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Zusammenfassung

Der transkriptionelle Koaktivator BOB.1/OBF.1 spielt eine wichtige Rolle in der oktamer-
abhangigen Transkription in B-Lymphozyten. Mause, denen dieser Koaktivator fehlt, zeigen
verschiedene Defekte in der B-Zellentwicklung. Besonders auffallig ist hierbei das véllige Fehlen
der Keimzentren. Ubereinstimmend mit diesem Phanotyp zeigten B-Zellen des Keimzentrums
eine stark erhohte BOB.1/OBF.1-Expression im Vergleich zu ruhenden B-Zellen. Im Gegensatz
zu primaren B-Zellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien zeigen transformierte
korrespondierendd3-Zellen keine Regulation deBOB.1/OBF.1-Expression. T-Zellen
exprimieren im Gegensatz dazu BOB.1/OBF.1 erst nach Stimulation mit PMA und lonomycin.

Um die unterschiedliche Regulation in B-Zellen versus T-Zellen zu untersuchen wurde der
BOB.1/OBF.1-Promotor kloniert. Die Analyse der Promotor-Sequenz ergab Bindungsstellen fur
die Transkriptionsfaktoren CREB, NF-AT und ein SRY-Motiv. In Transfektionsstudien konnte
eine deutliche Zellspezifitdit des Promotors gezeigt werden. Die erwartete induzierbare
Aktivierung in T-Zellen war hingegen nur schwach.

Die Analyse der BOB.1/OBF.1-Regulation in B-Zellen des Keimzentrums ergab, dal3 die
verstarkte BOB.1/OBF.1-Expression nur partiell auf eine erhdhte Expression des BOB.1/OBF.1-
Transkriptes zurick zu fuhren ist. Vielmehr zeigte sich eine deutliche Regulation des
BOB.1/OBF.1-Proteins. In einem "yeast-two hybrid screen” mit der amino-terminalen Domane
von BOB.1/OBF.1 als "bait" (Kdder) konnten die beiden Proteine SIAH1 und SIAH2 als
Interaktionspartner identifiziert werden. Eine beschriebene Funktion von SIAH1 und SIAH2 liegt
in der Regulation der Proteinstabilitat ihrer Interaktionspartner. In Ko-Transfektionsexperimenten
konnte gezeigt werden, dal3 SIAH1 die BOB.1/OBF.1-Proteinstabilitdt vermindert, ohne die
transkriptionelle Expression zu beeinflussen. Die Inhibition des Proteasoms flhrt hierbei zu einer
stark verminderten BOB.1/OBF.1-Degradation. AbschlieBend konnte gezeigt werden, dal} die
Aktivierung des B-Zellrezeptors zu einer Degradation von BOB.1/OBF.1 durch SIAH1 fuhrt und
folglich die transkriptionelle Aktivierung BOB.1/OBF.1-abhé&ngiger Reporterkonstrukte
vermindert wird.

In einem zweiten "yeast-two hybrid screen” mit der carboxy-terminalen Doméane von
BOB.1/OBF.1 als "bait", konnten die InteraktionspartA®&P 280 undMcm?7 identifiziert
werden. Besonders die Rolle von Mcm7 in der Transkription kbnnte neue Aufschliisse Uber die
Wirkungsweise des transkriptionellen Aktivators BOB.1/OBF.1 geben.



Summary

The BOB.1/OBF.1 coactivator is critically involved imediating octamer-dependent
transcriptional activity in B lymphocytes. Mice lacking this coactivator show various defects in B
cell development most notably they completely lack germinal centers. Consistent with this
phenotype, BOB.1/OBF.1 levels are massively upregulated in germinal center B cells as
compared to resting B cells. In contrast to primary B cells, all transformed B cell lines express
BOB.1/OBF.1 in comparable amounts. In T cells, BOB.1/OBF.1 expression can be induced by
stimulation with PMA and ionomycin.

To analyse the different regulation in B cells versus T cells, | cloned the BOB.1/OBF.1 promoter.
Analyses of the promoter sequence showed binding sites for the transcription factors CREB, NF-
AT and SRY/SOX-protein. Transfection experiments revealed a clear cell type specificity of the
promoter. However the promoter was only poorly inducible in stimulated T-cells.

| have addressed the mechanism of BOB.1/OBF.1 upregulation in germinal center B cells and
found that only a minor part of this regulation can be attributed to increased levels of
BOB.1/OBF.1-specific mMRNA. Apparently, BOB.1/OBF.1 is also regulated at the protein level.
In support of this suggestion | have been able to identify two related BOB.1/OBF.1 interacting
proteins, SIAH1 and SIAH2, in a yeast two-hybrid screen using the amino-terminal domain as
"bait". SIAH1 and SIAH2 are known regulators of protein stability. Cotransfection experiments
revealed that coexpression of SIAH results in a destabilisation of BOB.1/OBF.1 protein without
affecting mRNA levels. Furthermore, proteasome inhibitblsck the degradation of
BOB.1/OBF.1 protein. Finally B cell receptor cross-linking also resulted in the degradation of
BOB.1/OBF.1 via SIAH1 and consequently reduced transcriptional activation of BOB.1/OBF.1-
dependent reporters.

Using the carboxy-terminal domain of BOB.1/OBF.1 as "bait", | identified in a second yeast-two
hybrid screen the proteins ABP 280 and Mcm7 as potential interaction partners. Especially the
role of Mcm7 in transcription could give new insights as to how BOB.1/OBF.1 is able to function
as a transcriptional activator.
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Einleitung

1. Einleitung

Im Laufe derEvolution kam eszur Entstehung von komplexenelzelligen Organismen, deren
Charakteristikum u.adie Ausbildung von spezialisierterelienist. Ein Beispielfir eine derartige
Zellspezialisierung stellen die Zellen des Blutes mit ihren verschiedenen Aufgaben dar.

In der Hamatopoesentwickelnsich die verschiedenen Zellethes Blutes auginer gemeinsamen
Vorlauferzelle.Diese Stammzellersind pluripotentund sich selbst erneuernd. In deératalen
Entwicklung sind die hé@matopoetischen Stammzellenerst im Dottersack (MausTag 7
postcoitum) zu finden. Neben dem Dottersack zeigen aber auch rtie dé@® Gonadenanlagen und
die Regiondes Mesonephros (kurz AGMiamatopetische Stammand Vorlauferzellen. In der
weiteren Entwicklungsind sie dann in defibtalen Leber(Maus: Tag 10-11 postcoitum)und im
adulten Tier schlieR3lich im Knochenmark zu finden (zusammengefasst in Dzierzak and Medvinsky,
1995). Erste Einblicke in die molekularen Differenzierungsmechanismen wumndiénHilfe
naturlicher Mausmutantefwie z.B. c-kit oder c-kit-Ligand) gewonnen (RussdlD79). Spater
konnten mittels gezielter Gendeletionender Genmutationen irMausen die Einflisse von
RezeptorenSignalkaskaden und Transkriptionsfaktoneaiter aufgeklart werden. Hierbestellte
sich heraus, dall an der Differenzierung hamatopoetis&t@mmzellen malgeblicteine
entwicklungsspezifische Expression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren beteiligt ist.

Eine inder Vergangenheliesonders gut untersuchtématopoetische Zellpopulati®ind die B-
Zellen. B-Zellen zeigen eingehr koordinierte Entwicklung, anderen Endevereinfacht dargestellt
zwei Zelltypen stehen: Plasmazellemd Gedachtniszellen. Plasmazellen zeichs@i durch die
Produktion hochaffiner Aikorper aus, wohingegen Gedachtniszellene der Name bereits
impliziert, einen Teil des sogenanntenimmunologischen Gedachtnisses darstellen. Die
verschiedenen Stadien der BHEntwicklung, vonder Stammzelle zuden beidenterminal
differenzierten Zellpopulationenkann sowohl mit Hilfe der Expression verschiedener
Oberflachenmarker bzw. funktioneller Gene, als auch Uber den Rekombinationsstatus der schweren

und leichten Ketteder Immunglobulingeneachvollzogen werde(Hardy etal., 1996; Osmond et



Einleitung

al., 1998). Aufgrund dieser spezifisch€harakterisierbarkeit der verschiedenen Zellpopulationen
stellt die B-Zellentwicklung ein gutes Modellsystem fiir die eukaryontische Differenzierung von der

Stammezelle zur spezialisierten reifen Zelle dar.

1.1. Die B-Zelldifferenzierung

Der Verlauf der B-Zelldifferenzierung (Abbildung 1Akann anhand der Rekombination und
Expression der Immunglobuline dargestellt werden. In den Anfangsstadien isEdteseklung
noch Antigen-unabh&ngig. Ausgeherdn der pluripotentenStammzelle entwickelsich eine
Vorlauferzelle, die proB-Zelle, in welcher dielmmunglobulingene noch in der
Keimbahnkonfigurationvorliegen (Hardy et al.,, 1996; Osmond etal., 1998). Unter der
Keimbahnkonfiguration versteht mataf3die Immunglobulingene noch nicht rearrangiert seht,

die V- (,variable), D- (,diversity“; welche nur in derschweren Kette vorliegerynd die J-
Segmente (,joining“)sind voneinander getrennDiese proB-Zellen differenzieren dann zu praB-
Zellen. Hierbei unterscheidet mawei aufeinanderfolgende Entwicklungsstadien: praBl- und
praBll-Zellen. PraBl-Zellen zeigen eine partielle Rekombinatigm D- und J-Segmente der
schweren Kette. Im Gegensatz dazu haben die préaBll-Zellen die schigev8e praBll-Zellen),
bzw. zusatzlicmochdie leichten (kleine praBll-Zellen) Immunglobulingene komplett rearrangiert.
PraBll-Zellen exprimierezwar diekomplett rearrangierte schwere Immunglobulinkette (u-Kette),
haben jedoch noch kein membranstandigés. Der praB-Zellrezeptor setzt sichus derp-Kette
und denErsatz-Leichten-Ketten VpreBnd A5 zusammenUber Disulfidbriicken €olgt eine
Assoziationmit CD79a/lgx und CD79b/I§ (Benschop andCambier,1999). Die Funktion des
praB-Zellrezeptors liegt ider alleinigen Expression neinesAllels der schweren Kette (,allelic
exclusion®) und in der Regulation des Fortgangs der friilhen B-Zellentwicklung (Haatly1896;
Osmond et al.1998;ten Boekel etl., 1998). Den nachsteBchritt in der Lymphopoesstellt die

Expression von IgM, besteherais denrearrangierterund exprimierten leichterund schweren
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Ketten der Immunglobuline, auf der Oberflache dareser Zelltyp wird als unreife Belle
bezeichnet, da esich nach einer Antigenstimulation niclermehrt odedifferenziert. Die unreifen
B-Zellen wandern in die peripheren lymphatisch@rgane wo sie sich zu reifen Relen
entwickeln. Reife B-Zellen koexprimieren die pnd d-schweren Ketten in Kombinatiomit der
ursprunglicherx- oderA-leichten Ketteund produzierersomit Membran-IgMund -IgD. Ein Tell
dieser reifen B-Zellen wandert ins Knochenmark zuriick uind ais rezirkulierende reife Bedlen
bezeichnet. Der periphere Pool von B-Zellen beinhaltet neben debisher beschriebenen
konventionellen B-Zellen noch B1-Zellen, die jedoch mengenmafig inuddzLymphknoten den
konventionellen B-Zellen unterlegesind. B1-Zellenexprimieren konstitutive CD5CD43 und
MHCII. Uber ihre Herkunft und Funktion gibt es verschiedene Hypothesen (Haugtb @e3;
Herzenberg and Kantor, 1993; Stall et al., 1996).

Reife, ruhende B-Zellen kdnnen infolge eines T-Zell-abhangigen Antigenkonskitesrt werden.
Hierbei kommt es zu einer Interaktion der BiZ mit T-Helfer-Zellen. Dieaktivierte B-Zellekann

zu einer kurzlebigen Plasmazelle differenzienems|che niedrigaffine IgM oder IgD Antikorper
sezerniert oder unter Beteiligungpn T-Helfer-Zellen und dendritischen gllen Keimzentren
ausbilden (Baumgartt2000). ImKeimzentrum finden drewvesentlicheProzessestatt. Neben der
erhéhten Proliferation erfolgeine sogenannte somatische Hypermutation in den Ig-V-Genen.
Durch die Interaktion mit Antigen-prasentierenden dendritischerlleéh efolgt danach eine
Affinitatsreifung derjenigen hypermutierten Klone, die elr@he Antigenaffinitat aufweisen. Das
Ergebnis der Keimzentrumsreaktiosind zwei veschiedene B-Zell Subpopulationen. Die
langlebigen Plasmazellen sezernieren hochaffine Antikorper, wohingegen die Gedachtniszellen das
immunologische Gedéachtniarstellend.h. nach erneutem Kontaktit demselben Antigen erfolgt
eine verstarktesekundare Ankibrperantwort (Hess eatl., 1998; Przylepa eal., 1998; Tarlinton,
1998).
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Abbildung 1: Modell der B-Lymphopoese und Expressionsmuster von Markergenen (A) Die
verschiedenen Stadien der Aygh-unabhéngigen B-Zellentwicklung@ainhand der Expression vechiedener
Oberflachenmarkebzw. den Rearrangements demmunglobulingene. KB: KeimbahnkonfiguratiopBCR:praB-
Zellrezeptor;BCR: B-Zdlrezeptor (nach Hendersand Cahme, 1998). ) Schematische Abbildung der Antigen-
unabhangigen B-Zell-Entwicklung. Die De#riz verschiedener dnskriptionsfaktorerund deren Block in der B-
Zellentwicklung sind eingezeichnet (detaillierte Beschreibung siehe Text; nach Matthias, 1998).

1.2. Die Rolle von Transkriptionsfaktoren in der B-Zellentwicklung

Die koordinierte Entwicklung von B-Zellen setegine zeitlichgenau definierte Epession von

Genen voraus. Die Kontrolle der Genexpression erfolgtvargchiedenen Ebenen. Hierlsend

Rekombinationsereignisse, Transkription, Regulation von RNA-Stabilitdt, Translation und

posttranslationale Modifikationen zu nennen. Mit am besten untersuchtugleich ein zentraler
Mechanismus in deHamatopoese, ist hierbei die Regulation der Transkriptarch die

verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Abbildung 1B und 2).



Einleitung

Am Anfang der Hamatopoese, ausgehend von der pluripot8taemmzellekonnte marfeststellen,
dal3die Expession vorbestimmten Transkriptionsfaktoren haufigit der Festlegung aufinen
bestimmten spateren Zelltyp Kkorrelieer TranskriptionsfaktorGATA-1 ist zum Beispiel
notwendig, um eind’rogrammierung der undifferenziert®forlauferzelle in Richtung erythroide
Differenzierung zu erreichen (Weiss et al., 1994; Zon et al., 1991). Dieser Raktuerbei jedoch

nicht die Potenz ein "master regulator" wie MyoD in der Myogenese zu sein (Weintraub, 1993).

Vorlaufer proB praB unreife B Keimzentrum  Plasma
1 | | | | >
Ikaros PU.1 E2A Pax5 Oct-2 BOB.1
EBF Bcl-6

Ticar o |
PU.1 |

E2A [ 77 7 7
EBF
Pax5

Abbildung 2: Transkriptionsfaktoren der B-Zellentwicklung. Die verschiedenen Stadien der B-
Zellentwicklung sind obemuer dargestik. Die Zeitpunkte, andenen bstimmte Transkriptionsfaktoren fir die
Entwicklung notwendig sind, werden durch Langslinien dargestellt. Die Querbalken zeigen das Expressionsmuster der
verschiedenen Faktoren. Die dunklen Balken zeigen die Expression der Faktoren. Die karierten Balkenteile zeigen eine
verminderte Expressionnd diegestreiften Balkenteile beziehen sich auf eine angenomiBepeession diegdoch

nicht experimentell gezeigt wurde. Alle Expressionsprofile beziehen sich auf exprimierte mRNAlémategison and

Calame, 1998).

In der Lymphopoese unterscheideain die Entwicklung der B-Zellen von denen der €lleh.

Beiden Zelltypen liegt wahrscheinlich eine gemeinsame lymphéidéuferzelle, gebildet von der
Stammzellezugrunde. Folgman einemModell von Busslinger, Nuttind Rolink sohangt die
Entscheidung von der Expression des Notchl Transkriptionsfaktors ab. Die Expression von
Notchl bbckiert dieAktivitat desE2A Transkriptionsfaktors, welchéiir die Entwicklung von B-

Zellen absolut notwendig ist. Dem Modell zufolgetwickelnsich Notchl exprimierendeellen zu
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T-Zellen,wohingegen Zellen die keiNotchl Signakrhalten eine ungestorEe2A-Aktivitat haben
und sich somit zu B-Zellen entwickeln (Busslinger et al., 2000).

E2A gehort zur Familie derbasic helix-loop-helix* (bHLH) Transkriptionsfaktoren. Durch
alternatives Spleil3en entstehen die Genprodukte E47, E12 undEE22-5vird ubiquitér exprimiert,
jedoch kénnen sicmur in B-Zellen infolge eines spezielleRhosphorylierungsmusters E47
Homodimere bilden (Sloan et al., 1996).dlfen anderen Zelltypetiegt E47 als Heterodimer, zum
Beispielmit dem bereits erwdhntéyoD, vor. E2A-Defizienzfiihrt zu einemspezifischen Block
der B-Vorlauferzellen, wodurch dieben genanntelypotheseuntermauert wird (Bain etl., 1994;
Zhuang et al., 1994).

Der TranskriptionsfaktoPU.1 gehort zur Familie der Ets Proteinmd wird in Monozyten,
Granulozyten undymphoiden 2llen exprimiert (Klemsz edl., 1990). PU.1defiziente Mause
zeigen einen kompletten Verlust derund B-Vorlauferzellen in der fotalen Leber @Wercher et

al., 1996; Scott etal., 1994). Viele essentielle Gene der B-Zelldifferenzierung haben Ets-
Bindungsstellen in ihren Promotoren, so zdi& im vorigen Kapitel genannten Ersatz-Leichten-
Ketten Vpre-Bund A5. Auch RAG-1, eine Komponenties Rekombinase-Komplexes, diér die
Rekombination der Immunglobulingene notwendig &mthalt eine solche Bindungsstelle
(Fitzsimmons and Hagman, 1996).

EBF (early B-cell factor) wurde infolge seiner Bindung an den Promotor des vorher genaaonten Ig
Gens gefunden (Hagman et al., 1993). Fehlt dieser Transkriptionsfaktor so edrfdbyppck in der
Phase der proB-Zellentwicklung. Den Zellen fehlen die DJ-Rearrangements der sdketteredie
Expression von RAG-1 und RAG-2, sowie vou Ignd I3 (Lin and Grosschedl, 1995).

Das Ikarosgen kodrt fir eine Reihe vorProteinen diedurch alternativesSplei3en der mRNA
entstehen (Molnar and Georgopould®994). Neben Ikarosvurde mit Aiolos noch ein naher
verwandter B-2ll-spezifischer Faktor gefunde@Morgan et al., 1997). Die Proteine der
Ikarosfamilie bildenHomo- oderHeterodimere, wodurch ihlNA-Bindungsspezifitat undhre
transkriptionelle Aktivitat beeinflul3t wird (Sun et al., 1996). Ikaros-defizienten Mausen fehlen fotale
Lymphozytenund reife B-Zellen (Wang etal., 1996). Exprimiert man eine dominamtegative

Version von Ikaros so stellt sich ein sehr friher Block, noch vor dem Stadium der proB-Zelle, in der
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B-Zelldifferenzierung eir{Georgopoulos &ll., 1994). Zu den Genedie potentielldurch lkaros
reguliert werden, gehdren RAG-1plgVpre-B und\5 (Georgopoulos et al., 1997).

Alle bisher genannten Transkriptionsfaktokgarenfur die Entwicklung von deStammzelle zur
proB-Zelle notwendig. Andereaktorenwie Pax5(auchBSAP genant) spielen erst spater in der
B-Zelldifferenzierung eine Rolle (Abbildung dnd 2). Pax5 gehort zur Familie dgraired-box
homeodomain“Transkriptionsfaktoren. DefizientMause haben zwar noch praBl-Zellenaber
keine weiteren ferenzierungsstadien mehr (hinek etl., 1994). Untersuchungen dieser Pax5-
defizienten préaBl-Zellen ergabendall sie anders alswildtypische Zellen noch die
Entwicklungspotenz zu anderen hamatopoetischen Zellivaben. Pax5 issomit ein Faktor, der
fur die Festlegung auf die B-Zellinie notwendig ist (Nuthlet1999). Als Zielgenefur Pax5wurde
nebenCD19 noch Iga, N-myc,LEF-1 und PD-1beschrieben (Kozmik edl., 1992; Nutt etal.,
1998; Nutt et al., 1997).

Nachdem die unreifen B-Zellen in die peripheren lymphoideérgane gewandert sind,
differenzieren sie zu reifen ruhenden B-Zellen. Nach Antigenkontakt kawre @ben beschrieben
zu einer Ausbildung von Keimzentremd derdamit verbundenen terminaléteifung kommen.
Auch hier sind Transkriptionsfaktoren inveért. Bcl6 ist ein Zink-Finger-Proteirwelches als
transkriptioneller Repressor fungiert (Chang et al., 1996; Seyfert £986). Eswurde kloniert, da
es in B-Zell-Lymphomen héaufig transloziestorliegt (Liang et al., 1996). Diese haufige
Translokation und die mit ihr verbundene Deregulation von Bcl6 in B-Zell-Lymphomen machten es
zu einemMarker fur trasformierte 2llen,derenUrsprungdie B-Zellendes Keimzentrumssind
(Allman et al., 1996). Bcl6-defiziente Mause haben keine Keimzeuntrdisomit keineAntikorper,
die einer Affinitatsreifung unterzogesind (Dent efal.,, 1997; Ye etal., 1997). Einen ahnlichen
Phanotyp zeigen Mause, denen die Faktoren Oct-2 und BOB.1/OBF.1 fehlen. Im folgendiemn

diese Faktoren néher beschrieben.
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1.3. Das Oktamermotiv

Wie in den vorigen Kafeln gezeigt,kanndie B-Zellentwicklung anhand der Rekombination und
Expression der Immunglobulingererfolgt werdenDie Expression dieser Immunglobulisetzt
die Existenz bestimmter B-Zell-spezifischeFaktoren voraus. Um die Rolle von
Transkriptionsfaktoren genauer zu untersuchen, wudikeiPromotoren der Immunglobulingene
untersucht.

Hierbei fand man ein in diesen Promotoren konservidf@ss mit der BasenfolgATGCAAAT -
das Oktamer-Motiv (Falkner anca2hau,1984; Parslow edl., 1984). Desweiteren fand man diese
Sequenz in Promotoren anderer B-Zell-spezifischer Gene wie CD)ufld CD20 (Hermanson
et al.,1989; Thevenin etal., 1993). Neben Promotorekommt das Oktamer-Motiv aber auch in
Immunglobulingen-Enhancerelementeor (Staudt and_enardo,1991). Eszeigte sich,dal’3 das
Oktamer-Motiv in einer multimerisierterForm einen starken B-Zell-spezifischen Enhancer
darstellen kann (Gerster el., 1987). Durch in vitro Transkriptionsversuche, in transienten
Transfektionen und in transgenen M&ausen kormre Notwendigkeitund Funktionalitat dieses
Motivs fur die Expression der Immunglobuline gezeigt werden (Annweiler et al., 1992a; Bergman et
al., 1984; Dreyfus et al., 1987; Jenuwein and Grosschedl, 1991; LeBowalitZ1888; Mason edl.,
1985; Mizushima-Sugano anRoeder, 1986; Scheidereit etl., 1987; Wirth etal., 1987).
Funktionelle Oktamer-Motive wurden aber auch in T-Zeleschrieben. So ist die induzierbare
Expression von T-Zell-Zytokinewie IL-2 unter anderem von dieseltotiv abhangig (Durand et
al., 1988; Ullman etal., 1991). FurVerwirrung sorgte jedochdie Beschreibung funktioneller
Oktamer-Motive in den Promotoren ubiquitar exprimierter Gene wie Hid&ih unddensnRNAs
U2 und U6 (Carbon «il., 1987; LaBella etal., 1988; Lobo efal., 1990; Sive and Roeder,1986;
Tanaka etl., 1988). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte @&samer-Motiv nicht alleirfir die
Transkription lymphoid-spezifischer Gemnerantwortlich sein. Statt dessenwurde die Existenz
verschiedener Oktamer-Motiv bindender Transkriptionsfaktemggeschlagen, die ifRromotor-
Kontext unterschiedliche Eigenschaften besitzen sollled dadurch zueiner differentiellen

Genexpression in lymphoiden versus nicht-lymphoiden Zellen fiihren kdnnen (Schaffner, 1989).
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1.4. Die Transkriptionsfaktoren Octl und Oct2

Die Suche naclDNA bindendenProteinen, diespezifisch da®©ktamer-Motiv erkennen, fuhrte in
B-Zellen zurKlonierung und Charakterisierung vawei Transkriptionsfaktoren. Beide Faktoren
wurden mitHilfe des in Immunglobulin-Promotorevorkommenden Oktamer-Motivs identifiziert
(Singh et al., 1986; Staudt et al., 1986).

Der Transkriptionsfaktor Octird ubiquitdr exprimiertund ist fur die Expression ubiquitarer
Genewie Histon H2B verantwortlich ( Abbildung 3A und Sturm etal., 1988). Neben der
Expression ubiquitdr exprimierter Genkann Octl aber auchlie Expression von B-Zell-
spezifischen Genen wie z.BJM vermitteln (Schubart eal., 2001). Diesgeschieht wahrscheinlich
im Kontext mit anderen Tarnskriptionsfaktoren.

Der Transkriptionsfaktor Oct®ird im Gegensatz zu Octl nur igmphoiden £llen und einigen
Zellen des Zentral-Nervensystems exprimiert. Oct2 bildet infolge alternativen Spleil3ens eine Familie
von Isoformen (Gerster et al., 1987; He et al., 1989; Schreiber et al., 1988; St 1d@088; Wirth
etal., 1991).

Octl und Octdildeten zusammemit den Proteinen Pit-1 und Unc-86 Namensgeber figine
neue Gruppe von Transkriptionsfaktoren - die Transkriptionsfaktoren der POU-H&llig Pit-

1, Oct1/2 und Wc-86; Herr etl., 1988). Alle diese Faktoren besitzatfie 150-160 Aminosauren
lange DNA-bindenddPOU-Doméne.Die POU-Doméne kann ireine amino-terminalé/5-80
Aminoséauren lange POU-Spezifische Doméne eine carboxy-terminale 60 Aminosauren lange
POU-HomeoDomane unterteilt werdenDie POU-Spezifische undie POU-HomeoDoméane
enthaltensogenannte "Helix-Turn-Helix"-Motivedie fir die DNA-Bindung verantwortlich sind
(Ryan and Rosenfeld, 1997; Sturm dderr, 1988; Verrijzer etal., 1992). Zvischen den beiden
Subdomanen befindet siatine flexible "Linker"-Region welche es ermoglichial? die POU-
Domaéane dieDNA auf beiden Seiten der Doppelhelix kontaktieren k@dacobson eal., 1997,
Klemm et al., 1994).

Die POU-Proteine ween je nach Aminosauresequenz B&U-Domane under Konservierung

der "Linker"-Region in sieben Untergruppamterteilt. Untersuchungen an rsehiedenen

9
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Familienmitgliedern zeigten, dal3 POU-Proteine sehr haufigine Schlusselfunktion in der
Regulation von Entwicklungsprozessen haben (zusammengefasst in Ryan and RAg9WgI&0
ist das obemenanntd®OU-Protein Unc-86 fudie neuronale Differenzierung i@. elegansdas
POU-Protein Pit-1 Imgegerfir die korrekte Differenzierung voHypophysengewebe in Saugern

notwendig.

Octl und Oct2 besitzerbeide in ihren amino-terminalen Domaneine Glutamin-reiche
Transaktivierungsdomane, die in beiden Proteinen dieselbe transkriptionelle Potenz aufweist. Die
Spezifitat der transkriptionellen Aktivierung liegt jedoch im carboxy-terminalen Bereich. Hier liegen
unterschiedliche  Transaktivierungsdoménervor, die auch ein  unterschiedliches
Aktivierungspotential besitzeufgrund dieser Unterschiede ist nur Oitig, die Transkription

von U2 snRNA zunitiieren, nichtjedoch Oct2 (Tanaka et., 1992).Eine Oct2-Isoform (Oct2B)

ahnelt in seiner carboxy-terminalen Region deatl-Protein undhat in einigen Féllen eine dem

Octl ahnliche Transaktivierungspotenz (Tanakal.e1992).Von entfernteren Enhancerpositionen

aus ist in B-Zellen hingegen Oct2 der aktivierende Faktor und nicht Octl (AbbildAgr8yeiler

et al., 1992b).

Durch die Tatsache,dal Octl und Oct2 das idische Oktamermotiv erkennen, jedoch
unterschiedlich exprimiert werden, entwickelte man die oben genannte Hypothese weiter. Octl sollte
die Expression von Haushalts-Genen, Oct2 die von B-Zell-spezifisgsbeen kontrollieren. Diese
Hypothesemul3te jedoch in ihrer Einfachheiterworfen werden. Es zeigtsich bei in vitro
Transkriptionsversuchen, dal’3 Octl und Oct2 dieselbe transkriptionelle Potenz in Kernextrakten von
B-Zellen hatten (LeBowitz et al., 1988; Pierani et al., 1990).

Um die Bedeutung voi©Oct2 fir die B-Zell-spezifische Transkriptiomnd somit fir die B-
Zellentwicklung zu untersuchen, wurden Oct2-defizientéuse (Oct2”) generiert. Die Oct2

Mause sterben kurz nach der Gelaus nochungeklarter Ursache. Untersuchungen dereBer
ergaben jedoch, dal} sie Uleame normale Anzahl voproB- undpraB-Zellen in der fotaleheber
verfiigen. Betrachtet man diopulation der unreifen Beflen, so findet man einBeduktion der
Gesamtmenge urb0% (Corcoran etl., 1993). Trotz dieser Reduktiorzeigte sich,dal die
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Immunglobuline richtig rearrangiert und exprimiert werden. Um die Oct2-Defizienz in den spateren
Stadien der B-Zellentwicklung untersuchen zu kénnen, wurden die lymphoiden Kompartimente von
SCID-Mausen(die keine Lymphozyten haben)jit Oct2"-Zellen der fétalen Leber rekonstituiert.

Die so enstehenden Mause itz keine generelle Oct2-Defiziengpndern nur nocheine
lymphoid-spezifische.  Hierbei zeigte sich, daff Oct2 infolge einer normalen
Immunglobulinexpression  dieserTiere nicht wie urspringlich vermutet fur die
Immunglobulinexpression in runenden B-Zellerantwortlichsein kann. Dialefizienten B-Zellen
reagierten nicht mehmit Proliferation auf die Stimulatiomit Lipopolysaccharid (LPS), was auf
einen Blockdes 2llzyklus in derG1-Phase zurtickzufiihrast (Corcoran andarvelas,1994).

Somit muf3te die Hypothese, daf? Oct2 fur die B-Zell-spezifische Transkription der Immunglobuline

verantwortlich ist, verworfen werden.

