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SUMMARY

Keywords: NK cells / Fc receptor / gene regulation

Natural killer (NK) cells play an important role in innate immunity and tumor defence
mechanisms. They are regulated by opposing signals from distinct receptor systems that
either induce or inhibit natural killing activity. In addition, activation of NK cells can occur
via Fc receptors for IgG (FcyR) leading to antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC). The most important FcyR on NK cells is the transmembrane-anchored FcyRIIIA
isoform. FcyRIIIA expression on NK cells, macrophages and y/3I cells is under the control
of alternative promoters (including Pprox and Pmed1) in the 5"-end flanking region of the
FcyRIIIA gene.

The current work has identified the Pprox (-198/-10) promoter to regulate FcyRIITA
expression in both NK/T cells and macrophages, while the Pmed1 (-942/-850) promoter is
more specific by confering promoter activity on a Luciferase reporter gene exclusively in
NK/T cell lines YT and Jurkat. Deletion of the first 21bp (-942/-921) of the Pmed1 results
in strong decreased promoter activity in these NK/T cell lines. This may suggest that a
NK/T cell-specific transcription factor interacts with the 21bp fragment. Alternatively, an
ubiquitous transcription factor is involved and the subsequent cooperation with another
factor bound to the —921/-850 portion of Pmed1 is responsible for expression of FcyRIIIA
in NK/T cells. Further investigations demonstrate a critical requirement of a Spl-
recognition motif located to the 21bp fragment, as assessed by consecutive substitution
mutants. The functional importance of Sp1 has been verified by cotransfection experiments
in Spl deficient SL2 Drosophila cells using the pPac-Spl expression vector and the TK-
promoter/Luciferase gene cassette under control of three copies of the 21bp fragment.
Moreover, mobility shift assays show a single dominant DNA-protein complex which
specifically disappears after treatment with a polyclonal anti-Sp1 antibody. These results,
together with the observation that the active —921/-850 fragment but not the 3-fold 21bp
sequence is able to confer NK/T cell specificity on both TATA-box and TK-
promoter/Luciferase gene cassettes, provide evidence that the interaction of Spl with the
21bp fragment of Pmed] is required for full transcription activity but not sufficient for cell-
type specificity. Therefore, it has to be concluded that Spl needs cooperation with an
unknown transcription factor to target cell type-specific expression of the FcyRIIIA gene in

NK/T cells.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Naturliche Killer (NK) Zellen

NK-Zellen sind zytotoxische, aus dem Knochenmark stammende Lymphozyten, die aus
einem gemeinsamen Vorlaufer mit T-Zellen generiert werden (Spits et al., 1995). Sie sind
ein Instrument der zelluldren natiirlichen Immunitét. Die ,,Natiirliche Zytotoxizitét™ ist die
Féhigkeit von NK-Zellen antivirale und gegen Tumorzellen gerichtete Immunitét ohne
vorherige Sensibilisierung und in Abwesenheit von Antikdrpern zu vermitteln. NK-Zellen
reprasentieren 5-14% der PBL (Peripheral Blood Lymphocytes) und eine Subpopulation
von gewebsinfiltrierenden Lymphozyten. Humane NK-Zellen werden durch die
Expression CD56 (NCAM/NKH-1) und CD16A (FcyRIIIA), sowie der gleichzeitigen
Abwesenheit des T-Zellmarkers CD3 charakterisiert. Fiir murine NK-Zellen ist bei einigen
Mausstimmen das NKI1.1- und 2B4-Antigen als NK-Zellmarker etabliert. NK-Zellen
konnen eine Vielzahl von Zytokinen, einschlieBlich IFNy, TGF-31, TNFa, IL-1f3, IL-2, IL-
10, IL-12, IL-15, G-CSF, GM-CSF und CC-Chemokine, wie z.B. Rantes, Makrophagen-
inflammatorisches Protein (MIP)-1a und MIP-1(3, und o/B-Interferone synthetisieren.
Diese biologischen Fahigkeiten ermdglichen es NK-Zellen Resistenzen gegeniiber einigen
bakteriellen, parasitdren und vor allem viralen Infekten zu vermitteln, Tumorzellen zu
lysieren, andere Zellen in ihrer Immunantwort zu modulieren und die hdmatopoetische
Zelldifferenzierung zu regulieren. Weiterhin wirken positive Signale um die NK-
Zellmigration, Blastogenese und  Effektorfunktionen wie  Zytotoxizitit und
Zytokinproduktion zu aktivieren. Die NK-zellspezifische funktionelle Antwort wird durch
die Ubersetzung der extrazelluldren Signale in intrazellulire biochemische Ereignisse
reguliert. Der gesamte Prozess der NK-Zellaktivierung wird durch die Balance von
inhibitorischen und aktivierenden Rezeptoren und Zytokine streng kontrolliert (Lanier,
1998a/b; Yokoyama, 1998; Trinchieri, 1989).

Die Modulation von negativen regulatorischen Ereignissen spielt eine wichtige,
Rolle bei der Reaktivitit von NK-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die durch
Rezeptor vermittelte Erkennung von major histocompatibility complex (MHC) Klasse I
Molekiilen auf Zielzellen die NK-Zell-Zytotoxizitit unterdriickt, d.h. NK-Zellen lysieren in
der Regel die Zellen, denen MHC 1 fehlt (Theorie des missing self). Die auf humanen NK-

1



Einleitung

Zellen exprimierten inhibitorischen MHC Klasse I-erkennenden Rezeptoren werden als
KIRs (Killerzell-inhibierende Rezeptoren) bezeichnet. Diese KIRs konnen aufgrund
struktureller Unterschiede in drei Subtypen eingeteilt werden, mit unterschiedlicher HLA-
Spezifitit. Die KIRs gehdren zum Typ I integraler Membranproteine und weisen zwei oder
drei Immunglobulin-dhnliche Doménen in ihrer extrazelluldren Region auf. Ebenfalls zur
Gruppe der humanen inhibitorischen NK-Zellrezeptoren gehdren CD94/NKG2A-
Heterodimere mit einer C-Typ-Lectin-dhnlichen Struktur. Im murinen System werden die
inhibitorischen NK-Zellrezeptoren der Ly49-Familie zugeordnet, die mittlerweile 16
Subtypen von Ly49A bis Ly49P umfasst. Die Ly49-Molekiile zdhlen zu den Typ II
integralen Membranproteinen, die iiber Disulfidbriicken Dimere bilden und Homologien zu
der C-Typ-Lectin Superfamilie des Menschen aufweisen (Lanier, 1998; Yokoyama, 1998;
Brown et al., 1997; Colonna et al., 1997; Long et al., 1997).

Verschiedene MHC-erkennende Rezeptoren haben eine unterschiedliche Spezifitat
fiir die allelen Subklassen von MHC Klasse I Molekiilen. Klonale Subpopulationen von
NK-Zellen unterscheiden sich in ihrer Expression dieser spezifischen MHC-erkennenden
Rezeptoren. Wenn Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen die Oberflichenexpression des
MHC-I vermindert haben, erhohen sie als Zielzellen potenziell die Mdglichkeit der NK-
Zell-vermittelten Lyse (Reyburn et al., 1997a/b). Trotzdem sind manche Zielzellen mit
verminderter MHC-I Expression nicht sensitiv gegeniiber NK-Zytotoxizitdt. Dies ldsst
vermuten, dass die Entfernung eines inhibitorischen Signals nicht immer ausreichend fiir
die NK-Zellaktivierung ist. Andererseits gibt es auch starke Aktivatoren von NK-Zellen,
bei denen die unverdnderte MHC-Expression der Ziel-Zelle das Natural-Killing nicht
verhindern kann (Lanier, 1998; Leibson, 1997).

Trotz der strukturellen Heterogenitit in der extrazelluliren, MHC-erkennenden
Domiéne der verschiedenen inhibitorischen Rezeptoren scheint es, dass ein allgemeiner
inhibitorischer Mechanismus genutzt wird (Binstadt et al., 1997; Renard et al., 1997).
Dieser Mechanismus beinhaltet die Tyrosinphosphorylierung einer ITIM (immuno receptor
tyrosine inhibitory motif)-Sequenz im zytoplasmatischen Teil der verschiedenen
Rezeptoren (Binstadt et al., 1996), Rekrutierung der Tyrosinphosphatase SHP-1 und/oder
SHP-2 und nachfolgend die SHP abhéngige Inhibition von proximalen Tyrosinkinasen wie
z.B. Syk oder ZAP-70 (Burshtyn et al., 1996; Vivier und Daeron, 1997). Die
Kreuzvernetzung des MHC-erkennenden inhibitorischen Rezeptors induziert die

Phosphorylierung des Tyrosinrestes im ITIM. Dies hat die Inhibition der NK-
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zellvermittelten Zytotoxizitdt und der Zytokinexpression zur Folge (Campbell et al., 1996;
Olcese et al., 1996; Houchins et al., 1997; Nakamura et al., 1997). Es soll an dieser Stelle
darauf hingewiesen werden, dass humane KIRs und die murinen Ly49 auch auf einer
Subpopulation von T-Zellen (NKR'/CD8") in den jeweiligen Organismen exprimiert
werden (Coles et al., 2000; Ugolini und Vivier, 2000).

Aktivierende zelluldre Rezeptoren beeinflussen die Féhigkeit von NK-Zellen auf
andere Zellen und 16sliche Mediatoren in ihrem Microenvironment zu reagieren (Houchins
et al., 1997). Molekiile, die traditionell als Adhédsions- oder kostimulierende Rezeptoren
auf anderen hdmatopoetischen Zellen angesehen werden, konnen alleine oder zusammen
mit anderen Zelloberflichenmolekiilen auch die NK-Zellaktivierung verstirken. Diese
umfassen eine Reihe von Integrinen (z.B. asf3;, asB;, LFA-1 und ayf3;), sowie CD2 und
CD44.

NK-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfliche neben den inhibierenden Rezeptoren
auch aktivierende Rezeptoren wie die Killerzell-aktivierenden (Ig-dhnlichen) Rezeptoren
(KARs) beim Menschen, CD94/NKG2 Heterodimere im humanen und murinen System,
sowie Ly49D und Ly49H im murinen System. Diese aktivierenden Molekiile tragen in
threm zytoplasmatischen Anteil kein ITIM, sondern exprimieren in ihrer transmembranen
Domine einen Lysinrest, der notwendig ist fiir die Bindung von ITAM (immuno receptor
tyrosine activating motif) enthaltenden Untereinheiten. ITAM enthaltende Polypeptide, wie
KARAP/DAP-12 Homodimere, die fiir die Signalweiterleitung verantwortlich sind,
werden nicht-kovalent an die aktivierenden Rezeptoren gebunden (Perez-Villar et al.,
1995; Mason et al., 1996; Carretero et al., 1997; Houchins et al., 1997; Tomasello et al.,
1998; Campbell und Colonna, 1999). NKG2D ist ein weiterer kiirzlich beschriebener
aktivierender Rezeptor, der auf NK- und T-Zellen und aktivierten Makrophagen exprimiert
wird. NKG2D bildet im Gegensatz zu den anderen NKG2-Isoformen Homodimere und ist
mit der Signal-vermittelnden Untereinheit DAP10 assoziiert (Diefenbach et al., 2000). Die
Interaktion von Ziel-Zellen mit diesen stimulierenden Rezeptoren scheint fiir die initiale
Aktivierung der NK-Zellen wichtig zu sein, dabei ist die Rolle der Liganden vielfach noch
ungeklart. Das Ergebnis einer NK-Zell- Ziel-Zell-Interaktion wird aber wohl letztlich
durch die Balance von inhibitorischen und stimulierenden Rezeptorsignalen entschieden.

Ein gut untersuchter membranstindiger Rezeptor auf NK-Zellen ist der niedrig-affine
Rezeptor fiir IgG, CD16 (FcyRII). Lange Zeit wurde angenommen, dass der FcyRIII
(CD16) der einzige auf NK-Zellen exprimierte FcyR ist, es konnte aber auf einigen NK-
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Zellen auch der FcyRII (CD32) nachgewiesen werden (Metes et al., 1998; Morel et al.,
1999). Der transmembrane CD16 wird auf fast allen humanen und murinen NK-Zellen
exprimiert. Der FCyRIIIA auf humanen NK-Zellen ist ein multimerer Rezeptorkomplex,
bestehend aus der Liganden bindenden a-Untereinheit (CD16), die nicht-kovalent mit
Homodimeren oder Heterodimeren der y- und {-Kette (Untereinheiten des FceRI bzw.
TCR) verbunden ist. Keine der Untereinheiten des Rezeptorkomplexes besitzt eine
intrinsische Kinase Aktivitdt (Lanier et al., 1989a/b; Kurosaki et al., 1991). Konservierte
Immunrezeptor tyrosinbasierende aktivierende Motive (ITAMs) in den y- und (-
Untereinheiten sind fiir die Rekrutierung der Kinasen und der Generierung von
intrazelluldren sekundiren Botenstoffen verantwortlich (Cambier, 1995). Der murine
FcyRIIl enthédlt im Gegensatz zum humanen transmembranen FcyRIII keine (-
Homodimere (Kurosaki und Ravetch, 1989). So verlieren nur y'/'-Méiuse, aber nicht {7
Maiuse ihre Fahigkeit, ADCC (Antikérper abhédngige zellvermittelte Zytotoxizitit) zu
vermitteln (Liu et al., 1993). Weiterhin konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden,
dass FcyRIII-Knock-out-Mause normale Mengen von NK-Zellen entwickeln. Diesen
Zellen fehlt jedoch die Féhigkeit zur ADCC, wihrend die natiirliche Zytotoxizitét
unbeeintrichtigt ist (Hazenbos et al., 1996).

In den letzten Jahren konnte die klinische Bedeutung der NK-Zellen bei der
Knochenmarktransplantation (KMT) nachgewiesen werden. Nach der Knochenmark-
Transplantation sind die NK-Zellen die ersten sich rekonstituierenden lymphozytdren
Zellen und vermitteln den erwiinschten GvL-(Graft versus Leukemia)-Effekt bei malignen
hidmatopoetischen Erkrankungen. Weiterhin wird diskutiert, welche Rolle NK-Zellen im
Rahmen der GvHD (Graft versus Host Disease) spielen (Yu et al., 1992; George et al.,
1997). Bei der AbstoBung von Knochenmarktransplantaten wurde beobachtet, dass NK-
Zellen eine wichtige Effektorpopulation bei der Reaktion gegen das allogene Transplantat
mit fremden MHC-I Allelen darstellen. Diese NK-abhingige AbstoBung wird bei Miusen
vor allem iiber die Ly49-Rezeptoren vermittelt. Im murinen Modell konnte dariiber hinaus
gezeigt werden, dass sich nach allogener KMT die Expression verschiedener Ly49-
Rezeptoren verdndert. Die NK-Zellen zeigen die Fahigkeit, ihr Expressionsmuster dem
neuen Wirt mit entsprechenden neuen MHC I-Molekiilen anzupassen. Die Anwesenheit
eines passenden Liganden fiithrt zu einer Herunterregulierung des entsprechenden

Rezeptors (Korten et al., 1999).
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1.2 Fc-Rezeptoren

Immunglobuline sind wichtig fiir das spezifische Immunsystem und bifunktionell. Die
variable (Fab) Domine des Antikorpers vermittelt die Antigen-Spezifitit, wiahrend die Fc-
(crystal)-Doméne durch Fc-Rezeptoren auf Effektorzellen erkannt wird. Diese Rezeptoren
spielen zusammen mit den Rezeptoren fiir die Komponenten des Komplementsystems eine
zentrale Rolle in der Vermittlung zwischen humoraler und zelluldrer Immunantwort (van
de Winkel und Capel 1993; Hulett und Hogarth 1994; Gessner et al., 1998).

Spezifische Fc-Rezeptoren existieren fiir alle Klassen von Antikorpern, diese
umfassen IgA (FcaR), IgD (FcdR), IgE (FceR), IgG (FcyR) und IgM (FcuR). Fe-
Rezeptoren sind im allgemeinen Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie mit zwei,
bzw. drei Immunglobulin-dhnlichen Doménen. Es wurden aber bisher zwei Ausnahmen
beschrieben, der niedrig affine FceRIl (CD23) (Bonnefoy et al., 1997), der eine Lektin-
dhnliche Struktur aufweist, und der neonatale Fc-Rezeptor, der MHC Klasse I Molekiilen
dhnelt (Burmeister et al., 1994).

Zu den vielfdltigen Funktionen der Fc-Rezeptoren gehort die Aktivierung von
Effektorzellen, die Vermittlung der Antikorper-abhidngigen =zelluldiren Zytotoxizitét
(ADCC), sowie die Phagozytose von pathogenen Keimen und die Clearaence von
Immunkomplexen. Weiterhin vermitteln einige Mitglieder (FceRI, FcyRI, FcyRIIl) die
Freisetzung von entziindlichen Mediatoren und Zytokinen (Gessner et al., 1998; Hulett und
Hogarth, 1994; van de Winkel und Capel. 1993; van de Winkel et al., 1991), wihrend
FcyRII unter anderem Einfluss auf die Regulation der Immunglobulin Synthese und die
lymphozytdre Proliferation nimmt (van den Herik-Oudijk et al., 1994; Hulett und Hogarth,
1998).

Daneben sind Fc-Rezeptoren an zahlreichen pathogenen Reaktionen beteiligt. Bei
den Autoimmunerkrankungen von Arteriosklerose, systemischen Lupus Erythematodes
(SLE), Sjorgensen Syndrom, rheumatoide Arthritis, Vaskulitis und Glomerulonephritis ist
ein Anstieg von IgG-Immunkomplexen zu beobachten. Durch Immunkomplexe kdnnen
vermittelt durch Fc-Rezeptoren chronische Entziindungen ausgelost werden. Die IgG-
Antikorper-vermittelte Hypersensitivitdtsreaktion (Typ III) wird durch die Interaktion
zytotoxischer Antikérper mit zelluldren Antigenen und FcyR und/oder Komplement-
Komponenten ausgelost. Dies fiihrt zur Lyse von Thrombozyten bei der immunologischen

thrombozytopenischen Purpura (ITP) (Witte et al., 1993), oder kann durch anti-
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erythrozytdre Autoantikorper zur Hamolyse bei der autoimmunen hdmolytischen Anédmie
(AIHA) fihren (Izui, 1994). In der ITP fiihrt die Gabe von Immunglobulinen durch die
unspezifische Blockade von Fc-Rezeptoren zu Erfolgen (Schmidt et al. 1984, Schmidt et
al. 1981). Auch in der paroxysmalen nichtlichen Himoglobinurie (PNH) wurden erhohte
Immunkomplexspiegel gefunden. Bei der PNH ist durch genetische Defekte die Bildung
des Glycosylphosphatidylinositols (GPI) gestort, was unter anderem dazu fiihrt, dass der
GPI-verankerte und fiir die Clearaence von Immunkomplexen wichtige FcyRIIIB nicht

exprimiert werden kann (Schubert et al., 1990).

1.3 Fcy-Rezeptoren

Die Fcy-Rezeptoren sind membrangebundene Glykoproteine und werden in drei
Hauptklassen unterteilt: FcyRI, FcyRII und FcyRIIL. Die Diversitdt wird durch die Existenz
verschiedener Subklassen und alternativer Spleilprodukte erweitert. FcyRI mit drei
extrazelluldiren Doménen ist beziiglich der IgG Bindung hoch-affin, wihrend die beiden
anderen Rezeptoren, die iiber zwei dieser Doménen verfiigen, IgG niedrig-affin binden.
Die grofiten genetischen Variationen zwischen den Fcy-Rezeptoren liegen allerdings in den
kodierenden Sequenzen fiir die zytoplasmatischen Bereiche und in den Promotorregionen.
Diese Unterschiede haben eine groBe funktionelle Heterogenitdt der Fcy-Rezeptoren zur
Folge. Dies betrifft einerseits ihre gewebsspezifische Expression und andererseits
Signaltransduktionskaskaden, die nach der Kreuzvernetzung der Rezeptoren ausgelost
werden (Gessner et al., 1998; van de Winkel und Capel, 1993). Die hFcyR sind in Tabelle

1 charakterisiert und eine schematische Darstellung findet sich in Abbildung 1.
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hFcyRI (CD64) hFcyRII (CD 32) hFcyRIII (CD 16)
Molekiil 72 kDa 40-43 kDa 50-80 kDa
Gene" 3(A,B,C) 3(A,B, Q) 2 (A, B)
Allele - IIA: 2 (HR/LR) ITIA: 3 (48 L/R/H)
2 (158 F/V)
I1IB: 2 (NA1/NA2)
Transkripteb al, a2 al, a2 al-a6, AEC2
bl, b2, b3 bl, b2, b3 b
C C
Isoformen® hFcyRIa hFcyRIlal, a2 (S) hFcyRIIla
(hFcyRIb2) hFcyRIIb1, b2 (hFcyRIaAEC2)
(hFcyRIIc) hFcyRIIIb (GPI)
Untereinheiten® FcR y Kette - FcR y Kette, FcR B Kette,
TCR/CD3 { Kette
Affinitit zu hIgG (K,)  10°-10° M™! <10’ M IMa: 3x 10’ M™!
IIb: < 10" M
Spezifitit fiir higG 3=1>4>>>2 [la (HR):3>1>>2>4  Ila/lllb: 1 =3>>>2 4

IIa (LR): 3>1 =2>>>4
Ibl:3>1>4>>2

Tabelle 1: Charakterisierung humaner Fcy-Rezeptoren (nach Gessner et al., 1998). * Die Gene der drei
Klassen humaner Fcy-Rezeptoren sind auf dem Chromosom 1 lokalisiert. 6 verschiedene FeyRI Transkripte
sind beschrieben. Die hFcyRIIla Transkripte, denen die EC2 kodierende Sequenz fehlt, konnen durch
Transfektion als FcyRIIla Rezeptorvariante mit einer einzelnen extrazelluldren Ig-Domine exprimiert
werden. ¢ Klammern bezeichnen Proteinisoformen die nach Transfektion exprimiert werden, aber noch nicht
in vivo verifiziert wurden. Alle Isoformen sind transmembrane Proteine, mit Ausnahme der mit S (16sliche)
und GPI (Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker) bezeichneten Isoformen. ¢ Die FcR B Kette kann mit dem
hFcyRIIla ay2 Rezeptor-Komplex in transfizierten murinen P815 Mastocytoma Zellinie exprimiert werden.
Die TCR/CD3 ¢ Kette ist als Homo- oder Heterodimer mit dem hFcyRIlla assoziert, dieser Rezeptor wird auf
yO T-Zellen und NK-Zellen exprimiert.
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Fcy-Rezeptoren

hECyRI hECyRII

S—S 5
Y'Y a

a a a a
A B (bl) B (b2,b3) C

A

A B

Abbildung 1: Schematische Darstellung der humanen IgG Fc-Rezeptor-Familie (FCYR). Alle humanen FcyR-
Klassen I, II und III sind Mitglieder der Immunglobulin Superfamilie und besitzen 2 oder 3 homologe
extrazelluldre Ig-dhnliche Doménen. Die membran-proximale Ig-Doméne ist an der Ligandbindung des IgG
beteiligt. Mit Ausnahme des hFcyRIIIb, welches ein GPI-verankertes Protein ist, sind alle FcyRs
transmembrane Molekiile. Verschiedene Gene in jeder Rezeptorklasse, ihre alternativen Splice-Produkte und
ihre individuellen Untereinheiten werden bezeichnet als A, B und C; bl, b2 und b3; o, B, yund . Im
zytoplasmatischen Teil befinden sich funktionelle Motive, die wichtig fiir die Signaltransduktion sind, die
aktivatorischen ITAM (weille Rechtecke) und inhibitorischen ITIM (dunkelgraue Ovale) Sequenzmotive.
Weiterhin ist die Region, die verantwortlich ist fiir die Inhibition der Endozytose beim hFcyRIIbl als
hellgraue Rombe dargestellt.
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1.3.1 FcyRI (CD64)
Die humanen FcyRI-Rezeptoren, die higG mit hoher Affinitdt binden, werden von drei

Genen kodiert, FcyRIA, -IB und —IC, von denen aber nur der FcyRIA Locus zur
Expression des vollstdndigen Glykoproteins von 72 kDa fiihrt. Die FcyRIB- und FcyRIC-
Gene verwenden ein Translations-Terminationskodon in der dritten extrazelluldren
Domaine ( Allen und Seed, 1989; van de Winkel et al., 1991; Ernst et al., 1992), so dass sie
nur fiir l6sliche FcyRIB- und FcyRIC-Rezeptoren kodieren kénnen. Die Existenz solcher
Rezeptoren konnte allerdings noch nicht nachgewiesen werden (Hulett und Hogarth,
1994). Der hFcyRI wird konstitutiv auf Monozyten und Makrophagen in Komplexen mit
dem Homodimer der y-Ketten des FceRI exprimiert und kann mit IFNy auf Neutrophilen,
Eosinophilen und glomeruldren Mesangialzellen induziert werden. Die FcyRI Expression
wird auch durch G-CSF auf Neutrophilen und IL-10 auf Mesangialzellen induziert
(Uciechowski et al., 1998) und auf Monozyten hochreguliert (Pearse et al., 1993; Perez et
al., 1993).

Die zellspezifische Expression des FcyRI-Gens bendtigt ein myeloid-
zellaktivierendes Transkriptionselement, welches den Ets-Familien Transkriptionsfaktor
PU.1/Spi-1 bindet (Eichbaum et al., 1994; Perez et al., 1994). Das PU.1 Protein besitzt eine
Ets-DNA-Bindungsdomine (C-terminal), eine Glutamin-reiche Doméne mit sauren
Aminoséureresten, die fiir die Transaktivierung (N-terminal) notwendig sind und eine
zentrale PEST (Protein, Glutaminsédure, Serin und Threonin-reiche Region) Domine, die
fiir Protein-Protein Interaktionen wichtig ist (Lloberas et al., 1999). Es konnte auch gezeigt
werden, dass die Konzentration von PU.1 die Entwicklung von friihen Vorlauferzellen zu
Makrophagen oder B-Zellen beeinflusst, da in diesen Zellen eine Reihe von
zellspezifischen Genen durch PU.1 gesteuert werden. Bei einer hohen Konzentration von
PU.1 entwickeln sich bevorzugt Makrophagen, bei einer niedrigen Konzentration werden
iiberwiegend B-Zellen induziert (DeKoter und Singh, 2000).

Glucocorticoide modulieren das Wachstum, Differenzierung und Funktion von
Lymphozyten, Neutrophilen, Eosinophilen, Mastzellen, Endothelzellen und Monozyten
durch die Aktivierung des Glucocorticoid-Rezeptors (GR). Der GR gehdrt zu der
nukledren Hormonrezeptoren Superfamilie und fungiert als Liganden induzierter
Transkriptionsfaktor. In unstimulierten Zellen befindet sich der GR im Zytoplasma,

komplexiert mit Hitzeschockproteinen und Immunophilinen. Nach der Ligandenbindung
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dissoziiert der Komplex und der GR wandert in den Kern. Im Kern binden GR-
Homodimere an DNA-Motive, die als Glucocorticoid Response Elemente (GREs)
beschrieben wurden. Der GR kann aktivierende und inhibierende Effekte auf die
Transkription ausiiben (Dennig et al., 1995; Collins et al., 1998).

IFNy und der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) fithren synergistisch zu einer
induzierbaren und erhohten FcyRI-Expression auf Monozyten (Girard et al., 1987; Pan et
al., 1990), wobei die Stimulation immer das Vorhandensein des Transkriptionsfaktors PU.1
voraussetzt. GR kann nicht direkt im Promotorelement des FcyRI binden, da dieser keine
GRE-site aufweist. Vielmehr scheint der GR einen Costimmulator der Statl vermittelten
erhohten Transkription darzustellen (Aittomaki et al., 2000).

