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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Von Perlen baut sich eine Briicke,
hoch iiber einen grauen See,
sie baut sich auf im Augenblicke,

und schwindelnd steigt sie in die Hoh;

Der hochsten Schiffe hochste Masten
ziehn unter ihren Bogen hin,
sie selber trug noch keine Lasten

und scheint, wie du ihr nahst, zu fliehn.

Sie wird erst mit dem Strom und schwindet,
sowie des Wassers Flut versiegt.
So sprich, wo sich die Briicke findet,

und wer sie kiinstlich hat gefligt?
FRIEDRICH SCHILLER [110]

In diesem Ritsel beschreibt der Dichter den Regenbogen als Briicke aus Wassertropfen,
die plotzlich entsteht, sich aber der ndheren Betrachtung entzieht. Vergleichbares pas-
siert in einer Zelle, wenn sie aktiviert wird. Innerhalb von kiirzester Zeit kann sich ein
Signalbogen ausbilden, der den Weg zwischen der Zellmembran und dem Kern iiber-
briickt. Einzelne "Perlen" dieser Signaliibertragung sind bekannt und gut untersucht,
andere dagegen scheinen noch vor ihrer Erforschung zu "flichen". Denn mit jeder neuen
Entdeckung tun sich weitere Ratsel auf, die neue Experimente nach sich ziehen.

1838/1839 wurde von M.J. Schleiden und Th. Schwann beschrieben, dass alle Lebewe-
sen, Pflanzen und Tiere aus Zellen (cellula, lat. Kimmerchen) bestehen. Diese Zellen
seien die kleinsten in Kultur selbststédndig lebensfahigen Bauelemente des Organismus

[14]. Mit diesem damals revolutiondren Wissen wurde die Basis fiir eine neue Wissen-
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schaft geschaffen, die Zytologie. Durch die Beschéftigung mit den Zellen gewann man
einen Einblick in ihre Vermehrung (Rudolf Virchow "omnis cellula e cellula" — jede
Zelle entsteht aus einer Zelle), ihre Reaktion auf das Umgebungsmilieu und den Zell-
stoffwechsel [14]. AuBBerdem stellte sich heraus, dass es Zellen unterschiedlicher Diffe-

renzierung gibt, die fiir verschiedene Aufgabenbereiche zusténdig sind.

Besonders differenzierte Zellen bilden einen wesentlichen Bestandteil des Immunsys-
tems. Dieses komplizierte Netzwerk aus zelluldren und azelluldren (humoralen) Be-
standteilen schiitzt den Organismus vor Verletzungen seiner Integritit. Ausgangspunkt
fiir die Entwicklung aller Immunzellen ist eine pluripotente hdmatopoetische Stamm-
zelle, die bis zu der Entstehung von funktionellen Abwehrzellen verschiedene Rei-
fungsprozesse durchlaufen muss.

Eine wesentliche Pragung erfahren die Zellen durch den Ort ihrer Ausdifferenzierung:
Die im Thymus gereiften T-Lymphozyten werden zu Tragern der zelluldren Immunant-
wort. Die B-Lymphozyten, die im Knochenmark differenzieren, sind Vorlduferzellen
der antikdrperproduzierenden Plasmazellen und Vermittler der humoralen Abwehr [52].
Ein gesunder Erwachsener besitzt etwa 10'* Lymphozyten, von denen tiglich 10° ab-
sterben. Es ist somit eine kontinuierliche Regeneration des Lymphozyten-Pools not-

wendig, sonst wiren alle Abwehrzellen nach ca. 3 Jahren aufgebraucht [27].

1.1 DieEntwicklung der T-Zellen

T-Zell-Vorlaufer entstehen aus Stammzellen in Knochenmark, Leber und Milz und
durchlaufen die Entwicklungsstufen bis zum reifen Lymphozyten im Thymus (Thymo-
poese). Erst dann wandern sie in periphere lymphatische Organe aus, oder rezirkulieren
im Blutkreislauf. Es existieren im wesentlichen zwei Hauptgruppen von T-Zellen, die
anhand ihrer Oberflaichenmolekiile unterschieden werden konnen. Diese Rezeptor-
strukturen werden mit "CD" und einer Zahl bezeichnet. CD steht hierbei fiir "cluster of
differentiation" oder "cluster determinant" und bedeutet, dass es sich um Differenzie-
rungsantigene handelt, die durch bestimmte Gruppen ("cluster") von monoklonalen An-

tikorpern definiert worden sind [55].
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Die erste Hauptgruppe exprimiert den Corezeptor CD4 und ist vor allem fiir die T-Zell-
abhédngige B-Zell-Aktivierung verantwortlich. Wegen der Vermittlerfunktion zwischen
B- und T-Zellen werden sie auch als T-Helferzellen bezeichnet. CD4"-Zellen produzie-
ren bestimmte Botenstoffe, die das richtige Milieu fiir die Zellaktivierung schaffen. An-
tigen wird von den T-Helferzellen im Kontext mit dem so genannten "major histocom-
patibility complex" (MHC) der Klasse II erkannt. Diese aus zwei Transmembranketten
bestehende Antigenprisentiergruppe kann den CD4"-Zellen das Fremdpeptid optimal
anbieten und eine Immunreaktion in Gang setzen.

Die T-Helferzellen konnen unter Berticksichtigung der von ihnen sezernierten Zytokine
in Th1- (Produktion von Interferon-y und Interleukin-2) und Th2-Zellen (Produktion der
Interleukine 4, 10, 13 und 5) unterteilt werden.

Die zweite Hauptgruppe der T-Zellen bilden die CD8-positiven, sog. cytotoxischen T-
Lymphozyten. Bei diesen Zellen erfolgt die Antigenerkennung im Zusammenhang mit
Molekiilen der MHC-Klasse-I, die beim Menschen auf allen kernhaltigen Zellen in un-
terschiedlicher Dichte vorhanden sind. Der Kontakt fithrt zur Zerstérung von Zielzellen,
die Fremdantigen auf ihrer Oberfliache tragen [60].

Zu Beginn der Thymozytenreifung exprimieren die naiven T-Zellen weder das CD4-
noch das CD8-Oberflachenmolekiil. Diese unreifen Thymozyten liegen im Bereich des
Thymuskortex und werden "doppelt negative" Zellen (DN-Zellen) genannt. Im Laufe
des Reifungsprozesses kommt es dann zur Expression der (pre-) T-Zell-Rezeptorketten,
des CD3-Komplexes und zunichst beider Oberflaichenmarker CD4 und CDS. Aus die-
sem Grund werden die Zellen in diesem Reifungsstadium auch als "doppelt positiv"
(DP-Zellen) bezeichnet [19].

Mit dem Erscheinen des T-Zell-Rezeptors auf der Zelloberflidche sind die Thymozyten
in der Lage, Antigene zu erkennen, die in der Folge ihre weitere Entwicklung beeinflus-
sen. So konnen gegen den eigenen Organismus gerichtete, autoreaktive T-Zellen er-
kannt und deletiert werden (negative Selektion). Im Rahmen der positiven Selektion
werden T-Zellen ausgewihlt, die den korpereigenen MHC-Komplex besonders gut er-
kennen. 99% der in den Thymus eingewanderten T-Zellen fallen dieser Selektion zum
Opfer [27]. Die iiberlebenden Lymphozyten differenzieren sich schlieBlich weiter in
CD4- oder CDS8-positive Zellen. Welche Rolle bei diesem Differenzierungsschritt der
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MHC-Komplex und die exprimierten Oberflaichenmolekiile selbst spielen, ist noch un-
klar.

Zwei verschiedene Mdglichkeiten, das sog. stochastische und das instruktionelle Mo-
dell, werden diskutiert [102]. Das stochastische Modell geht davon aus, dass einer der
beiden Corezeptoren zufillig herunterreguliert wird. Nachdem eine T-Zelle den MHC-
Komplex nur dann erkennt, wenn gleichzeitig der richtige Corezeptor bindet, werden
dann nur die Zellen ausreifen, bei denen ein passender Rezeptor-Corezeptor-Komplex
vorliegt. Der instruktionelle Ansatz dagegen nimmt an, dass durch den Erstkontakt zwi-
schen dem Klasse-I-MHC und CDS8 das Verschwinden des CD4-Markers initiiert wird.
Ebenso sei im Umkehrschluss der Kontakt des Klasse-II-MHC mit CD4 verantwortlich
fiir den Verlust von CDS8 [44, 102].

1.2 Der T-Zell-Rezeptor

Die Beteiligung an der Ausreifung der T-Lymphozyten ist eine der frithesten Aufgaben
des T-Zell-Rezeptor-Komplexes. Bis es jedoch zu der Expression der Glykoproteinket-
ten auf der Oberfliche der unreifen T-Zellen kommt, miissen sie selbst in einem kom-
plizierten Prozess gebildet werden. Um zu gewdhrleisten, dass eine Vielzahl unter-
schiedlicher Fremdpeptide erkannt werden kann, wurde im Laufe der Evolution ein
System entwickelt, das eine sehr grofe Variabilitit fiir die Rezeptorketten ermdglicht.

Eine Proteinkette des T-Zell-Rezeptors besteht aus einer konstanten (C-) Region fiir die
Verankerung in der Zellmembran und einem variablen Abschnitt (V-Region), der fiir
die Antigenerkennung verantwortlich ist [121]. Die fiir den variablen Anteil kodieren-
den DNA-Abschnitte sind iiber eine weite Strecke des entsprechenden Chromosoms
verteilt und untereinander frei kombinierbar. Sie werden V-, D-, J- und C-Segmente
genannt [52]. Zusitzlich zu dem zufilligen "Rearrangement” dieser Gensegmente
kommt es zu einer Modifikation der Rezeptorgene durch Addition und Punktmutation
von Nukleotiden. Die sog. kombinatorische Diversitat wird zusétzlich dadurch erhoht,
dass der von den Effektorzellen exprimierte Rezeptor durch die Assoziation von zwel
dieser variablen Glykoproteinketten gebildet wird [125]. In der Mehrzahl der Félle (85 —
95 %) handelt es sich hierbei um eine a- und eine B-Kette, seltener um die Kombination

einer y- und einer o-Kette [52].
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Neben den Proteinketten des T-Zell-Rezeptors bilden der mehrkettige CD3-Komplex
und, je nach Differenzierungsstufe, die Co-Rezeptoren CD4 oder CDS8 weitere Be-
standteile des Rezeptorkomplexes [107]. Um eine T-Zelle iiber den Rezeptor zu aktivie-
ren, reicht es nicht aus, sie mit 16slichem Antigen zu stimulieren. Erst die richtige Pré-
sentation, eingebettet in den MHC-Komplex, 16st eine Signalkaskade in das Zellinnere
aus (MHC-Restriktion) [55].

Da keine der Komponenten des T-Zell-Rezeptorkomplexes eine eigene Enzymaktivitit
besitzt, mit der das Aktivierungssignals ins Zellinnere {ibertragen werden kann, werden
an den Rezeptor Proteintyrosinkinasen rekrutiert. Durch die Aktivierung der Kinasen
p561°k, p59f-"n und ZAP-70 kommt es zu einer Phosphorylierung von verschiedenen
Zellstrukturen, wie z. B. der (-Kette des CD3-Komplexes [10, 108], und damit zur Ak-
tivierung Ca”"-abhéngiger Signalwege (siche 1.4.1.2.).

1.3 Dielymphozytenspezifische Proteintyrosinkinase Ick

Proteintyrosinkinasen iibernehmen als wichtige Elemente der Signaltransduktion die
Ubertragung der Information des aktivierten Rezeptors in das Zellinnere. Auf diese
Weise sind sie an der Regulation von Zellantwort, Zellwachstum und Differenzierung
beteiligt [12]. Zur ndheren Charakterisierung konnen die Proteintyrosinkinasen (PTKs)
in zwei Hauptgruppen unterteilt werden.

In der ersten Gruppe werden Kinasen mit eigener Rezeptorstruktur zusammengefasst.
Sie besitzen einen durch die Zellmembran reichenden, transmembranen Anteil, an den
ein Ligand direkt binden kann. Hierzu gehdren beispielsweise die Rezeptoren des
"platelet derived growth factor" (PDGF) und des "epidermal growth factor" (EGF) [72].
Die zweite Gruppe umfasst Proteintyrosinkinasen, die sich an die Membran anlagern,
jedoch nicht transmembrands verankert sind. Zu diesen PTKs gehort die Familie der
src-Kinasen, die neun gut charakterisierte Mitglieder umfasst: p60™, p56™", p59"™",
p539¥, p62Y™, p59"* p55%, p55°% und p56'* [93].

Der Grundbauplan dieser Kinasen stimmt weitgehend tliberein [104]. Am aminotermina-
len Ende befindet sich eine myristinsdurereiche Sequenz, die die Assoziation an die
Zellmembran ermoglicht. In diesem Bereich liegen bei der lymphozytenspezifischen

Kinase Ick ("lymphoid T-cell protein tyrosine kinase") sog. "unique sequence motifs"



EINLEITUNG 6

[126], die fiir die Interaktion dieser Kinase mit den Corezeptormolekiilen CD4 und CD8
ndtig sind [104, 115, 128].

Innerhalb des N-terminalen Anteils befinden sich bei den src-Kinasen zwei relativ kon-
servierte Abschnitte, die sog. "src homology domains" SH2 und SH3. Sie iibernehmen
vor allem regulatorische Aufgaben. Nach Dephosphorylierung der SH2-Doméne kon-
nen Proteine gebunden und z. B. Protein-Kinase-Signalkomplexe gebildet werden [74].
Eine weitere src-typische Sequenz (SH1-Doméne) befindet sich in der carboxytermina-
len Hélfte und vermittelt die Kinaseaktivitit.

In dieser Region besitzt die Ick eine Phosphorylierungsstelle in Position Tyr 505, die als
wichtiger Regulator der Kinase wirksam ist. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die Autophosphorylierung dieser Stelle die Kinaseaktivitdit hemmt, wih-
rend die Mutation von Tyr 505 die Aktivitit steigert und das onkogene Potential erhoht
[2, 5, 74]. Erstaunlicherweise fiihrte auch die experimentelle Deletion der SH1-Doméne
zu einer Aktivitdtssteigerung. Dies wurde zum einen durch den Verlust eines negativ
regulierenden Bereiches und zum anderen durch die bessere Zugénglichkeit der SH2-
Doméne erklirt [137]. Ein weiteres, die Kinaseaktivitit modulierendes Motiv liegt am
C-terminalen Ende. Hier kann eine Phosphorylierung durch einen negativen Regulator
der src-Tyrosinkinasen (Csk) zu einer Inaktivierung der Ick fithren [86].
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass viele verschiedene Mechanismen existie-
ren, die in die Kontrolle der Kinasefunktion der lymphozytenspezifischen Kinase Ick
eingreifen: Die Bindung von Proteinen an SH2 oder SH3, die Phosphorylierung durch
Rezeptor-Proteintyrosinkinasen und Csk und die Autophosphorylierung an Tyr 505
[13].

Dariiber hinaus ist die Transkription der Ick wichtig, die ihre Verfiigbarkeit in den je-
weiligen Entwicklungsstadien bestimmt und limitiert. Wie bei den Genen fiir die Pro-
duktion von Zytokinen, Rezeptoren und anderen Zellbestandteilen unterliegt die Ex-
pression des |ck-Gens transkriptionellen Kontrollelementen des Ick-Locus [4].

Eine Besonderheit des Ick-Gens besteht darin, dass die Transkription entwicklungsab-
héngig tiber zwei verschiedene, durch 34 kb (Kilobasen) getrennte Promotorelemente
erfolgt [3, 37] (siehe Abb. 1.1). Der distale (oder 5') Promoter steuert die Expression
sowohl in Thymozyten als auch in reifen T-Zellen [134], wihrend der proximale (oder

3') Promotor vor allem im Thymus zur Zeit der frithen Lymphopoese aktiv ist [37].
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Abbildung 1.1: Die Struktur der transkriptionellen Einheit der Proteintyrosinkinase p56'*. Das Ick-
Gen besitzt zwei Promotoren, einen distalen und einen proximalen, die 34 Kilobasen voneinander ge-
trennt sind. Transkription durch den proximalen Promotor fiihrt zur Entstehung der sog. Typ I
Transkripte, die Transkription durch den distalen Promotor zur Entstehung von Typ II Transkripten. Die
Transkripte unterscheiden sich nur am 5'-Ende, das nicht fiir das Protein kodiert.

Die zwei Promotoren des Ick-Gens ermdglichen eine effiziente Transkription in unreifen
und in reifen Zellen, da sie durch unterschiedliche transaktivierende Faktoren ("transac-
ting factors") reguliert werden [4].

Bei der Erstbeschreibung der Kinase p56'™ waren diese Regulationsmechanismen noch
unbekannt. Die Entdeckung der lymphozytenspezifischen Kinase Ick beruhte auf der
Isolierung eines fehlregulierten Proteins, das in der Maus-Lymphomzelllinie LSTRA
tiberexprimiert war [17, 75, 130]. Spéter fanden sich erhohte Level von |ck-Transkripten
auch in nicht-lymphatischen Neoplasien, wie z. B. beim Colon-Carcinom oder beim
kleinzelligen Bronchialcarcinom [109, 127]. Wie andere Mitglieder der Src-Proteinkina-
senfamilie hat also auch die Ick onkogenes Potential, und ihre Aktivierung durch Muta-
tion kann zu der Transformation einer Zelle fiihren [122].

Im Normalfall ist die Expression des Ick-Gens jedoch auf das lymphatische Komparti-
ment beschrinkt und gut reguliert. Transkripte sind bevorzugt in T-Zellen, weniger in
B-Zellen oder natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) nachweisbar [92] und kontrollieren
durch ihre wichtige Rolle bei der Signaltransduktion die T-Zell-Entwicklung und Diffe-

renzierung.

131  p56*ist ein Schltisselenzym der Thymozytenreifung

Sobald die ersten hdmatopoetischen Zellen die Thymusanlage besiedeln sind Ick-

Transkripte im Thymus zu finden [101]. Wie wichtig die regulierte Expression des Ick-
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Gens bereits in diesem Stadium fiir die Entwicklung der T-Zellen ist, zeigte sich in Ex-
perimenten, die in die natlirliche Regulation eingriffen.

Uberexpression von Ick in jungen Thymozyten fiihrte zu schwerwiegenden Stérungen
der Thymozytenreifung. Die Zellen waren nicht in der Lage, einen funktionellen T-Zell-
Rezeptor auszubilden. Schon die Verdopplung der Ick-Menge reichte aus, um die T-
Zell-Reifung ganz zu verhindern [1].

Doch auch ein Mangel an Ick ist nicht mit der normalen Entwicklung vereinbar. In
Miusen, bei denen das Ick-Gen "ausgeschaltet” wurde (Ick-knock-out, Ick™), ist der
Thymus atrophisch, die Zahl der "doppelt positiven" Zellen dramatisch reduziert und
reife CD4- oder CD8-Zellen werden kaum ausgebildet [80]. Ahnlich gravierend ist der
Defekt bei der Mutante R273 Ick, der durch die Substitution eines kritischen Aminosau-
rerestes |ck-Kinaseaktivitit fehlt [66].

Trotz der deutlichen Veridnderungen im Thymus sind Ick’-Mause phénotypisch gesund
und lebensfahig [80]. Dies spricht dafiir, dass die Vermittlung der Zellreifung im Thy-
mus eine Aufgabe ist, flir die die Ick allein verantwortlich ist, wahrend andere Funktio-
nen von verwandten Kinasen iibernommen werden kdnnen.

So zeigt sich ein derartiger Reifungsstopp der T-Zellen nur nach Ausschaltung des Ick-
Gens. Knock-out-Maiuse, die fiir die verwandte src-Kinase p59f-"n defizient sind, haben
einen normal entwickelten Thymus [6, 119].

T-Zell-Reifungsdefekte, die denen des Ick-knock-outs dhnlich sind, findet man dagegen
bei Maiusen, denen aufgrund gezielter Genausschaltung ("targeted disruption") eine
wichtige Komponente des frithen T-Zell-Rezeptors (pre-TCR) fehlt [83]. In RAG™-
Maiusen, bei denen eine Stérung des TCR-Rearrangements vorliegt (siehe 1.2), ist die T-
Zell-Reifung im Stadium der naiven "doppelt negativen" Zellen blockiert, und es sind
keine ausgereiften CD4- oder CD8-Zellen nachweisbar [82].

Ubertrigt man jedoch ein Ick-Transgen mit kongtitutiver Kinaseaktivitit auf die Tiere,
wird der Reifungsstopp iiberwunden, und 90% der Thymozyten werden entweder als
CD4- oder CD8-positive Zellen detektierbar [83]. Die dauerhaft aktive Ick ist demnach
in der Lage, das fehlende T-Zell-Rezeptorsignal zu ersetzen und den Rezeptordefekt
somit zu kompensieren.

Nach dem gleichen Prinzip kann die Thymopoese bei Méusen, denen die o-Kette des

pre-TCR fehlt und eine stark verminderte Zellzahl im Thymus aufweisen [32], durch
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das Ick-Transgen wiederhergestellt werden [33]. Die Ick vermittelt also die dem pre-T-
Zell-Rezeptor nachgeschaltete Signaltransduktion als treibende Kraft der frithen
Thymozytenreifung [15].

Doch auch in der weiteren Entwicklung bis hin zur reifen T-Zelle spielt die Assoziation
der Ick mit dem TCR-Komplex eine wichtige Rolle. Durch die Aktivierung der Ick kann
die Verteilung und die Expression von TCR-Elementen beeinflusst werden [133]. Die
Kinase bindet an die cytoplasmatischen Anteile der Corezeptormolekiile CD4 oder CD8
[104, 115, 128] und ist im Rahmen des sog. "lineage commitment" an der Ausdifferen-
zierung der Thymozyten zu CD4- bzw. CD8-positiven Zellen beteiligt [44].

Es wurde gezeigt, dass die Ick mit stiarkerer Affinitdt an CD4 als an CD8 bindet [133]
und eine stirkere Ick-Aktivierung zu der bevorzugten Entwicklung von CD4-positiven
Zellen fiihrt. Experimentell entwickelten sich Thymozyten mit einem MHC der Klasse
I1, die normalerweise in CD4-Zellen differenzieren, durch die Reduktion der |ck-Akti-
vitét in funktionelle CD8-Zellen [44].

Das wiirde bedeuten, dass die Ausdifferenzierung der T-Zellen im wesentlichen von
zwei Gegebenheiten beeinflusst werden kann: Erstens durch den T-Zell-Rezeptor, der
mit einer gewissen Affinitdt an den spezifischen MHC-Komplex bindet, und zweitens

durch die Stirke des Ick-Sgnals wihrend der positiven Selektion [44].

132 p56%in der Signaltransduktion

Die erste nachweisbare Verdnderung innerhalb der Zelle, nachdem Antigen an den T-
Zell-Rezeptor gebunden hat, ist die Phosphorylierung von Tyrosinresten [54]. Diese
Phosphorylierung durch Proteintyrosinkinasen startet die Signalkaskade in das Innere
der Zelle [61]. Wird die Aktivitdt der Kinasen inhibiert, verhindert das die Aktivierung
der Zelle, weil das Signal den Zellkern nicht erreicht [53]. So konnten Ick-defiziente
Jurkat-T-Zellen beispielsweise nicht mehr tiber den TCR stimuliert werden [120].

Fiir die schnelle Reaktion auf die Rezeptorsignale binden Kinasen hdufig an cytoplas-
matische Anteile von Rezeptorstrukturen. Fiir die Tyrosinkinase |ck sind bisher Interak-
tionen mit multiplen Oberflichenmolekiilen nachgewiesen [118].

Von besonderer Bedeutung ist die bereits beschriebene Assoziation mit den Corezepto-

ren CD4 oder CD8 [104, 115, 128], durch die eine optimale Antigenstimulation mdglich
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ist [38]. Alternative Signalwege, in die die Ick involviert ist, beruhen auf einer Verbin-
dung mit CD45 [85, 89] und CD38 [21].

