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1. Einleitung

Die medizinische Tumorforschung hat sich zum Ziel gesetzt, Ursachen und Risikofaktoren
der Krebsentstehung zu definieren und auf dieser Grundlage neue Therapiestrategien zu
entwickeln. Dabei besteht ein groRes Interesse daran, einfache, therapeutisch einsetzbare
Substanzen zu identifizieren, die neben ihrer zytostatischen Effektivitat fir den Patienten
madglichst vertraglich sind und dartiber hinaus kostengiinstig hergestellt werden kénnen.

Im Rahmen dieser Bestrebungen wurde unter anderem Butyrat, das Anion der
C4 Carbonsaure zum Gegenstand grundlegender und angewandter Studien. Butyrat
entsteht natirlicherweise im Rahmen bakterieller Aufspaltung von Ballaststoffen im
Dickdarm. Besonders im Zusammenhang mit dem Kolonkarzinom ist fir Natrium-Butyrat
mehrfach eine praventive, antikanzerogene Wirkung nachgewiesen worden, die mit der
Butyrat-abhangigen Induktion des programmierten Zelltods erklart wird [1].

Diese, als Apoptose bezeichnete Elimination von Zellen ist ein grundlegender
physiologischer Prozess und spielt im Rahmen der Embryo- und Morphogenese, sowie in
der Regulation des normalen Gewebsumsatzes eine zentrale Rolle. Die Apoptose
gewahrleistet das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Zellelimination und sichert in
vielzelligen Organismen die Integritdt der Gewebe. Der grundsatzliche Unterschied
zwischen Apoptose und Nekrose wurde durch Kerr et al. definiert [2]. Die Apoptose ist aber
auch bei pathologischen Prozessen von Bedeutung, unter anderem bei
Autoimmunerkrankungen, bei radiogenen, chemotoxischen oder ischdmischen Zellschaden
und besonders in der Karzinogenese. Ein mafigeblicher Anteil an der Krebsentstehung wird
der gestérten Regulation der Apoptose zugeschrieben.

Neben den beschriebenen Einflissen auf Kolonzellen sind fur Butyrat auch Effekte im
hamatopoetischen System nachgewiesen worden. So wurde mehrfach gezeigt, dass Butyrat
die Proliferation erythroider Vorlauferzellen hemmt und dabei deren Differenzierung
induziert, was an der gesteigerten Expression der Globingene nach Butyrat-Exposition
beobachtet werden kann [3].

Untersuchungen zur Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus von Butyrat zeigen,
dass Butyrat ein Inhibitor der Histondeacetylase ist [4]. Somit kann Butyrat Einfluss auf die
strukturelle und funktionelle Organisation der DNA und folglich auf die Genexpression
nehmen. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass Butyrat durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren Einfluss auf Promotoren Apoptose-regulierender Gene nehmen kann
[5].

Promotoren wiederum sind fir die Aktivierung und Suppression von Genen
mitverantwortlich. Die Kontrollmechanismen des programmierten Zelltodes in der Zelle
werden vor allem durch die Promoter-gesteuerte Induktion proapoptotischer Gene und

Suppression antiapoptotischer Gene realisiert.



Diese Mechanismen sind derzeit Gegenstand intensiver Untersuchungen in der
molekularbiologischen Forschung. Es gilt, die exakten Wege und Regelkreise zu erkennen,
zu verstehen und gezielt zu beeinflussen.

So konnten bereits zahlreiche Apoptose-assoziierte Proteine identifiziert und Signalwege
charakterisiert werden, die auf Regulation und Ablauf der Apoptose Einfluss nehmen. Das
antiapoptotische bcl-xL Gen, ein Mitglied der bcl-2 Genfamilie, ist in hdmatopoetischen
Zellen ein wichtiger Faktor zur Regulation des Uberlebens und der Zellreifung. Es besitzt

besonders in der erythroiden Differenzierung eine Schlisselrolle [6], [7].

Ziel dieser Arbeit ist es zum einen, den Einfluss von Butyrat auf die Aktivierung des
Promoters des Apoptose-regulierenden bcl-xL Gens im Rahmen der Erythropoese zu
analysieren und sekundér Hinweise auf die Expression des Apoptose-regulierenden bcl-xL
Gens wahrend der Erythropoese zu gewinnen. Zum anderen sollen hier zellulare Effekte von
Butyrat auf die Apoptose bzw. das Proliferationsverhalten von Ba/F3-Zellen, einer IL-3

abhangigen Pro-B-Zell-Linie, untersucht werden.



2. Stand der Forschung
21 Butyrat und durch Butyrat vermittelte Wirkungen

Butyrat ist das Anion der kurzkettigen C4-Carbonsdure Buttersadure. Im menschlichen
Kérper wird Butyrat im Dickdarm als Hauptabbauprodukt der anaeroben, bakteriellen
Aufspaltung von Ballaststoffen gebildet. Es dient den Kolonschleimhautzellen als
Hauptenergiequelle und sichert sowohl ihre strukturelle Integritdt als auch ihre
Stoffwechselfunktionen. Dies ist jedoch nicht die alleinige bekannte Wirkung von Butyrat.
Butyrat werden vielfache molekularbiologisch diskrete Effekte auf diverse zelluldre
Aktivitdten zugeschrieben.

So hemmt Butyrat unter anderem die Proliferation von Kolonkarzinomzellen und
kontrolliert die terminale Differenzierung verschiedener Zelltypen, zum Beispiel auch
erythroider Vorlauferzellen.

Weiterhin konnte fur Butyrat in mehreren Systemen eine Apoptose-induzierende Wirkung
nachgewiesen werden. Die meisten Untersuchungen zur Butyrat vermittelten Apoptose
wurden an malignen Zellen durchgefiihrt, insbesondere an Kolonkarzinomzellen.

Im Folgenden sollen die vielfdltigen publizierten Butyrat-Wirkungen systematisch erldutert

werden.

Butyrat und Apoptose

Apoptose (programmierter Zelltod) ist eine physiologische Form des Zelluntergangs, die
sich von der Nekrose in Ursache, Ablauf und biologischer Bedeutung grundsatzlich
unterscheidet. Wahrend der Apoptose durchlduft die Zelle ein Programm der
Selbstzerstérung, (zumeist) mit dem Ziel, die zellulare Homdostase aufrecht zu erhalten.
Apoptotischer Zelltod ist ein wesentlicher Mechanismus bei der Morphogenese sich
entwickelnder Organismen, bei der prazisen Regulation der Zellzahl verschiedener Gewebe
und der Entfernung potentiell gefahrlicher Zellen, wie z.B. virusinfizierter Zellen, Tumorzellen
oder auch autoreaktiver Zellen [8].

Die Charakteristika der Apoptose wurden erstmals, wie bereits erwéhnt, durch Kerr et al.
1971 beschrieben.

Ein typisches Merkmal der Apoptose ist die durch Endonukleasen hervorgerufene
internukleosomale Spaltung doppelstrangiger DNA in DNA-Fragmente von ca. 185
Basenpaaren (bp) oder Vielfachen von 185bp. Diese Spaltprodukte bilden in einer
Agarosegelelektrophorese charakteristische DNA-Leitern (s. Kapitel 4.4.3. und 5.1.3).
Neuerdings wurden als eine weitere, zweite Form der Apoptose auch zelluldre
Verdnderungen mit den Charakteristika einer Autophagie mit lysosomaler Zelldegradation

beschrieben [9].



Neben der Butyrat-Forschung mit Kolonkarzinomzellen wurde die gezielte Apoptose-
induzierende Wirkung von Butyrat an einer Vielzahl weiterer Zellen, meist Malignomzellen
untersucht, wie z.B. Zellen eines / bei:

e Kolonkarzinom ([10], [11], [12], [1])

e Grofdzelliges B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom [13]

e T-Lymphozyten [14]

e chronisch myeloischer Leukamie [15]

e Mammakarzinom [16]

e Zervixkarzinom [9]

e Magenkarzinom [17]

e Pankreaskarzinom [18]

e Hepatom [19]

o Mesotheliom [20]

e Neuroblastom [21]

Es zeigten sich ganz unterschiedliche Reaktionen in Abh&ngigkeit vom Zelltyp, wie z.B. die
Induktion/Repression Apoptose-regulierender Gene, Beeinflussung des mitochondrialen

Wegs der Apoptose, Autophagie oder Induktion oxidativer Radikale.

Die Frage, Uber welchen Mechanismus Butyrat dabei direkt Apoptose ausldst oder indirekt
darauf Einfluss nimmit, ist derzeit Gegenstand aktueller Diskussionen.

So kann Butyrat den programmierten Zelltod sowohl durch mitochondriale Cytochrom c
Freisetzung und Aktivierung der Caspase-Kaskade herbeifiihren [11], [21] als auch durch
lysosomale Autophagie direkt auslésen [9]. Des Weiteren kann Butyrat Apoptose in
malignen Zellen auch durch Akkumulation von Sauerstoffradikalen verursachen, wahrend
nicht-neoplastische Zellen in der Lage sind ein erhdhtes Mal} an Sauerstoffradikalen durch
Redox-Proteine (Thioredoxin) abzubauen [22].

Indirekt kann Butyrat Uber eine Signaltransduktionskaskade Apoptose-regulierende Gene
beeinflussen. Die Gene der bcl-2 Familie, wie zum Beispiel die antiapoptotischen Gene bcl-2
und bcl-x, sowie die proapoptotischen Gene bax, bak, bik und bid (s. Kapitel 2.2), deren
Proteine ihre Wirkungen bekanntermalen hauptsachlich an der Mitochondrienmembran
entfalten (mitochondrialer Weg der Apoptose), spielen dabei eine bedeutende Rolle.

So kann Butyrat durch gesteigerte Genexpression der proapoptotischen Proteinen Bax, Bak,
Bik und Bcl-xS Apoptose auslésen. Dabei aktiviert Butyrat zum Beispiel in
Kolonkarzinomzellen den Transkriptionsfaktor ,Aktivator-Protein 1“ (AP-1), der die
Genexpression des proapoptotischen Bax Proteins mit anschlieBend eintretender

Apoptose [5] induziert. Pajak B et al [11] beschrieben ebenfalls an Kolonkarzinomzellen,
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dass Butyrat via TNF-alpha-Apoptose-Weg den Gehalt an proapoptotischem Bak Protein
erhoht.

Butyrat und Bcl-xL

In dieser Arbeit ist der Blickwinkel insbesondere auf die Wirkung von Butyrat auf das
Apoptose-beeinflussende bcl-x Gen gerichtet. Mehrfach konnte bereits berichtet werden,
dass Butyrat sowohl die bcl-x mRNA, als auch die zellulare Menge des antiapoptotischen
Bcl-xL Proteins verringern und somit Uber mitochondriale Mechanismen Apoptose auslésen
kann, wie z.B. in Kolonkarzinomzellen [10], [12], T-Lymphozyten [14] oder auch in
Mesotheliomzellen [20].

Auch Uber den bereits oben erwahnten TNF-alpha Apoptose Weg kann Butyrat den Gehalt

an antiapoptotischem Bcl-xL Protein reduzieren und Apoptose induzieren [11].

Butyrat und Proliferationshemmung / Zellzyklusarrest

Butyrat bewirkt in einigen Zelltypen eine Proliferationshemmung, wie zum Beispiel in
Kolonkarzinomzellen [23] oder erythropoetischen Zellen [3].

Dies bedeutet, dass die Zellen nach Stimulation mit Butyrat nicht dem physiologischen
Ablauf des Zellzyklus folgen. Sie verbleiben in einer bestimmten Zellzyklusphase, zumeist in
der G1- oder G2-Phase. Dieser Zellzyklusstop ist oft assoziiert mit DNA-Reparatur und
Zelldifferenzierung.

Als Mechanismus der Butyrat-abhangigen Zellzyklushemmung wird unter anderem die
Aktivierung des Zellzyklusinhibitors (CdK-Inhibitor) p21 Waf1/Cip1 diskutiert [24]. p21 war
der erste entdeckte Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen. Die Regulation der
Kontrollpunkte des G1-S-Phasen-Ubergangs ist ein fein abgestimmtes Zusammenspiel von
Cyclinen, Cyclin-abhangigen Kinasen (CdK), CdK-Inhibitoren (z.B. p21Waf1/Cip1) und des
Tumorsupressors  Retinoblastomprotein. p21 hemmt die CdKs, die somit das
Retinoblastomprotein nicht phosphorylieren kénnen, wodurch das zellzyklusinhibitorische
Retinoblastomprotein in der dephosphorylierten, hemmenden Form aktiv bleibt. Dadurch
wiederum werden die Zellen am Retinoblastomprotein-kontrollierten G1-S-Phasenibergang
des Zellzyklus blockiert.

