin-like

6,4 herunter Rodl RODI1 regulator of differentiation 1 (S. pombe)

6,3 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

6,3 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

6,3 herunter Rnu64 Similar to 40S ribosomal protein S2

6,2 herunter Gimap6  GTPase, IMAP family member 6

6,2 herunter RIKEN cDNA 2900073G15 gene

6,2 herunter RIKEN cDNA D430042009 gene

6,2 herunter RIKEN cDNA 3110003A17 gene

6,2 herunter Acta2 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

6.1 herunter Psmbs Prote?osomp (prosome, macropain) subunit, beta type 8 (large
multifunctional protease 7)

6,1 herunter Scotin Scotin gene

6,1 herunter Armet Arginine-rich, mutated in early stage tumors

6,1 herunter Similar to inner nuclear membrane protein

6,0 herunter Scp2 Sterol carrier protein 2, liver

6,0 herunter Hmox1  Heme oxygenase (decycling) 1

5,9 herunter Scp2 Sterol carrier protein 2, liver

5,9 herunter Fos FBJ osteosarcoma related oncogene

5,9 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

5,8 herunter Myl6 Myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle

5,7 herunter Igh-6 Immunoglobulin heavy chain 6 (heavy chain of IgM)

5,7 herunter Capzb Capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta

5,7 herunter Rpll5 Ribosomal protein L15

5,7 herunter D6Mit97 DNA segment, Chr 6, Massachusetts Institute of Technology 97

5,6 herunter H2-Aa  Histocompatibility 2, class II antigen A, alpha

5,6 herunter RIKEN cDNA 2010309L07 gene

5,5 herunter Rpll5 Ribosomal protein L15

5,5 herunter H19 H19 fetal liver mRNA

5,4 herunter Capza2  Capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2

5,4 herunter Ldhl Lactate dehydrogenase 1, A chain

5,4 herunter RIKEN cDNA 1500005K 14 gene

5,4 herunter Senp6 SUMO/sentrin specific protease 6

5,4 herunter Icsbpl Interferon consensus sequence binding protein 1
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53 herunter = H2-DMa  Histocompatibility 2, class II, locus DMa

53 herunter Bcap31l  B-cell receptor-associated protein 31

53 herunter Pabpnl  Poly(A) binding protein, nuclear 1

5,1 herunter Cox7c Cytochrome c oxidase, subunit VIIc

5,1 herunter RIKEN cDNA E030004N02 gene

5,1 herunter Txnip Thioredoxin interacting protein

5,1 herunter Tubal Tubulin, alpha 1

5,1 herunter Tnc Tenascin C

5,1 herunter RIKEN cDNA 2410015M20 gene

5,0 herunter Hnrpu  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

5,0 herunter Arbp Acidic ribosomal phosphoprotein PO

5,0 herunter Psma4  Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 4

5,0 herunter Vasp Vasodilator-stimulated phosphoprotein

5,0 herunter Eif4al Eukaryotic translation initiation factor 4A1

4,9 herunter Rpl4 Ribosomal protein L4

49 herunter Eif2s3x E;lllz:(riyotic translation initiation factor 2, subunit 3, structural gene X-

4,9 herunter RIKEN cDNA 3010027A04 gene

4,8 herunter Ctsz Cathepsin Z

4.8 herunter Collal Procollagen, type I, alpha 1

4,8 herunter Rpll5 Ribosomal protein L15

4,8 herunter MRNA fragment for heat shock cognate hsc73

4,8 herunter Ppplca  Protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform

4,8 herunter 1fi204 Myeloid cell nuclear differentiation antigen

4,8 herunter  Bloclsl  Biogenesis of lysosome-related organelles complex-1, subunit 1

4,8 herunter Dnclcl  Dynein, cytoplasmic, light chain 1

4,8 herunter Eif3s3  Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3 (gamma)

4,7 herunter Gm2a GM2 ganglioside activator protein

4,7 herunter Stk17b  Serine/threonine kinase 17b (apoptosis-inducing)

4,7 herunter Evl RIKEN cDNA D130067P18 gene

4,7 herunter WhbscrS ~ Williams-Beuren syndrome chromosome region 5 homolog

4,7 herunter Eeflal  Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1

4,7 herunter Adaml19 A disintegrin and metalloproteinase domain 19 (meltrin beta)

4,7 herunter ~ Ube2d3  Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast)