Daneben wurden spezifische Bindungen zwischen der katalytischen Doméne der Ick
und der B-Kette des Interleukin-2-Rezeptors festgestellt [42]. Uber Interleukin-2 (11-2),
ein wichtiges Zytokin fiir die T-Zell-Proliferation [16], kann somit auch eine |ck-Akti-
vierung erfolgen, die unabhingig von CD4 oder CDS ist [48].

Durch die Weitergabe des Rezeptorsignals ist die Ick an der Aktivierung anderer Kina-
sen und Adaptormolekiile der Signalkaskade und damit an der Koordination der intra-
zelluldren Signaltransduktion beteiligt.

Die src-Kinase p59fy“, die auch cytoplasmatisch an den T-Zell-Rezeptorkomplex ge-
bunden ist [106], ist in CD4-negativen Zellen inaktiv, kann aber durch konstitutiv
exprimierte Ick aktiviert werden. Diese Tatsache spricht fiir eine funktionelle Interaktion
zwischen den beiden Kinasen [9]. Weitere Kooperationen bestehen mit der Phospholi-
pase C, die zusammen mit |ck prézipitiert werden konnte [132], mit der ZAP-70-Kinase
[30], mit PAK 1 ("p21 ras activated kinase 1") [138] und mit dem Protooncogen vav
[135]. Erst vor kurzer Zeit wurde die Ick auBerdem als Regulator fiir PKC 0 identifiziert
[68].

Ziel der Signaltransduktion, die durch die Ick angestoBen wird, ist die Induktion von
Genen im Zellkern. Diese kann direkt erfolgen, oder durch die Aktivierung von DNA
bindenden Faktoren, die die Genexpression regulieren (s. 1.4).

Uber die aktivierte Tyrosinkinase Ick und p24 ras wird beispielsweise der Transkripti-
onsfaktor NF-AT stimuliert (s. 1.4.1.2) [8]. Umgekehrt kann ein Block im Signalweg, z.
B. die fehlende Ick-abhingige Phosphorylierung der PKC 0 durch Mutation des Ziel-
motivs, die Induktion von NF-AT verhindern [68].

1.4 Transkriptionsfaktoren regulieren die Genexpression

Dass die Expression eines Gens zur rechten Zeit am rechten Ort stattfindet, beruht zu
einem groflen Teil auf einer kontrollierten Transkription. Hierfiir sind Transkriptions-
faktoren verantwortlich. Das sind Proteine, die in der Lage sind, spezifisch an die DNA

zu binden und damit die Effektivitdt der Genexpression zu beeinflussen.
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Voraussetzung fiir die Interaktion mit der DNA ist, dass die Faktoren, wenn sie sich
nicht bereits im Kern befinden, in den Zellkern transloziert werden. Auflerdem muss die
DNA mindestens so weit "gedffnet" sein, dass ein Faktor die fiir ihn spezifische Se-
quenz erkennen und binden kann [52]. Obwohl sich die Vielzahl der Transkriptions-
faktoren in ihrer Struktur (z. B. "Leucin-Zipper", "C,H,-Zinkfinger") und in ihrer Wir-
kungsweise ("enhancer", "silencer") unterscheiden, stimmen sie doch in einem groben
Bauplan iiberein.

Transkriptionsfaktoren besitzen in der Regel eine DNA-bindende Doméne (DBD), so-
wie eine Transaktivierungsdoméne (TAD) iiber die mit anderen Proteinen Kontakt auf-
genommen werden kann [87]. Manche Proteine lagern sich zu Dimeren zusammen (z.
B. p50 und p65 Heterodimere von NF-«B oder Jun/Fos Heterodimere des AP1-Kom-
plexes), andere binden direkt als Monomere an die DNA (z. B. NF-AT oder c-Myb)
[87].

Héufig nachweisbare Interaktionen zwischen zwei verschiedenen DNA-bindenden
Faktoren fiihrten zur Identifizierung von sog. "composite elements"’, die Bindungsmo-
tive von zwei Transkriptionsfaktoren in unmittelbarer Nachbarschaft besitzen. Derartige
Informationen werden in Datenbanken genutzt, um potentielle Zielgene von Transkrip-
tionsfaktoren zu identifizieren [43, 56]. Ein bekanntes Beispiel sind NF-AT-Bindungs-
stellen (NF-AT-"sites"), die hdufig eine gemeinsame Bindung von NF-AT und Mitglie-
dern des AP1-Komplexes ermdglichen [98].

141  Der Transkriptionsfaktor NF-AT

1411  Mitglieder der NF-AT-Familie

Das Akronym NF-AT steht flir "nuclear factors of activated T-cells" und beschreibt eine
Familie von Transkriptionsfaktoren, die die Zytokinexpression in aktivierten T-Zellen
reguliert. Entdeckt wurde diese Eigenschaft zuerst durch die Aktivierung der I1-2-Pro-
duktion nach spezifischer Bindung von NF-AT an zwei verschiedene Sequenzmotive
des Interleukin-2-Promotors [49, 114, 116]. Mittlerweile wurden verschiedene weitere

sog. "target genes" fiir NF-AT identifiziert [99].
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Die Struktur der zuerst klonierten NF-AT Faktoren (NF-AT1 bis NF-AT4)* zeigt deut-
liche Ubereinstimmungen in der etwa 300 Aminosiduren umfassenden DNA-bindenden
Domine mit Sequenzhomologien von bis zu 75%. Wegen der Ahnlichkeit zu der DBD
der Rel/NF-kB-Faktoren wird sie auch als sog. "Rel similarity domain" bezeichnet [99].
Die transaktivierende Doméne der NF-ATs liegt am prolinreichen aminoterminalen
Ende [114]. Zwischen der DBD und der TAD befindet sich ein Bereich, der durch die
Phosphorylierung von Serinmotiven reguliert werden kann. Auch die fiir den Transport
in und aus dem Zellkern ndtigen Sequenzen, das sog. "nuclear localisation signal" bzw.
das "nuclear export signal", wurden in diesem Bereich identifiziert [57].

Unterschiede bestehen vor allem an dem C-terminalen Ende. Durch sog. "alternatives
Slicing" entstehen dariiber hinaus unterschiedliche Isoformen. So gibt es fir NF-AT2
drei Isoformen, die sich in ihrer Linge unterscheiden und deren Expression von der
Reife der T-Zelle abhingig ist. Wéhrend die naiven T-Lymphozyten die zwei ldngeren
Formen synthetisieren, bildet die reife Effektorzelle nur die kurze Isoform NF-AT2A
[23].

Neben den bereits beschriebenen klassischen Mitgliedern der NF-AT-Familie wurde
zuletzt ein weiteres, NF-AT dhnliches Protein kloniert, das als NF-AT5 oder TonEBP
("tonicity enhancer binding protein") bezeichnet wird [69, 79]. NF-ATS weist jedoch,
im Vergleich zu NF-AT1-4, einige wichtige Unterschiede auf. NF-ATS5 fehlt, abwei-
chend vom gemeinsamen Grundbauplan, die TAD am N-terminalen Ende. AuBlerdem
ist NF-ATS5 im Gegensatz zu den klassischen NF-AT-Faktoren in der Lage, wie NFkB-
Faktoren Homodimere zu bilden Ein weitere Unterschied besteht in der Regulation von

NF-ATS, dessen Aktivierung unabhéngig ist von Calcineurin (siche 1.4.1.2) [114].

141.2 DieAktivierung von NF-AT

Die Aktivierung der in der ruhenden Zelle inaktiven, phosphorylierten NF-ATs erfolgt
nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors innerhalb von wenigen Minuten in einem Cal-

cium-abhingigen Prozess. Hieran sind im wesentlichen zwei Signalwege beteiligt [52]:

* Es sind auch andere Bezeichnungen fiir die NF-AT Faktoren gebriuchlich: NF-AT1 (NF-ATp, NF-
ATc2), NF-AT2 (NF-ATc, NF-ATcl), NF-AT3 (NF-ATc4) , NF-AT4 (NF-ATx, NF-ATc3)
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Zunichst kommt es durch die Bindung eines Liganden an den T-Zell-Rezeptor zu einer
Phosphorylierung von CD3-Ketten und zur Aktivierung von ZAP-70.

Im Rahmen des ersten Signalweges wird dann das GTP-bindende ras-Protein aktiviert,
das wiederum eine Kaskade von Proteinkinasen (Raf/MEK/Erk) anstoft. Ergebnis ist u.
a. die Induktion des Fos-Proteins, ein Bestandteil des AP1-Komplexes (s. Abb. 1.2).

|E| TCR-CD3-Komplex

. . CD4

Fos NF—«B NF-AT

Abbildung 1.2: Uber den T-Zell-Rezeptor ausgeldste Signalkaskaden. Nach Bindung eines Liganden
an den T-Zell-Rezeptor werden die Kinasen fyn und Ick aktiviert. Es kommt zu einer Phosphorylierung
der (-Kette des CD3-Komplexes (markiert durch einen Stern), der Aktivierung von ZAP-70 und der In-
duktion einer Kaskade iiber Ras/Raf bis zur Aktivierung des Fos-Proteins (AP1-Transkriptionsfaktoren).
Der zweite Signalweg fiihrt tiber die Aktivierung der Phospholipase C zur Spaltung von Phospatidylino-
sitol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP;). DAG aktiviert die
Proteinkinase C und damit den Transkriptionsfaktor NF-kB. IP; setzt Calcium aus intrazelluldren Spei-
chern frei. Dies aktiviert Calcineurin, und schlielich die NF-AT-Transkriptionsfaktoren.

Parallel fiihrt der zweite Signalweg zu einer Aktivierung der Phospholipase C, die
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,) in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerin
(DAG) spaltet. DAG aktiviert zundchst die Proteinkinase C, die dann an der Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors NF-kB beteiligt ist. Durch IP; kommt es zu einer Frei-

setzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern. AuBerdem werden Ca* -spezifische
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Ionenkanédle geo6ffnet, die zu einem Einstrom von extrazelluldirem Calcium fiihren.
Steigt die Ca’"-Konzentration in der Zelle an, bindet die cytoplasmatische Prote-
inphosphatase Calcineurin an das regulatorische Zentrum der NF-ATs. Die Transkripti-
onsfaktoren werden durch Dephosphorylierung aktiviert und schlieBlich in den Zellkern
transloziert (s. Abb. 1.2).

Dort binden die NF-ATs an eine bestimmte Kennungssequenz (Basenfolge
"T/\GGAAAA") und induzieren die Transkription von sog. "activation induced genes"
[8]. Dies sind vor allem - jedoch nicht nur - Zytokine, die fiir die Proliferation, Expan-
sion und Reaktivitdt der T-Zellen verantwortlich sind [52].

Durch die Immunsuppressiva Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) wird der
Ca*"-abhingige Signalweg blockiert und die Expression von Zytokinen heruntergefah-
ren [11, 31]. Auf diese Weise kann z. B. die AbstoBungsreaktion nach Transplantatio-
nen gehemmt werden. Angriffspunkt fiir beide Medikamente ist die Serin-Threonin-
Phoshatase Calcineurin, die durch intrazelluldr gebildete Komplexe aus den sog. Immu-
nophilinen und CsA bzw. FK506 blockiert wird [67]. Die Hemmung von Calcineurin
verhindert die Aktivierung von NF-AT und die Induktion von Zytokingenen.

14.1.3 DieBedeutung und Aufgaben der NF-ATs

Als der Zusammenhang zwischen der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors und der NF-
AT-Familie entdeckt wurde, dachte man zunichst, dass die Expression von NF-AT eine
alleinige Eigenschaft von T-Zellen sei. Spéter stellte sich heraus, dass die vier NF-AT-
Faktoren in unterschiedlichen Geweben exprimiert werden und nicht auf das lymphati-
sche Kompartiment beschrinkt sind [47].

Welche Relevanz die einzelnen NF-AT Faktoren in vivo besitzen und wie sich ein Man-
gel eines NF-AT-Faktors phénotypisch manifestiert, war eine Frage, die in "Knock-
out"-Experimenten geklirt werden sollte. Einen Uberblick iiber die Ergebnisse gibt
Abb. 1.3.

Miuse mit einer Defizienz fiir NF-AT1 (NF-AT17") kommen scheinbar gesund zur Welt
und entwickeln dann, im Alter von wenigen Wochen, deutliche Verdnderungen der Im-
munantwort im Sinne einer erhdhten Aktivierung des Immunsystems [111]. Die Lym-

phozyten dieser Miuse sind in ihrer Zahl vermehrt und exprimieren vor allem Rezepto-
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ren, die reife, aktivierte Zellen kennzeichnen (z. B. CD69 und CD44) [111]. Als Zei-
chen der lymphozytiren Aktivierung und Hyperproliferation kommt es zu einer Vergro-
Berung der lymphatischen Organe und einer verspéteten Involution des Thymus [46,
111]. Dariiber hinaus zeigt sich eine verdnderte Zytokinproduktion mit einer vermin-
derten Produktion von Th2-typischen Zytokinen, z.B. Interleukin-4. Die Sekretion von
I1-2 bleibt dagegen durch den "Defekt" unbeeintrachtigt [46, 111, 136].

NF-AT?2 defiziente Méduse sterben bereits in utero aufgrund von Defekten bei der Bil-
dung der Herzklappen [28]. Im Labor hergestellte NF-AT2”-Thymozyten, die durch die
Injektion von embryonalen Stammzellen in RAG™-Miusen* entstanden, zeigen eben-
falls eine Reduktion der Th2-Zytokine bei normaler I1-2-Produktion [97, 140]. Dies
spricht dafiir, dass ein NF-AT-Faktor den Mangel von NF-AT1 bzw. NF-AT2 zum Teil
kompensieren kann.

Im Gegensatz zu der NF-AT2-Defizienz fiihrte die alleinige Ausschaltung von NF-AT4
nur zu geringen phénotypischen Verdnderungen. Es zeigte sich jedoch eine Storung der
Ausdifferenzierung von CD4"- und CD8 -Lymphozyten. Dies konnte durch eine gestei-
gerte Apoptose der "doppelt positiven" T-Zellen bedingt sein. [39, 90].

In Doppel-"knock-out"-Experimenten wurden Méuse geziichtet, die zwei NF-AT-Fakto-
ren nicht bilden kénnen. NF-AT172”-Tiere wurden durch die Neubesiedlung von
RAG™-Miusen mit embryonalen Stammzellen gewonnen. Bei komplettem Defekt der
I1-2-, 11-10-, TNFa- und IFNy-Synthese der T-Zellen zeigte sich eine gesteigerte B-Zell-
aktivierung, die mit einer vermehrten IgG1- und IgE-Produktion einherging [91].

Bei NF-AT174"-Tieren kam es ebenfalls zu einer starke Reduktion der I1-2- sowie der
Interferon-y-Synthese [96]. Durch eine vermehrte T-Zell- und B-Zell-Proliferation wei-
sen diese Tiere eine gesteigerte Produktion von Th2-Lymphokinen, erhohte IgE- und
IgG1-Spiegel im Serum, sowie lymphozytére Infiltrationen von Organen auf [100, 96].
NF-AT374"-Miuse sterben durch eine defekte Angiogenese bereits intrauterin [40].
Durch zusitzliche, experimentelle Ausschaltung von NF-ATI in diesen NF-AT3747-
Tieren treten Entwicklungsstorungen des embryonalen neuronalen Systems auf [41].
Zusammengefasst filhrt der Mangel des Transkriptionsfaktors NF-AT zu einer verdn-

derten Genexpression in Lymphozyten. Dies zeigt sich durch eine Alteration der Zellrei-

* Diese Miuse haben einen Defekt im "Recombination Activating Gene" und zeigen damit ein gestortes
T-Zell-Rezeptor-Rearrangement [97].
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fung im Thymus, eine gesteigerte oder verminderte Aktivierung der Zellen und durch
Unterschiede im exprimierten Zytokinmuster. Neben dieser wichtigen Bedeutung fiir
die Entwicklung und Funktion des Immunsystems, belegen die beschriebenen "Knock-
out"-Experimente einen Einfluss von NF-AT bei der Ausbildung des GefaB3- und Ner-
vensystems. Dass sich manche dieser Defekte erst bei der Ausschaltung von zwei Mit-
gliedern der NF-AT-Familie manifestieren, zeigt, dass die NF-AT-Faktoren nicht nur

Einzelaufgaben erfiillen, sondern auch tiberlappende Funktionen wahrnehmen.

NF-AT-Faktor Phénotyp der NF-AT defizienten Maus

NF-ATI1 Hyperproliferation von Lymphozyten, VergroBerung der
lymphatischen Organe, verspéitete Involution des Thymus. Th2-
Zytokine vermehrt, I1-2-Synthese normal [46, 111, 136].

NF-AT2 Intrauteriner Fruchttod (Tag 12-14) bei Defekten der Herzklap-
penbildung. NF-AT2-defiziente Lymphozyten zeigen eine ver-
minderte Synthese von Th2-Zytokinen, I1-2-Produktion normal

[28].
NF-AT3 Kein auffélliger Phénotyp.
NF-AT4 Verminderte Ausreifung von SP-Zellen bei Zunahme der

Apoptose von DP-Zellen [39, 90].

NF-AT1/NF-AT2 Hyperaktivierung von B- und T-Zellen, starke Abnahme der I1-
2-, 1I-10-, TNFa- und IFNy-Synthese. Vermehrte Produktion
von IgG1 und IgE [91].

NF-AT1/NF-AT4 Hyperproliferation von Lymphozyten (Infiltration von Organen,
Splenomegalie), stark vermehrte Produktion von Th2-Lympho-
kinen, IgE und IgG1 [100, 96].

NF-AT3/NF-AT4 Intrauteriner Fruchttod (ca. Tag 11) bei defekter Angiogenese
[40].

NF-AT1/ Defekt beim Auswachsen embryonaler Neurone [41].
NF-AT3/NF-AT4

Abbildung 1.3: Der Phénotyp von NF-AT-defizienten M ausen.
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1.5 Problemstellung

Die Proteintyrosinkinase |ck besitzt zwei verschiedene Promotoren, die zu unterschied-
lichen Zeitpunkten der T-Zell-Entwicklung aktiv sind [3, 37]. Die Ick-Transkripte, Typ I
vom proximalen und Typ II vom distalen Promotor, unterscheiden sich nur in den am
5'-Ende liegenden Bereichen, die nicht fiir das Protein kodieren [129]. Die Promotorse-
quenzen selbst sind vollig verschieden, und die vor der Transkriptions-Startstelle lie-
genden Regionen, die durch Regulationsfaktoren gebunden werden konnen, weisen
somit keine Ahnlichkeiten auf [123]. Es spricht also vieles dafiir, dass die beiden Pro-
motoren deshalb zu unterschiedlichen Zeiten aktiv sind, weil sie durch verschiedene
Faktoren reguliert werden. Da der proximale Promotor bevorzugt in unreifen Thymo-
zyten nachweisbar ist, ist die Entdeckung seiner Regulatoren von besonderer Bedeu-
tung. Die gleichen Faktoren konnten ndmlich am frithen Entwicklungsprogramm der T-
Zelllinie beteiligt sein [64].

Die Kontrolle des proximalen |ck-Promotors ist auch deshalb interessant, weil er expe-
rimentell haufig fiir die Expression von Transgenen in Thymozyten eingesetzt wird [18,
36]. Die Interpretation des Phénotyps der transgenen Tiere ist davon abhidngig, wann
und in welcher Menge das Transgen exprimiert wird [15]. Auf diese Weise konnen
Regulatoren des proximalen Ick-Promotors die Wirkung des Transgens und das Ergeb-
nis des Experimentes nachhaltig beeinflussen.

Um die fiir die Regulation wichtigen Bereiche des Ick-Typ-I-Promotors zu identifizie-
ren, wurden bereits experimentell unterschiedlich verkiirzte Varianten der am 5'-Ende
liegenden Promotersequenz hergestellt. Dabei zeigte sich, dass eine sog. "flanking se-
quence" von etwa 600 Basenpaaren (Position —584 bis +37, bezogen auf die Startstelle
der Transkription) alle Informationen enthélt, die fiir die gewebe- und entwicklungsspe-
zifische Aktivitdt des proximalen Promotors notig sind [4]. SchlieBlich wurden die ers-
ten Sequenzmotive identifiziert, liber die der Promotor aktiviert werden kann: Ein sog.
"Ets binding element" (EBE) [64] flir den Transkriptionsfaktor Ets-1 und eine Bin-
dungsstelle fiir c-Myb [77].

Einleitend wurde beschrieben, dass die lymphozytenspezifische Kinase Ick als wichtiger
Teil der Signalkaskade im Rahmen des Ca®*-abhiingigen Signalweges zu einer Aktivie-

rung des Transkriptionsfaktors NF-AT fiihren kann. Die Aufgabe dieser Arbeit bestand
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nun darin, herauszufinden, ob die im Thymus konstitutiv aktiven NF-AT-Faktoren
[112] wiederum im Rahmen eines "autokrinen loops" in der Lage sind, den proximalen
Promotor der Ick zu aktivieren. In weiterfithrenden Experimenten war dann die Frage zu
kldren, ob die Interaktion von NF-AT und dem Promotor auch in vivo im Thymus statt-
findet. SchlieBlich sollte ein Einblick in die biologische Relevanz der Transaktivierung

von Ick durch NF-AT gewonnen werden.
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2 Ergebnisse

2.1 NF-AT bindet den proximalen Ick Promotor in vitro

211  Nachweisder Bindung mittels" Footprinting"

Um die Bindung von NF-AT1 an den proximalen Promotor des Ick-Gens nachzuweisen
und Kontaktstellen zu identifizieren wurde ein sogenanntes "DNA-Footprinting" durch-
gefiihrt (s. 5.2.11.2). Fiir dieses Experiment wurden radioaktiv markierte DNA-Sonden
der proximalen Promotorsequenz eingesetzt, die mit einem NF-AT1-Fusionsprotein (s.
5.2.9.3) und anschlieend mit DNase I inkubiert wurden. Weil die Proteinbindung die
DNA vor dem Abbau durch das Enzym schiitzt, kann die DNase an diesen Stellen nicht
schneiden. Auf diese Weise entstehen viele unterschiedlich lange DNA-Fragmente, Stii-
cke einer bestimmten Lénge fehlen jedoch bei der spdteren Auftrennung im Gel.

Um "Footprints" iiber die gesamten zu untersuchenden 740 Basenpaare zu erhalten,
wurde die proximale Promotor-Sequenz aus beiden Richtungen untersucht. Dazu wur-
den zwei unterschiedliche radioaktive Proben aus dem Vektor GL3-Ick (s. 5.1.13.1)
hergestellt. Fiir die eine DNA-Sonde wurde das 5'-Ende der Promotorsequenz an der
Xho I-Schnittstelle des GL3-Ick-Vektors markiert (Spuren 1 - 7 in Abb. 2.1), fiir die an-
dere das 3'-Ende an der Hind III-Schnittstelle (Spuren 8 - 14 in Abb. 2.1).

Fiir die "Footprinting"-Reaktion wurde die radioaktiv markierte DNA mit unterschiedli-
chen Konzentrationen des GST-NF-AT1-Proteins inkubiert (Spuren 5 - 7 und 12 - 14 in
Abb. 2.1). Als Kontrolle wurden parallel Ansdtze mit GST-Protein ohne NF-AT1 mit-
gefiihrt (Spuren 2 - 4 und 9 - 11 in Abb. 2.1). Dann erfolgte der partielle Verdau der
Proben mit DNase I, die Aufreinigung und die Auftrennung der DNA-Fragmente in
einem harnstofthaltigen Polyacrylamid-Gel.

Es zeigten sich verschiedene weill ausgesparte Bereiche der |ck-Typ-I-Promotor-Se-
quenz, wo die Bindung des GST-NF-AT1-Proteins zu einem "Footprint" gefiihrt hatte.
Durch sog. "chemisches Sequenzieren" (s. 5.2.6.4) entstand nach elektrophoretischer
Auftrennung eine Sequenzierungsleiter, die die Position von Guanosinen (G) in der Se-

quenz anzeigt. Unter Zuhilfenahme dieser G-Markierungen (Spuren 1 und 8 in Abb.