Aus all diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dal3 ein bis dahin unbekannter zusétzlicher Faktor in B-
Zellen existieren muf3, welcheler Oktamer-abhangigen Transkription in B-Zellen ihre Spezifitat
verleiht. Diese Annahme wurdkirch Befundeunterstiitzt, die zeigtenald diePOU-Domaneiber

die DNA-Bindung hinaus noch fur spezifische Protein-Protein-Interaktiorerantwortlichist. So
kontaktiert sie u.adas TATA-bindende Protein TBP, das ,high mobility group potein 2 *“
(HMG2) und den viralen Transaktivator VP16 (Walker et al., 1994; Zwilling et al., 1994ingveit

al., 1995). Zusatzlicheintersuchungerrgabengdald ein in B-Zellervorhandener, jedoch in HelLa-
Zellen fehlender Kofaktorfir die Oktamer-abhangige Transkription existigtio et al., 1992).
Zwar ist Oct2fir die Aktivierung vonOktamer-abhangigen Enhancerelementen abeotutendig,
jedoch reicht seine Existenz in nicht-B-Zellen nifiht eine Transaktivierungus(Annweiler etal.,
1992b; Wirth etal., 1995). Diesermpostulierte Kofaktowurde OCA-B genannt (Octaectivator

from B-cells).
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C
BOB.1/0BF.1 C

Enhancer

Oct2

I/

Promotor-bindende

C
Transkriptionsfaktoren

_

Abbildung 3: Regulation Oktamermotiv-abhangiger Transkription. (A) Ubiquitdr exprimiertes Octl
vermittelt die Transkription votdaushalts-Genen wieiston 2B und BRNAs. B) Promotoren B-Zkspezifischer
Gene werden in Kombination von Octl oder Oct2 zusammen mit BOB.1/OBF.1 ak{i@igmie Transaktivierung
von Enhancern, die Oktamermotive enthalten, erfolgt Uber @ot2 enen bis dato unbekannten Kofaktor aus B-
Zellen. (nach "Transcription Factors: Normal and Malignant Development of Blood Cells")
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1.5. Der B-Zell-spezifische Transkriptionsfaktor BOB.1/OBF.1

Die cDNA von OCA-Bwurde vonzwei verschiedenerGruppen fasgleichzeitig mitHilfe eines
modifizierten ,yeast one hybrid screens” bzw. spater von einer dritten Gruppe mittels
biochemischer Aufreinigung klonierDer Kofaktor OCA-B erhielt auf dieseWeise nochzwei
weitereNamen:BOB.1 (B-cell Oct-binding protein) undOBF.1 (Gct-binding factor) (Gstaiger et

al., 1995; Luo andRoeder,1995; Strubin eal., 1995). BOB.1/OBF.1list ein 256 Aminosauren
langes, Prolin-reiches Protein. Esigt bislang keineAhnlichkeiten mitanderen Proteinen, jedoch
existieren kurze Sequenzen, die eine gerligmologie zu anderen Transkriptionsfaktoremd -
aktivatoren haben (Ford et al., 1998; Gstaiger et al., 1995; Luo and Roeder, 1995).

BOB.1/OBF.1 kann irewei furktionelle Untereinheiten aufgeteilt werdeDer amino-Terminus
interagiertmit den Proteinen Octl un@ct2, jedoch nichinit den Vertreternder anderen Oct-
Transkriptionsfaktoren (Pfisterer et al., 1995; Strubin et al., 1995). Die Interaktion findet hierbei mit
den beiden POU-Subdomanen statt (Babb et al., 1997; Gstaiger et al., 188®)lich erfolgieine
Interaktion mit dem Oktamer-Motiv der DNA (Babb et al., 1997; Cepel,6t996; Gstaiger .,
1996).All diese Experimente sprieen furdie Existenz eines ternaré¢omplexes bestehend aus
der DNA mit Oktamer-Motiv,den daran gebundenen Transkriptionsfaktoren Octl oder Oct2 und
den mit der POU-Domane und der DNA interagierenden Kofaktor BOB.1/QBBHildung 3B).
Hierbei wirkt BOB.1/OBF.1wie eine molekulare Klammewelche diePOU-Subdomaneauf der

DNA zusammenhalBabb etal., 1997; Sauter antatthias,1998). Analysen der Kristallstruktur
eines BOB.1/OBF.1 Peptids, welches mit Octl an die DNA bindet, zeigte, dal’ die Aminoséuren 16-
38 im Kiristall hochgeordnete Positionen einnehraad fir die verschiedenen Interaktionen des
amino-Terminus zustandig sind (Chasman et al., 1999).

Der carboxy-Terminus von BOB.1/OBF.1 enthdlt eine starke transkriptionelle
Transaktivierungsdomane (Gstaigerakt 1995; Luo andRoeder,1995; Pfisterer eal., 1995;
Strubin etal., 1995). Hier konntegezeigt werdendal3eine Interaktionsowohl mit Faktoren der

basalen Transkriptionsmaschineriavie TBP und TFIIB, als auch mit anderen
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Transkriptionsfaktoren wie PC4 vorliegen kann (Lu@letl998; Luo andRoeder,1995; Schubart
et al., 1996a).

Die Expression voiBOB.1/OBF.1konnte inallen bisher untersuchten Bellinien gezeigt werden
(Gstaiger efl., 1995; Luo andRoeder,1995; Schubart «il., 1996a; Strubin edl., 1995). Hierbei
liegt eine konstitutive Expssion vor. Im Gegensatdazu zeigen T-Zellen eine induzierbare
BOB.1/OBF.1-Aktivitat. Nach Stimulation von TeHen mit lonomycin in Verbindung mit
Phorbolester kommt es zur Expressiam BOB.1/OBF.1 (Sauteand Matthias1997; Zwlling et
al., 1997). In Transkriptionsexperimenten mit GAL-BOB.1/OBF.1-Fusionsproteinen stellte sich die
Phosphorylierung der Seriri84, 188 und 189 alsiotwendigfir die transkriptionelleAktivitat
heraus (Zwilling et al., 1997).

Die Entdeckung vorBOB.1/OBF.1 ergab eine sinnvolleErklarung fir die oben genannte
Expression von Immunglobulingenen in B-Zellen von Oct2 defiziehtgnsen. Da BOB.1/OBF.1
mit beiden Oct-Proteinen interagier&ann, schimt es fir die Expression der Immunglobuline

irrelevant zu sein, ob sich der ternare Komplex unter der Beteiligung von Octl oder Oct2 formiert.

1.6. Der Phanotyp BOB.1/OBF.1-defizienter Mause

Drei Arbeitsgruppen haben durch homologe Rekombination in embryorfal@mmzellen
BOB.1/OBF.1-defiziente Mausgeneriert (Kim etl., 1996; Nielsen eal., 1996; Schubart edl.,
1996a). Wie in Oct2-defizienten Mauskegt in BOB.1/OBF.1-defizienten Mausen kegtock in

der frihen B-2llentwicklung vor.Neuere Untersuchungen der BOB.1/OBF.1-defizienten Méause
zeigten jedoch einerDefekt in der fruhen B-@lentwicklung. Hierbei ist dieMenge an
transitionellen B-Zellen (B-Zellen diaus dem Knochenmark emigrierennd in die sekundaren
lymphatischen Organe wandern) im Knochenmaadtuziert (Hess etal., 2001). Nebendieser
Zellpopulation waren die spateren Stadien, wie die reifen rezirkulierenden B-Zellen in Knochenmark

reduziert. In der Milz fand maeine dreifache Redtion der reifen B-Zeller{Nielsen etal., 1996;
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Schubart egl., 1996a), in den Lymphknoten gaine vier-bis funffache (Nielsen adl., 1996).
Obwohl BOB.1/OBF.1 sowohl ikonventionellen B-Zellen als auch in B1-Zellen exprimiard,
zeigte die B1-Zellpopulation keinen Phanotyp in den BOB.1/OBF.1-defizienten Mausen (Nielsen et
al., 1996). Die Populationen danderen hamatopoetischeallgn, also T-zllen, myeloide £llen
und Erythrozyten waren normal (Kim et al., 1996; Nielseal.e1996; Schubart «il., 1996a). Die
Analysen der Transkription der 1 urdmmunglobuline ergaben keinen Hinweis auf einen Defekt.
Die Menge an Serum-lgMar folglich normal (Nielsen edl., 1996; Schubart edl., 1996a) bzw.
leicht erhéht (Kim etal., 1996). Dendeutlichsten Effekt zeigten die BOBOBF.1-defizienten
Mausejedoch nach Immunisierungit Antigen. Avar wurden noch primare Bind T-Zell-Zonen

in den sekundaren lymphatischen Orgaaergelegt, diAusbildung von sogenannten Keimzentren
aber unterblieb. Infolgalessenwaren die Serumlevaller sekundéaren Immunglobulin-lsotypen
IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3, lgAund IgE deutlich reduziert. Es zeigtsich auch, dal’3 die
Transkription dieser Immunglobulin-Isotypen per se in BOB.1/OBF.1-defizientdtenZim
Vergleich zum Wildtyp reduziert isDieses Ergebnisiurde dahingehenuhterpretiert,daf? der 3’-
Immunglobulinenhancer nach erfolgter Immunglobulin-Rekombination néher am Promotor
lokalisiert und dadurch andere Regulationsmechanismen zum Tragen kddmméen (Kim etal.,
1996). 4isatzlich konntegezeigt werdendald mutante Milzzellen nach Stimulatiodes B-
Zellrezeptors eine verringerte Proliferationsantwort aufwie@eim et al., 1996). Um der
Fragestellung nachzugehen, ob 8®B.1/OBF.1-Phanotypein B-Zell-intrinsischerist, wurden
Transferexperimente durchgefiihrt. Hierbei wurden Knochenmarkszellen B@B.1/OBF.1-
defizienten Mausen in sublethabestrahlte Wildtyp-Mause injiziert. Der sich entwickelnde
Phanotyp war mit dem der BOB.1/OBF.l-defizientenMaus identisch, was einen B-Zell-
intrinsischen Entwicklungdefekt bewi€Kim et al., 1996; Nielsen efl., 1996; Schubart edl.,
1996a). Zisatzlich konnte in Transferexperimentait gereinigten T-Zellen gezeigterden, dal3
diese keine Defekte aufwiesen (Qin et al., 1998; Schubart et al., 1996a).

Interessanterweisear in OcR/BOB.1/OBF.1-doppeldefizienten Mausebenfalls dieExpression
von IgM nicht reduziert. Dieses Ergebnis deuteteané neue Rolle vo@ctl in der Transkription
der Immunglobuline hin. Da der ubiquitéexprimierte Faktor Octl ausreicht um die
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Immunglobuline zu exprimieren, missen zusatzliche B-Zell-spezifische Faktoren eine Rolle spielen.
Wie im Falle der BOB.1/OBF.1-Defizienz sindauch hier die sekundaren, geswitchten
Antikérpermengen reduziert (Schubart et al., 2001).

Verfolgt man dieBOB.1/OBF.1-Expression tber daferlauf der B-Zellentwicklung invivo, so

zeigen sich in den B-Zellen des Keimzentrums die hochsten Expressionswerte (Grain20@a;

Qin etal., 1998). Desweiteren konnte in ruhenden primaren élleh gezeigtwerden,dal? das
BOB.1/OBF.1-Transkript nach erfolgter Stimulationit LPS oder anti-CD40/ll-4vermehrt
exprimiert wird (Greiner et al., 2000). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den gefundenen
Daten aus B-£llinien, die keine bzw. einegeringe Regulierbarkeit ihrer konstitutiven

BOB.1/OBF.1-Expression aufweisen.

1.7. Die Regulation der Proteinstabilitdt durch Ubiquitinylierung

Einige Transkriptionsfaktoremwie p53 und c-Jurwerden neben der transkriptionellen Kontrolle
noch uber die Proteinstabilitat reguliert. Hierbei erfolgt eibeguitinylierung der Proteinend ein
daran anschlie3ender Abbau tber das Proteasom. Die Ubiquitinylierung beruht auf der Aktivitat von
drei verschiedenen Proteinen, dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1), dem Ubiquitin-
konjugierenden Enzym (Ubc oder E2) und der Ubiquitin-Ligase (E3). Die E3-Prot&ragieren

mit den E2 und mit dem Protein das ubiquitinyliert werden solivesmittelnalsodie Spezifitat der
Ubiquitinylierungs-Reaktion. Untersuchungen zur Struktur von E3-Protegigten,dal3alle eine
spezielleRing-Finger-Doméne aufweisen (Joazeiro and Weissman, 2000; Loatk1&99). Ein
Beispielfur solch ein E3 Ring-Finger-Protein ist Mdm2yelchesfur die Degradatiordes oben
erwdhnten p53 verantwortlich ist (Fangakt 2000; Honda eal., 1997). Auch dieProteineSIAH1

und SIAH2, die imweiterennoch eine Rolle spielerwerden, gehoreaur Klasse der Ubiquitin-
Ligasen (E3).Beide Proteinesind Homologe des Proteins Sina in Drosophila (Sgewven_in

absentia; SIAH: even n ésentia_lbbmolog). Die HomologiewischenSIAH in Sdugern und Sina
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in der Fliege ist mit 80% sehr hoch (Carthew and Rubin, 1990; Hu et al., 1997a). Fur beide Proteine
wurde eineFunktion als Ubiquitin-Ligase beschrieben. Im Gegensat3IAiH ist die Rolle von

Sina ineinem komplexen Entwicklungsprozel3, namlad#r Augenentwicklung von Drosophila,
beschrieben. Infolge der hohen Homologie undidiemtischen Funktion als Ubiquitin-Ligase soll

im Folgenden auf die Situation im Drosophila-Auge néher eingegangen werden.

Ahnlich wie die B-Zellentwicklung stellt die Augenentwicklung vBmosophilaein Modellsystem
der Zelldifferenzierung damDas adulte Facettenauge von Dopéila enthalt ca.800 identische,
hexagonal geformte, funktionelle Untereinheiten, OmmatidiearggnledesOmmatidium besteht
aus 20 2llen, den acht neuronalen PhotorezeptorzellgRl-R8), vier Semperzellen, die den
Kristallkegel bildenund acht akzessorischen Zellddntersuchungerrgabengdald am Anfang der
Entwicklung die Zellereines Ommatidiums nicht fixierte Linien darstellsonderndie Richtung
ihrer Differenzierung von den verschiedenen Zell-Zell-Interaktionen abhéangt (Hott&esmzdr,
1970; Lawrence and Green, 1979; Ready el ll5). DieOmmatidienentwicklung beginmiit der
Differenzierung der R8-Zelle. Die restlichen Photorezeptorzellen differenzieren dann in der
Reihenfolge R2/R5, R3/R4, R1/R6 und schlie3ich Die besterinblicke in die Differenzierung
ergab hierbei die Untersuchung des Photorezeptors R7 (Rubin, 1991).

Die R7-Entwicklung beginntmit der Expression des Rezeptors SevenléSsv) auf der
prasumptiven R7-Zelleind der Expression des lkigden Bride-of-Sevenleg8oss) auf der R8
Zelle (Abbildung 4und Renke and Zipursky1988). Sev gehért zu déiransmembranrezeptoren,
die auf ihrer cytosolischen Seidne Tyrosin-Kinase-Aktivitat besitzen (Baskend Hafen,1988;
Hafen et al.1987). Nach der Bindungon Boss anSev,kommt es zu einer Aufnahnues Boss-
Sev-Komplexes in die dle (Cagan etl., 1992). Im Zige dieser Interaktiomit Boss &folgt eine
Autophosphorylierung von Sev, welche anschlieRend zur Aktivierung der Rasl-
Signaltransduktionskaskade fuhrt.

Der aktivierte Sev-Rezeptor rekrutiedas Adapterprotein Downstream of receptor kinase (Drk),
welchesseinerseits den Guanin-Nukleotid Austauschfalon of Sevenless (Sosgkrutiert
(Olivier etal., 1993; Simon edl., 1993). Der Komplex Sev/Drk/Sativiert dann Raslyelches
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dann die Raf Kinase (eine MAPKKK) aktiviert. Die folgenden Kinase-Glieder der
Signaltransduktion sind Bsl (MAPKK) undRolled (MAPK) (Biggs etal., 1994; Tsuda edl.,
1993). Die aktivierte Kinase Rolled ist in derLage verschiedendProteine wie z.B. die
Transkriptionsaktivatoredun und Pointedals auch den trankriptionelleRepresssoryan zu
phosphorylieren (Brunner at., 1994; O'Neill etal., 1994; Rebay andubin, 1995; Treier etal.,
1995).

N—— R8 Zelle _—~
U Boss
N\
—A_Isev R7 Zele
Cytoplasma Q
Drk (Sh3:SH2:SH3 Adapter)
CSOS (Guanin-Nucleotid Austauschfaktor)
gRasl (GTPase)
CRaf (MAPKKK)
6Dsor1 (MAPKK)
Rolled (MAPK)
I
— ¢ o

R7 Differenzierung

Abbildung 4: Die Signalkaskade fur die Differenzierung des Photorezeptors R7 Genauere
Erklarung im Text. (nach Tang et al. 1997 und Wassarman et al., 1995)
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Eines der ersten neu transkribierten Gene nach erfolgter Sev-Stimulatitas isikledre Protein
Phyllopod (Phyl) (Chang etl., 1995; Dickson etl., 1995). Phyl ist in deR7-Entwicklung ein
notwendiges Protein. Die ektopische Expression byl bewirkt, dal3 sich Vorlaufer der
Kristallkegelzellen in Richtung Ridnd Pigmentzellen in Richtung neuronalell&n differenzieren.
Neben Phyl spielen die Proteine Seven in absentia (Sina) und Tramtrack (Ttk) eine wichtige Rolle in
der R7-Differenzierung.

Dastramtrack-Gen kodieffiir zwei alternativgespleif3te, transkriptionellRepressoren (Brown et
al., 1991; Read and Manley, 1992) und unterdriickt die DifferenzierundRZzuRhotorezeptoflLai
et al., 1996; Xiong and Montell, 1993). In der R7-Differenzierung kommt es infolgkktieierung
von Sev und der Ras-Kaskade zu einer Expression von Phylstelityeinen Adaptedar, welcher
Sina und Ttk binden kann. Die Folge dieses Sina/Phyl/Ttk Komplexss daf3 Sina die
Ubiquitinylierung von Ttkbedingt, welches anschlie3endel das Proteasomibgebaut wird. Mit
dem Fehlendes traskriptionellen Repressorsentwickeln sich die Zellen weiter zum R7-

Photorezeptor (Li et al., 1997; Tang et al., 1997).

1.8. Ziele und Motivation der Arbeit

Wie obenbeschrieben, sieht man in B-Zellinien eikenstitutive, in T-Zellen higegen eine
induzierbare Expreson von BOB.1/OBF.1.Die ursprungliche Annahme einer gleichméaflig
konstitutiven BOB.1/OBF.1-Expression in Beéllen muldte infolge der Dateraus den
BOB.1/OBF.1-defizienten Mausemodifiziert werden. ®@ar ist BOB.1/OBF.1 uberdie B-
Zellentwicklung hinweg exprimiert, jedoch zeigen dfiengen an Transkript als auch an Protein
deutliche Unterschiedd8esonderdie B-Zellendes Keimzentrums zeigen eine deutlich erhohte
BOB.1/OBF.1-Expression. Die flurdiese Regulationverantwortlichen Mechanismen sind
unbekannt. So stellen sich imvesentlichen dreiFragen: i)wie efolgt die Modulation der

BOB.1/OBF.1-Expression Ubelie B-Zelldifferenzierung hinweg i) warum liegt iden bisher
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getesteten B-Zellinien eine gleichméRig konstituB@B.1/OBF.1-Expressiomor undiii) welche
Mechanismen fiihren zu einer Expression von BOB.1/OBF.1 in T-Zellen nach erfolgter Stimulation
mit PMA und lonomycin?

Als einfachstenMechanismus kanmman Kontrollelemente imPromotor von BOB.1/OBF.1
annehmenderen zugehorige Transkriptionsfaktoren in &Hdien konstitutiv, in T-Zellen jedoch
induzierbar exprimiert werden. Um dieser Fragestellung nachzugehen, solB©8et/OBF.1-
Promotor kloniert und charakterisiert werden. Hierbei sollte die Charakterisierung Beormotor
bindenden Transkriptionsfaktoren Aufschluf3 daridedyen wie die Regulation inKontext der B-
Zelldifferenzierung bzw. imKontext der Stimulation von Telen mit PMA und lonomycin

erfolgt.

Im Abschnitt 1.5 wurden verschiedene Interaktionspartner B@B.1/OBF.1genanntAll diese
Proteine wurden, mit Ausnahme der Oct-Proteine, ohne einen systematsmieen“erhalten. Es
stellte sich somitlie Frage ob BOB.1/OBF.1 nochmit anderen Proteinen interagieren kann und
welche Funktion eine derartige Interaktiomuf BOB.1/OBF.1-vermittelte Transkription haben
wirde. Prinzipiell kanrman BOB.1/OBF.1 inzwei furktionelle Domanen isteilen. Die amino-
terminale Domaéne ist fur die Interaktion mit den Faktoren Octl und Oct2 verantwortlicistetiter
sich die Frage, ob neben der Interaktimit Oct1/2 noch andere Interaktionen mogheéaren. Da
BOB.1/OBF.1 als Interaktionspartner in einem "scramit"Oct1/2 gefundenvurde,also nurnach

Oct interagierende Proteinen gesuchturde, konnte BOB.1/OBF.1 z.B. nochanderen
Transkriptionsfaktoren als Kofaktor dienen.

Die carboxy-terminale Domaneon BOB.1/OBF.1 besitztwie vorher beschrieben, eine starke
transkripionelle Transaktivierungsdomane. Der Mechanismus dieser Transaktivierung ist unklar. Es
wurden zwarFaktoren beschriebedie an die carboxy-terminale Domane binden kénnen, jedoch
wurde noch nie ein systematischer'screen” durchgefiihrt. Die Identifizierung von
Interaktionspartner dieser Domane konnte m®inem mechanistischenVerstéandnis der

BOB.1/OBF.1-abhéngigen Transkription beitragen.
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Um diese beiden Fragestellungen experimentell zu adressieren,dssli®ystem de¥east-two
hybrid screens” etabliert und angewandt werden. Die Identifizierung potentieller Interaktionspartner

sollte Licht auf die gestellten Fragen werfen.
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2. Ergebnisse

2.1. Analyse des BOB.1/OBF.1-Promotors

Wie in der Einleitung bereitsausgefiihrtzeigen B-Zellinien eine konstitutive Expression von
BOB.1/OBF.1., T-Zellen Imgegen exprimiereBOB.1/OBF.1 ershach erfolgter Stimulation mit

dem Kalzium-lonophor lonomycin undem Phorbolester Phorpol-12-myristat-13-acetat (PMA).
Neben der unterschiedlichen Regulation auf transkriptionElEme zeigtersich auch in der
posttranslationalen Regulation Differenzen zwischen B- und T-Zellen. Fir die volle transkriptionelle
Potenz des BOB.1/OBF.1-Koaktivators &he Phosphorylierung aten Serinerii84, 188 und

189 vonnoten, wobei das Serin 184 eine herausragende Rolle spielt. Die verschiedenéedgsearine

in B-Zellen konstitutivphosphoryliertvor, werden jedoch in T-Zellerrst nach Stimulation mit
lonomycin und Phorbolester phosphoryliert. Zusammenfassstellt sich somit die
BOB.1/OBF.1-Regulation ifT-Zellen wie folgt dar: eine Stimulatiormit PMA (wahrscheinlich

Uber die Proteinkinase Q)nd ein Anstiegdes intrazelluldren Kalziumspiegelfiihrt zu einer
Expression des Kofaktors BOB.1/OBF.1Gleichzeitig sind diese Stimuli fir eine
Phoyphorylierung des Proteins usomit flr desserranskriptionelleAktivitdt verantwortlich. Im
Gegensatz zu T-Zellen, ist in B-Zellen kein extra Stimulus nétig (Zwilling et al., 1997).

Die Griuinde fir die unterschiedlichen Expressionmuster des BOB.1/OBF.1-Transkriptes in B- und
T-Zellen liegen in den regulatorischen Elemerdes BOB.1/OBF.1-Gens. Thskriptionsfaktoren,

die in B-Zellen konstitutivund in T-Zellen nach Stimulatiorvorliegen, konnten die Regulation
erklaren. Andere Mdglichkeiten war@manskriptionsfaktorewlie posttranslationaktiviert werden
muf3ten oder unterschiedlich verwendete Promotoren. Um die genannten Hypothesen zu tberprifen,

sollte der BOB.1/OBF.1-Promotor kloniert und genauer untersucht werden.
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2.1.1. B- und T-Zellen nutzen denselben transkriptionellen Startpunkt im BOB.1/OBF.1-

Promotor

Wie oben erwahnt, kann die unterschiedliche transkriptionelgelSgion von BOB.1/OBF.ihren
Ursprung inder VerwendungweierverschiedenePromotoren haben. Hierbe#ére einPromotor
in B-Zellen, der andere inr-Zellen aktiv. In einensolchen Fall sollte sich der transkriptionelle
Startpunkt in B- und T-Zellen unterscheiden. In B-Zellen kogeizeigt werdengalReine TTTAA-
Sequenz 120 bp oberhalb des ersten translatierten Codons als potentielle TATA-Box kiiffiege
Zusatzlich konnte der transkriptionelle Start 96 bp obertath Start-Codonkbkalisiert werden

(Pfisterer et al., 1995; Schubart et al., 1996Db).

Um den transkriptionellen Startpunkt iZellen zu analysieren wurde diRNA der humanen
Zellinien Jurkat alsVorlage fir "primer-extension"-Experimente benutzt. Die RNA von Hela-
Zellen diente hierbei als Negativ-Kontrolle, sie sollte kein BOBBF.1-Transkriptenthalten. Wie
erwartet, erftgt der transkriptionelle Start in d&-Zellinie BJAB ca. 96 Nukleotide oberhalb des
ersten translatierte@odons (Abbildung 5). JurkatT-Zellen exprimierenwie gezeigterst nach
Stimulationmit lonomycin und Phorbolester das BOB.1/OBF.1-TranskHprbei benutzen sie
denselben transkriptionellen Startpunkt wie B-Zellen, woraus zu schigf3éal’ keine exklusiven

B- bzw. T-Zell-spezifischen Promotoren verwendet werden.
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Marker
tRNA
HeLa
BJAB
Jurkat
Jurkat +1/P

Abbildung 5: B- und T-Zellen haben denselben
Startpunkt  fur  die  Transkription von
BOB.1/OBF.1. Die RNA aus Hela-Zellen, der B-
Zellinie BJAB und aus Jurkat T-Zellen, die mit PMA und
lonomycin stimuliert waren, wurde &pariert und
anschlieBend der transkriptielle Startpunkt mittels

90 n "primer-extension” bestimmt. I: lonomycin; P: PMA

76 n
67 n I

Um mdogliche Zellinienartefakte auszuschliel3en, wurden primare ThymozgerMaus mit
lonomycin und Phorbolestestimuliert. Die Analyse leernativer transkriptionellerStartpunkte
erforderte eine Titratiomler eingesetzten RNAdintergrundwar hierbei,dal’ im Falle desselben
Startpunktes in B- und-Zellen, die Mengenveditnisse an BOB.1/OBF.1-Transkript in der
"primer-extension" identisch mit den Mengenverhaltnissen im Northern-Blot sein muf3ten. Im Falle
alternativer oder zusatzlicher Startpunkte in Thymozyten sollte hingegéfedge andetektiertem
BOB.1/OBF.1-Transkript in der "primer-extension” abnehnoenl etl. zusatzlich eineweitere
Bande auftaucheWie die Abbildungen 6Aund B zeigen, waren didengenverhéltnisse in der
"primer-extension” und im Northern-Blot identisch usdmit die Verwendung eines einzigen

BOB.1/OBF.1-Promotors auch in primaren Zellen bestatigt.
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30 pug Thymocyten + I/P

10 pg S194
3 ug S194

tRNA

I:: 30 pg S194

30 ug S194
10 pg S194
3 ug S194

. . 10 pg Thymocyten + I/P

BOB.1/OBF.1

” ' GAPDH

Abbildung 6: In T-Zellen existieren keine alternativen Startstellen fir das BOB.1/OBF.1-
Transkript. Die RNA der murinen B-Zellinie S19dndvon priméren Thymozyten, die mit PMénd lonomycin
stimuliert waren, wurde prépariert und)(im "primer extension assay" bzwB)(im Northern-Blot miteinander
verglichen. GAPDH diente als Kontrolle fur die eingesetzten RNA-Mengen. |: lonomycin; P: PMA

90 n

76 n

Aufgrund dieses Ergebnissegurde die potentielldPromotor-Region 5° degsranskriptionellen
Startpunkts naher untersucht. émem Projekt zur Herstellung BOB.1/OBF.1-defizienter Mause
wurden von Jochen Heggbenfalls Arbeitsgruppe THRNirth) bereits grofRere Abschnitte des
BOB.1/OBF.1-Gens klonre Mit Hilfe von PCR konnten 1,6 kbotentielle Promotor-Region 5’

der transkriptionellen Startstelle subkloniert werden. Die Sequenzierung der didektgbung

der TATA-Box (-24 bp) ergalkine perfekt konserviert€REB/ATF-Bindungsstelle 56 Nukleotide
oberhalb der transkriptionellen Startstelle (-56 bp, siehe Abbildung 6). Desweiteren konnte eine NF-

AT- (-97 bp), eine SRY-(-536 bp) und Myb- Bindungsstelle (-560 bp) gefundearden
(Abbildung 7).
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ACCTGAGAGTAACTGCCTCCACTGGAATGGAGCCTACAGTCTGTTTCAGACACACAGTGGCAGAATGT
AGCCCCGTACTGTATGTACTGCAGATGAGAGTCATTACCTTTCTTTGAGAGGCTTTCCATTAGCCGTGTT
GGGGTCCTAGGATTATGATAAGCTGGTACTCCTAAATCCATTAAGTCACCTTTGGGAAATCAGCTTCAG
TTAAGAAGCCTGAGTGTCTCTGTTTCTTCTTTGAGCGAGTCGGTCCCCTTCTGTGTACATACACGTCTGA

v-myb
ACAGGACCCTATATTAACAATATACTGCGCATTTGCAGGACTGGGCAGGGAGGA(CCGTTAGATTTTA

SRY
AAGTGGATA AAAGCAACACCGAGAACGAGGAGGCTGGTTAGTGAGGCTTGAAGAGAGGGC
AGGTGTTTCCTCCCATGGTGAGAATAGTGACCCCTGGGAATCGCATTTCCCGTCGAGCTGGGACCAAT(
GTAAGGTCAGTCCTGCAAATGGCCTGATAGTGTGGAACTGTATGTGAGTGCCAGAGAAAGCTCGGTGT
TGTCTGTATTATCCTTTGGACCCCTCATCGCTCGGGGAGCGCTGATCCTTGACCTCATGGTCCACCCTTT
GCGTTCAGACTCTCATGCTCCTCCTATGTGGCATAACACCGTGGCTGTGTGCAAATGCCGTGGCCTCCY
GTGCTGTATGGTGGTTAGTCCCAATTGGATGGCCCTGTGTCTCAAGCACTCTCCAGCCAGTGGGGGCCI

NF-AT
TGGGGGTGCACACAGTGGGTTGACAGGCGGTGTTAIGAAGAAAAAAAAGTACAGCTCTGCCTGAGG

-2

CREB/ATF TATA-Box
TAGGAGGATGTGATGACGTGGCCCCTCTCAGCGGGAACTCGGGATTTAAIAAAGCTGAAGAAACAGC

+1
CTCAGGTAAACGGTGGTTCCACGGGAGGAAAGCACGCCCAGTCACATTAAAGAA

Abbildung 7: Der BOB.1/OBF.1-Promotor mit potentiellen Bindungsstellen verschiedener
Transkriptionsfaktoren Die Bindungsstellen der verselienen Tanskriptionsfaktoren sind grau unterlegt. Der
Beginn der transkribierten RNA ist in "fett" dargestellt.

2.1.2. Der klonierte BOB.1/OBF.1-Promotor zeigt eine Zellspezifitat fur B-Zellen aber

keine Induzierbarkeit in T-Zellen

Um die potentielle transkriptionelleotenz dieses BOB.1/OBF.1-Protors zutesten, wurden die
1,6 kb in einen Vektoror ein Luciferase-Genmit der TATA-Box des Thymidin-Kinase-Gens
kloniert. Anschlie3end erfolgte eiffeansfektion in die FibroblastenlinidIH/3T3 und indie B-
Zellinie S194. In B-Zellen zeigte der BOB.1/OBF.1-Promotor eine 160-fache Aktivitéengieich

zu einem Laiferase-Konstrukt unter der Kontrolle vowier mutierten Oktamer-Motiven
(4xmut.Oct). Im Gegensatz daawar dasselbe BOB.1/OBF.1-Promotor Konstrukt in den
NIH/3T3-Zellen nur 20-fach aktivierbar (Abbildung 8). Aus diesem Ergebnis lalRakieten, dal?
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die 16 kb des potentielen BOB.1/OBF.1-Promotors tatsachlich eine zellspezifische

transkriptionelle Aktivitat besitzen.