In monozytédren Zellen, die mit IFN-y stimuliert wurden, werden die zwei Rezeptor-
assoziierten Tyrosinkinasen Jakl und Jak2, die zur Janus-Kinase (JAK) Familie zdhlen,
aktiviert (Feldman et al., 1995). Diese Jaks phosphorylieren Tyrosinreste des
zytoplasmatischen Transkriptionsfaktors Statl. Aktivierte Statl Molekiile dimerisieren und
wandern in den Kern. Dort binden sie unter anderem an die IFN-y response Region (GRR),
die im FcyRI-Promotor lokalisiert ist und die Transkription des Gens wird hochreguliert
(Perez et al., 1994). Weiterhin kann die FcyRI-Expression in humanen Monozyten und
murinen Makrophagen durch IL-10 hochreguliert werden. Es wurde nachgewiesen, dass
IL-10 die GRR-Bindungsaktivitit in mononuklidren Phagozyten induziert, dhnlich der
Induktion durch IFN-y. IL-10 fiihrt zur Aktivierung von Jakl und Tyk2 Tyrosinkinasen,
die anschliefende Phosphorylierung und Homo-/Heterodimerbildung von Statl und Stat3
resultiert in der Bindung dieser Dimere an die GAS-site (Gamma-interferon activation
site) in der regulatorischen Region von Zielgenen (Schindler und Darnell, 1995; Ihle,
1995). Im Gegensatz dazu zeigen Neutrophile nach IL-10 Behandlung keine erhohte
FcyRI-Expression, obwohl Statl und Stat3 konstitutiv in diesen Zellen vorhanden ist. Eine
Erklarung wire, dass sich IL-10-Rezeptoren in PMN und Monozyten unterscheiden. Dem
Rezeptor konnte eine assoziierte Polypeptidkette fehlen, die notwendig fiir die
Signalweiterleitung ist, die zur Stat-Aktivierung flihrt. Eine andere Mdoglichkeit wire der
Verlust der Andockstelle fiir Jak/Stat Proteine in der intrazelluldren Doméne des IL-10R

bei PMN (Bovolenta et al., 1998).
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1.3.2 FcyRIl (CD32)
Der niedrig-affine FcyRII ist der am weitesten verbreitete Rezeptor fiir IgG und wird auf

Eosinophilen, Basophilen und Neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Monozyten,
Thrombozyten, Langerhans-Zellen, Dendritischen Zellen, B-Zellen, diversen Subtypen von
T-Zellen und einer kleinen Subpopulation von NK-Zellen exprimiert (Looney et al., 1986;
Sandor et al., 1992; Thomas und Lipsky, 1994; Hulett und Hogarth 1994; Fanger et al.,
1996; Metes et al., 1998). Es sind sechs verschiedene Transkripte des FcyRII bekannt, die
durch drei Gene kodiert werden (FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC) und zur Expression von
Glykoproteinen von ca. 40 kDa fiihren. Sie unterscheiden sich hauptsichlich in ihren
zytoplasmatischen Bereichen. Dies weist darauthin, dass die durch die verschiedenen
Isoformen iibertragenen Signale unterschiedliche zelluldre Reaktionen vermitteln (van de
Winkel und Capel, 1993).

Der FcyRITA wird auf Neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Thrombozyten
exprimiert und kann diese Zellen aktivieren. Er vermittelt ADCC, Phagozytose sowie
oxydativen Burst (Indik et al., 1995). Der FcyRIIA weist in seiner zytoplasmatischen
Domaine ein ITAM (Immunoreceptor tyrosine based activatory motif) auf, das auch in der
FcR y-Kette, dem B-Zell- Rezeptor (BCR) und dem T-Zell-Rezeptor (TCR) vorkommt. Es
ist fiir den Ca®"-Flux und Phagozytoseprozesse verantwortlich (van den Herik-Oudijk et
al., 1994). Von dem FcyRIIB-Gen werden drei verschiedene mRNAs transkribiert. Die
FcyRIIb Isoform ist vor allem durch ein ITIM (Immunoreceptor tyrosine based inhibitory
motif) in seiner zytoplasmatischen Doméne charakterisiert. Die Kreuzvernetzung des
FcyRIIb mit dem BCR auf B-Zellen fithrt zu einer Inhibition vorangegangener
Aktivierungen (Amigorena et al., 1992; van den Herik-Oudijk et al., 1994). Diese
Inhibition wird durch die Interaktion des ITIM mit SHIP (SH2-containing inositol
phosphatase) und/oder SHP-1 (SH2-containing protein tyrosine phosphatase) verursacht,
und stoppt letztlich den Einstrom von extrazelluldrem Ca® (Chacko et al., 1996; Ono et al.,
1996). Ahnliche inhibitorische Motive wurden auch bei anderen Rezeptoren wie KIRs
(natural killer inhibitory receptor) (Wagtmann et al., 1995) und CD22 (Tsubata, 1999)

beschrieben.
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1.3.3 FcyRIll (CD16)
Der humane FcyRIII (CD16) Rezeptor ist ein differenziell glykosyliertes Protein, was zu

einer grofBen Heterogenitit in seinem Molekulargewicht von 50 bis 80 kDa fiihrt. Der
hFcyRIII bindet IgG in Form von Immunkomplexen mit einer hohen Spezifitit fiir IgG1
und IgG3, wihrend IgG4 und IgG2 nur schwache Bindung zeigen (Hulett und Hogarth,
1994; Gessner et al., 1998). Verschiedene Aminosduren der membranproximalen Ig-
Domaéne (EC2) des hFcyRIII (Gln 126, Arg 156, Lys 162, Val 164) sind maf3geblich an der
Bindung von IgG beteiligt. Diese Bindungsstellen befinden sich in der EC2-Doméne auf
zwei Loops (B/C loop und F/G loop) und dem F [(-Faltblatt, wo sie eine diskontinuierliche
Bindungsstelle bilden (Tamm et al., 1996; Tamm und Schmidt, 1997). Untersuchungen der
Kristallstruktur eines gentechnisch hergestellten 16slichen FcyRIII mit dem monoklonalen
humanen Fc-Fragment des IgGI (hFcl) in einem 1:1 Komplex haben jetzt gezeigt, dass
Aminosaurereste der Cy2-Domiénen und der hinge-Region des hFcl mit dem B/C loop und
F/G loop der EC2-Doméne des Rezeptors interagieren (Sondermann et al., 2000).

Der niedrig-affine FcyRIIl wird beim Menschen durch zwei unabhdngige Gene
(FcyRIIIA und B) kodiert, die eine 97% Homologie zwischen den beiden kodierenden und
flankierenden Regionen aufweisen, einzelne Nukleotidunterschiede in den kodierenden
Sequenzen fiihren allerdings zu groBlen phénotypischen Konsequenzen (Simmons und
Seed, 1988; Ravetch und Perussia, 1989). Die beiden Isoformen sind durch einen
extrazelluliren Teil von 191 Aminosduren (AS) in Form zweier Ig-dhnlicher Doménen,
eine 21 AS lange transmembrane Region und 25 intrazelluldrer AS beim FcyRIIIA bzw. 4
AS beim FcyRIIIB charakterisiert. Weiterhin fiihren einzelne Aminosédure-Substitutionen
des Rezeptors im extrazelluldren Teil zu einem unterschiedlichen Glykosylierungsmuster
(Ravetch und Perussia, 1989). Durch den Austausch von Phenylalanin an der Position 185
im FcyRIIIA durch Serin im FcyRIIIB entsteht ein Signal fiir die posttranskriptionelle
Verkniipfung mit einem GPI-(Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol)-Anker (Hibbs et al., 1989;
Kurosaki und Ravetch, 1989). Das Fehlen des GPI-Ankers hat nicht nur den Verlust des
FcyRIIlb zur Folge, es wurden bis heute iiber 100 verschiedene GPI-verankerte Proteine
(z.B. CD55, CD59) identifiziert. Die gestorte Biosynthese des GPI-Ankers manifestiert
sich im Krankheitsbild der paroxymalen néchtlichen Himoglobinurie (PNH) (Young und
Maciejewski, 2000).

12
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Im murinen System wird der FcyRIIl nur durch ein Gen kodiert, ein Analog zum
GPI-verankerten hFcyRIIIB gibt es hier nicht. Der Rezeptor wird in der Maus auf NK-
Zellen, Mastzellen, Makrophagen, Neutrophilen Granulozyten und Mesangialzellen
exprimiert (Gessner et al., 1998).

FcyRIII knock-out Maiuse, bei denen die ligandenbindende a-Kette genetisch
deletiert wurde, sind durch den funktionellen Verlust in der Expression des Rezeptors
charakterisiert. Dies hat unter anderem zur Folge, dass die ADCC bei NK-Zellen, die
IgG1-vermittelte Phagozytose bei Makrophagen und Neutrophilen verloren geht
(Hazenbos et al., 1996; Hazenbos et al., 1998). Weiterhin haben Studien mit IgE
defizienten Méusen gezeigt, dass im Zuge einer Anaphylaxie neben dem FceRI auch der
FcyRIII eine wichtige Rolle in der Mastzell-Aktivierung spielt (Oettgen et al., 1994). Auch
in der reversen passiven Arthus Reaktion wird die Funktion des FcyRIII neben dem
Komplementsystem kontrovers diskutiert (Sylvestre und Ravetch, 1994; Hazenbos et al.,
1996; Hopken et al., 1997; Clynes et al., 1999; Kohl und Gessner, 1999; Baumann et al.,
2000).

Der FcyRIIIA wird konstitutiv auf Makrophagen, NK-Zellen und Subpopulationen
von Monozyten und T-Zellen exprimiert und kann durch IFNy auf Mesangialzellen der
Niere induziert werden (Radeke et al., 1994; Braakman et al., 1992). Er benétigt fiir die
effiziente Oberfldchenexpression zusdtzliche Untereinheiten. Die a-Kette des Rezeptors ist
mit Homo- oder Heterodimeren der y-Ketten des FceRI (Ra et al., 1989) und {-Ketten aus
dem TCR/CD3 Komplex (Lanier und Phillips, 1989) assoziiert. Durch die
Phosphorylierung der y- oder {-Ketten werden Funktionen des FcyRIIIA wie Ca®'-
Mobilisierung, Phagozytose und ADCC vermittelt (Park et al., 1995; Park et al., 1993;
Masuda et al., 1993; Daeron, 1992). Der FcyRIIIA vermittelt auf NK-Zellen die ADCC
(Werfel et al., 1989; Leibson, 1997).

Auf NK-Zellen und Monozyten wurden zwei Polymorphismen des FcyRIIIA
nachgewiesen (Koene et al., 1997; Wu et al., 1997). Der erste wird durch drei Allele in der
membrandistalen Ig-Doméne reprisentiert, dabei ist die Aminosdureposition 48 durch
Leucin (L), Arginin (R) oder Histidin (H) besetzt. Der zweite ist in der
membranproximalen Ig-Doméne lokalisiert durch Phenylalanin (F) oder Valin (V) an
Position 158. Der 158VV homozygote Genotyp zeigt im Vergleich mit dem FF
Homozygoten eine stirkere Bindung von IgG1 und IgG3 (de Haas et al., 1996; Koene et
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al., 1997). Dieser Unterschied an Position 158 hat direkte klinische Konsequenzen. So
wurde bei zwei Kindern, die eine erhohte Anfalligkeit fiir Infektionen zeigten, das hoch
affine 48HH-158VV Allel gefunden (de Vries und Yssel, 1996). Der niedrig affine 158FF
Genotyp wurde mit erhohter Frequenz bei Patienten mit SLE (Systemischer Lupus
Erythematodes) gefunden und scheint mit der Ausbildung einer Nephritis zu korrelieren
(Wu, et al. 1997).

Die molekularen Grundlagen fiir die differenzielle zelltypspezifische Expression des
hFcyRIIIA versus hFcyRIIIB wurden sowohl in vitro als auch in vivo untersucht (Gessner
et al., 1996; Li et al., 1996). Rekonstitutionsstudien in transgenen Mausen haben gezeigt,
dass die regulatorischen Gensequenzen, die fir die NK-Zell- (FcyRIIIA) versus
Neutrophilen- (FcyRIIIB) Restriktion verantwortlich sind, in der 5’-Region beider Gene zu
finden sind. Es wurden Enhancer, Silencer und voneinander unabhingige Promotoren in
der 5'-Region beschrieben (Gessner et al., 1995; 1996). So sind fiir FcyRIIIA mehrere
gleichzeitig aktive Promotoren nachgewiesen worden. Diese fiihren zur Initiation von
multiplen Transkripten (al-a6) in NK-Zellen. Die alternativen FcyRIIIA Transkripte
kodieren fiir identische FcyRIIIA Rezeptorisoformen in NK-Zellen (Gessner et al., 1996).

Funktionelle Analysen der 5°-Region des humanen FcyRIIIA- und der fast
homologen 5'-Region des FcyRIIIB-Gens haben zur Identifizierung des Pprox-(-198/-10)-
Promoter gefiihrt, der eine unterschiedliche Gewebespezifitit in NK-Zellen und
Neutrophilen zeigt (Gessner et al., 1995). Es wurden weitere FcyRIIIA mRNA Startpunkte
in NK-Zellen lokalisiert, die auBerhalb der Pprox-Region liegen. Diese Startpunkte wurden
fiir die Splice-Varianten a2/3 bei Position —860 und —849 lokalisiert. Weitere cDNA-Klone
enthielten Sequenzen von noch weiter stromaufwérts gelegenen Regionen des FcyRIIIA-
Gens und reprédsentieren die Transkripte a5/6. Die alternativen Transkripte der FcyRIIIA
a2/3 und a5/6 kodieren fiir die gleichen FcyRIIIA-Rezeptor Isoformen in NK-Zellen. Die
Heterogenitit und die unterschiedlichen Level der Transkriptionsraten der FcyRIIIA und
FcyRIIIB mRNAs lassen vermuten, dass mehrere Transkriptionskontrollregionen fiir jedes
FcyRIII-Gen in dem entsprechenden Zelltyp aktiv sind. Splice-Varianten in NK-Zellen
liegen in der medialen —1817/-850 FcyRIIIA Kontrollregion. Zwei Promotoren, Pmed1 (-
942/-850) und Pmed2 (-1376/-1123) befinden sich in dieser Region und kontrollieren die
Initiation dieser Transkripte, die fiir den FcyRIIIA-Rezeptor kodieren (Gessner et al.,
1996).
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Die Expression des humanen FcyRIIIb ist auf Neutrophile Granulozyten beschrinkt
und kann durch IFNy auf Eosinophilen Granulozyten induziert werden. Die
Kreuzvernetzung des FcyRIIlb fiihrt zur Aktivierung der Zellen (Hundt und Schmidt,
1992). Die Aktivierung erhdht den Ca*-Flux und induziert den sogenannten respiratory
burst, also die Freisetzung von Sauerstoff-Radikalen (Hundt und Schmidt, 1992). Die
Regulation dieser intrazelluldren Ereignisse erfolgt durch die Tyrosin-Phosphatase CD45
(Hoffmeyer et al., 1995). Der FcyRIIIb, der iiber keine intrazellulire Doméne verfiigt, ist
fiir eine effiziente Phagozytose, ADCC und Degranulation auf die Interaktion mit dem
Komplementrezeptor (CR) 3 oder dem FcyRIla angewiesen (Stockl et al., 1995; Jones und
Brown, 1996). Auf Neutrophilen existiert ein kodominanter bialleler Polymorphismus des
FcyRIIIB-Gens (NA-1 und NA-2), der durch den Austausch von vier Aminoséduren in der
membrandistalen Ig-Doméne (EC1) entsteht (Laurence et al., 1990; Sanders et al., 1995).
Dies fithrt zu einem verdnderten Glykosylierungsmuster und Menschen mit einem
homozygoten NA-2 Allel zeigen eine niedrigere Phagozytosekapazitit im Vergleich zur

NA-1 Rezeptorvariante (Salmon et al., 1990).

1.4  Transkription

Durch die Expression spezifischer Gene werden die Funktionen und die Morphologie von
Zellen determiniert, daher ist die Regulation von Transkriptionsfaktoren fiir
Differenzierungsprozesse und fiir die Kontrolle des Zellwachstums von zentraler
Bedeutung. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren
identifiziert worden. Es wird geschitzt, dass 10% der menschlichen Gene fiir
Transkriptionsfaktoren kodieren, die zum Teil in der Entstehung von verschiedenen
Krankheiten eine entscheidende Rolle spielen, so dass Transkriptionsfaktoren zu einem
wichtigen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Medikamente geworden sind.

Um die Rolle einzelner Transkriptionsfaktoren in der Regulation von Zellwachstum
und Differenzierungsprozessen verstehen zu konnen, miissen zum einen die Signale, die
Transkriptionsfaktoren in ihrer Aktivitit regulieren, identifiziert werden. Zum anderen
miissen die Mechanismen aufgeklart werden durch die Transkriptionsfaktoren die

Expression von Genen kontrollieren.
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1.4.1 Transkriptionsinitiation in eukaryontischen Zellen

In eukaryontischen Zellen werden drei Klassen von Genen unterschieden, die sich in ihrer
Promotorstruktur unterscheiden und durch drei verschiedene RNA-Polymerasen
transkribiert werden. RNA-Polymerase I transkribiert ausschlieBlich die Gene, welche fiir
die grofBen ribosomalen Untereinheiten kodieren (28S, 18S, 5,8S). RNA-Polymerase 11
transkribiert die mRNA der Gene, deren Produkte in Proteine translatiert werden. Die dritte
Genklasse wird von RNA-Polymerase Il transkribiert und umfasst Gene fiir die tRNA-
Molekiile, die 5S rRNA und die U6 RNA.

Die Transkription kann auf der Ebene der Initiation, Elongation und Termination
reguliert werden, wobei die Regulation auf der Ebene der Initiation den wichtigsten
Regulationsmechanismen unterliegt.

Die Initiation der Transkription kann in drei Phasen unterschieden werden. Zuerst
binden die RNA-Polymerase und zusitzliche Proteine reversibel an den Promoter (Bildung
des Initiationskomplexes). AnschlieBend wird ein kurzer DNA-Bereich zum Teil
irreversibel aufgewunden und dient fiir die Synthese von kurzen Oligoribonukleoditen
(Isomerisierung). SchlieBlich verldsst die RNA-Polymerase den Promoter und verldngert
das Transkript (Promoter-Clearaence).

RNA-Polymerase II (RNAP II) bendtigt fiir die spezifische Initiation der
Transkription die allgemeinen Transkriptionsfaktoren TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF,
TFIIH und TFIIJ (GTFs, general transcription factors), die durch chromatographische
Fraktionierung von Kernextrakten aufgetrennt wurden. Die meisten Untereinheiten von
RNAP II und die GTFs sind inzwischen isoliert und charakterisiert worden. Eine zentrale
Rolle kommt dabei TBP (TATA-Bindungsprotein) zu, dass allein oder als TFIID-
Untereinheit zusammen mit den TBP-assozierten Faktoren (TAFs) spezifisch an die
TATA-Box bindet, ein Promotorelement, dass sich in vielen RNAP II abhingigen
Promotoren ungeféhr bei Position —25 befindet. Durch die Interaktion mit anderen GTFs
und RNAP II positioniert TBP den Initiationskomplex auf der DNA (Burley und Roeder,
1996; Tan und Richmond, 1998; Berk; 1999).

In in vitro Transkriptionsexperimenten konnte ein schrittweiser Aufbau des
Initiationskomplexes an der DNA gezeigt werden. Dabei sollte zundchst TFIID oder TBP
allein an der TATA-Box binden, dann TFIIB und TFIIA an diesen Protein-DNA-Komplex

rekrutieren und dadurch den Preinitiationskomplex ausbilden. Dieser wird von RNAP II
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mit Hilfe von TFIIF erkannt, und schlieBlich binden TFIIE, TFIIH und TFIIJ (Flores et al.,
1992; Zawel und Reinberg, 1992). Die Transkriptionsinitiation kann nach diesem Modell
durch die Kontrolle der einzelnen Schritte in der Ausbildung des Initiationskomplexes
reguliert werden (Choy et al., 1993; Meyer und Young, 1998).

Mittlerweile wurden jedoch mit anderen Versuchsbedingungen aus Hefe und
Séugetierzellen grofere Komplexe isoliert, die je nach Priparationsbedingungen alle oder
einen GroBteil der nétigen Komponenten fiir die in vitro Transkription beinhalteten. Diese
Komplexe wurden deshalb als Holoenzyme bezeichnet (Thompson et al., 1993; Kim und
Burley, 1994; Koleske und Young, 1994; Ossipow et al., 1995). Die Entdeckung der
Holoenzyme in Zellen steht damit im Gegensatz zu dem in Vitro beschriebenen
schrittweisen Aufbau des Initiationskomplexes. Einige der Holoenzyme bendtigen fiir eine
in vitro Transkription allerdings die Zugabe ecinzelner aufgereinigter GTFs (Kim und
Roeder, 1994; Meyer und Young, 1998). Zum Teil konnte die in vitro Transkription mit
Holoenzymen nicht durch regulatorische Transkriptionsfaktoren stimuliert werden

(Ossipow et al., 1995).

1.4.2 Aktivierung der Transkription durch regulatorische Faktoren

Regulatorische Transkriptionsfaktoren kontrollieren die Menge an mRNA, die von der
RNAP II produziert wird. Diese Transkriptionsfaktoren binden an spezifische Promotor-
oder Enhancer-Sequenzen und kdnnen somit die Transkription durch RNAP II regulieren.
Stimulieren diese Faktoren die Transkription, werden sie auch als Transaktivatoren
bezeichnet. Transaktivatoren binden typischerweise neben einer DNA-Bindungsdoméne an
einer oder mehreren Transaktivierungsdoménen, die fiir die Stimulation der Transkription
verantwortlich sind. Die Stimulation der Transkriptionsinitiation ist der wichtigste
Mechanismus, durch den Transkriptionsfaktoren die Genexpression aktivieren. Dabei
konnen  diese  Transkriptionsfaktoren  entweder direkt mit der  basalen
Transkriptionsmaschinerie interagieren oder die Aktivierung wird durch die
Wechselwirkung mit Koaktivatoren vermittelt.

Fiir viele Transaktivatoren ist eine direkte Interaktion mit TAFs (TBP assoziierte
Faktoren) (Goodrich et al., 1993; Gill et al., 1994; Chiang und Roeder, 1995), TBP
(TATA-Box bindendes Protein) (Stringer et al., 1990; Kerr et al., 1993; Ransone et al.,
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1993; Truant et al., 1993), TFIIB (Kim und Roeder, 1994; Roberts und Green, 1994) und
TFIIH (Drapkin und Reinberg, 1994; Xiao et al., 1994) beschrieben worden. Durch diese
Interaktion werden einzelne GTFs oder ein Holoenzym an die DNA rekrutiert und so die
Bildung eines funktionellen Initiationskomplexes an der DNA erleichtert (Roberts und
Green, 1994; Tjian und Maniatis, 1994; Meyer und Young, 1998; Berk, 1999).

Bis jetzt wurden verschiedene Aktivator-TAF Interaktionen beschrieben. Die
Aktivierungsdoméne von Spl kann an die glutaminreiche Doméane von TAFII110 binden
(Hoey et al., 1993; Gill et al., 1994). Ein weiteres Beispiel ist die Interaktion der
Aktivierungsdomine von VP16 mit TAFII40 (Goodrich et al., 1993). Diese Beispiele
mogen verdeutlichen, dass verschiedene Klassen von Aktivatoren mit unterschiedlichen
Untereinheiten des TBP-TAF Komplexes in Kontakt treten konnen und dass TAFs eine
zentrale Rolle in der Vermittlung von Aktivatoren spielen. Daneben unterstiitzen diese
TFIID Komplexe die Transkription von TATA-losen Promotoren, da TBP nicht in der
Lage ist an diese zu binden (Burley und Roeder, 1996, Burke und Kadonaga, 1997; Struhl
und Mogqtaderi, 1998).

Die Interaktion von Transaktivatoren mit der basalen Transkriptionsmaschinerie
kann auch von sogenannten Koaktivatoren abhidngen. Koaktivatoren sind fiir die
Aktivierung der Transkription, nicht aber fiir die basale Transkription in vitro notwendig.
TAFs wurden auch als Koaktivatoren beschrieben, da sie fiir die basale in vitro
Transkription nicht absolut notwendig sind (Ge und Roeder, 1994; Guarente, 1995,
Greenblatt, 1997).

1.4.3 Transkriptionelle Kontrolle in der Hamatopoese

Fir das Verstindnis der Entwicklungsbiologie stellt die Hématopoese ein zentrales
Ereignis dar. In der Hadmatopoese unterwerfen sich pluripotente Stammzellen einer
fortschreitenden ~ Restriktion ~ iiber  linienspezifische zu  charakteristischen,
zelltypspezifischen und voll ausdifferenzierten Blutzellen. In diesem Prozess ist die
Ausprigung eines definierten Phenotyps von Blutzellen das Resultat einer koordinierten,
zellspezifischen Genexpression. Das Muster der Genexpression wird in einer Zelle durch
ein komplexes Zusammenspiel von ubiquitdren  und zellspezifischen

Transkriptionsfaktoren, die eine Vielzahl von verschiedenen Proliferations- und
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Differenzierungssignalen vermitteln, etabliert (Orkin, 1995; Shivdasani und Orkin, 1996;
Clarke und Gordon, 1998). Die Hypothese, dass Transkriptionsfaktoren eine entscheidende
Rolle in der Zelldifferenzierung zukommt, wird durch eine Reihe von Klonierungen
gestiitzt. Dabei wurden Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren, identifiziert, die
durch eine Translokation Leukdmien zur Folge haben (Nichols und Nimer, 1992; Rabbitts,
1994; Pedersen-Bjergaard et al., 1994).

Promotoren von linien- oder zellspezifischen Genen in der Himatopoese, wie z.B.
M-CSF (Makrophagen Koloniestimulierender Faktor) (Zhang et al., 1994a) oder GM-CSF
(Granulozyten Makrophagen Koloniestimulierender Faktor) Rezeptoren (Smith et al.,
1996), haben oft keine TATA-Box oder keine definierten Initiator Sequenzen.
Interessanterweise haben viele Promotoren myeloidspezifischer Gene eine PU.I
Bindungsstelle (Li et al., 1996; Hohaus et al., 1995; Eichbaum et al., 1994). PU.1 kann in
vitro an TBP, die primire Komponente des TFIID, binden und dadurch den Rest des
generellen Transkriptionsapparates rekrutieren (Hohaus et al., 1995); Hagemeier et al.,
1993). Studien an Mutationen in der PU.1-site des FcyRI Promoters zeigen, dass diese zur
Unterdriickung der myeloidspezifischen Expression fithren. Ein Austausch dieser
Mutationen durch eine TATA-Box, stellt die myeloide Expression wieder her (Eichbaum
etal., 1994).

Andere Faktoren, die in der myeloiden und lymphoiden Genregulation involviert
sind z.B. Spl (Emili et al., 1994), C/EBPa (Nerlov und Ziff, 1995) und Octl (Zwilling et
al., 1994) konnen ebenfalls mit TBP interagieren. Auch diese Interaktionen konnen dazu
beitragen die basale Transkriptionsmaschinerie zu rekrutieren.

Einige dieser TATA- wund [Initiatorlosen Promotoren haben mehrere
Transkriptionsstartpunkte (Chen et al., 1995a; Kistler et al., 1995; Eichbaum et al., 1994;
Emili et al., 1994; Nerlov und Ziff, 1995), andere haben eine einzige Startposition
(Fleming et al., 1993; Ulgiati et al., 2000). Der Mechanismus, der fiir die Determinierung
der Startposition in diesen Promotoren verantwortlich ist, ist noch unbekannt.