ERGEBNISSE 20

2.1) wurde den NF-AT-bindenden Bereichen die zugehorige DNA-Sequenz des proxi-
malen Promotors zugeordnet. Das Sequenzmotiv im Bereich Pos. —480 bis —476 wurde

im Folgenden NF-AT-I;x und der Bereich Pos. —216 bis —212 NF-AT-II;x genannt.
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GST MF-AT1 GST MF-AT1
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Abbildung 2.1: NF-ATs binden an mehrere Stellen des proximalen Ick-Promotors. Eine radioaktiv
markierte Probe der Sequenz des proximalen |ck-Promotors wurde mit zunehmender Konzentration (0,25
- 5 pg) von GST-Protein (Spuren 2 - 4 und 9 - 11) oder der gleichen Menge von GST/NF-AT1-Protein
(Spuren 5 - 7 und 12 - 14) inkubiert. Nach partiellem Verdau mit DNase I wurden die Proben in einem
harnstoffhaltigen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Unter Zuhilfenahme der G-spezifischen Sequenzierungs-
reaktion (Spuren 1 und 8) konnte die Sequenz den weill ausgesparten "Footprint"-Stellen zugeordnet
werden.

2.1.2  Nachweisder Bindung mittels" Bandshift"

Um die identifizierten NF-AT-Bindungsstellen genauer zu untersuchen, wurden sog.
"Bandshifts" oder "Electrophoretic Mobility Shift Assays" (EMSAs) durchgefiihrt (s.
5.2.11.1).
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Zundchst wurden Oligonukleotide mit den NF-AT-I- und NF-AT-II-Motiven des Ick-
Promotors sowie der bekannten, distalen NF-AT-Bindungsstelle des Il-2-Promotors
(NF-ATd-I12), radioaktiv markiert. Dann wurden diese Proben zum einen mit Kernpro-
teinen von nicht induzierten (Spuren 1, 3, 5 in Abb. 2.2) oder mit Phorbolester (TPA)
und dem Ca”"-Tonophor Ionomycin behandelten Jurkat-T-Zellen (Spuren 2, 4, 6 in Abb.
2.2) und zum anderen mit Kernextrakt aus frisch isolierten, murinen Thymozyten inku-
biert (Spuren 7 - 18).

Es zeigte sich, dass die NF-AT-I;x-Sequenz (Spuren 1, 2 und 7 - 18) ein dhnliches Bin-
dungsmuster aufweist wie die distale Purinbox des I1-2-Promotors (Spuren 5 und 6), fiir
die die Bindung von NF-AT bekannt ist. Das andere NF-AT-Motiv des proximalen Ick-
Promotors NF-AT-II;x weist dagegen eine deutlich schwichere Proteinbindung auf

(Spuren 3 und 4).

: | MF-aT-1 | NF-AT-TI| wF-aTd | NF-AT-I
Probe s ok | T ek
TPA+Iano - | = | = + -
. . 4
Rompsatitos WF-AT-1 MF-AT-1 MF-ATd
bz ck-WT lek-mut Iz 2 A1 | o-NEAT

Atk - -
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- .
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Abbildung 2.2: Bandshift-Experimente mit den NF-AT-Sequenzen des proximalen Ick-Promotors.
Kernproteine von nicht induzierten (Spuren 1, 3, 5) und mit TPA und Ionomycin behandelten Jurkat-
Zellen (Spuren 2, 4, 6) oder von frisch aus Méusethymus isolierten Zellen (Spuren 7 - 18) wurden mit der
Sequenz der NF-AT-Bindungsstelle des murinen Interleukin-2-Promotors (Spuren 5, 6) oder den Bin-
dungsstellen NF-AT-I (Spuren 1, 2, 7 - 18) und NF-AT-II (Spuren 3, 4) inkubiert. In Kompetitionsexpe-
rimenten wurden 10 pg bzw. 50 pg der Wildtyp NF-AT-I-Sequenz (Spuren 8, 9), der mutierten NF-AT-I-
Sequenz (Spuren 10, 11), der distalen NF-AT-Sequenz des I1-2-Promotors (Spuren 12, 13) und einer AP-
1-Sequenz (Spuren 14, 15) eingesetzt. In Spuren 17 und 18 wurden der Bindungsreaktion 0,5 pug bzw. 5
ng eines NF-AT1-spezifischen Antikdrpers zugesetzt.
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Die Spezifitit der Protein/DNA-Komplexe konnte in Kompetitionsexperimenten nach-
gewiesen werden. Hierzu wurden 10 pg bzw. 50 pg des unmarkierten NF-AT-I-Oligo-
nukleotids zum Reaktionsansatz gegeben. Durch die Konkurrenz der nicht-radioaktiven
DNA mit der markierten Probe kam es zu einem Verschwinden des NF-AT-Komplexes
(Spuren 8 und 9). Analog dazu war die unmarkierte Sequenz der Purinbox des I1-2-
Promotors in der Lage, die radioaktive Komplexbildung zu verhindern (Spuren 12 und
13). Der in der Bindungssequenz mutierte Kompetitor NF-AT-Ijqi-mut (CCAA statt
GGAA, s. 5.1.11) in Spuren 10 und 11 sowie ein als Kompetitor eingesetztes Oligo-
nukleotid einer AP-1-Bindungsstelle in Spuren 14 und 15 beeintrachtigten die NF-AT-
Bindung dagegen kaum.

Der Beweis, dass NF-AT in den Protein/DNA-Komplexen enthalten ist, sollte durch die
Zugabe von 0,5 pg bzw. 5 pg eines spezifischen Antikérpers zum Reaktionsansatz er-
bracht werden. In Spuren 17 und 18 in Abb. 2.2 zeigt sich eine anteilige Verschiebung
des NF-AT-Komplexes im Sinne eines sog. "supershifts". Dass nicht der ganze Kom-
plex durch den Antikorper bewegt werden kann, konnte daran liegen, dass verschiedene
NF-AT-Faktoren an die Sequenz binden und der Antikdrper nur den Teil "shiftet", ge-

gen den er gerichtet ist.

2.2 NF-AT aktiviert den proximalen Ick-Promotor

221 Nachweis durch Multimereder NF-AT,-Bindestellen

Nachdem die spezifische Bindung von NF-AT an die identifizierten Bindungsstellen
nachgewiesen war, stellte sich die Frage, ob und wie NF-ATs die Aktivitit des proxi-
malen |ck-Promotors in Zellen verandern.

Ein kiinstliches Modell fiir die Untersuchung der moglichen NF-AT-Transaktivierung
bot die Klonierung von mehreren, aneinander gereihten NF-AT-I;-Oligonukleotiden
(Multimeren) in einen Luciferasevektor (TATA-luci). Dieser Vektor enthélt selbst einen
kurzen 'core'-Promotor, der in transfizierten Zellen zu einer minimalen Luciferaseakti-
vitdt fithrt (s. 5.2.8.5). Wird jedoch eine Transkriptionseinheit in den Vektor kloniert,
die als Verstirker ("enhancer") wirksam ist, kommt es zu einem deutlichen Anstieg der

detektierbaren Luciferaseaktivitit [87]. Es wurden Luciferasevektoren mit 4 Kopien des
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NF-AT-I-Motivs (4x NF-ATwr-Luci) bzw. 4 Kopien der mutierten NF-AT-I-Sequenz
(CC statt GG in der Hauptbindungsstelle; 4x NF-ATwy-Luci) hergestellt, durch
Restriktionsverdau (s. 5.2.5.1) und Sequenzierung (s. 5.2.6) kontrolliert und in Trans-
fektionsexperimenten eingesetzt.

MCCRACKEN et al. beschrieben bereits die Transaktivierung des humanen Ick-Typ-I-
Promotors durch den Transkriptionsfaktor c-Myb [102]. In unseren Experimenten
wurde die Aktivierung der Vektorkonstrukte nach Cotransfektion von Expressionsvek-
toren fiir c-Myb und/oder NF-AT1 untersucht. Abbildung 2.3 zeigt das Ergebnis eines
reprasentativen Experimentes in Jurkat-T-Zellen. Die fiir den Vektor mit der mutierten
Sequenz erhaltene Luciferaseaktivitdt (Spalte 5 - 8) ist um ein Vielfaches geringer als
die Aktivitdt des 4x NF-ATwr-Luci-Vektors (Spalte 1 - 4). Bei Cotransfektionen kommt
es zu einer deutlichen Transaktivierung des Wildtyp-Vektors durch NF-AT1 (Spalte 2
in Abb. 2.3). Der Einfluss von c-Myb auf diesen Vektor ist gering (Spalte 3 in Abb.
2.3).
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Abbildung 2.3: Transfektionsexperiment mit NF-AT-Ick-Multimeren. Vier Oligonukleotide (Multi-
mere) der NF-AT-I-Sequenz (Wildtyp WT) bzw. der mutierten NF-AT-I-Sequenz (CC statt GG in der
NF-AT-Kernsequenz) wurden in einen Vektor kloniert, der einen Minimal-Promotor und als Reportergen
das Luciferasegen enthilt. Die Reportervektoren wurden alleine oder zusammen mit Expressionsvektoren
fiir NF-AT1 und/oder c-Myb in Jurkat-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden nicht (w/0) oder mit TPA
und Ionomycin induziert (TPA/Iono). Es zeigt sich eine gemeinsame Transaktivierung des Wildtyp-Vek-
tors durch NF-AT1/c-Myb (Spalte 4).
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Es zeigte sich jedoch bei der gemeinsamen Transfektion beider Faktoren eine
Aktivitidtszunahme, die deutlich {iber die einfache Addition der Einzelwerte der c-Myb-
und NF-AT1-Aktivierung hinausgeht (Spalte 4 in Abb. 2.3), was fiir eine Kooperation
dieser Transkriptionsfaktoren spricht. In deutlich geringerem Ausmal} zeigt sich die
beschriebene Transaktivierung ebenfalls bei der mutierten Variante, allerdings ohne den

Effekt der Kooperation (kleines Diagramm in Abb. 2.3).

2.2.2  Synergismuszwischen NF-AT-Faktoren und Ets-1 bzw. c-Myb

In weiteren Transfektionen wurde das Vektorkonstrukt GL3-Ick, das 740 Basenpaare
der proximalen |ck-Promotorsequenz umspannt, eingesetzt (s. 5.1.13.1). Da der Basis-
vektor (GL3-basic) keinen eigenen Promotor besitzt, steht die Transkription des Lucife-
rase-Reportergens unter Kontrolle der klonierten Promotorsequenz (Ick). Die Cotrans-
fektion von Transkriptionsfaktoren, die an den Promotor binden, fiihrt dann iiber die
Transaktivierung dieses Promotors zu einem Anstieg der messbaren Luciferaseaktivitét.
Neben verschiedenen Expressionsvektoren fiir die Mitglieder der NF-AT-Familie (NF-
AT1, 2 und 4) wurden in mehreren Assays zusétzlich c-Myb sowie der Transkriptions-
faktor Ets-1 (s. hierzu auch 3.1) cotransfiziert.

MCCRACKEN et al. identifizierten im proximalen Ick-Promotor der Maus ein positiv
regulierendes Element. Die Bindung von Ets-1 an dieses Element fiihrte zu einer Akti-
vierung des Promotors [101]. In weiterfiihrenden Experimenten wurde festgestellt, dass
Ets-1 und c-Myb den Typ-I-Promotor des Ick-Gens synergistisch aktivieren [102]. In
unseren Transfektionsexperimenten, in Jurkat-T-Zellen und HEK-293-Zellen (s. 5.1.9),
wurden die Transkriptionsfaktoren sowohl einzeln als auch kombiniert eingesetzt, um
eine Kooperation bei der Aktivierung des |ck-Promotors zu erkennen.

Zuerst wurde die Aktivierung des Vektorkonstrukts GL3-Ick durch NF-ATs untersucht
(s. Abb. 2.4). Die Transfektion des Vektors GL3-Ick in Jurkat-Zellen, zusammen mit
zunehmenden Konzentrationen von NF-AT1 (0,4 pg bis 3,2 pg; graue Sdulen in Abb.
2.4) bzw. NF-AT2 (0,4 pg bis 3,2 pg; schwarze Sdulen in Abb. 2.4), filhrte zu einer
Steigerung der Luciferaseexpression iiber den proximalen Ick-Promotor. Die Aktivie-
rung durch NF-AT2 war zwar, wie durch NF-ATTI titrierbar, fiel aber insgesamt gerin-

ger aus.
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Abbildung 2.4: Transfektion des GL3-Ick-Vektors in Jurkat-T-Zellen. Steigende Konzentrationen
von NF-ATI1- (graue Séulen) und NF-AT2-Expressionsvektoren (schwarze Séulen) wurden zusammen
mit dem GL3-Ick-Luciferase-Reportervektor in Jurkat-Zellen transfiziert. Es zeigt sich eine konzent-
rationsabhéngige Aktivierung, die bei NF-AT]1 starker ausfillt als bei NF-AT2.

Cotransfektionen, wie sie in Abb. 2.5 dargestellt sind, wurden mit suboptimalen Kon-
zentrationen der Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt, so dass in den Ansédtzen mit nur
einem Aktivator die messbare Luciferaseaktivitit kaum iiber die basale Aktivitdt des
Ausgangsvektors ansteigt. Die gemeinsame Transfektion von Ets-1 und c-Myb fiihrte,
wie erwartet, zu einem mehr als zehnfachen Aktivititsanstieg, wihrend es bei der Kom-
bination von Ets-1 mit NF-AT1 lediglich zu einer Addition der Einzelaktivierungen
kam. Wie schon bei der Untersuchung der NF-AT-Multimere (s. 2.3.1) zeigte sich auch
in diesen Experimenten eine synergistische Aktivierung durch NF-AT1 und c-Myb. Die
Cotransfektion dieser beiden Faktoren bewirkte eine iliber zwanzigfache Zunahme der
Luciferaseexpression (Spalte 7 in Abb. 2.5). Eine noch hohere Aktivititssteigerung
konnte durch die gemeinsame Transfektion aller drei Faktoren (NF-AT1 + c-Myb +
Ets-1) erzielt werden (Spalte 8 in Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5: NF-AT1 und c-Myb erhéhen die Aktivitat des proximalen Ick-Promotorsin syner-
gistischer Weise. HEK-293-Zellen wurden mit dem GL3-lck-Vektor und mit suboptimalen Konzentratio-
nen der Expressionsvektoren fiir NF-AT1, Ets-1 bzw. c-Myb transfiziert, wie in der Tabelle angezeigt.
Die Zellen wurden jeweils mit Phorbolester und Ionomycin induziert. Es zeigt sich eine synergistische
Aktivierung durch NF-AT1 und c-Myb (Spalte 7) und bei Cotransfektion aller drei Tanskriptionsfaktoren
(Spalte 8). Die Fehlerbalken resultieren aus 5 Wiederholungen des selben Experimentes.

2.3 Nachbarschaftliche Bindung von NF-AT und c-Myb

Um die Interaktion zwischen c-Myb und NF-AT bei der Regulation des |ck-Typ-I-Pro-
motors zu verstehen, untersuchten wir zunidchst die Moglichkeit, dass beide Faktoren
gemeinsam an die DNA binden. Bei der Analyse der Promotorsequenz fiel auf, dass
sich unweit des NF-AT-I;.«-Kernmotivs fiir die NF-AT-Bindung (TTTCC) eine poten-
tielle c-Myb-Bindungsstelle (AAC) befindet. In einem Experiment sollten nun die Bin-
dungseigenschaften an die unmutierte "Wildtyp"-Sequenz mit denen an eine in der c-
Myb- (NF-AT-Iymiom) bzw. in der NF-AT-Bindungsstelle (NF-AT-Iny,) mutierten Se-
quenz verglichen werden.

Die in Abb. 2.6 B dargestellten biotinilierten Oligonukleotide wurden in einem sog.
"Pull down"-Experiment eingesetzt (s. 5.2.11.4). Nach Inkubation mit Kernextrakt von
Jurkat-T-Zellen konnen die Oligonukleotide durch die Biotinmarkierung isoliert und die

daran gebundenen Proteine eluiert werden. In Abb. 2.6 A ist das Ergebnis eines "Wes-
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tern-Blots" (s. 5.2.12) der so erhaltenen Proteine dargestellt. Sind die beiden Bindungs-
stellen fiir NF-AT und c-Myb intakt (NF-AT-Iwr), so konnen beide Faktoren mit ent-
sprechenden Antikorpern detektiert werden (Spalte 1 in Abb. 2.6 A). Nach Mutation des
NF-AT-Motivs fehlt die NF-AT-Bande, wéhrend c-Myb nach wie vor nachweisbar ist
(Spalte 2 in Abb. 2.6 A). Umgekehrt bleibt die NF-AT-Bindung auch nach Mutation der
c-Myb-Bindungsstelle erhalten, wahrend die c-Myb-Bindung nicht mehr nachweisbar
ist (Spalte 3 in Abb. 2.6 A).

Es wurde gezeigt, dass NF-AT und c-Myb nachbarschaftlich und vor allem unabhéngig
voneinander an die Sequenz des proximalen Ick-Promotors binden (s. NF-AT-Iyr in 2.6
B). Letztere Schlussfolgerung ldsst sich aus den Prazipitationen mit den mutierten Oli-
gonukleotiden ziehen: trotz Zerstdrung beider c-Myb-Bindeorte bindet NF-AT2 noch an
den Ick-Promotor und Unterdriickung der NF-AT-Bindung fiihrt zu keiner wirklichen
Abnahme der c-Myb-Bindung.

A) S NFAT Ly
s NF-AT-Iy,
V| NFAT-Tyom

.i s o-NF-AT2

L a-c-Myb

Abbildung 2.6: A) NF-AT und c-Myb binden nachbarschaftlich aber unabhangig voneinander an
den proximalen Ick-Promotor. Am 5'-Ende biotinilierte Oligonukleotide der NF-AT-I-Bindungsstelle
(unterstrichen in B) mit zwei c-Myb-Motiven (Fettdruck in B), jeweils Wildtyp oder mutiert, wurden an
Streptavidin-Perlen gekoppelt und mit Kernextrakt von TPA/Ionomycin induzierten Jurkat-T-Zellen
inkubiert. Die an die DNA gebundenen Proteine wurden eluiert und ein "Western-Blot" mit den angezeig-
ten Antikdrpern (gegen NF-AT2 bzw. c-Myb) durchgefiihrt. NF-AT und c-Myb binden spezifisch an das
Oligonukleotid der NF-AT-Iwr-Sequenz (Spur 1). Die Mutation der Myb-Motive verhindert die Bindung
von NF-AT nicht (Spur 3), umgekehrt kann Myb auch nach Mutation des NF-AT-Motivs noch an den
proximalen |ck-Promotor binden (Spur 2).
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B) NF-AT-Iwr (Wildtyp):

AGCTTGACAAAAAGTITCCACAGCTAAACCAGGCA
c-Mybl1l NF-AT c-Myb2

NF-AT-Inm (NF-AT-Motiv mutiert):

AGCTTGACAAAAAGTTTGGACAGCTAAACCAGGCA
c-Myb1 NF-ATmut c-Myb2

NF-AT-Imiom (beide c-Myb-Motive mutiert):

AGCTTGACAAAAATTTTCCACAGCTACACCAGGCA
c-Myblmut NF-AT c-Myb2mut

Abbildung 2.6: B) Biotinilierte Oligonukleotide der Wildtyp-Sequenz NF-AT -l und mit Mutatio-
nen der NF-AT- bzw. der Myb-Bindestellen.

2.4  Analysedes proximalen Ick-Promotor s durch Deletionsmutanten

Die Bedeutung der NF-AT-I,«-Bindestelle fiir die Aktivierung des proximalen |ck-Pro-
motors wurde mittels Deletionsmutanten untersucht. Ausgehend von dem Vektor GL3-
Ick (<700 bis +40 der proximalen Ick-Promotorsequenz) entstand durch Deletion (s.
5.2.5.1) das Vektorkonstrukt GL3-lck (—431/+40), das nur den NF-AT-II;-Bindeort
und die Ets-1- und c-Myb-Bindungsstellen enthélt. In dem noch kiirzeren Vektor GL3-
Ick (-136/+40) wurde zusdtzlich NF-AT-II,x deletiert, so dass keines der von uns be-
schriebenen NF-AT-Motive mehr vorhanden ist. Das Ets-bindende Element (—118 bis —
113) und die kritische c-Myb-Stelle (bei der Maus —76 bis —71) blieben erhalten.

Das Ergebnis eines "Luciferase-Assays" nach Transfektion dieser zwei Vektorkon-
strukte in Jurkat-T-Zellen im Vergleich zu dem Ausgangsvektor GL3-Ick (-700/+40)
zeigt Abb. 2.7. Die Cotransfektion von NF-AT]1 fiihrte zu einer Transaktivierung, die in
der ersten Deletionsmutante GL3-Ick (—431/+40) bereits geringer ausfallt, im Vergleich
zum Ausgangsvektors. Die Deletion beider NF-AT-Bindungsstellen verhindert eine
Aktivierung (Spalte 2 in Abb. 2.7).

Bei der alleinigen Cotransfektion von c-Myb (Spalte 3 in Abb. 2.7) zeigte sich dagegen
auch fiir die kirzeste Deletionsmutante- da die c-Myb-Bindungsstelle erhalten blieb -

ein Anstieg der Luciferaseaktivitit.



ERGEBNISSE 29

Interessant ist vor allem das Ergebnis der Cotransfektion von NF-AT1 und c-Myb
(Spalte 4 in Abb. 2.7): Der Wildtyp-Vektor zeigte eine deutliche Aktivierung durch das
Zusammenspiel der beiden Transkriptionsfaktoren. Bei der ldngeren Deletionsmutante
ist die Luciferaseaktivitidt zwar um die Halfte reduziert, geht aber iiber die einfache Ad-
dition der Werte bei alleiniger Transfektion eines Faktors hinaus. Moglicherweise ist
dies durch die gemeinsame Bindung an die noch erhaltene NF-AT-II;-Stelle erklérbar.
Nach der Deletion auch dieses Bereiches findet man bei dem Vektor GL3-Ick (-136/
+40) keine synergistische Aktivitatssteigerung durch Cotransfektionen mit c-Myb und
NF-ATI1. Mit Hilfe dieses Ergebnisses liel sich die Region, die fiir die kooperative
Transaktivierung des proximalen Ick-Promotors durch NF-AT und c-Myb nétig ist, auf

den Sequenzbereich —700 bis —136 eingrenzen.
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Abbildung 2.7: Die synergistische Aktivierung des proximalen Ick-Promotors durch NF-AT und c-
Myb erfolgt im Bereich (-700/-136). Auf der Basis des Ausgangsvektors GL3-Ick (-700/+40) wurden
Deletionsmutanten hergestellt. GL3-lck (—431/+40) enthélt NF-AT-II und die c-Myb- und Ets-Bindungs-
stellen. Im Konstrukt GL3-lck (-136/+40) fehlen NF-AT-Bindungsstellen. Cotransfektionen erfolgten mit
Vektoren fiir NF-AT1 und c-Myb. Die synergistische Aktivierung durch NF-AT1 und c-Myb zeigte sich
beim Vektor GL3-Ick (-700/+40) und in geringerem Ausmal auch bei der Mutante GL3-Ick (—431/+40),
nicht aber bei der Deletionsmutante GL3-lck (—136/+40). Die Fehlerbalken resultieren aus 3 Wiederho-
lungen des Experimentes.



ERGEBNISSE 30

25 NF-AT1/c-Myb binden an den proximalen Ick-Promotor in vivo
251  Nachweisder Bindung durch Chromatin-lmmunpr&zipitation

Die bisherigen Experimente beschrinkten sich auf den Nachweis der Bindung und der
Aktivierung des proximalen Ick-Promotors in vitro. Dass NF-ATs im Thymus tatséch-
lich an den Promotor binden und eine Aktivierung in vivo moglich ist, sollte durch
Chromatin-Immunprizipitationen (CHIP) gezeigt werden (s. 5.2.11.3).