4,6 herunter Ly6e Lymphocyte antigen 6 complex, locus E

4,6 herunter Itgal Integrin alpha L

4,6 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

4,6 herunter Eif4g2  RIKEN cDNA 1700012D14 gene

4,6 herunter Hnrpc Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C

46 herunter  Sle25a17 Solut'e carrier family 25 (mitochondrial carrier, peroxisomal membrane
protein), member 17

4,6 herunter Luc712  LUCT7-like 2 (S. cerevisiae)

4.6 herunter Flna Filamin, alpha

4,6 herunter Ebfl Early B-cell factor 1

45 herunter Transcribed logus, strongly similar to NP_0821.38.1 ATP synthase, H+

i transporting, mitochondrial FO complex, subunit d [Mus musculus]

4,5 herunter Gpiapl  GPI-anchored membrane protein 1

4,5 herunter Ubc Ubiquitin C

45 herunter Galntl UDP—N—acetyl-alpha—D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 1

4,5 herunter RIKEN cDNA 6330577E15 gene

4.5 herunter Calml Calmodulin 1

4,5 herunter Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

4,5 herunter Rpl10 Ribosomal protein 10

4,4 herunter Orcll Origin recognition complex, subunit 1-like (S.cereviaiae)

4.4 herunter Dli/i;l Histocompatibility 2, class II, locus Mb1

4,4 herunter RIKEN cDNA 6330577E15 gene

4,4 herunter Pim3 Proviral integration site 3
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4,3 herunter RIKEN cDNA 2900090M10 gene

43 herunter Mat2a  Methionine adenosyltransferase II, alpha

4,3 herunter Lbr Lamin B receptor

4,3 herunter Hspcb Heat shock protein 1, beta

43 herunter Gdapl Ganglioside-induced differentiation-associated-protein 1

4,3 herunter Napsa  Napsin A aspartic peptidase

4,3 herunter Ctsc Cathepsin C

4,3 herunter Raly RIKEN cDNA 8030497103 gene

4,3 herunter Raplb  RAS related protein 1b

4,2 herunter Mafg V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene protein G

4,2 herunter Septin 7

4,2 herunter Ctsc Cathepsin C

4,2 herunter Presenilin enhancer 2 homolog (C. elegans)

4,2 herunter Wwox  WW domain-containing oxidoreductase

4,2 herunter Ly6a Lymphocyte antigen 6 complex, locus A

4,2 herunter Calm2 Calmodulin 2

4,2 herunter Bcas3 Breast carcinoma amplified sequence 3

4,2 herunter Tnpol Transportin 1

4,1 herunter Ptp4a3  Protein tyrosine phosphatase 4a3

4,1 herunter Suzl2 Suppressor of zeste 12 homolog (Drosophila)

4,1 herunter EST AA175286

4,1 herunter Gentl Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2

4.1 herunter Nfatcd Zluclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent

4,1 herunter Tbcld5  TBCI domain family, member 5

4,1 herunter Arl6ipl  ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1

4,1 herunter Eeflg Eukaryotic translation elongation factor 1 gamma

4.1 herunter Ptpreap Prote'in tyrosine phosphatase, receptor type, C polypeptide-associated
protein

4,0 herunter Cd24a  CD24a antigen

4,0 herunter Zfp61 Zinc finger protein 61

4,0 herunter Ppib Casein kinase 1, gamma 1

4,0 herunter Gludl Glutamate dehydrogenase 1

4,0 herunter Ncf4 Neutrophil cytosolic factor 4

4,0 herunter Mrgl Myeloid ecotropic viral integration site-related gene 1

4,0 herunter Sh3d1B  SH3 domain protein 1B

4,0 herunter Lepl Lymphocyte cytosolic protein 1

4,0 herunter Enol Enolase 1, alpha non-neuron

4,0 herunter Acp5 Acid phosphatase 5, tartrate resistant

4,0 herunter Phemx  Pan hematopoietic expression

4,0 herunter Copeb  Kruppel-like factor 6

3.9 herunter Tafl3 TAF 1.3 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-
associated factor

3,9 herunter Pcp2 Purkinje cell protein 2 (L7)

3,9 herunter Psma7  Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type 7

3,9 herunter RIKEN cDNA 2900010J23 gene

3,9 herunter Rpl38 Ribosomal protein L38

3,9 herunter Srp54 Signal recognition particle 54

3,9 herunter Phfl PHD finger protein 1

3,9 herunter ~ Slc40al  Solute carrier family 40 (iron-regulated transporter), member 1