Butyrat kann daneben auch die Synthese von Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen
direkt modifizieren und somit ebenfalls Einfluss auf den G1-S-Phasen-Ubergang nehmen
[25], [13].
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Butyrat und Zelldifferenzierung
Zelldifferenzierung beschreibt die Entwicklung von unreifen Zellen aus einem wenig
spezialisierten Zustand in einen starker spezialisierten, reiferen Zustand mit
gewebetypischen Zellmerkmalen.
Seit langem ist bekannt, dass Butyrat in einer Vielzahl von Zellen Differenzierung auslost
[26], zum Beispiel in:

o Kolonkarzinomzellen [27]

e Adipozyten [28]

e embryonalen Pankreaszellen [29]

o erythropoetischen Vorlauferzellen [30]

Die Butyrat-induzierte Differenzierung erythropoetischer Vorlduferzellen zeigt sich vor allem
in der Reaktivierung der Globinsynthese. Zum einen sind Effekte auf die beta-
Globinsynthese beschrieben [30], jedoch nimmt Butyrat insbesondere auf die fetale gamma-
Globinsynthese Einfluss. Dabei steigert Butyrat die Expression des gamma-Globin-Gens
durch Induktion Butyrat-responsiver Elemente (BRE) des gamma-Globin-Gen-Promotors
[31]. Die  Transaktivierung der BRE-Sequenzen  wird unabhangig vom
Histonacetylierungsmuster Uber erythroid-spezifische und -unspezifische
Transkriptionsfaktoren vermittelt [32]. Butyrat wirkt zudem synergistisch mit dem EPO-co-
stimulierenden Faktor kit-Ligand in der erythroiden Differenzierung [33].

Die durch Butyrat induzierte gamma-Globin Synthese ist Teil klinischer Studien zur Therapie
der Beta-Haemoglobinopathien (Sichelzellandmie, beta-Thalassaemie). Dabei wird die
Butyrat-Therapie mit EPO ergénzt, um die proliferationshemmende Wirkung von Butyrat zu
kompensieren [34].

Weitere molekulare Effekte von Butyrat in der extra- und intrazelluldren Signaliibertragung
der Erythropoese und Hdmoglobinsynthese beziehen sich auf die Modulation der Mitglieder
der Familie der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die an der intrazelluldren
Signaltransduktion wahrend der Erythropoese und erythroiden Differenzierung beteiligt sind
[35].

Ebenso kann Butyrat in erythropoetischen Zellen die Januskinase 2 (JAK2) aktivieren und
den in der Erythropoese wichtigen JAK-STAT5 Signalweg induzierten [36].

Butyrat nimmt des Weiteren Einfluss auf Transkriptionsfaktoren der Erythropoese wie zum

Beispiel:
e GATA1, NF-E2 [37]
e SP1[35]
e STAT5]3]
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Ein Einfluss von Butyrat auf die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kappaB, die auch in der
Erythropoese eine bedeutende Rolle spielen, konnte bisher nur in nicht-erythroiden Zellen

wie z.B. der myeloischen Zellreihe gezeigt werden [38], [39].

Butyrat als kompetitiver Inhibitor der Histondeacetylase

Der erste Hinweis auf molekulare Ansatzpunkte der zellbiologischen Butyrat-Wirkungen
wurde 1977 von Riggs et al. beschrieben [40], die fur Butyrat bereits eine
histonmodifizierende Wirkung nachweisen konnten. Heute ist bekannt, dass Butyrat als
kompetitiver Hemmer die enzymatische Aktivitat der Histondeacetylase blockieren
kann, wodurch eine Hyperacetylierung der Histone resultiert.

Die Histondeacetylase ist zusammen mit ihrem Gegenspieler Histonacetyltransferase fiir
das Acetylierungsmuster von Histonproteinen verantwortlich. Beide Enzyme stehen in einem
fein regulierten Gleichgewicht [41]. Histone sind die Hauptproteine des Chromatins. Das
Acetylierungsmuster der Histonproteine, die der ,DNA-Verpackung® dienen, ist fur die
strukturelle und funktionelle DNA-Organisation verantwortlich und beeinflusst die Induktion
bzw. Inhibition vieler Zellkern-assoziierter Prozesse, wie z.B. DNA-Replikation, DNA-
Transkription oder DNA-Abbau [42]. Dabei bewirkt die (Hyper-) Acetylierung eine gewisse
Lockerung der Chromatinstruktur, die es Replikations-, Transkriptions- oder auch
DNA-abbauenden Enzymen erleichtert, in Wechselwirkung mit der DNA zu treten [43].
Tumorzellen umgehen den programmierten Zelltod, indem durch unkontrollierte Aktivitat der
Histondeacetylase die DNA-Struktur durch Deacetylierung der Histonproteine verdichtet
wird. Dadurch wird die Genexpression allgemein, insbesondere aber die Expression
Apoptose-regulierender Gene erschwert.

Von den Histondeacetylase-Inhibitoren ist bekannt, dass sie je nach ihrem inhibitorischen
Potenzial die Chromatinstruktur durch Hyperacetylierung lockern kénnen und damit die
Genexpression erleichtern. Dies kann die verschiedenen, zuvor fir Butyrat beschriebenen
biologischen Effekte wie z.B. Hemmung der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
insbesondere in malignen Zellen auch Apoptoseinduktion auslésen [24], [22].

Die Hyperacetylierung der DNA als Ursache einer modulierten Genexpression ist jedoch in
vitro bei prokaryonten Zellen ohne Histon-organisierte DNA respektive bei Untersuchungen

mit Plasmid-DNA ohne Bedeutung.
Weitere Effekte von Butyrat

Abgesehen von den oben beschriebenen Wirkungen besitzt Butyrat weitere, zum Teil
indirekte Effekte auf die Zelldynamik.
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Butyrat hat zum Beispiel auch immunmodulatorische Wirkung, indem es durch vermehrte
Kernausschleusung des Transkriptionsfaktors NFAT die IL-2 Expression und somit die T-
Zell-Aktivierung hemmt [44].

Bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hat Butyrat eine entziindungshemmende
Wirkung [45], indem es die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kappaB in Monozyten
hemmt. Dies fihrt zu einer Verringerung der Synthese des proinflammatorischen Zytokins

TNF-alpha und zu einer Hemmung der Entziindungsreaktion bei Colitis ulcerosa.

Trotz der bisherigen umfangreichen Forschungsergebnisse Uber die Wirkung von Butyrat
und seiner vielfaltigen =zellularen und molekularen Effekte bleiben die genauen
Mechanismen nach wie vor unklar. So konnten fur Butyrat weder konkrete Ansatzpunkte in
der Signaltransduktion exakt identifiziert werden, noch die Wechselwirkung zwischen Butyrat

und Transkriptionsfaktoren oder cis-Elementen der DNA aufgeklart werden.

2.2 bcl-x Gen - Bcl-x Protein

Das bcl-x Gen (Chromosom 20 q11.2) codiert flr ein Protein, das zur Apoptose-
regulierenden bcl-2 Familie gehért.

Die bcl-2 Gen-Familie wurde nach dem bcl-2 Gen (bcl-2: ,B-Cell-Lymphoma 2%) benannt.
Das bcl-2 Gen (Chromosom 18 g21.3) ist in Zellen eines follikuldren B-Zell-Lymphoms in
den Bereich der Gene fiir die Immunglobuline auf Chromosom 14 transloziert [46]. Diese
Chromosomen-Translokation t(14;18) bewirkt eine unkontrollierte Expression des bcl-2
Gens durch den Immunglobulin-Enhancer mit nachfolgend unkontrolliertem Zellwachstum
[47].

bcl-x Gen

Ebenso wird das bcl-x Gen in einer Vielzahl von malignen Zellen aufgrund seiner
antiapoptotischen Wirkung fir eine ungebremste Zellproliferation verantwortlich gemacht,
wie z.B. in  hamatoproliferativen  Erkrankungen, bei  Kolorektalkarzinomen,
Magenkarzinomen, Prostatakarzinomen, Mammakarzinomen  oder  auch bei
Ovarialkarzinomen [48]. In der Zell- und Organentwicklung wéhrend der Embryogenese
spielen bcl-x assoziierte antiapoptotische Effekte dagegen eine zentrale, physiologische
Rolle [49].

Das bcl-x Gen besitzt zwei codierende, d.h. translatierbare Exone, namentlich Exon Il und
lll. Der Translationsstartpunkt befindet sich in Exon Il. Die Exone la und Ib sind nicht-
codierend und liegen im 5’-Bereich vor dem Exon Il (vgl. Abb. 2.4).

Die Transkripte der Exone Il und Il werden durch den Spleissprozess zu einer bcl-x mRNA

zusammengeflgt, die fur das Bcl-xL Protein codiert [50], [51]. Haufig sind der mRNA von

14



Exon Il und Ill RNA-Sequenzen entweder des Exons la oder des Exons Ib vorangestellt. Der
Spleissprozess ist jedoch variabel und kann je nach Zellart und Zellstimulation auch zu
alternativen Isoformen der bcl-x RNA flihren. Man unterscheidet die am haufigsten
transkribierte lange mRNA Form bcl-xL (L = ,long“), eine kurze mRNA Form bcl-xS (S =
,short), sowie seltene Alternativsplei3produkte (bcl-x gamma, bcl-x beta, bcl-x deltaTM)
[52], [53], [54], [59], [56].

Gemal den Gentranskripten, entstehen auch in Form, Funktion und Eigenschaften
unterschiedliche Bcl-X Proteine, von denen allerdings nur Bcl-xL und Bcl-xS gut untersucht

sind.

Bcl-2 Proteinfamilie
Ganz allgemein kdnnen die Proteine der Bcl-2-Familie in drei Untergruppen eingeteilt
werden. Auf der einen Seite der Apoptoseregulation befinden sich die antiapoptotischen
Proteine Bcl-2, Bel-xL und Mcl-1. Als Gegenspieler agieren die proapoptotischen Proteine
Bax, Bak und Bcl-xS.
Die dritte Untergruppe bilden die ,BH3-Proteine“ Bik, Bim, Bid und Bad, die ebenfalls

vorwiegend proapoptotisch wirken [57].

o —8 O 8 & b2 Bx
- 8 - ._ Bax, Bak
8 - -_ Bcl-xS
- ._ Bik,Bim
. Bad, Bid
BH1 §9BH2
&BH3 =BH4

@@Transmembrandomiine

Abb. 2.2.a: Schematische Struktur der Proteine der Bcl-2-Familie. Die antiapoptotischen Proteine Bcl-
2 und Bcl-xL bestehen aus den Doméanen BH1-4 und einer Transmembrandoméane am C-Terminus.
Bax, Bak, Bcl-xS, Bik, Bim, Bad und Bid sind proapoptotische Proteine. Bax und Bak besitzen keine
BH4 Domane. Bcl-xS fehlt die BH1 und BH2 Domane. Bik, Bim, Bid und Bad sind reine BH3-Proteine.
Ebenso zur Bcl-2-Familie gehérend, jedoch hier nicht aufgefiihrt, sind die antiapoptotischen Proteine
Mcl-1, A1, CED-9 und Bfl-1, sowie die proapoptotischen Proteine DIVA und Egl-1.

Die Proteine der Bcl-2 Familie, die eine Transmembrandoméne besitzen, kontrollieren
Abldufe der Apoptose vorwiegend an intrazelluldaren Membranen, insbesondere an der
Mitochondrienmembran. Die Proteine ohne Transmembrandoméne befinden sich nicht an

Organellen gebunden im Zytosol.
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Bcl-xL Protein

Bcl-xL ist ein wirkungsvoller Inhibitor der Apoptose, wéhrend Bcl-xS interessanterweise
proapoptotisch wirkt. Bcl-xL besteht aus 233 Aminoséuren und hat einen ahnlichen Aufbau
wie das Bcl-2 Protein (236 Aminosduren) mit zwei zentralen, hauptséchlich hydrophoben
Alpha-Helices, die von sechs amphiphilen Alpha-Helices umgeben werden [58], [59]. Diese
Helices bilden vier Domanen (,bcl-2 homologe domains® BH 1-4) und eine
Transmembrandoméane am C-Terminus, wie in Abbildung 2.2.a und 2.2.b dargestellt. Dabei
dient die Transmembrandomane der Verankerung an intrazellularen Membranen,
insbesondere an der Mitochondrienmembran [60].

Die alternativen Spleil3-Produkte des bcl-x Gens bcl-x beta, bcl-x gamma, bcl-x deltaTM
codieren fur Proteine, die in ihrer Struktur und antiapoptotischen Funktion mit dem Bcl-xL
vergleichbar sind. Ihnen fehlt jedoch die Transmembrandomé&ne am C-Terminus. Daher
kénnen sie nicht an intrazelluldre Membranen binden und befinden sich im Zytosol.

Die BH1 und BH2 Domane des Bcl-xL sind hauptverantwortlich flr die antiapoptotische
Wirkung des Proteins. Die BH1 und BH2 Domane der proapoptotischen Proteine Bax und
Bak spielen fur die direkt Apoptose-induzierende Wirkung die entscheidende Rolle. Die
Bedeutung der N-terminalen BH4 Doméane (Schleifendomane, geringste Homologie
zwischen Bcl-2 und Bcl-xL) liegt am ehesten in einer negativen Rickkopplung, da BH4-
Deletionsmutanten von Bcl-xL und Bcl-2 eine qualitativ und quantitativ starkere
antiapoptotische Wirkung aufweisen [61].

Bcl-xL bildet Gber eine ,Taschen-Formation“ der Domédnen BH1, BH2 und BH3 mit den
proapoptotischen Proteinen Heterodimere (Abb. 2.2.b). Die Dimerisation zwischen Bcl-xL
und Bax oder Bak blockiert je nach Konzentrationsgefalle die proapoptotische Bax- [62] bzw.
Bak-Wirkung [63] oder die antiapoptotische Bcl-xL Wirkung. Die Dimerbildung von Bcl-xL mit
den BH-3-Proteinen Bim oder Bad wirkt indirekt apoptoseférdernd, indem Bim- oder Bad das

Bcl-xL daran hindern, Bax bzw. Bak durch Heterodimerisation zu blockieren [64].