250
200 -
150 -
100 -

50 -

0 I
4xmut. BOB.1- 4xmut. BOB.1-
Oct Promotor Oct Promotor
S194 NIH/3T3

Abbildung 8: Der klonierte BOB.1/OBF.1-Promotor zeigt Zdlspezifitat. NIH/3T3 Fibroblasten und
S194 B-Zellen wurden mit dem Kontrollplasmid 4xmut.Oct dech BOB.1/OBF.1-Promotor Konstrukt transfiziert.
18h spéter wurde die relative Luciferaseaktivitat bestimmt.

Neben der Zellspezifitat sollte jedoch auch die Frage nach der Induzierbarkeit in T-Zellen untersucht
werden.Wie in der Einleitung erwahnt, zeigen T-Zellen einBOB.1/OBF.1-Expressiomach
Stimulation mit Phorbolestern und lonomycin. DieS¢imulation derBOB.1/OBF.1-Expression

kann mit Hilfe BOB.1/OBF.1-abh&ngiger Transkription verfolgt werden. Transfiziert man Jurkat T-
Zellen mit einemLuciferase-Konstrukt, welches unteler Kontrolle vonvier multimerisierten
Oktamersequenzesteht, so erfolgt nach Stimulationit Phorbolesterrikeine, mitlonomycin eine
geringeund mit beiden zusammen eirsgnergistische Expression der Luciferase. Die Luciferase-
Expression kann jedoch durahe Gabe von CyclosporinA unterdriickt werden. (Sauter and

Matthias, 1997; Zwiling et al., 1997). Diesestranskriptionelle Auswertesystemmit Hilfe der
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Luciferase-Expression wurde iFolgenden als Kontrolle flgine erfolgreiche Aktivierungler T-
Zellen verwendet.

Jurkat T-Zellen wurdenmit dem Luciferase-Konstrukt, welches @ctamermotive imPromotor
enthalt (4xOct) oder einer mutierten Form des Oktamermotivs im Promotor (4xmuta@sfiziert
und anschlieBend mit PMA und lonomycin stimuliert (Abbildung 9). Neben dieser
Stimulationskontrolle wurden didurkat T-Zellen mit demBOB.1/OBF.1-Promotor Konstrukt
transfiziertund ebenfallsmit PMA und lonomycinstimuliert. Die Aktivierung des Konstruktes
4x0ct betrugmit PMA und lonomycin 25-fach. Demgegeniuear der BOB.1/OBF.1-Promotor

nur 3-fach mit PMA und lonomycin stimulierbar (Abbildung 9).

140

120 -

100

80

60—

40-

20+

0-
PMA -+ -

+ + + + +
Ionomycin - - + + + - -+ 4+ o+ - -+ o+
CsA - - - - + +

4xmut.Oct 4x0Oct BOB.1/OBF.1-
Promotor

+ + +

Abbildung 9: Der BOB.1/OBF.1-Promotor zeigt nur eine geringe Induzierbarkeit durch PMA
und lonomycin in T-Zellen. Jurkat T-Zellen wurden mit deReporterplasmidedxmut.Oct oder 4xOct oder
dem BOB.1/OBF.1-Promotor transfiziert. Nach Stimulation der ZellenRWA, lonomycinoder beilen zusammen
wurde die relative Luciferaseaktivitat gemessen.
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Da der klonierte 1,6 kb grof®0B.1/OBF.1-Promotor iff-Zellen bereits einbohe Basalaktivitat

besitzt, wurde angenommen, daf3 weitere Regulationsmechanismen notwendig sind. So kénnten z.B.
"Silencer"-Motive 5’ oder 3’ des Promotors féine R@ression der BOB.1/OBF.1-Expression in
uninduzierten T-Zellentihren.Desweiteren konnte détromotor durch Histon&omplexiert sein,

so daf3 er erst mittels bestimmter Faktoren wie z.B. Histon-Acetyltransferasen gedtffnet werden muf3.
Beide Annahmenkénnen nicht Uber Transfektionsexperimente untersugigrden, sondern

bendtigen die Analyse des Promotors im Kontext der genomischen DNA.

Einen mdglichen Zugang zu der komplexen Regulation von Transkription auf genonkibeimer

bietet der ,DNAse Hypersensitivity-Assay“. Er bast auf der Tatsache, dal3
Transkriptionsfaktoren, die an regulatorische Stellen binderDNi an diesenStellen sensitiver
gegenuber DNAseanachen. Verdaut man die genomisddBIA mit Restriktionsenzymen, so
entstehen DNA-Fragmente definierter Grol3e,dieradioaktiv markierten Sondenyelche direkt

neben der Restriktionsschnittstelle binden, im Southern-Blot nachgewiestmi@nen. Binden
innerhalb solcher DNA-Fragmente Transkriptionsfaktoren, so erhalt man nach DNAse-Verdau
verkirzteFragmente. Diessind mittels der Sondemachweisbar. Da man dBindungsstelle der
Sonden kennt, lal3t sich Uber die LangedgkirztenDNA-Fragmente die Regionen, in denen die
Faktoren binden, genau kartieren.

5’ des Exon 1 gelegene DNA-Fragmente aus dem hum@aeom, derefKlonierung imRahmen

einer Translokationsuntersuchuragfolgte, wurden mir vorder Arbeitsgruppe Kerckaert zur
Verfugung gestellt (Galieque Zouitina et al., 1996). Die Restriktionsanalyse dieser Fragmente ergab
letztendlich das in Abbildung 10 gezeigteRestriktionsmuster des BOB.1/OBF.1-Lokus. In
Absprache mit David Cockerill (Hanson Center, Cancer Research, University oAdelaide,
Australia), der den "Hypersensitivity-Assay" durchfihren sollte wurdemi Sonden konstruiert

und anschlieRend im Southern-Blot getestet (Abbildung 10, schematisch gezeigt).

Der "Hypersensitivity-Assay" wurde mit der B-Zellinie Raji und dezellinie Jurkat durchgefihrt.
Hierbei ergaben sich keine Unterschiede zwischen B- und T-Zellen in der DNAse-Sengiwitét.
zwischen unstimulierteand stimuliertenJurkat T-Zellen waren keindéJnterschiede nachweisbar.
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Da keine unterschiedlichen DNA-Bindungsstellen in den beiden Ansatzen gefuaem, erfolgt
die Regulationdes BOB.1/OBF.1-Promotorsvahrscheinlich tber didindung verschiedener
Transkriptionsfaktoren an dieselben DNA-Motive oder Ubie Modulation derAktivitat der
verschiedenen Transkriptionsfaktoren. So kénnten Kofaktatien,nicht an dieDNA binden,
sondernmit den im Promotor bindenden Transkriptionsfaktomgeragierenfur die Regulation
verantwortlich sein. Eine alternative Erklarungsmaoglichkeitdes Ergebnissesvére, daf3 sich

regulatorische Elemente noch weiter auf3erhalb der hier untersuchten Bereiche befinden.

1kb
| |
BEE E XE HX X H H K H/X+B Xh Xh E
I I I R I L 4 |
% % — % % 4
E E
19 kb Liinge b — — — _ _ _ _ _ _ o ___ ]
B B

Abbildung 10: Restriktionskartierung der BOB.1/OBF1 Promotorregion und der "DNAse
Hypersensitivity (DH)" Test. Das durchsichtige Rechteck l#teExonl dar. Die beien verwendeten Sonden
(schwarze Rechtecke) und die durch sie nachweislizceRI und Bam HI Fagmente sind dargestellt. Die Sterne
bezeichnen einzelne gefundene DH-Stellen, das graue Rechteck eine Region mit mehreren DH-Stellen. (B: BamHI; E:
EcoRI; H: Hindlll; K: Kpnl; X: Xbal; Xh: Xhol)
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2.2. Interaktionspartner von BOB.1/OBF.1

Wie im vorigen Kapitel beschrieben, 1a3t s8®B.1/OBF.1 inT-Zellen mitPMA und lonomycin
induzieren. In allerbisher untersuchten transformiertBrZellinien liegt zwar eine unregulierte,
konstitutive BOB.1/OBF.1-Expressiowor, jedoch spiegelt diese nicht den nattrlichen Zustand
wieder. Wie die BOB.1/OBF.1defizientenMause zeigten,ist BOB.1/OBF.1 besonders an der
Entstehung der Keimzentren beteiligt. Folgericlsilgd esdie B-ZellendesKeimzentrums, die die
hochste BOB.1/OBF.1-Expression aufweisen (Greineal.e000; Qin etal,, 1998). Da die
Regulation deBOB.1/OBF.1-Expression ini@sem Abschnitt der B-Zellentwicklung unbekannt

ist, sollte diese in primaren B-Zellen genauer untersucht werden.

2.2.1. Regulation von BOB.1/OBF.1 auf Protein-Niveau

Die Zellen des Keimzentrums exprimieren im Gegensatz zu den restlichen B-Zellen bestimmte
Oberflachenmarker, wie z.B. CD38. Um die Regulation von BOB.1/OBF.1 genauer zu untersuchen,
wurden in Kooperatiommit Axel Greiner (PathologiéNirzburg) primare CD38-negative nicht-
Keimzentrums B-Zellerund CD38-positive Keimzentrums B-Zellesus menschlichen Mandeln
aufgereinigt. AnschlieBende FACS-Analysen ergalegme ca. 95%-ige Reinheitler Zellen
(Ergebnisnicht gezeigt). Aus den beiden Zellpopulationen wurde sowohl Gesamt-RNA als auch
Gesamt-Protein gewonnen.

Da die erhalteneMengen aufgrund der kleinen Menge an Ausgangszediativ gering ausfiel,
wurde dieMenge an BOB.1/OBF.1-Transkriphittels quantitativerLightCycler-PCR bestimmt.
Hierbei handelt es sich umine Methode, beder die Menge anAmplifikat direkt nach der
Elongation mit Hilfe des interkalierendenund dadurchfluoreszierenden Agens CyberGreen
guantitativgemessen wdenkann. Durchdiese Methode laf3t siadtie Menge anAmplifikat Gber

die PCR-Zyklen hinweg verfolgen. Die Quantifizierung erfolgt Uber die mathematische 2. Ableitung

der sigmoiden Produktkurve (dies entspridetm Wendepunkt deKurve, siehe Abbildungll).
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Dieser Wendepunkt gibt die Anzahl an Zyklen an die nétig sind um das erste Mahpgiifikat zu
messen. Uber Verdinnungen der cDNAarman die Effizienz dePCR (Abbildung 11). Setzt
man inzwei verschiedenen Zellpopulationen die Anzdkl notigen Zyklen zum Nachwegsner
bestimmten cDNAmiteinander in Relation, so erhédlt man eiredative Quantifizierung des
Ausgangstranskripts bezogen aiie Zellpopulation (densog. Kalibrator der gleich 1 gesetzt

wird).

— | -RT Kontrolle

— — | CD38" 4l cDNA

/ CD38" 2l cDNA

CD38" 1l cDNA

35
/ - -
30 / CD38 4ul cDNA

CD38 2ul cDNA
/ CD38 1ul cDNA

Fluoreszenz
N
o
—
\

NI/,
5 _//4/ i/ rmmes ﬂEfﬁzienz

Ol\\T\\\\\id\\\\\\\\éo\\\\T\\\\So Wendepunkt

Anzahl der PCR-Zyklen

Abbildung 11: Die LightCycler PCR. Dargestelltist als Beispiel die LightCycler-PCR fidlas CD38-
Transkript. Die cDNACD38 und CD38 B-Zellen wurde 4:2:1 verdunntrgjesetzt. Der Kwenverlauf gibt die
Zunahme an Amplifikat veider. Der Wendepunkt dient derdenmung der relativen Menge des Transkriptes. Die
Effizienz muf3 in den beiden cDNA-Populationen gleichbleiben. -RT: cDNA-Synthese ohne Reverse-Transkriptase.
Die RNA der beiden priméaren Zellpopulationen wurde in cDNA umgeschrigheéanschliel3end

in der PCR eingesetzt. Alsbgleichder CD38 gegen dieCD38 Zellen wurdedas Transkript des

Haushaltsgens Porphobilinogen-DeaminéBGD) verwendet.PBGD ist als Kontrolltranskript
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wegenseiner Eigenschaft, keiner Genfamilie anzugehéren, keine bekdtsgadogene uneinen
niedrigen Expressionslevel taben,als Abgleich in quantitativerPCRs besonders ggeeignet

(Fink etal., 1998; Fink etal., 1999). Die Expression vaARBGD wurde in beiden Zellpopultionen
somit als gleich angenommend alle restlichen Daten auf diese Transkriptmenge normiert. Als
Positivkontrolle diente die Expssion von CD38-Transkript. Hierzeigte sich eine 15-fache
Induktion des CD38-Transkripts von nicht-Keimzentrum B-Zellen zu KeimzentBi#Zelen, was

im Einklang zu der im FACS gemessenen 95%-igen Reinheit der Population stand (Abbildung 12A
und Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zu der deutlidhdnktion von CD38-RNAzeigte das
BOB.1/OBF.1-Transkript nureine Induktion um den Faktor 1,5 in dem-Zellen des

Keimzentrums.

16 Ramos CD38- CD38+

— e e 0

14

12
“ls. ... @& BOB.1/OBF.

10

relative RNA Expression

, 1B il

CD38 - + -+ -
PBGD  CD38 BOB.I/OBF.1

Abbildung 12: BOB.1/OBF.1 wird auch auf Proteinebene reguliert. CD38 nicht-Keimzentrums B-

Zellen und CD38Keimzentrums B-Zellen wurden aufgereinigt und RNA bzw. Protein i$oli@) Die RNA wurde

in cDNA umgeschrieben und anschlieRend die Expres&sionPBGD, CD38und BOB.1/OBF.1 in der LightCycler-

PCR relativ quantifiziert. Die Expression von PBGD diente hierbei dem Abgl&Fii€é Proteinextrakte der beiden
Zellpopulationen wurden imWestern-Blot auf BOB.1/OBF.1-Expression untersucht. Die Expression von RelA diente
als Ladekontrolle, der Extrakt aus der humanen B-Zellinie Ramos hingegen als Positivkontrolle.
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Diese geringe Induktion stand im Widerspruch zu den im Western-Blot gewonnen Biateri

wurde der Proteinextrakt d&-Zellinie Ramos als PositivkontrolieerwendetDie Expression von
RelA diente als Ladekontrolle. Im Gegensatz zu der geriigdoktion desBOB.1/OBF.1-
Transkriptes, zeigte d&30B.1/OBF.1-Proteireine deutliche6-8 fachelnduktion in denB-Zellen

des Keimzentrums (Abbildung 12B).

Somit wird BOB.1/OBF.1 wahrend d&-Zellentwicklung nichtnur tbertranskriptionellesondern
auch Uber translationelle oder posttranslationelle Ereignisse reguliert.
Um Faktoren zudentifizieren, welche die ®B.1/OBF.1-Proteinstabilitat beeinflussé&bnnen,

wurde ein "yeast-two hybrid screen” durchgeflhrt.

2.2.2. Potentielle Interaktionspartner von BOB.1/OBF.1

Der ,yeast-two hybridscreen”ermoglichtes, neue Interaktionspartner einBsoteins zu finden.
Hierbei wird ein Hefestamm (hier HF7c), der eine Defizienz fur die Synthese von Tryptophan (trpl-
901) und Leucir(leu 2-3) aufweist, verwendeDas zur Histidinsynthese notigdIS3 (his 3-200)

ist zwar defizient,jedoch unter der Kontrolle eines Gal abhangigemmotors (GALJ,e-
GAL1,,;,-HIS3) wieder eingefuhrt. Ebenfalls unter der Kontrolle eines Gal-abhangrmgenotors

steht die Expression v@hiGalactosidase (GAL4 ..xCY Cliara-lacz).

Die cDNA von BOB.1/OBF.1lwelchesals ,Kdder* (engl. bait) fir neue Interaktionspartner
diente, wurde in ein Plasmid im Leseraster zur DNA-Bindungsdomames Gal4-
Transkriptionsfaktors kloniert. Zusatzlich zu BOB.1/OBF.1 exprimiert digs@$‘-Plasmid noch

Trpl, womit eineSelektion der Transformanten auf Tryptophansynthexsedglicht wird. Die
verwendetecDNA-Bank aus Jurka®-Zellen war ineinen Vektor alsFusionsproteinmit der
Aktivierungsdoméne des Gal4-Transkriptionsfaktors kloniert. Zusatzlich codierte dieser sogenannte
~prey“-Vektor (dt. Beute)flr Leu2, womit eineSelektion auf Leucinsynthese ermoglicht wird.

Transformiert man dieben genanntedefizienten Hefemmit den beiderVektoren, sckann es zu
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einer Interaktion von BOB.1/OBF.1 und einem Protein X aus der cDNA-Bank kommeéiesém
Falle wird durch die Interaktion derGal4-Transkriptionsfaktor rekonstituiert (Abbildung 13A).
Diese Rekonstituierung ermaoglictiie Synthese vordistidin, wodurch die Hefen auf Tryptophan,
Leucin und Histidindefizienten N&hrmedien wachskdnnen.Zusétzlich zu Histidin erfolgt noch
die Expression vorp-Galactosidaseyelche in einemGalactosidase-Test zu einer Blaufarbung
fahrt.

Die amino-terminale Domane von BOB.1/OBF.1 interagiert mit den Proteineru@dtOct2. Hier
stellte sich die Frage, ob noch andere Faktoren an diese DomB@8ih/OBF.1binden kénnen
und obdiesemit der beobachteten Proteinstabilitdt in Verbindung gebracht wédtemen. Die
carboxy-terminale Doméane vorBOB.1/OBF.1 beinhaltet hirmgen die Funktion der
transkriptionellen Koaktivierungder hierbei zugrunddiegende genaue molekulakdéechanismus
dieser Koaktivierung ist unklar. Es stellte sich somit die FragiheFaktoren vorBOB.1/OBF.1
kontaktiertwerden, um eing&ranskriptionelle Aktivierung zwermitteln. Desweiteren enthalt er die

kritischen Serine 184, 188 und 189, deren Kinase unbekannt ist.

Da BOB.1/OBF.1 ein transkriptioneller Kofaktor ist, muf3ten fir den "yeast-two hybrid screen” erst
alle transaktivierenden Domanen lokalisiert werden. Hierzu wurdesthiedene Fragmente von
BOB.1/OBF.1 in den "bait"-Vektor kloniert und nach Transformation auf Blaufarbung getestet. Es
stellte sich heraus, daBas BOB.1/OBF.1-Gesamtproteinie erwartet die Transkription des
Reporterg3-Galactosidaseaktiviert (Ergebnisnicht gezeigt)Der "screen'wurde somitzweigeteilt,

fur Proteine, die mit denamino-terminalerund solchedie mit demcarboxy-terminalen Bereich
interagiererkdnnen. Imamino-terminalen Bereich zeigteir dasFragment der Aminosaurenl-72
keine autonome Reporteraktivierung, wohingegergeifieres Fragmemit den Aminosauren 1-

126 B-Galactosidaseaktivitat induzierte (Abbilduri8B). Somit liegt in dem Bereich der

Aminosauren 72-126 eine transaktivierende Doméane von BOB.1/OBF.1.
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~

Reportergen

BOB.1/OBF.1 aa 1-126

BOB.1/OBF.1 aa 1-72

BOB.1/OBF .1 aa 103-256
BOB.1/OBF .1 aa 126-228

Wi, 411l | BOB./OBF. aa 126-256

C
screen 1 screen 2
Transformationseffizienz 68 x 106 25x 106
Anzahl $—-Gal positiver Klone 98 2
Anzahl $—Gal pos. Klone nach 3 2
Retransformation
erhaltene cDNAs 3xSIAH1 SIAH1/2
D GAL-AD 1 RING-Finger 282
v/ /e | SIAHI
45 324
vV// 7/ /" /A" ] SIAH2

Abbildung 13: Prinzip des "yeast-two hybrid screens", die Vorversuche, der "screen" und die
gefundenen interagierenden Klone SIAH1 und SIAH2(A) Prinzip des "yeast-twtybrid screens" mit der
Rekonstituierung des Gal4-Transkriptionsfaktors bei einer Interaktion von BOB.1/OBF.1 mit dem ProBiD}¢ (
versch. BOB.1/OBF.1 Fragmente wurdenden "bdt"-Vektor kloniert, in HF7C tansformiertund anschlieRend die
B-Galaktosidaseaktivitat bestimmC) Zusammenfassung des "yeast-two hybrid screens'tienitamino-terminalen
Aminosauren 1-72 als "bait"D( Die beiden gefundenen Interaktionspartnektsl und SAH2. Der SAH1-Klon
enthielt einen Teil der 3 -untranslatierten Regiathsrzer Bdten). Der SIAH2-Klon enthielt nur dieodierende
Sequenz ab Aminosaure 45.(aa: Aminosaure; DB: DNA-Bindungsdomane; TA: Transaktivierungsdoméne)
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Klone, die den gesamten carboxy-Terminus von Aminos#082256 enthielten,farbten sich wie
erwartet blau (Abbildung 13B). Eine transaktivierende Doméne von BOB.1/OBF.1 liegt, wie bei den
Experimentenmit dem amino-Terminus gezeigt, ader Region der Aminoséurer2-126. Die
Deletion dieser Region fuhrte minem Klon,der die Aminosaurei27-256enthielt, sich jedoch

auch blau farbte. Eineeiterebekannte transaktivierende Domdiegt in demaul3ersten carboxy-
Terminus. Hierbei handelt es sich urmeine saure Region bestehend ausehreren
Glutaminsaureresten. Die Deletion dieser Domane ergab die verbleibenden Aminosauren 127-228,
welche keing-Galactosidase-Expression melrmittelten(Abbildung 13B). Sanit konnte dieser
carboxy-terminaleBOB.1/OBF.1-Klon furden folgenden "yeast-two hybrid screerérwendet

werden.

Fir die Interaktionermit dem amino-terminalen Bereich wurde diér die Aminoséurenl-72
codierende cDNA voiBOB.1/OBF.lals bait* verwendet. Zweunabhangige "screengtgaben
eine Interaktion mit den Proteinen SIAH1 und SIAH2 (Abbildung 13C). Die gefiscidifs fur
SIAH1 waren identischund codiertenalle fir das gesamte Protein. Sienthielten jedochnoch
zusatzlich die 3’-untranslatierte Region. Die cDNA flur SIAgiRhieltnur die codierende Sequenz

ab Aminosaure 45 (Abbildung 13D).

Der "yeast-two hybrid screendes carboxy-Terminus vaROB.1/OBF.1mit den Aminosauren
127-228 wurde mit Hilfe einer cDNA-Bibliothekus der meschlichen Milz durchgefiihrt (Tabelle
14A). Die restlichen Rahmenbedingungearen dieselbemwie im Falle des amino-terminalen
BOB.1/OBF.1-"screens"Von den gefundenen Klonererwiesensich folgende Klone in der
Retransformation alpositiv: Immunglobulink light chain, KIAA0553, Mcm7,RanBPM und
ABP280. Alle diese Klone wurden mehrfach gefunden. Demgegeniber stehen pokitieen
Klone, die nur einmal gfundenwurden, wie Thymosin beta, JBP1, ARF-1, KIAA0120, testis
enhanced transcriptnd PR02760Alle restlichen Klonestellten Artefakte dar. So lag.B. die

interagierende Sequenz in der normalerweise nicht translati@rBegion einessens (Tabelle
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14B). Auf die potentielle Interaktiormit ABP280 und Mcm7 wird in der Diskugsn naher

eingegangen, da sie im Rahmen der Doktorarbeit nicht weiter bearbeitet wurde.

A Transformationseffizienz 25x 107
-Gal positive Klone 158

mehrfach gefundene in der Retransformation $—Gal positive Klone:
Immunglobulin « light chain (3x)
KIAA0553 RNA (5x)
Mcm7/hCDC47 (15x)
RanBPM (29x)
ABP 280 (14x)

einzelne gefundene in der Retransformation 3—Gal positive Klone:
KIAA0120 RNA
ARF-1/ADP ribosylation factor
Thymosin 3
JBP-1/Jun-binding protein-1
testis enhanced gene trasncript

20 Klone sind in der Retransformation $—Gal positiv, codieren jedoch
fiir unbekannte Transkripte

B gefundene in der Retransformation 3—Gal positive Klone, die sich nach
der Sequenzierung als Artefakte herausstellten:
SWI/SNF (3 -untranslatierte Region)
JAAK2-Kinase (falsche Orientierung der cDNA)
VAMP2/Synaptobrevin2 (3 -untranslatierte Region)

Abbildung 14: Tabellarische Zusammenfassung des "yeast-two hybrid ceeen” mit der carboxy-
terminalen Domdane von BOB.1/OBF.1. (A) Auflistung der Eckdaten des "seens" und der gafidenen
InteraktionspartnerB) Beispiele fiir gefundene Artefakte.
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2.2.3. BOB.1/OBF.1 interagiert mit SIAH1

Die 3’ untranslatierte Region von SIAH1 enthielt kein Stop-Codondim@DNA war imrichtigen
Leseraster zur Gal4-Aktivierungsdoméne, so daf Protein in Hefen korrektanslatiert wurde.
Um eine Interaktiormit der normalerweise untranslatierten Region ®AH1 auszuschliel3en,
wurde nur die codierendeéSIAH1-cDNA in den "prey"-Vektorkloniert und zusammemit dem
vorher verwendeten BOB.1/OBF.1-"bait"-Plasmid in HF7c transformiert. Sowohl die
Wachstumsselektion als auch der anschlieR@rGalactosidase-Assay ergabeine Interaktion

der beiden Proteine (Abbildung 15 oben).

GAL-AD  RING-Finger B-Gal Aktivitit
/7 /T TR | aa1-282 +
//// /] - aa 1-80 -
////// /] I | aa80-282 +

\—"

prrrsrs/ S u— aa 80-175 :
Yy /I\/III aa 175-282 .

Abbildung 15: Interaktion von BOB.1/OBF.1 mit verschiedenen Fragmenten von SAH1. Die

codierendeéSequendbzw. verschedene Fagmente von SIAH1 wden in den "py"-Vektor kloniet, anschieRend

zusammen mitdem BOB.1/OBF.1-"bait"-Vektor in HF7c transformiertind die B-Galactosidaseaktivitat der
Transformanten bestimmt. (AD: Aktivierungsdoméne)

SIAH1 und SIAH2 sindhumane Homologeles aus Drosophilaekannten Proteins Sina. Wie
dieses betiten sie einerfir Ubiquitin-Ligasen typischen Ring-Finger. Aufgrund dieses Ring-

Finger-Motivs kdnnen Sina als au@lAH1 und SIAH2 inzwei funktionelle Untereinheiten

39



Ergebnisse

aufgeteilt werden - eine amino-terminale, dRing-Fingerbeinhaltendeund eine carboxy-terminale
Domane. Die genauere Kartierung der Interaktion von BOB.1/OBF.1 mit SIAH1, erfolgte durch die
Subklonierungverschiedener Doméanevon SIAH1 in den "prey"-Vektor. Dieanschliel3ende
Wachstumsselektion und dieGalactosidase-Aktivitat ergab, dald BOB.1/OB#mil demcarboxy-
terminalen Bereich voBIAH1 interagiert.Teilt mandiese carboxy-terminale Doméane VBAH1

bei Aminosaure 175, so erfolgt keine Interaktion mehr. S@nitie gesamte Domarfér eine

Interaktion mit BOB.1/OBF.1 notwendig.

Die Interaktion zwischeBOB.1/OBF.1 und SIAHIsollte in einemHefe unabhéangigen System
bestatigt werden. Dazu wurd&ST-Fusionsproteinmit den verschiedenen Domanen \®IAH1
kloniert. Die aufgereinigten GST-SIAH1 Proteine wurden rfiin®rkiertem, in vitro translatiertem
BOB.1/OBF.1-Protein inkubiert undnschlieend prazipitiert ("pulldowmassay"). Wie die
Ergebnisse aus dem Interaktionstest in Hefen bareitsuten lie3en, wir@OB.1/OBF.1 nur von
SIAH1 in seinewollen Lange odervon der carboxy-terminalen Domane prazipitiert. Die amino-
terminaleDomane von SIAHInteragiert nichimit BOB.1/OBF.1(Abbildung 16AOben). Dieser
experimentelle Ansatz wurde anschlieRend dasrwendetdie Doménen vorBOB.1/OBF.1, die
mit SIAH1 interagieren, zu bestimmen. Auch wenn im "yeast-twtrid assay” deramino-
terminale Teil vonBOB.1/OBF.1 mit SIAH1 interagiert, ware eine zusatzlicteteraktion des
carboxy-Terminusnit SIAH1 denkbar. Um dieser Fragestellungchzugehen, wurde der amino-
Terminus und der carboxy-Terminus von BOB.1/OBF.1 in vitro translatiert und radioaktiv markiert.
Die anschlieRende Prazipitationt den GST-SIAH1-Fusionsproteinesrgab, dal? der carboxy-
Terminus vonBOB.1/OBF.1nicht mit SIAH1 interagiert (Abbildung 16A Mitte)Wie erwartet
erfolgt eine Interaktion des amino-Terminus von BOB.1/OBF.1 mit dem GesamtprotegiAda
und dem carboxy-terminalen Fragment (Abbildung 16A unten).
Desweiteren zeigte sich, dal® das GST-SIAH1 Protein als auch der carboxy-Terminus von SIAH1 in
der Lage sind, native8OB.1/OBF.1 ausinemLysat vonS194 B-Zellen zu prazipitieren. Das
amino-terminale GST-Fusionsprotein hingegeimteragierte nicht mehrmit BOB.1/OBF.1
(Abbildung 16B).
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Abbildung 16: BOB.1/OBF.1 und SIAH1 interagieren in vitro. Der amino- und der carboxy-Terminus
von SIAH1 alsauch das gesamte Al Protein wuden als GST-Fusionsproteine kloniert, exprimiert und
aufgereinigt. A) Der amino- und der carboxy-Terminuen BOB.1/OBF.1 alsauchdas gesamt®OB.1/OBF.1-
Protein wurden in itro translatiert, mit $ markiert und anschlieRend miken GST-SIAH1 Proteinen préazipitiert
("pull down"). B) Der Extrakt der B-Zellinie S194 wurde mit den verschiedenen GST-SIAH1 Proteinen inkubiert und
prazipitiertes BOB.1/OBF.1 im Western-Blot nachgewiesen. (aa: Aminosauren)

Als nachstes stellte siatie Frage, ol BOB.1/OBF.1lauch invivo und in Sdugerzellemit SIAH1

interagieren kann. Zu diesefveck wurdedas System des "Sauger-two hybrid" Systgesahlt

(Abbildung 17A). Hierzu wurden die verschiedenen DomammmSIAH1 als Fusionsproteine mit
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der Gal4-DNA-Bindungsdomaéne kloniert. Demino-terminale Bereich voBOB.1/OBF.1wurde
als Fusionsproteimit dem viralen transkriptionellen AktivatMP16 kloniert.Als Reporterwurde
ein Plasmidverwendetwelches Luciferase untefer Kontrolle eines Gal-abhangig&romotors
exprimiert. Transfizierte NIH/3T3 Fibroblasten sollten im Falle einer InteraktiorBéB.1/OBF.1
und SIAH1, wie im "yeast-two hybrid", einen funktionellen Transkriptionsfaktor rekonstituieren,

der durch seine Bindung an das Gal-DNA-Motiv im Promotor zur Luciferase-Expression fuhrt.

A
Yeast-two hybrid Sauger-two hybrid
B 20
© 15-
=
E |
L10-
s
o
5 _
o _
VP-16 + - + - + - + -
BOB.1-VP16 - + - + - + - +
Gal-DBD SIAH aa 1-80 SIAH aa 80-282  SIAH aa 1-282
Gal-DBD Gal-DBD Gal-DBD

Abbildung 17: BOB.1/OBF.1 und SIAH1 interagieren im "Sauger-two hybrid" System. (A)
Prinzip des "Yeast-two hybrid" Syshs im Vergleich zum'Sauger-two hybrid"System. Der aminound der
carboxy-Terminusyon SIAH1 alsauch die gesamteodierendeSequenz fur $IH1 wurden im "Séauger-twohybrid"

als Gal4-Fusionsprotein in einen eukaryontischen Expressionsvektor rklorB®©B.1/OBF.1 wurde als
Fusionsprotein mit VP16 kloniert. Die Interaktion von SlAklhd BOB.1/OBF.1 fuhrt zur Transkription der
Luciferase. B) NIH/3T3 Fibroblasten walen mit den versch. Gal#&H1 Konstrukten, BOB.1/OBF.1-VP16 und
einemLuciferase-Reporter unter d&ontrolle eines Gal-abhé&ngigendanotors transfiziert. Positive Interadtien
kénnen mittels Luciferasemessung identifiziert werden. (DB: DNA-Bindungsdomane; TA: Transaktivierungsdoméane).
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Wie erwartet kam eswr im Falle der carboxy-terminalen Doméned des gesamten SIAH1
Proteins zweiner signifikanterinduktion derLuciferaseaktivitdtDie Gal4-DNA-Bindungsdomane
alleine bzw. die Fusiomit der amino-terminalen Domane v&hAH1 fiihrten zukeiner Induktion

der Luciferase (Abbildung 17B).