3,9 herunter Gpx4 Glutathione peroxidase 4

3,9 herunter Lspl Lymphocyte specific 1

3,9 herunter Ndufs§  NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8

3,9 herunter Ebfl Early B-cell factor 1

3,9 herunter Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1

3,9 herunter Ftll Ferritin light chain 1

3,9 herunter Kail Kangai 1 (suppression of tumorigenicity 6, prostate)

3,8 herunter Cox7c Cytochrome ¢ oxidase, subunit VIlc

3,8 herunter Igl-V1 Immunoglobulin lambda chain, variable 1
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3,8 herunter Cds3 CDS53 antigen

3,8 herunter Strbp Spermatid perinuclear RNA binding protein

3,8 herunter Similar to high mobility group protein

3,8 herunter Icam?2 Intercellular adhesion molecule 2

3,8 herunter DNA segment, Chr 11, Brigham & Women's Genetics 0414 expressed

3,8 herunter Fkbp4 FK506 binding protein 4

3,8 herunter Rhog Ras homolog gene family, member G

3,8 herunter Mtdh Metadherin

3,8 herunter Snx5 Sorting nexin 5

3,8 herunter Similar to Enol protein

3,8 herunter Ntanl N-terminal Asn amidase

3,8 herunter Tm6sfl ~ Transmembrane 6 superfamily member 1

3,7 herunter RIKEN cDNA 4631422005 gene

3,7 herunter Bcap37  B-cell receptor-associated protein 37

3,7 herunter Mrps25  Mitochondrial ribosomal protein S25

3,7 herunter Hnrpu  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

3,7 herunter Agt Angiotensinogen

3,7 herunter  S100all  S100 calcium binding protein Al1 (calizzarin)

3,7 herunter Mdnl Midasin homolog (yeast)

3,7 herunter Fus Fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma (human)

3,7 herunter Eeflb2  Eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2

3,7 herunter Mef2c ~ Myocyte enhancer factor 2C

3,7 herunter I113ral  Interleukin 13 receptor, alpha 1

3,7 herunter Entpd7  Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 7

3,6 herunter Sod1 Superoxide dismutase 1, soluble

3,6 herunter Nras Neuroblastoma ras oncogene

3,6 herunter Ssr2 Signal sequence receptor, beta

3,6 herunter Dncl2a  Dynein, cytoplasmic, light chain 2A

3,6 herunter Cd22 CD22 antigen

3,6 herunter RIKEN cDNA B430203M17 gene

3,6 herunter Stx4a Syntaxin 4A (placental)

3,6 herunter Sfrs6 Splicing factor, arginine/serine-rich 6

3,6 herunter Rpsl6 Ribosomal protein S16

3,6 herunter ~ Ankrd28  Ankyrin repeat domain 28

3,6 herunter Cst3 Cystatin C

3,6 herunter Bst2 Bone marrow stromal cell antigen 2

3,6 herunter Nmel Expressed in non-metastatic cells 1, protein

3,6 herunter Ubc Ubiquitin C

3,6 herunter Cd24a  CD24a antigen

3,6 herunter Spna2 Spectrin alpha 2

3,6 herunter Tral Tumor rejection antigen gp96

3,6 herunter Cnbpl Cellular nucleic acid binding protein 1

35 herunter Transcribed locus, moderately similar to NP_795929.1 RIKEN ¢cDNA
i 8030475D13 gene [Mus musculus]

35 herunter Transcribed locus, strongly similar to NP_079640.1 RIKEN cDNA
i 1110005A23 gene [Mus musculus]

3,5 herunter Arl6ipl ~ ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 1

3,5 herunter Mfap2  Microfibrillar-associated protein 2

3,5 herunter Taldol Transaldolase 1

3,5 herunter Epstil Epithelial stromal interaction 1 (breast)

3,5 herunter Ptma Prothymosin alpha

3,5 herunter Madlll  Mitotic arrest deficient 1-like 1

3,5 herunter Ptp4a2  Protein tyrosine phosphatase 4a2

3,5 herunter Psmel Proteasome (prosome, macropain) 28 subunit, alpha

3,5 herunter Rpsl5 Ribosomal protein S15

3,5 herunter Psmel Proteasome (prosome, macropain) 28 subunit, alpha

3,5 herunter Npcl Niemann Pick type C1

3,5 herunter Enol Enolase 1, alpha non-neuron

3,5 herunter Vasp Vasodilator-stimulated phosphoprotein
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3,5 herunter Mef2c ~ Myocyte enhancer factor 2C