Abb. 2.2.b: Heterodimerisation von Bcl-xL mit einem BH3 Protein (griin). BH1 und BH2 Doméne des
Bcl-xL formen eine hydrophobe Tasche (gelb), in der die BH3 Doméne des proapoptotischen Proteins
bindet. Der C-Terminus entspricht der Transmembrandomane, der N-Terminus der Schleifendoméne.
Links Darstellung als Protein-Faltblattstruktur, rechts Darstellung als Oberflachenreprésentation.
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Das Bcl-xS Protein, die vierte Variante des bcl-x Transkripts, entsteht ebenfalls durch
alternatives Spleifden. Bcl-xS fehlen 63 Aminoséauren, die genau der BH1 und BH2 Domaéane
von Bcl-xL bzw. Bcl-2 entsprechen. Es entfaltet seine proapoptotische Wirkung Uber die
BH3-Domane [58].

Neben der Heterodimerisation zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2
Familie mit konsekutiver Wirkungsantagonisierung werden auch Apoptose-modulierende
Wirkmechanismen fir Bcl-xL und Bax diskutiert, die eine Porenbildung in der

Mitochondrienmembran bewirken.

Bcl-xL und antiapoptotische Wirkung an den Mitochondrien

Der entscheidende Schritt zur Einleitung der Apoptose ist die Freisetzung von Cytochrom C
durch den spannungsabhéngigen Anionenkanal (VDAC, voltage dependent anion channel)
in der dulReren Mitochondrienmembran und den damit eintretenden Funktionsverlust der
Mitochondrien (Erliegen der mitochondrialen Energiebereitstellung).

Diese Freisetzung von Cytochrom C und die Durchlassigkeit des VDAC ist unter anderem
durch die Interaktion der proapoptotischen mit den antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2
Familie an der duReren Mitochondrienmembran reguliert. Extrazelluldre proapoptotische
Reize (Wachstumsfaktorentzug, Bestrahlung, DNA-Schéden) aktivieren intrazellular
proapoptotische Proteine der Bcl-2 Familie. Daraufhin bilden sich Bax-Bax-Homodimere
oder Bax-Bak-Heterodimere im Zytosol, die sich an die Mitochondrienmembran binden, eine
Konformationsénderung des VDAC bewirken und dadurch einen Cytochrom C Ausstrom ins
Zytosol auslésen. Bax-Homodimere kénnen auch selbst in der Mitochondrienmembran
einen Kanal bilden, durch den Cytochrom C ins Zytosol gelangt [57], [65].

Die Cytochrom C - Freisetzung fuhrt im Zytosol zur Bildung des Apoptosoms, einem
Komplex aus Cytochrom C, Apaf-1 und Procaspase-9 in der Gegenwart von dATP. In
diesem Komplex wird die Initiatorcaspase Caspase 9 (Cystein—Protease) aktiviert, die
wiederum die Effektoren Caspase 3 und Caspase 7 aktiviert. Letztere I16sen die fir die
Apoptose charakteristischen Zellveranderungen aus. Caspase 3 ist ein zentrales Enzym in
der apoptotischen Karyo- und Zytolyse, deren Substrate Antiapoptoseproteine wie Bcl-xL
und Bcl-2, Zellskelettproteine, Kernmembranproteine und Enzyme pro- und
antiapoptotischer Signalwege sind [66].

Neben der Heterodimerbildung mit den proapoptotischen Bax und Bak wirkt Bcl-xL auch
eigenstandig durch lonenkanalbildung in der Mitochondrienmembran antiapoptotisch bzw.
durch direkte Modifikation des Aktivitdtsgrades des VDAC. Bcl-xL verhindert die Cytochrom
C Freisetzung und somit die Einleitung der Apoptose, erhdlt dabei jedoch die
Durchléssigkeit des VDAC fir Anionen der oxidativen Phosphorylierung (ADP, Succinat)

aufrecht. Bcl-xL hat durch die Wahrung der mitochondrialen Integritédt auch einen positiven
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Einfluss auf den Redox- und pH-Status der Zelle [67]. Eine Schutzfunktion vor Oxidantien

und freien Radikalen wird fiir Bcl-xL kontrovers diskutiert [68].

2.3 bcl-x Genexpression
Allgemeine Aspekte
Die Expression vieler Gene wird durch zytokinabhangige Modulation der Transkription
erreicht. Dabei aktivieren die Zytokine spezifische intrazelluldre Signalkaskaden, die
letztendlich Gber Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Expression des Gens nehmen. Fir
das bcl-x Gen ist eine zytokinabhangige Aktivierung in verschiedenen Zelltypen
beschrieben, zum Beispiel:

e In Basophilen durch IL-3 [69]

e In myeloischen Leuké&miezellen durch /L-6 [70]

e In Mastzellen durch IL-15[71]

e In Endothelzellen [72] und in Kolonkarzinomzellen [73] durch EGF,

e In B-Lymphozyten durch CD40-Ligand [74], [48]

¢ In Makrophagen durch CSF-1 [75].

Auf die Bedeutung des Zytokins Erythropoietin und der Transkriptionsfaktoren der

Erythropoese in ihrer Beziehung zum bcl-x Gen wird im Folgenden ndher eingegangen.

bcl-x Genexpression in der Himato- und Erythropoese

Erythropoietin (EPO) ist das entscheidende Zytokin der Erythropoese. EPO ist fir die
terminale Differenzierung von erythroiden Vorlduferzellen zu reifen Erythrozyten
verantwortlich. Dabei ist die EPO-induzierte Expression des antiapoptotischen bcl-x Gens
sowie die Bcl-xL Synthese ein wichtiger Schritt fur die spate Differenzierung und das
Uberleben der erythroiden Zellen [6], [7].

EPO vermittelt seine Wirkungen auf die Zelle Uber den EPO-Rezeptor, der nach Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden Uber Transkriptionsfaktoren entsprechende Zielgene, wie
zum Beispiel das bcl-x Gen, ansteuert.

Im Folgenden werden nun die fir die Erythropoese bzw. Hamatopoese wichtigen
Transkriptionsfaktoren in ihrer Beziehung zum bcl-x Gen naher beschrieben.

STATS (Signal transducer and activator of transcription 5) ist ein zentrales Zielprotein der
EPO-Signaltransduktion [76]. Die STAT5 Aktivitat ist eng verknlpft mit der Aktivierung durch
die Tyrosinkinase JAK2 [77]. Aktiviertes STAT5 interagiert mit dem bcl-x Gen-Promoter,
fuhrt zur Expression des bcl-x Gens und verhindert dadurch die Apoptose erythroider Zellen

wahrend der erythroiden Reifung [78].
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In Ba/F3-Zellen wird der Transkriptionsfaktors STAT5 IL-3-abhangig aktiviert und kann durch
die Induktion des bcl-x Promoters Einfluss auf Zelldifferenzierung und Zelliiberleben nehmen
[79].

AP-1 (Aktivator Protein-1) ist aus Dimeren der Phosphoproteinfamilien Fos (c-Fos, FosB)
und Jun (c-Jun, JunB, JunD) aufgebaut. Fir AP-1 wurden vielfache gegensatzliche
Wirkungen bzgl. Apoptose, Zellproliferation und Zelldifferenzierung beschrieben, abhéngig
zum einen von der Zusammensetzung der Dimere aus Jun- und Fos-Proteinen und zum
anderen vom Zelltyp und den Umgebungsfaktoren. So haben in vitro Untersuchungen mit
erythroiden Zellen gezeigt, dass c-Jun nach EPO-Stimulation durch Proliferationshemmung
indirekt zur Zelldifferenzierung beitragt [80]. Die EPO-Stimulation von JunB induziert
ebenfalls die erythroide Differenzierung und fiihrt bei EPO-Entzug zu Apoptose [81]. Andere
Bestandteile des AP-1 Komplexes, wie z.B. JunD und FosB, scheinen im Rahmen der
Erythropoese EPO-unabhangig konstitutiv exprimiert zu sein [82].

NF-kappaB (Rel/Nuklearer Faktor kappa B) wird in hdmatopoetischen Zellen ebenfalls
durch EPO-Stimulation aktiviert. Daran ist héchstwahrscheinlich auch die Tyrosinkinase Lyn
beteiligt [83]. Aktiviertes NF-kappaB fihrt seinerseits zur Induktion antiapoptotischer Gene.
Besonders die Faktoren c-Rel und RelA induzieren den bcl-x Promoter und steigern damit
die Expressionsrate des bcl-x Gens [84].

GATAM1, ein weiterer Transkriptionsfaktor der Erythropoese, erhéht ebenfalls die Expression
des bcl-x Gens und férdert die erythroide Differenzierung. GATA1 scheint aber kein
unmittelbarer Bestandteil der EPO-Signalkaskade zu sein [85]. GATA-1 induziert nach IL-3
Stimulation in Ba/F3-Zellen die bcl-x Expression [86].

Die Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie, Ets2 und PU.1 induzieren in der Hdmatopoese

synergistisch den bcl-x Promoter [75].

2.4  bcl-x Promoter

Die Apoptose ist auf vielen Ebenen komplex kontrolliert, unter anderem auch auf Ebene der
Expression Apoptose-regulierender Proteine. Im Folgenden wird die Bedeutung des bcl-x
Promoters als Regulator im Rahmen der bcl-x Genexpression dargestellt.

Die bcl-x Promoterregion ist aus mehreren Promotoren und Enhancern aufgebaut, die die

Exons des bcl-x Gens regulieren.

Promoterorganisation

Der Promoter PII reguliert Exon Il und Ill. Die Exons la und Ib werden durch die
gleichnamigen Promotoren P la und P Ib reguliert [50], [51].

Promoter kénnen die Auswahl der Spleifl3stellen beeinflussen, wodurch verschiedene mRNA

Transkripte, wie in Abbildung 2.4.a dargestellt, entstehen kénnen. Gleichzeitig bieten
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verschiedene Promoter ein erweitertes Spektrum an unterschiedlichen Bindungsstellen fir

Transkriptionsfaktoren an [87].

200bp
Pl
Plb Pla
~-1866 -1300 bis 998 .664 > -644 -149 > 142
-1500 ATG
:J |/ frA—22

Exon Ib Intron Exon la Exonll Intron Exonlll

. . -397
I:I nicht translatierte Sequenz 5 Spleif- 130 o
. Ende Alternativer -
- Alternatives Exonende 3¢ Spleif- 3* SpleiR-
7 Akzeptor Hauptakzeptor
% ?

/ translatierte Sequenz

— = mRNAMI
————__——— mRNAla/ll
mRNA I

Abb. 2.4.a: Das bcl-x Gen besteht aus vier Exons (la, Ib, Il, Ill) und finf regulatorischen Sequenzen,
von denen drei Promoterfunktion haben (Promoter Pla ca. bei -664bp bis —644bp, Promoter PIb ca.
bei —1866, Promoter PIl im Bereich der Nukleotide —149bp bis —142bp). Die beiden weiteren
Kontrollregionen, ca. an Position -2721bp und -3412bp in Relation zum Translationsstartpunkt (Pecci
A, JBC, 2001, 276(24) 21062-21069), konnten bisher auf RNA Ebene nicht verifiziert werden und
besitzen wohl eher Enhanceraktivitat (hier nicht dargestellt). -998 zeigt den Beginn der in dieser
Arbeit klonierten bcl-x Promotersequenz an. ATG= Startcodon.

Im unteren Teil der Abbildung sind die Spleilvarianten der bcl-x RNA dargestellt (ohne Exon Il1).

Die Aktivierung der verschiedenen bcl-x Promoter variiert je nach Zelltyp.

In Erythroblasten werden mehr als 90% der bcl-x Transkripte Gber den Promoter P la als
Transkriptionsstartpunkt realisiert [88].

In B-Lymphozyten induziert der Transkriptionsfaktor Ets den bcl-x Promoter P Ib, wéhrend
der Transkriptionsfaktor NF-kappa den Promoter P la induziert [48].

In Mammakarzinom- und Ovarialkarzinomzellen liegt der Transkriptionsstartpunkt bei
Promotor P Ib und es konnte Gberwiegend bcl-x RNA aus den Exonen Ib/ll nachgewiesen
werden.

Dagegen dominiert in Kolonkarzinomzellen der Transkriptionsstartpunkt P la mit einem
MRNA- Splei3produkt aus den Exonen la und Il [50].
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Zelltyp Promoter RNA
Erythroblasten Pla la/ll
B-Lymphozyten (Ets) P Ib Ib/1l
B-Lymphozyten (NF-kappaB) Pla la/ll
Mammakarzinom P Ib b/l
Ovarialkarzinom P Ib b/l
Kolonkarzinom Pla la/ll

Tabelle 2.4.b: Aktivierung unterschiedlicher bcl-x Promoter und entsprechend Transkription
verschiedener mRNAs je nach Zelltyp.

Somit beeinflussen die Promoterregionen die unterschiedliche Zusammensetzung der bcl-x
RNA (Exon Il und Il entweder mit oder ohne Exon la / Exon Ib), wodurch wiederum

verschiedene Isoformen des Bcl-x Proteins synthetisiert werden kénnen.
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3. Zielstellung

Die gezielte Einflussnahme auf zellulare Aktivitdten wie Proliferation, Differenzierung und
Apoptose steht in der aktuellen medizinischen Grundlagenforschung im Mittelpunkt
experimenteller Untersuchungen.