An dieser Stelle soll kurz auf das regulatorische Potential von Spl, ein
Zinkfingerprotein, und PU.1, ein ETS-verwandtes Protein, eingegangen werden.

Spl ist ein Mitglied der groBen Sp/XKLF Transkriptionsfaktoren-Familie, die an
eine GC-Box oder GT/CACC-Box in Zielgenen binden (Philipsen und Suske, 1999).
Ubereinstimmend mit dem Fehlen einer TATA-Box sind diese Promotoren hiufig von

einer funktionellen Spl-site abhdngig, an diese Site gebundenes Spl kann nicht nur mit
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TBP, sondern auch mit TAF 110 interagieren (Emili et al., 1994). Diese Sp1-site vermittelt
Aktivitdt, aber auch Spezifitdt und ist mit der Differenzierung induzierbar (Scholz et al.,
2000; Zhang et al., 1994b; Chen et al., 1993). Wie Sp1 diese Spezifitit vermittelt ist noch
nicht geklart. Obwohl Spl ubiquitdr ist, wird es vermehrt in hdmatopoetischen Zellen
exprimiert (Saffer et al., 1991). Weiterhin kann Sp1 eine Antwort auf Retinoic acid, Tyroid
Hormon wund Retinoblastoma Protein (Rb) vermitteln, alles Signale die eine
hamatopoetische Differenzierung beeinflussen kénnen (Darrow et al., 1990; Kim et al.,
1992; Udvadia et al., 1993; Chen et al., 1994).

Viele myeloische Promotoren besitzen eine funktionelle PU.1-site (Avalos, 1996;
Chen et al., 1995b; Farokhzad et al., 1996; Reya und Grosschedl, 1998) oder eine PU.1
Bindungsstelle in einem weit entfernten Enhancer (Ahne und Stratling, 1994). PU.1 wird
in hohem Malle in myeloischen und B-Zellen exprimiert aber nicht in T-Zellen (Klemsz et
al., 1990; Zhang et al., 1996; Hallier et al., 1998). Trotzdem kommt es in B-Zellen nicht
zur Expression der myeloiden Genen M-CSF-R (Reddy et al., 1994), GM-CSF-R (Hohaus
et al., 1995), G-CSF-R (Smith et al., 1996). Dies ist durch die Interaktion mit anderen
Transkriptionsfaktoren und/oder Kofaktoren bedingt, die mit der transaktivierenden
Doméne von PU.I interagieren konnen (Pongubala et al., 1993; Eisenbeis et al., 1995;
Nagulapalli et al., 1995; Hohaus et al., 1995; Smith et al., 1996).

In den letzten Jahren wurden grofe Fortschritte in der Aufkldrung von
linienspezifischer Entwicklung und Differenzierung gemacht. Es bleiben allerdings eine
Reihe von offenen Fragen. Wie kommt es zur Kombination von spezifischen und
unspezifischen Transkriptionsfaktoren, so dass eine linienspezifische Entwicklung
eingeleitet wird? Was macht den Unterschied in der Entwicklung und Differenzierung von
Subtypen aus? Und wie werden die regulatorischen Transkriptionsfaktoren selbst in

Stammzellen, multipotenten Vorlduferzellen und dann ausdifferenzierten Zellen reguliert?
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Transkriptionsregulation des FcyRIII Gens und seiner beiden Isoformen ist immer
noch nicht ganz aufgekldrt. Die Analyse der Struktur und transkriptionellen Aktivitdt der
FcyRIIIA und FcyRIIIB Gene, sowie die Bestimmung unabhingiger Initiationsmuster der
Transkription hat erste wichtige Hinweise zur regulierenden Zelltypspezifitit der beiden
strukturell und damit funktionell unterschiedlichen Rezeptoren geliefert.

Die Expression des FcyRIIIA Rezeptorgens wird durch alternative Promotoren
reguliert. Von besonderem Interesse ist der sogenannte Pmedl-Promoter, der im
Reportergen-Assay Luciferaseakivitit in YT(NK)-Zellen vermittelt, aber nicht in zu
Granulozyten differenzierbaren HL60-Zellen aktiv ist. Die Deletion eines 21bp-
Fragmentes in der 5'-Region des Pmedl-Promotors resultiert im Verlust der FcyRIIIA-
Expression in NK-Zellen.. Dies legt die Vermutung nahe, dass sich in diesem
Sequenzabschnitt ein wichtiges Bindungsmotiv fiir einen Transkriptionsfaktor befindet, der
fiir die zellspezifische Expression des FcyRIIIA-Gens verantwortlich ist.

Zuerst sollten in dieser Arbeit weitere Zellinien zum Einsatz kommen, um die
Bedeutung des Pmed1-Promotors fiir die zelltypspezifische Expression des FcyRIIIA-Gens
zu untersuchen. Weiterhin sollten Deletions- und Substitutionsmutanten durch in vitro
Mutagenese Experimente hergestellt werden, um ein Bindungsmotiv fiir einen
Transkriptionsfaktor innerhalb des 21bp-Elements des Pmedl-Promotors eingrenzen zu
konnen. Daneben sollten Bandshiftassays (EMSA) durchgefiihrt werden, um gebundene
Transkriptionsfaktoren ndher charakterisieren zu konnen. Ziel dieser Analyse ist die
Identifikation transaktivierender Proteine und deren Bindungsstellen im Pmed1-Promotor,
die mafBgeblich an der zellspezifischen Expression des FcyRIIIA-Gens beteiligt sind.
Heterologe Promotorkonstrukte sollten zum Einsatz kommen, um einerseits die 21bp-3’-
Region und andererseits die 71bp-5"-Region unabhédngig und in ihrer Bedeutung innerhalb

des Pmed1-Promotors untersuchen zu konnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Zellinien

YT (Yodoi et al., 1985)
NK-Zell-dhnliche Linie

Jurkat E.6-1 (ATCC-Nr.: TIP-152)

Humane akute T-Zell Leukdmie Linie

HL60 (ATCC-Nr.: CCL-240)

Humane akute promyelozytire Leukémie Linie

Daudi (ATCC-Nr.: CCL-213)
Humane B-Zell Burkitt Lymphom Zellinie

U937.1 (ATCC-Nr.: CRL-1593)

Humane Monozyten dhnliche Zellinie

THP-1 (ATCC-Nr.: TIP-202)

Humane akute monozytire Leukdmie Linie

RAW264.7 (ATCC-Nr.: TIP-71)
Murine Monozyten/Makrophagen Zellinie

SL2 Drosophila Zellen (ATCC-Nr.: CRL-1963)

embryonale Insekten Zellinie von Drosophila melongaster

1B3-Zellen — CD16A" y/8T-Zellen im Labor von R.E. Schmidt 1989 isoliert (personliche
Mitteilung von R. Jacobs)
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2.1.2 Bakterienstamme (E. coli)

XL1-Blue (Stratagene)

F ::Tn10proA*B™ lacl? D(lacZ)mi15/recAl endAl gyrA96 (Nal") thi hsdR17 (rg-mg+)
SupE44 relAl lac

NovaBlue (Novagen)

EndAl hsdR17 (rxiz-Mkix+) SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F~ proA+B+ lacl

ZAM15::Tn10(tet?)]

2.1.3 Plasmide und Vektoren

-pBluescript SK(+), Stratagene

-pGEM-T Vektor, Promega (#A3600); Klonierungsvektor mit {iberhangenden T, der zum
Klonieren von PCR-Amplifikaten diente.

-pPac-Sp1l (Courey und Tjian, 1988) wurde zur Expression des Transkriptionsfaktors Spl
in SL2-Zellen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors eingesetzt, der Vektor wurde uns

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe R. Tjian tliberlassen.

-paPro-Luc enthidlt die Luciferase-cDNA von P.pyralis (Wet et al., 1987) unter der
Kontrolle des alfa-Prothymosingen Promotor der Ratte (Gaubatz et al., 1994). Der Vektor
diente bei der transienten Transfektion als positiv Kontrolle, er wurde uns

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe B. Liischer (MHH) iiberlassen.

-pEQL76 (Firzlaff et al., 1991) wurde zur Standardisierung der transienten Transfektion
benutzt. Der frithe IE (Immediate Early) Cytomegalusvirus (CMV)-Promotor exprimiert

die B-Galaktosidase in eukaryontischen Zellen.

-pLuc ist durch die multicloning site von pKS+ (Stratagene) und die Luciferase-cDNA von
P.pyralis (Wet et al., 1987) gekennzeichnet. Der Vektor enthélt weiterhin ,,splice- und
polyA-Signale des B-Globingens, Kopien des PolyA-Signals von SV40, sowie das Amp'-
Gen und den Replikationsursprung des Plasmids pUCI18. Die Plasmide pTK-Luc und
pTATA-Luc und der FcyRIIIA- und FcyRIIIB-Gen-Promotoren wurden durch Klonierung

der entsprechenden Elemente vor das Luciferasegen in den pLuc gewonnen.
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Material und Methoden

Folgende Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit fiir die gerichtete PCR-

Mutagenese, Sequenzierungen, PCR-Analysen und EMSA eingesetzt. Die Oligonukleotide

wurden aus experimentell ermittelten oder publizierten DNA-Sequenzen abgeleitet und als

Auftragssynthese von den Firmen Biometra oder MWG Biotech bezogen. Die

lyophilisierten Primer wurden mit einer Konzentration von 100 pg/ml gelost, aliquotiert

und bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert.

Name

Pmed1-S-WT
Pmed1-AS-WT
Pmed1-S-M1
Pmed1-AS-M1
Pmed1-S-M2
Pmed1-AS-M2
Pmed1-S-M3
Pmed1-AS-M3
Pmed1-S-M4
Pmed1-AS-M4
Pmed1-S-M5
Pmed1-AS-M5
Luci-0-Xbal
S941-3x21

AS941-3x21

LU941BamHI
LU941Ets-M
LU850Sp1-M
LU935
LU932
LU927
S-Sp1-M
AS-Spl-M

Sequenz (5°-3")

5-CGGGATCCACAACCCTCCCACTTCCTGG-3’
5-CCAGGAAGTGGGAGGGTTGTGGATCCCG-3’
5-CGGGATCCACCCACCTCCCACTTCCTGG-3"
5-CCAGGAAGTGGGAGGTGGGTGGATCCCG-3’
5-CGGGATCCACAACAAGCCCACTTCCTGG-3’
5-CCAGGAAGTGGGCTTGTTGTGGATCCCG-3’
5-CGGGATCCACAACCCTTTTACTTCCTGG-3"
5-CCAGGAAGTAAAAGGGTTGTGGATCCCG-3’
5-CGGGATCCACAACCCTCCCCTCTCCTGG-3’
5’-CCAGGAGAGGGGAGGGTTGTGGATCCCG-3’
5-CGGGATCCACAACCCTCCCACTAGTTGG-3’
5-CCAACTAGTGGGAGGGTTGTGGATCCCG-3’
5-GCTCTAGAGGATAGAATGGCGCC-3’
5-CGGGATCCGTCGACAACCCTCCCACTTCCT
GGACAACCCTCCCACTTCCTGGACAACCCTCC
CACTTCCTCGATCCTCGAATTCGC-3’
5-GCGAATTCGAGGATCGAGGAAGTGGGAGG
GTTGTCCAGGAAGTGGGAGGGTTGTCCAGGAA
GTGGGAGGGTTGTCGACGGATCCCG-3’
5-CTGCAGGTCGACTCTAGGATCCAC-3’

5-TCTAGGATCCACAACCCTCCCACTGACTGG-3’

5-CTCGAGATCTGCTCTGGTCTGTCA-3"
5-TCTAGGATCCCTCCCACTTCC-3’
5-TCTAGGATCCACTTCCTGGCC-3’
5-TCTAGGATCCTCCTGGCCACC-3’
5-TGACAGACCAGAGCAGATCTCGAC-3’
5-GTCGAGATCTGCTCTGGTCTGTCA-3"

Schnittstelle

BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
Xbal

BamHI

EcoRI
EcoRI

BamHI
BamHI
BamHI
Bglll
BamHI
BamHI
BamHI
Bglll
Bglll
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Name Sequenz (5°-3") Schnittstelle
S-Sp1-C 5’-ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3’

AS-Sp1-C 5’-GCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT-3’

Pmed1-850S-WT 5"-GACAGACCAGCCCAGATCTCGAC-3’ Bglll
Pmed1-850AS-WT  5-GTCGAGATCTGGGCTGGTCTGTC-3’ Bglll
TK81-BamHI/EcoRI 5-CGCGGATCCGAATTCGAACACGCAGATC-3’ BamHI-EcoRI
OL1-S 5’-AACAACCCTCCCACTTCCTGGCCACCCCCC-3

OLI1-AS 5’-GGGGGGTGGCCAGGAAGTGGGAGGGTTGTT-3"

OL2-S 5’-TCCTGGCCACCCCCCTCCACCTTTTCTGGT-3"

OL2-AS 5’-ACCAGAAAAGGTGGAGGGGGGTGGCCAGGA-3’

OL3-S 5"-TCCACCTTTTCTGGTAAGGAGCCCTGGAGC-3’

OL3-AS 5’-GCTCCAGGGCTCCTTACCAGAAAAGGTGGA-3’

OL4-S 5’-AAGGAGCCCTGGAGCCCCGGCTCCTAGGCT-3"

OL4-AS 5-AGCCTAGGAGCCGGGGCTCCAGGGCTCCTT-3"

OL5-S 5-CCCGGCTCCTAGGCTGACAGACCAGCCCAGATC-3’

OL5-AS 5"-GATCTGGGCTGGTCTGTCAGCCTAGGAGCCGGG-3”

2.1.5 Antikorper

aSpl polyklonales Kaninchenserum gegen Aminosduren von Sp1 des

Menschen, auch reaktiv gegen Sp1 der Maus (#sc59X, Santa Cruz, CA)

oEts1/2 polyklonales Kaninchenserum gegen Aminoséduren von Ets1/2-Protein
des Menschen, auch reaktiv gegen Ets-Proteine der Maus, kreuz-reaktiv

mit vielen Mitgliedern der Ets-Familie (#sc112X, Santa Cruz, CA).
oEts1 12CA5SmAb monoklonaler Antikdrper gegen Etsl, eine freundliche

Gabe von Jacques Ghysdael (Laboratoire d Oncologie Virale et
Cellulaire, France) (JBC, 269, 45 (11) 28143-28151, 1994)
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2.1.6 Chemikalien

Material und Methoden

Nachfolgend sind die verwendeten Chemikalien und ihre Bezugsquellen aufgelistet:

Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

Dithiothreitol

Harnstoff
LB-Agar

LB-Broth Base Medium
N, N, N¢, N*-Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED)

Phenol
DMSO

Roth

Serva
Sigma
Serva
Gibco BRL
AppliChem
Gibco BRL
Gibco BRL

BioRad
Roth
Roth

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien stammten in p.A. Qualitit von der Firma Merck,

Darmstadt.

2.1.7 Feinchemikalien

Ampicillin

Desoxynucleosidtriphosphate

IPTG

Nucleosidtriphosphate
y-Methacryloxypropyltrimethoxysilan
Rinderserumalbumin

Salmon Sperm DNA

Sigmacote
Tetracyclin
XGal

[y’*P] ATP

Serva
Promega
Boehringer
Promega
Sigma
Serva
Serva
Sigma
Boehringer
Boehringer

Amersham
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2.1.8 Enzyme

Alkalische Phosphatase
T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Polymerase
E.coli DNA-Polymerase
(Klenow-Fragment)
RNase-Inhibitor (RNasin)
Restriktionsenzyme

Tag-Polymerase

2.1.9 Verbrauchsmaterialien
3MM Filterpapier

Nitrozellulose Membranen

Nylon Membranen

Rontgenfilme BioMax MR

90 mm Petrischalen

15 ml und 50 ml Reaktionsrohrchen
0,5ml und 1,5 ml Reaktionsgefaf3e
Einfriergefdfe

Kaniilen

Multiwell-Platten

Pipetten

Pipettenspitzen

Spritzen

Zellkulturflaschen (10 ml 250 ml)
Zellkulturpetrischalen
Zellschaber

Material und Methoden

Boehringer
MBI Fermentas
MBI Fermentas

Promega
Promega
Gibco, Sigma, Biolabs, MBI Fermentas

Promega

Whatman
Schleicher & Schuell
Amersham
Kodak
Greiner
Falcon
Sarstedt
Greiner, Nunc
B. Braun
Greiner, Nunc
Greiner
Sarstedt

B. Braun
Greiner, Nunc
Falcon

Biochrom, Nunc
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2.2 LoOsungen und Medien

2.2.1 Lo6sungen und Medien fur die Zellkultur

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS), Apotheke MHH

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS) ohne Calcium und Magnesium, Gibco BRL
(#14190)

RPMI 1690, Biochrom (#F1215)

Iscove Medium, Gibco BRL

Ficoll-Losung (Dichte 1,077 g/ml), Biochrom (#L6115)

L-Glutamin 200 mM, Biochrom (#K0282)

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10.000 pg/ml), Biochrom (#A2213)
Trypsin/EDTA, PAA (#L11-004)

Seren Fotales Kélberserum (Standard-FCS), PAA (#15-773)
Fotales Kilberserum fiir Insektenzellinien, Gibco BRL (#15-1024)

2.2.2 Medien fur die Bakterienkultur

LB-Medium 20 g LB Broth Base in 1 L Aqua dest. auflosen und
autoklavieren.

LB-Agar 32 g LB Agar in 1 L Aqua dest. auflésen und autoklavieren
(Agarosegehalt 1,5%)

SOC-Medium LB-Medium mit 20 mM Glucose, 2,5 mM KCl,
10 mM MgCl,
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Zellinien

Alle Zellen wurden bei 37°C in Gegenwart von 5% CO, kultiviert. YT-Zellen wurden in
Iscove Medium (15% FCS, 2 mM Glutamin), Daudi-Zellen in RPMI 1640 (20% FCS, 2
mM Glutamin) und die murine Zellinie RAW264.7 wurde unter Zusatz von b-Mercapto-
Ethanol (0,1 mM) kultiviert. Alle iibrigen Zellinien in RPMI 1640 (10% FCS, 2 mM
Glutamin) kultiviert. Allen Medien wurde Penicillin (500 U/ml) und Streptomycin (500
pug/ml) zugesetzt. Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage in der logarithmischen
Wachstumsphase passagiert. Das Ablosen adhérenter Zellen erfolgte durch Inkubation mit

Trypsin/EDTA oder mittels eines Zellschabers.

2.3.2 Titerbestimmung

Adhidhrente Zellen wurden abtrypsinisiert; Suspensionszellen konnten direkt nach starkem
Auf- und Niederpipettieren gezdhlt werden. Die Zellsuspension wurde 1:2 mit einer 1:10
verdiinnten Trypanblau-Losung (Sigma, #T8154) gemischt und in der Neubauer-

Zahlkammer drei Felder ausgezahlt.

2.3.3 Auftauen von Zellen

Nach der Entnahme aus dem Tank mit fliissigem Stickstoff wurden die Zellen sofort in
einem Wasserbad bei 37°C unter leichtem Schiitteln aufgetaut (1-2 min) und anschlieend
mit 20 fachen Volumen des entsprechenden Mediums (10% FCS) verdiinnt. Nach
Zentrifugation (200 x g/5 min) wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in

Zellkulturflaschen tiberfuhrt.

2.3.4 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen mit Trypsi/EDTA vom Boden der Kulturflasche
abgeldst (falls adhdrent) und durch Zentrifugation (200 x g/5 min) sedimentiert. Das Pellet
wurde in 1 ml Einfriermedium (FCS und 10% DMSO) aufgenommen, in Kryordhrchen
tiberfiihrt und bei -70°C eingefroren. Nach 24 h wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt.
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2.3.5 Isolierung peripherer Blutlymphozyten (PBL) und polymorphkerniger,
neutrophiler Zellen (PMN)

Heparinisiertes (250U/10ml) Vollblut (Buffys) wurde in einem 50ml Rohrchen (Falcons)
mit Hanks-Losung auf 40 ml 1:3 verdiinnt. Die Suspension wurde mit 10 ml
Ficoll-Trennlésung, Dichte 1,077 (Biochrom, Berlin) mit einer Lumbalnadel
unterschichtet. Nach 20 Minuten Zentrifugation bei 1000g wurde die Interphase, die die
mononukledren Zellen (PBLs) als Ring iiber der Ficoll-Losung enthélt, abgenommen und
in ein frisches Rohrchen tiberfiihrt.

Im Pellet befanden sich die PMNs, der Uberstand ohne PBLs wurde bis zum
Sediment abgenommen. Das Pellet wurde mit Hanks-Losung und Plasmasteril (1:1)
versetzt und 30 Minuten stehen gelassen. Die Erythrozyten setzten sich in der unteren
Phase ab, die PMNs fanden sich in der oberen Phasen. Die obere Phase mit den PMNs
wurde abgenommen, in ein neues Gefdll {iberfiihrt und 10 Minuten bei 300g
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 15 ml H,O fiir 45 Sekunden inkubiert, danach mit
15 ml 1,8%-iger NaCl-Losung durchmischt, mit PBS-Losung aufgefiillt und bei 300g
zentrifugiert. Zum Schluss wurden die PMNs in PBS-Losung resuspendiert und
entsprechend weiterverarbeitet (z.B. Kernextrakte hergestellt).

Die oben isolierte Interphase mit PBLs wurde mit Hanks-Losung 1:2 verdiinnt,
danach bei 1000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das Pellet erneut mit
Hanks-Losung resuspendiert und zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet mit 10%-
igem FCS-Medium gewaschen und bei 300g zentrifugiert. Die Zellen wurden in 2 ml PBS
resuspendiert und gezéhlt. Die mononukledren Zellen (PBLs) wurden entweder eingefroren

oder weiter verarbeiten.

Material: Buftys (Blutkonserve)
Heparin
Ficoll-Trennlésung, Dichte 1,077
HANKS-L6sung
PBS-Losung
1,8% NaCl-Losung
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Technik, die es ermdglicht, aus geringsten DNA-Mengen definierte
DNA-Abschnitte in vitro zu vervielfiltigen. DNA-abhéngige DNA-Polymerasen bendtigen
als Startpunkt fiir die Synthese des zur Matrize komplementdren Stranges kurze,
doppelstrangige Sequenzbereiche. Solche doppelstrangigen Bereiche werden durch die
Verwendung synthetischer Oligonukleotide ("Primer") in einem DNA-Gemisch erzeugt.
Fiir die PCR verwendet man zwei Primer, die jeweils zu einem der beiden Stringe der
Matrizen-DNA komplementér sind und die gewlinschte Sequenz (Amplikon) einschlielen
(Sense- und Antisenseprimer). Ein PCR-Zyklus beinhaltet die temperaturgesteuerte
Reaktionsfolge von Denaturierung, Annealing und Extension. Wiahrend des Annealing
bilden sich Hybride zwischen den denaturierten Einzelstringen des Amplikons und den
spezifischen Primern aus. Diese doppelstringigen DNA-Bereiche dienen einer
hitzestabilen, DNA-abhidngigen DNA-Polymerase als Startpunkte fiir die Synthese des
komplementéren Stranges (Extension).

Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Protokolle wurden durch Variation der
Primerkonzentration, der Annealingtemperatur und der Zykluszahlen optimiert. Alle
Reaktionen wurden im Thermocycler Varius V der Firma Landgraf durchgefiihrt.
Nachfolgend sind die Bedingungen einer Standard-PCR-Reaktion aufgefiihrt.
Abweichungen von diesem Protokoll sind an den entsprechenden Stellen innerhalb dieser

Arbeit gesondert vermerkt.

PCR-Standardansatz, 50 pl Reaktionsvolumen:

e 1-100 ng DNA-Probe

e 1,5 ul Primer 1 (10 uM)

* 1,5 pl Primer 2 (10 uM)

e 5 ul 10 x PCR-Puffer (MBI-Fermentas, enthilt 15 mM MgCl,)
e 5 ul 10 x Nukleotid-Mix (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
e 0,25 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

 H,Oad 50 ul
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Standard-Temperaturprofil:
1 Zyklus

e 94°C fiir 3 min

20-40 Zyklen:

e 94°C 60 sek

45-68°C 60 sek

e 72°C 60 sek

1 Zyklus:
e 94°C 60 sek
e 72°C 5min

2.4.2 Agarosegelelektrophorese

Die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen linearisierten Bestandteile eines DNA-
Gemischs ist umgekehrt proportional dem dekadischen Logarithmus ihrer
Molekulargewichte. Je nach Fragmentgroe der zu trennenden DNA wurden die
Trenneigenschaften des Gels iiber die Agarosekonzentration variiert. Die Proben wurden
1:0.16 in 6 x SB verdiinnt und in horizontalen Gelen mit Agarosekonzentrationen zwischen
0.5% und 2.5% mit 1 xXTAE (50x TAE Puffer pH 7,2 (1 L): 242 g Tris Base; 57,1 ml
Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0) als Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von
5 V/cm aufgetrennt. Dem Agarosegel wurde Ethidiumbromid (50 mg/ml) zugesetzt. Die
aufgetrennten DNA-Fragmente wurden durch UV-Aktivierung (302 nm) des interkalierten
Farbstoffs visualisiert und mit dem Analyse System und dem Dokumentationsprogramm

DIANA der Firma Raytest/Fuji dokumentiert.

Elektrophorese-Standardpuffer
50x TAE Puffer pH 7,2 (1 L): 242 g Tris Base; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA, pH
8,0. Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt und mit Aqua dest. auf ein Endvolumen von 1

Liter aufgefiillt.

10x TBE Puffer (1 L): 107,8 g Tris Base; 55 g Borsdure; 10 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0.Die
Losung wurde mit Aqua dest. auf 1 Liter aufgefiillt.
TE: 1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
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0,5 M EDTA (1 L): Na,EDTA x 2H,0; 700 ml H,O; 10 M NaOH bis pH 8,0. Die Losung
wurde mit Aqua dest. auf 1 Liter aufgefiillt.

Ethidiumbromid: 10 mg/ml in H,O

GrofRenstandards

1kb-DNA-Leiter (100 pg/ml in 1 x SB), Gibco BRL (#15615-024) mit Fragmentgréf3en
12.216, 11.198, 10.180, 9.162, 8.144, 7.126, 6.108, 5.090, 4.072, 3.054, 2.036, 1.636,
1.018, 517/506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75 bp.

100bp-DNA-Leiter (100 ug/ml in 1 x SB), Gibco BRL (#15628-019) mit Fragmentgréf3en
2.072, 1.500, 1.400, 1.300, 1.200, 1.100, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500, 400 300, 200, 100
bp.

2.4.3 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten nach Restriktionsspaltung oder zur Aufreinigung von
PCR-Fragmenten wurde die DNA in einem Agarosegel aufgetrennt, unter UV-Licht
visualisiert und die entsprechende Bande ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA erfolgte
unter Verwendung des QIAEX DNA-Extraktionskit der Firma Qiagen nach Angaben des

Herstellers.

2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsdurelosungen erfolgte durch
Aufnahme von UV-Absorptionsspektren im Wellenldngenbereich von 230-320 nm in einer
Quarzglasmikrokiivette. Die Berechnung der Konzentration wurde nach folgenden, fiir
eine Schichtdicke von 1 cm geltenden Richtwerten durchgefiihrt:

Doppelstrang-DNA: ¢ = E260 nm x 50 ug/ml

Die Reinheit der Nukleinsdurelosung wurde anhand des E260/E280-Quotienten

ermittelt. Fiir reine Nukleinsdureldsungen sollte er zwischen 1.8 und 2.0 betragen.

33



Material und Methoden

2.4.5 Restriktionsspaltung von DNA

Die enzymatische Hydrolyse von DNA-Fragmenten aus PCR-Reaktionen, Plasmid- oder
Phagen-DNA wurde routinemiflig in 10-100 pl-Reaktionsansdtzen unter den vom
Hersteller New England Biolabs fiir das jeweilige Restriktionsenzym empfohlenen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen erfolgte

durch Inkubation des Ansatzes fur 15 min bei 80°C.