3,5 herunter Pecaml  Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1
3,5 herunter Pdhb Pyruvate dehydrogenase (lipoamide) beta
3,5 herunter Idh3g Isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+), gamma

3,5 herunter Ebi2 Epstein-Barr virus induced gene 2
3,5 herunter Fzd3 RIKEN cDNA D130009B15 gene
3,5 herunter Rpia Ribose 5-phosphate isomerase A

3,5 herunter Rhoa Ras homolog gene family, member A

3,5 herunter Ddx3x  Fibroblast growth factor inducible 14
3,5 herunter Rnfl1 Ring finger protein 11

3,5 herunter Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4

3,5 herunter Ran RAN, member RAS oncogene family

Tabelle 4: Ubersicht der Gene, deren Expression in primiren reifen B-Zellen von Miusen mit
Acetyltransferase-defizientem p300 mindestens 3,5-fach hochreguliert wurde. Primire, reife B-Zellen
wurden aus der Milz einer Maus mit Expression von Acetyltransferase-defizientem p300 und einer
Kontrollmaus isoliert. Nach der Isolierung der mRNA wurde diese fiir einen cDNA-Microarray verwendet.
Dabei diente die Probe der Kontrollmaus als Referenz. Die erhaltenen Rohdaten wurden von Birgit Samans
ausgewertet. x-fach: x-fache Anderung der Genexpression.
x-fach Richtung Symbol Bezeichnung des Gens

42,1 hoch Hbb-bhl  Hemoglobin Z, beta-like embryonic chain

40,7 hoch Hbb-bhl  Hemoglobin Z, beta-like embryonic chain

38,3 hoch Hbb-bhl  Hemoglobin Z, beta-like embryonic chain

32,1 hoch Secl512  SECI15-like 2 (S. cerevisiae)

30,2 hoch Hbb-bhl  Hemoglobin Z, beta-like embryonic chain

27,1 hoch Stfal Stefin Al

27,1 hoch Mtl Metallothionein 1

24,8 hoch Hba-al  Hemoglobin alpha, adult chain 1

24,1 hoch Plxna4 Plexin A4

23,3 hoch Atel Arginine-tRNA-protein transferase 1

21,6 hoch Gnpda2  Expressed sequence AA407526

19,5 hoch Gtf3c2  General transcription factor IIIC, polypeptide 2, beta
18,7 hoch Ddx3y  DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 3, Y-linked
17,9 hoch RIKEN cDNA C230076A16 gene

15,7 hoch Prdm5  EST AI197291

15,6 hoch Got2 Glutamate oxaloacetate transaminase 2, mitochondrial
15,5 hoch Phtfl Putative homeodomain transcription factor 1
14,2 hoch Hba-al  Hemoglobin alpha, adult chain 1

13,9 hoch Mogat2  Monoacylglycerol O-acyltransferase 2

13,9 hoch Hba-al  Hemoglobin alpha, adult chain 1

13,8 hoch Hba-al  Hemoglobin alpha, adult chain 1

13,4 hoch Prkch Protein kinase C, eta

13,3 hoch Leprel  Leprecan 1

13,1 hoch Ptprg Protein tyrosine phosphatase, receptor type, G
12,5 hoch Hba-al  Hemoglobin alpha, adult chain 1

12,3 hoch Slc12a7  Solute carrier family 12, member 7

12,3 hoch Hmga2  High mobility grohoch AT-hook 2

12,1 hoch RIKEN cDNA 2810411K19 gene

12,1 hoch Mlit3 RIKEN cDNA 4832441B07 gene

12,0 hoch Fbxo3 F-box only protein 3

11,7 hoch Prcl Protein regulator of cytokinesis 1

11,2 hoch Didol Death inducer-obliterator 1

11,1 hoch RIKEN cDNA 4632434111 gene

10,8 hoch RIKEN cDNA 2410129H14 gene

10,5 hoch Eraf Erythroid associated factor

10,5 hoch Widcl WAP four-disulfide core domain 1

10,0 hoch Efnb2 RIKEN ¢cDNA E230020D15 gene

9,9 hoch H19 H19 fetal liver mRNA

9,7 hoch Tripl3 Thyroid hormone receptor interactor 13
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9,7 hoch Ifitm2 Interferon induced transmembrane protein 2