Far Butyrat, das Anion der C4-Carbonsdure, sind vielfaltige Effekte in diversen Zelltypen
bekannt geworden. In hdmatopoetischen Vorléduferzellen hemmt Butyrat die Proliferation und
induziert die erythroide Differenzierung, aber auch die Apoptose. Es ist bisher weitgehend
unklar, Uber welche Mechanismen dabei die Genexpression veradndert wird. In der
vorliegenden Arbeit soll der Einfluss von Butyrat auf den Promoter des bcl-x Gens in
hédmatopoetischen Vorléduferzellen untersucht werden. Das entsprechende Genprodukt ist in
diesen Zellen im Ablauf antiapoptotischer Prozesse aktiviert und ist deshalb fir die
Entwicklung reifer Erythrozyten von groRer Bedeutung.

Konkretes Ziel der in dieser Arbeit beschriebenen Experimente ist die Lokalisierung Butyrat-
abhéngiger Elemente im bcl-x Promoter, sowie die Charakterisierung der Effekte von Butyrat
auf Ba/F3-Zellen. Mit den Untersuchungen soll ein Beitrag zur Aufklarung des zellularen und
molekularen Hintergrunds der Butyrat-Wirkung erbracht werden.

Dabei stehen folgende Fragen im Vordergrund:

1. Welchen Einfluss hat Butyrat auf die Proliferation von Ba/F3-Zellen?

2. Gibt es Wechselwirkungen zwischen Zytokinen und Butyrat beim Einfluss auf die
Mitogenese?
Welchen Einfluss hat Butyrat auf das Uberleben von Ba/F3-Zellen?
Kdnnen Butyrat-sensitive Regionen im Promoter des bcl-x Gens lokalisiert werden?
Welche Transkriptionsfaktoren sind in die Regulation des bcl-x Gens nach Butyrat-
Stimulation involviert?

6. Welchen Effekt hat die Promoteraktivierung auf die Genexpression?
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4. Material und Methoden
4.1 Material

Es wurden Standardchemikalien der Firma GibcoBRL verwendet. Zur gezielten
Zellstimulation wurde rekombinant murines IL-3 (rm-IL3, Biomol) verwendet. In der Arbeit
wird dies zur Vereinfachung nur als IL-3 bezeichnet. Zum Zellwachstum in der Zellkultur
wurde natives IL-3 verwendet, wie in Kapitel 4.2 beschrieben. Ebenso wurde zur gezielten
Zellstimulation rekombinant humanes EGF (rh-EGF, Tebu-Bio) eingesetzt, welches hier nur

als EGF bezeichnet wird. Chemikalien anderer Firmen sind gesondert kenntlich gemacht

4.2 Zellkultur

Samtliche Versuche wurden mit der murinen IL-3 abhangigen pro—B—Zell-Linie Ba/F3 [89]
durchgefuhrt. Der hier eingesetzte Zellklon der Ba/F3-Zellen zeichnet sich durch die stabile
Expression von EGF/EPO-Hybridrezeptoren aus, die die extrazellulare Doméane des
humanen EGF-Rezeptors und die Transmembran- und intrazellulare Domane des murinen
EPO-Rezeptors besitzen [83]. EGF-Stimulation aktiviert demzufolge bei diesen Zellen EPO-
spezifische Signalwege.

Zur IL-3 Supplementation in der Zellkultur wurden 5% (v/v) konditioniertes Medium von BPV-
Zellen (WEHI-3B Zellen) als IL-3-Quelle zugegeben [90].

Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank (Heraeus Instruments) in H,O-gesattigter
Atmosphére unter CO,—Begasung (5 % v / v) bei 37 T.

Das Standardkulturmedium setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

RPMI 1640 (Biochrom) — Ndhrmedium 500 ml

Fetales Kélberserum FKS 10 % (v/v)

Gentamycin 50 ug / mi

Mercaptoethanol (Sigma) 145 uM Tabelle 4.1:

IL-3 (konditioniertes Medium von WEHI-3B Zellen) |5 % (v / V) Standardkulturmedium

Bei Versuchen mit Wachstumsfaktorentzug entspricht das ,Kulturmedium® dem
Standardkulturmedium ohne Zusatz von IL-3.

Die Zellen wurden t&glich mit reinem RPMI 1640 gewaschen und mit neuem
Standardkulturmedium kultiviert. Dabei wurde die Zellkonzentration stets auf 1,5 — 2 x 10°
Zellen / ml eingestellt und eine Zelldichte gréRer als 5 x 10° Zellen / ml nicht {iberschritten,

um ein Uberwachsen der Zellkultur zu vermeiden.

Wachstumsfaktorentzug

Das Wachstum der pro-B-Zell-Linie Ba/F3 ist IL-3 abhé&ngig. Durch den kurzfristigen Entzug
von IL-3 kann die Zellproliferation gehemmt werden.

1 x 10’ Ba/F3-Zellen wurden mehrfach durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) pelletiert und

in RPMI 1640 Kulturmedium resuspendiert, um den Wachstumsfaktor IL-3 aus der Zellkultur
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zu entfernen. Anschlie®end wurden die Zellen nochmals pelletiert und mit Kulturmedium
(ohne Wachstumsfaktor) bei einer Konzentration von 1 x 10° Zellen / ml resuspendiert. Die
Zellen wurden fir 5 Stunden im Brutschrank (37 T; 5 % CO,) kultiviert.

4.3  Proliferationsassay (*H-Thymidin-Einbau)

Bei dieser Methode wird *H-markiertes Thymidin dem Kulturmedium zugesetzt und wéhrend
der S-Phase des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA inkorporiert. Die nach einer
festgelegten Inkubationsdauer gebundene Radioaktivitat ist ein Mal® fur die mitogene
Aktivitat der Zellen.

Es wurden Zellen in exponentieller Wachstumsphase abzentrifugiert und ihnen durch
mehrfaches Waschen mit RPMI 1640 der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen. Danach wurden
die Zellen in Stimulationsmedium (0,1 ml RPMI 1640, inkl. 10 % (v/v) FKS, mit steigenden
Dosen Butyrat in Kombination mit IL-3) bei einer Zelldichte von 2x10°/ml in den Vertiefungen
einer 96er Mikrotiterplatte fur 11 Stunden unter Kulturbedingungen inkubiert. Anschliel3end
wurde jeder Ansatz mit 10 pl einer *H-Thymidinlésung (200 nM; =120 mCi/l, Amersham) in
RPMI 1640 vermischt (Endkonzentration 20 nM; =12 mCi/l). Darauf folgte eine weitere
Inkubation unter Kulturbedingungen fur 11 Stunden. Unter Verwendung eines speziellen
Gerates zur Ernte der Zellen (Skatron Instruments) wurden diese auf Filtermatten
transferiert und nach kurzem Trocknen auf den Filterplattchen in je 1,5 ml
Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold MV, LSC-Cocktail, Packard) in Szintillationsréhrchen
Uberfihrt. Abschlie3end wurde die angereicherte Aktivitat mit einem

Flissigszintillationszdhler (1214 Rackbeta, LKB Wallac) gemessen.

4.4 Apoptosedetektion (FACS, Annexin V-FITC)

4.41 Apoptoseauslésung

Um Apoptose bei den Ba/F3-Zellen auszulésen, wurde ihnen IL-3 entzogen. Dazu wurden
Zellen einer exponentiell wachsenden Kultur entnommen, abzentrifugiert und mehrfach in
RPMI 1640 gewaschen. AnschlieRend wurden pro Stimulationsansatz 1x10° Zellen in den
Vertiefungen einer 6er Mikrotiterplatte in Kulturmedium ohne Zytokin (3 ml RPMI 1640, inkl.
10 % (v/v) FKS) fur 8 h unter Kulturbedingungen inkubiert. Danach wurden die Zellen
pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Weiterverarbeitung erfolgte je nach

Versuchsmodell (vgl. Kapitel 4.4.2).
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4.4.2 FACS - Annexin V-FITC Analyse

Mit Hilfe der FACS-Annexin-V-FITC Methode kénnen apoptotische Zellen identifiziert
werden. Es werden Zellmembranverdnderungen, die im Rahmen der Apoptose entstehen,
nachgewiesen. Phosphatidylserin befindet sich auf der zytoplasmatischen Zellmembranseite
normaler Zellen. Im Rahmen der Apoptose werden bereits in frihen Stadien Phospholipide,
wie Phosphatidylserin, aufgrund von Veranderungen der Zellmembranpermeabilitdt auf die
extrazelluldare Seite transloziert. Annexin V kann in vitro in Gegenwart von Calcium an
Phosphatidylserin binden. Das Annexin V ist mit FITC (fluorescein isothiocyanat) markiert
und kann somit durch Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden (FACS = Fluorescence activated cell sorting). Die Exposition von Phosphatidylserin
auf der Zellmembranaul3enseite erfolgt als einer der ersten Schritte der Apoptose, lange vor
der Karyolyse oder der DNA-Fragmentation. Diese Tatsache wird benutzt, um apoptotische
von nekrotischen Zellen unterscheiden zu kénnen. Wéhrend der Nekrose entstehen Lécher
in der Zellmembran, weshalb sich nekrotische Zellen in vitro ebenfalls mit Annexin-V-FITC
fluorometrisch nachweisen lassen kénnen. Eine Zweitbehandlung der untersuchten Zellen
mit Propidiumiodid farbt allerdings nur Zellen an, deren Kernmembran bereits zerstort ist,
resp. deren DNA freiliegt. Dies ist nur bei nekrotischen Zellen der Fall. Somit farben sich
nekrotische Zellen zweifarbig, wahrend apoptotische Zellen mit Hilfe des FACS-Annexin-V-
FITC Modells nur einfarbig erscheinen (Ausnahme: Zellen in weit fortgeschrittenem
Apoptosestadium zeigen das gleiche Farbeverhalten wie nekrotische Zellen).

Den Ba/F3-Zellen wurden, wie unter 4.4.1 beschrieben, der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen,
um Apoptose auszulésen. AnschlieBend wurden die Zellen mit verschiedenen
Kombinationen (vgl. Tbl. 4.4.2.a) der Wachstumsfaktoren IL-3, EGF und mit Butyrat fiir 8
Stunden in 3 ml RPMI 1640 (inkl. 10 % (v/v) FKS) inkubiert. Danach wurde die FACS-
Annexin-V-FITC Analyse gemadfll den Angaben des Herstellers (Apoptoseanalyse:
Calbiochem ®, Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit) angeschlossen, wobei die Zellen

durchflusszytometrisch auf Apoptose hin untersucht wurden.

Ansatz \ Zytokin IL-3 EGF Butyrat

1 100pM - - Tabelle 4.4.2.a: Stimulationsansatze fir
2 100pM 200 ng/ml - FACS Annexin V FITC: die Ba/F3-Zellen
3 100pM - 2mM wurden fir 8 Stunden mit verschiedenen
4 100pM 200 ng/ml 2mM Kombinationen der Wachstumsfaktoren
5 == — === behandelt und anschlieend gemald den
6 - 200 ng/ml | --- Angaben des Herstellers bearbeitet
7 === === 2mM (Apoptoseanalyse: Calbiochem ®,
8 - 200 ng/ml | 2mM Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit).

4.4.3 Nukleosomale Fragmentierung
Eine charakteristische Erscheinung apoptotischer Zellen ist die internukleosomale

Fragmentierung ihrer chromosomalen DNA infolge der Aktivierung von Endonukleasen. Die
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Praparation dieser ca. 185 bp langen Fragmente und ihre elektrophoretische Auftrennung im

Agarosegel stellt einen zuverlassigen Nachweis der Apoptose dar [105].

Zellkernlyse:

Die Apoptose wurde induziert wie unter 4.4.1. beschrieben. Die weiteren
Praparationsschritte folgten einem Protokoll von Herrmann [91]:

1x10° Zellen wurden pelletiert und in 50 pl eiskaltem Lysepuffer (1 % (v/v) NP40; 20 mM
EDTA; 50 mM Tris pH 7,5) resuspendiert. Nach Zentrifugation fir 5 min bej ca. 2300 x g und
4 € wurde der Uberstand, in dem DNA, RNA und Proteine gel6st sind, in ein neues
Reaktionsgefall Gberfihrt und der Vorgang mit dem verbleibenden Pellet exakt wiederholt.
Es wurde erneut zentrifugiert und der zweite Uberstand dem ersten zugefiigt. An dieser

Stelle war eine Aufbewahrung fur einige Tage bei -20 C mdglich.

Degradation von RNA und Proteinen:

Zur Degradation von Proteinen und RNA wurde jeder Ansatz mit 10 yl SDS (10%ig (v/v))
und 5 yl RNase A (10 mg/ml, Boehringer Mannheim) versetzt und 2 h bei 56 T inkubiert.
Nachfolgend wurde jeder Ansatz mit 10 yl Proteinase K (15,5 mg/ml, Boehringer Mannheim)
fur 2h bei 37 T inkubiert.

Fallung und Reinigung der DNA:

Durch Zugabe von 60 yl Ammoniumacetat (10 M) und 500 pl Ethanol wurde die DNA
prazipitiert und durch Zentrifugation fir 20 min bei ca. 22000 x g pelletiert. Das Pellet wurde
mit 500 pl 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und vakuumgetrocknet (UNIVAPO 100H,
UNIEQUIP). Die DNA wurde in 40 pl deionisiertem Wasser geldst.