2.4.6 Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA

Zur CIP-Behandlung von Vektoren mit kohidsiven 5°‘-Enden wurde 1 U alkalische
Phosphatase pro pg linearisierter Plasmid-DNA eingesetzt und der Ansatz in dem vom
Hersteller gelieferten Puffer 1 h bei 37°C inkubiert. Um das Insert in der nachfolgenden
Ligation vor enzymatischer Restaktivitidt zu schiitzen wurde die alkalische Phosphatase
durch Zugabe von 5 mM EDTA pH 8.0 und 0.5% SDS fiir 10 min bei 75°C inaktiviert.
Abschliefend wurde die DNA phenolisiert und mit Ethanol prézipitiert. Danach wurde

zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und in TE aufgenommen.

2.4.7 Ligation

Unter ATP-Hydrolyse stellen Ligasen Phospodiesterbindungen zwischen dsDNA-
Fragmenten her. Voraussetzung hierfiir sind {iberhdngende, komplementire
Einzelstrangenden (sticky ends) oder stumpfe Enden (blunt ends) der beteiligten dsDNA.
Zusitzlich muss einer der beiden Reaktionspartner am 5°-Ende phosphoryliert sein. Fiir die
Ligation wurden Passagier- und Vektor-DNA routineméfig in einem molaren Verhéltnis
von 1:1 eingesetzt. Die DNA-Konzentrationen in den Ligationsreaktionen betrugen
zwischen 2-5 pg/ml und wurden in einem Endvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Fiir die
Ligation von DNA-Enden mit stumpfen oder iiberhdingenden Enden wurde der ,,Rapid
DNA Ligation Kit“ der Firma Boehringer eingesetzt. Die TA-Klonierung von PCR-
Produkten erfolgte mit Hilfe des pGEM .-T-Vector Systems der Firma Promega. Bei der
Anwendung beider Ligationssysteme wurde exakt nach den Protokollvorgaben des

jeweiligen Herstellers gearbeitet.
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2.4.8 Transformation von E. coli-Zellen

2.4.8.1 Transformation mit , CaCl,-kompetenten“ Zellen

Fiir jeden Transformationsansatz wurden 100 pl kompetente Zellen langsam auf Eis
aufgetaut. Nach Zugabe von 1-10 ng DNA wurde kurz gevortext und 30 min auf Eis
inkubiert. Zur erleichterten DNA-Aufnahme wurde fiir 1 min ein Hitzeschock bei 42°C
durchgefiihrt und anschlieend 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 800 ul SOC-
Medium wurde den Zellen bei 37°C 30 min Zeit zur Auspridgung der Resistenz gegeben,
bevor 10 und 100 pl Aliquots auf LB-Amp-Agar ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C

inkubiert wurden.

2.4.8.2 Elektroporation

40 pl kompetente Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit der Plasmid-DNA versetzt
und 2 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde dann in eine bei -20°C
vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Eurogentec, 0.2 cm Elektrodenabstand) gegeben, die
Kiivette grindlich mit einem Kleenex getrocknet, in den Schlitten des
Elektroporationsgerites eingesetzt und der Spannungspuls ausgeldst. Die am ,,EasyJect*
(Eurogentec) eingestellten Parameter 2.5 kV, 25 uF, 200Q waren dabei so gewéhlt, dass es
bei korrektem Verlauf zu einer Pulsldnge von ca. 4 msek kommen sollte. Die Probe wurde
anschlieend sofort mit 1 ml SOC-Medium (bei 37°C vorgewédrmt) versetzt und zur
Resistenzexpression 30 min bei 200 upm und 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert, in 100 pul SOC-Medium aufgenommen und bei Verwendung eines
geeigneten Vektors auf LB-Amp-IPTG-Xgal-Agar (ermoglicht Blau-WeiB3-Selektion)
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nédchsten Tag konnten die
rekombinanten Transformanden anhand ihrer weilen Farbe identifiziert und

Einzelkolonien gepickt werden.
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2.4.9 Herstellung kompetenter Bakterien

2.4.9.1 Kompetente Bakterien fur die CaCl,-Methode

Alle verwendeten Losungen, Pipetten und Gefia3e wurden auf Eis vorgekiihlt. Aus einer 5
ml-Vorkultur (mit einer Einzelkolonie des Stammes XL1-blue oder NovaBlue beimpftes
LB-Amp-Medium) wurden 100 ml LB-AMP-Bouillon 1%ig angeimpft und im
Schiittelinkubator bei 37°C und 200 upm bis zu einer OD600 = 0.4 inkubiert. Das
Wachstum wurde auf Eis gestoppt, je 20 ml Suspension auf vier 30 ml Corex-Rohrchen
verteilt und die Zellen 10 min bei 4°C und 12000 x g sedimentiert (Beckmann-Zentrifuge,
Rotor JA 14). Nach Resuspension der Pellets in je 10 ml MgCl2 wurde erneut zentrifugiert,
die Sedimente wurden in je 10 ml 50 mM CaCl2 gewaschen und in je 1 ml 50 mM CaCl2
resuspendiert. Die in einem Reagenzglas vereinigten Bakterien wurden 20 min auf Eis
inkubiert, mit 400 pl Glycerin 87% (v/v) versetzt und abschlieBend in 200 pl-Aliquots bei

-70°C eingefroren.

2.4.9.2 Kompetente Bakterien flr die Elektroporation

Die Kompetenzinduktion erfolgte {iber die Ankonzentrierung der Bakterien bei
gleichzeitiger, schrittweiser Erniedrigung des Salzgehaltes des Mediums. Alle verwendeten
Losungen, Pipetten und Gefalle wurden auf Eis vorgekiihlt. Aus einer 20 ml-Vorkultur (mit
einer Einzelkolonie des Stammes XL1-blue oder NovaBlue beimpftes LB-Amp-Medium)
wurden 1 L LB-AMP-Bouillon 1%ig angeimpft und im Schiittelinkubator bei 37°C und
200 upm bis zu einer OD600 = 0.5 inkubiert. Das Wachstum wurde 10-15 min auf Eis
gestoppt, je 350 ml Suspension auf zwei500 ml Zentrifugenbecher verteilt und die Zellen
15 min bei 4°C und 2800x g sedimentiert (Beckmann-Zentrifuge, Rotor JA 14). Nach
Resuspension der Pellets in je 250 ml 1 mM Hepes pH 7.0 wurde erneut zentrifugiert, die
Sedimente wurden in je 200 ml Hepes gewaschen und in je 20 ml 10%igem Glycerin (v/v)
resuspendiert. Die vereinigten Bakterien wurden wiederum pelletiert und schlieBlich in 2.5
ml Glycerin aufgenommen. Zuletzt wurden die Zellen in 100 ul Aliquots in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C autbewabhrt.
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2.4.10 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte aus kleinen (1,5 ml) und gro3en (100-300 ml)
Bakterienkulturvolumina nach einer modifizierten Methode der alkalischen Lyse von
Birnboim und Doly (1979). Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgte bei 37°C.

Losung 1 25 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

50 mM Glucose

2 mg/ml Lysozym
Losung 2 0,2 N NaOH

1% SDS
Losung 3 3 M K-Acetat, pH 4,8

2.4.10.1 Plasmid-Minipraparation

Einzelkolonien wurden in 3 ml LB-Medium und 50 pg/ml Ampicillin angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. 1,5 ml dieser Kultur wurden in ein Eppendorf-
Reaktionsgefa3 zentrifugiert. Die Zellen wurden in 100 pl Losung 1 resuspendiert und
durch die Zugabe von 200 pl Losung 2 lysiert. Nach Zugabe von 150 pl Losung 3 und
nachfolgender Inkubation auf Eis (10 min) wurden chromosomale DNA und Proteine 10
min bei 14.000 upm und RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Eppendorfgefdll tiberfiihrt und mit RNaseA (10 pg/ml) bei 37°C fiir 15 min inkubiert.
AnschlieBend wurde eine Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI; 25:24:1) Extraktion
durchgefiihrt. Die DNA wurde aus dem wissrigen Uberstand mit 1,5-fachem Volumen
Ethanol prézipitiert, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 20 pl TE-Puffer
resuspendiert. Die so isolierte Plasmid-DNA eignete sich fiir Restriktionsanalysen,

Klonierungen und Sequenzierungen.
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2.4.10.2 Schnelle Plasmid-Minipraparation

Diese Methode wurde zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA angewandt, um eine
groflere Anzahl Plasmide zur Bestimmung der Inserts zu untersuchen.

1,5 ml einer UN-Kultur wurden fiir 10 sek bei 14.000 upm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, die Bakterien wurden in 300 ul TENS resuspendiert, danach wurden
150 ul 3 M K-Acetat, pH 4,8 dazugegeben und stark durchmischt. Die Suspension wurde
bei 14.000 upm, 5 min, RT zentrifugiert, der Uberstand wurde in ein frisches
Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und 900 pl eiskaltes Ethanol dazupipettiert und 20 min bei —
80°C gelagert. AnschlieBend wurde bei 14.000 upm, 5 min, RT die Plasmid-DNA
pelletiert, der Uberstand abgenommen, das Pellet mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen

und getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in 20 pl TE mit RNase (100pg/ml) gelost.

TENS 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0
0,1 N NaOH
0,5% SDS

2.4.10.3 Plasmid-Maxipréaparation

Grofle Mengen von Plasmid-DNA wurden von 300 ml Bakterienkultur isoliert. Fiir
Klonierungsexperimente wurde die Plasmid-DNA mit dem ,,MAXI Plasmid Isolation Kit*
von QIAGEN gewonnen, nach Angabe des Herstellers.

Die Plasmid-DNA fiir die Transfektion von eukaryontischen Zellen wurde nach der
CsCl,-Methode isoliert. Dazu wurden die in 300 ml LB-Medium und 50 pg/ml Ampicillin
logarithmisch wachsenden Bakterien sedimentiert in einer Beckman-Zentrifuge bei 6000 x
g, 4°C, 15 min in einem JA 14 Rotor, und in 6 ml Losung 1 resuspendiert. Durch Zugabe
von 12 ml Losung 2 lysiert und nach Zugabe von 7,5 ml Losung 3 vorsichtig geschiittelt
und fiir 30 min auf Eis gesetzt. Das Lysat wurde in einer Beckman-Zentrfuge bei 12.000 x
g, 4°C, 30 min in einem JA 14 Rotor zentrifugiert, der Uberstand in einen frischen
Zentrifugenbecher {iberfiihrt und mit 20 ml Isopropanol 30 min bei RT prézipitiert, danach
bei 12.000 x g, 4°C, 15 min im JA 25.5 Rotor zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70
%igem Ethanol gewaschen und in 8 ml TE pH 8,0 aufgenommen, dazu wurden 8 g CsCl,

und 0,4 ml EtBr (10 mg/ml) gegeben, in Quickseal-Réhrchen {iberfiihrt, mit Paraffin
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iberschichtet, austariert und zugeschweifit. Danach wurde der Ansatz bei 55.000 upm,
20°C, 20 h in einem Ti 70.1 Rotor in einer Beckman-Ultrazentrifuge ohne Bremse zur
Einstellung eines CsCly-Gradienten zentrifugiert. Die Plasmidbande wurde mit einer
Spritze mit einer G19-Kaniile abgezogen, das Ethidiumbromid wurde dreimal mit Butanol
(Butanol auf NaCl) ausgeschiittelt. AnschlieBend wurde die Suspension mit TE pH 8,0 auf
10 ml Volumen gebracht, mit Isopropanol die DNA gefillt, abzentrifugiert und zweimal
mit 70 %igem Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in 500 pl
10mM Tris pH 8,0 aufgenommen, die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt, die
Konzentration auf 2 pg/ul eingestellt, aliquotiert und bis zum Gebrauch bei —20°C
gelagert.

2.4.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Strangabruchmethode von Sanger et al.
(1977). Dabei wurde das ,fmol DNA Sequencing System*“ von Promega nach
Herstellerangaben ~ verwendet.  Die  hier  benutzte  modifizierte = Didesoxy-
Sequenzierungsmethode beruht auf dem Prinzip der Anlagerung spezifischer Primer an
DNA-Einzelstringe und deren Verldngerung durch die Tag-Polymerase in der PCR. Fiir
die Amplifizierung werden 32P-endmarkierte Primer verwendet und der Einbau von nicht
verlangerbaren Didesoxynukleotiden fithrt zum Kettenabbruch, der rein statistisch an jeder
Base auftritt. Die Reaktionen wurden nach dem mitgelieferten Protokoll durchgefiihrt. Fiir
Sequenzierungen wurde etwa 0,5-1 pg Plasmid-DNA aus Minipridparationen eingesetzt,
separate PCR-Reaktionen wurden fiir jedes ddNTP mit etwa 1,5 U ,,Sequencing-Grade*
Tag-Polymerase in einem Thermozykler (Landgraf) durchgefiihrt. Nach der anfanglichen
Denaturierung von 2 min bei 95°C wurden 30 Zyklen durchlaufen: 30 s bei 95°C , 30 s bei
55°C, 60 s bei 72°C.

Die Auftrennung wurde in einem 6% denaturierendem Polyacrylamidgel mit TBE-
Puffer durchgefiihrt, als Kathodenpuffer wurde 0,5x TBE und als Anodenpuffer 1x TBE
eingesetzt, die Auftrennung erfolgte bei 80 W. Um eine bessere Trennung der Fragmente
zu erreichen, wurde wihrend des Laufes zum Anodenpuffer 3 M Na-Acetat bis zu einer
Endkonzentration von 1 M hinzugefiigt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf der
haftenden Glasplatte in einem 10% Essigsdure/Methanol Bad 15 min fixiert, mit H,O
gespiilt und 60 min bei 80°C getrocknet, danach mit einem Kodak BioMax MR Film

exponiert und ausgewertet.
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2.5 Funktionelle Reportergenanalyse

2.5.1 Transiente Transfektion

Die Zellen wurden fiir die transiente Transfektion mit Vollmedium auf die entsprechende
Zellzahl eingestellt und 5 min bei Raumtemperatur mit der entsprechenden Menge des zu
untersuchenden Promotorkonstruktes im Luciferasevektor in einer 0,4 cm Eurogentec-
Kiivette inkubiert. Dann wurden die Zellen mit einem Easyject Genpulser transfiziert und
sofort in 10 ml vorgewédrmten Medium aufgenommen, mit Ausnahme der U937.1 Zellen,
diese wurden nach Zugabe der Plasmid-DNA 5 min auf Eis gesetzt, gepulst und
anschlieend nochmals fiir 5 min auf Eis belassen, bevor sie in Medium aufgenommen
wurden. Fiir die Transfektion wurden 10 Mio. YT Zellen mit 40 pg Plasmid-DNA in 600
ul Medium wurden mit 270 V und 900 pF elektroporiert. Desweiteren wurden 20 Mio.
Jurkat Zellen mit 20 pg Plasmid-DNA in 500 pl Medium mit 350 V und 1050 pF
elektroporiert. 20 Mio HL60 Zellen wurden mit 80 pg Plasmid-DNA in 800 ul Medium
mit 270 V und 2400 pF elektroporiert. 10 Mio. THP-1 Zellen wurden mit 20 pg Plasmid-
DNA in 700 pl Medium mit 400 V und 1050 pF elektroporiert. 40Mio. U937.1 Zellen
wurden mit 25 pg Plasmid-DNA in 800 pl Medium mit 350 V und 2400 pF elektroporiert
und RAW264.7 Zellen wurden mit 20 pg Plasmid-DNA in 600 ul Medium mit 350 V und
1050 puF elektroporiert.

Da die Transfektionseffizienz innerhalb einer Transfektionsserie variieren konnte,
wurden immer 3 pg pEQI176 pro Elektroporationsansatz kotransfiziert. Die [3-
Galaktosidaseaktivitdt war damit ein Mal} fiir die Transfektionseffizienz und wurde zur
Standardisierung der Luciferaseaktivitit benutzt. Die Kotransfektion pEQ176 bei
transienten Transfektionen wird im Ergebnisteil nicht mehr extra aufgefiihrt, sondern als

Teil der Methode angesehen.
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2.5.2 Losungen fur die Transfektionsmessung

Extraktionspuffer 25 mM Tris-HCI, pH 7,8
2 mM EDTA
10 (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X-100
2 mM DTT (frisch dazugeben)

Z-Puffer 60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO4
10 mM KC1
I mM MgSOq4

Messpuffer 25 mM Glycylglycin
15 mM MgSOg4
5 mM ATP, pH 7,0 (frisch angesetzt)
1 M Na,CO;
25 mM Luziferinlosung (AppliChem)
4 mg/ml ONPG (AppliChem) in Z-Puffer

2.5.3 Messung der Transaktivierung (Luciferase Assay)

Die Zellen wurden 20 Stunden nach der Elektroporation bei 1.200 upm sedimentiert, mit
10 ml PBS gewaschen, in 300 pl Extraktionspuffer lysiert und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die lysierten Zellen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 tiberfiihrt, die
Zelltriimmer wurden 3 min, bei 14.000 upm, RT sedimentiert, der Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefal} tiberfiihrt und fiir die Luciferase- und [3-Galaktosidasemessung verwendet.
Zur Messung der Luciferaseaktivitit wurden 50 pl Lysat zu 300 pl Messpuffer
gegeben und sofort in einem Bioluminaten (Berthold Lumat, LB1501) gestellt. Dieser
injizierte automatisch 100 ul Luziferinlosung und bestimmte die Anzahl an Lichtblitzen,

die innerhalb von 10 Sekunden auftraten. Jede Messung wurde zweimal durchgefiihrt und
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der Mittelwert gebildet. Die Standardabweichung der beiden Messungen war jeweils
kleiner als 5%.

Alternativ wurde ein Luciferase Kit von Promega eingesetzt und nach Angabe des
Herstellers verfahren. 20 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, in 200 pl Lysispuffer (Promega) aufgenommen und 10 min bei
Raumtemperatur lysiert. Zelltriimmer wurde abzentrifugiert, 20ul des Uberstandes wurden
zur Luciferaseaktivitidtsbestimmung im Berthold Bioluminator gemessen durch Zugabe
einer Luciferin-ATP-Losung (Promega).

Zur Messung der [3-Galaktosidaseaktivitdt wurden 360 ul Z-Puffer mit 50 pl Lysat
und 100 pul ONPG-Losung gemischt und fiir wenige Stunden oder iiber Nacht bei 37°C
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 250 pl 1 M Na,CO; gestoppt, wenn sich eine
deutliche Gelbfirbung eingestellt hatte. Der Farbungsgrad wurde photometrisch bei 405
nm in ecinem ELISA-Reader von SLT bestimmt. Aus dem Quotienten der
Luciferasemessung und der [-Galaktosidasemessung wurden die relativen

Luciferaseaktivititen errechnet.
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2.6 DNA-Protein Bindungsanalysen

2.6.1 Isolierung von Kernproteinen

Die Zellextraktion wurde modifiziert nach der Methode von Dignam et al. (1983) unter

Verwendung der folgenden Puffer durchgefiihrt.

Puffer A: 10 mM Hepes pH 7,8 Puffer C: 20 mM Hepes pH 7,8
1,5 mM MgCl, 420 mM NaCl
10 mM NacCl 1,5 mM MgCl,
0,2 mM EDTA 25% Glycerin
10 mM NaF 0,2 mM EDTA
10 mM NaF
Proteaseinhibitoren:
0,3 mM PMSF 0,5 png/ml Aprotinin
I mM DTT 2,5 ng/ml Leupeptin
2 mM NazVOq 2,5 ng/ml Pepstatin

5 pg/ml Soybean trypsin inhibitor

Zusatz unmittelbar vor Gebrauch zu Puffer A und C

Konfluente Zellen wurden in den Kulturflaschen zunichst mit 10 ml kaltem PBS
gewaschen, in 10 ml PBS mit Hilfe eines Gummischabers von den Platten gekratzt und 5
min mit 1500 upm sedimentiert. Suspensionszellen wurden 5 min bei 1500 upm
zentrifugiert und zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Alle Schritte werden auf Eis oder
4°C durchgefiihrt. Je 1x10’ Zellen wurden in 400 pl Puffer A resuspendiert in ein
Eppendorfreaktionsgefa3 tiberfithrt und die Zellen auf Eis fiir 10 min zum Schwellen
gebracht. Diese Zellsuspension wurde dann zur Zerstorung der Zellmembran 8 mal mit
einer 1 ml- Einwegspritze (Kaniilenweite 0,45 mm) aufgezogen und der Zellaufschluss
unter dem Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Die Kerne wurden bei 3000 upm, 3 min
abzentrifugiert, das Kernpellet in 40 pl Puffer C je 1x10” Zellen durch Aufrithren geldst,
30 min auf Eis gesetzt und 5 min bei 14.000 upm zentrifugiert.
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Der erhaltene Uberstand wurde in 20 ul Aliquots in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert. Der Proteingehalt wurde im Bradford Assay

bestimmt.

2.6.2 Radioaktivmarkierung von dsOligonukleotiden

Die 5-Enden von kurzen dsOligonukleotiden (20-36 Basenpaare) wurden mit Hilfe der
T4-Polynukleotidkinase und y-"’P-ATP (3000 Ci/mmol, Amersham, Braunschweig)

radioaktiv markiert. Der Ansatz fiir die Markierung lautete:

. 1 ul Oligonukleotid (1-50 pmol)

. 5 ul 10 x PNK-Puffer

. 1 ul T4-Polynukleotidkinase (5 Units/ul)
. 2 ul y-*2P-ATP (3000 Ci/mmol)

. ad 50 pul H,O

Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion anschlieend durch
Zusatz von 1 ul EDTA abgestoppt. Die nicht inkorporierte Radioaktivitit wurde iiber eine
NucTrap- Saule (Stratagene, ) vom markierten Oligonukleotid abgetrennt. Dazu wurde die
Sdule mit 70 pul STE-Puffer dquilibriert, der Ansatz mit STE-Puffer auf 70 ul aufgefiillt,
durch die Séule gedriickt und die Sdule nochmals mit 70 pul STE-Puffer gespiilt, die
markierten Oligonukleotide wurden in einem Eppendorfgefdll aufgefangen (ca. 120 pl), die
freien Nukleotide verblieben auf der Sdule. Das Markierungsergebnis wurde im (3-Counter
durch Messung eines Aliquots von 1 pl nach der Methode von Cerenkow iiberpriift ( ca.

10° Counts/pl) und das Oligonukleotid bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.6.3 Elektro-Mobilitats-Shift-Assay (EMSA)

Der EMSA ist ein Verfahren, mit dessen Hilfe Komplexe aus Rezeptoren und Liganden
(hier DNA-Protein-Komplexe) in ihrer nativen Form nachgewiesen werden kénnen. DNA-
bindende Proteine, z.B. Transkriptionsfaktoren, erkennen spezifische Basensequenzen und
binden an diese. Gibt man solche Proteine und *’P-markierte Oligonukleotide mit

Proteinbindungs-Sequenzen in einen Bindungsansatz zusammen, so wird die nach
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Elektrophorese durch Radiographie detektierbare Bande der freien Oligonukleotide durch
die Bindung des Proteins in Richtung geringer Mobilitit verschoben (geshiftet). Auf diese
Weise 1Bt sich auch in einer Proteinsuspension (Zellextrakt oder Kernextrakt) das
Vorhandensein eines bestimmten Proteins spezifisch nachweisen. Um unspezifische DNA-
bindende Proteine wéhrend der Bindungsreaktion zu eliminieren, werden zusétzlich
unspezifische, meist synthetische =~ DNA-Fragmente (z.B. Poly-Desoxyinositol-
Desoxycytidin (Poly dI-dC)) oder Salmon Sperm DNA angeboten.

Wihrend des gesamten Versuchs ist darauf zu achten, dass denaturierende Einfliisse,
die zur Dissoziation des Protein-DNA-Komplexes fiihren konnen, unbedingt vermieden
werden. Dazu zdhlen vor allem zu hohe Temperaturen beim Gellauf und zu hohe

Salzkonzentrationen im Extrakt, dem Gel oder dem Laufpuffer.

2.6.3.1 Shiftgele

Fiir den EMSA wurden handelsiibliche Gelapparaturen fiir die Vertikalelektrophorese mit
einer Geldicke von 1 mm benutzt (Renner, Darmstadt). Die Glasplatten wurden vor dem
Zusammenbauen mit 0,1% SDS und 70% Ethanol gereinigt, und anschlieBend mit einer
Dichlordimethylsilan Losung (Sigma) eingerieben, um das spétere Ablosen des Gels zu
erleichtern.

Zur Herstellung der nicht-denaturierenden 4-5%igen Acrylamidgele wurden zwei
Ansitze gewdhlt, der erste war auf der Basis eines Tris-Glycin Puffers, der zweite mit
TBE-Puffer (s. Standardpuffer).

Beim ersten Ansatz wurde mit den aufgefiihrten Reagenzien eine Endkonzentration von 4-
5% Gel 30 Losung (Roth), 1x Tris-Glycin Puffer (10x Tris-Glycin Puffer: 0,25 M Tris
Base, 1,9 M Glycine, 10 mM EDTA), 1,25% Glycerol mit H,O eingestellt, der Laufpuffer
war in diesem Fall 1x Tris-Glycin Puffer. Beim zweiten Ansatz wurde eine Gel 40 Losung
(Roth) mit 0,5x TBE-Puffer verdiinnt, der ebenfalls als Laufpuffer eingesetzt wurde. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% TEMED und 0,1% Ammoniumpersulfat
(APS)-Losung (aus einer 30%igen Stammlosung) gestartet. Nach dem Einsetzen in die
Gelkammer wurde das Gel durch einen Vorlauf bei 4°C mit einer Spannung von 300 Volt

mit dem entsprechenden Laufpuffer flir eine Stunde dquilibriert.
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2.6.3.2 Losungen fur den EMSA
Poly dI-dC 2 mg lyophilisiertes Poly dI-dC in 1 ml TE, pH 8,0
resuspendieren, 15 min auf 65°C erhitzen, auf RT abkiihlen

lassen, in Aliquots von 100 pul aufteilen und bei —20°C lagern.

5x BB 80 mM Hepes pH 7,9
84 mM NaCl
20 mM KCl
10% (w/v) Glycerin
0,5 mM EDTA

10xHH 100 mM Tris-HCL, pH 7,4
500 mM NacCl
5% Magermilchpulver
50% (w/v) Glycerin
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanid

5 x BB (Bandshiftpuffer 5-fach konzentriert) und 10 x HH (Shiftpuffer 10-fach

konzentriert) wurden unmittelbar vor Gebrauch Proteaseinhibitoren zugesetzt:

0,3 mM PMSF 0,5 pg/ml Aprotinin
I mM DTT 2,5 ng/ml Leupeptin
2 mM Na3;VOq4 2,5 pg/ml Pepstatin

5 pg/ml Soybean trypsin inhibitor
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2.6.3.3 Bindungsreaktion und Gellauf

In ein Eppendorfreaktionsgefdll wurden pipettiert:

. 4 ul 5 x BB-Puffer

. 1 pl Poly dI-dC (2 pg/ul)

. 1 pul BSA (6 mg/ml)

. 1 pl *?P-markiertes Oligonukleotid

. 2 ul Kernextrakt (1-3 mg Protein/ml)
. ad 20 ul H,O

Alternativ wurden in einem Eppendorfgefa3 angesetzt:

. 1 pl 10 x HH-Puffer

. 1 ul Poly dI-dC (2 pg/ul)

. 1 ul *P-markiertes Oligonukleotid

. 2 ul Kernextrakt (1-3 mg Protein/ml)
. ad 10 pul H,O

Der jeweilige Ansatz wurde fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 10 pl jeder Probe in eine Geltasche aufgetragen. Als Frontmarker und zur
Sicherstellung eines gleichméBigen Gellaufes wurden in alle freien Geltaschen je 5 pl 10 x
Auftragspufter (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanid, 30% Glycerin) einpipettiert.
Der Gellauf wurde 4°C mit einer Spannung von 300 Volt durchgefiihrt, bis die
Bromphenolblau-Bande das untere Geldrittel erreichte (ca. 3 h). Anschlieend wurde das
Gel auf Chromatographiepapier {libertragen, mit Klarsichtfolie abgedeckt, fiir 1 h bei 80°C
im Vakuum getrocknet und fiir 1-4 h auf einer Phosphoimager-Platte (raytest/Fuji)
exponiert und ausgewertet.