9,5 hoch Tcf20 Transcription factor 20

9,4 hoch Sall2 Sal-like 2 (Drosophila)

9.4 hoch Edgs ]SEndothelial differentiation, sphingolipid G-protein-cohochled receptor,
9,4 hoch Dotll DOT1-like, histone H3 methyltransferase (S. cerevisiae)

9,2 hoch DNA segment, Chr 19, ERATO Doi 678, expressed

9,2 hoch Pou3fl POU domain, class 3, transcription factor 1

9,2 hoch RIKEN cDNA 1300012G16 gene

9,1 hoch Ovgpl Oviductal glycoprotein 1

9,0 hoch Gldc Glycine decarboxylase

8,9 hoch Il11ral  Interleukin 11 receptor, alpha chain 1

8.8 hoch Hip2 Huntingtin interacting protein 2

8.8 hoch Tafla /"I;ATA box binding protein (Tbp)-associated factor, RNA polymerase I,
8,8 hoch Mcml0  Minichromosome maintenance deficient 10 (S. cerevisiae)
8,7 hoch Fibp Fibroblast growth factor (acidic) intracellular binding protein
8,6 hoch Gata2 GATA binding protein 2

8,4 hoch Shcl Src homology 2 domain-containing transforming protein C1
8,4 hoch Idhl Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble

8,3 hoch Hba-al Hemoglobin alpha, adult chain 1

8,2 hoch Similar to ALY

8,2 hoch RIKEN cDNA A530057A03 gene

8,2 hoch Nxfl Nuclear RNA export factor 1 homolog (S. cerevisiae)

8,2 hoch Pcdhl18  Protocadherin 18

8,1 hoch RIKEN cDNA 2900054P12 gene

8,1 hoch Pdlim5 PDZ and LIM domain 5

8,1 hoch Nbll Neuroblastoma, shochpression of tumorigenicity 1

8,1 hoch Ube4b  Ubiquitination factor E4B, UFD2 homolog (S. cerevisiae)
7,9 hoch Tfpi Tissue factor pathway inhibitor

7,9 hoch Rerg RAS-like, estrogen-regulated, growth-inhibitor

7,7 hoch RIKEN cDNA A230006123 gene

7,6 hoch RIKEN cDNA 1600023N17 gene

7,6 hoch Akrlcl3  Aldo-keto reductase family 1, member C13

7,6 hoch Safb2 Scaffold attachment factor B2

7,5 hoch Pcx Pyruvate carboxylase

7,4 hoch RIKEN cDNA A230054D04 gene

7,4 hoch Hba-al Hemoglobin alpha, adult chain 1

7,4 hoch Limsl LIM and senescent cell antigen-like domains 1

7,3 hoch Col3al Procollagen, type III, alpha 1

7,3 hoch Hslbp3  HSI binding protein 3

7,1 hoch Colla2  Procollagen, type I, alpha 2

7,1 hoch Pramel6  Preferentially expressed antigen in melanoma like 6

7,1 hoch Dnaja3  Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 3

7,0 hoch Cdh22 Cadherin 22

7,0 hoch Aofl Amine oxidase, flavin containing 1

7,0 hoch Riok1 RIO kinase 1 (yeast)

6,9 hoch Tiall Tiall cytotoxic granule-associated RNA binding protein-like 1
6,9 hoch Trpc2 Transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 2
6,8 hoch Gsptl G1 to S phase transition 1

6,8 hoch Atbfl AT motif binding factor 1

6,7 hoch Centd2  Centaurin, delta 2

6,7 hoch Rbbp6  Retinoblastoma binding protein 6

6,6 hoch Tgfbli4  RIKEN cDNA D430022A14 gene

6,6 hoch Ppmlb  Protein phosphatase 1B, magnesium dependent, beta isoform
6,5 hoch Stra6 Stimulated by retinoic acid gene 6

6,4 hoch Fbxl11  F-box and leucine-rich repeat protein 11

6,4 hoch Psmd8  Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 8
6,3 hoch Lama5  Laminin, alpha 5
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6,2 hoch Dek DEK oncogene (DNA binding)

6,2 hoch Itsnl Intersectin 1 (SH3 domain protein 1A)

6.2 hoch Slc25a10 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier, dicarboxylate
transporter), member 10