Analyse mittels Gelelektrophorese:

Die Agarosegelelektrophorese dient der Visualisierung und dem Auftrennen von DNA nach
ihrem Molekulargewicht.

Das Agarosegel wurde durch Aufkochen von Agarose (GibcoBRL) in 0,5 x TBE-Puffer (90
mM Tris, 90 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 8,0) hergestellt.

Die Fragmentauftrennung erfolgte auf einem mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid versetzten
1%igen (w/v) Agarosegel in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Mini-Sub Cell GT,
BIO-RAD). Die in 40 pl deionisiertem Wasser geléste DNA wurde mit 5 pl 10 x Ladepuffer
(40 % (w/v) Sucrose; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau) gemischt. Davon wurden 10 pl zur
elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente im Agarosegel eingesetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung wurde bei etwa 1 kV/m (Power Supply Model 200/2.0, BIO-
RAD) in 0,5 x TBE-Puffer durchgefihrt.
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4.5 Zellzyklusanalyse durch FACS-Analysen (FACS)

Die Anféarbung der nukledaren DNA mittels Propidiumiodid und die nachfolgende FACS-
Analyse ist eine Mdoglichkeit, die Verteilung der Zellen einer Zellpopulation Uber die
Zellzyklusphasen anhand des DNA-Gehalts 2zu analysieren. Der tetraploide
Chromosomensatz einer Zelle in der G2- und Mitosephase ist theoretisch doppelt so stark
markiert, wie ein diploider Chromosomensatz der Zelle in der GO- und G1-Phase. Wahrend
der DNA-Synthese in der S-Phase besitzt die Zelle einen Chromosomensatz zwischen
diploid und tetraploid und somit eine intermedidre Markierung. Somit kdnnen Einflisse der
Zytokine EGF und IL-3, sowie Butyrat auf den Zellzyklus verglichen werden.

Weiterhin kénnen Aussagen Uber die Synchronitat der Zellpopulationen wahrend des
Stimulationszeitraumes getroffen werden.

2 x 10° Ba/F3-Zellen wurden zentrifugiert, in 1 ml —20 T kaltem Alkohol (70 %)
resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 T gelagert. Fir die weitere

Probenaufbereitung erfolgte eine Inkubation von 20 Minuten bei 4 T in der alkoholischen

Lésung. Die Zellen wurden nach Pelletierung mit PBS/Tween20 (0,5 %; pH 7,4) gewaschen
und 5 min mit 300 x g zentrifugiert. Es folgten eine 10-minltige Inkubation mit 1 ml
PBS/RNase A (1 mg/ml) bei Raumtemperatur und ein erneuter Wasch- (1 ml PBS/Tween 20)
und Zentrifugationsschritt (300 x g, 5 min). AbschlieBend wurden die Zellen in 0,5 ml
PBS/Propidiumiodid (20 pug/ml, pH7.4) 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss

inkubiert, bevor die Analyse mit einem FACS-Gerat (Becton Dickinson) durchgefiihrt wurde.

4.6 Nachweis der Genexpression
Die Analyse der Genexpression auf transkriptionaler Ebene erfolgte durch Northern Blot und
RT-PCR.

4.6.1 RNA-Isolierung

Die Ba/F3-Zellen wurden nach Wachstumsfaktorentzug (vgl. Kapitel 4.2) gezielt mit 2mM
Butyrat, 100pM IL-3 und 200ng/ml EGF restimuliert und die RNA anschlieRend zu
verschiedenen Zeitpunkten zwischen 0,5 und 4 Stunden gewonnen. Die lIsolation der
Gesamt-RNA erfolgte mit dem Reagenz TRIZOL LS nach der Vorschrift des Herstellers
(GibcoBRL). Bei diesem Verfahren wird zunéchst die RNA extrahiert, durch Zugabe von
Isopropanol ausgeféllt und nach wiederholtem Waschen mit 70%igem (v/v) Ethanol
getrocknet und in Diethylpyrocarbonate (DEPC)-behandeltem Wasser aufgeldst. Durch
Erwdrmen des Ansatzes auf 65 T kann der L&sungsvorgang unterstitzt werden. Die
Verwendung von DEPC diente der Inaktivierung von RNasen. Zur Herstellung von DEPC-
behandeltem Wasser wurde deionisiertes Wasser tber Nacht bei Raumtemperatur mit 0,1
% (v/v) DEPC inkubiert und anschlieend autoklaviert.
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Die Bestimmung der Konzentration der Gesamt-RNA erfolgte unter Benutzung eines
Spektrophotometers (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) bei 260nm. Der Einsatz von 2x10°
bis 1x10” Ba/F3-Zellen lieferte etwa 50 pg bis 250 pg Gesamt-RNA, die typischerweise etwa
1 % mRNA enthalt. Die Qualitéat der RNA wurde zuséatzlich mittels Agarosegelelektrophorese
durch den Nachweis deutlich abgegrenzter ribosomaler 18S- und 28S-RNA- Banden

beurteilt.

4.6.2 mRNA Nachweis mittels Northern Blot

Die Auftrennung der RNA nach ihren molekularen Massen erfolgte in einem 1%-igem
Agarosegel. Dazu wurden 1,5g Agarose in 93ml DEPC-Wasser, 30ml 1x MEN-Puffer und 27
ml Formaldehyd (37%) aufgenommen. Formaldehyd (zur RNA-Denaturierung) und MEN-
Puffer wurden erst nach dem Aufkochen und einer kurzen Abklhlphase zugesetzt. Die
aufzutrennenden Proben enthielten maximal 20ug RNA in 8ul DEPC-Wasser.
Unterschiedliche Volumina der wéssrigen RNA-Suspension wurden mit DEPC-Wasser

ausgeglichen. Zusatzlich wurden 32,1ul Probenpuffer in die einzelnen Proben pipettiert.

5 x MEN 4ul

Formaldehyd 37% 7ul

Deionisiertes Formamid 20ul

Ethidiumbromid 0,1ul Tabelle 4.6.2:
Bromphenol/ Xylencyanol-Blau in 0,1% DEPC Wasser 1ul RNA-Probenpuffer

Um stérende Effekte durch Sekundérstrukturen der RNA bei der Auftrennung zu vermindern,
wurden die Proben 15 min bei 65 C erwdrmt und ansc hlielRend auf Eis abgekuhlt. Vor dem
Auftragen der Proben wurde das Agarosegel in der Laufkammer komplett mit 0,5 x MEN-
Puffer Gberschichtet. In Abhangigkeit von der Gelkammergréfie wurde das Gel fiir ca. 2 —4 h
mit 100 V bzw. 150 V betrieben. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die
Bromphenolblaubande ca. 8 cm in Richtung Anode gewandert war. Das Gel wurde dem
Trager entnommen und zweimal 30 min in DEPC-Wasser langsam schiittelnd gewaschen.
AnschlieRend wurde Uber Nacht geblottet. Der Blot-Vorgang erfolgte durch Fixierung des
Gels auf einen Schwamm mit 2 Lagen Whatmanfilter. Uber dem Gel befanden sich noch die
Hybond-N™ Nylon-Membran (Amersham), 10 Lagen Whatmanfilter und ein Stapel
saugfahiger Papierfilter, welcher leicht beschwert wurde.

Nach dem Transfer wurde die RNA auf der Membran durch UV-Strahlung immobilisiert
(Crosslinking), abschlie®end kurz in 10 x SSC-Puffer gewaschen und bei —70 T gelagert.

Wahrend der weiteren Arbeit mit der Membran wurde ein Austrocknen vermieden.
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Radioaktive Markierung der cDNA

Zur Analyse der bcl-x mRNA Expression wurde die auf der Membran fixierte mMRNA mit ca.
25ng radioaktiv markierter bcl-x cDNA hybridisiert. Die bcl-x cDNA entsprach dem 998bp
langen Abschnitt des bcl-x Promoters (vgl. Kapitel 5.4). Dieser wurde nach Endonuklease-
Restriktion und Geleluation (vgl. Kapitel 4.9) mit [0-*?P]-dCTP radioaktiv markiert
(Amersham, 5000 Ci/mmol, Kit von Amersham (rediprime™ Il). Es wurde dabei nach der

vom Hersteller beigelegten Vorschrift verfahren.

Hybridisierungsreaktion

Zunachst erfolgte die Vorhybridisierung (1 h, 65 T) der Hybond-N™ Membran in 20 ml
QuikHyb®-Hybridisierungslésung  (Stratagene). Zum  Start der anschlieRenden
Hybridisierung wurde die gesamte radioaktiv markierte bcl-x cDNA in die Lésung pipettiert
und weitere 2 h bei 65 T unter kontinuierlichem un d langsamem Drehen inkubiert. Es folgte
ein Waschen mit 2 x SSC-Puffer und 0,1 x SSC-Puffer fir jeweils 30 min. Das Ergebnis der
Hybridisierung wurde durch eine Autoradiografie dokumentiert.

Vor einer erneuten Verwendung der Membran fir weitere Hybridisierungen wurde diese mit
0,1 x SSC-Puffer bei 95 T fur 10 min gewaschen.

4.6.3 mRNA Quantifizierung mittels RT-PCR

Die RT-PCR ist ein hochempfindliches Verfahren zum Nachweis spezifischer mRNA, bei der
die mMRNA in cDNA (bersetzt wird und anschliefend der cDNA-Nachweis durch PCR erfolgt.
Zur Ubersetzung der mRNA in cDNA wurde das Enzym Reverse Transkriptase der Firma
GibcoBRL genutzt (Superscript Il RT). Etwa 1 yg der Gesamt-RNA-Praparation wurde mit
0,5 pl 50 pM Oligo-(dT)-Primer versetzt und mit deionisiertem Wasser auf 4,5 ul aufgefilllt,
vermischt, fir 10 min bei 70 T inkubiert und ansch lieRend sofort auf Eis gekihlt. Der Oligo-
(dT)-Primer bestand aus 17 Thymidinresten und bindet komplementér an die 3’-gelegenen

Poly-Adenin-Sequenzen der Gentranskripte (MRNA).

RNA 1 ug Tabelle 4.6.3.a: RNA-Primer-Mix fir RT-
50 uM Oligo-(dT)-Primer 0,5 ul PCR; Inkubation fir 10’ bei 70%TC;
Agua bidest. 4,5 ul-x anschlie3end Kihlung auf Eis.

Weiterhin wurden folgende Reagenzien zu einem Reaktionsansatz gemischt:

5 x Erststrang-Puffer 2 ul

0,1 MDTT 1 ul

dNTP-Mix (10 mM pro Komponente) 0,5 ul

RNase-Inhibitor (GibcoBRL) 1U Tabelle 4.6.3.b:

Superscript || RT (reverse Transkriptase) 100 U Reaktionsansatz fir RT-PCR
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Dieser Reaktionsansatz wurde dann mit dem RNA-Primer-Mix vermischt und fur 1 h bei 42
T inkubiert. Nach einer 15-mindtigen Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 70 T konnte der
Ansatz bis zur weiteren Verwendung bei -20 C aufbe wahrt werden.

In einem zweiten Schritt wurde mittels PCR ein spezifisches Fragment der in vitro
synthetisierten cDNA-Erststrénge, welches durch das verwendete Primerpaar festgelegt
wurde, amplifiziert. Es wurden die gleichen Primer verwendet, die auch in Kapitel 4.7.2
eingesetzt wurden, um das bcl-x Promoterfragment aus genomischer DNA zu gewinnen. Die
PCR wird in Abschnitt 4.7.1 beschrieben. Der Reaktionsansatz wurde auf einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kapitel 4.4.3), um die Lange des erwarteten Fragments

zu verifizieren und semiquantitativ abzuschatzen.

4.7 DNA-Manipulation

4.7.1 Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte mit dem Reagenz TRIZOL LS nach der Vorschrift
des Herstellers (GibcoBRL). Bei diesem Verfahren werden RNA und DNA getrennt
extrahiert. Nachfolgend wird die DNA durch Zugabe von Ethanol ausgefallt, durch mehrere
Waschschritte gereinigt, getrocknet und in 8 mM NaOH-L&sung aufgeldst. Die Bestimmung
der DNA-Konzentration geschah unter Benutzung eines Spektrophotometers (Ultrospec
2000, Pharmacia Biotech) bei 260nm. Vor der Verwendung der DNA-Praparation in

enzymatischen Reaktionen wurde der benétigte pH-Wert mit HEPES-Puffer eingestellt.

4.7.2 DNA-Amplifikation mittels PCR

PCR wird eingesetzt, um DNA in vitro zu amplifizieren [92]. Fir die PCR wurde der Tag PCR
Master Mix Kit (Quiagen®) gemal Instruktionen des Herstellers verwendet.

In dieser Arbeit diente der pGL3-X Luziferase-Vektor, der ein 1000bp langes Fragment des
bcl-x Promoters enthalt, als Ausgangs-DNA.

Die Herstellung des pGL3-X Vektors erfolgte durch Amplifikation des bcl-x Promoters aus
genomischer DNA von Ba/F3-Zellen. Die Sequenzen der verwendeten Primer lauten 5'-GGA
ATT CAA AGA CAA CTA GCG-3' bzw. 5-TTT TAT AAT AGA GAT GGG CTC AAC-3.
AnschlieRend wurde der amplifizierte 998bp lange Promoterabschnitt in den Luziferase-
Vektor pGL3-basic kloniert (Promega, USA, vgl. Abb. 4.11.a).