Fir  Kompetitionen = wurden  varilerende = Mengen an  unmarkiertem
Oligodesoxynukleotid der Bindungsreaktion zugesetzt, der Reaktionsansatz mit dem
Kernextrakt 20 min inkubiert, bevor das markierte Oligodesoxynukleotid zugegeben
wurde, und dann nochmals 20 min inkubiert wurde. Die Identitdt eines Protein-DNA-
Komplexes wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikorper nachgewiesen, die durch die
Bindung an ihr Epitop, entweder eine weitere Mobilitdtsdnderung verursachen oder die

Bindung des Proteins an das Oligodesoxynukleotid hemmen.
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2.7 Biochemische und funktionelle Identifizierung des Sp1l
Transkriptionsfaktors

2.7.1 Biochemischer Nachweis (SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese (SDS-
PAGE) mit anschlieBendem Western-Blot)

2.7.1.1 SDS-Gel

Zur SDS-PAGE wurden Minigelapparaturen flir Vertikalelektrophorese verwendet, wobei
die Gele Ausmalfe von 10 x 10 x 0,1 cm (H6he x Breite x Dicke) hatten, und 10 Taschen
fiir ein Proteinvolumen von maximal 20ul besallen. Die Proteine wurden zunichst in einem
etwa 2cm langen, 3%-igem Sammelgelfokussiert und anschlieBend in einem 7,5%-igen
Gel aufgetrennt.

Das Trenngel wurde nach Zusatz von APS und TEMED zwischen die Glasplatten
gegossen und sofort mit 0,1% SDS {iberschichtet, um wéhrend der 20-miniitigen
Polymerisation bei RT eine gerade Kante zu erhalten. Danach wurde die SDS-Ldsung
abgegossen und verbleibende Reste mit einem Filterpapier entfernt. Anschleilend wurde
das Sammelgel angesetzt, auf das feste Trenngel geschichtet, der 10-zdhnige Kamm
eingesetzt und zur Polymerisation 5 min nach 37°C gestellt. Nach weiteren 5 min bei RT
wurde das Gel in die Elekrophoreseapparatur eingespannt und die beiden Pufferbecken mit
Elektrophoresepuffer befiillt.

Nach dem Probenauftrag wurde die Elektrophorese im Sammelgel zunichst mit einer
Stromstidrke von 10 mA gestartet und bei Erreichen des Trenngels mit einer Stromstirke

von 20 mA fortgefiihrt, bis die Bromphenolblau-Bande aus dem Gel gelaufen war.

Sammelgel (3%) 300 ul 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
750 ul Stacking-Buffer (0,5 M Tris/HCl, 0,4% SDS, pH 6,8)
1950 pl H,O
30 ul 10% Amoniumpersulfat (APS)
3 ul TEMED
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Trenngel (7,5%) 2,5 ml 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
2,5 ml Separation-Buffer (1,5 M Tris/HCI, 0,4% SDS, pH 8,8)
5,0 ml H,O
100 pl 10% APS
10 ul TEMED

SDS-Laufpuffer 0,025 M Tris,
0,192 M Glycin,
0,05% SDS

2.7.1.2 Probenvorbereitung fur die SDS-PAGE

Die Proben (Zellysate bzw. Kernextrakte) wurden nach der Proteinbestimmung nach
Bradford (siehe 2.4.13) im Proteingehalt angeglichen und auf 10 ul Volumen mit Puffer C
(sieche 2.4.14.1) eingestellt . Danach wurden die Proben im Verhiltnis 1:1 mit dem 2x
Probenpuffer (120 mM Tris/HCl, 20% Glycerin, 4% SDS, 10% [-Mercaptoethanol,
0,025% Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt. Die Proben wurden 5 min auf 100°C erhitzt,
abgekiihlt und anschleilend 10 pl des Ansatzes in die Geltaschen gefiillt.

2.7.1.3 Western-Blot

Ein {iiber SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrenntes Proteingemisch wird auf
Nitrocellulose transferiert und anschlieBend das gesuchte Protein mittels eines spezifischen
Antikorpers nachgewiesen. Der Protein-Antikdrper-Komplex wird iiber einen zweiten anti-
Antikoérper mit einem kovalent gebundenem Enzym, das die Umsetzung eines

Substratgemisches in eine farbige Substanz katalysiert, visualisiert.

2.7.1.4 Transfer auf Nitrozellulose

Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran erfolgte im sogenannten Semi-
dry-Blotverfahren. Das Gel wurde nach Beendigung des Laus aus der Gelkammer
entnommen und 30 min bei RT in Kathodenpuffer inkubiert. Wihrend der Inkubation
wurden 18 Blitter Chromatografiepapier (3MM CHR, Whatman, England), sowie ein Blatt

Nitrozellulosemembran  (Hybond-N', Amersham) auf die GroBe des Gels
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zurechtgeschnitten und vor dem Zusammenbau des ,,Blot-Sandwiches® in den aufgefiihrten

Puffern getrankt:

Anodenpuffer 1 300 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol

Anodenpuffer 2 2,5 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol

Kathodenpufter 40 mM 6-Amino-Capronsdure
20% Methanol

0,01% SDS

Aufbau des ,,Blot-Sandwiches*

. Anode (+)
. 6x Chromatografiepapier in Anodenpuffer 1
. 3x Chromatografiepapier in Anodenpuffer 2
. Nitrozellulosemembran in H20
. Gel
. 9x Chromatografiepapier in Kathodenpuffer
. Kathode (-)

2.7.1.5 Antikorperfarbung

Der immunologische Nachweis von Proteinen erfolgt im Allgemeinen mit einem
antigenspezifischen Primédrantikérper und einem gegen diesen Primdrantikdrper
gerichteten Sekundérantikorper, an den eine detektierbare Aktivitit (Enzym) gekoppelt ist.
In dieser Arbeit wurde zum Sichtbarmachen des Protein-Antikdrper-Komplexes auf der
Membran ein ECL-System-Kit (HRP-Luminol) von Amersham (RPN 2108) eingesetzt.
Nach dem Transfer der Proteine wurde die NC-Membran Smin in TBS (25 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl) gewaschen, 1h (oder iiber Nacht) in TTBS (TBS + 0,05%
Tween-20) + 0,5% Gelatine inkubiert, danach 2x 5 min in TTBS gewaschen und 1h mit
dem Primérantikdrper (1:250 bis 1:2500 verdiinnt in TTBS + 0,25% Gelatine inkubiert.
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Die Membran wieder 2x 5 min in TTBS waschen und 1h mit Sekundéirantikérper in 20 ml
TTBS + 0,25% Gelatine inkubieren und abschlieend 2x 5 min in TTBS waschen.

Die folgende Detektion sollte moglichst schnell ablaufen. Losung 1 und 2 des ECL-
Kits (62,5 pl/cm2 Membran) der Detektionlosung wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Die
Waschlésung wurde von der Membran abgesaugt, ohne das dabei die Membran trocknet.
Die Membran wurde in eine frische Schale gelegt, die angesetzte Detektionldsung
dazugegeben, exakt 1 min inkubiert und die Losung wieder entfernt. Die Membran wurde
anschliefend sauber in Plastikfolie eingeschlagen und zuerst 1 min auf Hyerfilm ECL

(Amersham) exponiert und ausgewertet.

2.7.2 Funktioneller Nachweis (Kotransfektion von SL2 Drosophila Zellen)

Die SL2 Drosophila Zellen wurden fiir die transiente Transfektion bzw. Kotransfektion auf
20 Mio. Zellen in 400 pl Medium eingestellt und mit 80 pg Plasmid DNA des
entsprechenden Pmed1-Promotorkonstruktes (Luciferasevektor) versetzt. Bei den
Kotransfektionen wurde neben den zu untersuchenden Promotorkonstrukten 5 pg pPac-
Spl (Spl exprimierender Vektor) zugesetzt und mit 270 V und 1500 pF elektroporiert. Die
Kontroll-Transfektionen wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt ohne
Zugabe des Spl exprimierenden Vektors. Die Ansidtze wurde in eine 0,4 Eurogentec-
Kiivette 5 min bei RT inkubiert Danach wurden die Zellen mit dem Easyject Genpulser
transfiziert und sofort in 10 ml vorgewdrmten Medium aufgenommen. Die Auswertung der
Transfektions-/Kotransfektion-Experimente erfolgte wie im Abschnitt 2.5.3 (Luciferase

Assay) beschrieben.
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3. ERGEBNISSE

3.1  Strukturen und funktionelle Analyse der Zellspezifitat der FcyRIIIA und
FcyRIlIB Rezeptorgene

3.1.1 Nachweis alternativer Pmed1 und Pprox Promotoren

Erste Anhaltspunkte fiir Unterschiede in der zelltypspezifischen Genregulation der
FcyRIIIA und FcyRIIIB Rezeptoren lieferten die mit verschiedenen molekularbiologischen
Methoden ermittelten Promotorbereiche. In den Verdffentlichungen von J.E. Gessner
(1995a,b; 1996) waren mit Hilfe von Primer Extension, RNase Protektion, RACE-PCR
und Reportergenananlysen verschiedene Promotorbereiche ndher eingegrenzt worden.
Dazu zdhlte der proximale Promotorbereich von Position —198 bis —10 (Pprox), der sich in

den FcyRIIIA und FcyRIIIB Genen in zehn Nukleotiden unterscheidet (Abbildung 2).

Pprox-Sequenz (-198/-10) des FcyRIIIA bzw. FcyRIIIB
IMIA  TTCCTGITCT ATGGTGGGGC TCCCTTGCCA GACTTCAGAC TGAGAAGTCA

111 S T ceen-- A- - -
-198 174 -169 -158 -151
[IIA  GATGAAGTTT CAAGAAAAGG AAATTGGTGG GTGACAGAGA TGGGTGGAGG
111 J e o o
-124 -120/-119 -96
A  GGCTGGEEGAA AGGCTGITTA CTTCCTCCTT GTCTAGTCGG TTTGGTCOCT
1= Commmmmn mmmmeeaaas C-mmmnn-
75 -58
A  TTAGGSGCTCC GGATATCTTT GGTGACTTGT CCACTCCAG
112 e
-10

Abbildung 2: Die Sequenzen der Pprox-Promotorregion sind jeweils vom FcyRIIIA und
FcyRIIIB  Gen von Position —-198 bis —10 dargestellt ausgehend vom
Transkriptionsstartpunkt +1. Der Pprox-IIIB unterscheidet sich vom Pprox-IIIA durch 10
Basensubstitutionen (fett) bei den angegebenen Positionen.
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Weiterhin war ein medialer Promotorbereich fiir das FcyRIIIA Gen charakterisiert
worden. Innerhalb dieses Promotorbereiches befinden sich zwei separate Promotoren, der
Promotor Pmed1 von Position —942 bis —850 und der Promotor Pmed2 von Position —1376
bis —1123 fiir das FcyRIIIA-Gen, die beide eine NK/T Zellspezifitit aufweisen. Beim
Pmedl Sequenzvergleich der FcyRIIIA- und FcyRIIIB-Gene zeigte sich eine C/T Basen-
substitution (fett) mit sich anschlieBender 8 Basen Deletion, wodurch das dreifach-Repeat-

Element des Pmed1-B (Pfeile in Abbildung 3) im Pmed1-A entfernt ist (Abbildung 3).

Pmed1-Sequenz des FcyRIIIA bzw. FcyRIIIB
IITA (-942/-850) 5- AACAACCCTC CCACTTCCTG GCCACCCCCC TCCACCTTTT

CTGGTAAGGA GCCCTGGAGC CCOGGCTCCT AGGCTGACAG

ACCAGCCCAG ATC- 3

I1IB (-946/-846) 5- AACAACCCTC CCACTTCCTG GCCACCCCCC TCCACCTTTT

CTGGTAAGGA GCCCTGGAGC CCTGGAGCCC TGGCTCCTAG
—— >

GCTGACAGAC CAGCCCAGAT C-3

Abbildung 3: Sequenzen des Pmed1-Promotors des FcyRIIIA (-942/-850) und FcyRIIIB
(-946/-846) (Positionsangabe ausgehend vom Transkriptionsstartpunkt +1). Der Pmedl-
IIB unterscheidet sich durch ein dreifach Repeat von 8 Basen (- ) vom Pmed1-IIIA.

Fiir erste Experimente mit dem Reportergenvektor pLuc, der die Luciferase unter der
Kontrolle eines eingefiihrten Promotorelementes exprimiert, lagen vier Vektorkonstrukte
vor (Abbildung 4A). Diese Konstrukte enthielten die proximalen Promotorregionen Pprox
der FcyRIIIA und FcyRIIIB Gene (von Position —198 bis —10) und ihre jeweiligen Intron-
Enhancer. Die Pmed1-Promotorregionen der FcyRIIIA und FcyRIIIB Gene wurden ohne
Enhancer in den Luciferasereportergen Vektor pLuc kloniert.

Die Auswertung des Reportergenassays in Abbildung 4B ergab, dass die Pprox- und
Pmed1-Promotoren die differentielle Expression der FcyRIIIA und FcyRIIIB Gene
bestimmen. Es konnte gezeigt werden, dass beide Pprox- und Pmed1-Promotoren des
FcyRIIIA Gens in NK-Zellen (YT) aktiv sind, wihrend die Promotoren des FcyRIIIB-Gens
in der NK-Zellinie YT nur eine basale, sehr geringe Expression aufweisen. Im Gegensatz
hierzu ist ausschlieflich der Pprox-Promotor des FcyRIIIB Gens in HL60-Zellen aktiv.
Erste Versuche mit der 5'flankierenden Region (von Position —946/-846) des I1IB-Gens,
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die der Pmed1-Region des IIIA-Gens homolog ist, verliefen negativ. Die Vermutung war,
dass die HL60-Zellen zu unreif waren. Daher wurden die HL60-Zellen durch die
Behandlung mit DMSO zur Granulozytendifferenzierung angeregt, danach zeigte auch der

Pmed]1 des IIIB-Gens in HL60-Zellen Aktivitét.
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Abbildung 4: Vergleich der Expressionsaktivitit der proximalen und medialen Promotor-
bereiche der FcyRIIIA- und FcyRIIIB-Gene in YT und HL60-Zellen. (A) YT und HL60-
Zellen wurden mit den proximalen Promotorfragmenten in Gegenwart des ersten Introns
des FcyRIIIA bzw. FcyRIIIB (Pprox-A(-198/-10), Pprox-B(-198/-10) und den medialen
Promotorfragmenten (Pmed1-A(-942/-850), Pmed1-B(-946/-846)) des FcyRIIIA- und
FcyRIIIB-Gens transfiziert. (B) Im Luciferaseassay zeigten die Promotorfragmente des A-
Gens in YT und die Promotorfragmente des B-Gens in HL60-Zellen spezifische Aktivitit.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass alternative Promotorelemente die
differentielle Zellspezifitit der beiden FcyRIII Rezeptorgene bestimmen koénnen, wobei
Pmedl und Pprox des FcyRIIIA vornehmlich in NK-Zellen (YT) und die des FcyRIIIB
Gens in den zu Granulozyten differenzierbaren HL60-Zellen aktiv sind. Der relative Anteil
der Promotoren zur Gesamtaktivitit ergibt in den Zellkulturanalysen fiir beide Gene eine
unterschiedliche Rangfolge mit Pmed1 > Pprox fiir FcyRIIIA in YT-Zellen und Pprox >>
Pmed]1 fiir FcyRIIIB in HL60-Zellen.
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3.1.2 Der Pmed1 Kontrollbereich des FcyRIIIA ist ein NK/T-Zellspezifischer

Promotor

Da der Pmedl-Promotor des FcyRIIIA von seiner Gesamtaktivitit her gesehen den
dominanten Promotor darstellte, wurde in den folgenden Experimenten durch Einsatz
weiterer Zellinien, die Zellspezifitit des Pmedl im Vergleich zum Pprox néher
charakterisiert. Hierzu war es zundchst notwendig, die optimalen Transfektions-
bedingungen fiir die einzelnen Zellinien empirisch zu ermitteln. Es hatte sich in der
Arbeitsgruppe von B. Liischer gezeigt, dass nach erfolgreicher Transfektion mit dem
Luciferasevektor pLuc-0Pro (0Pro = a-Prothymosin-Promotor) in fast jeder Zellinie eine
gute Expressionsaktivitit zu beobachten ist (personliche Mitteilung). Daher wurden
verschiedene Zellinien mit dem pLuc-0Pro als Kontrollvektor mittels Elektroporation
transient transfiziert, und im Luciferase Assay ausgewertet, um die optimalen
Versuchsbedingungen fiir jede einzelne Zellinie zu ermitteln. Es wurde auch versucht, die
Zellinie CNK6 als weitere NK-Zellinie und die Zellinie 1B3 als eine ydI-Zelle zu
transfizieren, dies ist innerhalb dieser Versuchsreihen jedoch nicht gelungen.

Fiir die anschlieBenden Expressionstudien wurden die humanen Zellinien Jurkat (T-
Zellinie), THP-1 (promyeloische Zellinie), U937.1 (myeloische Zellinie), Daudi (humane
B-Zellinie) und die murine Makrophagen-Zellinie RAW267.4 unter den in Tabelle 2
aufgefiihrten Bedingungen eingesetzt. Die erzielten Expressionsraten sind im Luciferase

Assay in Abbildung 5 gezeigt.

Zellinie Zellzahl Volumen DNA Spannung Kapazitit Temp.
(Mio.) (uh (ng) V) (1F)
YT 10 600 40 270 900 RT
Jurkat 20 500 20 350 1050 RT
HL60 20 800 80 270 2400 RT
THP-1 10 700 20 400 1050 RT
U937.1 40 800 20 350 2400 4°C
RAW267.4 10 600 20 350 1050 RT
Daudi 20 800 80 350 900 RT

Tabelle 2: Die Tabelle zeigt die empirisch erhobenen, optimalen Transfektions-
bedingungen fiir die in dieser Arbeit verwendeten Zellinien.
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Abbildung 5: Die Zellinien YT, Jurkat, HL60, THP-1, U937.1, RAW264.7 und Daudi,
wurden mit dem Vektor pLuc-0-Prothymosin (pLuc-a-Pro) unter den in Tabelle 1
aufgelisteten optimalen Bedingungen transfiziert und im Luciferase Assay ausgewertet.
Der pLuc-a-Pro wurde in den folgenden Expressionsstudien neben dem pLuc-3-Gal
(Galaktosidase) als  Kontrollvektor eingesetzt. Die  gemessene  pLuc-0-Pro
Luciferaseaktivitit stellte in den Versuchen einen Referenzwert und einen Parameter fiir
die Transfektionseffizienz dar.

In der eigentlichen Reportergenanalyse kamen die oben getesteten Zellen YT, Jurkat,
HL60, THP-1, U937.1, RAW264.7 und Daudi zum Einsatz. Es zeigte sich, dass der Pprox-
Promotor des IIIA-Gens sowohl in YT-NK-Zellen und Jurkat-T-Zellen, als auch in der
myeloischen U937.1 Zellinie und der murinen Makrophagen-Zellinie RAW?264.7 aktiv war
(Abbildung 6A). Der Pmed1-Promotor des IIIA-Gens zeigte hingegen eine spezifische auf
NK-(YT) und T-(Jurkat) Zellen beschrinkte Expressionsaktivitit (Abbildung 6B).

Die gemessene Aktivitidt des Pprox-Promotors des IIIA-Gens in den Makrophagen-
Zellinien U937.1 und RAW264.7 neben den NK/T-Zellen YT und Jurkat korreliert mit den
in der Arbeit von J.E. Gessner (1995) beschriebenen FcyRIIIA-al-Transkripten. Des
weiteren korrelieren die Reportergenanalysedaten des Pmed1-Promotors des IIIA-Gens mit
den in der oben genannten Arbeit beschriebenen FcyRIIIA-a2/3-Transkripten in NK und
y/8T-Zellen, die aber nicht in Makrophagen zu beobachten waren.

Diese Daten bestitigen die Moglichkeit, dass die Expression des FcyRIIIA in
Makrophagen vornehmlich tiber den Pprox-Promotor reguliert werden kann. Im Gegensatz
dazu zeigt der Pmed1-Promotor eine ausgepriagte Zelltypspezifitit flir NK- und T-Zellen,

wobei in den NK-Zellen die hochsten Expressionsraten nachzuweisen sind. Dieses
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zelltypspezifische Expressionsmuster ldsst vermuten, dass im Bereich des Pmedl ein

moglicher NK/T-Zell-spezischer Transkripionsfaktor binden kann.
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100 + — 100 1
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U937.1
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Abbildung 6: Luciferase Assay mit den Pprox und Pmed1-Reportergenkonstrukten in den
Zellinien YT, Jurkat, HL60, THP-1, U937.1, RAW264.7 und Daudi. Die
Genreporteranalysen der Promotoren Pprox und Pmedl des FcyRIIIA erfolgen
vergleichend zu der hochsten gemessenen Aktivitdt des jeweiligen Promotors (100%
Relative Luciferase Aktivitit = RLU der Luciferase). (A) Der Pprox zeigt neben seiner
Aktivitdt in der NK-Zellinie YT und T-Zellinie Jurkat auch Promotoraktivitit in den
beiden myeloischen Zellinien U937.1 und RAW264.7. (B) Der Pmedl zeigt eine
zellspezifische Promotoraktivitét in der NK-Zellinie YT und der T-Zellinie Jurkat.

57



Ergebnisse

3.2 Charakterisierung der 21bp-5"-Region des Pmed1 des FcyRIIIA

Promotors

Das 5°-Ende des FcyRIIIA Pmedl Gens enthdlt in einer 21bp-Region ein sich
iiberlappendes Bindungsmotiv fiir Ets (GGAA/T) und Spl (GA-Box) Transkriptions-
faktoren (Abbildung 7A). Dariiberhinaus befindet sich in diesem Bereich potentielle
Bindungsstellen  fiir noch  nicht ndher definierte, moglicherweise neue
Transkriptionsfaktoren NF-P1/2, das sogenannte NKE-Motiv (CACTTCCTGGCCA).
Dieses Bindungsmotiv und eine korrespondierende Protein-Doppelbande in einem
mobilitiy shift assay wurde erstmals 1993 von der Arbeitsgruppe C.C. Liu beschrieben.
Das NKE-Motiv ist mit einem Basenaustausch auch im Pmedl zu sehen. Das
Bindungsverhalten der potentiellen Transkriptionsfaktoren NF-P1/2 wird spezifisch in
zytotoxischen T-Zellen, LAK-Zellen und NK-Zellen beobachtet und soll in die auf diese
Zellen restringierte Expression des Perforingens verantwortlich sein. Die Koexpression
von Perforin und FcyRIIIA in y/dT-Zellen und NK-Zellen liel daher vermuten, dass eine
Interaktion von NF-P1/2 oder verwandter Proteine fiir die NK/T-Spezifitit des FcyRIIIA
Pmedl verantwortlich sein konnte. Die initial erhobenen Daten und die moglichen
Bindungsstellen fiir zellspezifische Transkriptionsfaktoren lieBen es daher interessant
erscheinen, die 21bp Region des Pmedl ndher zu untersuchen. Um nachzuweisen, ob es
sich bei der 21bp-Region des humanen FcyRIIIA-Gens um ein NK/T-zelltypspezifisches
Element handelt, dass die Transkription beeinflusst, wurden Expressionsstudien in den
Zellinien YT und Jurkat durchgefiihrt.

Der Pmedl-Promotor wurde um das 21bp Fragment von Position —942 bis —921
verkiirzt (Pmed1A21bp) und in den Luciferasevektor pLuc kloniert. Die Darstellung der
Reportergenanalysen erfolgte vergleichend zum unverdnderten Pmed1, dabei wurde die
Pmed1 Luciferaseaktivitit (RLU) gleich 100% Prozent gesetzt. Es zeigte sich, dass der
Promotor Pmed1A21bp einen Aktivitdtsverlust von ca. 80% in YT-Zellen und von ca. 90%
in Jurkat Zellen aufwies. Eine erneute Fusion des 21bp-Fragments in inverser Orientierung
vor den 71bp-Restpromotor (Pmedlinv21bp) fiihrte zu keiner Erholung der
Expressionsrate in YT und Jurkat (Abbildung 7C). Daraus kann geschlossen werden, dass
nicht nur das Vorhandensein des 21bp-Fragments von Position —942 bis —921 fiir die volle
Transkriptionsaktivitit entscheidend ist, sondern auch seine Orientierung zum Rest des

Promotors.
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Abbildung 7: Die Integritét der tiberlappenden Sp1/Ets Konsensussequenz der cis-aktiven
21 bp Region ist notwendig fiir die maximale FcyRIIIA Pmedl Promotoraktivitit. (A) Die
Genstruktur des FcyRIIIA ist schematisch dargestellt mit seiner 5 Kontrollregion,
bestehend aus 3 alternativen Promotoren, 2 Enhancern und einer Silencerstruktur und der
Sequenz des Pmedl. Die Transkriptionsstartpunkte (mtsp) und putative Bindungsstellen
fiir Transkriptionsfaktoren innerhalb der 21bp Region sind in der Sequenz markiert. (B)
Dargestellt sind die Reportergenkonstrukte, die aus dem Pmedl generiert wurden. (C) Im
Luciferase Assay wurden die beiden Konstrukte Pmedlinv21 und Pmedl1A21bp
vergleichend gegen den Pmedl (WT) (=100%) in YT NK-Zellen und Jurkat T-Zellen
eingesetzt.
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3.2.1 Mutationssubstitutionsanalyse

Um weitere Hinweise auf die Bedeutung der einzelnen Bindungsmotive (NKE, Ets, Spl)
zu erhalten, wurde der 92bp Pmed1-Promotor des IIIA Gens innerhalb seiner 21bp-5’-
Region mutiert. Fiir die gerichtete Mutagenese wurden fiinf durch die Firma MWG-
Biotech synthetisierte Oligonukleotide (bezeichnet M1-M5) gewihlt, die eine BamHI-
Schnittstelle (5'-Ende) und jeweils drei Basenpaar Mutationen enthielten, sowie ein
weiteres Oligonukleotid (Luci-0-Xbal) mit einer Xbal-Schnittstelle (3'-Ende). Die M1-M5
Oligonukleotide wurden gemeinsam mit Luci-0-Xbal in einer PCR eingesetzt, die
jeweiligen PCR-Produkte analysiert und tiiber die BamHI/Xbal-Schnittstellen in den
Luciferasevektor pLuc kloniert. Die Integritdt der generierten Pmedl-Promotormutanten
M1 bis M5 wurde durch Sequenzanalyse sichergestellt.

YT und Jurkat-T-Zellen wurden transient mit den fiinf Promotormutanten Pmed1-M1
(-939/-937), Pmed1-M2 (-936/-934), Pmed1-M3 (-933/-931), Pmed1-M4 (-930/-928),
Pmedl-M5  (-927/-925) transfiziert (Abbildung 8A). Die Darstellung der
Reportergenanalysen erfolgte vergleichend zum unveridnderten Pmedl (Luciferaseaktivitét
(RLU) des Pmed1 = 100%). Die Auswertung in Abbildung 8B zeigte in beiden getesteten
Zellinien bei der Mutante M1 eine leichte Abnahme der Aktivitit. Weiterhin war eine
Abnahme der Luciferaseaktivitidt bei der Mutante M2 zu beobachten. Eine Restaktivitit
von 10% bis 20% war bei den Mutanten M3 und M4 zu beobachten im Verhiltnis zum
Wildtyp Pmedl. Bei der letzten Promotormutante M5 war bei YT-Zellen ein deutlicher
Anstieg der Expressionsaktivitit zu verzeichnen, bei Jurkat-T-Zellen lag die Aktivitit
sogar bei 100%.