Im ersten Schritt wurden Thymozyten aus Méausethymi isoliert und mit Formaldehyd
fixiert, wodurch es im Zellkern zu einer Verbindung ("crosslink") von Chromatin und
DNA-gebundenen Proteinen kommt. Nach Fragmentierung der DNA wurde die aufge-
reinigte, proteinbesetzte Chromatinfraktion mit spezifischen Antikdrpern fiir die ge-
suchten Transkriptionsfaktoren NF-AT1 und c-Myb prézipitiert. Nach Abtrennung der
Proteine wurden mit dieser NF-AT1 bzw. c-Myb bindenden DNA PCR-Reaktionen mit
Primern durchgefiihrt, die spezifisch den proximalen bzw. distalen Ick-Promotor erken-
nen. Eine detektierbare PCR-Bande entstand demnach nur, wenn das durch den Anti-
korper prazipitierte Protein in vivo an den jeweiligen Promotor gebunden war.

Zur Positivkontrolle wurde in einem Ansatz ein Antikorper mitgefiihrt, der gegen ein
sicher an die DNA gebundenes Protein gerichtet ist (AntikOrper gegen acetylierte
Histone). Als Negativkontrolle dienten Antikorper gegen GST-Protein, das nicht an
DNA bindet.

Abb. 2.8 zeigt CHIP-PCR-Ergebnisse. Ohne Antikorper (Spuren 1 und 2) sowie mit
einem GST-Antikorper (Spuren 5 und 6) kdnnen weder der proximale noch der distale
Promotor des Ick-Gens nachgewiesen werden. Eine Prizipitation mit Histon-Antikor-
pern fiithrte zum Nachweis der spezifischen Bande beider Promotoren (Spuren 11 und
12). Diese sind vergleichbar mit denen der PCR der verdiinnten "Input"-DNA, die vor
dem Prézipitationsschritt asserviert wurde und demnach DNA-Fragmente beider Ick-
Promotoren enthélt (Spuren 3 und 4). Nach der Prizipitation mit einem c-Myb Antikor-
per (Spuren 7 und 8) bzw. einem NF-AT1-Antikorper (Spuren 9 und 10) lésst sich nur
die Bande des proximalen |ck-Promotors nachweisen.

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass sowohl c-Myb als auch NF-AT1 in
vivo an den proximalen, nicht aber an den distalen Promotor der lymphozytenspezifi-

schen Kinase Ick binden.
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Abbildung 2.8: NF-AT und c-Myb binden den proximalen Ick-Promotor in vivo. Frisch isolierte
murine Thymozyten wurden mit Formaldehyd behandelt, um die DNA-gebundenen Proteine und das
Chromatin zu vernetzen ("crosslink"). Die gebundenen Protein/DNA-Komplexe prézipitierten wir mit den
oben angezeigten Antikdrpern (Immunprézipitation "IP"). Die prézipitierten DNA-Fraktionen wurden in
PCR-Reaktionen eingesetzt. Die verwendeten Primer erkennen spezifisch den proximalen ("P", PCR-
Produkt von 266 bp Léinge) bzw. den distalen Ick-Promotor ("D", PCR-Produkt von 168 bp Linge). Ohne
Protein (1, 2) bzw. mit Antikorpern gegen GST (5, 6), die nicht an die DNA bindet, entsteht keine Bande.
In der Input-DNA sind beide Promotoren nachweisbar (3, 4), durch Histon-Antikérper kdnnen beide
Promotoren prézipitiert werden (11, 12). c-Myb (7, 8) und NF-AT1-Antikorper (9, 10) prizipitieren je-
weils nur Chromatin des proximalen |ck-Promotors. Auf der linken Seite wurde ein Gr6enmarker aufge-
tragen.

25.2  Einflussvon NF-AT auf den proximalen Ick-Promotor in vivo

Um herauszufinden, welche biologische Relevanz die Bindung von NF-AT-Faktoren an
den Ick-Typ-I-Promotor hat, wurden |ck-Transkripte in NF-AT-defizienten Méusen un-
tersucht. Unter den Nachkommen von NF-AT1-negativen (—/—) und NF-AT4-hetero-
zygoten Méausen (+/—) wurden Tiere mit alleiniger Defizienz fir NF-AT1 (NF-AT1 7
4"y und die Triiger des "Doppel-knock-outs" (NF-AT1747") selektiert.

Fiir die Untersuchung der |ck-Transkripte im sog. "RNA-Protection-Assay" (s. 5.2.13.2)
wurde eine radioaktiv markierte, sequenzspezifische RNA-Sonde (s. 5.2.13.2) fiir das
Typ-I-Transkript des proximalen Ick-Promotors eingesetzt. Die einzelstrangige Sonde
lagert sich mit dem komplementdren Transkript zu einem Doppelstrang zusammen und
schiitzt es dadurch vor einem nachfolgenden Abbau durch Ribonuklease.

In Abb. 2.9 ist das Ergebnis eines Experimentes dargestellt, in dem die Menge der
Transkripte des proximalen |ck-Promotors in Thymozyten von zwei normalen "Wild-

typ"-Miusen (WT) mit der in Thymozyten von einer NF-AT17 4" und einer NF-
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AT1747-Maus verglichen wird. Zur quantitativen Analyse wurden in den Hybridisie-
rungen neben der Ick-Sonde Einzelstrangsonden eingesetzt, die konstitutiv aktive Gene,
sog. "housekeeping genes" (GADPH bzw. L32), detektieren. Mit Hilfe dieser Standards
wurden bei der Quantifizierung der radioaktiven Signale mittels Phosphor-Imager (s.
5.1.2) die Werte der Ick-Typ-I-Transkripte normalisiert und in der Balkengraphik darge-
stellt. Die beiden Wildtyp-Méuse sowie die Maus mit alleiniger NF-AT1-Defizienz
weisen kaum Unterschiede in der Konzentration der Ick-Typ-I-Transkripte auf (gleich
starke Banden "lck prox." der Spuren 2 - 4 bzw. gleich hohe Balken WT und 174" in
der Graphik in Abb. 2.9). Die doppelt-defiziente NF-AT 1747 -Maus zeigte dagegen
eine Reduktion der vom proximalen Ick-Promotor transkribierten RNA um 30%
(schwiichere "lck prox."-Bande in Spur 5 bzw. niedrigerer Balken 174 in der Graphik
in Abb. 2.9).

B
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Abbildung 2.9: Reduktion der Transkripte des proximalen Ick-Promotorsin NF-AT1747-M &usen.
Aus den Thymi von Méusen mit alleiniger Defizienz fiir NF-AT1 (NF-AT174"") und von doppelt-defi-
zienten Tieren (NF-AT1747") wurde RNA isoliert und mit einer |ck-Typ-I-Promotor-spezifischen radio-
aktiven Sonde inkubiert. Als Standards wurden Sonden eingesetzt, die konstitutiv aktive Gene detektieren
(L32, GAPDH). Die Balkengraphik zeigt die Quantifizierung der |ck-Transkripte mittels Phosphor-
Imager in Relation zu den Werten der "housekeeping genes" L32 und GAPDH bei zwei "Wildtyp"-Mau-
sen (WT), einer NF-AT1-defizienten Maus (174"") und einer NF-AT1- und NF-AT4-defizienten Maus
(17747"). Nur bei letzterer zeigt sich eine Reduktion der |ck-Typ-I-Transkripte um 30%.
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Dass der Verlust von NF-AT1 und NF-AT4 einen derartigen Einfluss auf die Menge der
Ick-Typ-I-Transkripte hat, bestitigt die Rolle von NF-AT als wichtigen Transkriptions-
faktor fiir den proximalen Promotor des Ick-Genes in vivo. Moglicherweise kann dem-
nach, wie bei der Il-2-Sekretion beschrieben (s. 1.4.1.3), der Mangel an NF-AT1 durch
NF-AT4 kompensiert werden.
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3 Diskussion

Die Proteintyrosinkinase Ick wird bereits in der frithen Embryogenese wihrend der T-
Zell-Differenzierung exprimiert [92]. Zunichst erfolgt die Transkription {iber den pro-
ximalen der beiden |ck-Promotoren, bis schlielich in den reifen, peripheren T-Zellen
fast ausschlieBlich der distale Promotor aktiv ist [134].

Dass die Genexpression zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung durch ver-
schiedene Promotoren reguliert wird, wurde schon fiir das a-Amylase-Gen der Maus
[117] und das Adh-Gen von Drosophila melanogaster [26] beschrieben. Wie beim Ick-
Gen unterscheiden sich die {iber die beiden Promotoren entstehenden Transkripte auch
dort nur in der am 5'-Ende liegenden nicht-translatierten Region. AuBerdem ist jeweils
der proximale Promotor in frihen Entwicklungsstadien aktiv, wiahrend die Transkrip-
tion {liber den distalen Promotor erst spater induziert wird [101]. Fiir das Adh-Gen von
Drosophila melanogaster wurde ein stadienspezifischer "enhancer"” identifiziert, der den
Promotorwechsel einleitet, indem er den proximalen Promotor unzugénglich macht
[117].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die beiden Ick-Promotoren Unterschiede
in der transkriptionellen Regulation aufweisen, die fiir die stadienspezifische Aktivitit
des Promotors von Bedeutung sein konnten. Die "Nuclear Factors of Activated T-cells"
(NF-ATs) wurden als neue Aktivatoren des proximalen Promotors identifiziert. In
Chromatin-Immunoprézipitationen (CHIP) konnte gezeigt werden, dass NF-AT1 an die
proximale, nicht aber an die distale Promotor-Sequenz bindet (sieche 2.5.1). In NF-AT1-
NF-AT4-defizienten Maiusen zeigte sich eine deutliche Reduktion der Ick-Typ-I-
Transkripte (s. 2.5.2). NF-ATs spiclen demnach fiir die Aktivitit des Ick-Gens zum
Zeitpunkt der Thymozytenreifung eine wichtige Rolle.

3.1 Dietranskriptionelle Regulation des proximalen Ick-Promotors

Die Reifung der Thymozyten findet in einem besonderen Milieu statt, das durch die
Interaktion der unreifen T-Lymphozyten mit den Stromazellen des Thymus aufrecht

erhalten wird. Intrathymische Signale aktivieren induzierbare Transkriptionsfaktoren,
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die fiir eine stadiengerechte Genexpression sorgen [112]. Zu dieser Zeit findet die Ex-
pression des Ick-Gens "iiber" den proximalen Promotor statt. Im Gegensatz zu den
meisten anderen Promotoren enthélt die vor dem Startcodon liegende regulatorische
Sequenz des proximalen Ick-Promotors im Bereich —30 bis —60 (gezéhlt in Basenpaaren
vom Transkriptionsstart aus) weder eine sog. "TATA-Box" noch eine CAAT-Sequenz
oder GC-reiche Abschnitte, die eine effiziente Transkription steuern konnten [3, 113].
Es sind jedoch verschiedene Regulatoren des proximalen Ick-Promotors bekannt, die an
spezifische Bereiche der am 5'-Ende liegenden Sequenz binden. Durch transgene Tiere
mit verkiirzten Typ-I-Promotoren wurde festgestellt, dass 584 Basen der 5'-Sequenz
ausreichen, um eine stadiengerechte Expression von Reportergenen iiber den proxima-
len Ick-Promotor zu erzielen [4]. Im Bereich zwischen —365 und —328 wurde die Bin-
dung eines Kernproteins beschrieben, dass als "B-Faktor" bezeichnet wurde [4].
YAMADA et al. konnten zeigen, dass das Zink-Finger Protein mtf ein Bestandteil dieses
"B-Faktors" ist [139]. Dieses Protein bindet an GC- oder GT-reiche DNA-Abschnitte
und wurde erstmalig durch seine Bindung an den CD33-"enhancer" isoliert [139].

Von MCCRACKEN et al. wurde die Sequenz zwischen Pos. —118 und —113 als Bindungs-
stelle fiir Ets-Transkriptionsfaktoren identifiziert (Ets-bindendes Element, EBE) [64].
Charakteristisch fiir die Ets-Familie* ist eine homologe Region von 85 Aminosiuren,
die die DNA-Bindung an das purinreiche Kernmotiv GGAA(T) vermittelt [25]. Ets-1
wird nur in lymphoiden Zellen exprimiert [20] und bindet spezifisch an das EBE des
proximalen Ick-Promotors in vitro [64]. Auch fiir andere T-Zell-spezifische Gene, wie z.
B. im "enhancer" fiir die a-Kette des T-Zell-Rezeptors [45], sind EBEs bekannt, die von
Ets-1 gebunden werden. Dass die von MCCRACKEN beschriebene Ets-Sequenz fiir die
Aktivierung des proximalen |ck-Promotors nétig ist, wurde durch die Einfithrung von
Mutationen im Ets-Motiv bewiesen, die zu einem vollstdndigen Verlust der Promotor-
aktivitdt fiihrten [64].

Ein charakteristisches Merkmal von Ets-Proteinen ist, dass sie hdufig mit anderen Fak-
toren interagieren und gemeinsam die Expression von Genen induzieren [87]. So konnte
fiir den Ets-Faktors Elf-1 eine Beteiligung an dem NF-AT/AP-1-Komplex nachgewie-
sen werden, der das I1-2-Gen aktiviert [124].

* 7. B. Ets-1, Ets-2, GABPa, EIf-1, Fli-1
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Fiir den humanen |ck-Promotor wurde neben dem Ets-bindenden Element (hier in Posi-
tion —97 bis —90) eine spezifische Bindungsstelle fiir c-Myb, die zwischen den Pos. —59
und —54 gelegen ist, beschrieben [77]. Es konnte gezeigt werden, dass c-Myb in tran-
sienten Transfektionen — alleine und zusammen mit Ets-1 — den proximalen Ick-Pro-
motor aktiviert, und dass die Mutation des c-Myb-Motivs die transkriptionelle Aktivie-
rung verhindert.

Die von MCCRACKEN et al. beschriebene c-Myb-Bindungsstelle liegt in einem von zwei
Sequenzbereichen, in denen die Basenfolge zwischen Maus und Mensch iiber etwa 40
Basenpaare konserviert ist. Auf diese Weise wurde analog zu dem c-Myb-Motiv im
humanen Typ-I-Promotor (—59 bis —54) die c-Myb-Sequenz des murinen proximalen
Ick-Promotors in Pos. —76 bis —71 identifiziert. In der im Rahmen dieser Arbeit durch-
geflihrten Chromatin-Immunoprézipitation konnte zudem gezeigt werden, dass c-Myb
in vivo an den murinen |ck-Typ-I-Promotor bindet (s. 2.5.1.).

c-Myb wird regulér vor allem in unreifen hiamatopoetischen Zellen exprimiert, also zur
gleichen Zeit, in der die Expression des Ick-Gens iiber den proximalen Promotor statt-
findet. Eine Verdnderung der Proteinstruktur von c-Myb, z. B. die Deletion einer regu-
latorischen Domédne am C-terminalen Ende, kann zu einer Transformation von Zellen
fiihren.

Wegen dieses onkogenen Potentials wurde untersucht, ob c-Myb an der aberranten Ex-
pression von Ick-Typ-I-Transkripten im Kolon-Karzinom und dem kleinzelligen Bron-
chialkarzinom beteiligt ist [109, 127]. Es stellte sich heraus, dass die Transkription der
Ick-Typ-I-mRNA in lymphatischen Zellen und T-Zell-Leukdmie-Zelllinien durch an-
dere Transkriptionsfaktoren reguliert wird, als in den Kolon-Karzinom-Zelllinien SW
620 und Colo 201 [76]. In letzteren Zellen ist c-Myb nur in sehr geringer oder nicht
detektierbarer Menge vorhanden. Anstelle der c-Myb-Bindungsmotivs wurde eine Bin-
dungsstelle fiir die sog. "High Mobility Group"-Familie (HMG) identifiziert. HMG-
Proteine aktivieren den proximalen Ick-Promotor in den Kolon-Karzinomzellen iiber
einen alternativen Aktivierungsweg zusammen mit Ets-1 [76].

Da NF-ATs, wie Ets-1 und c-Myb, in lymphatischen Zellen exprimiert werden und
dariiber hinaus zur Zeit der T-Zell-Reifung konstitutiv im Zellkern zu finden sind [112]
wurde in der vorliegenden Arbeit die Beteiligung dieser Faktoren an der transkriptio-

nellen Aktivierung des proximalen Promotors des Ick-Gens untersucht. Durch
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"Footprinting" und chemisches Sequenzieren wurden zwei NF-AT-Bindungsstellen um
die Pos. —480/—476 (NF-AT-I) und —216/~212 (NF-AT-Il;x) im murinen Ick-Typ-I-
Promotor identifiziert (s. 2.1.1). Der Einsatz der entsprechenden Sequenzmotive im
EMSA fiihrte mit Kernextrakten von Jurkat-T-Zellen bzw. frisch isolierten Thymozyten
zur Ausbildung von NF-AT-spezifischen Komplexen (s. 2.1.2). Es zeigte sich, dass die
Bindung an die weiter vom Transkriptionsstart entfernte NF-AT-I;c-"site" stirker ist als
die an NF-AT-IIck. In Experimenten mit Proteinextrakten aus Kolon-Karzinomzellen
konnte keine derartige NF-AT-Bindung nachgewiesen werden (ohne Abbildung), was
dafiir spricht, dass weder c-Myb (s. oben) noch NF-AT an der aberranten |ck-Typ-I-
Transkription in diesen Zellen beteiligt ist. NF-AT1 bindet jedoch - wie durch Chroma-
tin-Immunprézipitation gezeigt wurde - wie c-Myb an die Ick-Sequenz des proximalen
Promotors in vivo (s. 2.5.1).

Die von uns identifizierten NF-AT-Motive in der Sequenz des proximalen Ick-Promo-
tors liegen nicht in einem der beschriebenen, zwischen Maus und Mensch konservierten
DNA-Bereiche. Dennoch zeigt der Vergleich der humanen und der murinen Sequenz,
dass auch der humane proximale Ick-Promotor potentielle NF-AT-Bindungsstellen in
Pos. —457/-453 (TTTCC) und in Pos. —175/-170 (GGAAA) enthilt.

|ck-Defizienz durch Gen-"knock-out" bzw. die Uberexpression einer katalytisch inakti-
ven Mutante fiihrt zu einer Atrophie des Thymus und einer stark reduzierten Zahl von
T-Zellen [66, 80]. Die verstarkte Expression der Ick geht dagegen mit einer verspéteten
Entwicklung der Thymozyten und der Ausbildung von Tumoren einher [1]. Dadurch
wird deutlich, dass eine strenge Regulation des Ick-Gens notig ist. Neben den beschrie-
benen transkriptionellen Regulationsmdglichkeiten spielen hierbei zusitzlich translatio-
nale und posttranslationale Mechanismen eine wichtige Rolle.

So zeigten sich bei der genauen Untersuchung der Ick-Expression in "doppelt-negati-
ven" Thymozyten nur geringfligige Verdnderungen der Transkript-Konzentrationen im
Laufe des Entwicklungsprozesses. Die Anzahl der Transkripte wurde zwischen zwei
Entwicklungsstufen weniger als verdoppelt, was fiir eine relativ kontinuierliche
Transkription spricht. Das Ick-Protein war dagegen zunichst nicht nachweisbar, stieg
dann deutlich an und nahm schlieBlich zwischen zwei Zellstadien (CD44 25" und
CD44 CD25") um das zwanzigfache zu. Hierfiir werden translationale und posttransla-

tionale Modifikationen verantwortlich gemacht [15].
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3.2 DieAktivierungvon Ick und NF-AT: en " Autokriner L oop"

6'°“ bindet mit ihrer N-terminalen Do-

Die lymphozytenspezifische Tyrosinkinase p5
méne an die cytoplasmatischen Anteile der CD4- und CD8-Glykoproteine [103, 115,
128]. Durch diese Assoziation an die Corezeptoren des T-Zell-Rezeptor-Komplexes
wird die Ick aktiviert, und die Signalkaskade in das Zellinnere beginnt mit der Phospho-
rylierung von Tyrosinresten [54].

"Knock-out"-M4use, die fiir CD4 und CDS8 defizient sind, zeigen eine normale Struktur
des Thymus und haben keine verminderte Zahl von Thymozyten [95]. Dass lck”-Mause
gravierende Thymozytenreifungsstorungen aufweisen [80], hdngt also nicht mit dem
Verlust des CD4/CD8-assoziierten Signalweges zusammen. Diese Oberflichenmarker
werden ohnehin erst in spéteren Reifungsstadien exprimiert (s. 1.2). Es miissen dem-
nach andere Faktoren fiir die Aktivierung der Proteintyrosinkinase zur Zeit der frithen
Thymusentwicklung verantwortlich sein.

Durch die Aktivierung der Proteintyrosinkinase Ick werden im wesentlichen drei Haupt-
signalwege "angestoBBen" (s. 1.4.1.2 und Abb. 1.2). Im Rahmen des sogenannten calci-
umabhingigen Signalweges werden NF-AT-Proteine durch Dephosphorylierung akti-
viert, wodurch ihre Translokation in den Kern ermoglicht wird[67].

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Cotransfektion von NF-AT-Expres-
sionsvektoren zu einer titrierbaren Transaktivierung des proximalen |ck-Promotors
fiihrte (s. 2.2.2). NF-ATs sind somit umgekehrt in der Lage, die Proteintyrosinkinase lck
zu aktivieren: NF-AT und Ick bilden demnach einen "autokrinen loop". Dariiber hinaus
ist eine gegenseitige Aktivierung der Familie der NF-ATs und der Kinase Ick auch
durch die Bindung von NF-AT an den I1-2-Promotor moglich. Diese fiihrt zu einer In-
duktion der I1-2-Produktion [98, 113]. Interleukin-2 kann seinerseits die Ick unabhingig
vom CD4- oder CD8-Rezeptor aktivieren [48], und das dadurch ausgeldste Ca>"-Signal
kann wiederum die NF-AT-Aktivierung aufrechterhalten.

Trotzdem fiihrt die gegenseitige Stimulation nicht zu einer dauerhaften Aktivitit beider
Proteine. Dies liegt daran, dass es multiple Faktoren gibt, die in die beschriebenen "Ak-
tivierungsloops" eingreifen und eine Uberstimulation verhindern. Der Transkriptions-
faktor Ets-1, der den proximalen Ick-Promotors aktivieren kann [64], wird beispiels-
weise durch einen Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration herunterreguliert

und hat auBerdem einen hemmenden Einfluss auf die I1-2-Produktion [114].
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Experimentell kann die Aktivierung der NF-ATs durch Cyclosporin A (CsA) oder Tac-
rolimus (FK 506) verhindert werden, da sie Calcineurin inhibieren (s. Abb. 1.2) [92,
101]. Dennoch konnte in den von uns durchgefiihrten, transienten Transfektionen mit
NF-AT1 und c-Myb keine eindeutige Hemmung der Zellaktivierung durch CsA erzielt
werden (ohne Abbildung). Ein Grund dafiir konnte sein, dass c-Myb von CsA in einer
Calcineurin-unabhédngigen Weise beeinflusst werden kann [7]: Das zelleigene Cyc-
lophilin cyp40 bindet an c-Myb und behindert dadurch die Anlagerung an die DNA. Die
Behandlung mit Cyclosporin A setzt c-Myb aus dieser hemmenden Bindung frei, indem
es konkurrierend an cyp40 bindet [65]. Fiir die Aktivitdt des proximalen Ick-Promotors
bedeutet dies, dass sie durch die CsA-vermittelte NF-AT-Hemmung gesenkt, aber durch
die CsA-abhingige c-Myb-Aktivierung gesteigert werden kann.