6,2 hoch Glgl Golgi apparatus protein 1

6,1 hoch Nosip Nitric oxide synthase interacting protein

6,1 hoch Tcfecp2 ~ RIKEN cDNA D230015P20 gene

6,1 hoch Usp9x  Ubiquitin specific protease 9, X chromosome

6,1 hoch Nif3ll Nggl interacting factor 3-like 1 (S. pombe)

6,1 hoch Slc4a4  Solute carrier family 4 (anion exchanger), member 4

6,0 hoch Coll8al  Procollagen, type XVIII, alpha 1

6,0 hoch Rbms3  RNA binding motif, single stranded interacting protein

5,9 hoch Stk31 Serine threonine kinase 31

5,9 hoch RIKEN cDNA 2310065K24 gene

5,9 hoch DockS5  Dedicator of cytokinesis 5

5,9 hoch Blocls2  Biogenesis of lysosome-related organelles complex-1, subunit 2

5,8 hoch Nxtl NTF2-related export protein 1

5,8 hoch Ctps Cytidine 5'-triphosphate synthase

5,8 hoch Acacb  Acetyl-Coenzyme A carboxylase beta

5,8 hoch Dpysl2  Dihydropyrimidinase-like 2

5,7 hoch Similar to hypothetical protein FLJ20811

5,7 hoch Mrpll7  Mitochondrial ribosomal protein L17

5,6 hoch Enpp5 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5

5,6 hoch Strn Striatin, calmodulin binding protein

5,6 hoch Ighg Immunoglobulin heavy chain (gamma polypeptide)

5,6 hoch Traf3ipl  TNF receptor-associated factor 3 interacting protein 1

5,6 hoch Arll ADP-ribosylation factor-like 1

5,5 hoch Pppl1r8  Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 8

5,5 hoch Mybl2  Myeloblastosis oncogene-like 2

5,4 hoch Rhpn2  Rhophilin, Rho GTPase binding protein 2

5,4 hoch Arl4 ADP-ribosylation factor-like 4

5,4 hoch Pla2g4a  Phospholipase A2, grohoch IVA (cytosolic, calcium-dependent)

5,4 hoch Pdgfd Platelet-derived growth factor, D polypeptide

5,4 hoch Akp5 Alkaline phosphatase 5

5,3 hoch Ociadl  OCIA domain containing 1

5,3 hoch Kbtbd9  Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 9

5,3 hoch Dnase2a  Deoxyribonuclease II alpha

5,3 hoch Crebll CAMP responsive element binding protein-like 1

5,3 hoch Cacnb2  Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit

5,2 hoch RIKEN cDNA 6530403G13 gene

5,2 hoch Similar to Zinc finger protein 267 (Zinc finger protein HZF2)

5,2 hoch Alox12  Arachidonate 12-lipoxygenase

5,2 hoch RIKEN cDNA 1200007D18 gene

5,2 hoch Ddt D-dopachrome tautomerase

5,1 hoch S1c39a9  Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 9

5,1 hoch RIKEN cDNA 2410001C21 gene

5,1 hoch Nxtl NTF2-related export protein 1

5,1 hoch Pcolce  Procollagen C-proteinase enhancer protein

5,0 hoch Fkbp9 FK506 binding protein 9

5,0 hoch Phf7 PHD finger protein 7

5,0 hoch Mme Membrane metallo endopeptidase

4,9 hoch RIKEN cDNA 2610001E17 gene

4,9 hoch Kcennl RIKEN cDNA A230052G05 gene

4,9 hoch Ncbp2  Nuclear cap binding protein subunit 2

4,9 hoch Pkhdl RIKEN cDNA 4930486103 gene

49 hoch DNA segment, Chr 19, ERATO Doi 721, expressed

4,9 hoch Melk Maternal embryonic leucine zipper kinase

4,8 hoch Nckapl = NCK-associated protein 1

4,8 hoch RIKEN cDNA 4930422107 gene
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4,8 hoch RIKEN cDNA 2310036D04 gene

4,7 hoch Vps45 Vacuolar protein sorting 45 (yeast)

4,7 hoch Gtpbp4  GTP binding protein 4

4,7 hoch RIKEN cDNA 1700020114 gene

4,6 hoch Tdrkh Tudor and KH domain containing protein

46 hoch Transcril?ed locus,. moderately similar to NP_001001306.1
’ hypothetical protein D030034HO08 [Mus musculus]