Die entscheidende Region fiir die maximale FcyRIIIA Pmedl-Promotoraktivitit
scheint danach die tiberlappende Sp1/Ets Konsensussequenz oder das ebenfalls enthaltene
NKE-Motiv der cis-aktiven 21bp-Region zu sein, die in den Mutanten M3 und M4
verandert wurde. Die Mutante M5 hatte einen geringen oder keinen Effekt auf die
Transkriptionsregulation im Pmedl, so dass eine Beteiligung von NKE eher

unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 8: Substitutionsmutanten des Pmed]1 zeigen, dass die Integritdt des proximalen
21bp-Fragments entscheidend ist fiir die maximale Promotoraktivitit. (A) Es wurden
mittels PCR Triplett-Basen-Mutanten in das 21bp-Fragment des Pmedl eingefiihrt. Die
Pmed1-Mutanten M1 bis M5 wurden in den pLuc-Vektor kloniert. (B) Die Reportergen-
Analyse der Promotormutanten M1 bis M5 erfolgte vergleichend zum unverdnderten
Pmed1 (=100%) in YT-NK-Zellen und Jurkat-T-Zellen.

3.2.2 Mutationsdeletionsanalyse

Um den Spl/Ets Bindungsbereich des FcyRIIIA Pmedl weiter zu charakterisieren und
auch auf andere Weise einzugrenzen und um die oben gezeigten Ergebnisse zu bestdtigen
wurden drei Deletionsmutanten mittels PCR generiert. Bei diesen Deletionsmutanten
wurde der Pmedl-Promotor vom 5°-Ende anfangend verkiirzt. So entstanden die
Luciferasevektorkonstrukte Pmedl (-936/-850), Pmedl (-932/-850) und Pmedl (-927/-
850) (Abbildung 9A). Die Vektorkonstrukte wurden in YT und Jurkat-T-Zellen getestet.
Ausgangspunkt der Untersuchung war der Wildtyp Pmedl, der als Referenzwert der
Luciferaseaktivitit (RLU) 100% gesetzt wurde.
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Es zeigte sich, wie in Abbildung 9B dargestellt, bei der Deletion der ersten flinf
Nukleotide im Reportergenkonstrukt Pmed1(-932/-850) eine geringfiigige Abnahme der
Aktivitdt um 25% im Vergleich zum Wildtyp. Bei den beiden Deletionsmutanten Pmed1
(-932/-850) und Pmedl (-927/-850) war nur noch eine 10% bis 25% Restaktivitidt zu
beobachten. Auch der Vergleich mit dem vollstindig deletiertem 21bp-Fragment des
Pmedl (PmedlA21bp) im Luciferaseassay zeigte keinen weiteren Verlust der
Transkriptionsaktivitdt. Diese Daten stiitzen die Vermutung, dass im 21bp-Fragment des
Pmed1-Promotors ein entscheidendes cis-Element zwischen Position —936 und —932
lokalisiert ist, dieses Element ist an der Aktivierung der Expression in YT und Jurkat-T-

Zellen beteiligt. Dies schlieft weiterhin die Beteiligung von Ets-Transkriptionsfaktoren

aus.
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Abbildung 9: Deletionsmutanten des Pmedl zeigen, dass schon eine Verkiirzung des
Pmedl-Promotors um neun Basenpaare zu einer deutlichen Reduktion der Promotor-
Aktivitdt fithrt. (A) Dargestellt sind die mittels PCR generierten Deletionsmutanten des
Pmedl (mit der Sequenz des 21bp-Fragments), die in den pLuc-Vektor kloniert wurden.
(B) Die Deletionsmutanten wurden vergleichend zum Wildtyp Pmed1 (=100%) in YT NK-
Zellen und Jurkat-T-Zellen getestet.
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3.2.3 DNA-Protein Bindungsanalyse

Die Charakterisierung der Proteinbindung an die 21bp-5"-Region des FcyRIIIA Pmedl
erfolgte durch Elektrophoretic-Mobility-Shift-Analysen (EMSA). Eingesetzt wurden [**P]-
endmarkierte 21bp-Fragmente. Es handelte sich dabei um das 21 bp Wildtypfragment von
Position —942 bis —921 und um fiinf synthetisierte dsOligonukleotide mit den Triplett-
Mutationen M1 bis M5 (siehe 3.2.1 u. 2.1.4), ebenfalls von Position —942 bis —921. Die
Bandshift-Experimente wurden wie in Abschnitt 2.4.14 beschrieben durchgefiihrt.

KE YT
[*P]-Oligo WT

_ = —
Kompetitor - = = % g % g

_> ' -'-'-l".
' -
# CTEEes

1234567

Abbildung 10: Bandshift mit YT-Kernextrakten (KE) und dem 21bp-Fragment des Pmed1
(WT). Das WT-Oligonukleotid wurde radioaktiv markiert und mit 3pg YT-Kernextrakten
inkubiert. In den Lanes 2 bis 7 wurden nicht markierte (kalte) dsOligonukleotide als
Kompetitor zugesetzt. Dabei handelte es sich um das 21bp-Fragment (Lane 2) und dessen
Substitutionsmutanten M1 bis M5 (Lane 3-7), die unter 3.2.1 beschrieben wurden.

63



Ergebnisse

Der Bandshift in Abbildung 10 zeigt mit YT-Kernextrakten eine hochmolekulare
Bande (Lane 1), die durch die Zugabe eines Uberschusses an kalten (nicht markierten)
Wildtyp (WT) dsOligonukleotiden verdrangt wurde (Lane 2). In den folgenden Lanes (3
bis 7) wurden die Mutanten M1 bis M5 als Kompetitoren eingesetzt. Die Mutanten M1 und
M5 waren ebenfalls in der Lage die hochmolekulare Bande zu unterdriicken, wahrend die
Mutante M2 nur noch eine schwache Kompetition zeigte. Die Mutanten M3 und M4 waren
nicht in der Lage die Bande zu unterdriicken. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
im Luciferaseassay erhobenen Daten, dass die Mutanten M3 und M4 eine Region
reprisentieren, in der ein entscheidender Faktor bindet, der die Transkription antreibt.

Es sollte in weiteren Bandshift Experimenten verifiziert werden, ob sich eine
spezifische Bande herauskristallisiert, die flir einen zelltypspezifischen Faktor steht. Der
EMSA wurde mit einem radioaktiv markierten Wildtyp 21bp-Fragment (WT) und den
ebenfalls gelabelten Mutanten M1 bis M5 durchgefiihrt (Abbildung 11). Die [**P]-
dsOligonukleotide wurden mit Kernextrakten von YT-Zellen, Jurkat-T-Zellen und HL60-
Zellen inkubiert und im Gel aufgetrennt. Bei allen eingesetzten Kernextrakten ist ein
vergleichbares Bandenmuster zu sehen. Die hochmolekulare Bande die auch mit dem YT-
Kernextrakt sichtbar wurde, zeigt sich auch beim Bandshift von Jurkat- und HL60-
Kernextrakten mit dem Wildtyp (WT) Oligonukleotid sowie den Mutanten M1 und M5
und abgeschwicht bei der Mutante M2. Diese Bande ist bei allen drei Ansdtzen mit den
Mutanten M3 und M4 nicht zu beobachten.

Da in dem vorangegangenen Experiment keine erkennbaren Unterschiede im
Bandshiftmuster zwischen NK/T-Zellen und der myeloiden Zellinie HL60 zu erkennen
waren, wie sie sich aber im Luciferaseassay deutlich manifestierten, wurden Bandshifts mit
aufgearbeiteten Kernextraken aus Vollblut durchgefiihrt. Aus den Buffys (Plasmafreie
Blutkonserve) wurden, nachdem die Erythrozyten lysiert waren, die polymorphkernigen
Zellen (PNM) abgetrennt und die PBLs isoliert. Von beiden Fraktionen wurden
Kernextrakte hergestellt und im Bandshift neben YT- und HL60-Kernextrakten eingesetzt
(Abbildung 12A). Es war kein wesentlicher Unterschied im Bandenmuster der einzelnen
Kernextrakte zu erkennen, auch konnte durch Zugabe von kalten WT-Oligonukleotiden die
hochmolekulare Bande in allen Ansdtzen verdrangt werden.

Fiir den folgenden Bandshift wurde die T-Zellinie 1B3, die NK-Zellinie CNK6 und
die myeloide Zellinie U937.1 kultiviert um aus diesen Zellen Kernextrakte zu isolieren.

Weiterhin kamen die YT-, Jurkat- und HL60-Kernextrakte und die aus Buffys isolierten
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PMN- und PBL-Kernextrakte zum Einsatz. Die Kernextrakte wurden mit dem radioaktiv
markierten 21bp-Wildtyp-Fragment (WT) inkubiert. Ein Ansatz wurde ohne Kompetitor,
ein zweiter Ansatz mit einem Uberschuss an unmarkiertem Wildtyp Fragment versetzt und
im Gel aufgetrennt (Abbildung 12B). Es zeigte sich im Bandshift fiir alle Kernextrakte ein
vergleichbares Bild, die schon beschriebene hochmolekulare Bande wurde durch die
Zugabe des kalten 2I1bp-Fragments unterdriickt. Diese Versuchsreihe mit den
unterschiedlichen Zellkernextrakten, die im EMSA getestet wurden, 146t eher einen
ubiquitdren  Transkriptionsfaktor ~wie Spl als einen zellspezifischen Ets-

Transkriptionsfaktor vermuten, der im 21bp-Fragment des Pmed1 bindet.

Jurkat
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Abbildung 11: Proteinbindungsstudie mit dem 21bp-Promotorelement des Pmedl des
FcyRIIIA-Gens. Es wurden das 21bp-Fragment (WT) des Pmedl (Lane 6, 12 u. 18) und
die daraus abgeleiteten Mutanten M1 bis M5 (Lane 1-5, 7-11 u. 13-17) radioaktiv markiert
und jeweils mit 3ug Kernextrakt (KE) von YT, Jurkat und HL60 Zellen inkubiert und im
Gel aufgetrennt.
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Abbildung 12: Proteinbindung an das 21bp-Promotorfragment des FcyRIIIA-Gens. (A)
Das radioaktiv markierte 21bp-Fragment des Pmed1l (WT) wurde mit den Kernextrakten
(KE, 3 pg) von PBLs, YT Zellen, PMNs und HL60 Zellen mit und ohne Kompetitor
inkubiert. Als Kompetitor wurde das nicht markierte WT-Oligonukleotid in einem 10-
bzw. 100-fachen Uberschuss im Verhiltnis zum markierten Oligonukleotid zu den Proben
gegeben. (B) Das radioaktiv markierte 21bp-Fragment (WT) wurde in zwei Ansdtzen mit
Kernextrakten (KE, 3 pg) aus den NK-Zellen YT und CNKG6, aus den T-Zellen Jurkat und
1B3, aus den promyeloischen Zellinien U937.1 und HL60 und den aus Blutkonserven
aufgereinigten und isolierten Kernproteinen von PBLs und PMNs inkubiert. Dabei wurde
jeweils in einem Ansatz das WT-Oligonukleotid als Kompetitor zugesetzt.
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3.3 Effekt der 21bp 5-Region im Kontext heterologer Promotorsysteme:
Induktion der Transkriptionsaktivitat, nicht aber der NK/T-Zellspezifitat

3.3.1 Herstellung der Reportergenkonstrukte

Die durchgefiihrten DNA-Protein-Bindungsstudien zeigten erste Hinweise {iiber die
Beteiligung eines ubiquitiren Kernproteins anstelle eines moglichen zelltypspezifischen
Transkriptionsfaktor, der durch eine spezifische Bande nur in den NK/T Zellkernextrakten
im EMSA sichtbar geworden wire. Es ergab sich vielmehr ein homogenes Bild bei allen
getesteten Kernextrakten, unabhéngig vom Phinotyp der Zellen. Um das 21bp-Fragment
des Pmedl-Promotors unabhingig vom 71bp-Restpromotor im Luciferaseassay auf
Zelltypspezifitit untersuchen zu kénnen, wurden heterologe Promotorkonstrukte generiert.
Der heterologe Promotor setzt sich zusammen aus dem zu untersuchenden
Promotorfragment und im giinstigsten Fall einem zweiten Promotorfragment, an das der
generelle Transkriptionskomplex binden kann. Dieses fiihrt alleine zu keiner
Genexpression, erst durch die Fusion des zu untersuchenden Promotorfragments soll es zur
spezifischen Genexpression kommen.

In einem ersten Ansatz wurde das 21bp-Fragment des Pmed1 als Triplett in beiden
Orientierungen vor ein TATA-Box Element in den Luciferasevektor pTATA-Luc kloniert.
Das 21bp-Fragment des Pmedl-Promotor (-942/-921) wurde von MWG-Biotech als
Oligonukleotid mit dreifacher Sequenzwiederholung (3x21bp) synthetisiert. Der Erfolg der
Klonierung wurde durch Restriktionsanalysen und durch Ansequenzieren der Plasmide
3x21bp-pTATA-Luc und inv.3x21bp-pTATA-Luc iiberpriift.

Im zweiten Ansatz wurde der minimale Herpes Simplex Virus Thymidinkinase-(TK)-
Promotor gewéhlt. Der TK-Promotor wurde mittels PCR amplifiziert. Das 5’-Ende stellte
die EcoRI-Schnittstelle des TK-Promotors dar, mit dem verwendeten Primer wurde
daneben eine BamHI-Site eingefiihrt. Der verkiirzte TK-Promotor wurde dann iiber die
BamHI- und Xbal-Site in den Luciferasevektor pLuc eingefiihrt. AnschlieBend wurde das
von MWG-Biotech synthetisierte 21bp-Triplett-Oligonukleotid (dsOligo 941-3x21) in
sense und inverser Orientierung vor den TK-Promotor kloniert und die erhaltenen Klone
durch Sequenzierung analysiert. So entstanden die Luciferasevektoren 3x21bp-pTK-Luc,

inv.3x21bp-pTK-Luc und pTK-Luc (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Klonierung der Luciferasevektoren 3x21bp-pTK-Luc und inv.3x21bp-
pTK-Luc. Zuerst wurde ein 81bp-Fragment des TK-Promotors mittels PCR amplifiziert
und iiber eine BamHI und Xbal Schnittstelle in den pLuc-Vektor kloniert. Im nichsten
Schritt wurde jeweils das ds Oligo941-3x21 und der pTK81-Luc mit BamHI und EcoRI
verdaut und die Baseniiberhdnge mit Exonuclease VII abverdaut. Der Vektor wurde mit
CIAP dephosphoryliert. Die beiden Produkte dsOligo941-3x21B/E und pTK81-Luc B/E/C
(B=BamHI, E=EcoRI, C=CIAP) ligiert. Die generierten Endprodukte 3x21bp-pTK-Luc
und inv.3x21bp-pTK-Luc enthalten ein HindIII-Xbal Insert (~300bp). Im 3x21bp-pTK-
Luc wurde die Schnittstellen BamHI und EcoRI erneut eingefiihrt. Die in weiterfithrenden
Experimenten verwendete Vektoren wurden ansequenziert.
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3.3.2 Expressionsstudien mit den heterologen Luciferase-Vektoren

Die generierten Plasmide 3x21bp-pTATA-Luc, inv.3x21bp-pTATA-Luc und der
Ausgangsvektor pTATA-Luc wurden transient transfiziert. Die durchgefiihrten
Luciferaseassays in Abbildung 14 zeigten, dass zwar eine Transkriptionsinduktion mit den
hier eingesetzten TATA-Promotorkonstrukten in YT und Jurkat Zellen zu beobachten war,
aber auch in den beiden myeloiden Zellinien U937.1 und RAW264.7 zeigte sich eine sehr
gute Induktion der Expressionsaktivitit mit den TATA-Box-Konstrukten im Vergleich
zum Ausgangsvektor pTATA-Luc (Abbildung 14). Diese Ergebnisse belegen, dass das
21bp-Fragment eine allgemein aktivierende Funktion besitzt, nicht jedoch in der Lage ist
eine NK/T-Zellrestriktion zu vermitteln.

Analoge Experimente wurden mit in dem zweiten heterologen Promotorsystem
durchgefiihrt. Die Vektoren 3x21bp-pTK-Luc, inv.3x21bp-pTK-Luc und pTK-Luc wurden
durch Elektroporation in die einzelnen Zellinien gebracht und deren Aktivitit im
Luciferaseassay ausgewertet (Abbildung 15). Die ersten Ergebnisse mit den TK-
Promotorkonstrukten zeigten in YT und Jurkat T Zellen eine gute Induktion der
Promotoraktivitidt durch den eingefiihrten dreifach Repeat des 21bp-Fragments vor den
TK-Promotor, im Vergleich zur basalen Aktivitit des minimalen TK-Promotors. Die
relative Luciferaseaktivitit (RLU) des TK-Promotors wurde gleich eins gesetzt und die
vielfache Induktion des Fusionspromotors auf dieser Grundlage berechnet. So war eine 10-
fache Zunahme der Transkriptionsrate in YT Zellen zu beobachten und in Jurkat eine 60-
fache Zunahme der Luciferaseaktivitdt. Allerdings war auch eine drastische Zunahme der
Luciferaseexpression in der humanen myeloiden Zellinie U937.1 und der murinen
myeloiden Zellinie RAW?264.7 zu sehen, wie schon in vorangegangenen Versuchen mit
den TATA-Box-Promotorkonstrukten. Eine {iber 400-fache Steigerung der
Transkriptionsrate durch die Einflihrung des dreifach-Repeats des 21bp-Fragments in den
pTK-Luc war in RAW264.7-Zellen zu verzeichnen.

Diese Ergebnisse bestitigten die schon im EMSA mit den verschiedenen
Kernextrakten der Zellen gemachten Beobachtungen. Es war nicht nur keine
zelltypspezifische Bande zu detektieren, sondern das 21bp-Fagment kann in einem
heterologen Kontext in einem Reportergenassay keine NK/T-Zellrestriktion vermitteln,

was wiederum fiir einen ubiquitdren Faktor spricht.
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Abbildung 14: Luciferase Assay mit heterologen TATA-Box-Promotorkonstrukten. (A)
Vor die TATA-Box des pTATA-Luc wurde ein dreifach-Repeat des 21bp-Fragments des
Pmedl (3x21bp) in sense und inverser Orientierung kloniert. (B) Es zeigte sich in YT,
Jurkat, U937.1 und RAW264.7 Zellen eine Zunahme der Expression durch das eingesetzte
21 bp Triplett im Vergleich zum Ausgangsvektor pTATA-Luc (TATA), auch in den HL60
und THP-1 Zellen war ausgehend von einem niedrigen Expressionsniveau eine Steigerung
der Expressionsrate zu beobachten. (C) Die Steigerung der Expressionsrate wurde
ausgehend vom pTATA-Luc (=1) fir die einzelnen Zellen als das Vielfache der
Expressionsaktivitit dargestellt.
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Abbildung 15: Luciferase Assay mit heterologen Thymidinkinase-(TK)-Promotor-
Konstrukten. (A) Ein dreifach-Repeat des 21bp-Fragments des Pmedl (3x21bp) wurde in
sense und inverser Orientierung vor den minimalen TK-Promotor im pLuc-Vektor kloniert.
(B) Es zeigte sich in allen getesteten Zellen eine Zunahme der Expressionsrate durch das
eingesetzte 21bp-Triplett im Vergleich zum Ausgangsvektor pTK-Luc (TK). Die
Steigerung der Expresssionsrate wurde ausgehend vom pTK-Luc (=1) fiir die einzelnen
Zellen als das Vielfache der Expressionsaktivitdt dargestellt.
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3.4 Splnicht aber Ets bestimmt die Transkriptionsaktivitat
der 21bp 5°-Region des FcyRIIIA Pmed1 Promotors

3.4.1 DNA-Spl Bindungsanalysen
Die bisherigen Daten zeigen sehr klar, dass die 21bp-5"-Region maligeblich fiir die

Gesamtaktivitdt nicht aber fiir die NK/T-Spezifitdt des FcyRIIIA Pmed] verantwortlich ist.
Es ist daher wahrscheinlich, dass die 21bp Region einen ubiquitidren Faktor bindet, der erst
im Zusammenspiel mit Elementen im 71bp-Fragment zur zelltypspezifischen Expression
in NK/T-Zellen fiihrt. Die Mutationsanalysen hatten zudem den Bereich des 21bp
Fragments auf die iiberlappende Spl/Ets Bindungssequenz eingegrenzt. So lag es nahe
durch den Einsatz von spezifischen Antikorpern gegen Spl und Ets-Transkriptionsfaktoren
in einem sogenannten EMSA-Supershift zu iiberpriifen, inwieweit beide Faktoren
tatsdchlich an die 21bp-Sequenz des Pmed! binden. Hierzu wurden Kernextrakte von YT
Zellen mit einem spezifischen polyklonalen Antikorper gegen den Transkriptionsfaktor
Spl und in einem zweiten Ansatz mit einem Antikorper gegen Ets Transkriptionsfaktoren
20 min preinkubiert. Danach wurde die radioaktiv markierte DNA-Sonde dazupipettiert,
fiir weitere 20 min inkubiert und anschlieend auf einem nativen PAGE-Gel aufgetrennt.
Daneben wurden Kompetitionen in einem 50- und 100-fachem Uberschuss von Spl-
Konsensussequenz (Spl), Wildtypfragment (WT) und Mutanten (M1 bis M5) eingesetzt.

Der EMSA (Abbildung 16A) zeigte, dass sich, wie schon in vorangegangenen
Experimenten, ein Hauptretardationskomplex ausbildete. Die Ausbildung dieses
Komplexes wurde durch die Zugabe der kalten Oligonukleotide Spl, WT, M1 und M5
inhibiert. Die Komplexbildung konnte weiterhin durch die Zugabe des spezifischen
Antikorpers gegen Spl unterdriickt werden. Der eingesetzte anti-Spl-Antikorper (Santa
Cruz) bindet an die DNA-Bindende Doméne (DBD) des Transkriptionsfaktors und
verhindert somit die Interaktion von Spl mit seiner Konsensussequenz. Dadurch ist der
spezifische DNA-Spl Komplex im Gel nicht mehr zu detektieren. Im Gegensatz dazu
bewirkt die Zugabe des anti-Ets Antikorpers keine Verdnderung im Bandenmuster des
Gels. Ein weiterer EMSA in Abbildung 16B mit der Spl-Konsensussequenz als
radioaktive DNA-Sonde und YT-Kernextrakt war ein weiteres Indiz dafiir, dass es sich bei
dem Faktor, der an das 21bp-Fragment bindet, um den Transkriptionsfaktor Sp1 handelt.
Hierbei wurden neben der Sp1-Consensussequenz das 2 1bp-Pmed1-Wildtyp-Fragment und
die Mutanten M1 bis M5 als Kompetitoren eingesetzt.
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Abbildung 16: DNA-Bindung von Spl mit YT-Kernextrakten. (A) Zum Nachweis der Affinitdt des Spl
Transkriptionsfaktors an das 21bp-Fragment des Pmedl wurden YT-Kernextrakte mit dem radioaktiv
markierten WT-Oligonukleotid (21bp-Fragment) inkubiert (Lane 1). Den weiteren Proben wurde ein 50-
bzw. 100-facher Uberschuss an kaltem Kompetitor zugesetzt (Lane 2-15). In Lane 2 und 3 wurde ein Spl-
Consensus-Oligonukleotid dazugegeben, nachfolgend das WT-Oligonukleotid (21bp-Fragment) (Lane 4 und
5), dann die unter 3.2.1 beschriebenen Mutanten M1 bis M5 (Lane 6 bis 15). Des weiteren wurden
Antikorper (AK) gegen Transkriptionsfaktoren Spl (Lane 17) und Ets (Lane 18) eingesetzt. (B) Zum
Nachweis der Bindung von Spl an das 21bp-Fragment des FcyRIIIA wurde zum einen eine Spl-
Konsensussequenz (Spl) radioaktiv markiert (Lane 1-15), parallel wurde das markierte 2 1bp-Fragment (WT)
(Lane 16-18) eingesetzt. Beide Ansédtze wurden mit YT-Kernextrakten und mit (Lane 2-15, 17-18) oder ohne
(Lane 1 und 16) Kompetitor inkubiert. Die Kompetitoren wurden in 50-100fachen molaren Uberschuss im
Verhéltnis zum markierten Oligo eingesetzt, es handelte sich bei den Kompetitoren um die Sp1-Konsensus-
Sequenz, das 21bp-Fragment (WT) und die Mutanten M1 bis M5 des 21bp-Fragments.
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3.4.2 Spl-Tanskriptionsinduktion in SL2 Drosophila Zellen

Eine weitere Moglichkeit zu tiberpriifen, ob es sich bei dem ubiquitidren Faktor tatsdchlich
um Spl handelt, ist der Einsatz der heterologen SL2 Drosophila Schneider Zellinie und
Kotransfektion mit dem Expressionsvektor pPac-Spl in einem Reportergenassay.

SL2 Drosophila Schneider Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie generell kein
Spl exprimieren und somit iiber einen Spl abhingigen Promotor keine autologe
Genexpression induzieren konnen. Das Plasmid pPac-Spl (der Vektor wurde uns
freundlicherweise von R. Tjian zur Verfiigung gestellt) exprimiert Spl unter der Kontrolle
des konstitutiv aktiven viralen CMV-Promotors. Nach Kotransfektion dieses Plasmids mit
einem spezifischen Luciferasevektor in die SL2 Zellen, kann das synthetisierte Sp1 an eine
Promotorsequenz binden, wenn diese eine Spl-Bindungsstelle enthdlt und zur
Transkription des nachgeschalteten Luciferasegens fiihrt (Abbildung 17).

Die SL2 Zellen wurden mit den unter 3.3.1 beschriebenen heterologen
Promotorkonstrukten 3x21bp-pTK-Luc und inv.3x21bp-pTK-Luc sowie als Kontrolle mit
dem pTK-Luc Vektor elektroporiert. In drei weiteren parallelen Ansétzen wurden die SL2
Zellen mit den drei pTK-Luc Vektorkonstrukten inkubiert. Zu jedem Ansatz wurde das
Spl exprimierende pPac-Spl Plasmid dazupipettiert. Alle Ansdtze wurden mittels
Elektroporation transient transfiziert und die Zellen nach 20 Stunden geerntet,
aufgeschlossen und die Luciferaseaktivitit gemessen.