Eine Aktivierung der NF-AT-Transkriptionsfaktoren ist dagegen durch die Kombina-
tion eines Calcium-Ionophors (z. B. Tonomycin) und eines Phorbolester (z. B. TPA)
moglich, durch die die friihen Ereignisse der T-Zell-Aktivierung simuliert werden [70].
In unseren Experimenten war eine deutliche Aktivitétssteigerung des |ck-Promotorkon-
strukts durch die Stimulation mit TPA/lonomycin zu erzielen, wihrend in anderen Ar-
beiten eine Hemmung der Ick nach der Zellstimulation beschrieben wurde [73]. Dass die
Ick so unterschiedlich auf die Stimulation anspricht, konnte durch die Unterschiede in
der Konzentration bzw. der Art der Stimuli oder der untersuchten Zellen bedingt sein
[35]. LEUNG und MIYAMOTO konnten zeigen, dass die Stimulation von T-Zellen mit
TPA zu einer Reduktion von Typ-I-Transkripten und zu einem Anstieg der Transkripte
des distalen Promotors fiihrt [63]. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung konnte sein,
dass die kontinuierliche Stimulation der Zelle eine Beschleunigung der natiirlichen Rei-

fung bedingt, die mit der Reduktion der Typ-I-Transkripte einhergeht.

3.3 DieNF-AT-l,«-Bindestelleist " composite element” fur NF-AT
und c-Myb

Bei der Erstbeschreibung der NF-ATs wurden zundchst zwei NF-AT-Komponenten
unterschieden. Die cytosolische Komponente des NF-AT-Komplexes, die in den T-Zel-
len bereits vor der Stimulation des Rezeptors vorhanden ist, und eine induzierbare

Komponente, die sich im Zellkern befindet (NF-ATn fiir nuclear) [51, 98]. Erst spéter
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wurden die Jun/Fos-Proteine, Mitglieder der "Leucin-Zipper"-Familie DNA-bindender
Proteine, als NF-ATn identifiziert [50, 88].

Jun/Jun-Homo- oder Jun/Fos-Heterodimere lagern sich als AP-1-Komplex zusammen
und stabilisieren die Bindung von NF-AT an die DNA. Am besten untersucht ist die
distale NF-AT Bindungsstelle im I1-2-Promotor, die sog. distale "Purinbox", die gleich
neben einer schwachen AP-1-"site" (TGTTTCA) liegt [98]. An dieser Stelle wird ein
NF-AT/Jun/Fos-Komplex ausgebildet, der zehnmal stirker an die DNA bindet als NF-
AT bzw. AP-1 alleine [50]. Man bezeichnet diesen Transkriptionskomplex, der den Il-
2-Promotor effektiv aktiviert, auch als Verstirker ("enhanceosome"), und die gemein-
same Bindungsstelle als "composite element" [99].

Alle vier klassischen NF-AT-Faktoren sind in der Lage, auf diese Weise mit den AP-1-
Proteinen zu interagieren. [47]. Die Mitglieder der Jun/Fos-Familie, die im NF-AT/AP-
1-Komplex nachgewiesen werden konnen, sind jedoch verschieden und vom Typ der
Zelle und ihrer Aktivierung abhingig [114].

NF-AT-"composite elements" wurden fiir eine Vielzahl von Genen beschrieben [78],
wobei die meisten NF-AT-Bindungsstellen in Zytokinpromotoren eine AP1-"site" ent-
halten [98]. Andere mogliche Bindungspartner der NF-ATs sind GATA-Proteine oder
Octamer-Faktoren. Es wurde gezeigt, dass GATA2 und NF-AT2 in Myeloblasten
coexprimiert werden, und GATA4 und NF-AT3 in einem experimentellen System
miteinander reagieren [81, 84]. Der Interleukin-4-Promotor enthélt mehrere Bindungs-
stellen fiir NF-AT und die Octamer-Faktoren Oct-1 und Oct-2 [98].

Die in dieser Arbeit beschriebenen NF-AT-Bindungsstellen NF-AT-Iix (—480/—476)
und NF-AT-IIj¢x (-216/-212) des proximalen |Ick-Promotors weisen in ihrer Nidhe keine
palindromische Sequenz auf, die auf eine AP-1-"site" hinweisen konnte. In "Bandshift"-
Experimenten zeigte sich eine Kompetition des AP-1-Oligonukleotids fiir die distale
NF-AT-Bindungsstelle des I1-2-Promotors, nicht aber fiir die NF-AT-I;.«-Sequenz (s.
2.1.2).

Nachdem sich in den transienten Transfektionen eine deutliche Kooperation der Fakto-
ren NF-AT und c-Myb gezeigt hatte (s. 2.2.2), stellte sich die Frage, ob beide
Transkriptionsfaktoren auch gemeinsam an die DNA binden. Durch die Analyse von
Deletionsmutanten fanden wir, dass die Kooperation von NF-AT und c-Myb im Se-

quenzbereich zwischen Pos. =700 und —136 stattfinden muss (s. 2.4).
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Die Untersuchung der Sequenz in der Ndhe der NF-AT Bindungsstellen fiihrte zu der
Identifikation von c-Myb-Motiven (AAC) in der Ndhe von NF-AT-I, in Position —481/
—479 und —487/-485. Im DNA-"Pull down"-Versuch wurde gezeigt, dass eine Bindung
von c-Myb und NF-AT an ein NF-AT-I;-Oligonukleotid stattfindet, die durch die Mu-
tation in den jeweiligen Kernsequenzen verhindert werden kann (s. 2.3). Der Verlust der
NF-AT-Bindungsstelle beeintrachtigte die Bindung von c-Myb kaum, umgekehrt war
die NF-AT-Bindung auch nach Mutation der Myb-Motive moglich. NF-AT und c-Myb
binden somit nachbarschaftlich an den proximalen Ick-Promotor ohne in der Bindung
voneinander abhingig zu sein. Auch in der Ndhe von NF-AT-II;« befindet sich eine c-
Myb-Stelle in Pos. —208/-206, die bisher nicht auf die Bindung des Proteins untersucht
wurde.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass NF-AT und c-Myb in unmittelbarer Néhe
und voneinander unabhingig an den proximalen Ick-Promotor binden und ihn syner-
gistisch aktivieren. Es handelt sich bei NF-AT-I;;x somit um eine neue Form eines NF-

AT-"composite elements”.

3.4 Bedeutung der NF-AT-Bindung an den proximalen Ick-Promo-
tor

Die Proteintyrosinkinase Ick ist ein wichtiges Schliisselenzym der Thymozytenreifung
und eine wichtige Komponente der intrazelluldren Signalkaskade im Rahmen der T-
Zell-Aktivierung. Auch die Familie der NF-ATs ist durch die Induktion der Zyto-
kinproduktion sowohl an der T-Zell-Reifung als auch an der Zellantwort beteiligt.

Wihrend die Stdrke des Ick-Signals die Entscheidung beeinflusst, welchen Oberfla-
chenmarker (CD4 oder CDS) die "einfach positive" Zelle tragt [44], konnen die NF-ATs
durch die Induktion von II-2 oder 11-4 die Subdifferenzierung der CD4-positiven Zellen
in Thl- bzw. Th2-Zellen steuern. So kommt es ohne NF-AT2 zu einer reduzerten Pro-
duktion von I1-4 und damit zu einer Hemmung der Differenzierung in Th2-Zellen [96,
140]. In NF-AT1” 47 -Musen fiihrte dagegen die massiv verstarkte I1-4-Synthese zur
bevorzugten Ausbildung von Th2-Zellen mit der Folge von atopischen Erkrankungen,
wie allergischer Blepharitis, Pneumonie und Lymphadenopathie [96]. Diese Ergebnisse

lassen darauf schlieSen, dass die verschiedenen Mitglieder der NF-AT-Familie in den
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Differenzierungsprozessen unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen. NF-AT2 ist ein
Aktivator und NF-AT1 bzw. NF-AT4 sind Repressoren der Interleukin-4-Produktion zu
sein [57].

In den von uns durchgefiihrten Experimenten wurden Expressionsvektoren fiir NF-AT]1,
2 und 4 eingesetzt. Alle NF-ATs waren in der Lage, den Ick-Typ-I-Promotor zu aktivie-
ren. Dass diese Aktivierung fiir NF-AT2 geringer ausfiel als fiir NF-AT1 oder 4 wurde
zwar in verschiedenen Transfektionen bestitigt, konnte ursidchlich aber auch mit der
Giite der Expressionsvektoren zusammenhéngen.

Durch die Chromatin-Immunoprézipitation konnten wir beweisen, dass NF-AT1 in vivo
an den proximalen Ick-Promotor bindet (s. 2.5.1). Es stellte sich die Frage, welche bio-
logische Relevanz diese NF-AT-Bindung an den Ick-Typ-I-Promotor hat. In "Western
Blot"-Experimenten wurde zunéchst die |ck-Proteinkonzentrationen in Thymozyten von
NF-AT1-"dominant negativen"- und "Wildtyp"-Mé&usen verglichen. Es zeigte sich kein
Einfluss des "dominant negativen" Transgens auf die IcCk-Menge (ohne Abbildung). Im
"RNA-Protection-Assay" mit RNA aus verschiedenen NF-AT-"knock-out"-Miusen
wurde deutlich, dass der alleinige Mangel von NF-AT1 tatséchlich nur zu einer gerin-
gen Reduktion der |ck-Transkripte fiihrte (s. 2.5.2). Erst bei der Analyse von RNA aus
den Thymozyten von NF-AT1” "4 _Tieren konnte eine Senkung der Ick-m-RNA-Kon-
zentrationen um etwa 30% nachgewiesen werden (s. 2.5.2). Diese Herunterregulation
der Ick-Transkripte ist mit der I1-2-Produktion vergleichbar, die in NF-AT1” -Miusen
nicht beeintrachtigt ist, wihrend in den NF-AT1-NF-AT4 doppelt defizienten Mausen
eine deutliche Reduktion der I1-2-Synthese beobachtet wird [96]. Ob die hier gezeigte
Abnahme der Ick-Transkripte einen Einfluss auf den Phénotyp der NF-AT defizienten
Miuse haben konnte, bleibt zu untersuchen.

Eine Erkrankung, die mit der Aktivierung von Ick und NF-AT in Verbindung gebracht
worden ist, ist die erworbene Immunschwiche AIDS, die durch das HIV-Virus hervor-
gerufen wird. Das Glykoprotein gp120 der Virushiille kann an den CD4-Corezeptor
binden und so die membranstdndigen Kinasen Ick und fyn aktivieren [29]. Durch diese
Kinasen wird ein Aktivierungssignal generiert ("partial gene activation signal"), das -
wie in der normalen T-Zell-Signaltransduktion - zur Translokation von NF-AT in den
Zellkern fiihrt [38]. Die Aktivierung der NF-AT-Faktoren und die damit induzierte

Zytokinproduktion kdnnten fiir die bevorzugte Differenzierung der T-Helferzellen zu
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Th2-Zellen verantwortlich sein, welche bei AIDS-Patienten beobachtet wird [24]. Die
Aktivierung des proximalen Ick-Promotors im Rahmen eines "autokrinen loops" konnte
somit fiir die Manifestation von AIDS im Sinne eines "circulus vitiosus" von Bedeutung
sein.

Die Existenz eines NF-AT/c-Myb-"composite elements" eroffnet neue Aspekte fiir die
Untersuchung moglicher Zielgene der NF-AT-Transkriptionsfaktoren insbesondere im
Thymus. Wie bereits einleitend erwéhnt wird der proximale |ck-Promotor haufig fiir die
experimentelle Expression von Transgenen in Thymozyten eingesetzt [18, 36] und
macht diese dadurch zu artifiziellen Zielgenen von NF-AT und c-Myb. Aus diesem
Grund muss der Einfluss der beiden Transkriptionsfaktoren auf die transkriptionelle
Regulation dieses Promotors bei der Durchfiihrung und Interpretation solcher Experi-

mente beriicksichtigt werden.
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4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die transkriptionelle Regulation des proximalen Pro-
motors der lymphozytenspezifischen Proteintyrosinkinase |ck untersucht. Das Hauptau-
genmerk richtete sich auf die Beteiligung der Familie der NF-AT-Transkriptionsfakto-
ren an der Kontrolle der Promotoraktivitit. Es konnte zunichst gezeigt werden, dass
NF-ATs aus Zellkulturzellen sowie aus frisch isolierten Thymozyten spezifisch an Se-
quenzmotive in der regulatorischen Region des Ick-Typ-I-Promotors binden. Die NF-
AT-Bindungsstellen mit der hochsten Affinitdt wurden in Pos. —-480/—476 (NF-AT-I k)
und in Pos. —216/-212 (NF-AT-Ili) identifiziert. Eine Mutation in den Bindungsmoti-
ven verhinderte dementsprechend die Ausbildung von NF-AT-Komplexen mit der
DNA.

Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass NF-AT-Faktoren den proximalen |ck-Pro-
motor allein und zusammen mit Faktoren der Ets-Familie bzw. c-Myb aktivieren kon-
nen. Die Untersuchung der Interaktion von NF-AT und c-Myb ergab, dass die beiden
Transkriptionsfaktoren unmittelbar benachbart an die DNA binden. Unter Beriicksichti-
gung dieses Bindungsverhaltens und der Kooperation in der Transaktivierung des Pro-
motors konnten wir somit eine neue Form eines NF-AT-"composite elements" beschrei-
ben.

Bei der Untersuchung von NF-AT-"knock out"-Miusen auf Anzeichen einer |ck-Bil-
dungsstérung zeigte sich eine deutliche Reduktion der Ick-Typ-I-Transkripte in NF-
ATI-NF-AT4 doppelt defizienten Tieren. Dies belegt die Relevanz der NF-AT-Fakto-

ren fiir die Aktivitit des proximalen Ick-Promotors in vivo.
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5 Anhang

51 Material
511 Antibiotika

- Ampicillin

- Penicillin-Streptomycin

512 Gerateund Gebrauchsmaterial

- Autoklav

- Blotgerit Transphorlid

- Brutschrank

- DC-Folien (Kieselgel, 60 F,s4)
- DNA-Sequenzierer 373 A

- Einmalkaniilen (26G 3/8; 0,45 x 10 mm)

- Einmalkuvetten
- Eismaschine
- Geldokumentationssystem

- Gelkammern

- Geltrockner

- Gewebekulturflaschen (50, 250, 500 ml)

- Gewebekulturplatten (6-well, 12-well)
- Glaswaren

- Heizblocke

- Kryotubes (2ml)

- Lichtmikroskope

- Luminometer
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Hoechst, Frankfurt, BRD
Gibco/BRL, Eggenstein, BRD

Stiefenhofer, Peiting, BRD

Hoefer, Freiburg, BRD

Heraeus, Hanau, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Applied Biosystems, Weiterstadt, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Genheimer, Hettstadt, BRD

Herolab, Wiesloch, BRD

Stratagene, Amsterdam, Niederlande,
Hoefer, Freiburg, BRD

BioRad, Miinchen, BRD

Greiner, Frickenhausen, BRD
Greiner, Frickenhausen, BRD

Schott, Mainz, BRD

Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Greiner, Frickenhausen, BRD
Olympus, Hamburg, BRD,

Leica, Wetzlar, BRD

Berthold, Pforzheim, BRD
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- Mikroliter Pipetten

- Nitrocellulose

- Parafilm

- PCR-Gerit 2400
- Phosphor-Imager

- Pipettenspitzen

- Polypropylenrdhrchen (15 ml / 50 ml)

- Reaktionsgefifle (1,5 ml)

- Rontgenfilme (BioMax, X-Omat)
- Rotoren JA-10

JA-14

J2-HS

J2-21

SW 55 TI
- Schiittelinkubator

- Scintillations-MeBgerét
- Spannungsquelle

- Spektralphotometer

- Sterilbank

- Sterilfilter (0,2 uM/ 0,45 uM)

- Stickstoff-Tanks

- UV-Stimulationsgerdt UVT-20M
- Vortexer

- Waagen Precisa 300 MC

- Wasserbédder

- Westernblot-Apparatur

- Whatman Papier
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Eppendorf, Hamburg, BRD,
Brand, Wertheim a.M., BRD
Schleicher & Schuell, Dassel, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Perkin Elmer, Vaterstetten, BRD
Molecular Dynamics, Krefeld, BRD
Eppendorf, Hamburg, BRD
Greiner, Frickenhausen, BRD,
Nunc, Wiesbaden-Biebrich, BRD
Sarstedt, Niirnbrecht, BRD,
Eppendorf, Hamburg, BRD
Kodak, Stuttgart, BRD
Beckmann, Miinchen, BRD
Beckmann, Miinchen, BRD
Beckmann, Miinchen, BRD
Beckmann, Miinchen, BRD
Beckmann, Miinchen, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD,
New Brunswick, NJ, USA
Canberra Packard, Frankfurt, BRD
Amersham, Freiburg, BRD
Pharmacia, Freiburg, BRD
Heraeus, Hanau, BRD,

Gelaire, Opera, Italien

Schleicher & Schuell, Dassel, BRD
tec-lab, Konigstein/Ts., BRD
Herolab, Wiesloch, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Precisa, Dietikon, Schweiz
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
Hoefer, Freiburg, BRD
Hartenstein, Wiirzburg, BRD
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- Zahlkammer (Neubauer improved) Brand, Wertheim a.M., BRD

- Zellsiebe (70 uM) Falcon, Heidelberg, BRD

- Zentrifugen ~ Microzentrifuge Eppendorf, Hamburg, BRD
Hochleistungszentrifuge Beckmann, Miinchen, BRD
Ultrazentrifuge Beckmann, Miinchen, BRD
Kiihlzentrifuge Heraeus, Hanau, BRD

5.1.3  Chemikalien und L 6sungen

Die Gebrauchslosungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt und in der

Regel autoklaviert oder sterilfiltriert.

- Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Roth, Karlsruhe, BRD

- Agar-Agar Roth, Karlsruhe, BRD

- Agarose Typen II und VII Roth, Karlsruhe, BRD

- Aminoséuren (nicht-essentiell; 100x) Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Ammoniumformiat (NHy-Formiat) Sigma, Deisenhofen, BRD

- Ammoniumperoxidsulfat (APS) Sigma, Deisenhofen, BRD

- ATP-Dinatriumsalz Sigma, Deisenhofen, BRD

- Bacto-Trypton Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Borsiure Merck, Darmstadt, BRD

- Bradford-Reagenz (5x) BioRad, Miinchen, BRD

- Bromphenolblau Merck, Darmstadt, BRD

- BSA Fraktion V Boehringer, Mannheim, BRD
- Butanol (C4H;,0) Roth, Karlsruhe, BRD

- Calciumchlorid (CacCl,) Roth, Karlsruhe, BRD

- Césiumchlorid (CsCl) Sigma, Deisenhofen, BRD

- Chloroform (CHCls) Roth, Karlsruhe, BRD

- Cyclosporin A (CsA) Sandoz, Niirnberg, BRD

- DEAE-Dextran Sigma, Deisenhofen, BRD

- Dimethylsulfat Sigma, Deisenhofen, BRD

- Dithiothreitol (DTT) Sigma, Deisenhofen, BRD
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- DMEM-Medium

- DMSO: 25 % Dimethylsulfoxid in TBS

- ANTPs (desoxy-Nukleosid-Triphosphate)

- EDTA (Na, EDTA + 2H,0)

- EGTA (Nas EGTA)

- Essigsédure (C,H40,)

- Ethidiumbromid (EtBr)

- Ethylacetat

- Fetales Kélberserum (FCS)

- Ficoll

- Formaldehyd

- Formamid

- Glutamin

- Glutathion

- Glutathion-Agarose-"beads" (GST-"beads")

- Glycerol

- Glykogen

- Glyzerin (87%)

- Glyzin (C,HsNO,)

- Harnstoff

- Hefeextrakt

- Hepes (N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-
N’-(3-Propansulfonséure))

- Ionomycin (5 mM)

- Isopropanol (2-Propanol, C3H3O)

- Isopropyl-B-D-Thiogalactosid (IPTG)

- Kaliumazetat (C,H;KO,)

- Kaliumchlorid (KCI)

- Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)

- Kaliumhydroxid (KOH)

- Leupeptin Hydrochlorid

- Luciferin
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Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

Sigma, Deisenhofen, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

Sigma, Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
Pharmacia, Freiburg, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

Sigma, Deisenhofen, BRD
Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD

Merck, Darmstadt, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Gibco/BRL, Eggenstein, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Boehringer, Mannheim, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roche, Mannheim, BRD
AppliChem, Darmstadt, BRD
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- Magnesiumchlorid (MgCl,) Roth, Karlsruhe, BRD
- Magnesiumsulfat (MgSO, « 7H,0) Roth, Karlsruhe, BRD
- Manganchlorid (MnCl,) Fluka, Neu-Ulm, BRD
- B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, BRD
- MES (2-N-Morpholinoethansulfonsdure) Sigma, Deisenhofen, BRD
- Methanol (CH,0O) Roth, Karlsruhe, BRD
- Milchpulver Saliter, Obergiinzburg, BRD
- MOPS (4-Morpholinpropansulfonsdure) Roth, Karlsruhe, BRD
- Natriumazetat (NaOAc) Merck, Darmstadt, BRD
- Natriumazid (NaN3) Merck, Darmstadt, BRD
- Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe, BRD
- Natriumfluorid (NaF) Sigma, Deisenhofen, BRD
- Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO,4 *« H,O) Merck, Darmstadt, BRD
- Natrium-Orthovanadat (Na;VOy) Fluka, Neu-Ulm, BRD
- Natrium-Pyruvat (C30s3H3;Na; 100 mM) Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Nonident P 40 (NP-40):
Ethylenphenylpolyethylenglycol Roth, Karlsruhe, BRD
- Oligonukleotide MWG-Biotech, Ebersberg, BRD
- Phenol Roth, Karlsruhe, BRD
- Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Serva, Heidelberg, BRD
- Piperidin Sigma, Deisenhofen, BRD
- poly(dI/dC) Boehringer, Mannheim, BRD
- PVP (Polyvinylpyrrolidon) Sigma, Deisenhofen, BRD
- Ponceau-Rot Sigma, Deisenhofen, BRD
- Proteinase-Inhibitoren-Cocktail Boehringer, Mannheim, BRD
- radioaktive Nukleotide (10 mCi/ml) DuPont, Bad Homburg, BRD
- RPMI 1640 Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Rubidiumchlorid (RbCl) Roth, Karlsruhe, BRD
- Salmonsperm DNA Boehringer, Mannheim, BRD
- Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt, BRD
- Sarkosyl Sigma, Deisenhofen, BRD

- SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe, BRD
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- Sephadex G-50 Pharmacia, Freiburg, BRD
- Streptavidin-Perlen Sigma, Deisenhofen, BRD
- Superfect Transfektionsreagenz Quiagen, Hilden, BRD
- Tetramethylethylendiamid (TEMED) Sigma, Deisenhofen, BRD
- TPA (12-O-tetradedaconyl-phorbol-13-acetat):

100 pg/ml in Ethanol Sigma, Deisenhofen, BRD
- Tris (2-Amino-2-(Hydroxylmethyl)-

1,3-Propandiol) Roth, Karlsruhe, BRD

- Triton X-100 (Alkylphenylpolyethylenglykol) Sigma, Deisenhofen, BRD
- Trizol Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Trypanblau 0,1 % Gibco/BRL, Eggenstein, BRD
- Tween 20 Roth, Karlsruhe, BRD
- Xylencyanol FF Serva, Heidelberg, BRD

514  Losungen und Puffer

Die Losungen wurden mit durch Filtration gereinigtem Wasser angesetzt und im An-
schluss daran entweder autoklaviert oder sterilfiltriert. Wenn nicht anders angegeben,

wurde der pH-Wert mit 1 N HCI eingestellt.