Durch den Einsatz von verschiedenen 5’-Primern, die an unterschiedlichen Stellen der bcl-x
Promoter Sequenz im pGL3-X binden, konnten verkiirzte Fragmente des bcl-x Promoter
amplifiziert werden. Die gewonnenen Fragmente des bcl-x Promoters wurden entsprechend
der Lange ihrer Basensequenz bezeichnet (35bp, 111bp, 320bp, 484bp, 619bp, 835bp). Die

Primersequenzen sind am Ende des Kapitels ,Material und Methoden® aufgefthrt.
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Die eingesetzte DNA wurden bei folgenden Konzentrationsverhéltnissen der

Reaktionsteilnehmer amplifiziert:

5’Primer (50 uM) 25 pmol

3’Primer (50 uM) 25 pmol

DNA 2 ug

Aqua Bidest Differenz zu 25 pl

Tag PCR Master Mix aus : 25 ul

o Taq DNA Polymerase 1,25 U

. 5U/ul dNTP je 400mM je 10 pmol

. 3mM MgCl,. 75 nmol

Gesamt PCR — Ansatz 50 pl Tabelle 4.7.1a: PCR Reaktionsansatz

Die Amplifikation wurde mit dem PCR-Cycler ,RoboCycler® Gradient 96“ (Stratagene) nach
folgendem Protokoll durchgefihrt:

Zyklus Reaktion Dauer/min | Temperatur/T
1 Initiale Denaturierung 5 min 94T
2-25 Denaturierung 30s 94T
Primer-Annealing 30s T,ca.57C
Elongation 30s 72T
26 Terminale Elongation 10 min 72T Tabelle 4.7.1b: PCR

Zur Kontrolle des PCR - Ergebnisses wurden 5 pl der amplifizierten DNA auf einem 1 -
2%igen horizontalen Agarosegel bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Das
Molekulargewicht wurde mit Hilfe eines DNA-Molekulargewicht-Standards unter der UV-
Lampe bei einer Wellenldnge von 312 nm abgeschatzt.

Spezifitdt, Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit der PCR hangen neben dem gewdhlten
Enzym in hohem MalRe von der Auswahl geeigneter Primersequenzen ab. Bei der

Primerauswahl wurden speziell folgende Punkte beriicksichtigt:

Primer — Primer Wechselwirkungen (Dimerisation; Hairpin - Bildung), primerspezifische
Schmelztemperatur T,,, sowie die Nucleotidverteilung (Verhéltnis von Adenosin und
Thymidin zu Guanosin und Cytidin; AT / GC Quotient).

Die Berechnungen der Schmelztemperatur T,, der Primer erfolgte nach der Formel
Tm=281,5+16,6Ig [Me'] + 0,41 (%GC) — 675/N — (%mismatch) [107].

Dabei bedeuten:

[Me] Konzentration monovalenter Kationen in mol/l
(%GC) prozentualer Anteil an Guanin- und Cytosinresten
N Lange des Oligonukleotids in bp

(% mismatch) prozentualer Anteil von Basenfehlpaarungen
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Die Anlagerungs-Temperaturen (,Annealing“) wurden experimentell beginnend mit dem
Wert der Schmelztemperatur optimiert. Die Primer wurden gemafly DNA-Sequenz des bcl-x
Promoters ausgewahlt und synthetisiert. Zusatzlich wurde die DNA-Primersequenz 5’-seitig
um die spezifische Schnittsequenz einer ausgewahlten Restriktionsendonuklease (Sac I: 5’
GAG CTC 3’) verlangert, um die molekularbiologische Weiterverarbeitung der amplifizierten

DNA zu erleichtern.

4.7.3 Klonierung von PCR Produkten

Durch Integrieren der PCR-Produkte in einen Vektor wurden diese fir weitere
molekularbiologische Bearbeitungen verfiigbar gemacht. Die durch PCR gewonnenen DNA-
Fragmente wurden nach der TA-Klonierungs-Methode (s. Abb. 4.7.2a) unter Verwendung
des ,TOPO TA Cloning“ Kit (Invitrogen) in den Kit-eigenen Vektor ,pCR®2.1 - TOPO®"
ligiert und zur Amplifikation in Escherichia coli (E. coli) transformiert.

Die Tag-Polymerase besitzt die Eigenschaft, dass sie wahrend der PCR an das 3’ Ende des
amplifizierten DNA-Einzelstrangs DNA-unabhdngig ein zusétzliches Adenosin (,A‘) als
Uberhang anbaut. Dieses Adenosin lagert sich komplementar an den synthetischen 3'-
Thymidin-Uberhang des pCR®2.1-Vektor an und wird durch eine assoziierte
Topoisomerase | mit dem Vektorende kovalent verbunden. Infolge dieser Ligation 18st sich
die Topoisomerase | von der DNA. Die Ligation erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers
(s. Tabelle 4.7.2.b).

TS
..CCCT y PCR Prod N AGGG... Vektor
..GGGA TTCCC... pCR®2.1-TOPO ®
s

Abb. 4.7.2.a: ,TOPO TA Cloning® Methode (Invitrogen): Klonierung von PCR Produkten mit
Adenosiniberhang in  den Vektor ,pCR®2.1-TOPO®" (Invitrogen) mit synthetischen
Thymidinuberh&ngen mit Hilfe der vektorassoziierten Topoisomerase |.

PCR - DNA 2 pl

Aqua destillata 3 ul.

Topoisomerase Mastermix (Invitrogenm) 1 ul

° Plasmid DNA 10 ng/pl

° 50 % Glycerol

° 50 mM Tris — HCI, pH 7,4

. 1 mMEDTA Tabelle 4.7.2.b: Ligationsansatz zur
o 1mM DTT Klonierung von PCR Fragmenten in
° 0,1 % Triton X — 100 den ,PCR®2.1 - TOPO®" Vektor
o BSA 100 pg/mi (Invitrogen®) nach der ,TOPO TA
o Phenolrot Cloning®"“ Methode.
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Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert. Danach folgte
entweder die Transformation des Vektors in kompetente E. coli Bakterien (vgl. Kapitel 4.7.3)

oder die Lagerung bei —20C bis zur Transformation.

4.7.4 DNA -Transformation in Escherichia coli

Bakterienzellen kénnen durch verschiedene Methoden fiir die Aufnahme extrazellularer DNA
.kompetent‘ gemacht werden. Zum DNA-Transfer eignet sich insbesondere zirkulare DNA
(Plasmid-DNA).

In dieser Arbeit wurden kommerziell verfiigbare ,kompetente“ E. coli verwendet
(Invitrogen™, TOP10 One Shot E. coli).

Fur die DNA-Transformation der Bakterienzellen wurde die Hitze-Schock-Methode nach

Vorschrift des Herstellers durchgefihrt.

Die bei -80T gelagerten kompetenten E. coli wurden zunéchst auf Eis aufgetaut und mit ca.
0,3 - 0,5ug Plasmid im Eisbad fir 5 Minuten inkubiert. Zur Transformation der Plasmide
wurden die Bakterienzellen fur 45 Sekunden bei 42T inkubiert (,heat-shock®) und
anschlielRend sofort wieder auf Eis gekihlt. Danach wurden 250 ul raumtemperiertes SOC-
Nahrmedium zu den transformierten Bakterien hinzu gegeben und diese unter Schiitteln
(225 U/min) bei 37 T fur eine Stunde inkubiert, um die Antibiotikaresistenzgene des Vektor
+,PCR®2.1 - TOPO®" zu exprimieren (Ampicillin- und Kanamycinresistenzgene). Im
Anschluss wurden 50 ul bis 200 pl der Zellkultur auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen, die
bei 37 €T fur mehrere Stunden inkubiert wurde, bis sich deutlich Kolonien von E. coli
gebildet hatten.

Die Herstellung der Mediumplatten erfolgte durch Zusatz von Agar (DIFCO Laboratories) zu
LB-Medium (15 g/lI) vor dem Autoklavieren. Nach Abkiihlen des Mediums unter etwa 60 T
wurde Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml) zugegeben. Die Lésung wurde gut
gemischt, in Petrischalen gegossen und nach dem Erstarren ggf. bei 4 T einige Wochen
aufbewahrt.

Die auf den Platten gewachsenen weilRen Kolonien wurden bei Bedarf zum Beimpfen von
LB-FlUssigkulturen benutzt, aus denen dann Plasmid-DNA isoliert werden konnte (vgl.
Kapitel 4.8).

Die Differenzierung zwischen der Aufnahme eines rekombinanten Vektors (Plasmid mit
integriertem PCR-Produkt) und eines nicht rekombinanten Vektors (Plasmid ohne
integriertes PCR-Produkt) erfolgte mit Hilfe der a-Komplementierung / Blau-Weif3-Selektion.
Die Oberflache der Agarplatte wurde zusétzlich mit 100 pl eines Gemischs aus X-Gal
(Sigma) und IPTG (Sigma) vorbehandelt, bevor die Bakterien auf der Agarplatte

ausgestrichen wurden. Die rekombinanten Bakterienklone konnten danach durch eine
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Weilfarbung von den nicht rekombinanten blau gefarbten Bakterienklonen unterschieden
werden. Bei erfolgreicher Klonierung eines DNA-Fragments in den Vektor ,pCR®2.1 -
TOPO®" verliert dieser die Fahigkeit das Enzym B-Galactosidase zu exprimieren, da das
klonierte Fragment die Genstruktur des [-Galactosidasegens unterbricht. X-Gal
(chromogenes Lactoseanalogon 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-f-D-galactopyranoside) wird als
Substrat durch das Enzym B-Galactosidase in einen blauen Farbstoff umgesetzt. IPTG

(Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside) dient als Induktor des 3-Galactosidasegens.

4.8 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Eine rekombinante Bakterienkolonie wurde nach Antibiotikaselektion mit LB-Medium und
Kanamycin bzw. Ampicillin (50 pug/ml) Zusatz in einem Reaktionsgefass fir etwa 8 Stunden
unter Schitteln bei 37 T inkubiert.

Nach dem Pelletieren der Bakterien erfolgte eine alkalische Lyse der Zellen mit NaOH-SDS-
Lésung. Daran schloss sich die Neutralisation des pH-Wertes mit Essigsdure an, die zum
Ausféllen vieler Proteine, Lipoproteine und der chromosomalen DNA fihrte. Nach dem
Abzentrifugieren der festen Bestandteile wurde der klare Uberstand kurz mit einer DNA-
bindenden Matrix (Anionenaustauschermembran—Saule) inkubiert. Wahrend die negativ
geladene Plasmid-DNA an die Anionenaustauschermembran gebunden und damit
zurlickgehalten wurde, konnten die anderen I8slichen Bestandteile des Lysates durch
Spulen mit ethanol- und salzhaltigen Waschlésungen unterschiedlicher Konzentrationen
entfernt werden. AbschlieRend wurde die DNA durch Zugabe eines wassrigen
Elutionspuffers von der Matrix eluiert. Die gewonnene DNA wurde zur Konzentrierung und
Entsalzung in Ethanol oder Isopropanol ausgefallt, luftgetrocknet und in Aqua bidest.
aufgel6st. Bis zur weiteren Bearbeitung wurde die gewonnene DNA bei —20 T eingefroren.
Die Konzentration der praparierten DNA wurde bei Bedarf photometrisch bei 260 nm
bestimmt (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Durch Bildung des Quotienten aus den
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm konnte die Kontamination der Praparation mit
Proteinen abgeschatzt werden. Dieser Quotient lag Ublicherweise bei 1,7 bis 1,8.
Gelegentlich wurde die erhaltene DNA zusétzlich durch Elektrophorese im Agarosegel
(Kapitel 4.4.3) Uberprift.

Fir Plasmid-DNA-Isolierungen aus Kulturen mit einem Volumen von 1 ml bis 2 ml wurde der
,INViSorb Spin Plasmid Mini Kit®“ (InViTek) benutzt. Diese Plasmid-Minipraparation lieferte
etwa 20 ug DNA.

Fur Plasmid-DNA-Isolierungen aus Kulturen mit einem Volumen von 100 ml bis 200 ml fand
der ,QIlAfilter™ Plasmid Maxi Kit®“ (QIAGEN) Verwendung. Bei dieser Plasmid-
Maxipraparation wurden etwa 100 - 350 ug DNA erhalten.

Die detaillierten Praparationsvorschriften wurden den Angaben der Hersteller entnommen.
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4.9 Klonierung von bcl-x Promoterfragmenten
Restriktionsendonuklease-Verdauung

Um DNA-Strédnge an definierten Stellen zu schneiden, werden Restriktionsendonukleasen
verwendet. Die Inkubation mit der zu spaltenden DNA erfolgte in einem fir das jeweilige
Enzym optimierten Puffer, bovinem Serumalbumin und bei einer ebenfalls
enzymspezifischen Temperatur. Mindestens 5 U Endonuklease kamen pro ug DNA zum
Einsatz. Bei Bedarf wurde das Enzym durch Hitzeeinwirkung inaktiviert.

Hier wurden die Restriktionsendonukleasen Sac | und Xho | (New England Biolabs NEB) zur
Restriktion von ca. 10ug Plasmid-DNA verwendet.