Es zeigte sich fiir die beiden heterologen Promotorkonstrukte des 21bp-Fragments in
Abhingigkeit von der Kotransfektion mit dem pPac-Spl Plasmid eine bis zu 20-fache
Induktion der Transkriptionsaktivitit im Vergleich zu den Ansdtzen ohne Zugabe des
pPac-Spl. Bei den Kontrollansdtzen mit dem Thymidinkinase-(TK)-Promotor mit und
ohne Zugabe des pPac-Spl zeigte sich keine signifikante Zunahme der Promotoraktivitit
durch die Spl-Expression (Abbildung 18B). Als Positivkontrolle wurde der pLuc-SV40
eingesetzt, der insgesamt fiinf Bindungsstellen fiir Sp1 trdgt. Nach der Kotransfektion von
pLuc-SV40 mit pPac-Spl zeigte sich eine drastische Zunahme der Luciferaseaktivitit im

Vergleich zu jenem Ansatz ohne pPac-Sp1 (Abbildung 18C).
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Abbildung 17: SL2-Drosophila-Zellen sind dadurch gekennzeichnet, dass sie den
Transkriptionsfaktor Spl nicht synthetisieren konnen. Erst durch die Transfektion eines
Sp1 exprimierenden Vektors (pPac-Sp1) sind SL2-Zellen in der Lage Spl abhédngige Gene
zu exprimieren. (A) Von den in dieser Arbeit eingesetzten Zellen wurden Proteinextrakte
im Western-Blot eingesetzt und mit einem anti-Spl Antikorper inkubiert, mit Ausnahme
der SL2-Zellen ist bei allen Zellen das Spl-Protein nachweisbar. (B) Schematische
Darstellung der Kotransfektion von SL2-Drosophila-Zellen mit dem pPac-Spl und dem
3x21bp-pTK-Luc, der in jedem 21bp-Fragment eine Sp1-Bindungstelle enthilt.
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Abbildung 18: Kotransfektion von pTK-Luc Vektorkonstrukten und dem Spl-
Expressionsvektor pPac-Spl in SL2 Drosophila Zellen. (A) Die SL2 Drosophila Zellen
wurden mit den pTK-Vektorkonstrukten 3x21bp(-942/-921)-TK und inv.3x21bp(-942/-
921)-TK (transfiziert. In einem zweiten, parallelen Ansatz erfolgte die Kotransfektion mit
dem Spl-Expressionsvektor pPac-Spl. Die Darstellung der Transfektionseffizienz erfolgte
im Vergleich zu der Transkriptionsrate ohne pPac-Spl. (B) Als Kontrolle diente der pLuc-
SV40 Vektor. Die SL2 Zellen wurden mit dem pLuc-SV40, mit und ohne Zugabe des
pPac-Spl1 transfiziert.
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3.5 Die 71bp 3’-Region des Pmed1 im FcyRIIIA Gen nicht aber im FcyRIIIB
Gen vermittelt NK/T-Zellspezifitat

In den oben ausgefiihrten Experimenten wurde deutlich, dass das 21bp-Fragment des
Pmed1-Promotors nicht eine cis-Region darstellt, an dem ein fiir NK/T-Zellen spezifischer
Faktor bindet, sondern das 21bp-Fragment ist vielmehr ein Element, an das das ubiquitér
exprimierte Spl Protein bindet. Es kann vermutet werden, dass durch die Bindung von Sp1
andere spezifische Transkriptionsfaktoren und/oder Kofaktoren aktiviert werden und
dadurch die Zelltypspezifitit ermoglichen.

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde ein weiterer Ansatz gewihlt, der die
verbleibende 71bp 3’-Region des Pmedl nidher beleuchten sollte. Dazu wurden neue
Reportergenkonstrukte generiert. Grundlage fiir diese Konstrukte waren die beiden oben
beschriebenen Luciferasevektoren, zum einen mit dem minimalen HSV-TK-Promotor und

zum anderen mit einer TATA-Box vor dem Luciferasegen.

3.5.1 Herstellung und Funktionsanalysen von Pmed1 3"-pTATA
Vektorkonstrukten

Der vollstindige FcyRIIIA Pmedl wurde in inverser Orientierung vor die TATA-Box
kloniert (inv.92A-TATA), weiterhin das um die ersten 21bp verkiirzte 71bp-Fragment
(inv.71A-TATA), sowie das dem 71bp-Fragment des Pmedl homologe 79bp-Fragment des
inaktiven FcyRIIIB Pmedl (inv.79B-TATA), beide ebenfalls in inverser Orientierung
(Abbildung 19A). Aus der inversen Orientierung der Promotorfragmente in einem
heterologen Promotorsystem mit einer TATA-Box oder einem verkiirzten TK-Promotor
ergibt sich die Moglichkeit Transkriptionsinitiation unabhdngig von der intrinsischen
Transkriptionsinationsstelle zu untersuchen, daneben kann es ein Indiz dafiir sein, ob die
Ausrichtung des Promotors eine Rolle spielt. Der Einsatz der TATA-Box ist desweiteren
vorteilhaft bei der Untersuchung von inkompletten Promotorfragmenten wie in diesem Fall
der Pmedl-Fragmente des IIIA- und IIIB-Gens. Diese drei Konstrukte wurden in den

Zellinien YT, Jurkat, U937.1 und RAW264.7 getestet.
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Abbildung 19: Zellspezifische Expression des FcyRIIIA-Gens wird durch die 71bp-3'-
Region des Pmedl-Promotors vermittelt. (A) Dargestellt sind die heterologen
Promotorkonstrukte mit einer TATA-Box und dem jeweiligen Pmedl-Fragment, der
Sequenzausschnitt zeigt die Basenunterschiede zwischen dem FcyRIIIA- und FcyRIIIB-
Gen in diesem Bereich. (B) Es wurden die pTATA-Luc-Vektorkonstrukte mit den inversen
Promotorelementen des FcyRIITA-Gens (inv.92A und inv.71A) und des FcyRIIIB-Gens
(inv.79B) in YT, Jurkat, U937.1 und RAW264.7 Zellen getestet. Die Expressionsaktivitit
wurde in relativen Luciferaseeinheiten (RLU) gemessen. In (C) wurde auf Grundlage der
Expressionsrate des Basisvektors pTATA-Luc (=1) fiir jede Zellinie die vielfache
Induktion durch den Einsatz des zusédtzlichen Promotorelements inv.92A, inv.71A und
inv.79B berechnet.
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Die Auswertung der Luciferaseaktivitit (Abbildung 19B) zeigte, dass die Konstrukte
inv.92A-TATA und inv.71A-TATA sowohl in YT-Zellen als auch in Jurkat aktiv waren.
Dabei war die Luciferaseaktivitit des 71bp-Fragments im Vergleich zum vollstindigen
Pmed1 (92bp) vor der TATA-Box um die Hilfte vermindert (~100.000 RLU zu ~200.000
RLU). In Jurkat fiel die Abnahme der Luciferaseaktivitit im Vergleich von inv.92A-TATA
(~45.000 RLU) zu inv.71A-TATA (~17.000 RLU) etwas stirker aus. Der Ausgangsvektor
pTATA-Luc und das Konstrukt inv.79B-TATA zeigte in Jurkat nur eine basale Aktivitit,
in YT-Zellen waren die Luciferasewerte dieser Konstrukte leicht erhoht. Im Gegensatz
dazu konnten fiir alle Konstrukte in den humanen bzw. murinen myeloischen Zellinien
U937.1 und RAW267.4 keine Aktivitit iiber die basale Transkriptionsrate hinaus
nachgewiesen werden.

In Abbildung 19C wurde die vielfache Induktion durch die vorgeschalteten
Promotorelemente vor die TATA-Box berechnet und dargestellt. Da die basale
Transkriptionsrate des pTATA-Luc in YT-Zellen etwas hoher ausfiel, schlug sich dies auf
die Induktionsrate der abgeleiteten Vektorkonstrukte inv.92A. TATA und inv.71A-TATA
nieder. Damit wurde in YT-Zellen eine ~20 fache Induktion durch den Pmedl und eine
~10 fache Induktion durch das 71bp-Fragment des Pmedl des IIIA-Gens ermittelt. Die
Induktionsrate fiir die Jurkat-Zellen lagen im Vergleich zum Ausgangsvektor pTATA-Luc
fiir den Pmed1 bei 30 bis 40 facher Induktion und fiir das 71bp-Fragment zwischen 10 und
15 facher Induktion. Der Vektor inv.79B-TATA zeigte auch in dieser Darstellung der
Luciferasedaten in beiden Zellen keinen Effekt. In den U937.1 und RAW264.7-Zellen
filhrte keines der heterologen Vektorkonstrukte im Vergleich zum pTATA-Luc zur
Induktion der Transkription. Diese Ergebnisse waren ein Indiz dafiir, dass die 71bp-3’'-
Region des Pmedl des FcyRIIIA-Gens zellspezifische Expression in NK/T-Zellen

vermittelt.
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3.5.2 Herstellung und Funktionsanalysen von Pmed1-3"-pTK
Vektorkonstrukten

In dem zweiten Ansatz mit heterologen Promotorkonstrukten diente der pTK-Luc als
Ausgangsvektor. Hier wurde wie schon zuvor bei den pTATA-Luc-Konstrukten, der
vollstindige Bereich sowie die 71bp 3'-Region des FcyRIIIA Pmedl und das 79bp 3'-
Fragment des FcyRIIIB Pmedl vor den TK-Promotor in inverser Orientierung kloniert
(inv.92A-TK, inv.71A-TK und inv.79B-TK). YT, Jurkat, U937.1 und RAW264.7-Zellen
wurden mit diesen Konstrukten transient transfiziert und anschlieBend die
Luciferaseaktivitit gemessen.

Die Auswertung in Abbildung 20 ergab eine deutliche Steigerung der TK-
Promotoraktivitdt durch die vorgeschalteten 92bp- bzw. 71bp-Fragmente von FcyRIIIA
Pmedl in YT-NK-Zellen. Die in RLUs gemessene Luciferaseaktivitdt fiel in Jurkat-T-
Zellen fiir die beiden Konstrukte, inv.92A-TK und inv.71A-TK, niedriger aus als in YT-
Zellen. Wurde die Luciferaseaktivitit der heterologen Konstrukte im Vergleich zum pTK-
Luc betrachtet und wie in Abbildung 20B als vielfache Induktion dargestellt, war die
Expressionsinduktion, sowohl in YT als auch in Jurkat-Zellen gleichermaflen eindeutig,
wobei die Induktionsrate des 71bp-Fragments geringer ausfiel. In den myeloischen
Zellinien U937.1 und RAW264.7 zeigten diese Vektorkonstrukte keine Aktivitdt. Das
dritte Konstrukt inv.79B-TK zeigte in keiner Zellinie eine Zunahme der Transkriptionsrate
im Vergleich zum Ursprungsvektor pTK-Luc. In einem parallelen Kontrollexperiment
(Abbildung 20C) wurden die Zellen mit den drei pLuc-Vektoren pLuc-92A, pLuc-71A und
pLuc-79B transfiziert. Die Luciferaseaktivitit war wie zu erwarten fiir den pLuc-79B
negativ, wahrend fiir pLuc-92A und pLuc-71A in YT-Zellen und auf niedrigerem Niveau
in Jurkat-Zellen Promotoraktivitdt nachweisbar war.

Stellt man die Daten mit den verschiedenen heterologen Promotorkonstrukten
gegeniiber, so wird deutlich, dass das 71bp-Fragment des IIIA-Gens Zellspezifitét fiir NK-
und T-Zellen aufweist, wenn auch im Vergleich zum kompletten Pmed1 des IIIA-Gens bei
geringerer Gesamtaktivitdt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das homologe 79bp-
Fragment des IIIB-Gens in den heterologen Konstrukten in allen Zellen komplett negativ
ist. Diese Ergebnisse konnen auf den bestehenden Sequenzunterschied einer 8bp-Deletion

zwischen dem Pmed]1 des IIIA- und IIIB-Gens zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 20: Luciferase Assay mit heterologen TK-Promotorkonstrukten. (A) YT,
Jurkat, U937.1 und RAW264.7 Zellen wurden mit den pTK-Luc-Vektorkonstrukten
transfiziert, diese Konstrukte enthielten vor dem minimalen TK-Promotor die
Promotorelemente des Pmedl des IIIA-Gens in inverser Orientierung (inv.92A und
inv.71A) und ein Promotorelement des IIIB-Gens (inv.79B). (B) Die Expressionsaktivitit
wurde auf Grundlage des Basisvektors pTK-Luc (=1) als vielfache Induktion fiir die
einzelnen Zellinien berechnet. (C) Zum Vergleich wurden die Zellen in einem parallelen
Ansatz mit den pLuc-Vektorkonstrukten des Pmedl1, des FcyRIIIA-Gens und dem 79bp-
Fragment des FcyRIIIB-Gens transfiziert.
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3.5.3 Kartierung von DNA-Protein-Bindungsdoménen in der 3"-Region des
FcyRIIIA Pmedl1

Da das 71bp-Fragment des Pmed1 spezifische Expression in NK- und T-Zellen vermitteln
kann, war die ndchste Frage nach unterschiedlichen Bindungen von Transkriptionsfaktoren
in den untersuchten Zellen. Um neben Spl weitere Transkriptionsbindungsstellen
lokalisieren zu konnen, wurde iiber den gesamten FcyRIIIA Pmed1 von Position —942 bis -
850 {iberlappende Oligonukleotide konzipiert. Dabei wurden fiinf Oligonukleotide
synthetisiert OL1 bis OL5 (Abbildung 21A). Das Oligonukleotid OL1 beinhaltete das
21bp-Fragment des Pmedl mit seiner Spl-Bindungsdoméne. Der Pmed1-Promotor weist
nach einer Computeranalyse (Matlnspector 2.2) zwei weitere putative Bindungsdominen
fiir Sp1 auf. Diese waren in der Sequenz der Oligonukleotide OL2 und OL5 enthalten.

Die Bandshifts in Abbildung 21B zeigten mit den Kernextrakten der NK/YT-Zellen,
der Jurkat-T-Zellen und den myeloiden humanen U937.1- und den murinen RAW264.7-
Extrakten nach Inkubation mit den markierten Oligonukleotiden (OL1-OL5) und der
Auftrennung im Gel ein vergleichbares Bandenmuster. Dabei ist eine starke konstitutive
Bande mit den Oligonukleotiden OL1 und OL2 zu sehen. Die Banden korrespondieren mit
den Spl-Bindungsstellen Sp1-I und Spl-II. Unterhalb des Sp1-DNA Komplexes bei OLI
ist eine Doppelbande zu beobachten, die moglicherweise die Bindung von NF-P1/2 an das
NKE-Motiv darstellt, welche urspriinglich ebenfalls als Doppelbande beschrieben wurde
(Liu et al., 1993). Weiterhin ist in der Spur mit dem Oligo OL4 teilweise eine starke
Bandenanhdufung oder ein prominenter Schmier zu beobachten. Das Oligo OL4 korreliert
mit den mRNA start sites, somit konnten diese Banden die RNA-Polymerase II und ihre
Cofaktoren darstellen. Eine weitere Bande ist mit dem Oligonukleotid OL5 zu beobachten,
die eine dritte Sp1-site markiert (Sp1-III). Diese fillt im EMSA etwas schwicher aus als
jene mit den Oligos OL1 und OL2. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der
Computeranalyse, die den beiden ersten Bindungsstellen eine hohere Affinitdt fiir Spl
zuweisen und der proximal gelegenen Spl-Ill-Site eine geringere Bindungsfahigkeit.
Dariiberhinaus konnte aber auch gezeigt werden, dass eine Mutation der Spl-IlI-site im
Pmedl zu einer Verminderung der Expression im Luciferaseassay fiihrt, wenn, wie im
EMSA nachgewiesen, Sp1 nicht mehr binden kann (Abbildung 22).

Abschlielend bleibt es schwierig einen zellspezifischen Faktor zu benennen, der im
71bp-Anteil des Pmedl1 bindet und fiir die im Luciferaseassay beobachtete zellspezifische

Expression in den Zellinien YT und Jurkat verantwortlich ist.
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Abbildung 21: Uberlappende Oligonukleotide des Pmed1 des FcyRIIIA-Gens zeigen die
3 Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors Spl, sowie weitere DNA-Proteinkomplexe.
(A) Die DNA-Sequenz des Pmedl zeigt die mdglichen Bindungsstellen der
Transkriptionsfaktoren Sp1, Ets und das NKE-Motiv, des weiteren sind die am héaufigsten
genutzten Transkriptionsstartpunkte (mstp) verzeichnet. Unter der DNA-Sequenz sind die
im Bandshift verwendeten Oligonukleotide OL1 bis OL5 schematisch dargestellt. (B) Die
Bandshifts wurden mit den radioaktiv markierten, iiberlappenden Oligonukleotiden (OL1-
OL5) und den Kernextrakten aus YT-, Jurkat-, U937.1- und RAW264.7-Zellen
durchgefiihrt.
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Abbildung 22: Eine Mutation der Spl-III Bindungsdoméne des Pmedl fiihrt zu einem
Aktivitditsminderung des Promotors in YT-Zellen. (A) Die Spl-Ill-site des Pmedl wurde
bei der Position —843/-844 mutiert und das entsprechende Promotorkonstrukt generiert und
in den Luciferasevektor kloniert. (B) Der entstandene Vektor Pmedl1ASpl-III wurde in
YT-Zellen getestet und im Luciferaseassay ausgewertet. (C) YT-Kernextrakte wurden mit
den radioaktivmarkierten Oligonukleotiden Sp1-850 (-869/-850), ASpl1-III und Spl-C
(Sp1-Consensus-Oligonukleotid) inkubiert und im EMSA aufgetrennt. Das Oligo ASp1-III
war nicht in der Lage Sp1-Protein zu binden.

3.6  Modell der Transkriptionsregulation des FcyRIIIA-Gens durch den

Pmedl-Promotor

Der FcyRIIIA-Pmed1-Promotor ist in der Lage im Reportergenassay in NK/YT-Zellen und
T/Jurkat-Zellen zellspezifische Expression zu vermitteln. Im Pmedl des FcyRIIIA-Gens
konnten 3 Spl-sites (GC/GA-Boxen) lokalisiert werden, von denen 2 funktionell im
Reportergenassay tiiberpriift werden konnten. Der Transkriptionsfaktor Spl kann in diesen
Regionen binden und rekrutiert dadurch die RNA-Polymerasell mit ihren Untereinheiten
(GTF). Dabei scheint der Abstand der Sp1-Bindungstellen genauso eine wichtige Rolle zu

spielen, wie das Vorhandensein der 3 Sp1-sites im Pmed1-Promotor.
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Die Reportergenanlysen lassen vermuten, dass nachdem die Sp1-Proteine gebunden
wurde die DNA in eine andere rdumliche Position gebracht wird und dadurch nicht nur die
Moglichkeit besteht den RNA-Polymerasell-Komplex zu rekrutieren, sondern auch einen
noch nicht definierten Cofaktor. Dieser Cofaktor konnte die Transaktivierung zwischen
dem Spl-Protein und dem Generellen Transkriptionsfaktor Komplex (GTF) vermitteln
(Abbildung 23). Desweiteren ist die Position der Spl-sites entscheidend fiir die
Funktionalitit des Pmedl-FcyRIIIA-Genpromotors (-942/-850) und die mdgliche
Interaktion von Transkriptionsfaktoren und Cofaktor, da ein vergleichbarer
Sequenzabschnitt im FcyRIIIB-Gen in NK/T-Zellen keine Expressionsaktivitit vermitteln
kann. Das FcyRIIIB-Gen unterscheidet sich in diesem Bereich (-946/-846) durch eine

Basensubstitution und nachfolgend durch zusétzliche 8 Basen.

mtsp

‘E / '/I\

\VAY \7\/

Sp1l-l  Spi-ll Spi-Iil

Basaler Q
Transkriptions- oS
Komplex g

Abbildung 23: Hypothetisches Modell der zellspezifischen Transkription des FcyRIIIA-
Gens durch den Pmed1 Promotor in NK/T-Zellen. Zuerst binden Sp1-Proteine an GC/GA-
Bindungsmotiv und rekrutieren dadurch die RNA-Polymerasell und einen moglicherweise
NK/T-Zell-spezifischen Cofaktor, der mit den gebundenen Transkriptionsfaktoren
interagieren kann.
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4. DISKUSSION

Mittlerweile konnten die strukturellen Voraussetzungen der Bindung zwischen dem
FcyRIII und seines Liganden IgG1 definiert werden (Sondermann et al., 2000). Hingegen
ist aber die Transkriptionsregulation des FcyRIII und seiner beiden Isoformen immer noch
nicht ganz verstanden. In dieser Arbeit wurde die Beteiligung der Pmedl-Promotor-
Kontrollregion in der zelltypspezifischen Expression des FcyRIIIA-Gens untersucht. Dazu
wurden in Reportergenanalysen verschiedene Zellen myeloiden und lymphoiden
Ursprungs getestet. Es zeigte sich, dass der FcyRIIIA-Pmed1-Promotor eine eindeutige
NK/T-Zellspezifitit aufweist. In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die
Bindung des Transkriptionsfaktors Spl an die 5’-21bp-Region des Pmed] fiir die hohe
Transkriptionsaktivitit des Pmedl-Promotors verantwortlich ist. Ferner konnte gezeigt
werden, dass die NK-Zellspezifitidt primér von Sequenzbereichen der 3’-71bp-Region im
Pmedl abhdngig ist. Die DNA-Protein-Bindungsanalysen ergaben hingegen keinen
eindeutigen Hinweis auf die Existenz eines fiir NK-Zellen spezifischen
Transkriptionsfaktors. Durch die Bindung von Spl-Proteinen an die drei Spl-
Bindungsstellen innerhalb des FcyRIIIA-Pmed1-Promotors, konnen diese die Rekrutierung
der RNA-Polymerasell und weiterer Cofaktoren ermdglichen. Dabei scheint die
Entfernung und Anordnung der Sp1-sites innerhalb des Pmed1-Promotors wichtig zu sein.
Diese These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass der FcyRIIIB-Pmed1-Promotor,
der sich durch eine 8 Basen-Insertion von der Sequenz des FcyRIIIA-Pmedl-Promotor

unterscheidet, keine Spezifitdt fiir NK-Zellen aufweist.

4.1 Ausgangspunkt

Der humane FcyRIII wird von zwei unabhidngigen Genen kodiert, die zu einer
differenziellen, zelltypspezifischen Expression der beiden Rezeptorisoformen (FcyRIIIA
und FcyRIIIB) fithren. Der FcyRIIIA verfiigt {iber eine transmembrane und
zytoplasmatische Domédne und wird auf NK-Zellen, y/8I-Zellen und Makrophagen
konstitutiv exprimiert. Der FcyRIIIB ist iiber eine GPI-Struktur an der Oberfliche der

Plasmamembran verankert und findet sich ausschlieBlich auf Granulozyten. Die
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Sequenzhomologie der beiden Gene betrigt 97% fiir die kodierende Region (Ravetch und
Perussia, 1989) und flankierende Region (Gessner, 1995). Rekonstitutionsstudien des
FcyRIII in transgenen Mausen haben gezeigt, dass bestimmte Cis-Elemente fiir die NK-
Zellen bzw. PMN Restriktion verantwortlich sind. Diese cis-Elemente sind in einem 5,8-
Kilobasen-umfassenden Fragment der 5’-flankierenden Region und Anfangsbereiche der
kodierenden Region beider Gene enthalten (Li et al., 1996).

In vitro Transfektionsanalysen haben gezeigt, dass die ersten 0,2 kb (von Position —
198 bis —10 vom Transkriptionsstartpunkt +1 gezahlt) der 5’-flankierenden Region der
FcyRIIIA- und der FcyRIIIB-Gensequenzen, dem sogenannten Pprox-Promotor, im
Kontext mit den jeweiligen Intron-Enhancerstrukturen die differenzielle Expression eines
Luciferase-Reportergen in YT/NK-Zellen bzw. HL60/Granulozyten bewirkt. Der Pprox-
Promotor (—198/-10) des IIIA-Gens ist im Vergleich zum IIB-Gen durch zehn
Basensubstitutionen gekennzeichnet. Diese Basensubstitutionen haben zur Folge, dass sich
an acht dieser Stellen unterschiedliche, putative Konsensusbindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren ergeben, die moglicherweise zur zellspezifischen Expession der
FcyRIIIA/B Rezeptorisoformen in ihren jeweiligen Zellen beitragen. Hybridpromotoren
die mittels PCR mit iiberlappenden Sequenzabschnitten des Pprox des IIIA-Gens und des
Pprox des IIIB-Gens generiert wurden, haben hier erste Hinweise gegeben, die diese These
stiitzen (Gessner 1995b; und nicht gezeigte Daten).

Neben den im Pprox-Promotor (-198/-10) lokalisierten Transkriptionsinitiations-
stellen wurden stromaufwirts weitere Startpunkte vor allem fiir FcyRIIIA Gentranskripte
in NK-Zellen definiert. Dies erfolgte durch zusédtzliche alternative Promotoren,. wie
Studien mit den 5’-flankierenden Regionen bis zur Position —1821 (IIIA-Gen) bzw. —1817
(IIIB-Gen) in Reportergenassays belegen konnten. Insgesamt erscheint die NK-
zellspezifische Expression des FcyRIITA abhéngig von mehreren
transkriptionsregulierenden Regionen zu sein, wie einem putativen Enhancer (—181/—
1579), einem Suppressor (—1579/~1376), so wie von zwei weiteren Promotorelementen

dem Pmed]1 (-942/-850) und dem Pmed2 (—1376/-1123) (Gessner et al., 1996).
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4.2 Pmedl NK/T-Zellrestriktion

In den ersten eigenen Expressionsstudien konnte bestitigt werden, dass die Promotoren
(Pmed1 und Pprox) des FcyRIIIA-Gens zellspezifische Luciferaseaktivitit in NK-Zellen
vermitteln und die Promotoren des FcyRIIIB-Gens nur in Granulozyten aktiv sind (siche
Abb. 4). Der Pprox-Promotor des FcyRIIIB-Gens dominierte in seiner Expressionsaktivitit
iiber den Pmed1-Promotor (-946/-846) des FcyRIIIB-Gens in HL60-Zellen, dabei war die
Aktivitit des Pmedl-B erst nach Behandlung mit 1,2% DMSO in zu Granulozyten
ausdifferenzierten HL60-Zellen nachweisbar. Im Gegensatz dazu wurde eine wesentlich
hohere Promotoraktivitit des Pmedl-Promotors (-942/-850) gegeniiber dem Pprox-
Promotor des FcyRIIIA-Gens in NK-Zellen beobachtet.

Es war weiterhin von Bedeutung, ob sich diese Ergebnisse mit weiteren Zellen
myeloiden und lymphoiden Ursprungs bestitigen lieBen. Dabei war es wichtig Zellinien zu
wéhlen, die ein weites Spektrum an Zelltypen abdecken und andererseits sich mit
Reportergenkonstrukten transfizieren lassen. Es sollten eine weitere humane NK-Zellinie
CNKO6, die humane y/dI-Zellinie 1B3, die humane Jurkat T-Zellinie, die humane B-
Zellinie Daudi, die humane myeloische Zellinie THP-1, die humane promyeloische
Zellinie U937.1 und die murine monozytire Zellinie RAW264.7 eingesetzt werden. Als
Transfektionsmethode wurde die Elektroporation gewihlt. Die Transfektionsbedingungen
wie Temperatur, Transfektionsvolumen, Zellzahl, Vektor-DNA-Menge, Geridtespannung
und Kapazitit mussten fiir jede einzelne Zellinie empirisch erarbeitet werden. Der Vektor
pLuc-a-Pro mit dem Luciferasegen unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven a-
Prothymosin-Promotors kam als Positivkontrolle zum Einsatz. Es konnten nach langen
Versuchsreihen die optimalen Elektroporationsbedingungen fiir fast alle Zellen ermittelt
werden (siche Tab. 2 und Abb. 5). Nur fiir die NK-Zellinie CNK6 und die y/8T-Zellinie
I1B3 war das Ergebnis nicht zufriedenstellend, so dass sie in den folgenden
Expressionsstudien keine Verwendung fanden.

In den Zellinien Jurkat, HL60, THP-1, U937.1, RAW264.7 und Daudi wurden die
Pprox- und Pmedl1-Reportergenkonstrukte des FcyRIIIA-Gens vergleichend zu den YT-
Zellen getestet. Der Pprox-Promotor zeigte neben der NK/YT- und T-Zell/Jurkat-Aktivitit
auch Expressionsaktivitdt in den Makrophagenzellinien U937.1 und RAW264.7. Dies kann
ein Hinweis dafiir sein, dass der Pprox-Promotor bei der Transkriptionsregulation des

FcyRIIIA-Gens in Makrophagen beteiligt ist. Die Auswertung des Luciferaseassays mit
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dem Pmed1-Promotorkonstrukt zeigte neben der Transkriptionsaktivitit in NK/YT-Zellen
auch Genexpression in Jurkat-T-Zellen, in den anderen getestet Zellen wurde nur eine sehr
geringe basale Aktivitdt gemessen. Im direkten Vergleich zu den NK/YT-Zellen war die
Transkriptionrate in Jurkat-T-Zellen um 50% vermindert (siche Abb. 6).