- Bindungspuffer fiir EMSA-Experimente (3x):
60 mM Hepes pH 7,9; 3 mM DTT; 3 mM EDTA; 150 mM KCI; 12 % Ficoll

- "Blue Juice" (Farbpuffer):
100 mM EDTA; 80 % Glycerin; 0,025 % Bromphenolblau;
0,025 % Xylencyanol FF

- "Chromatin-Immmunoprézipitations"-Puffer:
Formaldehyd-Losung:
3 ml 36,5 % Formaldehyd; 0,1 M NaCl; 1 mM EDTA; 0,5 mM EGTA;
50 mM Hepes pH 8,0
"Lysis-Puffer":
50 mM Hepes pH 7,5; 140 mM NaCl; 50 mM EDTA; 10 % Glycerol;
0,5 % NP-40; 0,25 % Triton-X-100; Proteinase-Inhibitoren-Cocktail
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"Puffer I":
10 mM Tris pH 8,0; 0,2 M NaCl; 1 mM EDTA; 0,5 mM EGTA;
1 mM PMSF; Proteinase-Inhibitoren-Cocktail
"Puffer I1":
10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,5 mM EGTA; 1 mM PMSF;
Proteinase-Inhibitoren-Cocktail
"Dialyse-Puffer":
10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA; 0,5 mM EGTA; 10 % Glycerol
RIPA-Puffer:
1 % Triton-X-100; 0,1 % Na-deoxycholate; 0,1 % SDS; 140 mM NaCl
1 mM PMSF; Proteinase-Inhibitoren-Cocktail

- "Elutionspuffer":

100 mM Tris pH 8,0; 150 mM NaCl; 20 mM Glutathion, 1 mM DTT

- Extraktionspuffer fiir Kernproteine:
"Puffer A":
10 mM Hepes pH 7,9; 10 mM KCI; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM EGTA
I mM DTT; 0,5 mM PMSF
"Puffer C":
20 mM Hepes pH 7,9; 0,4 M NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM DTT;
1 mM PMSF

- "Footprinting"-Puffer:
"Puffer Z":
1 M Hepes pH 7,8; 25 mM KOH; 25 mM MgCl,; 20 % Glycerol;
0,1 % NP-40; 50 mM KCl
"Stop"-Puffer:
0,2 M NaCl, 20 mM EDTA, 1% SDS, 20 pgtRNA

- KLB-Puffer (Ganzzellextrakte):
20 mM Hepes pH 7,5; 50 mM B-Glycerophosphat; 20 mM NaF; 2 mM EDTA
2 mM EGTA; 1 mM Na-Orthovanadat; 10 % Glycerin; 1 % Triton-X-100
0,02 % NaNj3;
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- Ladepuffer fiir SDS-Gele (2x; Lammli-Puffer):
100 mM Tris pH 6.,8; 4 % SDS; 0,2 % Bromphenolblau; 20 % Glycerin
20 % B-Mercaptoethanol; 0,5 % DTT

- Laufpuffer fiir SDS-Gele (10x):
Tris 30,3 g/ I; Glycin 144,1 g/1; 10 % SDS 100 ml/ 1

- Puffer fiir den "Luciferase-Assay":
"Harvesting"-Puffer:
35 mM Tris pH 7,8; 50 mM MES, 0,1 % Triton-X-100, 1 mM DTT
"Assay"-Puffer.
83 mM Tris pH 7,8; 12,5 mM MES, 25 mM Mg(C,H30,),* 4 H,0;
Spatelspitze ATP
- Luciferinlosung:

28 % Luciferin, 50 mM KHPO,4 pH 7,8; Lagerung von Aliquots bei -20°C

- PBS:
140 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 1 mM CaCl,; 1 mM MgCly; 8,1 mM Na,HPOy;
1,5 mM KH,POq,

- PBS-MM:
PBS ohne CaCl, und MgCl,; 10 mM NaF; 5 mM EDTA; 5 mM EGTA;
5mM DTT; 10 mM PMSF; 1 mM Leupeptin

- RF1-Puffer (kompetente Zellen):
100 mM RbCI; 50 mM MnCl,; 30 mM Kaliumacetat; 10 mM CaCl,
15 % Glycerin; mit 0,2 M Eisessig auf pH 5,8 eingestellt

- RF2-Puffer:
10 mM RbCl; 10 mM MOPS; 75 mM CaCl,; 15 % Glycerin;
mit 0,2 M Eisessig auf pH 6,8 eingestellt

- 10x TAE:
400 mM Tris pH 8,0 (Essigsdure); 10 mM EDTA

- 5x TBE:
450 mM Tris; 450 mM Borsdure; 20 mM EDTA pH 8,0
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- TBS:
25 mM Tris; 137 mM NaCl; 5 mM KCl; 7 mM CaCl,; 0,5 mM MgCly;
0,6 mM NazHPO4

- TE:
10 mM Tris; 1 mM EDTA pH 8,0

- Transferpuffer:
0,48 M Tris; 0,39 M Glycin; 20 % Methanol

- Waschpuffer fiir "Western Blots":
0,1 % Tween in PBS

515 Nahrmedien

- DMEM(+)-Medium:
500 ml DMEM-Medium; 5 ml 100x nichtessentielle Aminosauren;
5 ml 10 mM Natriumpyruvat; 5 ml 200 mM Glutamin; 1 ml B-Mercaptoethanol;
10° LE. Penicillin/Streptomycin; 5 ml fetales Kilberserum (FCS)

- LB-Medium:
10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; auf11ddH,O
fiir Agarplatten: 1,5 % Agar

- 2x YT-Medium:
16 g Bacto-Trypton; 10 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; auf11ddH,O

- RPMI(+)-Medium:
1000 ml RPMI-Medium; 7 ml 200 mM Glutamin; 10° LE. Penicillin G;
50 ml fetales Kilberserum (FCS)

51.6 Reaktionssysteme (Kits)

- ECL Chemoluminiszenz-System Amersham, Braunschweig, BRD

- Jetprep-Plasmid-Miniprep-Kit Genomed, Bad Oeynhausen, BRD
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- Jetsorb-Gel-Extraktions-Kit

- Nucleobond-AX-Maxiprep-Kit

- Quiagen Maxiprep-Kit

- Quiagen PCR-Aufreinigung

- Quiagen RNeasy-RNA-Isolationssystem

- TagDyePrimer Sequenzierungskit

517 Enzyme

- DNA-Polymerase I und Puffer
- Klenow-Fragment und Puffer
- DNase [

- Proteinase K

- Pwo-Polymerase

- Restriktionsendonukleasen und. Puffer

- RNase A

- Shrimp Alkaline Phosphatase und Puffer
- T4-DNA-Ligase und Puffer

- T4-Polynukleotidkinase und Puffer

- T7-Polymerase und Puffer

- Tag-DNA-Polymerase und PCR-Puffer

518 Bakterienstamme

54

Genomed, Bad Oeynhausen, BRD
Nucleobond, Diiren, BRD
Quiagen, Hilden, BRD

Quiagen, Hilden, BRD

Quiagen, Hilden, BRD

Perkin Elmer, Vaterstetten, BRD

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
Sigma, Deisenhofen, BRD

Sigma, Deisenhofen, BRD

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
Boehringer, Mannheim, BRD

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
Boehringer, Mannheim, BRD

USB, Cleveland, Ohio, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD

Zur Vermehrung der verwendeten Plasmide wurden verschiedene Stimme von Escheri-

chia coli benutzt: DH5a, TOP10, XL1 Blue

519 Gewebekulturzellen

Jurkat:

humane T-Zell-Lymphomlinie
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EL-4: murine T-Zell-Lymphomlinie
HEK 293 T: humane Nierenkarzinomzellen

(human embryonic kidney)

LS 180, SW 620, LOVO: humane Colonkarzinom-Zellinien
5110 Primer

Universal-Primer Pharmacia, Freiburg, BRD
Reverse-Primer Pharmacia, Freiburg, BRD
GL3-RV-Primer Promega/Boehringer, Mannheim, BRD
TATA-luci-Primer Promega/Boehringer, Mannheim, BRD

Alle anderen verwendeten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg,
BRD) in hohem Reinheitsgrad (high salt purification) lyophilisiert bestellt. Die Auf-

nahme der Oligonukleotide erfolgte in ddH,O, in einer Konzentration von 100 pmol/pl.

Primer fiir 740bp-Fragment des proximalen Promotors des Ick-Gens:
Mlck-700/Xhol 5'-CGC TCG AGA AGA CTA TGC AGT AAG ACCt-3'
Mick+40/HindIII 5'-GCA AGC TTG CTG AAT CGT GGG ATT CAA -3

Primer fiir 266bp-Fragment des proximalen Promotors des Ick-Gens:
Ick-proximalyouse 5'-ACG ATT CAGCGC TTC TGT CT -3'
lck-prox/revmouse 5'—TAC CGA GAT CTT GCT GTCCA -3'

Primer fiir 168bp-Fragment des distalen Promotors des Ick-Gens:
Ick-distalmouse 5'— GAT GTA TGG GAC CCA AGA G-13'
Ick-dist/revmouse 5'—=CTG GCC TAT TCA CAT GATGC -3

5.1.11 Oligonukleotide

NF-ATd I1-2 (Pu-bp)
5' - TCG ACA AAG AGG AAA ATT TTG TTC ATA CAG AAG — 3'
5' - GAT CCT TCT GTA TGA AAC AAA TTT TCC TCT TTG — 3'
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NF-AT-I Ick
5'—-GAT TTC ATT TGA CAA AAA GTT TCC ACA GCT -3
5'-GGT TTA GCT GTG GAA ACT TTT TGT CAA AT -3’

NF-AT-I Ick-mut
5'—=GAT TTC ATT TGA CAA AAA GTT Tgg ACA GCT - 3'
5'—GGT TTA GCT GTccAA ACT TTT TGT CAA AT -3'

NF-AT-II Ick

5'— GGA AAC CGA GAG TTT CAT CCT ACC C - 3'

5'—- TGG AAT GAA ACT CTC TCG GTT TTC C - 3'

NF-AT-II lck-mut

5'— TTC TGG GGG AAA CCG AGA GTT TCA TTgg ACC — 3'
5'— GGA GGG Tcc AAT GAA ACT CTC GGT TTC CCC - 3'

Kauflich erworben bei MWG-Biotech, Ebersberg, BRD.

5.1.12 Biotin-Oligonukleotide fur " Pull-down" -Experimente

NF-AT-Iwr (Wildtyp):
AGCTTGACAAAAAGTTITCCACAGCTAAACCAGGCA
c-Myb1 NF-AT c-Myb2
NF-AT-Inm (NF-AT-Motiv mutiert):

AGCTTGACAAAAAGTTITGGACAGCTAAACCAGGCA
c-Myb1 NF-ATmut c-Myb2

NF-AT-Iymiom (beide c-Myb-Motive mutiert):

AGCTTGACAAAAATTTTCCACAGCTACACCAGGCA
c-Myblmut NF-AT c-Myb2mut

Kaéuflich erworben bei MWG-Biotech, Ebersberg, BRD.
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5.1.13 Verwendete Plasmide

5.1.13.1 Luciferase-Plasmide

Fiir die Untersuchung des proximalen Promotors der Tyrosinkinase |ck wurde zunéchst
ein Ausgangsvektor mit der Promotorsequenz hergestellt. Durch die Amplifikation des
Typ-I-Promotors der Maus aus genomischer DNA mit Hilfe von Pwo-Polymerase er-
hielten wir ein Promotorfragment von 740 Basenpaaren (Pos. —700 bis +40 in Bezug auf
den Transkriptionsstart). Dieses Fragment wurde dann zwischen die Xho I- und
Hind III-Klonierungsstellen des Luciferasevektors GL3-basic (Promega) kloniert (s.
Abb. 5.1).

- Gl3-Ick:
—
o Synihetic pohy(A) signal |
Armp’ transcriptionsl pauses site
(far background reduction)
—
11 ari ggg: ! :15-1
Miu | 1§
hdha | by
Srria | 28
Kho | q%
{ _\\__& Hind Il | 55
Moo | BE
2010 | Sar | e+ -
5004 | far| 121

SN0 late poly(A) signal

{loe Iuc+ raporter : e 2
Hpal 1932 (\\\_ EX

Xbal 1742

Abbildung 5.1: Die Grundstruktur des GL3-basic-Vektors. Als Reportergen wird die Leuchtkéfer-
Luciferase exprimiert (luct). f1 ori ist eine Sequenz aus einem Bakterienplasmid, die als Replikations-
startpunkt fungiert. Die Ampicillinresistenz (Amp') ermdglicht die Selektion des rekombinanten Plas-
mids. In die verschiedenen Restriktionsschnittstellen (z. B. Xho I und Hind III) kann fremde DNA inse-
riert werden. Die Polyadenylierungssignale (poly(A)-Signale) erhdhen die Stabilitdt der Transkripte. Das
Poly(A)-Signal des SV40-Virus am Ende des Reportergens verhindert die aberrante Transkription aus der
Gegenrichtung. (Aus: Promega-Katalog Biological Research Products, 1999)
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- GL3-Ick (—431/+40):
Deletionsmutante von GL3-Ick ohne die NF-AT-I-"site" des proximalen Promotors,

hergestellt durch Restriktionsspaltung mit Cfr I und Re-Ligation des Vektors.

- GL3-Ick (—136/+40):
Deletionsmutante von GL3-Ick ohne beide NF-AT-"sites" des proximalen Promotors,

hergestellt durch Restriktionsspaltung mit Nhe I und Re-Ligation des Vektors.

- 4x NF-AT-I:
4 Kopien der NF-AT-I-"site" vor dem TK-Promotor des Luciferase-Gens im TATA-
luci-Vektor (Promega/Boehringer, Mannheim, BRD); kloniert in die Sal I-Schnittstelle

der "multiple cloning site".

- 4x NF-AT-I it
4 Kopien der mutierten NF-AT-I-"site" kloniert in die Sal I-Schnittstelle des TATA-

luci-Vektors (s. 0.).

5.1.13.2 Eukaryontische Expressionsvektoren

- NF-AT2: NF-AT2-cDNA kloniert in den pRSV-Expressionsvektor [23].

- NF-AT1: NF-AT1-cDNA kloniert in den pRSV-Expressionsvektor [23].

- c-Myb:  Expressionvektor von A. Leutz, Max-Delbriick-Zentrum, Berlin, zur Ver-
fligung gestellt.

- Bts-1: pKCR3-c-ets1 von Sybille Blumenthal, Institut fiir Zellbiologie, Tiibingen,
zur Verfiigung gestellt.

5.1.13.3 GST-Expressionsvektor

- pGex-NF-AT1: NF-AT1-cDNA, kloniert in die Sma I-Erkennungssequenz des GEX2-
Vektors (Promega/Boehringer, Mannheim, BRD), kodiert fiir ein Fusionsprotein aus
GST und der DNA-bindenden Doméne von NF-AT1. Der Vektor wurde freundlich-

erweise von Stefan Klein-HeBling aus unserem Labor zur Verfiigung gestellt.
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5.1.13.4 T7-Polymerase-Vektor

- pGEM-T Easy-Ick: 266 bp des proximalen Ick-Promotors (amplifiziert durch PCR mit
genomischer DNA) kloniert in die EcoRI-Schnittstelle des pGEM-T Easy-Vektors von
Promega/Boehringer, Mannheim, BRD. Der Vektor enthélt den Promotor der T7-
RNA-Polymerase. Unter Zugabe von T7-Polymerase und radioaktiv markierten Nuk-
leotiden entstand durch Transkription die sequenzspezifische RNA-Sonde fiir den pro-

ximalen |ck-Promotor.

5.1.14 Antikorper und Proteine

5.1.14.1 Primare Antikorper

- Anti-NF-AT1 (a-NF-AT1):

Es wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene NF-AT1-Antikorper verwendet, die uns
freundlicherweise von Anjana Rao, Boston, zur Verfiigung gestellt wurden. Der Anti-
korper gegen das "Peptid 67.1" erkennt etwa 20 Aminosduren am N-terminalen Ende
aller NF-AT1-Isoformen (human und murin). Der Antikorper "T2B1" ist gegen den C-

Terminus des murinen NF-AT]1 gerichtet (Isoform C).

- Anti-c-Myb (a-c-Myb):
Kommerzieller Antikdrper (mouse monoclonal, Katalog-Nr. 05-175), Upstate/Biomol,

Hamburg, BRD.

- Anti-GST (a-GST):
Kommerzieller Antikorper (rabbit polyclonal, Katalog-Nr. sc-459), Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz CA, USA

- Anti-acetylierte Histon (a-Histon):
Kommerzieller Antikdrper (rabbit polyclonal, Katalog-Nr. 06-599), Upstate/Biomol,
Hamburg, BRD.
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5.1.14.2 Sekundare Antikorper

Als sekundire, an Peroxidase gekoppelte Antikdrper wurden zum einen Kaninchen-anti-
Maus-Antikoérper und zum anderen Ziege-anti-Kaninchen-Antikdrper eingesetzt

(Amersham, Freiburg, BRD).

51.15 GroRenmarker
GeneRuler (100 bp, 1 kb) DNA-GroBenmarker, MBI Fermentas, St. Leon-Rot, BRD.

BenchMark Protein-GroBBenmarker, Gibco/BRL, Eggenstein, BRD.

5.2 Methoden

Soweit nicht anders vermerkt sind die nachfolgend aufgefiihrten Methoden dem Stan-

dardwerk "Molecular Cloning" [71, 105] entnommen.

521 Renigung und Konzentrierung von DNA

5.2.1.1  Ethanolpréazpitation

Zur Féllung einer DNA-Losung wird diese mit 2,5 Volumen 96-%igem Ethanol und 0,1
Volumen 3 M NaOAc versetzt und anschlieend 10 min auf Trockeneis bzw. eine halbe
Stunde bei —20 °C inkubiert. Dann wird 15 min bei 12000 rpm im Kiihlraum zentrifu-
giert, das Pellet mit 70-%igem Ethanol und dann mit der gleichen Menge 96-%igem
Ethanol gewaschen und schlieBlich an der Luft getrocknet. Je nach der Art der weiteren

Verwendung wird die DNA entweder in ddH,0 bzw. TE-Puffer aufgenommen.

5212 Phenol/Chlorofor m-Extraktion

Zur Reinigung einer DNA-Ldsung von Proteinen wird diese mit gleichem Volumen

eines Gemisches aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhiltnis 25:24:1
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ausgeschiittelt. Die Phasentrennung erfolgt durch ca. 2 miniitige Zentrifugation in der
Mikrozentrifuge bei 12 000 rpm. Phenolriickstinde konnen durch erneutes Ausschiitteln

mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) entfernt werden.

5.2.2  Konzentrationsbestimmung von DNA

5221  Am Spektralphotometer

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde eine Nukleinsdureprobe im Verhéltnis
1:50 in ddH,0 verdiinnt und die optische Dichte (OD) photometrisch gegen das Lo-
sungsmittel bei einer Wellenlédnge von 260 nm bestimmt. Mit dem erhaltenen Wert ldsst
sich mit Hilfe von Referenzwerten (OD von 1 entspricht bei doppelstrangiger DNA ei-
ner Konzentration von 50 pg/ml, bei einzelstrangiger DNA von 40 pg/ml) unter Be-

rliicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die Konzentration errechnen.

5222  AmAgarose-Minigel

Nach kurzer Elektrophorese kann die Konzentration eines DNA-Fragmentes an einem
1-%igen Agarose-Minigel (s. 5.2.3.1) abgeschitzt werden. Hierzu wird neben der DNA-
Probe dasselbe Volumen einer DNA-Losung bekannter Konzentration aufgetragen und
15 min eine Spannung von ca. 120 V angelegt. Der Intensititsvergleich erlaubt den

Riickschluss auf die zu ermittelnde DNA-Konzentration.

52.3 DNA-Geeektrophorese

5231 Agarosegele

Die Agarosegel-Elektrophorese dient der Auftrennung, Reinigung und Identifizierung
von DNA-Fragmenten. Je nach Grof3e des zu analysierenden Fragmentes wird eine 0,4-
bis 2,5-%ige Agaroselosung in 1x TAE mit 1 mg/l Ethidiumbromid (EtBr) hergestellt,

die Agarose durch kurzes Erhitzen geldst und in eine horizontale Gelkasette eingefiillt.



ANHANG 62

Zur Aussparung von Probentaschen im Gel wird direkt nach dem Eingie3en der Losung
ein Kamm eingesetzt. Nach Erhdrten der Agarose wird der Kamm herausgenommen,
die Gelkasette in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit Laufpuffer (1x TAE mit
1 mg/1 EtBr) tiberschichtet.

Vor dem Auftragen der DNA-Probe wird diese mit etwa 1/6 Volumen (Vol.) Farbpuffer
versetzt und neben einem kauflich erworbenen Standard-Marker (meist 1 kb) in die
Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wird mit ca. 10,5 V pro cm Agarosegel
durchgefiihrt. AnschlieBend kann die DNA im UV-Licht durch Anregung der Verbin-
dung aus EtBr und DNA sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert werden.

52.3.2 Polyacrylamidgele

Fiir "Electrophoretic Mobility Shift Assays" (EMSA) und zur Reinigung radioaktiv

markierter DNA-Fragmente wurden Polyacrylamidgele verwendet.

6% 10% 15%
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 8 ml 18 ml 25 ml
5x TBE 4 ml 10 ml 10 ml
ddH,O 38 ml 32 ml 15 ml
TEMED 75 ul 50 ul 50 pl
APS (10%) 500 pl 300 pl 300 pl

Diese Gel-Losung wird sofort nach Zugabe der Polymerisationsinduktoren TEMED und
APS blasenfrei zwischen zwei saubere, durch 1 mm "spacer" getrennte Glasplatten ge-
gossen. Zur Aussparung der Probentaschen wird ein Kamm eingesetzt. Nach der Poly-

merisation erfolgt der Lauf in 0,4x TBE bzw. 1x TBE bei 200 - 300 Volt.

524  Isolierung von DNA-Fragmenten

524.1 Isolierung aus Agarosegelen

Nach Auftrennung der DNA-Fragmente mit Hilfe eines préparativen Agarosegels (nied-

rigere Spannung und gréfere Probentaschen als bei analytischen Gelen) wird das ge-
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wiinschte DNA-Fragment unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausge-
schnitten und in ein 1,5-ml-Reaktionsgefd3 liberfiihrt. Die weitere Isolierung erfolgte

unter Verwendung des Jetsorb-Gel-Extraktions-Kits nach der Anleitung des Herstellers.

5.24.2 Isolierung aus Polyacrylamidgelen

DNA-Fragmente geringeren Molekulargewichts, wie z. B. radioaktiv markierte Oligo-
nukleotide, werden iiber Polyacrylamidgele getrennt. Nach der elektrophoretischen
Auftrennung wird das Gel mit einer Haushaltsfolie abgedeckt und 1-5 min ein Film auf-
gelegt. An den Seiten des Gels fixierte Fluoreszenzmarker dienen der spéteren Orientie-
rung. Anhand des entwickelten Filmes konnen entsprechende Fragmente identifiziert
und mit dem Skalpell ausgeschnitten werden. Die Gelstiicke werden dann in einem
Mikroreaktionsgefd3 mit einer 200 pl-Pipettenspitze zerstoBen und mindestens 4-5
Stunden bei Raumtemperatur in TE-Puffer mit 0,1 M KCI geschiittelt. Die Reinigung
des Ansatzes von verbleibenden Gelstiicken erfolgt durch Filtration {iber eine mit Glas-

wolle gestopfte 1-ml-Pipettenspitze.

525  Klonierungstechniken

5.25.1 Restriktionsspaltung

Die kduflich erworbenen Restriktionsendonukleasen und die dazu gelieferten Reakti-
onspuffer wurden nach den Angaben der Hersteller verwendet.
Fiir die Spaltung von 1 pg DNA verwendet man in der Regel 1 Einheit einer (oder meh-

rerer) Restriktionsendonuklease(n) — eine "unit" eines Restriktionsenzyms ist die
Menge, die 1 pg DNA in 1 Std. spaltet.