Die bcl-x Promoterfragmente wurden durch Restriktion aus dem pCR®2.1 TOPO® Vektor
herausgetrennt. Der Luziferase-Vektor pGL3-X wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen
verdaut, um gemeinsame Schnittstellen mit den verklrzten bcl-x Promoterfragmenten zu
erhalten. Diese Schnittstellen wurden in einem spateren Schritt genutzt, um die

Promoterfragmente in den Reportergen-Vektor zu klonieren.

Rekombinanter Vektor TOPO pCR2.1 | pGL3-X Luziferase-Vektor mit
mit Promotorfragment bcl-x Promoter

DNA 6,3 ug (c=0,1 ug/ pl) 10 uyg (c =2 ug/ ul)

H,0 -—- 58,2 ul

10x Puffer 1 (NEB) 8 ul 8 pl

100xBSA (NEB) 0,8 ul 0,8 pl

Xhol (NEB) 120 U (20 U/pl) 120 U (20 U/ul)

Sacl (NEB) 40U (20 U/ul) 40U (20 U/ul)

Gesamt: 80 pl 80 pl

Tabelle 4.9.a: Restriktionsreaktion mit Endonukleasen

Agarosegel-Elektrophorese:
Die elektrophoretische Auftrennung der DNA erfolgte wie in Kapitel 4.4.3 beschrieben.
Durch Vergleich mit einem dsDNA-Molekulargewichtsmarker (1 kb ladder, GibcoBRL) wurde

das Molekulargewicht der aufgetrennten Proben visuell abgeschatzt.

DNA-Gewinnung durch Agarosegel-Eluation

Nach der DNA-Verdauung wurden die DNA-Fragmente in einem 1%igen Agarosegel (0,3
Mg/ml Ethidiumbromid) bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Hilfe eines DNA-
Massenmarkers (,AmpliSize DNA Size Standard“, Fa. BioRad) konnte die Masse des
jeweiligen bcl-x Promoterfragments und des linearisierten pGL3-basic-Vektors anhand der
Lumineszenz unter der UV-Lampe abgeschatzt und verglichen werden.

Die Banden des gesuchten Promotor-Fragments und des linearisierten Vektor pGL3basic
wurden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Das DNA-haltige Gel wurde
in einem mit 0,05 x TBE Puffer gefiillten Schlauch aus semipermeabler Membran

verschlossen (Dialyse-Schlauch) und die DNA in einem elektrischen Feld bei 100 V (Puffer
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0,5 x TBE) aus der Agarose herausgeldst. Die DNA wurde im flissigen Inhalt des
Schlauches unter 312 nm UV-Licht sichtbar gemacht und in ein Reaktionsgefald tbertragen.
Nach Zentrifugation fir 2 min bei 22000 x g zur Abtrennung fester Verunreinigungen (z.B.
Agarosepartikel) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Danach
wurde die DNA durch Zugabe von Ethanol (Endkonzentration 70 % (v/v)) und
Ammoniumacetat (Endkonzentration 0,3 M) Uber Nacht bei RT oder 2 h bei -20 C
ausgefallt. Nach dem Pelletieren der DNA fir 15 min bei 22000 x g und dem Entfernen des
Uberstandes folgten drei Waschschritte mit 70 %-igem (v/v) Ethanol. Das Pellet wurde

getrocknet und in aqua bidest. aufgel6st.

Klonierung von bcl-x Promoterfragmenten in den Luziferase-Vektor pGL3-basic

Das gewonnene Promoter-Fragment wurde in den linearisierten Vektor pGL3-basic ligiert.
Der Reaktionsansatz wurde nach einem molaren Verhaltnis von DNA-Fragment zu Vektor-
DNA von 3:1 bis 5:1 vorbereitet (Tabelle 4.9.b). Die Klonierung erfolgte unter Verwendung
des Enzyms T4-DNA-Ligase (New England Biolabs NEB) fir ca. 12h bei 16C gemal

Angaben des Herstellers.

3:1Ansatz |5:1 Ansatz
bcl-x Promoterfragment (= | 0,75 ul 1,25 ul
20 ng/ul)
Lineares pGLsbasic 1l 1 ul
(= 50 ng/ul)
10x- T4-Ligase Puffer 1l 1 ul
H.O 6,25 pl 5,75 pl
T4-Ligase (2000 U / pl) 2000 U 2000 U Tabelle 4.9.b: Reaktionsansatz zur
Gesamt 10 pl 10 Ligation von PCR-Fragmenten

Die rekombinanten, promoterfragment-tragenden pGL3-Vektoren wurden nach der Lange
des klonierten Promoterfragments benannt (pGL3-39, pGL3-111, pGL3-320, pGL3-484,
pGL3-619, pGL3-835). Zur Amplifikation wurden die Plasmide wie beschrieben transformiert
(Kapitel 4.7.3), isoliert (Kapitel 4.8) und durch DNA-Sequenzierung (Kapitel 4.10) verifiziert.

410 Sequenzierung doppelstringiger DNA

Die DNA-Sequenzierung dient der genauen Analyse der Basensequenz der DNA. Mit dieser
Methode wurden alle bcl-x Promoterfragmente verifiziert.

Die Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden unter Benutzung des ,, Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP* (Amersham Pharmacia
Biotech) durchgefiihrt. Dieser Kit
Kettenabbruchreaktion® [93] mit einer DNA-Amplifikation durch eine zyklische Wiederholung

kombiniert das Verfahren der ,Didesoxy-
der Reaktionsschritte (Thermocycling).
Fir jede Probe wurden zunédchst folgende Komponenten in einem Volumen von 24 ul als

Mastermix gemischt:
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DMSO 4% (v /v) 1 pl

Primer (50 uM), z.B. Primer PX_P4(+)5' 50 pmol Tabelle 4.10.a: Mastermix der
DNA 2 ug S Kti oaul
H,0 24 =% Sequenzierungsreaktion, 9]

(4x6pl)

Je 6 pl dieses Mastermix wurden in neue ReaktionsgefalRe Uberflhrt, mit 2 ul der ddNTP-
Reaktionslésungen A, C, G bzw. T vermischt und mit Wachs als Verdunstungsschutz

Uberdeckt:

A — Reagenz : ddATP + (x)

DNA, DMSO, H,0, Primer C — Reagenz : ddCTP + (x)
G — Reagenz : ddGTP + (x)
T —Reagenz: ddTTP + (x)

pl Mastermix aus:

Mercaptoethanol, dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP", dTTP,

thermostabile Pyrophosphatase, Thermo Sequenase DNA
ddATP ddCTP ddGTP ddTTP Po|ymerase

' (x) Tris-HCI (pH9.5), MgCl,, Tween™20, Nonidet P-40, 2-
2ul T

Abb. 4.10.b: Reaktionsansatz zur DNA-Thermocycling-Sequenzierung nach der ,dideoxy-
Kettenabruchmethode” nach Sanger (1977).

" Die Verwendung von 7-deaza-dGTP soll Kompressionsartefakten der DNA in der Polyacrylamid
Gelelektrophorese vorbeugen, die infolge nicht denaturierter DNA-Sekundarstrukturen auftreten
kénnen und die Qualitdt und somit die Lesbarkeit der Sequenzierungsreaktion deutlich herabsetzen
kénnten.

Die Schmelztemperatur der Primer wurde wie in Abschnitt 4.7.1 berechnet. Die verwendete
Annealing-Temperatur (T,) lag ca. 5T unter der Schmelztemperatur (T ). Das

Thermocycling wurde nach folgenden Parametern durchgefihrt:

Zyklus Reaktion Dauer Temperatur/T
1 Initiale Denaturierung 5 min 94T
2-30 Denaturierung 30s 94T
Primer-Annealing 30s T,ca. 52 -54C Tabelle 4.10.c:
Elongation 30s 72C Thermoc_ycling der DNA-
31 Terminale Elongation 7 min 72T Sequenzierungsreaktion

Nach Beendigung der Reaktion wurden die Ansatze mit 5 ul der mitgelieferten Stop-L&sung
gemischt. Die elektrophoretische Auftrennung der synthetisierten DNA-Fragmente erfolgte

auf einem Polyacrylamidgel mit 1 x TBE Puffer (Sequagel XR, National Diagnostics).

Ultra Pure SequaGel XR (National Diagnostics) 24 ml

UItra_ Pure SeqaneI ® Complete Buffer Reagent |6 ml Tabelle 4.10.d-

(National Diagnostics) :
Komponenten des Polyacrylamidgels

DIIIO 320 pl zur DNA-Sequenzierun

APS (Sigma) 240 que 9

Ein DNA-Sequenzer (4000L, LI-COR) detektierte die fluoreszierenden Fragmente. Die
Bestimmung der Basenpaarsequenz der untersuchten Probe geschah mit Hilfe der Software

.BaselmagelR 4.1%.
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411 Transiente Transfektion der Reportergenplasmide

Das Luziferase Reportergen Assay (LRA) -System wurde verwendet, um die Interaktion von
Transkriptionsfaktoren mit DNA-Fragmenten, z.B. einem Gen-Promoter, messbar und
vergleichbar zu machen. Mit Hilfe dieser Methode kann die Wirkung regulatorischer DNA-
Sequenzen auf die Transkription untersucht werden.

Der interessierende DNA-Abschnitt wird dabei in ein spezielles Test-Plasmid an eine
vorgegebene Position vor ein Reportergen kloniert. Das Reportergenplasmid wird durch
transiente Transfektion (hier DNA-Transfer durch Elektroporation) in Zellen eingeschleust.
Die Expression des Reportergens kann anschlie3end leicht quantifiziert werden.

Hier wurde der bcl-x Promoter in das Plasmid pGL3-basic (Promega) vor das Gen fir das
Enzym Firefly-Luziferase eingefiigt. Der Vektor wurde anschlieend in Ba/F3-Zellen durch
Elektroporation transient transfiziert.

Mit den LRA-Versuchen sollte geklart werden, ob die Stimulation der Ba/F3-Zellen mit
Zytokinen (z.B. EGF, IL-3) und Butyrat zu einer Aktivierung des bcl-x Promoters und somit
zu einer Erhéhung der Luziferasetranskription fihrt. Durch einfache Lumineszenzmessung
konnte die Expression der Luziferase quantifiziert und Rickschlisse auf die Aktivierung des

vorgeschalteten Promotors gezogen werden.

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

/ Narl

Multi-

Swolae gt signd SO / Klonierungs-
ol =N Stelle ¢ Abb. 4.11.a: Vektorkarte des
el - Luziferase-Gen Reportergenplasmid pGL3-basic (Promega)

Die transiente Transfektion wurde in folgenden Schritten mittels Elektroporation

durchgefiihrt:

Wachstumsfaktorentzug

Das Wachstum der pro-B-Zell-Linie Ba/F3 ist IL-3 abh&ngig. Durch den kurzfristigen Entzug
von IL-3 kann die Zellproliferation gehemmt werden.

1 x 10" Ba/F3-Zellen wurden mehrfach durch Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) pelletiert und
in RPMI 1640 Kulturmedium resuspendiert, um den Wachstumsfaktor IL-3 aus der Zellkultur
zu entfernen. Anschlie®end wurden die Zellen nochmals pelletiert und mit Kulturmedium
(ohne Wachstumsfaktor) bei einer Konzentration von 1 x 10° Zellen / ml resuspendiert. Die
Zellen wurden fur 5 Stunden im Brutschrank (37 C; 5 % CO,) kultiviert.
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Transiente Transfektion

Zur Transfektion wurden die Zellen erneut gewaschen und in einer Konzentration von 1 x
10" Zellen / 0.8 ml in RPMI 1640 Kulturmedium resuspendiert. Pro Elektroporationskiivette
(Fallungsvolumen 0,8 ml; Elektrodenabstand 0,4 cm; Firma BioRad) wurden 20 pug Plasmid
mit 1 x 107 Zellen vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Bei der Elektroporation wurden die Zellen mit 0,35 kV und 960 puF (Gene Pulser™, BioRad)
zur Aufnahme der Plasmide stimuliert. Es folgte eine weitere Inkubation von 10 Minuten bei
Raumtemperatur.

Die Zellen jeder Transfektion wurden jeweils in einer Zelldichte von 1,5 x 10° Zellen / ml in
Kulturmedium resuspendiert. Anschliellend wurde jede Transfektion in 4 Ansatze aufgeteilt.
Die Re-Stimulation erfolgte fir jede Transfektion mit 200ng/ml EGF, 100 pM IL-3, 2mM

Butyrat und einer Kontrolle ohne Zusatzfaktor nach folgendem Schema:

Elektroporation

0,35kV; 960uF
8,3ml Kulturmedium
ohne IL-3:

a ‘ a 1,5 x 10° Ba/F3 /mI
1x10” Ba/F3 in 0.8ml RMPI +
20pg Plasmid-DNA; 1,5ml
Inkubation: 10Minuten vor

und nach Elektroporation;
Kontrolle 200 ng/ml 100pM 2mM
rmiL-3 Butyrat

Abb. 4.11.b:

Transiente Transfektion durch
Elektroporation und Re-
Re-Stimulation fiir 4Stunden im Stimulation von Ba/F3-Zellen
Brutschrank bei 37°C und 5% CO, nach Plasmidtransfektion mit
EGF, IL-3 und Butyrat

Diese Proben wurden anschlielend fir 4 Stunden im Brutschrank (37 C, 5% CO »,) kultiviert.

412 Luziferase Reportergen Assay (LRA)

Mit Luziferase Reportergen Assays (LRA) kann das transaktivierende Potential klonierter
DNA-Sequenzen quantifiziert werden. Hier wurde die bcl-x Promoterinduktion gemessen.
Die Vorbereitung der Zellen zur Luziferase-Lumineszenzmessung erfolgte gemal den
Angaben zum ,Luciferase Assay System* der Firma Promega.