4.3 Einfluss der 21bp-Region des Pmed1

Dieses Ergebnis wurde als ein Indiz dafiir gewertet, dass im PmedI-Promotobereich ein
NK/T-Zell-spezifischer  Transkriptionsfaktor binden kann. Dieser These sollte
nachgegangen werden. Aus diesem Grund wurden die weiteren Untersuchungen auf den
Pmed1-Promotor des FcyRIIIA-Gens fokussiert. Es wurden daher zwei weitere Pmed]-
Konstrukte generiert, zum einen wurde der Pmedl-Promotor um ein 21bp-Fragment
verkiirzt (Pmed1A21bp) und zum anderen wurde dieses 21bp-Fragment in inverser
Orientierung vor den auf 71bp verkiirzten Promotor gesetzt (Pmedlinv.21). Die beiden
Konstrukte wurden im Luciferaseassay in YT- und Jurkat-Zellen getestet (siche Abb. 7).
Die Verkiirzung des Pmedl-Promotors um 21 Basenpaare hatte einen dramatischen
Aktivitdtsverlust im Luciferaseassay zur Folge sowohl in YT- als auch in Jurkat-Zellen.
Weiterhin war auch durch das Einsetzen des 21bp-Fragments in umgekehrter Ausrichtung
in den Promotor, keine Restauration der Promotoraktivitit zu beobachten. Dies legte den
Gedanken nahe, dass in der 5°-21bp-Region des Pmed1-Promotors moglicherweise ein
NK/T-spezifisches Transaktivator binden kann, der in Kooperation mit weiteren
Kernproteinen, die YT/Jurkat-spezifische Aktivitit des FcyRIIIA Pmedl-Promotors
bestimmt.

Die Computeranalyse des Pmedl-Promotors ergab nun fiir diesen distalen 21bp-
Bereich des Promotors eine iiberlappende Spl- und Ets-Transkriptionsfaktor-
Bindungsstelle (sieche Abb. 7). Spl gehort als ubiquitdrer Transkriptionsfaktor zu einer
stindig wachsenden Familie von Transkriptionsfaktoren, die in einer Vielzahl von
verschiedener Zelltypen die Genexpression aktivieren (Philipsen und Suske, 1999). Ets-
Proteine sind hingegen =zellspezifische Transkriptionsaktivatoren. Verschiedene Ets-
Familienmitglieder sind beschrieben, die alle eine wichtige Rolle bei der zellspezifischen
Genexpression spielen, so zum Beispiel bei der T-Zellrezeptor- und IL-2-Expression (Ho
et al., 1990; Leiden, 1992). Ets-1 defiziente Méuse sind u.a. dadurch gekennzeichnet, dass
die Entwicklung von NK- und NKT-Zellen gestort ist (Baron et al., 1998; Walunas et al.,
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2000). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass sich das Repertoire an Ets-
Transkriptionsfaktoren wie z.B. Ets-1, Ets-2, Fli-1, Elf-1 wihrend der Ausdifferenzierung
von NK/T-Zellen é&ndert (Anderson et al., 1999). Das 43t vermuten, dass Ets-
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle in der Entwicklung von T-Zellen und NK-
Zellen zu kommt und moglicherweise bei der Expressionsregulation des FcyRIIIA-Gens in
diesen Zellen wichtig sein konnte.

Die Arbeitgruppe von C.C. Liu hat ein weiteres interessantes Sequenzmotiv bei der
Analyse der 5'-flankierenden Region des Perforingens beschrieben. Das sogenannte NKE-
Motiv umfasst 9 Basen Core-Sequenz (5'-ACAGGAAGT-3"). Im EMSA wurde die
Sequenz als Probe eingesetzt und es zeigte sich eine Doppelbande von DNA-Protein-
Komplexen, die als NF-P1 und NF-P2 bezeichnet wurden, es handelt sich dabei
moglicherweise um Ets-verwandte Proteine (Koizumi et al., 1993). Perforin wird in NK-
Zellen, zytotoxischen T-Zellen und y/dT-Zellen exprimiert, zusammen mit anderen
Effektormolekiilen spielt es eine wichtige Rolle in der Lymphozyten vermittelten
Zytotoxizitdt durch die Bildung von transmembranen Poren, die zur Lyse der Zielzelle
fiihren. Die beschriebene Core-Sequenz des NKE-Motivs findet sich mit einem
Basenaustausch im Pmed1-Promotor wieder. Somit waren die NF-P1 und NF-P2 Proteine
ebenfalls potenzielle Kandidaten, die an der Expression des FcyRIIIA-Gens beteiligt sein
konnten.

Aufgrund dieser Uberlegungen wurden zunichst die entscheidenden Sequenzmotive
charakterisiert und weiter eingegrenzt, die innerhalb des 5'-21bp-Region fiir die Bindung
von Spl, Ets, NF-P1 und NF-P2 essentiell sind. Zu diesem Zweck waren fiinf Mutanten
des Pmed1 generiert worden, mit einem Austausch von jeweils drei Basenpaaren innerhalb
des 21bp-Fragments (Substitutionsmutanten). Es zeigte sich in Transkriptionsstudien in YT
und Jurkat (siche Abb. 8), dass die Verdnderung der Basen in den Mutanten M2 (-936/-
934), M3 (-933/-931) und M4 (-930/-928) zu einer fortschreitenden Verminderung der
Transkriptionsrate fiihrte. Die Mutation des Ets-Faktoren Core-Bindungsmotivs GGAA in
Mutante M5 (-927/-925) hatte in Jurkat keinen Effekt, in YT-Zellen kam es zu einer
50%igen Reduktion der Transkriptionsaktivitit im Vergleich zum Wildtyp WT, aber
ebenso war in YT eine Zunahme der Aktivitit mit der Mutante M5 im Vergleich zu
Mutante M4 zu beobachten. Nach diesen Resultaten war es wenig wahrscheinlch, dass
ausschlieBlich Ets oder Ets-verwandte Faktoren wie NF-P1/2 fiir die Genaktivierung des

FcyRIIIA Pmed] verantwortlich sind.
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Die anschlieBend generierten Deletionsmutanten zeigten, dass eine Verkiirzung des
Pmedl um 6 Basenpaare (Pmedl (-936/-850)) einen dhnlich geringfiigigen Effekt auf die
Effizienz des Promotors hatte wie die Substitutionsmutante M2 (-936/-934). Die
zusitzliche Verkiirzung des Promotors um weitere 4 Basenpaare (Pmedl (-932/-850))
fithrte hingegen zu einer Verminderung der Gesamtpromotoraktivitdt um iiber 80% in YT
und Jurkat (siche Abb. 9). Dieses Ergebnis war vergleichbar mit den zuvor im
Luciferaseassay erhobenen Daten der Substitutionsmutanten M3 (-933/-931) und M4 (-
930/-928), in denen ebenfalls nur eine 20% Restaktivitit in Bezug zum Pmed1-Wildtyp
nachzuweisen war (vgl. Abb. 8 u. 9). Diese Daten verdeutlichten, dass vor allem der
Sequenzbereich von Position —936 bis —928 (5'-CCTCCCACT-3") ein dominantes Cis-
aktives Element darstellt. An dieses Element muss ein Transkriptionsfaktor binden, der fiir
die optimale Transkriptionsaktivitit des Pmed1-Promotors in YT- und Jurkat-Zellen
verantwortlich ist.

In den ersten Bandshift Experimenten wurde das radioaktiv markierte 21bp-
Fragment des Pmedl (WT) eingesetzt, mit Kernextrakten von YT-, Jurkat- und HL60-
Zellen inkubiert und im Gel aufgetrennt (sieche Abb. 10 u. 11). Es zeigte sich eine
dominante, hochmolekulare Bande. Diese Bande konnte einerseits durch den Zusatz der
,Jkalten® Oligo-Mutanten des 21bp-Fragment M2, M3 und M4 als Kompetitoren nicht
verdriangt werden, anderseits waren die gleichen, radioaktivmarkierten Oligo-Mutanten
M2, M3 und M4 nicht in der Lage mit den Kernextrakten einen hochmolekularen DNA-
Protein-Komplex zu bilden. Es war iiberraschend, dass die gleiche hochmolekulare Bande
mit dem 21bp-Fragment des Pmedl (WT) im Bandshiftassay mit HL60-Extrakt wie mit
den NK(YT)- und T(Jurkat)-Extrakten zu detektieren war. Die Daten der
Reportergenanalysen hatten zu der Vermutung Anlass gegeben, dass sich in dem 21bp-
Fragment des Pmed] cin cis-aktives Element befindet, an das NK/T-Zell-spezifisches ein
trans-aktives Element binden konnte. Diese These konnte in den Bandshift Experimenten
nicht bestitigt werden. Auch weitere Mobility-Shift-Assays mit verschiedenen Zellen
lymphoiden und myeloiden Ursprungs zeigten bei allen eingesetzten Extrakten ein
vergleichbares Bild, eine hochmolekulare Bande, die spezifisch durch die Zugabe des
,kalten® 21bp-Fragments des Pmedl (WT) kompetitierbar war (siche Abb. 12A u. 12B,
vgl. Abb. 10 u. 11). Stellt man die Ergebnisse der Reportergen- und Band-Shift-Analysen
gegeniiber, so muss man zu der Uberlegung kommen, dass es sich bei dem 21bp-Fragment

des Pmed] auf der einen Seite um ein cis-Element handelt, ohne das die Genexpression des
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FcyRIITA nicht moglich ist. Und gleichzeitig um ein cis-Element in dem ein ubiquitérer
Faktor bindet und dann in Kooperation mit weiteren Elementen zur zellspezifischen
FcyRIIIA-Gen-Transkription fiihrt.

Heterologe Promotorkonstrukte mit der 3'-21bp-Region des Pmed1 konnten dariiber
Aufschluss geben, ob der im EMSA dargestellte DNA-Protein-Komplex einen eher
ubiquitdren Transkriptionsfaktor enthélt, der fiir die Promotoraktivitit des Pmedl
verantwortlich ist. Die generierten TATA-Box- und TK-Promotorkonstrukte mit dem als
dreifach Repeat vorgeschalteten 21bp-Fragment des Pmedl zeigten eine generelle
Aktivitit in allen getesteten Zellinien (sieche Abb. 14 u. 15). Alle Konstrukte der TATA-
Box- und TK-Promotoren mit der 21bp-Fragment waren in der Lage in NK- und T-Zellen,
sowie in Zellen myeloiden Ursprungs (HL60, THP-1, U937.1 und RAW264.7) Luciferase-
Aktivitdt zu vermittelten.

Ein ubiquitérer Transkriptionsfaktor ist unter anderem Spl, fiir den die GA-Box im
21bp-Fragment eine mogliche Bindungsstelle darstellt. Die Bindung von Spl wurde in
einem sogenannten ,Supershift® gezeigt. Dabei wurde ein anti-Sp1-Antikorper eingesetzt,
der an die DNA-Bindende-Doméne (DBD) des Transkriptionsfaktors Sp1 bindet und damit
die Interaktion des Faktors mit der DNA verhindert (siche Abb. 16A). Bei einem weiteren
Bandshift, bei dem zuvor YT-Kernextrakte mit einer Sp1-Consensussequenz und parallel
mit dem WT-Oligo (21bp-Fragment) als DNA-Sonde inkubiert wurden, zeigte sich in
beiden Féllen die gleiche hochmolekulare Bande. Diese Bande war einerseits mit der Sp1-
Konsensussequenz und andererseits auch mit dem 21bp-Fragment kompetitierbar (siche
Abb. 16A u. 16B).

In dem anschlieBenden Experiment mit Drosophila-SL2-Zellen konnte die
Funktionalitdt der Spl-Bindung in der 3’-21bp-Region des Pmedl eindeutig gezeigt
werden. Die SL2-Zellen wurden mit den heterologen TK-Promotoren transient transfiziert,
und wahlweise mit dem Sp1 kodierenden Vektor pPac-Sp1 cotransfiziert.

Mit Hilfe der Cotransfektion von Drosophila-SL2-Zellen mit Spl kodierenden
Vektor pPac-Spl und einem zu untersuchendem Promotor-Reportergenkonstrukt konnte
schon in anderen Arbeiten die Interaktion von Spl mit Promotorelementen von ubiquitér
und zellspezifisch, exprimierten Genen aufgekldart werden, da die SL2-Zellen kein
funktionelles Spl-Protein besitzen. So wurde die Rolle des Spl bei der Expression des
humanen Alkohol-Dehydrogenase 5 (ADHS5) Gens aufgeklart, ADHS wird ubiquitir, aber

in unterschiedlichen Konzentrationen in den verschiedenen Zellen exprimiert (Kwon et al.,
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1999). Desweiteren zeigte sich, dass Spl bei der Expression des Kaninchen Uteroglobulin
Gen notwendig ist, das Uteroglobulin Gen ist in weiblichen Tieren wihrend der
Praimplantationsphase der Schwangerschaft in Epithelzellen des Endometiums
transkriptionell aktiv (Scholz et al., 1998).

Durch die Cotransfektion der beiden 3x21bp-pTK-Luc-Konstrukte (3x21bp(-942/-
921)-TK, inv.3x21bp(-942/-921)-TK) mit dem pPac-Spl konnte eine Induktion der
Transkription in Drosophila-SL2-Zellen erreicht werden. Transkriptionsexperimente ohne
die Cotransfektion des pPac-Spl zeigten keine nennenswerte Expression (sieche Abb.18).
Dies war ein weiterer Beleg dafiir, dass im 21bp-Promotorsegment des Pmedl der

Transkriptionsfaktor Sp1 bindet und die Expression moderiert.

4.4 Die 5-71bp-Region vermittelt Zelltypspezifitat

In den Transkriptionsstudien mit dem Pmedl-Gesamtpromotor war allerdings eine
zelltypspezifische Expression zu beobachten. Damit blieb nur die 5°-71bp-Region des
Pmedl, der eine 20% Restaktivitdt in den Luciferaseassays mit YT und Jurkat gezeigt
hatte, als eine mogliche Bindungsstelle fiir einen zellspezifischen Transkriptionsfaktor. Fiir
die Untersuchung dieses Promotorfragments wurden neue heterologe Promotorkonstrukte
generiert. Dabei wurden wie schon zuvor auf die pTK-Luc und pTATA-Luc Vektoren
zurlickgegriffen. Diesmal wurde der FcyRIIIA-Pmed] in seiner Gesamtheit und das 71bp-
Fragment in diese Vektoren kloniert. Als weitere Kontrollplasmide neben den
Ursprungsvektoren wurde ein dem 71bp-Fragment des IIIA-Gens vergleichbarer
Sequenzbereich des IIIB-Gens ein 79bp-Fragment in die genannten Vektoren gesetzt. Die
Vektorkonstrukte mit dem 79bp-Fragment des IIIB-Gens waren in Luciferaseassays in
allen getesteten Zellen negativ. Transkriptionsaktivitit zeigte sich fiir die Konstrukte mit
dem Gesamtpromotor und dem 71bp-Fragment des Pmedl des IIIA-Gens nur in YT und
Jurkat, in den myeloiden Zellinien U937.1 und RAW267.4 zeigten diese Konstrukte keine
Aktivitdt (siche Abb. 19 u. 20).

Aus den vorgelegten Daten kann geschlossen werden, dass die 5'-21bp-Region mit
der Spl-Bindungsstelle bei der Vermittlung der hohen gemessenen Transkriptionsrate die
entscheidende Rolle spielt. Und weiterhin ein Sequenzbereich innerhalb der 3°-71bp-
Region des Pmedl-Promotors fiir die Vermittlung der NK/T-Zell-spezifischen FcyRIIIA-

Genexpression verantwortlich ist. Erst die Gesamtheit des Promotors und das
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Zusammenspiel des in der GA-Box bindenden Spl-Proteins mit einem oder mehreren
Transkriptionsfaktor/en bzw. Cofaktor/en sorgen fiir die hohe Transkriptionsraten und die

zellspezifische Expression in den NK/YT- und T/Jurkat-Zellen.

4.5 Splund Genregulation

Der Pmed1-Promotor des FcyRIIIA-Gens enthélt 3 Spl-Bindungsstellen Sp1-I/II/III (siehe
Abb. 21). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Sp1-I-Bindungsstelle im 21bp-
Fragment des Pmedl eine wichtige Rolle fiir die hohe Transkriptionsaktivitit des
Promotors spielt (vgl. Abb. 7-9, 14, 15). Daneben zeigte sich, dass eine Mutation in der
Spl-1II-Bindungsstelle ebenfalls zu einem Verlust der Expressionsaktivitidt des Promotors
in NK/T-Zellen fiihrt (siche Abb. 22).

Das Spl1-Protein kann mit vielen Transkriptionsfaktoren interagieren (Philipsen und
Suske, 1999; Clarke und Gordon, 1998). Sp1 spielt oft eine wichtige Rolle in Promotoren
ohne TATA-Box oder Inr-Element. Spl kann hier mit den generellen
Transkriptionsfaktoren (GTF) in Wechselwirkung treten, damit die Bindung des GTFs an
den Promotor vermitteln und desweiteren die Gentranskription ermoglichen. Die Analyse
des C4 (vierte Komponente des humanen Komplements) Gens zeigte, dass eine Spl-site,
die als TATA-Box fungiert, und eine E-box-site, wichtige Regionen fiir die basale
Transkription sind. Durch Mutationsanalysen wurde ein weiter upstream gelegenes
regulierendes, eine CACC-Box, beschrieben, in dieser Region binden Spl und Sp3
spezifisch und sind fiir die volle C4-Gen-Transkription verantwortlich (Ulgiati et al.,
2000). Es konnte auch gezeigt werden dass Spl eine prominente Rolle bei der
Lipopolysacchrid (LPS)-vermittelten Induktion der IL10 Genexpression in Makrophagen
spielt (Brightbill et al., 2000). Eine weitere Moglichkeit der Transkriptionsregulation ist
die Histon-Acetylierung und Deacetylierung (Grunstein, 1997). Eine Arbeit, die sich mit
dem Verstindnis zwischen Histon-Acetylierung und Spl-vermittelter Transkription
beschiftigte, konnte zeigen das p300, ein Transkriptionsfaktor mit Acetyltransferase-
Aktivitdt, notwendig ist fir die Trichostatin A (TSA) induzierte, Spl-vermittelte
p21"a™ePL Transkription (Xiao et al., 2000). Das p21-Gen fungiert als Zellzyklus-Blocker,
es wurde zu erst kloniert und charakterisiert als ein wichtiger Effektor, der die Cyclin-
abhidngige Kinase-Aktivitdt inhibiert in der pS53-vermittelter Zellzyklus-Arretierung,
induziert durch geschadigte DNA (el-Deiry et al., 1993, Dulic et al., 1994). Spl fiihrt in
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bestimmten Zellen in Kooperation mit anderen Faktoren zu einer zelltypspezifischen
Expression. So sind Mutationen in der Spl-Bindungsstelle im LDL-Rezeptor-Gen und
Collagen Typ Ia1-Gen mit einer Hypocholesterolanemie und Ostereoporosis im Menschen
assoziert (Grant et al., 1996; Koivito et al., 1994; Sun et al., 1995). Diese Beispiele
verdeutlichen, dass Spl zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren in Promotoren
zellrestringierter Gene eine wichtige Rolle spielt.

Eine andere Moglichkeit, die Spezifitit eines Transkriptionsfaktors zu generieren, ist
durch die Proteinmodifikation die Interaktion mit der DNA oder anderen Faktoren zu
regulieren. Spl kann phosphoryliert und glykosyliert werden (Clarke und Gordon, 1998).
Weiterhin variiert der Expressionslevel von Spl in den unterschiedlichen Zelltypen
(Philipsen und Suske, 1999). Ein Beispiel fiir die Abhédngigkeit vom Expressionslevels
eines Transkriptionsfaktors ist die Entwicklung und Differenzierung von Vorlduferzellen
in Monozyten oder B-Zellen, dies wird durch die Menge von PU.1, ein myeloid- und B-
Zell-spezifischer Transkriptionsfaktor, in den Vorlduferzellen in die eine oder andere
Richtung beeinflusst (DeKoter und Singh, 2000). Als ein Beispiel fiir die Komplexizitét
der Genregulation kann das FcyRI-Gen dienen. Fiir die basale Expression des FcyRI-Gens
in myeloiden Zellen ist PU.1 verantwortlich. IFNy induziert tiber den Jak/Stat-Pathway die
Hochregulierung des Rezeptors, einen ebenfalls positiven Effekt auf die Expression des
Rezeptors hat der Glukocordicoid-Rezeptor ohne direkt an den Promotor des FcyRI-Gens
zu binden, hier wird ein Effekt auf die Expression von Jak oder Stat vermutet (Aittoméki et
al., 2000). IL-10 ist ebenfalls in der Lage die Transkriptionsrate des FcyRI-Gens positiv
auf Makrophagen zu beeinflussen, allerdings hat IL-10 auf die Expression des Rezeptors
auf Neutrophilen keinen Einfluss (Bovolenta et al., 1998).

In der Arbeit wurde weiterhin gezeigt, dass das 71bp-3’-Fragment fiir die
Vermittlung der Zellspezifitit notwendig ist. Der Oktamer-Repeat im 71bp-3"-Fragment
des Pmedl konnte dabei fiir die Transkriptionsinitiation des FcyRIIIA-Gens wichtig sein.
Die Oktamersequenz ist in dem vergleichbaren Sequenzbereich des FcyRIIIB-Gens als
Triplett enthalten. Dieses Triplett kann dafiir verantwortlich sein, dass der Pmedl1 des
FcyRIIIB-Gens in Granulozyten nur eine sehr geringe Aktivitit und in NK/T-Zellen keine
Aktivitat zeigt. Ein Beleg fiir diese These konnen die Versuche mit den heterologe
Promotorkonstrukten inv.79B-TK bzw. inv.79B-TATA und inv.71A-TK bzw. inv.71A-
TATA sein (siche Abb. 19 u. 20). Die Sequenz des A-Gens im heterologen Kontext war in
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der Lage Transkriptionsaktivitit zu vermitteln, die Sequenz des B-Gens war hierzu nicht
fahig. Der Abstand zwischen den Sp1-Bindungstellen kann dabei eine entscheidende Rolle
spielen. Die richtige Positionierung der Sp1-sites konnte dafiir verantwortlich sein, dass ein
noch ndher zu beschreibender Cofaktor an den Transkriptionskomplex aus Spl und GTFs
rekrutiert wird und damit zur zellspezifischen Expression des FcyRIIIA-Gens in NK/T-
Zellen fiihrt (siche Abb. 23).

Im Labor von R. Tjian wurde ein Cofaktor-Komplex, der mit Spl interagiert,
charakterisiert (Ryu et al., 1999). Es handelt sich um den humanen Cofaktor-Komplex,
CRSP (Cofactor required for Spl activation), der zusammen mit Spl und den GTFs zur
transkriptionellen Genaktivierung fiihrt. Der CRSP-Komplex ist aus 9 Untereinheiten
zusammengesetzt. Die Klonierung dieser Untereinheiten haben teilweise Homologien zu
bekannten Mediatoruntereinheiten offengelegt, wie CRSP33 zu Med7 (Myers et al., 1998),
CRSP150 zu Rgrl (Sun et al., 1995), CRSP200 zu TRIP2/PBP (Zhu et al., 1997), CRSP70
zu TFIIS (Sekimizu et al., 1986). Bei den weiteren 5 Untereinheiten des Komplexes
handelt es sich um neue Proteine. Diese Arbeiten legen den Gedanken nahe, dass die
Prasenz von allgemeinen Untereinheiten in einem bestimmten Cofaktor-Komplex, die
wéhrend der Transkriptionsaktivierung arrangiert werden, zu einer spezifischen
Genaktivierung flihren. Damit besteht auch die Moglichkeit, dass die Transkription des
FcyRIIIA-Gens mittels Pmedl {iber Spl und der Interaktion mit einem noch zu

definierenden Coaktivator reguliert wird.
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Schliisselworter: NK-Zellen / Fc-Rezeptoren / Genregulation

Natiirliche Killer (NK) Zellen spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitét und der
Bekédmpfung von Tumoren. lhre Aktivitdt wird reguliert durch die Balance von Signalen eines
Rezeptorsystems, die einerseits das natiirliche Killing aktivieren, andererseits inhibieren. Daneben
fiihrt die Aktivierung von NK-Zellen iiber die Fc-Rezeptoren fiir IgG (FcyR) zur Antikdrper-
abhingigen zelluldren Zytotoxizitit (ADCC). Der wichtigste FcyR auf NK-Zellen ist die
transmembran-verankerte FcyRIIIA Isoform. Die FcyRIIIA Expression auf NK-Zellen,
Makrophagen und y/8T-Zellen wird kontrolliert durch alternative Promotoren (einschlieBlich
Pprox, Pmed1) in der 5’-flankierenden Region des FcyRIIIA-Gens.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Pprox (-198/-10) Promotor die
Expression des FcyRIIIA sowohl in NK/T-Zellen als auch in Makrophagen reguliert, der Pmed1 (-
942/-850) Promotor hingegen vermittelt spezifische Aktivitdt im Luciferasereportergen-Assay in
den NK/T-Zell-Linien YT und Jurkat. Eine Deletion der ersten 21bp (-942/-921) des Pmedl
resultiert in einer starken Abnahme der Promotoraktivitit in diesen NK/T-Zell-Linien. Dies 1ésst
vermuten, dass ein NK/T-Zell-spezifischer Transkriptionsfaktor mit dem 21bp-Fragment
interagiert. Alternativ wire denkbar, dass ein ubiquitdrer Transkriptionsfaktor beteiligt ist in
Kooperation mit einem weiteren Faktor, der in dem Abschnitt von —921 bis -850 bindet, somit fiir
die Expression des FcyRIIIA auf NK/T-Zellen verantwortlich ist. In weiteren Untersuchungen mit
Substitutionsmutanten wurde beobachtet, dass ein Spl-Erkennungssequenz, lokalisiert im 21bp-
Fragment, benétigt wird. Spl defizienten SL2 Drosophila Zellen wurden mit dem pPac-Sp1 (Spl
exprimierender Vektor) und einem Luciferasevektor unter der Kontrolle eines Promotors bestehend
aus einem dreifach Repeat des 21bp-Fragments und dem TK-Promotor kotransfiziert. Damit konnte
gezeigt werden, dass Spl notwendig ist fiir die Transkriptionsinitiation im Pmedl. Weiterhin
zeigten Bandshift-Assays einen dominanten DNA-Protein-Komplex, der durch die Zugabe eines
polyklonalen anti-Sp1 Antikdrpers spezifisch unterdriickt wurde. Diese Ergebnisse sind ein Beleg
dafiir, dass die Interaktion von Sp1 mit dem 21bp-Fragment des Pmed1 notwendig ist fiir die volle
Transkriptionsaktivitit, aber nicht entscheidend fiir die NK/T-Spezifitiat. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass das inaktive —921/-850 Fragment, aber nicht die 3-fache 21bp-Sequenz, in der Lage
ist NK/T-Zell-Spezifitiat in TATA-Box als auch in TK-Promotor/Luciferasegenkassetten Vektoren
zu vermitteln. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Spl die Kooperation mit
einem unbekannten Transkriptionsfaktor bendtigt, um die zelltypspezifische Expression des

FcyRIITA-Gens in NK/T-Zellen zu gewéhrleisten.
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