Wenn BOB.1/OBF.1 un&IAH1, wie gezeigt, inSaugerzellen interagieren, so soll&a auch in

der Zelle kdokalisiert sein. Dieser Hypothesavwurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz
nachgegangen. Transfiziert man BOB.1/OBF.1 in NIH/3T3, so ergibesieliFrarbung des Kerns
als auch des Cytoplasmas (Ergebnis nicht gezeigt). Die Farbung von Flag-markierteme&jaii1

ein gesprenkeltes Muster sowohl im Kern als auch im Cytoplasma (Abbildung 18B).

antt BOE.1'OEF.1 ant-Flag (S1AHI)
A | &

Abbildung 18: NLS-BOB.1/OBF.1 ist in der Lage die subzellulareLokalisation von SIAH1 zu
andern. NIH/3T3 Fibroblasten wurden miAj NLS-BOB.1/OBF.1, B) Flag-SIAH1 oder C,D) beiden zusammen
transfiziert. Die anscléi3ende Immunfluoreszenz erfolgte mit spezifischen Antikérpern ge@eh1l/OBF.1 und
FLAG-markiertem SIAH1.
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In Kotransfektionen von BOB.1/OBF.1 und Flag-SIAH zeigte sich eine partielle Kolokalisation der
beiden Proteined.h. BOB.1/OBF.1 zeigte ebenfalls ein gesprenkeltes Lokalisationsmuster
(Ergebnisse nicht gezeigt). Um einen deutlicheren Effekt in der Kolokalisation der beiden Proteine
zu erhalten wurde ein&ernlokalisationssequenz (NLS, nucledocalization sequence) an
BOB.1/OBF.1 klonig. Das Lokalisationsmuster in der Immunfluoreszenz ergab
konsequenterweise eirstarke Farbung deKerns (Abbildung 18A). In Kotransfektionen von
NLS-BOB.1/OBF.1 und Flag-SIAH#&rgab sicleine starke Farbung voBOB.1/OBF.1 im Kern
(Abbildung 18C). Gleichzeitig zeigteSIAH1 nicht mehr die gesprenkeltéerteilung, sondern
translozierte ebenfalls in défern (Abbildung 18D). Somit laf3tsich die subzellulare Lokalisation

von SIAH1 Uber die Inteaktion mit NLS-BOB.1/OBF.1 &ndern.

Zusammenfassend laBich festhalten,dal’ der amino-Terminus voBOB.1/OBF.1 mit dem
carboxy-Terminus von SIAH1 interagiert. Diese Interaktion konnte sowohl in vitro als awueb in

unabhéngig vom "yeast-two hybrid screen” gezeigt werden.

2.2.4. Regulation der BOB.1/OBF.1-Proteinstabilitat durch SIAH

Sina, das SIAH Homolog auBrosophila, istfir die Ubiquitinylierung und anschliel3ende
Degradation von Tramtrack verantwortlich. In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dafl3 sowohl
SIAH1 im Falle vonDCC (deleted in_olon @ancer) als aucBIAH2 im Falle vonNCoR (ruclear
co-repressor) in dektage sind, Proteindegradation zarmitteln (Hu etal., 1997b; Zhang eél.,

1998a). Ausgehend von diesen Befuntigndie Vermutunghahe,daf’ die Interaktion vo8IAH1

mit BOB.1/OBF.1 zu einer BOB.1/OBF.1-Degradation fiihren kdnnte.

Diese Hypothesavurde in einem Kotransfektionsexperiment \W@B.1/OBF.1 undHA-Epitop
markiertemSIAH1 (HA-SIAH1) in NIH/3T3 Fibroblasten uUberprifZusatzlich transfiziertes

MyoD diente hierbei als Transfektionsabgleiatd Transfektionskontrolle. Aus den transfizierten

Zellen wurde sowohl Protein fur Western-Blot Analysen als auch RNA fiir Northern-Blot Analysen
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prapariert. Gleicht man die exprimierten Proteinmengien MyoD ab, so dmalt man nach
Kotransfektion von SIAHZEIne deutliche Redukin der BOB.1/OBF.1-Proteinmenge (Abbildung
19A). Im Gegensatz zufBOB.1/OBF.1-Proteirverandertsich die Expression deBOB.1/OBF.1
RNA nicht (Abbildung 19B).

Western Northern

BOB.1/OBF.1 | i BOB.1/OBF.1

.' MyoD
wyop | A -

Abbildung 19: Die Interaktion von BOB.1/OBF.1 und SIAH1 fihrt zu einem Abbau des
BOB.1/OBF.1-Proteins. NIH/3T3 wuiden mit Expressionsplasmiden fir BOB.1/OBF.1, SIAkihd MyoD
transfiziert. Ausden trasfizierten Zellen wurde Protein uRNA isoliert und im @A) Western-Blot bzw. im B)
Northern-Blot untersucht. MyoD diente als Ladekontrolle.

SIAH1 PR

Untersuchungen von Sina und SlIAtdbengezeigt,dal3 die carboxy-terminale Domaéfig eine
Homodimerisierung der Proteinesrantwortlichist. Im Gegensatzum sehr instabilen SIAH1
Protein, zeigt die carboxy-terminale Doméne eine deutlich gesteigerte Proteinstabilitatiioladder
Ubiquitinylierung nétige amino-terminale Ring-Finger fehlt (Hu and Fearon, 1999).

Wenn nun BOB.1/OBF.Ispezifisch durch SIAHIdegradiert wird, so sollte die gleichzeitige

Uberexpression decarboxy-terminalen Doméne vadBIAH1 den Effekt einer BOB.1/OBF.1-

Stabilisierung haben. Theoretissimd hierbeizwei Mechanismen denkbar, der carboxy-Terminus

von SIAH1 bindet anSIAH1 oder erbindet anBOB.1/OBF.1. Inbeiden Fallen sollte die

Interaktion von BOB.1/OBF.1 und SIAH1-Gesamtprotein verhindert werden.
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Diese Vermutung wurde erneut mitt&stransfektionsexperimenten in NIH/3TZllen Gberpruift.
Wie vorher gezeigt, erfolgt eine BOB.1/OBF.1-Proteindegradation, B&®.1/OBF.1zusammen
mit SIAH1 transfiziert wird. Steigend®engen an kotransfiziertem SIAH1-carboxy-Terminus

verhindern jedoch zunehmend diesen BOB.1/OBF.1-Abbau (Abbildung 20).

SIAH1 - + + + +
SIAH1 C-term ug - - 1 3 10

F —— -M BOB.1/OBF.1

SIAH1-C-terminal
fragment

A . — — —_— \ii_7yC

Abbildung 20: Der SIAH1 vermittelte BOB.1/OBF.1-Abbau ist speifisch blockierbar. NIH/3T3
Fibroblasten wurden mitExpressionsplasmiden fir BOB.1/OBF.1, SIAH1, gg#eden Mengen der @axy-
terminalen Doméane von SIAH1 und mini-myc transfiziert. Die Proteinexpression wurde im Western-Blot untersucht.
Mini-myc diente als Ladekontrolle.

Um die SIAH1 vermittelteDegradation de80OB.1/OBF.1-Proteins zguantifizieren, wurdesine
Halbwertszeitbestimmung mittels eingaulse chase“Experiments durchgefuhrt. Hierzu wurden
NIH/3T3 Fibroblasten mit BOB.1/OBF.1 bzw. BOB.1/OBF.1 und SIAH1 transfiziert. Metabolisch
radioaktiv markiertesBOB.1/OBF.1 wurde aus den lysierterZellen prézipitiert und mittels
Phosphor-Imager die Menge an radioaktivem BOB.1/OBF.1 bestimmt.

Die Halbwertszeit von transfizierteBOB.1/OBF.1betragt inNIH/3T3 Zellen 3hund wird durch

die Kotransfektion von SIAH1 um den Faktor 2 auf 1,5h reduziert (Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: SIAH1 reduziert die Halbwertszeit von BOB.1/OBF.1. NIH/3T3 Fibroblasten wurden

mit Expressionsplasmiden fir BOB.1/OBF.1 und SIAH1 transfiziert, gefolgt von einer metabolischen Markierung der
Proteine. A) Zu versch. Zeitpunkten wden die Zellen lysi¢, BOB.1/OBF.1 prazipitierund im Radiogramm
analysiert. B) Die Quantifizierung der Banden ergab die Halbwertszeiten von BOB.1/OBF.1 +/- SIAH1.

Neben der Interaktion mit SIAH1 ist der amino-terminale Bereich von BOB.1/OBF.1 auch noch fur
die Interaktionmit der POU-Doméanevon Octl und Oct2rerantwortlich. Es stelltsich somit die
Frage, ob dieselben AminosaurerB®B.1/OBF.1 flrdie Interaktionemmit den beiden Proteinen,
SIAH und Oct, verantwortlich sind. In der Vergangenheit wurden Punktmutationen von
BOB.1/OBF.1 beschrieben, diespezifisch die Interaktion mit der POU-Domane verhindern.

Besonders Mutationen in einem kurzen, ca.7-10 Aminosaure langen Stick um die
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Aminosaureposition 30 zeigen deutliche Effel&staiger etal., 1996). Mutationen, die jedoch
aulerhalb dieser Region liegen, wie z.B. Aminosaure 51, zeigen keine Beeinflussung der Interaktion
mit der POU-Domane (Abbildung 22A). Diese Daten wurden spater durch rontgen-

kristallographische Untersuchungen des ternaren Komplexes bestatigt (Chasman et al., 1999).

A

GL L P E
aa 24 VKEPVKELIRRKRGHASSGAAPAPTAVVLP 53

aa 1 256

Oct-Interaktion
(Gstaiger at al. EMBO J. 1996)

B
transformierte Konstrukte B-Gal Aktivitit
SIAH1 + BOB.1/OBF .1(wt) +
SIAH1 + BOB.1/OBF .1(L.32P) +
SIAH1 + BOB.1/OBF .1(E30L) +
SIAH1 + BOB.1/OBF 1(E26G+P27L) +

SIAH1 + BOB.1/OBF .1(V51E) -

Abbildung 22: SIAH1 und Oct kontaktieren unterschiedliche Aminosauren in BOB.1/OBF.1.
(A) Punktmutanten in der amino-terminalBoménevon BOB.1/OBF.1, die nicht mehr mit Octl bzw. Oct2
interagieren kénnen. Eine Ausnahns¢ hierbei die Punktmutante V51EB)( Interaktion von SIAH1 mit den
verschiedenen Punktmutanten von BOB.1/OBF.1 aus A in HF7c.

Um der oben genannten Fragestelluaghzugehen, wurd8lAH1 in den,bait“-Vektor und die

verschiedenen BOB.1/OBF.1-Punktmutanten in den ,prey“-Vektor kloniert. Die Interaktiate
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mittels B-Galactosidase-Aktivitat in den transformierten HefEmessen. Eseigte sich,dal alle
BOB.1/OBF.1-Punktmutanten, die nicht mehit der POU-Doméne voi©ct interagieren kénnen,
noch an SIAH1 binden. Hingegen zeigte die Punktmutante der Aminosauwrel&ignoch an Oct
binden kann, keine Interaktion mehr mit SIAH1 (Abbildung 22B).

Somit liel3 sich zeigen, dal? SIAH1 und Oct unterschiedliche Subdoméanen der amino-terminalen

Region in BOB.1/OBF.1 kontaktieren.

Wenn die Einfihrung der Punktmutation an Position 51B0OB.1/OBF.1die Interaktion mit
SIAH1 verhindert, dann sollte diese Punktmutante auch nicht mehr durch SIAH1 degradiert werden.
Zur Beantwortung diesddypothese wuden die PunktmutanteB30L, welchenoch mit SIAH1
interagiert, und V51E, welche nicht mehr mit SIAH1 interagiert, in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3 kloniert. In Kotransfektionsexperimemt#n SIAH1 und einem
Kontrollprotein wurde inNIH/3T3 Fibroblasterdie BOB.1/OBF.1-Degradation untersucht. Wie
erwartet erfolgt ein Abbau von wildtypischem BOB.1/OBF.1 als auch von der Punktmutante E30L.
Dieser Abbau ist abhangig von der kotransfiziertéfenge an SIAH1(Abbildung 23). Die
Punktmutante V51E, welche im "yeast-two hylagbay"keine Interaktion mehmit SIAH1 zeigte,

wird hingegen wie erwartet nicht mehr degradiert (Abbildung 23).

Auch wenn Oct und SIAH1 unterschiedliche SubdoméanerB@B.1/OBF.1kontaktieren, konnte

die Bindung des einen Partners Ubgre sterische Behinderungje Bindung desanderen Partners
verhindern. In Anlehnung an Abbilduri®, sollte inmit BOB.1/OBF.1 und SIAH1 transfizierten
NIH/3T3 Zellen steigende Mengen an Oct2-Proteiie Bindung von BOB.1/OBF.1 an SIAH1
verhindern und konsequenterweise die BOB.1/OBF.1-Proteindegradation blockiereigt€sich
jedoch,dal’ dieBOB.1/OBF.1-Proteinstabilitaénhit zunehmender Menge an kotransfiziertem Oct2
nicht beeinfluRt wurde (Ergebnis nicht gezeigt). Somit erfolgt die Kontrolle der Degradation durch

SIAH1 nicht Gber die Menge an Octl oder Oct2.
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BOB.1 wt BOB.1 E30L BOB.1 V51E

SIAHLlpg - 1 3 - 1 3 - 1 3

.— — i & — W oo OBFL
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——— ;M| . s SIAHL

mini-myc

Abbildung 23: Die BOB.1/OBF.1-Punktmutante V51E wird nicht mehr von SIAH1 abgebaut.
Die BOB.1/OBF.1-Punktmutanten E3Qind V51E sowie wildtypisches BOB.1/OBF.1 wian in eukaryontische
Expressionsvektoren klonieund in NIHBT3 zusammen mit SIAH1 kotransfiziert. Ansefdend wulen die Zell-
Lysate im Western-Blot analysiert.

Frihere Publikationereigten,dafd in dewon Sina und SIAHvermitteltenProteindegradation das
Proteasom beteiligt ist (Hu et al., 1997b; Li et al., 1997; Tamad), 4997; Zhang eél., 1998a). Um
der Fragestellung nachzlgen, ob digurch SIAH1vermittelte BOB.1DBF.1-Proteindegradation
ebenfalls Gber den Proteasomenkomplex lauft, wurde der Proteasomen-Inhibitor MGA&2et.
NIH/3T3 Fibroblasten wualen hierfir mit BOB.1/OBF.1 und SIAH1 d&transfiziert und
anschlieendir 6h mit MG132 inkubiert. Durch den Proteasomen-Inhibitor liel3 saia SIAH1
vermittelte BOB.1/OBF.1-Degradation zoa. 50% verhindern (Abbildung24). Somit vermittelt
SIAH1 als Ubiquitin-Ligase vermutlich eine Uberdas Proteasonvermittelte BOB.1/OBF.1-

Proteindegradation.
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BOB.1 +
BOB.1 SIAH1

MG132 pM - - 100

—R— | [1ini-myC

Abbildung 24: Der Proteinabbau von BOB.1/OBF.1 ist Proteasomen-abhangig. NIH/3T3
Fibroblasten wurden miExpressionsvektoren fir BOB.1/OBFuhd SIAH1 transfiziert. Nach 6h hkubation mit
MG132 wurden die Zellen lysiert und die Proteinmengen im Western-Blot analysiert.

2.2.5. Die Aktivierung des B-Zellrezeptors fihrt zur BOB.1/OBF.1-Proteindegradation
durch SIAH1

Im Zuge der B-Zellreifung in den Keimzentren der sekundaren lymphatiseigame, kommt es
wiederholt zu einer Aktivierungdes B-Zellrezeptors. DieB-Zellinie Ramos stammt von
Keimzentrums B-Zellen alkzZiel war es dieAuswirkung der BOB.1/OBF.1-Expressiomach
Stimulationdes B-£llrezeptors zu untersuchemd zuklaren, ob diedurch SIAH1 vermittelte
BOB.1/OBF.1-Degradation hierdurch lbg@i3t wird. Um die Aktivierungdes B-Zellrezeptors
nachzuahmen, wurden Ramos B-Zellen mit anti-lgM Antikérpern inkubiert. Hieeiigte sich, dald
die BOB.1/OBF.1-Proteinmengeaach 12h Inkubation mit anti-lgM deutlich reduziert war
(Abbildung 25).

Wie in Abbildung 24gezeigt,ist die SIAH1 vermittelteBOB.1/OBF.1-Degradation Proteasomen-
abhéngig. Sollte digerminderteBOB.1/OBF.1-Proteinmenge in Ram8sZellen nach anti-lgM
Inkubation durch SIAHXermittelt werden, so mul3 eine SensitivgggentibeMG132 vorliegen.
Die gleichzeitige hkubation von Ramo$-Zellen mit anti-lgM und MG132 blockierte den
BOB.1/OBF.1-Abbau undbestatigte die Vermutung eine8lAH1-abhangigen Degradation
(Abbildung 25).
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anti-lgM - + +
MG132 - - +

BOB.1/OBF.1

ol e, e, | Actin

Abbildung 25: Die Aktivierung des B-Zelfrezeptors in Ramos B-Zellen fdhrt zu einer
Proteasomen-abhéangigen Degradation von BOB.1/OBF.1. Ramos B-Zellen walen mit ati-lgM bzw.
anti-lgM und MG132 inkubiert. Die Zell-Lysate wden anschéiRend im Western-Bladnalysiert (die Abbildung
entstand in Kooperation mit Y. He vom NIH).

Erst die Etablierungdieses Systems der BOB.1/OBF.1-Degradataitiels Aktivierung des B-
Zellrezeptors erlaubte eine genauietersuchung der BOB.1/OBF.1-Degradation durch SIAH mit
endogen exprimiertem Protein. PotentiathglicheArtefakte, die inFolge der Uberexpression von

Proteinen in Zellen entstehen kdnnen, sind somit reduziert bzw. ganz ausgeschlossen.

Nach derAktivierung des B-Zellrezeptors kénnte es emer de novdSynthese von SIAH1 oder
alternativ zueiner Aktivierungdes SIAH1 Proteinkommen. Da kein SIAH1-AntikOrpeexistiert,

der endogenes SIAH1 Protaietektieren kann, lieBich diese Frageicht in letzterKonsequenz
klaren. Jedoch kann mittels LightCycler die Menge an SIAH1-Trangknigpsomit dieHypothese

der Neusynthese untersuelrden. Aus unstimulierteand stimuliertenRamosB-Zellen wurde
Protein undRNA, welcheanschlieRend in cDNA umgeschriebgarde,gewonnen. Als Kontrolle

fur eine erfolgreiche Stimulation diente didegradation von BOB.1/OBF.1-Prote{Abbildung

26A). Die LightCycler PCR wurde tber die Expression des Haushaltsgens PBGD abgeglichen. Die
anschlielende Bestimmung der BOB.1/OBF.1-Transkriptmenge aigabinduktion um den

Faktor 2 in aktivierten Ramos B-Zellen (Abbildung 26B). Sanit ist die Reduktion der
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BOB.1/OBF.1-Proteinmengaicht mit einer verminderterTranskription vonBOB.1/OBF.1 zu
erklaren.
Die Menge an SIAHXBpezifischem Transkriptivd nachder Stimulation um defraktor 3 bis 4

erhéht, womit die Hypothese der Neusynthese bestétigt werden kann (Abbildung 26B).

A anti-IgM - +
- - — BOB.1/0OBF.1
T —— RelA
B 4
35
g 3
A
g 25
>
5
< 2
.4
=4
g 15
=
£ 1
0.
anti-IgM - + - + - +
PBGD BOB.1/0OBF.1 SIAH1

Abbildung 26: Die Aktivierung des B-Zellrezeptors fuhrt zu einer Induktion von SIAH1. Ramos
B-Zellen wurden mit anti-lgM inkubiert und anschlieRend Proteid RNA isoliert. (A) Die Proteinextrakte wurden
im Western-Blot analysiertBj Die RNA wurde incDNA umgeschrieben und anschlieBend die reldfxpression
von PBGD, BOB.1/OBF.1 und SIAH1 im LightCycler bestimmt. PBGD diente zum Abgleich.
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Anders als in RamoB-Zellen erfolgt,wie in Abbildung 12gezeigt, instimulierten primaren B-
Zellen des Keimzentrums einelnduktion der BOB.1/OBF.1-Expression. Um der Frage
nachzugehen, ob auch diesepEessionmit einer Regulatiornvon SIAH1 einhergeht, wurden die
cDNAs von CD38 und CD38 B-Zellen des Keimzentrums mitteld_ightCycler-PCR auf die
Expression von SIAH1 untersuchtD38 B-Zellen die imWestern-Bloteine deutlich hdhere
BOB.1/OBF.1-Expressiorhatten (Abbildung 12), zeigten eingleichzeitige Reduktion der
Expression des SIAH1-Transkriptes um den Faktor(2bbildung 27A). Somit erfolgt in den
priméren B-Zellen des Keimzentrums ebenso wie in den Ramos B-Zeilemeziproke Regulation
von BOB.1/OBF.1 und SIAHL1.

Neben der Regulation der SIAH1-Expressiovdre eineRegulation der Interaktiorzwischen
BOB.1/OBF.1 und SIAH1 denkbar. Sannte z.B. nach Phpbkorylierung eines debeiden
Proteine die Interaktion mit dem Partner unterbleiben, wodurch es zu einer Proteinstabilisierung von
BOB.1/OBF.1kdme. Um diese potentielle Mdglichkeit zu untersuchen, wurden die Lysate von
CD38 und CD38 B-Zellen mit den GST-SIAH1-Fusionsproteinen (siebfbbildung 16)
gemischt. Wenn BOB.1/OBF.1 in CD38-Zellen so modifizierware,da es nicht mehr mit
SIAH1 interagieren kénnte, so sollte in GST-PrazipitatioB@B.1/OBF.1 auslem CD38-Lysat
nicht mehr koprazipitiert werden. Wie in Abbildu@@B gezeigtist dies nicht der Fall. Aus beiden
B-Zellpopulationen laf3sich mit dem carboxy-Terminus von SIAH1 das BOB.1/OBF.1-Protein
prazipitieren.Der amiro-Terminusvon SIAH1 diente hierbei als Negativ-Kontroll&Vie vorher
erwahnt gibt ezur Zeit keinen SIAH1-Antikorper, so dal’ digage nacteiner Modifikation von
SIAH1 in CD38 B-Zellen offen bleiben mulR. Zusammenfassend lai3t &dthalten,dal’ die
BOB.1/OBF.1-Proteinstabilitat iB-Zellen u.a. durchdie transkriptionelle Exression von SIAH1

reguliert wird.
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Abbildung 27: SIAH1 wird in B-Zellen des Keimzentrums tanskriptionell reguliert. (A) cDNA
von primaren CD38und CD38" B-Zellen wurden auf SIH1 Expression im LightCycler untersucht. PBGD diente
demAbgleich. 8) BOB.1/OBF.1und SAH1 interagierenauch in CD38" B-Zelllysaten miteinander. Lysate von
CD38 und CD38" B-Zellen wurden mitGST-SIAH-Fusionsproteinen inkubiednd prazijtiert. Kopraziptiertes
BOB.1/OBF.1 wurde mittels Western-Blot analysiert.

Wie in derEinleitung dargestellist Sina furdie R7 Entwicklung notwendig. Die genaue Analyse
desdazu notwendigen Signaltransduktionswepgegte eine Aktivierungles Sev-Rezeptors und
nachgeschaltet eine Kamle verschiedener Proteinkinasdbiese Signalkaskade von Drosophila
hat ihr Pendant im mitogenen Signaltransduktionsweg von Saugergaleheru.a. auch nach der

Stimulationdes B-£llrezeptorsaktiviert wird (DeFranco,1997). Ausgehend von ddbaten in
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Drosophila sollte untersucht werden, ob die SIAH1 vermit@®8.1/OBF.1-Degradation Uber die
Aktivierung der mitogenerKaskadelauft. Hierzu wurden Ramo8-Zellen mit anti-ilgM und
PD98059, einem Inhibitor dé&MEK-Aktivierung, inkubiert. DieGabe des Inhibitor&ndert an der
BOB.1/OBF.1-Proteinmenge nichts (Abbildurzg8). Wie Iereits vorher gezeigt erfolgt ein
BOB.1/OBF.1-Abbawach Stimulation der Ramd®-Zellen mit anti-IgM. Blockiert man jedoch
die mitogeneSignaltransduktion auf Hohe dBIEK, so erfolgt ein Block in deBOB.1/OBF.1-
Proteindegradation (Abbildung 28).

anti-lgM - - + o+
PD98059 25uM - + -+

— e = | BOB.1/OBF.1

— . — — RE|A

Abbildung 28: Die SIAH1 vermittelte BOB.1/OBF.1-Degradation erfolgt nach Aktivierung der
mitogenen Kaskade.Ramos B-Zellen waglen mit ati-lgM bzw. mit anti-IlgM und dem InhibitorPD98059
inkubiert. BOB.1/OBF.1 wurde im Western-Blot nachgewiesen. RelA diente als Ladekontrolle.

Somit ergibt sich in Ramos B-Zellen das folgende Bild, die Aktivierung des B-Zellrezeptors fuhrt zu
einer nachfolgender\ktivierung der mitogenen Signaltransduktionskaskackdche dieSIAH1

vermittelte BOB.1/OBF.1-Degradation unter Beteiligung des Proteasoms nach sich zieht.

Fusionsproteine der carboxy-terminalen Aminosaur2é-256 von BOB.1/OBF.nit der Gal4-
DNA-Bindungsdoméneeigten inder Vergangenheit in Gal-abhéngigReporterassays in Jurkat
T-Zellen keine Aktivitat. Erst nach Stimulation der transfizieffefiellen mitPMA und lonomycin
erfolgte eine Phosphorylierurder Serinel84,188 und 189. Diese Phosphorylierung ist fir die
transkriptionelle Aktivitét der Gal-BOB.1/OBF.1-Fusionsproteinenotwendig. Um die
Notwendigkeit der Phosphorylierung beweisen, widen die Serinadurch Alanin bzw. durch

Glutaminsdure ersetzt. Didlaninmutanten zeigten keine induzierbaAktivitst mehr. Die
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Glutaminmutanten hingegemvelche durch die negativeLadung den Phosphorylierungszustand
imitierten, zeigten einerhohteAktivitat in Jurkat T-Zellen nach Stimulatiomit lonomycin und
PMA. Als entscheidend ergabich die Phosporylierung an der Position 184. benétigte
BOB.1/OBF.1-Kinaseist unbekannt. Da nach Rezeptorstimulation in B-ZeNemschiedene
Kinasen, wie die der mitogenen Kaskadektiviert werden, wurde die Auswirkung der
BOB.1/OBF.1-Phosphorylierung gegeniubdem SIAH1 vermittelten Abbau untersucht. Die
Punktmutationen wurden hierzu in dieNMA von BOB.1/OBF.1 eingefiihrt, so dal3 das
Gesamtproteirund nicht nur dercarboxy-terminale Bereich exprimiert werden konnte (Abbildung
29 A). NIH/3T3 Fibroblastenwurdenmit den verschiedeneBOB.1/OBF.1-Punktmutanten und
SIAH1 kotransfiziert. Unabhéngig von der eingefuhrten Mutation erfolgtallen Féalleneine

Degradation des Proteins durch SIAH1 (Abbildung 29B).

A

1 175 200 256
I |
I
YFPWPQPLSTLPTSSLQYQPPAPTL
AA dmA (doppel-Mutante Alanin)
A AA tmA (tripel-Mutante Alanin)
E smE (single-Mutante Glutaminsiure)
B
Mutante wt dmA tmA smE
SIAH1 -+ -+ -+ - +
-_—— R - —-— BOB.1/OBF.1

T—
Mﬂr mini-myc

Abbildung 29: Die Mutation der Serine 184, 188 und 189 &ndert nichts am Abbau durch

SIAH1. (A) Schematische Darstellung der in BOB.1/OBF.1 eingefuhrten Muotii B) NIH/3T3 Fibroblasten
wurden mit Expressionsvektoren der versch. Serin-Mutanten von BOB.1/OBRdL mit SAH1 transfiziert.
Kotransfiziertes mini-myc diente spater als Ladekontrolle . Der Abbau wurde im Western-Blot analysiert.
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Um die in denGal-BOB.1/OBF.1-Fusionsproteinegewonnenen Datefiir die Mutationen im
Gesamtprotein zu bestétigen, erfolgte eimeansfektion von NIH/3T3 Zellen mit den
Reporterkonstrukten 4xOct und 4xmut.Oct.

Die Kontroll-Transfektionen der Gal-Fusionsproteinent der Verwendung eines Luciferase-
Reporters unter der Kontrolle von Gal-Bindungsmotiven im Promotor, ergdibeerwarteten
Ergebnisse. Der carboxy-Terminus war in der wildtypischen Form um den Faktor 50 gegenuber der
Gal4-DNA-Bindungsdomaéne induziert (Abbildung 30A). Die Alaninmutation der S&&& und

189 reduzierten dieAktivitdt drastisch undlie zusatzliche Mutatiomles Serins 184rgab eine
Reduktion auf den Basalwert. Dignfiihrung eines Glutamatrestes an der Positi® imitierte

den Phosphorylierungszustand umgigab eineauf den Faktor 130zusatzlich gesteigerte
transkriptionelle Aktivitat

Ganz anderserhieltensich jedochdie Punktmutantenles BOB.1/OBF.1-Gesamtproteins. Unter
der Verwendung vodxOct (enthalt ein Luciferasegen unter der Kontrolle eiResmotorsmit 4
Octamermotivenund 4xmut.Oct(die Octamermotivesind mutiert) erfolgte die Transfektion in
NIH/3T3 Fibroblasten. Hier zeigte keine der Alaninmutanten eine reduzierte Aktivitat gegenuber der
wildtypischenForm (Abbildung 30B). Die Tripelmutanteder Serinel84, 188 und 189%eigte im
Gegenteil sogaeine erhohtedktivitdt. Die Einfiihrung eines Glutamatrestes an der Position 184
zeigte imGegensatz zu den Gal-Fusionsproteikeme erhohteAktivitat. Als Kontrolle dieses
Experiments wurde eine carboxy-terminal deletiedem von BOB.1/OBF.lverwendet (delta C-
term.), welche eine reduzierte Aktivitat besitzt (Luo et al., 1998 und Abbildung 30B).

Worin die Unterschiede zwischen desal-BOB.1/OBF.1 Fusionsproteinen und den
BOB.1/OBF.1-Gesamtproteinen begriindet sind, ist unklar, jedielt dieses Ergebnis die
Notwendigkeit der Phosphorylierung fur die transkriptionelle Aktivitat von BOB.1/OBF.1 in Frage.
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Abbildung 30: Die Serin-Mutanten zeigen keinen nanskriptionellen Effekt. NIH/3T3 Fibroblasten
wurden mit den Seammutationen im cdmoxy-Terminus alsA) Gal-Fusionsprotein transfiziert. Als Reporter wurde
ein Luciferasekonstrukt mit einem Gal-abhangigen Reporter verweBjlétit¢rnativ wurden die Serinmutationen in
das BOB.1/OBF.1-Gesamtprotein eingefiihrt und mit den Reportern 4xmut.Oct und 4xOct transfiziert.

Da BOB.1/OBF.1ein Kofaktor Octamer-abhangiger Transkriptit, sollte die Interaktion mit
SIAH1 und die anschlieRenddBOB.1/OBF.1-Degradation zweiner verminderten Octamer-
abhangigen transkriptionelleAktivitat fihren. Dieser Fragestellungvurde durch Luciferase-
Reporterassays in NIH/3T3 Fibroblasten und Ramos B-Zellen nachgegangen.