Ein Reaktionsansatz enthielt in der Regel etwa 1-10 ug DNA in einem Volumen von
20-50 pl. Dieser wurde 1-2 Std. bei 37 °C mit einer Enzymaktivitdt von 1-3 U/ug einge-
setzter DNA inkubiert. Danach wird ein Aliquot des Ansatzes parallel zu einem DNA-

GroBenmarker auf einem Agarosegel getrennt (s. 5.2.3.1).
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5.25.2  Auffilllen von 5'-Uberhéngen mit Klenow Polymerase

Um die bei der Spaltung mit den meisten Restriktionsenzymen entstehenden iiberhén-
genden Enden ("sticky ends") aufzufiillen und so in glatte Enden ("blunt ends") zu iiber-
filhren, wird die DNA mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I behandelt.
Hierzu wird 1 pg DNA in 1x Klenow-Puffer ("nick-translation"-Puffer) mit 2 mM

dNTPs und zwei Einheiten Klenow-Fragment 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

5253  Dephosphorylierung

Um die Re-Ligation kompatibler Vektorenden von gespaltenen DNA-Molekiilen zu
verhindern, werden die 5'-Phosphatgruppen mit Hilfe der "Shrimp Alkaline Phospha-
tase" (SAP) entfernt. Dazu wird ca. 1 ul DNA mit 16 pl ddH,O und 2 pl 10x SAP-Puf-
fer versetzt. Nach Zugabe des Enzyms (1 ul = 1 U) wird der Reaktionsansatz eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch 15-miniitige Inkubation bei 65 °C wird das Enzym
anschlieend inaktiviert. Jetzt kann die DNA direkt fiir die Ligation eingesetzt werden.

5254  Ligation

Fiir die Insertion eines DNA-Fragmentes in ein zuvor linearisiertes und dephosphory-
liertes Plasmid (s.5.2.5.3) wurde die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 (T4-DNA-
Ligase) verwendet.

Das Insert wurde in unterschiedlichem Uberschuss (z. B. 2-, 4-, oder 10-fach) zum
Vektor eingesetzt. Zu Vektor und Fragment gibt man 2 pl des 10x T4-Ligationspuffer
und 2 pl der T4-Ligase (10 U) hinzu. Mit ddH,O wird dann bis zum Endvolumen von
20 pl aufgefiillt. Die Reaktion erfolgt entweder bei Raumtemperatur (20 °C) fiir 2 Stun-
den bzw. 14 Stunden bei 14 °C. Der Reaktionsansatz kann dann direkt fiir die Trans-

formation kompetenter Bakterien eingesetzt werden (s. 5.2.7.4).
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52.6  Sequenzierung von DNA

5.2.6.1 Die Sequenzierungsreaktion

Beim "Taq Cycle Sequencing" zur DNA-Sequenzierung wird die bakterielle Tag-Poly-
merase von Thermus aquaticus verwendet. Im Verlauf des Sequenzierungsprogrammes
wird die zu untersuchende DNA zunéchst thermisch denaturiert und der Sequenzie-
rungsprimer angelagert ("annealed"). Von dem Primer ausgehend wird ein komple-
mentédrer Strang synthetisiert, bis es durch den Einbau eines Di-desoxynukleotids
(ddNTP) zum Abbruch der Kette kommt. Die auf diese Weise entstechenden unter-
schiedlich langen DNA-Strange erlauben durch ihre charakteristischen Lingen einen
Riickschluss auf die Positionen des jeweiligen Nukleotids in der gesuchten Sequenz.

Es wurde der "TagqDyePrimer Sequenzierungskit" mit einem "Sequencing Mix" aus
ddNTPs, dNTPs, 5x TACS-Puffer und der AmpliTaq DNA-Polymerase verwendet. Die
Analyse mit dem 373 A Sequenziergerdt ermoOglicht den Einsatz aller vier ddNTPs in
einem Reaktionsansatz, weil diese mit Hilfe ihrer gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe
unterschieden werden konnen [62].

Eine typische Reaktion bestand in der Regel aus:

1,0 ng DNA (in einem Volumen von 5 pl, der Rest wurde durch ddH,O aufgefiillt)
2,0 pl "Sequencing Primer" (10 ng)
7,0 ul " Sequencing Mix"

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte dann in der PCR-Maschine fiir 25 - 30 folgender
Zyklen:

15s 96 °C
15s 48 °C
4 min 60 °C

5.2.6.2  Die Probenaufbereitung

Nach der PCR werden zunidchst die nicht verarbeiteten, fluoreszenz-markierten ddNTPs
abgetrennt, weil diese die Analyse beeintrachtigen wiirden. Hierzu werden zundchst mit

G-50-Sephadex in praparierten 200 ul Pipettenspitzen kleine Sdulen hergestellt (Zentri-
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fugation bei 3000 rpm fiir 3 min). Dann wird die PCR-Reaktion aufgetragen und erneut
3 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Die so aufgereinigten Sequenzierungsprodukte wer-
den dann mit 72 pl 96-%igem Ethanol und 1 ul 3M NaOAc versetzt und fiir 10 min bei
12000 rpm zentrifugiert. Der Ethanoliiberstand wird vorsichtig abgesaugt und das fast
unsichtbare Pellet bei 60 °C getrocknet.

5.2.6.3  DieProbenanalyse

Die Auftrennung der Sequenzierungsproben im 373 A Sequenziergerit erfolgt in einem
6%-igen Polyacrylamidgel. Die Sekundirstrahlung der Fluoreszenzfarbstoffe wird nach
Anregung mit einem Argonlaser liber ein Filter und einen "Photomultiplier" aufge-
zeichnet. Aus dem so ermittelten Rohdatenbild ldsst sich mit Hilfe eines Analy-

seprogrammes die Sequenz der untersuchten DNA-Proben ermitteln.

5.2.6.4  Sequenzierung durch chemische Modifikation

Eine weitere Moglichkeit zur Sequenzierung von DNA bietet das sog. chemische Se-
quenzieren nach der Maxam-Gilbert-Technik. Eine spezifische Base wird hierbei durch
chemische Modifikation so markiert, dass ihre Position in einer Sequenz nachvollzogen
werden kann.

Ausgangspunkt ist die zu untersuchende DNA als einzelstrangige, radioaktiv markierte
DNA-Sonde. Um diese DNA-Sonde herzustellen wurden ca. 50 ug des GL3-Ick-Vektor
mit einem der Klonierungsenzyme (Xho I oder Hind III) linearisiert. Nach Uberpriifung
der Linearisierung auf einem Agarosegel wurde der Vektor mit Chloroform und Isopro-
panol aufgereinigt und in destilliertem Wasser aufgenommen. Im néchsten Schritt er-
folgte die radioaktive Markierung. Hierzu wurde dem Vektor Reaktionspuffer, a->"P-
dCTP, die weiteren unmarkierten dNTPs sowie Klenow-Polymerase zugesetzt (s.
5.2.5.2) und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der nun radioaktiv
markierte und linearisierte Vektor mit dem anderen Restriktionsenzym (s. oben) verdaut
und auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Das so gewonnene Fragment des proximalen

Ick-Promotors wurde aus dem Gel ausgeschnitten, eluiert, prazipitiert und in Wasser
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aufgenommen. Die am 3'-Ende markierte DNA-Sonde wurde dann entsprechend der
Methode nach CHUVPILO et al. [22] auf DEAE-Papier/DE81 (Whatman) aufgebracht.
Die kleinen Papierstiicke wurden 5-mal mit Wasser und 5-mal mit 96-%igem Alkohol
gewaschen und getrocknet. Dann wurden die Papierstiickchen fiir die sog. "G-Reaktion"
auf Haushaltsfolie gelegt und mit 1 % Dimethylsulfat in 50 mM NHy-Formiat (pH 3,5)
getriinkt. Ein Uberschuss an Fliissigkeit sollte vermieden werden. Um ein Austrocknen
zu verhindern, wurde das Papier mit Folie abgedeckt und 1 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch Dimethylsulfat kommt es zu einer partiellen Methylierung an den
Guanosin-Basen der eingesetzten DNA-Sonde. Zum Stoppen der Reaktion wurden die
Papierstiicke in kaltem (-20 °C), 96-%igem Alkohol aufgenommen. Dann folgten
Waschschritte jeweils 5-mal mit 70-%igem Alkohol bzw. destilliertem Wasser und
erneut mit Alkohol. AnschlieBend wurden die Papierstiicke getrocknet.

Im néchsten Schritt erfolgte die Spaltung der DNA-Sonde an den methylierten Guano-
sinen durch Piperidin. Hierzu wurden die Papierstiicke in ein Mikroreaktionsgefal3
transferiert und mit 1 M Piperidin fiir 30 min bei 100 °C erhitzt. Piperidin wurde dann
durch erneutes Waschen mit Ethanol und Wasser entfernt (s. 0.) und die Papierstiicke
getrocknet. Um die DNA zu eluieren wurden die Papierstiicke in Pipettenspitzen gege-
ben, 50 ul 1 M NaCl / 10 mM EDTA und 5 ul tRNA als Triger zugesetzt und 10 min
bei 65 °C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das Eluat in einem Reaktionsgefdl3 ge-
sammelt. Die DNA wurde dann mit 96-%igem Alkohol prizipitiert, mit 70-%igem Al-
kohol gewaschen und getrocknet. Nach Aufnahme in Formamid wurde die Probe auf
ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Auf dem mit dem Gel belichteten Film lassen sich
dann anhand der unterschiedlich langen radioaktiven Fragmente die Positionen der G-

Nukleotide ermitteln.

5.2.7 Bakterienkulturen

5.2.7.1  Ubernachtkulturen

Fiir die spitere Isolierung von Plasmiden wird eine Bakterienkolonie von einer
Agarplatte in 3 ml Selektionsmedium (LP-Medium mit Ampicillin) eingesetzt und bei
37 °C mindestens 5 Std. geschiittelt. Soll eine groflere Menge an DNA prépariert wer-
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den (Maxiprep), kann die aufgewachsene 3-ml-Kultur in eine grof3e Flasche mit 250-
500 ml Selektionsmedium tiberfiihrt werden, die dann wiederum tiiber Nacht bei 37 °C

im Schittler inkubiert wird.

5.2.7.2  Erhaltungskulturen

Zur Konservierung einer Bakterienkultur werden zu einer Ubernachtkultur 0,5 Volumen

86-%iges Glycerin gegeben. Der Ansatz wird gut gemischt und bei —70 °C gelagert.

5.2.7.3  Herstellung kompetenter Bakterien

Eine 5-ml-Ubernachtkultur wird mit LB-Medium (s. 5.1.5) im Verhiltnis 1:100 ver-
diinnt und so lange im Schiittler bei 37 °C inkubiert, bis die bei 550 nm gemessene opti-
sche Dichte (OD) der Bakterienkultur 0,50-0,55 erreicht. Dann werden die Zellen 30
min auf Eis abgekiihlt und im Anschluss bei 4 °C mit 2500 rpm abzentrifugiert. Dann
wird das Bakterienpellet in 40 ml eisgekiihltem RF1-Puffer (s. 5.1.5) aufgenommen, 15
min auf Eis gestellt und erneut abzentrifugiert. Jetzt resuspendiert man in 7 ml kaltem
RF2-Puffer (s. 5.2.5) und inkubiert wieder 15 min auf Eis.

Fiir den spiteren Gebrauch konnen Aliquots in Mikroreaktionsgefdaflen in einem Ge-
misch aus Trockeneis und Ethanol eingefroren und bei —70 °C gelagert werden.

Die Transformationsrate (s. 5.2.7.4) und damit Giite der kompetenten Bakterien kann
mit verschiedenen Plasmidkonzentrationen getestet werden und sollte bei ungeféhr 10’

Kolonien pro pg eingesetzter DNA liegen.

5274 Transformation

Die bei —70 °C gelagerten kompetenten Bakterien werden langsam (iiber ca. 20 min) auf
Eis aufgetaut. Zu 100 pl Bakterienlosung gibt man das zu transformierende Plasmid,
mischt vorsichtig und inkubiert 30 min auf Eis. Dann wird der Transformationsansatz 1
min bei 42 °C "geschockt", 1 min auf Eis gestellt, mit I ml Medium (ohne Antibioti-
kum) aufgefiillt und etwa eine halbe Stunde bei 37 °C geschiittelt. Etwa 100-500 ul der
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Bakteriensuspension werden dann auf vorbereiteten Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten
ausgestrichen, bei Raumtemperatur getrocknet, in Haushaltsfolie eingewickelt und iiber
Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nur Bakterien, die das Ampicillin-Re-
sistenzgen im eingesetzten Plasmid enthalten, konnen sich vermehren und sichtbare

Kolonien bilden.

5.2.75  Praparation von Plasmid-DNA

5.2.7.5.1 Miniprep

3 ml Selektionsmedium (LP-Medium mit Ampicillin) werden mit einer Bakterienkolo-
nie beimpft und fiir mindestens 5 Std. bei 37 °C geschiittelt. Die Zellsuspension wird
dann in 1,5 ml Mikroreaktionsgefd3e transferiert und durch 30 s Zentrifugation bei
12000 rpm pelletiert. Im Anschluss wird unter Verwendung des Jetprep-Plasmid-Mini-
prep-Kit nach Herstellermanuskript verfahren. Fertige DNA wurde in der Regel mit 30-
50 pl ddH,O eluiert und zur Kontrolle auf ein Gel aufgetragen, im Restriktionsverdau

eingesetzt und sequenziert.

5.2.7.5.2 Maxiprep

Zunichst werden die Bakterien einer groBen Ubernachtkultur (250-500 ml) durch 10
min Zentrifugation im JA-10 Rotor bei 5000 rpm pelletiert. Das Zellpellet wird dann in
dem ersten Puffer eines Reaktions-Kits resuspendiert. Die weitere Praparation erfolgte
entsprechend der Instruktionen des Herstellers. Es wurden fiir diese Arbeit der Quiagen-
Maxi-Kit sowie der Nucleobond-AX-Kit verwendet (s. 5.1.6). Das DNA-Pellet wurde
am Schluss in 500 pl ddH,O geldst, die DNA-Konzentration bestimmt und die DNA

durch Restriktionsverdau und nachfolgende Gelelektrophorese analysiert.

5.2.8 Zdlkultur

Die verwendeten EL-4- und Jurkat-T-Zellen wurden in mit 5 % fetalem Kélberserum

(FCS) angereichertem RPMI-Medium bei 37 °C und 5% CO; kultiviert.
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5281  Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl der in Suspension befindlichen Jurkat- oder EL-4-Zellen zu bestim-
men, werden 20 pl Zellsuspension 1:1 mit dem Farbstoff Trypanblau ("bluestain") ver-
setzt, der alle toten Zellen anfarbt. Auf diese Weise kann unter dem Mikroskop in der
Zihlkammer dann die Anzahl der hell leuchtenden lebenden Zellen bestimmt werden.
Durch Auszéhlen der Zellen von 16 Quadraten ergab sich nach Multiplikation mit dem

Faktor 10* und dem Verdiinnungsfaktor 2 die Dichte der Kultur in Zellen pro ml.

5.2.8.2  Umsetzung von Zellkulturen

Wenn Zellen iiber einen ldngeren Zeitraum in Kultur gehalten werden, muss das Me-
dium in regelméBigen Abstinden gewechselt werden, um Stoffwechselendprodukte zu
entfernen und die Zellen mit neuen Nahrstoffen zu versorgen. Dazu iiberfiihrt man die
Zellen in sterile Plastikrohrchen und zentrifugiert 5 min bei 1000 rpm und 37 °C ab.
Dann wischt man das Pellet einmal mit Medium, resuspendiert es in frischem Medium
und gibt die Zellen verdiinnt auf eine Dichte von ca. 1x10°/ml zuriick in die Kulturge-

faBle.

5283 Transfektion von DNA in Zellen

Es gibt verschiedene Verfahren, DNA-Vektoren in Zellen einzuschleusen. Fiir das fiir
diese Arbeit optimierte Verfahren zur Transfektion von Jurkat-Suspensionszellen sowie
adhdrenten 293-T-Zellen verwendeten wir das Superfect-Transfektionsreagenz der
Firma Quiagen:

Am Tag vor der Transfektion werden die Zellen auf eine Dichte von etwa 1x10° Zel-
len/ml eingestellt. Auf diese Weise erlangen die Zellen eine Dichte von etwa 2x10°
Zellen/ml am Transfektionstag. Vor der Transfektion wird die Zellzahl kontrolliert, und
die Zellen werden nach Zentrifugation (5 min bei 1000 rpm und 37 °C) in frisches Me-
dium aufgenommen. War die Zelldichte noch zu gering, werden die Zellen in weniger
Medium resuspendiert, oder eine grolere Menge abzentrifugiert, um die richtige Aus-

gangsdichte zu erhalten.
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Die Zellsuspension wird dann in 6-well-Kulturschalen {iberfiihrt (1,5 ml pro Schale)
und im Brutschrank 2-3 Std. bis zur Transfektion inkubiert.

Fiir den Transfektionsansatz benétigt man Medium ohne Antibiotikazusatz, in das zu-
erst die DNA und dann das Superfect-Reagenz pipettiert wird. Fiir eine 6-well-Schale

rechnet man:

- 4 ug DNA, davon 0,8 ug Reporter-Vektor und 3.2 ug Expressionsvektoren
- mit Medium ohne Antibiotika aufgefiillt auf 75 pl
- Zugabe von 5 ul Superfect-Reagenz.

Nach Zugabe von Superfect wird der Ansatz vorsichtig gemischt (nicht vortexen), 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf die vorbereiteten Kulturschalen verteilt. 4-5
Std. nach der Transfektion werden die Zellen induziert (s. 5.2.8.4). Der "Luciferase-
Assay" wird nach 20-24 Std. durchgefiihrt (s. 5.2.8.5).

Es sollte darauf geachtet werden, dass fiir den Transfektionsansatz die original "Safe-
lock"-Eppendorf Reaktionsgefile verwendet werden, weil anderes Plastikmaterial
eventuell das Superfect-Reagenz in seiner Wirkung beeintriachtigt. Mit dieser Methode

wurden von uns Transfektionsergebnisse bis zu 95% erzielt.

5284 Induktion der Zellen

Nach etwa 4-5 Std. werden die Zellen induziert. Dazu werden von dem Phorbolester
TPA (12-o-tetradedaconyl-phorbol-13-acetat) 20 ng/pl zugegeben. Ionomycin soll eine
Endkonzentration von 0,5 uM erreichen. Cyclosporin A (CsA) wird in der Regel in ei-

ner Konzentration von 0,1 pg/ml eingesetzt.

5285  Der "Luciferase-Assay”

Ist ein Reportergen-Vektor in die Zelle eingeschleust, steuert der im Vektorkonstrukt
enthaltene, zu untersuchende Promotor die Transkription des Reportergens. Durch die
gleichzeitige Transfektion von Transkriptionsfaktoren kann die Aktivitdt des Promotors

beeinflusst werden. Die entstehenden Reportergentranskripte werden von der Zelle
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selbst im Zytoplasma translatiert. Das Genprodukt kann aus dem Cytoplasma gewonnen
und quantifiziert werden.

Viele Vektoren enthalten als Reportergen die Leuchtkéfer-Luciferase. Diese Luciferase
katalysiert die Oxidation von Luciferin unter Freisetzung eines Photons. Die Stirke der
Chemolumineszenzreaktion kann mit Hilfe eines Luminometers gemessen werden.

Der "Luciferase-Assay" wurde etwa 20-24 Std. nach der Transfektion durchgefiihrt.
Zundchst werden die Zellen mit ihrem Medium in ReaktionsgefdB3e {iberfiihrt ("geern-
tet"). Bei adhdrent wachsenden Zellen ist ein mehrmaliges Auf- und Abpipettieren des
Mediums notig, um die Zellen vollstindig vom Untergrund zu 16sen. Nach kurzer
Zentrifugation (1 min bei 3000 rpm) wird das Medium entfernt und das Zellpellet mit
eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Dann werden die Zellen durch kurzes Vortexen in
100 pl des "Harvesting"-Puffers (s. 5.1.4) suspendiert und durch diesen lysiert. Die cy-
toplasmatischen Bestandteile lassen sich dann durch 4 min Zentrifugation bei 12000
rpm abtrennen. Die Hohlungen einer Mikrotiterplatte werden mit je 50 pl "Assay-Puf-
fer" (s. 5.1.4) und 50 pl der Zelllysate gefiillt. Als Kontrolle werden Ansétze mit beiden
Puffern mitgefiihrt, die kein Lysat enthalten. Dann werden 100 pl 5 mM Luciferin als

Substrat zugesetzt, und die Reaktion wird im Luminometer gemessen.

529  Herstellung von Proteinextrakten

Proteinextrakte sollten grundsétzlich im Kiihlraum oder Eisbad hergestellt werden. Lo-

sungen sind eisgekiihlt zu verwenden.

529.1  Gesamtzellextrakte fur "Western Blot"-Experimente

Gesamtzellextrakte wurden fiir diese Arbeit sowohl aus Kulturzellen als auch aus frisch
isolierten Zellen von Miuse-Thymi gewonnen. Hierzu wird der Thymus zunéchst ent-
nommen, mit Hilfe eines kleinen Siebes ("cell strainer") zerrieben, und die Zellen wer-
den in Medium aufgenommen. Jetzt kann mit ihnen wie mit den in Suspension befindli-
chen Kulturzellen verfahren werden.

Zuerst werden die Zellen 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird in

1 ml eisgekiihltem PBS (s. 5.1.4) resuspendiert und in ein Mikroreaktionsgefal iiber-
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fiihrt. Nach kurzer Zentrifugation (30 s) wird der Uberstand entfernt, zu dem Zellpellet
werden ca. 3 Vol. eiskalter KLB-Puffer (s. 5.1.4) gegeben und durch Vortexen gut ge-
16st. Dann werden die Zellen 15 min auf Eis inkubiert und, um die Zellmembranen auf-
zubrechen, zwischendurch mehrmals geschiittelt. Anschliefend zentrifugiert man 10
min bei 12000 rpm. Der so gewonnene Uberstand kann als Gesamtzellextrakt bei —70
°C eingefroren oder nach Proteinbestimmung und Konzentrationsabgleich direkt mit

Laemmli-Puffer versetzt im "Western Blot" verwendet werden.

5.2.9.2  Kernproteine zum Einsatz fir "Bandshift"-Experimente

Fiir die Herstellung von Kernextrakten werden ca. 1x10’ Zellen benétigt. Zuerst wird
die Zellsuspension 5 min bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert, mit 10 ml kaltem PBS
gewaschen und das Pellet dann in 1 ml "Puffer A" (s. 5.1.4) resuspendiert. Nach 15 min
Inkubation auf Eis werden die geschwollenen Zellen im Kiihlraum durch mehrmaliges
Aufziehen durch eine Kaniile (s. 5.1.2) mit einer 1 ml Spritze lysiert. Die Kerne bleiben
hierbei grofitenteils intakt und kdnnen nun durch 2-miniitige Zentrifugation bei 8 000
rpm und 4 °C vom cytoplasmatischen Uberstand abgetrennt werden. Die so erhaltenen
cytoplasmatischen Proteine konnen fiir Proteinanalysen oder zur RNA-Isolierung einge-
setzt werden.

Das Kernpellet wird noch zwei weitere Male mit 1 ml "Puffer A" gewaschen und
schlieBlich in ca. 2 Vol. "Puffer C" resuspendiert. Die in der Salz-Fraktion l6slichen
Kernproteine werden dann durch 15-miniitiges, kraftiges Schiitteln im Kiihlraum extra-
hiert. Darauthin werden die Kernproteine durch 15 min Zentrifugation bei 12000 rpm
von restlichen hochmolekularen Bestandteilen gereinigt und in saubere Mikroreaktions-
gefdf3e tiberfiihrt. 2 pl dienen nun zur Proteinbestimmung. Gelagert werden die Kernex-

trakte nach Einfrieren in fliissigem Stickstoff bei —70 °C.

5.2.9.3  Praparation rekombinanter GST-Proteine aus E. coli

Um in "Footprinting"-Experimenten (s. 5.2.11.2) die Bindungsstellen fiir NF-AT-

Transkriptionsfaktoren identifizieren zu kdnnen, ist der Einsatz einer groen Menge von
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gereinigtem NF-AT-Protein notig. Um dieses Protein herzustellen, wurde zunéchst ein
GST-Expressionsvektor kloniert (pGex-NF-ATI, s. 5.1.13.3), der nach Transformation
in Bakterien zur Expression eines Fusionsprotein aus GST und NF-AT1 fiihrt. Der
GST-Anteil ermdglicht hierbei die Isolation des Proteins durch die Affinitdt von GST
zu Glutathion-Agarose-"beads".