4,6 hoch Frk Fyn-related kinase

4,6 hoch Femlc  Fem-1 homolog ¢ (C.elegans)

4,5 hoch Cceni Cyclin |

4,5 hoch Jagunal homolog 1 (Drosophila)

4.5 hoch Cacna2d3 Calcium channel, voltage dependent, alpha2/delta subunit 3

4,5 hoch Arf6 ADP-ribosylation factor 6

44 hoch Transcribed locus, moderately similar to XP_485237.1 similar to
i RIKEN ¢cDNA 1700020M10 [Mus musculus]

4,4 hoch Nsfllc  NSFLI1 (p97) cofactor (p47)

4,4 hoch Stam?2 Signal transducing adaptor molecule (SH3 domain and ITAM motif) 2

4,4 hoch Slc6a6  Solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 6

4.4 hoch DmxI12 Dmx-like 2

4,4 hoch Odag Ocular development associated gene

4,4 hoch Metap2  Methionine aminopeptidase 2

4,4 hoch Slc4a4  Solute carrier family 4 (anion exchanger), member 4

4.4 hoch Pamci Peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase COOH-terminal

interactor

4,4 hoch Rab6ipl  Rabb6 interacting protein 1

4,4 hoch Agtr2 Angiotensin II receptor, type 2

4,4 hoch Mki67ip  Mki67 (FHA domain) interacting nucleolar phosphoprotein

4,4 hoch RIKEN cDNA A730091E08 gene

4,4 hoch Rqcdl Ubiquitin specific protease 37

4,3 hoch Satb1 Special AT-rich sequence binding protein 1

4,3 hoch Ppil3 Peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 3

4,3 hoch RIKEN c¢cDNA C130032J12 gene

4,3 hoch RIKEN cDNA 2810427104 gene

4,3 hoch RIKEN cDNA 1110019J04 gene

4,2 hoch Rablla RABI1a, member RAS oncogene family

4,2 hoch Hdc Histidine decarboxylase

4,2 hoch RIKEN cDNA 1110018G07 gene

4,2 hoch Spredl  Sprouty protein with EVH-1 domain 1, related sequence

4.2 hoch DNA segment, Chr 17, ERATO Doi 657, expressed

4,2 hoch Btbd9 BTB (POZ) domain containing 9

4,2 hoch Dpysl5  Dihydropyrimidinase-like 5

4,2 hoch RIKEN cDNA 1110067M0S5 gene

4,2 hoch Ppp2r4  Protein phosphatase 2A, regulatory subunit B (PR 53)

4,2 hoch Gtf2i RIKEN cDNA 6030441121 gene

4,2 hoch Tbcldl5 TBCI domain family, member 15

4,1 hoch Smurf2  SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2

4.1 hoch Kdelr2 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention

receptor 2

4,1 hoch RIKEN cDNA 2410002F23 gene

4,1 hoch Adrbk2  Adrenergic receptor kinase, beta 2

4,1 hoch Nthll Nth (endonuclease III)-like 1 (E.coli)

4,1 hoch Ogdh Oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide)

4,1 hoch Csnklal Casein kinase 1, alpha 1

4,0 hoch Ethd2 EF hand domain containing 2

4,0 hoch Gotl Glutamate oxaloacetate transaminase 1, soluble

4,0 hoch Guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

4,0 hoch RIKEN cDNA D230014K01 gene

4,0 hoch Efemp2 Epidermal growth factor-containing fibulin-like extracellular matrix

protein 2
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4,0 hoch RIKEN cDNA 2510001110 gene

4,0 hoch Rora RAR-related orphan receptor alpha

4,0 hoch Hspa9a  RIKEN cDNA D330004007 gene

4,0 hoch Nmt2 N-myristoyltransferase 2

4,0 hoch Esrl Estrogen receptor 1 (alpha)

4,0 hoch Maea Macrophage erythroblast attacher

4,0 hoch RIKEN cDNA 3110023E09 gene

3,9 hoch Rragc RIKEN cDNA 4930535116 gene

3,9 hoch RIKEN cDNA D130059P03 gene

3,9 hoch Lgalsl Lectin, galactose binding, soluble 1

3,9 hoch Rnf38 Ring finger protein 38

3,9 hoch Za20d3  Zinc finger, A20 domain containing 3

3,9 hoch RIKEN cDNA 2810012H18 gene

3,9 hoch RIKEN cDNA 2900010M23 gene

39 hoch Similar to RIKEN ¢cDNA E130308A19

3,8 hoch Homerl  Homer homolog | (Drosophila)