Transfiziert man NIH/3T3 Fibroblastanit BOB.1/OBF.1 unddem Reporter 4xOct, so kommt es
unter Beteiligungles endogeexprimierten Octl zur Expssion vorLuciferase (Pfisterer edl.,
1995). Steigede Mengen von kotransfizierteB1AH1 reduzieren hingegen dieuciferaseaktivitat
in einer Dosisabhangigkeit (Abbildung 31A). Die Spezifitat dieser Regulation wiuddh die
Kotransfektion eines Luciferasekonstrukteselches unterder Kontrolle des Haushaltsgen-

Promotors Thymidin-Kinase steht, und SIAH1 gezeigt. Die Kotransfektion von SIAH1 hatte keinen

Einflul3 auf die Luciferaseaktivitat (Abbildung 31B).
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Abbildung 31: SIAH1 vermindert die BOB.1/OBF.1l-abh&angige Transkription. (A) NIH/3T3
Fibroblasten wurden mit Expressionsplasmiden fiir BOB.1/OBF.1 und SIAH1 transfiziert. Als Reporter diente 4xOct.
18h spéater wurde dikuciferaseaktivitdét gemessenB)( Kontrolltransfektion von SIAH1 zusammen mit einem
Luciferasekonstrukt unter der Kontrolle des Thymidin-Kinase Promotors.

Um die transkriptionelle Aktivierunges nativexprimiertenBOB.1/OBF.1 in Ramo®8-Zellen zu
untersuchen wurdein Reporterplasmi¢ED) verwendetwelches neben de®@ctamermotivnoch
zusatzlich E-Box-Motive inPromotorvor demLuciferasegen besitzt. Diese E-Bblotive fihren

zu einer erhdhten Basalaktivitat des Promotors, wobdndigktionsfahigkeit durctBOB.1/OBF.1

in Verbindungmit Oct1/2 erhalten bleilkPfisterer etal., 1995). Im Kontrollplasmid (Ed) zu ED
wurden die Octamermotive im Promotaoutiert, dieE-Box-Motive jedoch beibehalten. Transfiziert
man RamosB-Zellen mit diesen Konstrukten, so erhalt man abhéngig von dem funktionellen
Octamermotiv im Promotor eine starke Induktion der Luafaseaktivitat (Abbildung 32A).
Dieselben transfiziertedellen zeigen jedoch eine deutlichedRktion der Induktion (3-&ach)

nach Inkubationmit anti-lgM (Abbildung 32A). Diese Reduktiorwar zu erwarten, da

BOB.1/OBF.1 wie gezeigt nach anti-lgM Inkubation reduziert wird.
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Abbildung 32: Die Stimulation des B-Zellrezeptors vermindert die BOB.1/OBF.1-abhangige
Transkription durch SIAH1. (A) Ramos B-Zellen wualen mit derReporterplasmiden ED (Octamermotiv im
Promotor)und Ed (mutiertes Oatmermotiv im Promotor) transfiziert, mit anti-lgM inkubiamid nach18h die
Luciferaseaktivitat gemesse®)(Ramos B-Zellen wurden mit der carboxy-terminalen Doméme SIAH1 und, wie
in A, mit ED transfiziert. Nach Inkubation mit anti-lgM erfolgte nach 18h die Messung der Luciferaseaktivitat.
Auch wennder Mechanismus fudie transkriptionelle Regulation awfine BOB.1/OBF.1-
Degradation durch SIAHhinweist, beweist enoch nicht, dal3 dieExpression von SIAH1 das
Schlisselereignis nach déktivierung des B-Zellrezeptors darstellt. Umliese Fragestellung
genauer zu untersuchen, wurde der carboxy-TerminuSiAiH1 kotransfiziert.Wie in Abbildung
20 gezeigt, erfolgtlurchdie Expression des carboxy-Terminus von SlAgifh spezifischer Block
in der SIAH1 vermittelten BOB.1/@F.1-Degradation. Dieser Block deBOB.1/OBF.1-
Degradation sollte sich in den RamBsZellen in der Erhaltung der transkriptionelléktivitat

nach anti-IgM Inkubation niederschlagen. Transfizierte Rafadsllen zeigten nach Transfektion
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von ED und anschlieRender Inkubation mit anti-lgM eheartete Reduktioder Luciferaseaktivitat
(Abbildung 31B). Diese Reduktion der Luciferaseaktivitgdr in den Kotransfektionemit dem

carboxy-Terminus von SIAH1 nicht mehr zu beobachten (Abbildung 32B).

Die B-Zellrezeptorstimulation fiihrt somit Uber den mitogenen Signaltransduktionswemezu
Degradation von BOB.1/OBF.1 durch SIAH1 uawischlie3end zu einer vermindertexpression
BOB.1/OBF.1-abhangiger Zielgene in Ramos B-Zellen.

62



Diskussion

3. Diskussion

3.1. Der BOB.1/OBF.1-Promotor

Der transkriptionelle KoaktivatoBOB.1/OBF.1zeigt in B-Zellinien eine konstitutive Expression.
In der T-Zellinie Jurkat hingegen erfolgt die Expression arath Stimulationmit PMA und
lonomycin. Um diese unterschiedliche Expression zu untersuchen wurde in der vorlief§ydiaiten
die transkriptionelle Regulation d&OB.1/OBF.1-Genguntersucht. Hierbereigte sich, dafl} der
transkriptionelle Start in B- und T-Zellen identisit. Der klonierte BOB.1/OBF.1-Promotor
enthalt Bindungsstellen fuverschiedenelranskriptionsfaktorerwie CREB, NF-AT und SRY.
Transfektionsuntersuchungen ergaleeme B-Zell-spezifisché\ktivitdt des kloniertenPromotors,
jedoch keine Induzierbarkeit in T-Zellen. In "BNe-Hypersensitivity"-Tests konnten dariber
hinauskeine unterschiedlichen Loerhohter DNAse-Sensitivitat in B- versdsZellen bzw. in

unstimulierten versus stimulierten T-Zellen gefunden werden.

3.1.1. Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren im BOB.1/OBF.1-Promotor

Die Regulation eine&ens inunterschiedlichen Zellpopulationen kann u.a. Ubervdiavendung
alternativer Promotoren erfolgen. Beispielsweise wird der inEddeitung (Punkt 1.2)erwéhnte
Transkriptionsfaktor GATAL zellspezifisch von einem proximalen (erythroiden)eunai distalen
(testikularen) Promotor reguliert (Moroni a&t, 1997; Vannucchi etl., 1999). Um die Hypothese
einer Regulation tber unterschiedlicReomotoren zu untersuchen, wurden B@B.1/OBF.1-
Transkripte von B-Zellen und unstimulierten als auch stimulieft&ellen miteinander verglichen.
Es zeigte sich, dal3 allntersuchterZellinien denselben transkriptionellen Startpunkt haben und

somit denselben Promotor benutzen.
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Die klonierte BOB.1/OBF.1-Promotorregianthalt potentielldBindungsstellen fuwverschiedene
Transkriptionsfaktoren. Die in Abbildung 7 gezeigte Sequenz stammt aus der Maus. Vergleicht man
diese Sequenz mit der humanen Sequenz von der Arbeitsgruppe Kerckaert (Galieque Zaujtina et
1996), sosind die Bindungsstellen fur die Transkriptionsfakto®@REB, NF-AT und SRY
konserviert. Die Bindungsstelle fi-myb hingegenist nicht konserviert und wird somit im

Folgenden nicht weiter besprochen.

Direkt oberhalb der TAA-Box befindetsich die CREB/ATF Bindungsstelle, das sogenannte
CAMP-responsive_Ement(CRE). In Saugern findethan dreiGene die fir cAMP-responsive
Transkriptionsfaktoren kodiere@REB, CREM undATF-1 (Foulkes etl., 1992; Hoeffler etal.,

1988; Rehfuss et al., 1991). Alle drei sind in der Lage an das CRE zu binden und zu transaktivieren.
CREB, CREM undATF-1 gehoren zuKlasse der'basic-domain-leucine-zipper" Protei(ieZip),

welche sowohHomo- alsauch Heterodimere bilden kdnnen. Sowohl CREB als &REM und

ATF-1 kodieren wiederurfiir verschiedene Isoformen, diendth unterschiedliche transkriptionelle
Regulationsmechanismen entstehen. SdlistCREM die Verwendung alternativen Spleil3ens,
alternativer Benutzung von Start-Codons undattiernativeTranskription voneinemintronischen

Promotor bekannt (Sassone-Corsi, 1995).

Neben dem CREwurde im BOB.1/OBF.1-Promotorweiter 5’ eine NF-AT Bindungsstelle
charakterisiert. Die NF-AT_(nucleaadtor of &tivated_Fcells) Transkriptionsfaktoren bestehen aus
vier Familienmitgliedern, die in verschiedenen Geweben unterschieslianii exprimiert werden.
Ihre Regulation erfolgt Uber die Calcium-abhangiBbaosphatase CalcineurinCalcineurin
dephosphoryliert NF-AT und ermdglicht so den Transport in den Kern. Demgegenuber erfolgt ein
Kernexport nach erneuter Phosphorylierung (zusammengefasst in 8a4%27). NFAT1wurde
sowohl in B- als auch iT-Zellen beschrieben. Interessanterweise zeigen NF-AT1-defiziente
Mause eine normale ImmunkompetenRer Phanotyp beschrankte sich aihe Verstarkung
einiger primarer ungekundarer Immunantworten, verbundwit einer erhohterAnzahl anTh2-
Zellen. Diese Ergebnisse fuhrten zu der Ansicht, dal3 andere Mitglieder der NF-AT-Familie NF-
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AT1 ersetzen kénnen (Xanthoudakis et B296). Invielen NF-AT-Zielgenenwie IL-2, IL-4, IL-5,
GM-CSF etc. liegt in direkter Nachbarschaft der NF-AT BindungsstelB-Positioneine AP-1-
Bindungsstelle (Cockerill etal,, 1995; Rao, 1994). NF-AT und AP-1 bilden einen
Transkriptionskomplex welcher die Stabilitat der Bindung von NF-AT abid deutlich erhdht
(Chen etal., 1995; Jain edl., 1993). In dem klniertenBOB.1/OBF.1-Promotofehlt eine solche
AP-1 Bindungsstelle.

Das letzte imBOB.1/OBF.1-Promotor gefundene Consensus-Msiglit eineBindungsstelle fir
SRY, Sox und andre verwandte Mitglieder derHMG-Box-Familie dar. Esgibt drei
Familienmitglieder, die anielsesMotiv binden kdnnen und dieine bekannte Rolle in B- bzw. T-
Zellen spielenTCF1 (T ell factor 1), LEF1 (lymphoid @&hancer-binding dctor 1) undSox4
(Oosterwegel eal., 1991; Travis etal., 1991; van deWetering etal., 1993). Wahrend TCF1
ausschlief3lich in T-Zellen exprimiert wird, findet ma&F1 in den pro- und préaB-Zsthdien.
TCF1- undLEF1-defizienteMausezeigten, dafbeide Faktoren irm-Zellen zum Teil redurahte
Funktionen haben (Okamura et al., 1998). Der Transkriptionsfaktor Soxdingegen in B- und
in T-Zellen exprimiert. Sox4-defiziente Mause sterben bereits embryonal am Tag 14 infolge cardio-
vaskularer Defekte. Transferexperimenétgten, dalSox4 fur dieDifferenzierung und Expansion
von proB-Zellen notigst, die T-Zellentwicklung wird hingegenicht beeinflul3t (Schilham etl.,
1996).

3.1.2. Potentielle Regulationsmechanismen im BOB.1/OBF.1-Promotor die zu einer

Zellspezifitat fuhren

Die in dieserArbeit durchgefuhrten Transfektionsstudien des BOB.1/OBF.1-Prometgaben,
dal er wie erwartet eine Zellspezifitat fir B-Zellen zeigt. In Fibroblasten war er hingegen nicht aktiv.

Die Arbeitsgruppe um Roeder an der Rockefeller Universitat publizierteBdds.1/OBF.1-
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Promotor mit derselben, hier beschriebenen Sequenz. InAitiveit fokussierten sich didutoren

auf das CRE und konnten mittels "band-shift" Experimenten eine Bindung an das BFZelien

als auch in HeLa-Zellen zeigen. Trotz der konstitutiven Bindung des CRE in B- und nicht-B-Zellen
war derBOB.1/OBF.1-Promotornwie auch in der vorliegenden Arbeit beschrieben, zellspezifisch.
Desweiteren zeigtersich in Transfektionsstudien, dal3 das CRE entscheidéndeine vom
BOB.1/OBF.1-Promotor vermittelte Gen-Expression ist (Steveak, 2000). Wie a3t sichidser

Umstand der Zellspezifitat des BOB.1/OBF.1-Promotors erklaren?

Die verschiedenen exprimiertefsoformen von CREB/CREM/ATF habemnterschiedliche
Auswirkungen auf die CRE-abhangige Transkription. So entsteht z.B. dliechativesSpleil3en

von CREM demotente Inhibitor ICER (Molina edl., 1993). Neben der direkteRegulation der
Transkription durch Isoformen mittels Bildung von Homo- und Heterodimeren gibt es im Falle von
CREBL1 inAplysia auch Hinweise darauf, dal} dBREB1c-Isoform dieAktivitat von Kinasen,
welche CREB phosphorylieren, reguliert (Bartschakf1998). Die Phosphorylierung von CREB
und CREM st fur didgranskriptionelle Transaktivierung essentiell. Sie ermogbate Interaktion

mit den Ko-AktivatorenCBP (CREB-Inding potein) und p300 welche mit dembasalen
Transkriptionskomplex interagieren (Arany att, 1995; Arias etal., 1994; Chrivia etal., 1993;

Kwok et al., 1994; Lundblad et al., 1995; Radhakrishnan et al., 1997).

Das CRE im BOB.1/OBF.1-Promototietet mit denoben genannten Dateeine Vielfalt an
potentiellen Regulationsmechanismen. In B-Zellinien koreitee konstitutiv aktiveForm der
CREB/ATF-Faktoren vorliegerDies kdnnte z.B. durchkine konstitutive oder veranderitivitat

der notwendigerKinasen erfolgen. Die entscheidende Phosphaooig am Serin 133 in CREB
erfolgt normalerweise Uber die ProteinkinaseA. In B-Zellen hingegen kgem&#gt werden, daf3
infolge einer Quervernetzung von Oberflachen-Immunglobulinen die ProteinkinaseC die
Phosphorylierung des Serin 188rmittelt (Xie andRothstein,1995). Die Aktivierungswege von
CREB-Faktoren zeigen somit zellspezifische Unterschiede.

Eine weitereMoglichkeit ware die Exprssion B-bzw. T-Zell-spezifischetisoformen. Sogibt es
Hinweise auf die differentielle Expsion vonverschiedenen Splei3-Varianten von ATF in der B-
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Zellentwicklung (Pongubala and\tchison, 1995). Desweiteren konnteine in B-Zellenvermehrt
exprimierte Form von ATF, das B-ATF, kloniert werden (Dorsey et al., 1995). In den verschiedenen
B-Zellinien zeigten RajBurkitt's Lymphomzellen die héchstexpression von B-ATFBurkitt
Lymphomesind gleichzeitig aber auchit anceren zusammen der Lymphomtypt der héchsten
Expression von BOB.1/OBF.1 (Greiner &f, 2000). Die CREM Isoform ICER konnte in
verschiedenen T-Zellinien nach Inkulbat mit Forskolin nachgewiesen werden. B-Zellinien
hingegen zeigten unter diesen Bedingungen Ké&idR-Expression (Bodor et., 1996). Somit ist
eine unterschiedliche Regulation des BOB.1/OBF.dmotors in verschiedenen Zellinien Uber die
differentielle Expression von ICER denkbar.

Eine weitere Mdglichkeit der Beinflussung CRE-abhangiger Transkription stellt die Modulation von
CBP und p300 dar. Beide Transaktivatoren besitzen die Fahigkeit Histglntansferasen (HAT)
zu rekrutieren. Hierbei konnggezeigt werden, daf3 eihateraktion vonCBP/p300mit den beiden
Histonacetyl-Transferasen p/CAF und p/CIP fur @REB-vermittelteTranskription notwendig ist
(Korzus etal., 1998). Neben derHAT und dem basaleranskriptionskomplex interaggt
CBP/p300 nochmit einer Reihe signal-abhéngiger TranskriptionsfaktoRiese Befunde haben
dazu beigetragefCBP/p300 als Integrationsbasigerschiedener zellulareBignalkaskaden zu
betrachten (Goodman and Smolik, 2000).

Eine weitere interressante Regulation CRE-abhangiger Transkription mirder Klonierung des
Faktors ACT (activator of REM in testis) gefunden. Der im Hoden exprimierte Faktor erlaira
CRE-abhangige Transkription in Kombinatiomit CREM jedbch ohne Involvierung von
CBP/p300. Hierbei konnte gezeigt werden, dal3 selbst die Phosphorylieru@irizdn nicht mehr
notwendig ist (Fimia et al., 1999). ACT stellt jedoch keinen Einzel&all sbwurde mit DRAL ein

zu 80% homologes Protein beschrieben welchiéditgliedern der CREB-Familie interagiert und
primar im Herzen exprimiert wir(De Cesare all., 1999; Genini etl., 1997).Ein fur lymphoide

Zellen spezifischer ACT-Verwandter ist bisher jedoch noch nicht bekannt.

Im Gegensatz zu CREB handelt es siEh den Mitgliedern der NF-AT-Familie urweniger
ubiquitar exprimierteFaktoren. So werden die Mitglieder NF-AT1, 2 undvdrstarkt bzw.
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ausschlieBlich in lymphoiden Geweben exprimiert (zusammengefasst in Baol897). Diese
Expressionsunterschiede konnten zu der Zellspezifitat des BOB.1/OBF.1-Promotors beitragen.
Wie bereits oben erwahnt, fehlt iIBOB.1/OBF.1-Promotor deklassischeNF-AT Partner AP-
1. Jedoch konnteine Interaktion der amino-terminalen Transaktivierungs-DomaneN¥eAT1
mit CBP/p300gezeigt werden (Garcia-Rodriguez aRdo, 1998). Mit CREB/ATF und NF-AT
liegen somitzwei Faktorenvor, die CBP/p300rekrutieren und dartber transaktivierewtdken

konnen.

3.1.3. Regulationsmechanismen die eine Induzierbarkeit des BOB.1/OBF.1-Promotors in

T-Zellen erklaren kdénnen

Folgt man den Datenaus B- undT-Zellen, so wéaren digolgenden Ergebnisse fir den
BOB.1/OBF.1-Promotor zerwarten geweseffransfektionen in B-Zellen sollten zu eineohen
Aktivitat fihren, die Transfektion inf-Zellen hingegen sollte eine geringe Promotoraktivitat
ergeben. Erst nach Stimulationit PMA und lonomycinsollte die Aktivitat des transfizierten
Promotors das Niveau der Aktivitat in B-Zellen erreichen.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, lag in den transienten TransfektioneB@Bs1/OBF.1-Promotors in
T-Zellen eine hohe Basalaktivitat vddiesewar ca. um deffraktor drei geringer als in dearallel
getesteten B-Zellini&s194. NachStimulation mit PMA und lonomycinzeigte der transfizierte
BOB.1/OBF.1-Promotoreine dreifache Ingktion der Luciferaseaktivitat. Somit erreicht der
Promotor nach der Stimulatiaine ahnlichéAktivitat wie in derB-Zellinie S194.Die beobachtete
Stimulation um den Faktor drei in T-Zellen ist im Vergleich zu der StimulatiorB@43.1/OBF.1-
Reporterplasmids 4xOct nur gering. Aus diesem Ergebnis wurde geschlossen, Biadaldidivitat
des BOB.1/OBF.1-Promotors if+Zellen zuhoch ist. Um fehlende regulatoriscBéemente zu
finden wurde eif'DNAse Hypersensitivity"-Test durchgefihmyelcher jedoch keinknterschiede

zwischen B- und T-Zellen bzw. zwischen aktivierten und nicht-aktivierten T-Zeilgab. Dieses
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Ergebnis kann in zweierlei Weise interpretiert werden: i) die notigemente, um deRromotor in
T-Zellen inaktiv zu halten, liegen aul3erhalb des untersuchten Bereichs oder ii) die g&x&ilysen
sensitiven Stellen binden in B- und@-Zellen unterschiedliche Kofaktorerwelche zu einer
Repression der Transkription in T-Zellen, aber nicht in B-Zellen fihrt.

Ein fur diese zuletzt genannte Hypothese interessafdée im BOB.1/OBF.1-Promotostellt die
SRY-Bindungsstelle dar. An diest&fotiv konnen die Transkriptionsfaktoren SoxBCF1 und
LEF1 binden.Alle diese Faktoren gehodren zur Familie déigh mobility group® (HMG)
Proteine.Sox4 ist ein Transkriptionsfaktor, ddtir die friiheB-Zellentwicklung eine Rolle spielt
(Schilham et al., 1996).

Interessanter sind jedh die beiden FaktoreRCF1 und LEF1. TCF1 wirdusschlie3lich in T-
Zellen exprimiert, LEF1 hingegen in T-Zellen und proB- und praB-Zellen (Regla 2000).Beide
Faktoren kdnnen die Transkription sowohl reprimieren als aktivieren.Die Interaktionmit den
Ko-Repressoren der Groucho-Familie fuhrt zeiner Rekrutierung der Histon-
Deacetylasel(HDAC1) und somit zu einer Resgion der Transkription (Billin eal., 2000;
Brantjes etal., 2001). ImFalle einer Aktivierung de$Vnt-Signaltransduktionswegdsommt es
jedoch zu einer Translokation des Fakf@&€atenin in den Kern undnschliel3end zur Interaktion

mit TCF1/LEF1 (Hecht an&emler,2000). Imweiteren Verlauf der transkriptionellen Aktivierung
erfolgt die Rekrutierung der Faktor€&BP undp300, diemit Hilfe ihrer Histon-Acetyltransferase-
Aktivitat die Wirkung der HDACL1 revertieren, d.h. den Locus 6ffnen (Sun et al., 2000).

Mit diesem transkriptionethmbivalenten Verhalten lieReich die transkriptionellen Ereignisse in

T- und B-Zellenwie folgt erklaren.Der BOB.1/OBF.1-Promotaist in B- und T-Zellen aktiv, in
nicht-lymphoiden Zellen hingegen inaktiv. Diese zellspezifische Regulation kdnnte tber das CREB-
und das NF-AT-Motiv in Verbindung mit den oben genannten Mdglichkeiten vermittelt werden. Die
unterschiedliche Aktivitat in B- und-Zellen kénnte hingegemit Hilfe des SRY-Motivs reguliert
werden. Wahrend in unstimulierten T-Zellen keine BOB.1/OBF.1-Expression erfolgt, findet man in
proB- und préB-Zellen zumindest eine deutlich vermindeB&®B.1/OBF.1-Expression im
Vergleich zu aktivierten B-Zellen des Keimzentru(@sn etal., 1998). Somit konnte irproB- und
praB-Zellen,als auch inT-Zellen eine Repression dé&ranskription vonBOB.1/OBF.1 Uber die
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Faktoren LEF1 und TCF1 erfolgeBei der weitererDifferenzierung der B-Zellen kommt es zu
einer Repression der LEF1-Expression. Somit ware eine anschlieRende Induktion der Transkription
von BOB.1/OBF.1 mit Hilfe der Faktoren CREB und NF-AT moglich. Anders hingegen séhe das
Szenario inT-Zellenaus. Hier kénnte esach erfolgter Stimulation des T-Zellrezeptors zu einer
Translokation vorf3-Catenin in den Kerrkommen, so dafd diEaktoren TCF1 und LEF1 nicht
mehr reprimierendsondern aktivierend auf die BOB.1/OBF.1-Transkriptiorwirken wirden.
Dieses Modell wirde erklaremarum in transientenrénsfektionen deBOB.1/OBF.1-Promotors

in JurkatT-Zellen einehohe Basalaktivitdt beobachtet wir(Abbildung 9). Die Repression der
Transkription Uber TCF1/LEF1 erfolgt Gber die Rekrutierung von HDAQL,, fdr die Repression

ist eine Komplexierung der Promotorregimit Histonennotwendig. Diese Komplexierung durfte
aber bei den in diesérbeit durdhgeflhrten transienten Transfektionen niabiegen, so dal3 die

Repression unterbleibt und folglich der Promotor eine hohe Basalaktivitat zeigen wirde.

Neben depotentiellen Regulation ddaromotors Uber diSRY Bindungsstelle, gibt es Hinweise
darauf, dal3 auch der Faktor NF-AT eine Rolle spielen konnte. Die NF-AT-abhangige Transkription
in B- und T-Zellen nach Aktivierung des Antigen-Rezeptorslgirfiber das cytoplasmatische
Proto-OncogenVav-1. Interressanterweise zeigewav-1-defiziente Mause einen reinen T-
Lymphozyten Phanotyp, die Population der B-Zellen hingegerelativ normal (Fischer etal.,
1995; Tarakhovsky et al., 1995). Dies fuhrte zu der Suche @iaem Vav-1-Verwandten, der dann
auch kloniert undvav-2 genannt wurde. Infbegensatz zu dem lymphoid-spezifisch exprimierten
Vav-1, wird Vav-2 auch invielen nicht-lymphoidenZellen exprimiert(Schuebel etal., 1996).
Genauere Untersuchungen von Vav-1 und Vav-2 auf die NF-AT-abhangige Transkription in B- und
T-Zellen zeigten, daf3 in B-Zellen sowohl Vav-1 als auch Vav-2N&eAT abhangige Transkription
fordern, in T-Zellen hingegerst Vav-2 dazu nicht in der LagéDoody et al.,2000). Dieses
Ergebnis wurde spater iwav-1- und Vav-2-doppeldefizientemausenbestatigt (Doody etl.,
2001; Tedford etl., 2001). DieseBeispiel zajt, dal} edJnterschiede in der Regulation von NF-
AT-abhéangiger Transkription zwischen B- uléZellen gibt. Somitkbnnten Unterschiede in der
NF-AT-Aktivierung zu einer spezifischen Regulation 86B.1/OBF.1-Expression in B- und T-
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Zellen beitragen. Wie in Abbildung 9 dargestellt bedingt die Stimulation von T-ZelldANi#At und
lonomycineine Expression von BOB.1/OBF.Beide Stimuli bedingen unter anderem aber auch
eine NF-AT-Aktivierung. Zusatzlich erfolgtudch Zugabe von Cyclosporin @ine Inhibition der
BOB.1/OBF.1-Expression. Cyclosporin Ast ein spezifischer Inhibitor der Phosphatase
Calcineurin, diezur Aktivierung von NF-AT notwendig ist. Zusammenfassend lasst sich
spekulieren, daf? der Transkriptionsfaktor NF-AT fur die ExpressidnZallen eine Rolle spielen
dirfte. Interressanterweise erfolgt in B-Zellinien keine Regulation der konstitufixpression
durch Cyclosporin A (Datenicht gezeigt). Somit scheinen in B- und T-Zellen unterschiedliche
Signaltransduktionswege bzgl. der NF-AT Aktivierung vorzuliegen. Eine andere Mdglichkeit wére,

daf3 die Aktivierung von NF-AT fur die BOB.1/OBF.1-Expression in B-Zellen keine Rolle spielt.

3.2. SIAHL1 ist ein Interaktionspartner von BOB.1/OBF.1

BOB.1/OBF.1 wird inB-Zellen nicht nur transkriptionell sondern auch auf Protein-Niveau
reguliert. Hierbei spielt der Interaktionsparti®AH1 eine wichtigeRolle. Durch die Interaktion

mit SIAH1 wird das BOB.1/OBF.1-Proteiproteasomenabhéngig degradiert. Diese Degradation
konnte sowohl in transfizierten Fibroblasten als auchBidellen nach Aktivierung des B-
Zellrezeptors gezeigt werden. Endogenes SIAH1 wird hierbei auf transkriptioneller Ebene reguliert.
Als Folge der Degradation voBOB.1/OBF.1 inB-Zellen kommt es zu einer Verminderung

BOB.1/OBF.1-abhangiger Transkription.

3.2.1. Regulation von BOB.1/OBF.1 in primaren Zellen

Die Analyse verschiedener B-Zellinien ergaibe konstitutive Egression degranskriptionellen

Koaktivators BOB.1/OBF.1 (Schubart eal., 1996b). Ausgehend von diesem Befundirde
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vermutet, dafauch primére B-Zellen in den verschiedenen Entwicklungsstadien eine konstitutive
BOB.1/OBF.1-Expression aufweisen. Die ersten Hinweise=eeaf Regulation voBOB.1/OBF.1

kamen vonUntersuchungen an dd&rZellinie Jurkat (Zwilling et al., 1997). Diesezeigten eine
Induktion des BOB.1/OBF.1-Transkriptemch Stimulationmit PMA und lonomycin. Jedoch
lieBenerst die BOB.1/OBF.1-defizienten Mausime Regulation deBOB.1/OBF.1-Transkription

in B-Zellen vermutenDie BOB.1/OBF.1-defizienten Mauseeigen eine reduziert®opulation
transitioneller B-Zellen und ein volligdsehlen von Keimzentren (Hess at, 2001; Kim etal.,

1996; Nielsen eal., 1996; Schubart «il., 1996a). Folgerichtig konnte dann auch Higpression

des BOB.1/OBF.1-Transkriptes BrZellen des Keimzentrums nachgewiesen wer@ameiner et

al., 2000; Qin etal., 1998). Weitere Experimentezeigten, daf} IL-4 undanti-CD40 die
transkriptionelle Expression von BOB.1/OBF.1 in primaren ruhemiZellen induziererkdnnen.

Im Kontext dieser transkriptionellen Induzierbarkeit ergab die genaUerersuchung des
BOB.1/OBF.1-Promotors, dalieder, konsistentmit denvorherigen Daten, IL-4 undnti-CD40
responsiv ist (Stevens et al., 2000). Neben der Induktion des BOB.1/OBF.1-Transkriptes durch IL-
4 und CD40 irprimaren ruhendeB-Zellen lieferten diese Experimente aber auch Hinweise auf
eine Regulation des BOB.1/OBF.1-Proteins (Qin et al., 1998). Primare ruhende B-Zellen zeigten im
Gegensatz zur BOB.1/OBF.1-ExpressionNorthern-Blot, keine Epression des BOB.1/OBF.1-
Proteins im Western-BloZusétzlich zu dieserBefund zeigten die Zellen nach Stimulation mit

LPS zwar eine Induktion des BOB.1/OBF.1-Transkriptes als auch des Proteins, jedoch erfolgte die
Zunahme de®roteins schneller als die des Transkriptes. Hienaude gefolgert, dal? neben der
Regulation auf transkriptioneller Ebene noch zusatzliche posttranslationale
Regulationsmechanismen eine Rolle spie{@in et al.,, 1998). Wie in dieserArbeit gezeigt
(Abbildung 12), konnten diese Vermutungen im Falle der RegulatioB@.1/OBF.1-Protein in

CD38 nicht-Keimzentrums B-Zellen versuSsD38 Keimzentrums B-Zellen bestatigt werden.
Beide B-Zellentwicklungsstadien exprimieren vergleichbde:ngen an BOB.1/OBF.1-Transkript.

Die Proteinexpression hingegen zeigie friher beschrieben, einen deutlichen Anstieg von

BOB.1/OBF.1 in den CD3&XKeimzentrums B-Zellen.
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3.2.2. BOB.1/OBF.1 interagiert mit SIAH1

Der Befund deRegulation de®80B.1/OBF.1-Proteins iB-Zellen flhrte Uber einen "yeast-two
hybrid screen" zur Identifikationvon SIAH1 und SIAH2 als Interaktionspartner von
BOB.1/OBF.1.Die Interaktion findet Uber den carboxy-Terminus \®RAH1 und denamino-
Terminus von BOB.1/OBF.1 statt. SIAH kannawei funktionelle Domaneninterteilt werden, der
amino-terminalen und der carboxy-terminalen. Die amino-terminale Domane bedikgindison
von SIAH alsUbiquitin-Ligase(E3), sie enthalt dadir diese Proteinfamilie typische Ring-Zink-
FingerMotiv (Joazeiro and Weissman, 2000; Lorickakt1999). Diecarboxy-terminale Doméane
hingegen ist fur die Interaktiomit verschiedenen Proteineerantwortlich. Zum einekann SIAH
genausavie Sina, dasHomolog ausDrosophila, Homodimere bilden. Diese Homodimerisierung
bedingt eine Instabilitat deSIAH Proteins, wobei es abhangig von &eng-Zink-Finger-Domane
zu einer Degradation des Dimerpartners konfhi and Fearon, 1999Yum anderen erfolgt
mittels der carboxy-terminalddomane die Interaktiomit den ProteinenDCC (ckleted in_olon
cancer),NCoR (ruclear_cerepresssor)Vav-1, 3-Catenin und, wie in idser Arbeit gezeigt, mit
BOB.1/OBF.1 (Germani et al., 1999; Hu et al., 1997b; Liu et al., 2001; Matsuzavwwead@001,
Zhang et al., 1998a). Eine Ausnahme bildet die Interaktion mit BAG1. Hier bedingten Deletionen im
amino-terminalen als auch im carboxy-terminalen BereichSI&H einen Verlust deBindung

(Matsuzawa et al., 1998).