Zur Gewinnung des Proteins aus E. coli wird eine entsprechende Ubernachtkultur (s.
5.2.7.1) zundchst mit 2x YT-Medium 1:10 verdiinnt, Glucose bis zu einer Konzentration
von 0,1 % zugegeben und bei 37 °C im Schiittler so lange inkubiert wird, bis die opti-
sche Dichte bei 600 nm (ODgyp) zwischen 1 und 2 liegt. Dann wird durch Zugabe von
IPTG (0,2 mM) die Expression des rekombinanten Proteins induziert und der Ansatz
weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jetzt werden die Zellen 5 min bei 4000
rpm abzentrifugiert und das Pellet in PBS-MM (s. 5.1.4) geldst. Dann wird die Suspen-
sion auf Eis gestellt und bei maximaler Amplitude in 0,5-s-Intervallen fiir 5 min sonifi-
ziert. Jetzt wird die Zellsuspension 30 min bei 4 °C und 5000 rpm abzentrifugiert und
dann 50 % GST-"beads" (ca. 1 ml "beads" fiir 250 ml Zellen) zugegeben und fiir eine
halbe Stunde im Kiihlraum unter stindiger Bewegung inkubiert.

Im Anschluss werden die "beads" abzentrifugiert, zweimal mit PBS-MM gewaschen
und mit 1 ml PBS-MM in Mikroreaktionsgefdfle iiberfiihrt. Nach einem erneuten
Waschschritt wird schlieSlich PBS komplett entfernt.

Um das GST-Fusionsprotein zu eluieren, kann entweder eine Glutathion-Losung (30 mg
Glutathion auf 10 ml 25 mM Tris, pH 8,0) verwendet werden oder mit Laemmli-Puffer
10 min aufgekocht werden. Das Protein wird auf einem SDS-Polyacrylamidgel kontrol-

liert.

5.2.10 Bestimmung des Proteingehaltesvon Zellextrakten

Es werden 1-10 pl Proteinextrakt in 1 ml Bradford-Reagenz (1:5 mit ddH,0O) pipettiert,
die Losung wird gut gemischt und die Extinktion im Spektralphotometer bei 595 nm
gemessen. Der Poteingehalt kann dann iiber eine mit bekannten Konzentrationen von

BSA erstellte Eichgerade ermittelt werden.
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5.2.11 Untersuchung von DNA/Protein-Interaktionen

5.2.11.1 Der "Electrophoretic Mobility Shift Assay" (EMSA)

5.2.11.1.1 "Annealing" von Oligonukleotiden

Um die Bindung von Proteinen an DNA-Motive zu untersuchen, werden komplemen-
tire, einzelstringige Oligonukleotide mit der zu untersuchenden Sequenz zu einem
Doppelstrang zusammengefiigt ("annealing"). Hierzu werden die kommerziell erworbe-
nen Einzelstrang-Oligonukleotide in einer Pufferlosung aufgenommen und in einen auf
Maximaltemperatur (knapp 100 °C) vorgeheizten Heizblock gestellt. Ein Ansatz ent-
hielt in der Regel:

50 ul Oligonukleotid 1 (upper)

50 ul Oligonukleotid 2 (lower)

12 pl 10x Orange-Puffer (kommerzieller Restriktionspuffer)
8 ul ddH,O

Der Heizblock wurde dann - nach Abschaltung - abgedeckt {iber Nacht in den Kiihlraum
gestellt.

5.2.11.1.2 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der E. coli DNA-Polymerase I konnen 3'-Enden von
DNA-Fragmenten aufgefiillt werden. Dabei wird der komplementire 5'-Uberhang als
"template" benutzt. Zur radioaktiven Markierung von bereits durch "annealing" anei-

nandergelagerten Oligonukleotiden wurde folgender Ansatz hergestellt:

1,0 pl "Annealing"-Mix (50 ng DNA)

1,5 ul 10x Klenow-Puffer oder Orange Puffer

0,5 ul ANTP-Mix "ohne C", entspricht je 2 nmol dGTPs , dTTPs, dATPs
1,5 ul [a**P]dCTP

0,5 ul Klenow-Polymerase, mit ddH,O auf 15 pl aufgefiillt.
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Nach Zugabe des Enzyms wird 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Reaktion
dann durch Zugabe von 5 pl "blue juice" (s. 5.1.4) gestoppt.

Unphosphorylierte 5'-Enden konnen alternativ auch mit Hilfe der T4-Polynukleotid-
kinase (PNK) markiert werden. Der Ansatz fiir diese Reaktion enthilt in 20 ul 50 ng
DNA, 2 pl PNK-Puffer, 2 ul [y**P]JdATP und eine Einheit T4-Polynukleotidkinase.
Diese Reaktion wird eine Stunde bei 31 °C inkubiert und dann gestoppt.

Um den jeweiligen Ansatz von freien Nukleotiden zu befreien, wird er auf ein 10-%iges
Polyacrylamidgel aufgetragen und fiir ca. 3 Std. bei 150 V aufgetrennt. Die Bande des
markierten Oligonukleotides wird dann mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA
eluiert (s. 5.2.4.2). Die Aktivitdt der radioaktiven Probe wird im Szintillationszéhler

mittels Cerencov-Messung bestimmt.

5.2.11.1.3  Der "Bandshift-Assay"

Um festzustellen, ob ein Protein in vitro an eine bestimmte DNA-Sequenz bindet, wer-
den die Proteine mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden inkubiert, die die entspre-
chenden Sequenzmotive enthalten. Entstehende Komplexe werden an einem Polyacryl-
amidgel (s. 5.2.3.2) aufgetrennt und sichtbar gemacht. Wird DNA von Protein gebun-
den, wandert sie langsamer im Gel und ist somit leicht von ungebundener DNA zu tren-
nen. Unspezifische Bindung an die Probe wird durch Zusatz eines vielfachen Uber-
schusses eines Kompetitors - wie poly(dl/dC) oder auch sonifizierter Lachs-Spermien-
DNA - verhindert. Um die spezifische Bindung zusétzlich zu beweisen, kann das ent-
sprechende, nichtmarkierte Oligonukleotid zugesetzt werden, das mit der markierten
Probe um die Proteinbindung konkurriert und die Entstehung der spezifischen radioak-

tiv markierten Komplexe verhindert. Ein EMSA-Ansatz bestand in der Regel aus:

Probe Kompetitoren | Kernproteine | 3x Bindepuffer | poly(dl/dC) | ddH,O

2ul 1 ul ca. 4 ug S5ul 1 pl auf 15 ul
(5000 cpm) | (25 bzw. 50 ng)

Die radioaktive Probe wurde zuletzt zugegeben, und die fertigen Anséitze wurden etwa
eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Dann wurden die Reaktionen auf ein bereits 2 Std.

bei 220 V vorgelaufenes 5-%iges Polyacrylamidgel parallel zu einem Farbmarker auf-
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getragen. Nach dem Lauf (ca. 2,5 Std. bei 220 V in 0,4 TBE) wird das Gel vorsichtig
von einer Glasplatte befreit und ca. 15 min in eine Fixierungslosung mit 10-%iger
Essigsdure gelegt. Dann wird eine doppelte Lage Whatman-Papier auf das Gel gelegt,
kurz angestrichen und von der Platte abgezogen. Mit Haushaltsfolie bedeckt wird das
Gel nun fiir etwa '5-1 Std. bei 80 °C auf dem Geltrockner getrocknet. Dann wird der
EMSA entweder auf Film, oder zur schnellen Analyse, auf eine Phosphor-Imager-Platte

aufgelegt.

5.2.11.2 "Footprinting"

Durch das sogenannte "Footprinting" lassen sich Stellen der DNA identifizieren, an
denen ein Protein-Kontakt besteht, weil der Schutz der Proteinbindung den Abbau der
DNA durch DNase verhindert.

Fiir den Versuch wurde eine einstrangige, radioaktiv markierte DNA-Sonde eingesetzt
(s. 5.2.6.4). Es wurde zunéchst ein Reaktionsansatz mit der DNA-Sonde, dem unspezifi-
schen Kompetitor poly(dI/dC), 10 % PVP und TE-Puffer pripariert und auf Eis gestellt.
Als Protein wurde ein GST-Fusionsprotein fiir NF-AT1 (s. 5.2.9.3) sowie das GST-
Protein alleine in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Um die Komplexierung
der DNA mit dem Protein zu erleichtern, wurden die Proben 60 min in dem Inkubati-
onspuffer "Puffer Z" (s. 5.1.4) inkubiert. Ein typischer Reaktionsansatz enthielt 25 pl
des radioaktiven Mixes, 1 pl Protein und 20 pl Pufferlosung.

Dann wurden die Proben vom Eis genommen und nach 2 min mit 50 pl 5 mM CaCl, /
1,5 mM EDTA und 10 pul DNase I versetzt. Nach Mischen der Probe wurde erneut 2
min inkubiert, dann die Reaktion durch Zugabe von 100 pl "Stop-Puffer" (s. 5.1.4) be-
endet. Dann erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion und eine Ethanol-Prizipitation.
Nach dem Waschen des Pellets wurde es in 3 pl Formamid aufgenommen, und die

Probe auf ein denaturierendes, harnstofthaltiges (7 %) Polyacrylamidgel aufgetragen.

5.2.11.3 "Chromatin-lmmunopré&zpitation" (ChlP)

Um die Bindung von Kernproteinen an die DNA auch in vitro nachzuweisen, werden

Zellen mit einer Formaldehyd-Losung (s. 5.1.4) behandelt, die dazu fiihrt, dass die Pro-
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teine auch bei der spiateren DNA-Isolierung fixiert bleiben ("crosslink"). Das Experi-
ment wurde mit Thymus-Zellen von etwa 4 Wochen alten Mausen durchgefiihrt. Zuerst
wurde der entnommene Thymus durch ein Zellsieb ("cell-strainer") gestrichen und in
DMEM-Medium suspendiert. Im Anschluss daran wurden je 10 ml der Thymus-Zell-
suspension mit 1 ml Formaldehyd-Losung 15 bzw. 45 min auf Eis inkubiert. Die Form-
aldehyd-Reaktion wurde durch Zugabe von Glycin bis zu einer Endkonzentration von
0,125 M gestoppt.

Dann wurde die Zellsuspension 5 min bei 4 °C und 1500 rpm abzentrifugiert, das Pellet
einmal mit kaltem PBS (s. 5.1.4) gewaschen, in 10 ml des "Lysis-Puffers" (s. 5.1.4)
resuspendiert und im Kaltraum fiir 10 min inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen
erneut pelletiert, in "Puffer I" aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur zum
Schwellen gebracht. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet in "Puffer II" re-
suspendiert und bei maximaler Einstellung 10-mal 20 s sonifiziert. Danach wird das
Volumen neu bestimmt, Sarkosyl (0,5%) und CsCl (576,8 pg/ml) werden zugegeben,
und es wird 36 Std. im SW 55 TI Rotor bei 40 000 rpm zentrifugiert.

Aus den Zentrifugenrbhrchen werden dann 0,5-ml-Fraktionen durch vorsichtiges Punk-
tieren des Bodens in Mikroreaktionsgefille gesammelt. Auf einem 1-%igen Agarosegel
werden die DNA-haltigen Ansitze identifiziert und in einem 50 ml Réhrchen gesam-
melt. Dann wird in 5 Liter kaltem "Dialyse-Puffer" (s. 5.1.4) zweimal (4 Std. bzw. iiber
Nacht) in 25-mm-Membranen dialysiert.

Je 500 pl Chromatin-Losung wird dann an RIPA-Puffer-Konditionen angeglichen (s.
5.1.4), 5 ng des gewiinschten Antikorpers werden fiir die Prizipitation zugegeben, und
auf dem Schiittler tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nichsten Tag werden 40 pl in RIPA-Puffer gequollene und iiber Nacht mit Lachs-
Spermien-DNA geblockte Protein-"beads" zu dem Prizipitationsansatz dazugegeben
und fiir weitere 3 Std. im Kiihlraum geschiittelt. Dann wird mehrmals mit RIPA-Puffer
unter Zusatz von 0,5 M NaCl und 100 pg/ml t-RNA gewaschen. Schlielich wird durch
Zusatz von 100 pl TE-Puffer mit 0,5 % SDS und Proteinase K (Endkonzentration 200
ng/ml) wihrend der Inkubation bei 55 °C 3 Std. und 65 °C iiber Nacht die DNA-Bin-
dung der Proteine wieder aufgehoben. Die DNA-Ansétze werden nun durch zweimalige

Phenol/Chloroform- und einmalige Chloroform-Extraktion gereinigt (s. 5.2.1.2) und mit
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20 pg Glykogen prézipitiert. Sie konnen dann, in 100 pl TE geldst, fiir die PCR

eingesetzt werden:

PCR-Ansatz: PCR-Programm:
Immunoprizipitierte DNA 20,0 pl

10 mM dNTPs 1,0 pl 94 °C 9 it

10x PCR-Puffer (mit MgCl,) 5,0 ul 94 °C e

Primer #1 0,5 ul 56 °C 30s 30 Zyklen
Primer #2 0,5 ul 72 °C 30s
TaqPolymerase 0,5 pl 72 °C 2 min

ddH,0O 22,5 ul 4°C —

52114 Der Bio-"Pull down"-Assay

Im "Pull down"-Experiment kann das Bindungsverhalten von Proteinen an ein DNA-
Motiv untersucht werden. Eine Biotin-Markierung der Oligonukleotide (s. 5.1.12) er-
moglicht eine Kopplung der DNA an Streptavidin-Perlen (s. 5.1.3). Dadurch kann die
DNA nach Inkubation (bei 4 °C, 30 min auf dem Schiittler) mit Proteinextrakten (s.
5.2.9.2) mittels Zentrifugation (bei 4 °C mit 2500 rpm, 5 min) isoliert werden. Im
nichsten Schritt werden dann die gebundenen Proteine eluiert und somit selektiv ge-
wonnen. Die Identifikation dieser Proteine erfolgt nun mit Hilfe eines "Western Blots"

(s. 5.2.12).

5.2.12 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und " Western Blot"

Die Fraktionierung und Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekularge-
wichtes erfolgt mit denaturierenden Polyacrylamidgelen. Sie bestehen aus einem 4-
%igen Sammelgel und einem 6- bis 15-%igen Trenngel mit unterschiedlichen pH-Wer-

ten.
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Trenngel (10 ml) 1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30 %) 2,0-5,0 ml
10 % SDS 0,1 ml
ddH,O 5,3-2,3 ml
10 % APS 0,1 ml
TEMED 8,0 ul
Sammelgel (10 ml) 1,0 M Tris pH 6,8 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (30 %) 1,7 ml
10 % SDS 0,1 ml
ddH,0O 6,8 ml
10 % APS 0,1 ml
TEMED 10,0 pl

Zuerst wird eine Glasplatte, die mit zwei "Spacern" von einer ebenso groflen Keramik-
riickflache getrennt ist, zum Gieen des Gels in eine Vorrichtung senkrecht eingespannt.
Dann wird die Trenngel-Losung hergestellt und so eingegossen, dass die Platte zu etwa
¥, gefiillt ist. Das Trenngel wird mit einem Butanol/Wasser-Gemisch {iiberschichtet,
damit es gleichmiBig polymerisiert. Ist das Gel fest, gieft man das Gemisch wieder ab
und fiillt die Platte bis zum Rand mit Sammelgel-Losung. Dann wird der Kamm zur
Aussparung der Ladetaschen eingesetzt.

Zur Auftrennung der Proteine in dem SDS-Gel verwendet man einen glycinhaltigen
Laufpuffer. Der isoelektrische Punkt von Glycin liegt ungeféahr bei einem pH von 6. Bei
niedrigem pH liegt Glycin deshalb in protonierter und bei héherem pH in anionischer
Form vor. Im Sammelgel mit seinem niedrigen pH-Wert kdnnen deshalb die Chlorid-
Ionen als Leitionen schneller wandern als die protonierten Glycinionen (Folgeionen),
und es kommt zur Ladungstrennung. Dadurch entsteht lokal eine erhohte Spannung, die
dazu fiihrt, dass die Proteine beschleunigt werden und unabhédngig von der Grofle fast
zur gleichen Zeit das Trenngel erreichen. Im Trenngel fithrt nun der hohere pH-Wert
dazu, dass Glycin in die anionische Form wechselt und genau so schnell im elektrischen
Feld wandert, wie das Chlorid-Ion. Auf diese Weise werden die Proteine jetzt nach ihrer

GrofBe aufgetrennt.
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Fiir die Analyse im "Western Blot" wurden in der Regel 10 bis 20 pug der Proteinex-
trakte (s. 5.2.9) eingesetzt. Zuerst wird dem Extrakt Laemmli-Puffer zugesetzt, nach
gutem Mischen werden die Proteine dann im Heizblock bei 100 °C 5 min denaturiert.
Im Anschluss daran wird kurz zentrifugiert und das Gel geladen. Der Lauf erfolgt bei 10
V/cm mit SDS-Elektrophorese-Puffer mit 0,1% SDS.

Nach der Elektrophorese wird die Glasplatte vorsichtig entfernt, das Gel abgezogen und
auf eine mit Transferpuffer (s. 5.1.4) befeuchtete Nitrocellulose-Membran gelegt. Diese
wird zwischen feuchtes Whatman-Papier eingelegt und {iber Nacht in Transferpuffer bei
400 V geblottet.

Am nichsten Tag konnen die Proteine auf der Membran zunédchst mit Ponceau-Rot
sichtbar gemacht werden. Danach wischt man die Membran zur Entfarbung mit ddH,O
und beginnt den spezifischen Proteinnachweis. Zum Blockieren unspezifischer Bindung
inkubiert man die Membran zunichst fiir eine Stunde in 5 % Milchpulver in PBS mit
0,05 % Tween. Dann wird der erste, spezifische Antikorper, in entsprechender Milchlo-
sung verdiinnt, auf die Membran gegeben und fiir eine weitere Stunde bei Raumtempe-
ratur auf dem Schiittler inkubiert.

Dann wird die Membran mehrere Male in PBS mit 0,05 % Tween gewaschen (einmal
15 min und dreimal 5 min) und schlieBlich mit dem sekundaren Antikorper, der gegen
den ersten gerichtet und an Peroxidase gekoppelt ist, inkubiert. Im Anschluss daran
wird die Membran wie zuvor gewaschen.

Um die spezifische Proteinbindung sichtbar zu machen, wurde das ECL-System einge-
setzt (s. 5.1.6). Mit Hilfe der ECL-Komponenten kann man durch Lichtemission Anti-
gene detektieren, die an Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Antikorper gebunden sind.
Die Peroxidase katalysiert im alkalischen Milieu die Oxidation von Luminol. Wenn
Luminol in den Grundzustand zurtickfillt, wird Licht erzeugt, das durch die Exposition
eines Filmes sichtbar gemacht werden kann. Diese Reaktion erfolgt sehr schnell mit
einem Maximum bei 5-20 min und hat eine Halbwertszeit von etwa 60 min.

Nach dem letzten Waschen wird die Membran angetrocknet und zwischen eine Klar-
sichtfolie eingelegt. Eine 1:1-Mischung beider ECL-Komponenten wird eine Minute auf
die Membran gegeben und dann ein Film angelegt. Je nach Stirke des erwarteten Sig-

nals werden verschiedene Expositionen unterschiedlicher Dauer durchgefiihrt.
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5213 RNA-Prgparation und " RNA-Protection-Assay"

52131 Gewinnung von RNA

Fiir die RNA-Préparation wurde das Trizol-Reagenz der Firma Gibco nach den Anga-
ben des Herstellers verwendet. Zusétzlich wurde, um Gewebezellen zu homogenisieren,

der "Rneasy-Quiashredder" von Quiagen eingesetzt.

5.2.13.2 Der "RNase-Protection-Assay”

Die Durchfiihrung des "RNase-Protection-Assays" (Riboquant) erfolgte mit Hilfe des
Kits von Pharmigen in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers. Mit Hilfe des spezi-
fischen Primers fiir den proximalen Ick-Promotor wurde zur Herstellung der sequenz-
spezifischen RNA-Sonde genomische DNA amplifiziert und in einen Transkriptions-
vektor des T7-Bakteriophagen (s. 5.1.13.4) kloniert. Durch die Transkription mit der
Bakteriophagen-RNA-Polymerase und radioaktiv markierten Nukleotiden entstand eine
grofBe Anzahl radioaktiver RNA-Molekiile mit der zu dem Typ-I-Transkript komple-
mentéiren Sequenz. Bei der Inkubation mit RNA lagern sich korrespondierende RNA-
Strdnge aneinander, die vor dem Abbau durch RNase geschiitzt sind. Die zusammen-
gelagerten Komplexe konnen durch die radioaktive Markierung der Sonde nach Auf-

trennung auf einem denaturierenden Gel sichtbar gemacht werden.

5.3 Abkirzungen

Olm eeteeentee et e et e it e e et e s Anti-

A e Adenosin

ADBD. i, Abbildung

Adh o, Alkoholdehydrogenase

AIDS ..o Acquired Immune Deficiency Syndrome
AP-1 o, Activator Protein 1

DD e Basenpaare
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DZW. e beziehungsweise

OC e Grad Celcius
e Cytosin

€A% e Calcium(-Ion)

CD e cluster of differentiation, cluster determinant
CDNA e, copy-DNA

CHIP ..o Chromatin-Immunoprézipitation
CIM ettt Centimeter

1470) 1 R SRPRSIN counts per minute

CSA o Cyclosporin A

DAG .o Diacylglycerin

DBD i DNA-bindende Domine
DC-Foli€ ..coovviieeiiiieiieieeeee, Diinnschicht-Chromatographie-Folie
ACTP e, Desoxicytosintriphosphat
ddH20 i doppelt destilliertes Wasser
AdANTP oo Didesoxynukleotide

AI/AC ..o desoxy-Inositol/desoxy-Cytosin
DNA e Desoxiribonukleinsédure
DN-Zelle ...cooveieiieiieiieieeeee, "doppelt negative"-Zelle
DP-Zelle ...ccoovvveiieiieieeieeen "doppelt positive"-Zelle

EBE .o Ets-bindendes Element

EMSA .o Electrophoretic Mobility Shift Assay
EtBIr e Ethidiumbromid

FCS e, fetales Kéalberserum

FK 506 oo, Tacrolimus

G o Guanin

ED et Glykoprotein

GST oo Glutathion-S-Transferase

GTP e Guanosintriphosphat

HMG ..o, High Mobility Group

[ e Immunglobulin

I oo Interleukin
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TIP3 e Inositoltrisphosphat

KD e, Kilobasen

L Liter

ICK e lymphoid T-cell protein tyrosine kinase
L weniveeireeneeereenieeereenteeeseesnreenne e Mikrogramm

M molar

MHC ..o major histocompatibility complex
MHC ..o Haupthistokompatibilitdtskomplex
NI e Minute

ML e Milliliter

MM L millimolar

MRNA .. Messenger-RNA

NF-AT oo Nuclear Factor of activated T-cells
NN et Nanometer

OD optische Dichte

PAGE ..o, Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR .o Polymerase Kettenreaktion

PIPy oo, Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat
PKC Proteinkinase C

PNK e Polynukleotidkinase

POS. e, Position

PTK oo Proteintyrosinkinase

LU e, relative luciferase units

RNA Lo, Ribonukleinsédure

150) 11 EOROO USRS rounds per minute

S ettt ettt ettt ettt Sekunde

S et ettt ettt e ettt e e siche

SAP i Shrimp Alkaline Phosphatase

SDS e Natriumdodecylsulfat

N & S src-homology

SOE. teviiiiiiieiiiii e sogenannt

SP-Zelle ....ooovvviiieiieiieieeie, "single positive"-Zelle (tragt CD4 oder CDS)
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Std. e Stunde
T Thymin

TAD oo transaktivierende Doméne
TCR e T-Zell-Rezeptor

Th-Zelle .....ooveviiiiiiieeee T-Helferzelle

TYT e Tyrosin

U e Unit (Enzym-Einheit)
Ve Volt

Vol e, Volumen

WE oottt wildtyp

Z. B zum Beispiel
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