3,8 hoch Dlgap4  Discs, large homolog-associated protein 4 (Drosophila)

3,8 hoch Diablo  Diablo homolog (Drosophila)

3,8 hoch Cenll Cyclin L1

3,8 hoch RIKEN cDNA 1700021C14 gene

3,8 hoch RIKEN cDNA 2310036D04 gene

3,8 hoch Chesl Expressed sequence AU017263

3,8 hoch DNA segment, Chr 3, ERATO Doi 300, expressed

3,8 hoch Peal5 Phosphoprotein enriched in astrocytes 15

3,8 hoch Rnfl03  Transmembrane emp24 protein transport domain containing 5

3,8 hoch Mt2 Metallothionein 2

3,8 hoch KIf3 Krhochpel-like factor 3 (basic)

3,8 hoch Bgn Biglycan

3,7 hoch Trim44  Tripartite motif-containing 44

3,7 hoch RIKEN cDNA 1200009K13 gene

3,7 hoch Guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar)

3,7 hoch Nlignl RIKEN cDNA A830010M09 gene

3,7 hoch Ankibl  Ankyrin repeat and IBR domain containing 1

3,7 hoch Irak1 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

3,7 hoch Slc25a3  Solute carrier family 25, member 3

3,7 hoch Ube2s  Ubiquitin-conjugating enzyme E2S

3,7 hoch Tomm34 Translocase of outer mitochondrial membrane 34

3,7 hoch Trim41  Tripartite motif-containing 41

3,7 hoch Tubb5 Tubulin, beta 5

3,7 hoch Syncrip  Synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein

3,7 hoch Tomll2  Target of mybl-like 2 (chicken)

3,7 hoch Osbpl9  Oxysterol binding protein-like 9

3.7 hoch Bagalt7 Xylosylprotein betal,4-galactosyltransferase, polypeptide 7
(galactosyltransferase 1)

3,7 hoch Similar to hypothetical protein FLJ20265

3,7 hoch Sertad2  SERTA domain containing 2

3,7 hoch Bnip3l = BCL2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 3-like

3,6 hoch Xpo7 Exportin 7

3,6 hoch Ube2I3  Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3

3,6 hoch RIKEN cDNA 1110004P21 gene

3,6 hoch RIKEN ¢cDNA D930015E06 gene

3.6 hoch Ppp2r2a Proteip phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B (PR 52),
alpha isoform
Transcribed locus, strongly similar to XP_545397.1 similar to histone

3,6 hoch . O
1, H3g [Canis familiaris]

3,6 hoch Zdhhc21  RIKEN cDNA D130004H04 gene

3,6 hoch Cdh2 Cadherin 2

3,6 hoch Lrrtm3  Leucine rich repeat transmembrane neuronal 3

3,6 hoch Icosl Icos ligand
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3,6 hoch H1{0 HI histone family, member 0

3,6 hoch Pgm2ll  Phosphoglucomutase 2-like 1

3,6 hoch Skiv2l Shocherkiller viralicidic activity 2-like (S. cerevisiae )

3,6 hoch Bysl Bystin-like

3,6 hoch RIKEN cDNA B930094H20 gene

3,6 hoch Midlipl  Midl interacting protein 1 (gastrulation specific G12-like (zebrafish))

3,6 hoch Gtl7 Gene trap locus 7

3,5 hoch Rablb ~ RABIB, member RAS oncogene family

3,5 hoch 1118bp  Interleukin 18 binding protein

3,5 hoch DNA segment, Chr 1, Brigham & Women's Genetics 0212 expressed

3,5 hoch Taz Tafazzin

3,5 hoch Slc31al  Solute carrier family 31, member 1

3,5 hoch Gss Glutathione synthetase

3,5 hoch H2-Ke6  H2-K region expressed gene 6

3,5 hoch Fnbp4 Formin binding protein 4

3,5 hoch Tnxb Tenascin XB

3,5 hoch Krtl-18  Keratin complex 1, acidic, gene 18

35 hoch Transcribed locus, strongly similar to NP_001001306.1 hypothetical
i protein D030034H08 [Mus musculus]

3,5 hoch Tcfep2ll  Transcription factor CP2-like 1

3,5 hoch Gpr22 G protein-cohochled receptor 22
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