3.2.3. Degradation von BOB.1/OBF.1 durch SIAH1

In Drosophila fiihrt die Interaktion von Simait Tramtrack zweiner Degradation von Tramtrack.
Fur Tramtrack,BAG1 und DCCkonnte gezeigt werden, daliese Degradation auf der durch
Sina/SIAH vermittelten Ubiquitinylierung beruht (Hu et al., 1997b; laletl997; Sourisseau et.,
2001; Tang et al1997).Folgerichtig stellte sich spater heraus, dal’ Sina/Siélpbenerwahnt,

zu den Ubiquitin-Ligasen gehoren.
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Neben BAG1 und DCC fuhrt dimteraktionmit SIAH auch im Falle von NCoR3-Catenin und
BOB.1/OBF.1 zu einer Degradation des jeweiligen Proteins. Diese Degradation alishifréllen
durch das Proteasorvermittelt. Wie in dieser Arbeit, konnte auch fur die redlichen
Interaktionspartner gezeigiverden, dal3 delProteasomen-InhibitoMG132 die Degradation
verhindert (Germani et al., 1999; Hu et al., 1997b; Zhang et al., 1998a).

Die Interaktion eines Proteimsit SIAH bedngt aber nicht notwendigerweisessen Degradation.
Vav-1 ist hier als Ausnahme zu nennen. Die Interaktioit SIAH2 fuhrt hier zu einer
Unterbrechung der Signaltransduktiofls Folge d&von kommt es zu einemBlock in der
Aktivierung von NF-AT in T-Zellen nach erfolgter Stimulation r@iD3 und CD28. Wurden in der
bisherigen Literatur die beiden humanEarmen vonSIAH, SIAH1 und SIAH2, immer als
funktionelle Isomere beschrieben, so stédv1l auch hier eine Ausnahme d&lAH1 kannzwar
wie SIAH2 mit Vav-1 interagieren, jedoch nicht die Signallibertragung unterbrechen (Geradani et

1999).

3.2.4. Regulation der BOB.1/OBF.1-Degradation in B-Zellen

Wie in Abbildung 25 gezeigt erfolgt nadkktivierung des B-Zellrezeptor@8CR) ein Abbau des
BOB.1/OBF.1-Proteins. Dieser BOB.1/OBF.1-Abbau nach Aktivierung des BCR wiBeZillen
genauwie in den mitSIAH1 transfizierten NIH/3T3-Zellen Uber das Proteaseermittelt.
Ausgehend von diesen Ergebnissen korgeeeigt werden, daSIAH1 diesenAbbau bedingt
(Abbildung 32). Zusatzlich konnte in diesérbeit gezeigt werden, daBIAPK eine Rolle in der
Signaltubertragung spielt. Die hier beschriebenen Ergebnisse &wmhelristark den Befunden in
Drosophila. Dortkkommt es infolge einer Aktivierung dégezeptors Sevenless zu eiMAPK-
abhangigen Degradation von Tramtrack. Die Interaktioh Sina und Phyllopod bedingtine
Ubiquitinylierung von Tramtrack, welches anschliel3end durch das Proteasom degradigi etird

al., 1997; Tang edl., 1997). Somit beschranken sich die Homologemischen Fliege un&auger
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nicht nur auf dieProteine Sina un&IAH und dren identische Funktiorsondernschliel3t auch

noch die verwendeten Signalkaskaden mit ein (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Degradation von Ttk durch Sina im Drosophila-Auge und BOB.1/OBF.1 durch
SIAH1 in menschlichen B-Zellen.Genauere Erlauterung im Text.

Keine der vorher genannten Publikationen adressiertErdge nach der Regulation des Abbaus.
Wie in Abbildung 12 gezeigt erfolgt in der B-Zellentwicklung v&D38 zu CD38 B-Zelleneine
Regulation der Menge a@BOB.1/OBF.1-Protein. Da SIAH1 alsinktioneller Interaktionspartner
des BOB.1/OBF.1-Proteins adtifiziert wurde, stelltesich die Frage nach der Regulation dieses
Abbaus durch SIAHL1. Hierbei sind verschiedene Szenarien moglich: i) SIAHXramskriptionell
reguliert ii) die Interaktion vorBOB.1/OBF.1 und SIAH1 wirdnfolge einer Modifikation von
BOB.1/OBF.1 modliert iii) die Interaktion vonBOB.1/OBF.1 und SIAH1 wird imige einer
Modifikation von SIAH1 beeinflul3t. Wie sich herausstellte wirdSIAH1 auf transkriptioneller
Ebene reguliert. Hierbei konnte sowohl eine Repression im Falle der @B38is CD38B-Zellen

als aucheine Aktivierung der SIAH1-Transkription im Falle deamosB-Zellen gezeigt werden
(Abbildung 26 und 27). Da der Promotayn Sina und SIAHnicht bekannist, laitsich tber die

75



Diskussion

hierfir nétigen Transkriptionsfaktoren nichts aussagB.1/OBF1 kanrsowohl aus CD38als
auchaus CD38 B-Zellen des Keimzentrummiit SIAH1 prazipitiert werden (Abbildun@7B).
Somit erscheint die Verhinderung der Interaktion mittels einer Madiifik durchBOB.1/OBF.1
als relativ unwahrscheinlich. Die Hypothesaner fehlenden Interaktionucth eine Modfikation
von SIAH1 kann infolge eines geeigneten anti-SIAH1 Antikdrpers nicht getestet werdéiteilnd

damit offen.

Wie gezeigt erfolgt in primaren Zellen des Keimzentrums eine ReduktioBlAdElL-Transkription
mit gleichzeitigerh6herer Expression von BOB.1/OBF.1-Protéibbildung 12 und27). Diese
Regulation kann durclewei Ubergeordnete Mechanismen erreicht werdeeranderte lgM-
Expression und Modulation des Signalweges. Die B-Zellen im Keimzentrum werdenein
Subpopulationerunterteilt, die hochproliferativeiZentroblasten und die ZentrocyteRir die
Zentroblasten konntgezeigt werden, dafie ihr Oberflachen-IgM nur noctthwach exprimieren
(MacLennan1994). Somitwirde der Signalgebéiir eine Expession von SIAHZXehlen und als
Folge dessenvirde dasBOB.1/OBF.1-Proteirstabil exprimiert werden. Desweiteren erfolgt in
Keimzentrumszellen eine Mathtion des B-Zellrezeptor-Signalweges dur€ib22 und Fg
(Cambier, 1997; Tedder et al., 1997). Auch hierdurch kénnte eine ExpressiShAléh verhindert

werden.

Neben der transkriptionellen Regulation kdnnte aegte Stabilisierung des ubiquitinylierten
BOB.1/OBF.1-Proteins erfolgen. Burkitt Lymphom-Zellen und Hagkin Lymphom-Zellen, die
beide von Keimzentrums-B-Zellen abgeleiteirden, fand man eine aré Zusammensetzung der
Proteasomenuntereinheiten als in lymphoblastoidelfen, die nicht von Keimzentrumszellen
abgeleitet werdelFrisan etal., 2000). Durch gkse Veranderung der Proteasomenuntereinheiten

ware eine verminderte Degradation des ubiquitinylierten BOB.1/OBF.1 denkbar.
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3.2.5. Die Rolle der Serine 184, 188 und 189 in BOB.1/OBF.1

Eine bekannte Modifikation von BOB.1/OBF.1 in B-Zellen und nach StimulatidiRZellen stellt

die Phosphorylierung der Serine 184, 188 und 18924¥sitling et al., 1997). Obwohl SIAH nicht

an den carboxy-Terminus von BOB.1/OBF.1 binaire eineRegulation der Proteinstabilitat z.B.
Uber eine Verminderung der Ubiquitinylierung der den Serinen benachbarten Lysine denkbar. Diese
potentielle Regulatiorkonnte zwar ausgeschlossemwerden, jedch zeigten die verschiedenen
Mutanten von BOB.1/OBF.1 ein interessantes transkriptionelleserhalten. In friheren
Publikationen konntgezeigt werden, daf? didutation der Serine zAlanin zu einem kompletten
Verlust der transkriptionellen Potenzon BOB.1/OBF.1 fuhrt (Zwiling et al.,, 1997). Die
verschiedenen Mutanten wurden in den carboxy-Terminu8@.1/OBF.1eingefihrt, der dann
als Fusionsproteirmit der GAL4-DNA-Bindungsdomaneexprimiert wurde. In dieseArbeit
wurden die Mutanten jedoch in d&0OB.1/OBF.1-Gesamtprotein eingefiihrt. Die Kontroll-
Transfektion der GAL-BOB.1/OBF.1-Mutanten in NIH/3T&gab das bereits beschriebene
Ergebnis. Die Transfektion der Serin-Mutationen im BOB.1/OBF.1-Gesamtprotein ergab hingegen
keine signifikanten Auswirkungen auf die transkriptionelle PotenzB@B.1/OBF.1. Somistellt
sich die Frage nach der Relevanz der vorher beschriebenen Phosphorylierung, die ThZeliat

fur eine Aktivierung GALBOB.1/OBF.1-abhangiger Transkriptiomotwendig war. Prinzipiell
scheinenzwei unabhangige Ereignisse flr dieanskriptionelle Aktivitait von BOB.1/OBF.1
notwendig zu seirfKrapp andStrubin, 1999). Zum ersten bedarf es d&indung an Octl/2.
FusioniertmanBOB.1/OBF.1 arein andres DNA-bindendes Protein so erfolgtine bzw.eine
sehrviel schwachere transkriptionelle Aktivierurigie Interaktion vonBOB.1/OBF.1mit Octl1/2
bedingt wahrscheinlich eineKonformationséanderung von BOB.1/OBF.1. Die volle
Transaktivierung vonBOB.1/OBF.1 bedrf zudem des amino- und des carboxy-Terminus,
trunkierte Formen habegine reduziertéktivitdt. Zum zweiten zeigten Experimente in Hefen, dal3
BOB.1/OBF.1 arOct gebunden keine gerelle Aktivierung defranskription bedingtFusionen
von Oct an VP1&eigten hingegen in Verbindumgit BOB.1/OBF.1einenstark synergistischen
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Effekt. Somit entfalteBOB.1/OBF.1seine komplettédktivitat erst in Verbindungmit weiteren
Transkriptionsfaktoren bzw. Koaktivatoren.

Nimmt man diese beiden Ereignisse déttivierung BOB.1/OBF.1-abhéngiger Transkription
konnte man folgende Erklarung fur die beobachteten Ergebnisse geben:

BOB.1/OBF.1 bindet an Octl/2 und erfahrt daduraine Konformationsédnderung. Diese
Konformationsanderung ist Voraussetzung @&ine Interaktionmit anderen transkriptionellen
Faktoren.Einer dieserKofaktoren kdnnte z.BPC4 sein, welches miBOB.1/OBF.1 interagrt
(Luo et al., 1998). Geht man davon aus, daf3 diese zusatzlich nétigen KofakiBréplien und in
NIH/3T3-Zellen konstitutiv und in T-Zellen erst nach PMA/lonomycin Stimulation exprirsied,
so erhalt man die in dies@rbeit und in (Zwilling etal., 1997) beschriebenen Ergebnisdéimmt
man weiter an, daf3 die Konformationsanderung im FalleFusionsproteineawischen der GAL-
DNA-Bindungsdoméne und dem BOB.1/OBF.1l-carboxy-Terminus emsich erfolgter
Phosphorylierung von Serin 18#&folgt, erklarensich auch diemit den Gal-BOB.1/OBF.1-
Fusionsproteinegewonnenen Ergebnisse. Somiiirde die Phgshorylierung nur imFalle von

nicht an Oct1/2 gebundenem BOB.1/OBF.1 eine Rolle fur die Transaktivierung spielen.

Eine alternativeErklarung konnte durch die Sekundarstruktur der BOB.1/OBF.1-Mutanten
gegeben werden. Ersetzt man 8erinrestel84,188 und 189 durclslutaminsaurereste (dieine
Phosphorylierung imitieren), so induziert maach Berechnungen désogramms Lasergene an
dieser Stellesine a-Helix. Dieselbea-Helix erfdlt man im Falle der Alaninmutanten. Auch die
Kombination von Alanin und Glutamatfiihrt immer zu einera-Helix solang alle drei
Serinpositionen von dieser Anderung betroffsind. DieseVeranderungen koénntgvie folgt
interpretiert werden. Di@hosphorylierung der Serine BOB.1/OBF.1 fuhrt zueiner Induktion

der transkriptionellen Potenz in BOB.1/OBF.1, z.B. dwtie Konformationsanderung. Diese

Helix wird aber auch im Falle der Alaninmutanten eingefiihrt, so dal3 diese Mutante dieselbe
transkriptionelle Aktivierung besitzt wie das phosphorylierte BOB.1/OBF.1. Nimmt man an, dal3 die
Kinase die fur die Phosphosphorylierung von BOB.1/OBFefantwortlich ist, inB-Zellen und

NIH/3T3 konstitutiv, in T-Zellen abeerst naciPMA und lonomycinStimulation exprimiertvird,
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so erhalt man das in Abbildurn®0B dargestellte Ergebnis. Inkalle der Gal-BOB.1/OBF.1-
Fusionsproteine konnte dadleinige Indiktion der a-Helix nicht ausreichen. Hier kénnteine

Phosphorylierung von BOB.1/OBF.1 fir die volle transkriptionelle Potenz notwendig sein.

3.2.6. BOB.1/OBF.1 und Bcl6

Wie in Abbildung 12 gezeigt, liegt in Keimzentrums-B-Zellen einénbhere Expression des
BOB.1/OBF.1-Proteinwor. Interessanterweise zeigt der transkriptionBépressor Bcl6, der in

der Einleitung untePunkt 1.2 begits beschrieberwurde, ein i@ntisches Expressionsmuster.
Untersuchungen der Proteinexpressiengaben, daf3 auch Bcl6 in Keimzentren hicthsten
exprimiert ist (Cattoretti et al., 1995; Onizukaagt 1995). Zusatzlich ergab sich in Keimzentrums-
B-Zellen und verschiedenen Lymphomen eine exakte Ubereinstimmung der Expressionsmuster von
BOB.1/OBF.1 undBcl6 (Greiner efl., 2000). Die Expression voBcl6 wird hierbei neben der
Transkription auch von der Proteinstabilitat beeinflu3t. So erfolgt in Keimzentrums-B-Zellen im
Vergleich zu rhhendenB-Zellen eine erhdhte Expression d&sl6-Proteinsbei gleichbleibender
Expression des Bcl6-Transkriptgsliman etal., 1996). $mit zeigen die ProteinBOB.1/OBF.1

und Bcl6 nicht nur deselben Expressionsmustespndern nochzuséatzlich eine identische
Regulation Uber die Proteinstabilitdt. Die in der Einleitung erwahri&@notypen von
BOB.1/OBF1-defizienten Mausestimmenmit denen von Bcl6-defizientehlausen drin Uberein,

daf3 beide keine Keimzentren mehr bilden kénnen (Dent et al., 1997; Kim et al., 1996; Nialsen et
1996; Schubart et al., 1996a; Ye et al., 1997).

Bclé gehortwie der transkriptionelleRepressor Emtrack aus Drosophila zu der flie der
POZ/Zink-Finger Proteine. Wie iAbbildung 33 gezeigt erfolgt in Msophilaeine Degradation

von Tramtrack tUber Sina, dem Homolog zu SIAH. Man konnte daher die Hypailfssslen, dald

Bcl6 wegenseiner Verwandtschaft zu Tramtrackit SIAH interagieren konnte und dadurch
abgebaut wird. Tatsachlich zeigten neuere Untersuchungen, daf? die Aktivierung des B-Zellrezeptors

in RamosB-Zellen zu einer Degradation von Bcf@hrt. Diese Degradation wird tbezine
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Ubiquitinylierung von Bcl6 und einem anschlieRenden Abbau Uber das Proteasoittelt (Niu et
al., 1998). DieParallelen zum Abbau voBOB.1/OBF.1 durch SIAH1 in Ramd3-Zellen sind
offensichtlich. Folgerichtig konnte ieinem "yeast-twohybrid screen”, bei dem decarboxy-
terminale Teil vonSIAH1 als "bait" verwendet wurdeBcl6 als Interaktionspartner adtifiziert
werden (Ergebnisnicht gezeigt). Dal3 Bcl6 tatsachlich UberSIAH1 regulert wird, konnte
mittlerweile von derArbeitsgruppe Staudt gezeigt werd@ersonlicheMitteilung, Publikation in
Vorbereitung). Folglich konnt8IAH1 eine Schisselrolle in deB-Zellentwicklung spielen, indem

es gleichzeitig bestimmte, fur die B-Zelldifferenzierung notwendige Faktoren reguliert.

3.3. Interaktionspartner der BOB.1/OBF.1 carboxy-terminalen Domane

Im "yeast two hybrid assayhit der carboxy-terminalen Doméne vaOB.1/OBF.1 wurden die
folgenden Proteine mehrfach als Interaktionspartnentiitziert: Immunglobulink light chain,
KIAA0553-Transkript, MCM7/hCDC47,RanBPM und ABP 280 (Abbildung 14). Fir die
Interaktion von BOB.1/OBF.1 mit der Immunglobuknlight chain gibt es zum jetzigen Zeitpunkt
keine sinnvolle Hypothese. DasProtein zum KIAA0553-Transkript ist unbekannt und die
translatierte Sequenz zeigte auch keine konservierten Domanen diareapbtentielld=unktion in
Verbindung mit BOB.1/OBF.1 schlieBen lassen wirdeDer Klon RanBPM st
hdchstwahrscheinlich ein Artefakt. Er wurde ebenfalls in eineaibhéngigen "yeast two hybrid
screen” mit einem anderen "bait" aber derselben cDNA-Bantifidiert. Im weiteren Verlausoll

daher nur auf die Interaktion mit den Proteinen MCM7 und ABP 280 eingegangen werden.
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3.3.1. Die potentielle Interaktion zwischen BOB.1/OBF.1 und ABP 280

ABP 280 (furactin bnding protein mit einemMolekulargewicht von280 kD), auch Filamin 1
genanntjst die vorherrschende, nicht-muskuldseform derAktin-bindenden Proteine. ABP 280
istim Cytoplasma direkt unterhalb der Plasmamembran lokalisiert, wo es durch Homodimerisierung
eine Quervernetzung der Actinfilamente ingtl (Cunningham etl., 1992). Die Auswirkungen
dieser Quervernetzung sind vielfaltig, so bedingtesie erhdohte Mechanoprotektiast aber auch

fur Zelladhasion und Zellmigration verantwortli@@logauer etl., 1998; Ohta etl., 1999; Ott et

al., 1998).

Neben dieser "klassischeRblle der Actin-Quervernetzung zeigte sich, @3 280zunehmend

eine Rolle in verschiedenerSignaltransduktionskaskaden spielt. Die Stimulation von
Melanomzellen mit TNFe fihrt zu einer Aktivierung deSAPK (StressAdivierten Roteinkinase).
Diese Aktivierung erfolgt durch die Kinase SEK-1. SEK-1 bindet nachdaFSttmulationverstarkt

an den carboxy-terminalen Bereich von AB8O. In ABP 280-dizienten Melanomzellen konnte
gezeigt werden, dal’ eine Aktivierung &XPK nach TN-Stimulationnicht mehr erfolgt (Marti
etal., 1997).

In JurkatT-Zellen konnteeine Assoziation des Adaptorproteinsk mit ABP 280 nachgewiesen
werden. Auch hier erfolgt die Interaktion mit dem carboxy-terminalen Bereich von28BRHe et

al., 2000). Die physiologische Bedeutung dieser Interaktiarwigt nicht bekannt, dch kannauch

hier Uber eine Weiterleitung von T-Zellrezeptor-Signalen spekuliert werden.

Desweiteren erfolgt eine Interaktion vé&BP 280 mit Mitgliedern der Smad-Proteinfamilie. Die
physiologischeRelevanz gkser Interaktion wurdevieder mit den bereits erwadhnt&BP 280-
defizienten Melanomzellen analysiert. In wiltypisch2ellen erfolgt eine Phgshorylierung von
Smad2 nach Stimulation mit T@F-Smad?2 transloziert anschlieRemd Smad4 in den Kern und
bedingt die Transkription von Zielgenen. In den ABP 280-defizienten Melanomzellen konnte
gezeigt werden, dal3 nach erfolgter StimulatmhTGF{3 die Phosphorylierungeditlich reduziert

ist. Somit erfolgt keine Translokation in den Kern, wodurch die Transkription von transfizierten

Reportergenen unterblieb (Sasaki et al., 2001).
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Die Interaktion vorBOB.1/OBF.1mit demcarboxy-Terminus von ABP 280 k&nnterschiedene
mogliche Funktionen haben.Eigene Untersuchungen der subzellularen Lokalisation von
BOB.1/OBF.1mit Hilfe von Immunfluoreszenz zeigten dezwartetenukledre Lokalisation eines
transkriptionellen Kofaktors. Daneben fand siclaber auch ein betrachtlicheAnteil von
BOB.1/OBF.1 im Cytoplasma. Diese cytoplasmatische Lokalisation konnte von der Arbeitsgruppe
Roeder zumindegtartiell aufgeklart werderihren Ergebnissen zufolge wi8OB.1/OBF.1 von

zwei verschiedenen Initiation-Codorais translatiert. Die Translation von dem neu gefundenen
CTG fuhrt zu einem um 14 Aminoséuren verlangert&@®OB.1/OBF.1-Protein. Diesesvird
anschlieBend so prozessiert, dal3nas noch 7Aminosauren langer ist als das urspringlich
bekannteBOB.1/OBF.1-Protein. Diese Aminosaurenmit dem amino-terminal endstandigen
Glycin stellen jedocheine perfekte Myristoilierungs-Konsensussequenz dafransfiziertes
myristoiliertesBOB.1/OBF.1lokalisiert im Cytoplasma, in geringévlengen auch direkt an der
Plasmamembran. In B-Zellextrakten hingegen findet man es sowohl im Cytoplasma als auch im
Kern. Die Myristoilierung mit der damit verbundenen Lokalisationsanderung bedirgge
reduzierte transkriptionelle\ktivitat des transfizierten BOB.1/OBF.1 (Yu et al., 2001). Die
Lokalisation von myristoiliertem BOB.1/OBF.1 im Cytoplasma bzw. an der Membran fuhrte zu der
Spekulation, daRBOB.1/OBF.1 eventuell eineneue Rolle als Signalmolekul in der B-
Zellentwicklung spielen kdnnte.

ABP 280 lokalisiert normalerweise ebenfalls direkt unterhalb der Plasmamembranw&mergine
prinzipielle Kolokalisation von myristoilierteBOB.1/OBF.1 undABP 280 moglich. Mit seinen

oben beschriebenen Funktionen in der Weiterleitung von Signalen konnte2@@BRine Art
Adapter zwischen B-Zellrezeptorsignalen uB©®B.1/OBF.1 drstellen. BOB.1/OBF.1 kdnnte
anschlieBend so modifiziemwerden, dald es in deKern transloziert undanschlie3end die

Transkription von Zielgenen bedingt.

Interessanterweise erfolgt bei beiden Protegiae Regulation wrch Caltum. Wie vorher bereits
erwahnt, erflgt die Expression voBOB.1/OBF.1lals auch die Induktion der transkriptionellen
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Potenz von BOB.1/OBF.1 in T-Zellen erst nach StimulatiohPMA und dem Calcium-lonophor
lonomycin. In Endothelzellen konnte gezeigt werden, dafd ABP 280 nach Stimulation mit lonomycin
von der Plasmamembran weg ins Cytoplasma transloziert. Dies geschieht infolyermederten
Interaktionmit filamentésem Actin. Die physiologischeRelevanz geser Calcium-Sensitivitéat bei

BOB.1/OBF.1 und ABP 280 bleibt stark spekulativ.

3.3.2. Die potentielle Interaktion zwischen BOB.1/OBF.1 und MCM7/CDC47

MCM7 (fur minichromosome raintenance), auch CDC47genannt, ist ein Protein das Zadelie
der MCM-Proteine gehort. Diese spieleme Rolle in deDNA-Replikation. Hierbei bilden die
Familienmitgliede™MCM 2-7 einen Prainitiations-Komplex an eukaryotischérigins". MCM1
codiert fUr einen Transkriptionsfaktarelcher mit deReplikationnur indrekt Gber die Regulation
der Expression verschiedener Replikationsfaktoren in Verbindung steht. Weitere |&sten
vermuten, dal? die Mitglieder 2-7 neben der Replikations-Initiation auch in der Elongation eine Rolle
spielen (zusammengefasstTiye, 1999).Hierbei zeigte sich, dal} desubkomplex bestehend aus
MCM4, 6 und 7eine Helicase-Aktivitdt besitzt (Ishimi,997). Dieser Befund fuhrte zu der
Hypothese, dald3 die Rekrutierung dédCM-Komplexes zu einer Umorganisation der
Chromatinstruktur fuhrt.

Neben dieser "klassischeRblle der MCMProteine haufen sich die Hinweise aurfie Funktion
verschiedener Mitglieder in der Transkription. Erste Uberlegungen einer zusétzlichefiiRdiée
Mitglieder der MCM-Familie entstandemus der Beobachtundperaus, dal3 Sauger-Zellen
mindestens 1Kopien der MCMs pro Kern aufweisen. Dariggt ihre Zahl deutlich Giber der fiir
die "Origins" bendétigten Menge (Burkhartadt, 1995). InVerbindungmit der Helicase-Aktivitat
des oben genanntenMCM-Subkomplexeserschien eine Beteiligung an transkriptionellen
Ereignissen wahrscheinlich. Die Arbeitsgruppe um James Darnell konnte schlieffiech
Interaktion zwischeMCM5 und demTranskriptionsfaktor Statl zeigen. Die transkriptionelle

Potenz von Stati ist abhangig von einer HMosphorylierung am Serin727 in der
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Transaktivierungsdoméne. Es stellggch heraus, daf} die Interaktiomit MCM5 dieses
phosphorylierte Serin benétigt. Somiar derHinweis aufeine Rolle vonMCMS5 in der Statdi-
abhangigen Transkription gegeben. In transienten Transfektionsanalysen \eitetlkin gezeigt
werden, dald dieTransfektion vonMCM5 einen deutlichen positiven Effekt auf digtatl-
abhangige Transkriptiohatte(Zhang etal., 1998b).Weitere Untersuchungegrgaben, dafl3 neben
MCM5 auch MCM3, welchesmit MCM5 als Komplex vorkegt, fir die Statli-vermittelte
Transkriptioneine Rolle spielt. Hierbesind Mutanten vonMCM5 denen dieHelicase-Aktivitat
fehlt, transkriptionell inaktiv (DaFonseca et al., 2001). Genauere Analysen der potehtielktion
von MCM-Proteinen in der Transkriptionzeigten, dal? die Mitglieder derMCM-
Replikationsfaktoren mit dem Holoenzym der RNA-Polymerasell assoziiedind. In
Gelfiltrationsexperimentemit HelLa-Extrakten konnteine Ko-Elution von MCM3 und MCM7
mit der RNA-Polymerasellgezeigt werden. Desweiteren zeigt¥anopus Oocyten, denen ein
Antikbrper gegenMCM2 injiziert wurde, einespezifische Inhibition der durch die RNA-
Polymerasell vermittelten Transkription (Yankulov et al., 1999).

Die genannten Daten lassearmuten, daf? diénteraktion vonBOB.1/OBF.1 mit MCM7 eine
ahnliche Funktion hat wie die von Statd mit MCM5. Die Rekrutierung vorMCM7 in den
Transkriptionskomplex bestehend aus Oct1/2 und BOB.1/OBF.1 kiweterleiFolgen haben: i)
die MCM-Proteine rekrutieren die RNA-Polymerasell unddie Helicase-Aktivitat dertMCM-
Proteine bedingeine Umformung der Chromatinstruktur und somaihe lessereZugéanglichkeit

des Locus fur andere Faktoren der Transkription.

Der genaue Mechanismus der transkriptionell@ansaktivierung drch BOB.1/OBF.1list bisher
unklar. Die Interaktion voBOB.1/OBF.1mit MCM7 konnte diese Licke schlielRen und erklaren
wie esnach Bindung vorBOB.1/OBF.1 inKombinationmit Oct1/2 zur Rekrutierung der RNA-

Polymerasell kommt.
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4. Methoden und Materialien

4.1. Standardmethoden

4.1.1. Prazipitation von Nukleinsduren

4.1.1.1. Prazipitation von DNA
Die DNA wurde aus einer walrigendésung durch Zugabe von 0,3M Natriumacetat5,2

(Endkonzentration) un®,5 Volumen Ethanol oder 0,6 Volumen Isopanol gefallt. Das Prazipitat
wurde durch Zentrifugation pelletiert, mit 75% Ethanol gewaschen und getroailstnicht anders
vermerkt, wurde die DNA entweder in Wasser oder 1xTE-Puffer aufgenommen.

4.1.1.2. Prazipitation von RNA
Die RNA wurde aus einer walrigenddung durch Zugabe von 0.3M Natriumacetat5,2

(Endkonzentration) und 2,5 Volumen Ethanol gefallt. Das Prazipitat wurde analog zu dew&fgA
behandelt und anschliel3end in DEP@Hufgenommen.

4.1.2. Phenol/Chloroform-Extraktion
Die DNA-LOsung wurde mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (Verhaltnis \etgetzt,

kraftig durchmischt und fiar 5-10min zentrifugierDie walrige Phase wurde in eineues
Eppendorfrohrchen tberfihrt und die DNA-LOsung wie in Kapitel 4.1.1.1 beschrieben prazipitiert.

4.1.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren
Die Konzentration von Nukleinsduren (DNA urlRNA) wurde durch die Messung deoptischen

Dichte (OD) im Spektralphotometer bei einereNgnlange von260nm bestimmt. Dabei entspricht
10D einer Konzentration von 50ug DNA/ml und 40ug RNA/m.

4.1.4. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Aliquots der Proteinextrakte wurden mit einer 0,15Mthumchlorid-Losung aukin Endvolumen

von 100ul gebracht und 1ml Bradford-Lésung (100@gomasie G250; 50ml Ethanol; 100ml 85%
Phosphorséaure; 850ml a¥ser)zugegeben. Nach kurzem Mischen und 2min Inkubatien RT
wurde die optische Dichte der Losung B&5nm bestimmtDie Proteinkonzentratiorwurde anhand

einer BSA-Eichkurve (BSA=,bovine serum albumin®) abgeschatzt, die durch mehrere Ansatze einer
BSA-Eichlésung mit Proteinkonzentrationen zwischen 1-20ug hergestellt wurde.

4.1.5. Gelelektrophoresen
Alle Gelelektrophoresen die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind in Maniatid @84l.

,Molecular Cloning. A laboratory mnual® beschrieben. Die verwendeteRarbmarker und
Lésungen sind im Kapitel 4.20.2 aufgefihrt.

85



Material und Methoden

4.2. Klonierung von DNA-Fragmenten

4.2.1. Restriktionsverdau von Plasmid-DNA
Die Bedingungen fir den Restriktionsverdsowie die Enzymmenge und der entsprecherfeffer

entsprachen den Angaben der Hersteller (Fa.Amersham; Fa.Biolabs; Fa.BolMimgeneim). Bei
DNA aus Mniextraktionen wurden 5ugRNase A zugesetzt. Der Restriktionsverdau wutezh bei
37°C inkubiert und anschlieRend ein Aliquot auf einem Agarosegel (1% Agarose; 18FBHY
EtBr) analysiert.

4.2.2. Dephosphorylierung von linearisierten Vektoren
Die Abspaltung terminaler Phosphatgruppen eiiter Alkalischen Phosphatase (CIP=,Calf intestine

phosphatase”; Fa.Boehringer Mannheimdrde durchgefiihrt, um eine Religatiales linearisierten
Vektors zu verhindern.
Pipettierschema:
1-10 pg linearisierter Vektor
5 ul 10xCIP-Puffer
1 CIP (20U/ul)
ad. 20 pl HO

Die Inkubation erfolgte fir 15mirbei 37°C und anschlieRend fur 15min bei 56°C. Danach wurde
erneut 1ul CIP (20U/ul) zugegeben und nochmals 15min bei 37°C inkubiert.

4.2.3. Die Klenow-Reaktion
Die Klenow-Reaktion dient zum Auffillen von DNA-Enden mit einem 5 -Uberhang windl durch

die groBe Untereinheit der DNA-Polymerase | dusoli katalysiert. Die Reaktion wurd@ach
vorheriger Inaktivierung des Restriktionsenzyhachgefihrt, indem2ul dNTPs (2,5mM) und 1l
.Klenow“-Polymerase (10U/ul) zugegeben und fir 1h B&PC inkubiert wurde. Nach é&ndigung
der Reaktion wurde das Enzym durcPhenol/Chloroform-Extraktion und anschlieBender
Ethanolprazipitation inaktiviert.

4.2.4. Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die Region, die das gewilnschte DNA-Fragment bzw. den linearisierten Vektor enthielt, wurde aus

dem praparativen Agarosegel (1% Agarose; 1xTAE; 3-5ug/ml EtBr) ausgeschnitten und in ein
Eppendorfrohrchen mieinem kleinen Loch UberfuhrtDie Agarose wurde zerkleinert, indem sie
durch das kleine Loch in eigweites Bppendorfrérchenzentrifugiert wurde (1min;13000rpm,;
Eppendorfzentrifuge).Die zerkleinerte Agarose wurde mit gleichem Volumen Phevmisetzt,
gemischt und auf Trockeneis eingefroren. Nd€h15min Zentrifugatiorbei RT wurde demwalrige
Uberstand abgenommen und mit dem gleichen Volumen Chloroform zweimal extrahiert (1min;
13000rpm; Eppendorfzentrifuge). AnschlieBend wurde die DNA durch Ethanolprazipitation pelletiert
und in Wasser oder 1xTE-Puffer aufgenommen.
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4.2.5. Ligation von DNA-Fragmenten und Vektoren
Die DNA-Fragmente wurdegegentber den linearisierten Vektoren in eineneizwis furffachen

UberschuR eingesetzt und die Ligation durch eine T4-DNA-Ligase (Fa.Amersham) katalysiert.
Pipettierschema:
2 u linearisierter Vektor (10-100ng)
2 ul DNA-Fragment
2 u 10xLigase-Puffer
1 T4-DNA-Ligase (1-4U/ul)
ad. 20 pl HO
Die Inkubation wurde fir 3-4h bei RT oder Uber Nacht bei 16°C durchgefihrt.

4.2.6. Transformation der Ligationsansatze

4.2.6.1. Chemokompetente Bakterien
100-150ul der chemokompetentduakterien E.coli Stamm DH®; im Labor vorratig) wurden auf

Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von 10-20ul des Ligationsansatzes erfolg20-80min eine
Inkubation aufEis und anschlieRend ein Hitzeschock fir 90sec bei 42°C. AnschlieRend wurde 1ml
LB-Medium zu den Bakterien gegeben, der Ansatz fur 1h bei 37°C geschittelt unthzZ9®0%
der Transformation auf Antibiotika-enthaltende Agarplatten (Ampiciibug/ml oder Kanamycin
25ug/ml; je nach verwendetem Vektor) ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.6.2. Elektrokompetente Bakterien
Der Transformationsansatz wurde durch Ethanolprazipitation pelletiert und in 2hdser

aufgenommen. Davon wurden 2-4ul zu 40ul elektrokompetente Baktefieol( Stamm DHS; im

Labor vorrétig), die zuvor auf Eis aufgetaut wurden, zugegeben. Die Elektroporation erfolgte in einer
0,1cm Kduvette bei 25puF und 1,8kV (Gene Pulser; Fa.BIO RAD). Nach der Elektroporation wurde 1ml
LB-Medium zu den Bakterien gegeben und die Zellen fur 1h bei 37°C geschittelt. Die Selektion der
transformierten Bakterien erfolgte analog zu den chemokompetenten Bakterien (Kapitel 4.2.6.1).

4.3. Isolation von DNA

4.3.1. Mini-Extraktion von Plasmid-DNA
Einzelkolonien von Bakterien, die ein gewlnschtes Plasmid oder Cosmid enthielten, wurden bei 37°C

in 2ml LB-Medium (50pg/ml Ampicillin  oder 25pg/ml Kanamycin) gewachsen. 1,5ml der
Ubernachtkultur wurden in ein Eppendorfréhrchen tberfihrt und fur beii3000rpm pelletiert.
Das Pellet wurde in 100ul Loésung 1 (50mM Glukose; 25mM Tris/HCI pH 8,0; 10mM EDTA) geldst
und anschlieBend 200ul Lésung 2 (0,2N Natriumhydroxid; 9B&) zugegeben, vorsichtig gescht
und 5-10min aufEis inkubiert. Nach Zugabe von 150ul Ldésung 3 (5M Kaliumacetat; 11,5%
Essigsaure) und vorsichtigem Mischen wurde fiir 10min18&00rpm zentrifugiertDer Uberstand
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wurde in ein neues Eppendorfrohrchen mit 400ul Phenol/Chloroform (Verhéltnis 1:1) tberfihrt und
sorgfaltig gemischt. Nach einer Zentrifugation fur 5min bei 13000 rpm wurde @@riggUberstand
entnommen und die DNAlurch Ethanolfallung pelletiert. Dd&3NA-Pellet wurde in 20-50puMasser

oder 1XTE-Puffer aufgenommen.

4.3.2. Maxi-Extraktion von Plasmid-DNA
250ml LB-Medium (50ug/ml Ampicillin oder 25ug/ml Kanamycin) wurde mit einer Einzelkolonie

der Bakterien angeimpft und (ber Nacht unter Schitteln inkubiert (372C0rpm;
Schittelinkubator). Die Bakterienkultur wurde in einem 250ml eitrifugenbecher pelletiert
(5000rpm; 10rm, 4°C; GSA-Rotor; Fa.Sorvall) und das Pellet in 10ml Losung 1 (siehe 4.6.1.)
suspendiert. Nach 10min Inkubation bei RT wurde 20ml Losung 2 (siehe 4.6.1.) zugegeben und fur
10min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 15ml Lésung 3 (siehe 4.6.1.), 10min
Inkubation aufEis und eine Zentrifugation (10min; 10000rpm; 4°GSA-Rotor; Fa.Sorvall). Der
Uberstand wurde iiber einen Faltenfilter filtriert und in einem SRentrifugenréhrchen (Fa.Greiner)
gesammelt. Die Plasmid-DNA wurdkirch Zugabe von 0,6 Volumen Isopanol gefit, pelletiert
(5000rpm; 10min; Heraeus-Zentrifuge) und in 4,5ml 1xTE-Puffer geldst.

Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte Uber ein€édsiumchlorid-Gradienten. Zunachst wurden
4,8g Casiumchlorid und 200-400ul einE&thidiumbromid-Lésung (10mg/mlugesetzt unddurch
vortexen grindlich gemischDie entstandenen Prazipitate wurddarch Zentrifugation(5000rpm;
5-10min; Heraeus-Zentrifuge) entfernt und der Uberstand in efyc&bonat-Rohrchen (Quickseal;
Fa.Beckmann) Uberfiihrt. Nach einer Zentrifugatian 4-12h (VTi65-Rotor; 55-60000rpm20°C;
Ultrazentrifuge) war die Plasmid-DNA deutlicds Bande sichtbaund konnte mit Hilfe einer 2ml
Spritze mit Kanule abgezogen werddbie Plasmid-Loésung wurde in ein frisché3olycarbon-
Roéhrchen (Quickseal; Fa.Beckmann) berfuhrt, mit einer Casiumchlorid-Lésung (0,85g/ml)
aufgefullt und die Zentrifugation (s.0.) wiederhdllie Plasmid-Bande wurde erneabgezogen und

das Ehidiumbromid mit wassergesattigten Butanol (ca. 4-5urEhgange) ausgeschittelt. Nach
Verdinnung der DNA-LO6sung (1:4 mit 1xTE-Puffer)wurde die DNA wie beschrieberfsiehe
4.1.1.1.) geféllt und in 1XTE-Puffer geldst.

4.3.3. Praparation von genomischer DNA
Fur die Praparation von genomiscHeNA aus Geweben wurden die Proben in 500NES-Puffer

(50mM Tris/HCI pH 7,5; 100mM EDTA pH 8,0; 100mM NaCl; 1% SDS) zusammen mi00ug
Proteinase K fir 4-12h bei 56°C lysiert. Zu dem Lysat wurden 500pl Phenol/Chloroform (Verhéltnis
1:1) zugegeben, gut gemischt und fir 5-10rie 13000rpm zentrifugiert (Bpendorfzentrifuge).

Die genomische DNA im waRrigen Uberstand wurde durch Zugabe von einem Volaomopanol

gefallt und pelletiert (10min13000rpm; Eppendorfzentrifuge). Das Pellairde mit 75% Htanol
gewaschen, getrocknet und in 100ul Wasser aufgenommen.

Fur die Praparation von genomiscHeNA aus Gewebekulturzellen wurden diese zunachst pelletiert
(5min; 900-1000rpm; Heraeus-Zentrifuge) und mit 1ml 1XPBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
gleiche Vorgehensweise wie bei den Geweben.
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4.4. Isolation von RNA

4.4.1. Praparation von Gesamt-RNA aus Mausgeweben und Gewebekulturzellen
Das entsprechend&ewebe / Gewebekultur Zellen wurden in einem 12 ,Zrahtrifugenrohrchen

(Fa.Sarstedt) in 4ml Solubilisierungspuffer (4ml Guanidiniumthiocyanat; 25mM Natriumacetat;
100mM R-Mercaptoethanol; 0,5% Natriumlauroylsarcosine) homogenisiert (2050@pA30sec;
Ultra-Turrax T25). Anschlieend wurden 4ml Phenol (wassergesattigt, pH4,0), 800ul Chloroform und
400ul 3M Natriumacetat pH4,2 zugegeben und gemischt. Nach 10min Inkubatiofisaufnd
Zentrifugation (10000rpm; 15min; 4°@ES34- oder SA600-Rotor; Fa.Sorvall) wurde dwél3rige
Phase in ein neues 12,5mkentrifugenrohrchen(Fa.Sarstedt) tberfihrt undie RNA mit einem
Volumen Isopropanol gefallt (30-60min; -20°Mie prazipitierte RNA wurdedurch Zentrifugation
pelletiert, in 500ul Solubilisierungspuffer (s.0.) aufgenommen und ém Eppendorfréhrchen
Uberflihrt. Es folgte erneut eine Prazipitation der RNA mit 500ul Isopropanol (30-60min; -20°C). Die
gefallte RNA wurde pelletier€10min; 13000rpm; Eppendorfzentrifuge), zweimal mit 75% &gl
gewaschen und in 200ul DEPC@® aufgenommenDie Lagerung derRNA erfolgte unter Bianol

(2,5 Volumen Ethanol; 0,3M Natriumacetat pH 5,2) bei -20°C.

4.4.2. Praparation von Gesamt-RNA aus primaren Zellen fiur LightCycler
s4.8.1

4.5. Hybridisierung von Nukleinsduren

4.5.1. Koloniehybridisierung
Um Bakterien mit dem gewlnschten Plasmid oder Cosmid nachweisen zu kdnnen, wurden die

Kolonien von der Agarplatte alflylonmembranen (Hybond-N; Fa.Amersham) Ubertraddir. die
spatere Zuordnung der positiven Signale wurde die Nylonmembran in einem asymmetrischen Muster
mit einer Tinte-getrdnkten Kanulle durchstof3en, wodurch gleichzeitig die Membran und die
Agarplatte markiert wurden. Die Bakterien auf den Nylonmembranen wurden nach dem Transfer mit
der Denaturierungslosung (0,5MaNiumhydroxid; 5M Natriumchlorid) lert, die gleichzeitig zu

einer Denaturierung debNA flhrte. AnschlieBend wurden die Ménmanen zweimal mit einer
Neutralisierungslésung (0,5M Tris/HCI pH7,5; 1.5M Natriumchlorid) behandelt und einmal mit
4xSSC gewaschen. DNylonmembranernwurden zwischen 3MM Whatman-Papier gelegd durch
Faustschlage die Flussigkeits- und Bakterienreste entfernt. Die DNA wdwmdeh eine UV-
Bestrahlung (UV-Crosslinker; Fa.Amersham) irreversibel an Nijgonmembranen gebunden und
danach in der Hybridisierungslosung (0.5M Phosphatpuffer pH7®SDS; 1mM EDTA)
prahybridisiert (1h; 65°CHybridisierungsofen; Fa.Hybaid). AnschlieRend wurde drR-markierte

Probe zugegeben und Uber Nacht hybridisiert (65°C; Hybridisierungsofen; Fa.Hybaid)adhsten

Tag wurden die Membranen einmal mitaschlosung 1 (40mMPhosphatpuffer pH7,2; 5%DS;

1mM EDTA pH8,0) und dreimal mit Waschlosung 2 (40nfMosphatpuffer pH7,2; 1%DS; 1mM
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EDTA pH8,0) gewaschen. Die Waschschritefolgten gweils fir 15min bei 65°C in dem
Hybridisierungsofen (Fa.Hybaid). Nach einem kurzen SchwenkenNgEmmembranen in 4xSSC
wurden sie in Frischhaltefolie eingepackt und auf einem Rontgenfilm exponiert (-80°C;
Verstarkerscreen).

4.5.2. Southern-Blot Analyse
Fur die Southern-Blot Analyse wurden 10ug genomische DbiAv. Cosmid-DNA mit einem

geeigneten Restriktionsenzym geschnitten und die DNA-Fragmente zusammeneimeain
Langenstandard Uber ein Agarosegel (1% Agarose; 1xTAE; 3-5ug EtBr) aufgetrennt. Nach der
Auftrennung wurde das Gel fotografiert (UV-Videosystem; Fa.Sony) und die DNA aune
Nylonmembran (Hybond-N; Fa.Amersham) ubertragdder Transfer erfolgte UberVakuum
(Vakuum-Blotter; Fa.Appligene) mit 10xSSC, wobei die DNA zundchst mit einer
Denaturierungslosung (siehe 4.5.1) und anschlieRend einer Neutralisierungslosung4(5idhe
behandelt wurde. Nach dem Transfer wurden zunéchst die Lage der einzelnen Taschen des
Agarosegels mit Bleistiftauf die Nylonmembran Ubertragen und dardie DNA durch UV-
Bestrahlung (UV-Crosslinker; Fa.Amersham) irreversibel an die Membrabunglen. Die
Bedingungen fur die Hybridisierung und die Exposition entsprachen der Beschreibung in Kapitel
4.5.1..

4.5.3. Northern-Blot Analyse
Fir die Northern-Blot Analyse wurden 10pg Gesamt-RMAw. 2-5ug Oligo-dT-RNA in20ul

Probenpuffer (pro Asatz 10pl Formamid3,5ul Formaldehyd; 1ul 20xMOPS; 5,5u1 DEPC-}D)
gelost und nach Hitzedenaturierung (15min; 56°C) durch Feirmaldehydgel (1% Agarose; 18ml
Formaldehyd/100ml; 1xMOPS) aufgetrennt. Nach dsuftrennung wurde das Gel in einer
Ethidiumbromid-Lésung (1mg/ml) gefarbt und fotografiert (UNE@®osystem; Fa.Sony). Die RNA
wurde durch Vakuum (Vakuum-Blotter; Fa.Appligene) mit 10xSSC auf eigorihembran
(Hybond-N; Fa.Amersham) dbertragen und danadlke Lage der einzelnen Taschen des
Formaldehydgels mit Bistift auf der Nylonmembran markiert. Durch UV-Bestrahlung (UV-
Crosslinker; Fa.Amersham) wurde dRNA irreversibel an die Mebran gebunden. Allédolgenden
Schritte wurden analog zu der Koloniehybridisierung (4.5.1.) durchgefihrt.

4.5.4. Radioaktive Markierung von DNA-Proben
Die radioaktiven DNA-Proben fir di&oloniehybridisierungenbzw. Southern- und Northern-Blot

Analysen wurden durch Anwendung dgediprime Il (Fa.Amersham) Ks nach Angaben der
Hersteller durchgefuhrt.

4.5.5. Aufreinigung der radioaktiv markierten DNA-Proben
Gebrauchsfertige Saulen (,push colsti, FaStratagene) wurden nach den Angaben der Hersteller

verwendet, um Uberschissige Nukleotide von den markierten DNA-Proben zu trennen.

90



Material und Methoden

4.6. Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierungron Plasmid-DNAsowie amiifizierter Fragmente aus PCR-Reaktionerfolgte

nach dem Protokoll der Firma Perkin Elmer.
Ansatz der PCR:

400 ng Plasmid DNA

5 pmol Primer

4 ul Sequenzier-Mix

ad 10 ul HPLC-Wasser

Die Analyse erfolgte im ABI PRISM810 Genetic Analyzer durch Frau Dr. Eschew. FrauSabine
Linder

4.7. "primer extension"

4.7.1. Radioaktive Primermarkierung
2pmol des Primers OCA-B37 wurden mit 50uCf RATP mit Hilfe der T4-Rlynukleotidkinase

markiert. Die Markierung erfolgte nach dem Protokoll der Firma Amersham. Die markkiriraer
wurden Uber Saulen aufgereinigt und im Scintillations-Zahler vermessen.

4.7.2. "primer extension"

30ug aufgereinigteRNA (s. 4.7.1.) wurden mit mindesterix10' cpm (count per minute) des
markierten Primers ittels Ethanol prazipitiertgetrocknet und in 10ul 1xPERufgenommen. Die
Hybridisierung des Primers erfolgte bei°@5fir 120 min imWasserbad. Dem Ansatz wurddQul
ReverseTranskriptase Mix zugegeben und fir 1h bef@7nkubiert. Die entstandene DNA wurde
prazipitiert, mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Das Pellet wurde in 10ul 95% Foramid,
30mM Natriumhydroxyd und Bromphenolblau aufgenommen undttelsm eines 8%-igen
Sequenziergels aufgetrennt. Die Analyse erfolgte mittels Autoradiographie.

4.8. LightCycler PCR

4.8.1. Isolation der RNA

Die Isolation der RNA au&ellkulturzellen und primaren Zellen fir die LightCyclémwendung
erfolgte mit Hilfe des "High PureRNA Isolation Kt", die Durchfihrung erfolgtenach dem
zugehorigen Protokoll der Firma Roche.

4.8.2. Reverse Transkription

Die ReverseTranskription der praparierteiRNA erfolgte mittels der MMLV-RTund nach dem
zugehorigen Protokoll der Firma GIBCO-BRL.
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4.8.3. LightCycler PCR

Die erhaltenen cDNAs wurden 1:10 verdinnt. AnschlieRend erfolgte nochmals eine serielle
Verdinnung imVerhdltnis 4:2:1. Je 4ul deYerdinnungenwurden in die LightCyclerReaktion
eingesetzt.
Pipettierschema der PCR:

4ul cDNA

1,2ul Magnesiumchlorid (Roche)

1pl Primer-Mix (je 10D/ml)

1pl CyberGreen-Mix (Roche)

ad 10pl Wasser (Roche)

Jede cDNA-Verdinnung wurde dreimal im LightCycler quantifiziert. Die EffizienzenP@&slagen
zwischen 1,85und 2,00. Bei der Amplifikation eines Gens waren die Unterschiede irEffizienz
nicht gréRRer als 0,05.

4.8.4. Auswertungsmethode

Die Auswertung erfolgte als relative Quantifizierung unter Anlehnung an die Literatur von Roche und
Perkin EImer zum Thema Relative Quantifizierung:

Eine der beiden Zellpopulationen (Population 1) wuale Kalibratorverwendet,d.h. die Werte fir

ein Gen wurden im Kalibrator immer gleich 1 gesetzt und dert&\er anderenZellpopulation
(Population 11) werden im Anschluld auf dies@rert bezogen. In Excel wurden die Datals Punkte

in ein Koordinatensystem eingetragen, auf der X-Achse wurde der dekadische Logarithmus der
eingesetzten cDNA Menge (4ul, 2ul und 1lpbgeben somiD,6, 0,3und 0) aufgetragen, auf der Y-
Achse die Werte der bendétigten PCR-Zyklen (Wendepunkt der Kurve, s. Abbildung 11). Anschlie3end
wurde eine Regressionsgerade durch die Punkte gelegt. Hieymiten der Korrelationskoeffizient

und dieGeradengleichung eiittelt werden. Alle Zyklus-Werte wurden in die Ausgleichsgerade des
Kalibrators eingesetzt und die kespondierenden cDNA-Mengetler Zellpopulation Illerrechnet.
AnschlieBend wurden alle cDNA-Mengen der verschiedengnersuchten Gene durch die
zugehorigen cDNA-Mengedes Kontrollgens dividiert (Abgleich der Mengen auf déamtrollgen,

d.h. die cDNA-Mengen im Kontrollgen werden fir den Kalibrator und die Zellpopulation 1l gleich 1
gesetzt). Im Anschluf? daran wurden die so erhaltenenteler Zellpopulation Il durch die des
Kalibrators geteilt (d.h. der Kalibrator wird gleich 1 gesetzt, MeEnge an zugehodrigeeDNA in der
Population Il wird als x-fache Induktion dargestellt).
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Im folgenden ist die Berechnung beispielhaft dargestellt:

Gemessene Werte fir die Populationen | und Il

Zellpopulation | Zellpopulation |l
cDNA-Menge PCR-Zyklen cDNA-Menge PCR-Zyklen
PBGD: 4ul 24 4ul 25
2l 25 2ul 26
1l 26 1pl 27
Transkript X 4ul 23 4ul 20
2ul 24 2pl 21
1l 25 1l 22

Regressionsgeraden fir die PCR-Werte:

PBGD Transkript X

y = -3.3333x + 26 y = -3.3333x + 25

27.5 30
2
25
26.5 ¢ —
20 |
2 5\\ @  Populaton| @  Populaton|
25.5

[ ] Population Il [ ] Population Il

15

Linear (Population I) Linear (Population I)
25 inear (Popul 1y 10 |m— inear (Population If)
- \

5

24

0

23.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 0.2 0.4 0.6 0.8

Berechnete cDNA-Mengen mittels der Regressionsgeraden fiir die Population |

Zellpopulation | Zellpopulation Il
cDNA-Menge cDNA-Menge
PBGD: 4ul 2ul
2ul pl
1pl 0,5ul
Transkript X 4ul 32ul
2ul 16pl
1pl 8ul

Abgleich des Transkriptes X gegen PBGD (Werte fur Transkript X dividiert durch die zugehdérigen
Werte von PBGD)

Zellpopulation I Zellpopulation Il

cDNA-Menge cDNA-Menge
Transkript X 1 16
1 16
1 16

Das Transkript ist von Zellpopulation | zu Zellpopulatidrii6-fach induziert.

93



Material und Methoden

4.9. Herstellung von Proteinextrakten

4.9.1. Proteinextrakte aus priméren Zellen
Die priméaren Zellen (z.B. Zellen der Milz oddrhymozyten) wurden pelletiert (1min;1000rpm;

Heraeus-Zentrifuge), mit 1ml 1xPBS gewaschen und dabei ic@rendorfréhrchen tberfih(20-
30sec;13000rpm; Eppendorfzentrifuge)AnschlieBend wurden sie in einedreifachen Volumen
RIPA-Puffer (50mM Tris/HCI pH8,0; 150mM Natriumchlorid; 0,18DS; 0,5% DOC; 1%NP40;
1mM DTT; 1ImM PMSF) lysiert, fus-10min aufEis inkubiert und die Proteinextrakte zgfugiert
(10min; 13000rpm; 4°C; Eppendorfzentrifugeie Uberstande wurden abgenommaealiquotiert

und ein Teil der Aliquots direkt fir die Bestimmung de@roteinkonzentration veendet. DerRest
wurde in flissigem Stickstoféingefroren und spéter in Western-immunoblot Analysen eingesetzt.
Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -80°C.

4.9.2. Proteinextrakte aus transformierten Zellinien
Fur die Proteinextrakte aus transformierten Zellinien (z.B. S194-Plasmacytoma und NIH/3T3-

Fibroblasten Zellen) wurden die Zellen pelletiert (5mikQ00rpm; Heraeus-Zentrifuge), mit 1ml
1XxPBS gewaschen und dabei in eiBppendorfrohrchen dberfihrt (20-30sed;3000rpm;
Eppendorfzentrifuge). Jeach experimentellem Ansatz wurden die Zellen mmiterschiedlichen
Extraktionspuffern lysiert:

a) Fur die Bestimmung der Luziferaseaktivitdt nach transienten Transfektionen wurden die Zellen in
100ul Triton-X-100 Extraktionspuffer (100mM Kaliumphosphatpuffer 7pH 0,2% Titon-X-100;

1mM DTT) lysiert,5-10min aufEis inkubiert und anschlieBend die Proteinextrakte trifeigiert
(10min; 13000rpm; 4°C; Eppendorfzentrifuge). Der Uberstand wurde direkt fir die Bestimmung der
Luziferase- ung3-Galaktosidaseaktivitat verwendet.

b) In Experimenten, in denen die Proteinextrakte ausschlie3lich in Western-Immunolallysein
eingesetzt wurden, erfolgte der Zellaufschluf3 in eindmaifachen Volumen RIPA-Puffe(50mM
Tris/HCI pH8,0; 150mM Natriumchlorid; 0,1% SDS; 0,5% DOC; 1% NP40; 1mM DTT; 1mM PMSF).
Nach Inkubation fir 5-10min aukis wurden die Extrakteentrifugiert (10min; 13000rpm4°C;
Eppendorfzentrifuge) undder Uberstand in ein neuegEppendorfrohrchen uberfiihrt. Die
Konzentration der Proteinextrakte wurde nach dBradford-Methode bestimmt und die
Proteinextrakte entweder direkt fir Western-Immunoblot Analysen verwendet odéiisgigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -80°C.

4.10. Immunoblot (Western-Blot Analyse)
Proteinextrakte wurden in 2xLaemmli-Puffer (12,5ml 1M Tris/HCI pH 6,8; 10m| 3D&;11,25ml

Glycerin; 0,01%Bromphenolblau; 1-2% R-Mercaptoethanol; ad 50mDH aufgekocht (15min;
96°C), zusammen mit einem GrélRenstandard (,lomnge”; FaBIO RAD) lber ein 12,5% SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und danach auf eine PVDF-Membran (Fa.Millipore), die aacbr
den Angaben des Herstellers aktiviert wurde, transferiert. Der Transfer erfolgte in, ®eraidry*-
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Apparatur (Fa.BIO RAD) nach den Angaben des Herstellers. Nach dem Transfer erfolgte fir 1h bei
RT die Behandlung der Membran mit Blockmilch (1xPBS; 7.5% Magermilchpulver; 0,58e~20)

und anschlieBend dielnkubation mit dem ersten Antikdrper in Blockmilch (1-2h; RT;
Horizontalschiittler). Nach der Inkubatiowurde die Membran dreimal 15min in Waschpuffer
(1xPBS; 0,5% Tween-20) geschittelt und anschlieBend der Peroxidase-gekappeitee Antikdrper
(Fa.Sigma) in Blockmilch (Verdiinnung 1:5000) zugegeben. Nach der Inkubatia30{f6@min auf

dem Horizontalschittler wurde die Membran dreimal 15min gewaschen (s.0.), nach den Angaben der
Hersteller entwickelt (,ECL-System* Fa.Amersham) und auf einen Rontgenfilm exponiert.

4.11. Expression und Aufreinigung rekombinanter Protein

4.11.1. Glutathion-S-Transferase (GST) markierte Proteine
Die Expression undAufreinigung rekombinanter Proteine mit GST-Markierung erfolgte in

Anlehnung an die Anleitung von Amersham/Pharmacia. Die mit dem Plasmid transformierten DH5
wurden U.N. bei 37°C in 100 ml LB inkubiert. 40 ml dieser Kultur wurden danach Awximpfen

von 500ml LB verwendet. Die Bakterien erhielten bei einer OD von 0,6 250ul IPTG (50mg/ml) und
wurden fur weitere 3h bei 37°fdkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien abzentrifugi8@0Q

rom JA20 Rotor Beckman) und in eiskalteRBS resuspendiert (50ul/ml Kultur). Didakterien
wurden sonifiziert und anschlieRend Triton X-100ndEonz. 1%) zugegeben. Nackerneuter
Zentrifugation wurden der Uberstand mit Glutathion-Sepharose (1ml) fir 2h bei 4°C inkubiert. Die
"beads" wurden in einer Saule mit Filter autggfen, mitPBS gevaschen und anschliel3end mit 1ml
10mM Glutathion in 50mM Tris-HCI fur 1h bei 4°C inkubiert. Das Eluat wurde von H8lapsky
(MSZ, Wirzburg) Uber eine Sepharose-Saalggereinigt. Die erhaltenen Fraktionen wurden im
Polyacrylamid-Gel analysiert.

4.11.2. In vitro Transkription und Translation
Die Expression von Proteinen in vitro erfolgte mit dem TNT Coupled Reticulozyten Lysat System von

Promega nach dem mitgelieferten Protokoll.

4.12. "pull-down assay"
Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden fir 2h mit Zell-Lysaten oder mit in vitro

translatierten Proteinen in TLB-Puffer bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 5@yihtfHon-

Sepharose zugegeben und fur eiweitere Stunde inkubiert.Die GlutathionSepharose wurde
anschlieBend abzentrifigiert und mit TLB gewaschen. Die Analyse kderazipitierten Proteine
erfolgte im Western-Blot.
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4.13. "yeast-two hybrid screen”

4.13.1. Allgemeines Arbeiten mit Hefen
Der im vyeast-twohybrid screenverwendete Hefestammst HF7c. Dieser Stammwdachst auf

Vollimediumplatten YPD). Die Selektion auf das "bait"-Plasmid erfolgt tUber e#lektionsmedium

mit Tryptophan-Defizienz (-Trp). Die Selektion auf das "prey"-Plasmid erfolgt Uber ein
Selektionsmedium mit Leucin-Defizienz (-Leu). Die Selektion auf é&meraktion des Proteins im
"bait"- und dem im "prey"-Plasmid erfolgt Uber ein Selektionsmedium mit Tryptophan-, Leucin- und
Histidin-Defizienz unter Zugabe von 5mM 3Aminol,2,4Triazol (Fa.Sigma).

4.13.2. Amplifikation der cDNA-Bibliothek
Die Jurkat cDNA-Bank wurde von Herrn Bernd Neufeld 2derfigung gestellt (MSZ). Die

Amplifikation der Milz cDNA-Bank erfolgte in Anlehnung asas Protokoll von Clontech. Dd8iiter

der Bank betrug2x10’/ml. 5x10 unabh&ngige Klonavurden auf 120 14,5cm LB-Agarplatten mit
Ampicillin ausplattiert und UN bei 37°C inkubiert. Alle Klone wurden mit 5ml LB-Medium von den
Platten gekratzt, die Menge an LB auf 2| aufgestockt und im Schuttlewéitere 2hinkubiert.
AnschlieBend wurde die Kultur auf sechs 500nmein#Zifugenbechewerteilt und bei4°C, 3000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit je 50ml Lésungl resuspendiert (s. 4.3.2.). AnschlieBend wurde wie
bei einer normalen Maxi-Extraktion mit 100ml Lésung2 und 150ml Lésung3 und anschlielBender
Zentrifugation verfahren. Alle Uberstande wurden vereinigt und mit 0,7 Volumen Isopropanol gefallt.
Das Pellet wurde in TE aufgenommen mit Ethidiumbromid und Cé&siumchlorid versetzt und im VTi50
fur zweimal 24h bei50.000rpm zentrifugiert.Die erhaltenen Banden wurden wie in34.
beschrieben aufbereitet.

4.13.3. Hefe-Transformation

4.13.3.1. Hefe-Transformation fur einzelne Plasmide
1,5 ml einer UN gewachsenen Kultur wurden kurz abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Mit

den verbleibenden 50-100ul wurden die Hefen resuspendiert und 10ul "carrier"-DNA (2mg/ml)
zugegeben. Nach Zugabe von 1ug Plasmid-DNA wurde der Ansatz kurz gevortext. Nach Zugabe von
500ul Plate-Mix (45% PEG-4000, 100mM Lithiumacetat, 10mivis-HCI pH7,5, 1mM EDTA)

wurde erneut gevortext. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 20ul DTT (1M), vortexen und
Inkubation bei RT fir 6-8h. Bei 42°C erfolgte fir 10min ein Hitzeschock. AnschlieRend wurden die
Hefen auf den entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert.

4.13.3.2. Hefe-Transformation fiir cONA-Banken
Die Transformation der Hefen mit einer cDNA-Bank erfolgte in AnlehnungGietz et al.,1995).

100ml der das "bait"-Plasmid enthaltenden Hefekultur wurden UGN bei 30°C #Klrp-
Selektionsmedium inkubiert. 300ml YPD-Medium wurden am nachsten Taglmil0G Zellen
angeimpft und bis zu einer Dichte von 2kZ&llen/ml kultiviert. AnschlieRend wurden die Hefen bei
3000g abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen und der Reihe nach folgende Substanzen auf das Pellet
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gegeben: 14,4mPEG, 2,16ml Lithiumacetat (1M), 1,5ml "carrier’'-DNA (2mg/ml), 300pug cDNA-
Bank (1pg/ul), 2,7ml Wasser.Der Ansatz wird gevortextund fur 30min bei 30°Cinkubiert.
Anschliel3end erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fir BbnDie Platten wurden fii7-14 Tage bei
30°C inkubiert. Wachsende Klone wurden anschlieBend auf die Expression3-Gatactosidase
getestet.

4.13.4.B-Galactosidase-Test
Die Hefen wurden auf -Trp/-Leu/-His Platten auf eine Nitrocellulose-Membran ausgestrichen und fir

3 Tage bei 30°C inkubiertDie Menbran wurde in flissigem Stickstoféchockgefroren und
anschlieend, mit den Kolonien nach oben, auf ein mit Reaktionsgd®@&mM Natriumphosphat-
Puffer pH 7,4; 10mM Kaliumchlorid; 1mM Magnesiumsulfat; 35ul/10rtMercaptoethanol,
500pl/10ml X-Gal (Fa. Applichem) Stocklsg (20mg/ml)) getranktes Whatmanpapier gelegt. Die
Farbentwicklung wurde Uber 8h hinweg beobachtet.

4.13.5. Plasmid-Preparation aus Hefen
1,5ml von Ubernachtkulturen wurden kurz in der Tischzentrifuge abzentrifugiert und in SO -

Puffer resuspendiert. Dieselbéolumenmenge (assperlen wurde zu den resuspendiertdéafen
gegeben und 5min gevortext. Nach Zugabe von weiteren 100ul STET-Puffer (8% Saccharose, 50mM
EDTA, 50mM Tris-HCI pH 8,0, 5% Triton X-100) und kurzem vortexen, wurde der Ansatz flr 3min

in kochendes Wasser gestellt und anschlieRend bei 4°C 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
50ul 7.5M Ammoniumacetat versetzt und fir 30min auf -20°C gestellt. Anschliel3end edotgtet

eine Zentreifugation bei 4°C fiir 10min. Der Uberstand wird mit 2 Volumeneinheiten Ethenselzt,

far 30min auf -20°C gestellt und die DNA prazipitiert. Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde in
kompetente DH& transformiert.

4.14. Allgemeine Zellkulturtechniken

4.14.1. Zentrifugation von Zellen
Die Zentrifugationsschritte wurden, falls nicht anders vermerkt, in éieeaeus-Zentrifuge be&00-

1000rpm fir 5min durchgefihrt.

4.14.2. Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl wurde mit einerNeubauer-Zahlkammertbestimmt. Zunachst wurde ein Deckglas

angebracht und dann ein Tropfen einer Zellsuspenseitich zugegeben. Unter dem iktoskop

wurde die Zellzahl in einem groRen Quadrat bestimmt, dielmit0' multipliziert die Zellzahl/ml

ergab. Um lebende von toten Zellen unterscheiden zu kénnen, wurde die Zellsuspension vor dem
Zahlen mit Trypanblau angefarbt. Nach ca. 30sec waren die toten Zellemargatarbt und wurden

bei der Zellzahlbestimmung nicht berlcksichtigt.
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4.14.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen
Die Zellen wurden pelletiert und 0,1-1X1Rellen in 1ml gekiihltem Einfriermedium (90%CS; 10%

DMSO) suspendiert. Die Zellsuspension wurde in 1,8ml (Fa.Greiddgrfihrt und in einer
Styroporbox bei -70°C langsameingefroren. Die Lagerung der Zellen erfolgte in flissigem
Stickstoff.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierrdhrchen in einem Wasserbad bei 37°C inkubiert, bis die
Zellsuspension aufgetaut war. Danach wurde die Zellsuspension in ein Zémifugenréhrchen
(Fa.Greiner) mit 10ml DMEM-Mediumbzw. RPMI-Medium Uberfihrt und zentrifugiert (5min;
900rpm; Heraeus-Zentrifuge). Dasellpellet wurde in DMEM-Medium bzw. RPMI-Medium
aufgenommen und in Kultur genommen.

4.15. Kultivieren von Zellinien

4.15.1. Kultivieren von transformierten Zellinien
Die verwendete B-Zellinie(S194-Plasmazytoma und Ramos-Zellen) und Fibroblasten-Zellinien

(NIH/3T3) wurden in DMEM-Mediumbzw. die Ramos-Zellen in RPMI-Medium (Fa. Gib8irL)
kultiviert (37°C; 5% CQ. Das Medium wurde mit 10% KalberserumFGS; Fa.PAN);
1xPenicillin/Streptomycin (Fa.GIBCO BRIYnd 50uM B-Mercaptoethanol supplementiert. Inalle

von RPMI-Medium kamen noch Glutamin (Fa. GibBRL) dazu. Wahrend di&194-Plasmazytoma
Zellen und die Ramos-Zellen in normalen Petrischalen (Fa.Greaterpuspensionskultugehalten
wurden, erfolgte die Kaultivierung von NIH/3T3-Zellen in beschichtet@ewebekulturschalen
(Fa.Greiner). Die Kulturen wurden je nach Zelldichte alle zwei bis vier Tage zwischen 1:2 und 1:10 in
frisches Medium umgesetzt. Fiur das Umsetzen wurden die NIH/3T3-Zellen einmal mit 1xPBS
gewaschen und danach mit Trypsin/EDTA (Fa.Gibco BRL) trypsiniert. Nach dem Ablosen wurden die
Zellen in DMEM-Medium aufgenommen, pelletiert und in frischem DMEM-Medium ausplattiert.

4.15.2. Kultivieren von primaren Thymozyten
Der Thymus wurde aus der Maus prapariert und Einzelzell-Suspensionen hergestellt, indem die

Organe in DMEM-Medium (siehe 4.15.1) mit déstempel einer 5ml Spritze Ubsteriles Mull(ca.
lcnt groRe Stiicke) gedriickt wurdebie Zellsuspension aus dem Thymus wurde direkKirtur
genommen

4.16. Transfektionen von Zellinien

4.16.1. DEAE-Dextran-Transfektion von S194-Plasmazytoma, Jurkat T- und Ramos B-Zellen
Die DNA fur die Transfektion wurdelurch Ethanolprazipitation gefallt und das Pellet unter der

Sterilbank  getrocknet.  AnschlieBend wurde das Pellet in 1,3ml TS-Puffer (1ml
Magnesiumchlorid/Kalziumchlorid-L6ésung (10mg/ml); 99ml 1xTD pH7,4 (4g Natriumchldrjdi9g
Kaliumchlorid; 50ug Di-Natriumhydrogenphosphat; 1,5g Tris; ad. 500mak3s#’r))geldst. Der DNA-
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Loésung wurden 75ul DEAE-Dextran (10mg/ml) zugegeben, vorsichtig gemischt mikubiéert
(15min; RT). In dieser Zeit wurden die Zellen pelletiert und einmal mit TS-Puffer gewaschen (5min;
13000rpm; Heraeus-Zentrifuge). Das Zellpellstirde im DNA-DEAE-Mix aufgenommen und
inkubiert (15min; RT). Wahrend deinkubation wurde das Rohrchen mehrmals durch leichtes
Klopfen durchmischt, um das evklumpen von Zellen und DEAE-Dextran zuerhindern.
Anschlielend erfolgte eine Behandlung mit 10uM Chloroquin, das in 10ml DMEM-Medium (siehe
4.15.1) enthalten war (30min; 37°C). Nach d@rloroquin-Behandlungvurden die Zellen pelletiert
(5min; 900rpm; Heraeus-Zentrifuge), in 10ml DMEM-Medium aufgenommen uttdikut (37°C;

5% CQ). Nach 16-20h wurden die Zellen geerntet und Proteinextrakte hergestellt.

4.16.2. Kalziumphosphat-Transfektion von NIH/3T3
Die DNA wurde wie in Kapitel 4.16.1 beschrieben vorbereitet und danach in 225deWyaltst. Zu

der DNA-L6sung wurden zunadchst 250ul 2xHBS pH7,0280mM Natriumchlorid; 1,5mM
Natriumhydrogenphosphat; 12mMIu&ose; 50mM Hepes) und anschlieBend langsam 25ul 2,5M
Kalziumchlorid unter standigem Schutteln zugegeben. Die Losung wurde fir 20min bei RT inkubiert,
wobei sich Klziumphosphat-DNA-Koprazipitate ausbildeten, die einellbling der Lésung
verursachten. In dieser Zeit wurden die Zellen fir die Transfektion vorbergdei flr einen
Transfektionsansatz eine ca. 60-70% konfluente Gewebekulturschale (94mm; Fa.Greiner) mit
Fibroblasten verwendet wurde. Von den Zellen wurde das Medium abgesaugt, anschlieBend das
Koprazipitat direkt auf die Zellen gegeben uf@-20min bei RT inkubiert. Danach wurden 10ml
frisches DMEM-Medium (siehd.15.1) zugegeben undie Zellenweiter kultiviert (37°C; 5% CQ.

Nach 16-20h wurden die Zellen geerntet und Proteinextrakte hergestellt.

4.16.3. Elektroporation von NIH/3T3-Zellen
Die DNA wurde wie in Kapitel 4.16.1 beschrieben vorbereitet und danach in 200ul 1xPBS geldst. Pro

Transfektionsansatz wurde die Halfte einer konfluenten Gewebekulturschale (145mm; Fa.Greiner) mit
NIH/3T3-Zellen verwendet. Die Zellen wurden mit 1xPBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA
(Fa.GIBCO BRL) abgelost. Nach dem Ablésen wurden die Zellen in IDKEM-Medium (siehe
4.15.1) suspendiert, zentrifugiert und dreimal mit 1xPBS gewaschen (5800rpm; Heraeus-
Zentrifuge). Das Zellpellet wurde in der DNA-LOsung suspendiert und in Kineette (0,4cm;
Fa.BIO RAD) uberfuihrt. Die Elektroporationwurde bei 0,45kV und 250uF (Gene Pulser; Fa.BIO
RAD) durchgefiihrt. NMch 10min Inkubationbei RT wurden die Zellen inDMEM-Medium
aufgenommen und auf Gewebekulturplatten ausplattiert.
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4.17. Bestimmung von Enzymaktivitaten

4.17.1. Messung deB-Galaktosidaseaktivitat
Fir den Abgleich von transienten Transfektionen wurden zu den Ansi@®200ng DNA eines

Expressionsvektors fif-Galaktosidase zugegeben. Ein kinstliches Substrat der R-Galaktosidase ist
ONPG (Ortho-NitrophenylB-D-Galaktosidase), bei dessen Spaltung eiethfarbung nachgewiesen
werden kann. 10-20ul der Proteinextrakte (siehe 4.9.1.) aus transienten Transfektionen wurden mit
500ul Reaktionspuffer (100mM Natriumphosphat-Puffer pH; 710mM Kaliumchlorid; 1mM
Magnesiumsulfat; 35ul/10mB-Mercaptoethanol) und 100 ONPG (4mg/ml) gemischtind solange

bei 37°C inkubiert, bis eine deutliche Gelbfarbung sichtbar wurde. Danach wurde die Reaktbn
Zugabe von 250ul 1M Natriumcarbonat gestoppt und die Absorptiondb@nm im Photometer
gemessen.

4.17.2. Messung der Luziferaseaktivitat
Die Messung der Luziferaseaktivitdt erfolgtkirch Bestimmung der Lichteinheiten, die bei der

Umsetzung des Substrates Luziferin unter ATP-Verbrauch enstand. 5-10ul des Proteinextraktes aus
Zellen (siehe 4.9.2.) wurden mit 50-100ul Reaktionsmix (Angesetzt nach den Angaben des
Herstellers; Fa.Boehringer Maheim) gemischt und die Luziferaseaktivitat fir 10sec agm®n
(Biolumat; Fa.Berthold). Zusatzlich wurde die Hintergrundaktivitdt des Reaktionsmiase
Proteinextrakt bestimmt und die absolute Luziferaseaktivat unter Berlcksichtigung der
Hintergrundaktivitat berechnet. Bei Messungen der Luziferaseaktivitat von transientesieKteomen

wurde die relative Luziferaseaktivitéanhand derf-Galaktosidaseaktivitat (siehd.17.1) in den
Proteinextrakten berechnet und dargestellt.

4.18. Immunfluoreszenz Analysen

Immunfluoreszenz Analysen wurdererwendet, um die zellularéokalisation BOB.1/OBF.1 und
SIAHL1 in transient transfizierten NIH/3T3-Zellen nachzuweisen. Die transfizierten Zellen wurden auf
einem Deckglas, das sich in einer Gewebekulturplg@ewell”; Fa.Greiner) befand, ausplattiert und
fur 20h inkubiert (37°C; 5% C{ Danach wurden die angewachsenen Zellen dreimal mit 1xPBS
gewaschen, mit 1xPBS/4®araformaldehyd fixiert (15min; RT). Nach dreimalig&aschen mit
1xPBS wurden die unspezifische Bindungsstellen TnPBS/0,5%Triton-X-100 geblockt (30min;

RT) und die Zellen anschlieRend mit dem 1. Antikérper (4mg/ml anti-Flb&®. anti-BOB.1/OBF.1
1:200 in 1xPBS/0,2% Tween 20)nkubiert (30min; 37°C). Nach demkubation mit dem 1.
Antikorper wurden die Zellen dreimal mitxPBS/0,2% Tween 20 gewaschemd mit dem 2.
Antikorper (anti-KanninchenFITC bzw. anti-Maus Texas-Rai:300 in 1xPBS/0,2% Tween 20)
inkubiert (30min; 37°C).Die Zellen wurden anschlieBend dreimal mit 1XxPBS gewaschen und die
Zellkerne mit 30-50ul Hoechst-Reagenz (25pg/Endkonzentration) angefarbt (10-20miB7°C;
abgedunkelt). Nach dreimaligeMaschen mit 1xPBS/0,2% Tween 20 wurden BDieckglaser auf
Objekttrager plaziert und mit Mowiol eingedeckt.
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4.19. Messung der Protein-Halbwertszeit
NIH/3T3 Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und UN. kultivieZelda

wurden anschlieBend trypsiniert und auf 1cm Gewebekulturschalen ausgesat. Nach 3h wurde das
DMEM abgesaugt und durch Medium mit dialysiertem Serum ersetzt. Nach 1h erfolglegiibe

von 1mCi/ml S>-markiertem Cystein/Methionin fir eine halbe Stunde. AnschlieBend wurde dieses
Medium durch DMEM dem zusatzlich Cystein und Methionin zugefiigt war erdeiztLyse der

Zellen in TLB erfolgte sofort danach (Ohén), oder zu den angegebenen ZeitpunktBie Lysate

wurden mit dem monoklonaleBOB.1/OBF.1Antikdrper fur 1h bei 4°C inkubiert und anschlieRend

mit ProteinA-Sepharose prazipitiert. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot.

4.20. Allgemein verwendete Materialien

4.20.1. Chemikalien

APS Guanidiniumthiocyanat Natriumdodecylsulfat
Bromphenolblau Hepes Natriumhydrogencarbonat
Butanol Isopropanol Natrium-di-hydrogenphosphat
Casiumchlorid Kaliumacetat Di-Ndumhydrogenphosphat
Chloroform Kaliumchlorid Natriumhydroxid
Diethanolamin Kalium-di-hydrogenphosphat atdiumlauroylsarcosin
DMSO Di-KaliumhydrogenphopsphatNonidet P40

DOC Kalziumchlorid Paraformaldehyd

DTT Magnesiumchlorid Phenol

EDTA Magnesiumsulfat Phosphorsaure

Essigsaure B-Mercaptoethanol PMSF

Ethanol Methanol Salzséaure

Ethidiumbromid MOPS TEMED

Formaldehyd Mtriumacetat Tris-Base

Formamid Natriumazid fiton-X-100

Glycerin Natriumchlorid Tween-20

Glycin Natriumcitrat Xylencyanol

Die Chemikalien wurden vorfolgenden Firmen bezogen: Fa.Mercka.Roth; Fa.Boehringer
Mannheim; Fa.BIORAD; Fa.GIBCO BRL; Fa.Pharmag Fa.Riedel de Haen; Fa.Servaa.Sigma;
Fa.Applichem; Fa.Fluka
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4.20.2. Puffer und Losungen

DNA-Farbmarker

20xMOPS

10xPBS pH 7,2

1xXPE

1M Phosphatpuffer

15%

10%
40mM
0,2%
0,2%

0,4M

100mM

10mM

87,659
29

11,79

2,49
ad. 1l

1.25M
50mM
5 mM

85¢g
4Aml
ad. 1l

Reverse Transcriptase8 Ll

Mix

20xSSC

50xTAE

1l
0,4ul
29,6pl
1ul

3M
0,3M

2429
57,2ml
379
ad. 1l

Glycerin
Ficoll
EDTA
Xylencyanol
Bromphenolblau

MOPS
Natriumacetat
EDTA

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natrium-di-hydrogenphosphat
HO

Kaliumchlorid
Tris/HCI pH 7,5
EDTA

Di-atriumhydrogenphosphat
85% orto-Phosphorséaure

HO

5xPuffer (von der Firma mitgeliefert)
dNTP-Mix (20mM pro Nucleotid)
BSA (10 mg/ml)

DEPC-Wasser

MMLV-RT (200 U/ul)

Natriumchlorid
Natriumcitrat

Tris-Base
Essigsaure
EDTA

HO
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10xTBE iIM
1M
20mM

1XTE 10mM
ImM

TLB 25mM
150mM
2mM
1%
10%

Tris-Base
Borsaure
EDTA pHS8,0

Tris/HCI pH7,5
EDTA pH 8,0

Tris pH 8,0
Natriumchlorid
EDTA

Triton X-100
Glycerin

4.20.3. Medium fur Bakterien-, Hefe- und Zellkultur

Bakterienmedien:

LB-Medium 10g Trypton Fa.Difco
59 Hefe-Extrakt Fa.Difco
10g Natriumchlorid
ad. 1l HO

LB-Platten LB-Medium
1,5% Bacto-Agar  Fa.Difco

Hefemedien:

Aminosaure-Losung Arginin 0,29

Far 100ml Histidin* 0,19

Isoleucin 0,69
Leucin* 0,6

Lysin 0,4

Methionin 0,1g
Phenylalanin 0,69
Threonin 0,59
Tryptophan* 0,4qg

* je nach Selektionsbedingungen wurde diese Aminosaure weggelassen

alle Aminosauren von Fa. Sigma
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YPD Yeast Extract 119
Bacto Peptone 229
Adenin 55mg

ad 900ml Wasser+ 100ml 20% Glucose

Selektionsmedium

Uracil

Adenin

Difco yeast nitrogen base
Ammoniumsulfat
Tyrosin

29
69

55mg
55mg
55mg
Ad 900ml Wasser + 100ml Glucose + 10ml Aminosaure-L6sung

Alle Medien und Komponenten fudie Zellkultur wurden, falls nicht anderangegebenvon der

Fa.GIBCO BRL verwendet.

Dulbecco’s Modified Eagels Medium (DMEM)

RPMI-Medium
100xGlutamin
10xPenicilin/Streptomycin
Trypsin/EDTA
Kalberserum (Fa.PAN)

4.20.4. Reagenzien und Antikodrper

Acrylamid/Methyl- Fa.Applichem

Bisacrylamid (37,5:1)

Agarose Fa.@dCO BRL

Ampicillin Fa.Applichem

BSA Fa.Boehringer
Mannheim

Chloroquin Fa.Sigma

Coomasie Brilliant Fa.Serva

Blue G250

DEAE-Dextran Fa.Sigma

DEPC Fa.Sigma

Kanamycin
1kb-ladder

Lipopolysaccharide

Lynpholyte-M

Magermilchpulver

Mowiol

ONPG

Fa.Sigma

Fa.Gibco BRL
Fa.Sigma
Fa.BIO RAD

Fa.Cedarlane
Fa.Applichem

von der AG
Dr.S.Ludwig und Prof.
Fischer (MSZ
Wirzburg) zur
Verfigung gestellt
Fa.Applichem
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Desoxyribonukleotide Fa&heCraft *P-markierte Fa.Amersham
Nukleotide (dCTP,
YATP)
Ficoll 400 Fa.Pharmacia ¥QMethionin, Fa.Amersham
S*-Cystein
Glukose Fa.Applichem Tetrazyklin Fa.Sigma
Hoechst Reagenz Fa.Hoechst Trypanblau Fa.Boehringer
33258 Mannheim
Antikdrper fur Immunoblot: Kanninchen anti- im Labor vorhanden
BOB.1/OBF.1
Maus anti BOB.1/OBF1
anti-RelA Fa.Santa Cruz Biotechnology

Peroxidase-gekoppelter Fa.Sigma
Ziege-anti-Kanninchen

anti-myc 9E10 AG Rapp MSzZ
anti-HA 12CA5

Antikdrper fur anti-FLAG M2 Fa. Kodak
Immunfluoreszenz:
anti-BOB.1/OBF.1 imLabor vorhanden
Ziege-anti-Maus Texas-Red Fa.Dianova
Ziege-anti-Kanninchen FITC Fa.Dianova

4.20.5. Enzyme
Die Reaktionsbedingungen wurden nach den Angaben der jeweiligen Enzymhersteller gewahlt.

Restriktionsendonukleasen (Fa.Biolabs; Fa.Amersham und Fa.Boehringer Mannheim)
Klenow-Polymerase (Fa.Biolabs)

T4-DNA-Ligase (Fa.Amersham)

T4-Polynukleotidkinase (Fa. Amersham)

CIP (Fa.Boehringer Mannheim)

Taqg-DNA-Polymerase (Fa.GeneCraft und Fa.Pharmacia)

Proteinase K (Fa.Sigma)

RNase A (Fa.Sigma)

4.20.6. GroRenstandards
1kb ladder (Fa.GIBCO BRL)

4.20.7. Gebrauchsfertige Kits
ECL-System (Fa.Amersham)

105



Material und Methoden

High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

LightCycler-FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche)

MMLV Reverse Transcriptase Kit (Fa.GIBCO BRL)
pMOS(T)-Klonierungs-KIT (Fa.Amersham)

rediprime Il (Fa.Amersham)

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Fa.Pierce)
TNT Coupled Reticulocyte Lysate (Promega)

4.20.8. Primer
Primer Extension OCA-B37 TGAAGCAGACAGTTTGGC
LightCycler PBGDforward AGCTGCAGAGAAAGTTCCC
PBGD reverse GTTACGAGCAGTGATGCC
CD38 forward ATCAGCCACTAATGAAGTTGG
CD38 reverse ATCAGCCACTAATGAAGTTGG
BOB.1/OBF.1 forward CACAGCTCCGGAGCAAGCC
BOB.1/OBF.1 reverse CCTTCCACAGAGAGAGTGTGG
SIAH1 forward GCCGTCAGACTGCTACAGC
SIAH1 reverse AGCTGTACGATTGCGAAGAAC
"prey"-Sequenzierung Gal-AD TACCACTACAATGGATG
SIAH1-Klonierung
SIAH1-amino-terminal SIAH1-Xho-fol CGCCTCGAGAAATGAGCCGTCAGAC
SIAH1-Eco-rel GCGAATTCATCCCAAAGGGCCCCG
SIAH1-carboxy-terminal  SIAH1-Xho-fo2 GCCCTCGAGGATCCATTCGCAACTTG
SIAH1-Eco-re2 GGCCAGAATTCGTTTGATTGCCATTT
CAAC

4.20.9. Vektoren und Plasmide
Die 1,6kb des BOB.1/OBF.1-Promotors wurden in den Vektor pTATA (im Labor vorhanden)

kloniert. Die Vektoren 4xOct und 4xmut.Oct wurden bei Pfisterer et35 beschrieben. Albait"-
Plasmid wurde pPCH1 (Carsten Hagemann, MSZ) und als "prey"-Plasmid die Vektoren pGAD10 und
pACT2 (beide Fa.Clontech) verwendet. Die Fragmente von SIAH1 wurden fir defie- H
Interaktionsassay in pACT2 kloniert. Fir die GST-Fusionsproteine erfolgte die Klonierung in
pPGEX4T2 (Fa.Pharmacia). BOB.1/OBF.1 lag fur die in vitro Translation im Vektor pMT-HRgira
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Pfisterer AG Wirth) im Labor vor. Fur den "Sauger-two hybrid" Test wurden die SIAH1-Fragmente in
den Vektor pG4Mpolyll (im Labor vorhanden) klonie®OB.1/OBF.1-VP16 wurde bereitsiher

von Petra Pfisterer kloniert. MyoD war in pCS2+MT kloniert (Ralf Schreck, MSZ). Das HA-markierte
SIAH1 und das FLAG-markierte wurde von Yunsheng He (NIH, Bethesda)etiigung gestellt.

Die carboxy-terminale Domane von SIAH1 fir die Degradations-Tests wurde in pCS2-eMviErkl
Mini-Myc stellt ein BOB.1/OBF.1 Knstrukt in pCS2+MT dar &lchesinfolge einesverschobenen
Leserasters nur noch fir ein 22 Aminosduren langes "non-sense" Protein codiert. Fur die
Transfektionsuntersuchungen in NIH/3T8irde BOB.1/OBF.1 inden Vektor pcDNA3 (ntech)
kloniert. Die Vektoren ED und Ed wurden in Pfisterer et al. 1995 beschrieben.

4.20.10. Biologische Materialieh
BakterienstammE.coli) DH5a

Hefestamm HF7c

Zellinien  S194 Plasmazytoma-B-Zellen
NIH/3T3  Maus-Fibroblasten
Ramos B-Zellinie (reife B-Zellen des Keimzentrums)

4.20.11. Verbrauchsmaterialien
Elektroporations-Kivetten (0,1cm, 0,2cm und 0,4cm; Fa.BIO RAD)

Einfrierrdhrchen (1.8ml; Fa.Greiner)

Eppendorfrohrchen (0,2ml, 0,5ml, 1,5ml und 2,2ml; Fa.Eppendorf)
Gewebekulturplatten (6 well; Fa.Greiner)

Gewebekulturflaschen (25émnd 75cm; Fa.Renner und Fa.Greiner)
Gewebekulturschalen (94mm und 145mm; Fa.Greiner)
Plastikpipetten (1ml; 2ml; 5ml; 10ml; 25ml; Fa.Greiner und Fa.Renner)
Hybridisierungsrohren (Fa.Hybaid)

Kivetten (Kristallglas; Fa.Hellma)

Kivetten (Plastik; Fa.Sarstedt)

LightCycler Glaskapillaren (Roche)

Neubauer-Zahlkammer (Fa.GLW)

Petrischalen (94mm und 145mm; Fa.Greiner)

Pipettenspitzen (10ul; 200ul; 1ml; Fa.Gilson)
Polycarbonréhrchen/Quickseals (5ml; Fa. Beckmann)
Rontgenfilme (Fa.Kodak und Fa.Fuji)

Spritzen und Kanilen (Fa.Braun Melsungen)

SubQ-Spritzen (Fa.Becton Dickinson)

Zentrifugenréhrchen (15 und 50ml; Fa.Greiner)
Zentrifugenréhrchen (12,5ml; Fa.Sarstedt)

Zentrifugenbecher (250ml; Fa.Sorvall)
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4.20.12. Membranen und Filter
DEAE-Papier (Fa.Sigma)

Faltenfilter (Fa.Hartenstein)

Hybond-C extra (Fa.Amersham)

Hybond-N (Fa.Amersham)

3MM Whatman Papier (Fa.Hartenstein)
push columns (Fa.Stratagene)

PVDF (Fa.Millipore)

Sterilfilter (0,22pm und 0,45um; Fa.Millipore)

4.20.13. Gerate
Analysenwaagen (Fa.Satorius)

Bidest-Anlage (Fa.Millipore)

Brutschranke (Fa.Heraeus)

ELISA-Reader (Fa.Berthold)
Eppendorfzentrifuge (Fa.Heraeus)

Eismaschine (Fa.Scotsman)

Elektroporator (Fa.BIO RAD)

FACSCalibur (Fa.Becton Dickinson)

Feinwaage (Fa.Scaltec)

Filmentwickler (Fa.Kodak)

Heraeus-Zentrifuge (Fa.Heraeus)
Horizontalschiittler (Fa.GFL)
Hybridisierungsofen (Fa.Hybaid)

Kuhlschranke (Fa.Liebherr; Fa.Kedro)
LightCycler (Roche)

Lumat (Fa.Berthold)

Magnetrihrer (Fa.IKA Labortechnik)
Mikropipetten (P10; P20; P100; P200; P1000; Fa.Gilson)
Mikroskop (Fa.Leica)

pH-Meter (Fa.Knick)

Phospho-Imager BAS 2000 (Fa.Fuji)
Photometer (Fa.Hitachi)

Schuttelinkubator (Fa.New Brunswick Scientific)
Scintillations-Zahler (Fa. Packard)
Semidry-Apparatur (Fa.BIO RAD)
Spannungsgerate (Fa.Desaga und Fa.BIO RAD)
Vakuumtrockner (Fa.Bachenhofer)
Spektralphotometer (Fa.Hitachi und Fa. Pharmacia)
Sterilbank (Fa.Heraeus)
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Thermocycler (Fa.MWG)

Uberkopfschuttler (Fa.Heidolph)

Ultra Turrax T25 (Fa.Janke&Kunkel)
Ultrazentrifuge und VTi65-Rotor (Fa.Beckmann)
UV-Crosslinker (Fa.Amersham)

UV-Anlage (Fa.Herolab)

UV-Videosystem (Fa.Sony)

Vakuum-Blotter (Fa.Appligene)

Vortex (Fa.Bender&Hohbein)

Wasserbad (Fa.GFL)

4.20.14. Datenverarbeitung
Fur die Auswertung der verschiedenen MelRdaten und Anfertigung der vorliegenden Arbeit wurde ein

Power Macintosh G3 Rechner verwendet (Fa.Apple). Folgende Programme wurden dabei angewandt:
Word 98

Exel 98

Canvas 6

Lasergene Navigator

Netscape Navigator 4.7

Cricket Graph 1l

Adobe Photoshop 5.0

Endnote 4
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Abkilrzungen

5. AbklUrzungen

Nicht aufgefuhrt werden international gebrauchliche Abkirzungen des SI-Systems oder
Abklrzungen die im Text erkléart sind.

AD Aktivierungsdomane

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin 5 Triphosphat

BCR B-Zellrezeptor ("B cell receptor")
B-Gal -Galactosidase

bp Basenpaare ("base pairs")

BTC basaler Transkriptionskomplex
cDNA komplementare Desoxyribonucleinsaure
CsA Cyclosporin A

DB DNA Bindedomane

DNA Desoxyribonucleinsaure

E.coli Escherichia coli

FCS fotales Kalberserum ("fetal calf serum")
HA Hamagglutinin

His Histidin

IL Interleukin

kb Kilobasenpaare

kD Kilodalton

LB L-Broth Medium

Leu Leucin

LPS Lipopolysaccharid

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase
MEK MAPK/ERK aktivierende Kinase
MRNA "messenger"-RNA

oD optische Dichte

PCR Plymerase Chain Reaction
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat
rpm Umdrehungen pro Minute ("revolutions per minute")
RT Raumtemperatur

TA Transaktivierungsdomane

Trp Tryptophan

UuN uber Nacht
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