Die Zellen jeder Probe wurden pelletiert (15 Sekunden Zentrifugation bei 14000 rpm), der
MediumuUberstand wurde komplett entfernt und das Zellpellet mit 50 ul ,Cell Culture Lysis
Reagent” (Promega) lysiert. Die lysierten Zellen kénnen bis zur Lumineszenz—Messung
bei -20 T gelagert werden.

Zur Lumineszenz-Messung wurden die Zelltrummer durch Zentrifugation fur 60 Sekunden
bei 14000 rpm erneut pelletiert und der klare Uberstand - welcher das exprimierte Enzym
Luziferase enthélt - fir die Messung verwendet. Von diesem Uberstand wurden 10 ul zu 50

pl ,Luciferase Assay Reagent® in ein Lumineszenzmessrohrchen pipettiert und die
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enzymatische Aktivitat der Luziferase im Luminometer MiniLuminat LB 9506 (EG&G Bertold)

gemessen.

413 Plasmid-Kotransfektion

4.13.1 Dual-Luziferase™ Reporter Assay: Messung der Transfektionseffizienz

Das Dual-Luziferase Reportergen Assay System (DLR-System) wurde zur Bestimmung der
Transfektionseffizienz eingesetzt.

Beim DLR-System handelt es sich um eine Kotransfektion, d.h. es wird neben dem
rekombinanten Reportergenplasmid ein weiteres Reportergenplasmid kotransfiziert, dessen
Expressionsprodukt eine zweite, ebenfalls leicht quantifizierbare, aber gut differenzierbare
enzymatische Reaktion katalysiert. Hier wurde das Ko-Reportergenplasmid pRL-TK
(Promega) verwendet, dessen Reportergen fir das Enzym Renilla-Luziferase kodiert. Im
Vektor pRL-TK steht das Renilla-Reportergen unter der Kontrolle des konstitutiv aktivierten
Promotors des Thymidinkinasegens des Herpes-Simplex-Virus. Daher wird Renilla
Luziferase konstant exprimiert und kann unabhangig von externen Einflussfaktoren
quantifiziert werden. Die gemessene Renilla-Luziferase-Lumineszenz korreliert mit der
Menge an transfiziertem pRL-TK Plasmid. Man kann die Effizienz und Reproduzierbarkeit
des DNA-Transfers beurteilen, indem man die Renilla-Lumineszenz von parallel
durchgefuhrten Transfektionen vergleicht.

Der allgemeine Ablauf der Transfektion und der LRA Experimente wurde wie unter 4.11/
4.12 beschrieben durchgefiihrt. Die vom Ko-Reportergenplasmid eingesetzte Menge betrug
1/100 der Menge des rekombinanten Reportergenplasmids pGL3, um Interaktionseffekte
zwischen beiden Promotoren und Plasmiden bestméglich zu vermeiden.

Zur Lyse der Zellen wurden 50 pl des ,Passive Lysis Buffer® (PLB) anstelle des ,Cell Culture
Lysis Reagent® verwendet.

Nach dem Messen der Aktivitat der ,Firefly-Luziferase mit ,Luciferase Assay Reagent Il
wurden 50 pl ,Stop & Glo“ Reagenz in das Messréhrchen hinzugegeben und erneut die
Lumineszenz gemessen. ,Stop & Glo“ Reagenz inhibiert unmittelbar die Firefly-Luziferase
Aktivitat, schafft ideale Pufferbedingungen fir die Renilla-Luziferase und beinhaltet das
Substrat fur die Renilla-Luziferase-Reaktion.

PLB, ,Luciferase Reagent II* und ,Stop & Glo Reagent® sind speziell dazu konzipiert,

unspezifische Hintergrundlumineszenz zu unterdriicken.

4.13.2 Kotransfektion der Plasmide mit den cDNAs fiir JAK2 oder Lyn
Das gleiche Prinzip der Kotransfektion wurde auch verwendet, um neben den bcl-x
Promoterfragment-Plasmiden gleichzeitig Plasmide zu kotransfizieren, die entweder das

Gen fur die Januskinase JAK2 oder die src-Kinase Lyn tragen und konstitutiv exprimieren.
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Somit konnten die intrazellularen Konzentrationen von JAK2 bzw. Lyn erhéht werden und
Ruickschlisse Uber eine Beteiligung dieser Kinasen an der Signaltransduktion von Butyrat
auf den bcl-x Promoter gezogen werden. Es wurden jeweils 10pg der cDNA fur JAK2 bzw.

Lyn, sowie 20 ug des Plasmids mit dem bcl-x Promoter transfiziert.

414 DNA-Analyse auf Transkriptionsfaktorbindungsstellen

Zum Auffinden von Transkriptionsfaktorbindungsstellen wurde die bcl-x Promotersequenz,
insbesondere die aktiven Promoterregionen AR1 und AR2 mit Hilfe der Online-Datenbank
»1ransfac” analysiert. Die Ergebnisse der DNA Analysen werden im Kapitel 5.7.1 dargestellt.

Die ,Transfac” Datenbank (www.gene-requlation.com) enthalt Informationen tber DNA- und

RNA-Sequenzen, Proteine sowie deren gegenseitige Wechselwirkungen [1086].

Grundlage fir die Katalogisierung von Protein-DNA Wechselwirkungen in der Transfac-
Datenbank ist die Tatsache, dass Proteine (z.B. Transkriptionsfaktoren) mit bekannten,
spezifischen DNA  -Sequenzen (Konsensussequenz) interagieren. Bei den
Konsensussequenzen unterscheidet man die ,Core-Sequenz‘ (Grundsequenz) und die, die
Grundsequenz umrahmende Sequenz (Matrix). Die Core-Sequenz ist flr die Protein-DNA-
Wechselwirkung essentiell und besteht aus 4 oder mehr Basenpaaren in definierter
Reihenfolge, an die der Transkriptionsfaktor mit hoher Affinitdt binden kann. Geringe
Variationen in der Core-Basensequenz sind unter Umstanden mdéglich.

Der DNA Bereich von 10-20bp 5’- und 3’-seitig der Grundsequenz wird ,Matrix“ genannt und
|asst eine groBere Variabilitdt der Basensequenz zu.

Zur Identifizierung von Transkriptionsfaktoren in vitro wurden EMSA-Experimente

durchgefiihrt.

4.15 Electrophoretic-Mobility-Shift-Assay (EMSA)

EMSA ist ein Protein-DNA-Bindungs-Assay, in dem in vitro die Féhigkeit zur Bindung von
Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Sequenzen untersucht werden kann. Radioaktiv
markierte Oligonukleotide werden mit Zellkernextrakten inkubiert und das Gemisch in einer
nicht denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mittels
Autoradiographie kdnnen die gebildeten Protein-DNA-Komplexe durch langsames
Laufverhalten (Bandshift) deutlich von den schnell migrierenden freien, nicht gebundenen
DNA-OQligonukleotiden unterschieden werden. Nicht gebundene Proteine sind nicht sichtbar,
da ihnen die radioaktive Markierung fehlt.

In modifizierten Assays mit 100fach im Uberschuss vorliegenden, nicht-radioaktiv markierten
DNA-Sonden wurde versucht, die Spezifitat der Bindung zwischen DNA und Protein durch

eine Signalabschwachung oder Signalausldschung zu verifizieren (homologe Kompetition).
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Zur weiteren Bestatigung der Spezifitit der Bindung wurden auch heterologe

Kompetitionsexperimente durchgefihrt, bei denen zusétzlich DNA-Oligos im 100fachen

Uberschuss eingesetzt wurden, die mutierte Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren
enthalten. Eine fehlende Kompetition mit persistierend nachweisbarem radioaktivem Signal
bestatigt in diesem Fall die Spezifitdt des Bindungsereignisses zwischen dem
Transkriptionsfaktor und dem radioaktiven Nukleotid.

Durch den Einsatz Transkriptionsfaktor-spezifischer Antikérper in den EMSAs sollten
Proteine identifiziert werden. Entsprechende DNA-Protein-Antikérper-Komplexe sind
aufgrund ihrer zusatzlich eingeschréankten elektrophoretischen Mobilitdt erkennbar

(Supershift-Analyse).

Die EMSA-Experimente wurden in dieser Arbeit mit dem Ziel durchgefihrt, in vitro den Effekt
von Butyrat auf die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und auf die Induktion des Promotors
des bcl-x Gens qualitativ zu untersuchen.

Als Quelle fur Transkriptionsfaktoren dienten Zellkernproteine, welche zu verschiedenen
Zeitpunkten (Omin, 15min, 60min, 180min) nach Butyrat-Stimulation aus Ba/F3-Zellen
extrahiert wurden. Zur Kontrolle und besseren Interpretation des Butyrat-Effektes wurden
ebenfalls Kernextrakte nach dem gleichen Schema aus EGF-stimulierten und aus IL-3
stimulierten Ba/F3-Zellen gewonnen. Zusatzlich wurde eine unstimulierte Probe zum

Zeitpunkt Omin und 180min untersucht.

Praparation der Kernextrakte

Zur Préaparation der Kernextrakte wurde den IL-3 abhangigen Ba/F3-Zellen, ahnlich wie bei
der transienten Transfektion, durch mehrfaches Zentrifugieren (1000 rpm, 5 min) und
Resuspendieren in RPMI Medium zundchst der Wachstumsfaktor IL-3 entzogen.
AnschlieBend wurden die Ba/F3-Zellen ohne Wachstumsfaktor in einer Konzentration von
1,5 x 10° Zellen / ml fir 6 Stunden im Brutschrank (37 C; 5 % CO,) kultiviert. Dadurch
wurde die Zellproliferation eingestellt.

Im nachsten Schritt erfolgte die gezielte Re-Stimulation der Zellen mit EGF (200 ng/ml), IL-3
(100 pM) und Butyrat (2 mM). Die Gewinnung der Zellkernextrakte erfolgte aus jeweils 1,5
x 10° Zellen nach 15, 60 und 180 Minuten Re-Stimulation.

Zusatzlich wurden als Kontrolle Kernextrakte aus 1,5 x 10° Zellen ohne Stimulation zum

Zeitpunkt 0 und 180 Minuten gewonnen.
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Probenentnahme

Abb. 4.15.a: Zeitpunkt T, definiert das Ende des Wachstumsfaktorentzugs und gleichzeitig den
Beginn der Stimulation mit EGF, IL-3 oder Butyrat. Zur Gewinnung der Zellkernextrakte wurden je
Probenentnahme 1,5 x 10° Zellen verwendet.

Fir jede Probe erfolgte die Praparation der Kernextrakte nach folgendem Ablauf:

1,5 x 10° Zellen wurden in PBS gewaschen, zur hypotonen Lyse in 400 pl Puffer A
resuspendiert und flr 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieliend wurden die Zellen fir 10s
zentrifugiert und die zytosolischen Zellbestandteile mit dem Uberstand entfernt.

Das nun vorliegende Zellkernpellet wurde zur hypertonen Lyse in 75 ul Puffer B
resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 3 Minuten Zentrifugation bei
14000 rpm und 4 T wurde der, die Zellkernproteine enthaltende Uberstand, in ein neues

Reaktionsgefalt Uberfihrt, in flissigem Stickstoff gefroren und bei -70 T gelagert.

Puffer A Puffer B

Hypotone Lyse Hypertone Lyse
HEPES 10 mM 20 mM
KCI 10 mM
MgCl, 1,5 mM 1,5 mM
DTT 0,5mM 0,5 mM
Glycerol 25 % Tabelle 4.15.b:
NaCl " 420 mM Zusammensetzung von Puffer
EDTA - 0,2 mM A und Puffer B zur Gewinnung
Pepstatin 0,0007 pg/ ml 0,0007 ug/ ml von Zellkernextrakten.
Proteasecocktail ** 2ml 0,4 ml ** 1 Tablette Complete™ (Fa.
Vanadat 1 mM 1mM Roche) wird in 2,4 ml Aqua
Aqua bidestillata 27.215ml 2.423ml bidest gel6st.

Herstellung doppelstringiger Oligonukleotide

Je 500 pmol komplementérer einzelstrangiger DNA-Oligonukleotide (50 pM = 50pmol/pl, Fa.
BioTez Berlin-Buch GmbH) wurden zusammen in einem Reaktionsgefal® mit 80 pl H,O fir
10 Minuten auf 80 T erhitzt (1000pmol/100ul = 10pmol/ul = 10 uM). Die
Zusammenlagerung zum DNA-Doppelstrang erfolgte beim langsamen Abkihlen auf
Raumtemperatur. Zuletzt wurde die DNA-Sonde mit 300 uyl H,O zu einer 2,5 uM
Reaktionslésung verdinnt (1000 pmol/ 400 ul = 2,5pmol/ yl = 2,5 uM).
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10 pmol/ ul 2.5 pmoll ul

80 pl Aqua bidest.
10‘ 300wl
° Aqua
80 C bidest

fTTTT171 DNA (+) Strang, 500pmol, 50pmol/ pl RT = Raumtemperatur
DNA (-) Strang, 500pmol, 50pmol/ pl

Abb. 4.15.c: Herstellung doppelstrangiger DNA-Oligonukleotide aus Einzelstrédngen

Radioaktive Markierung doppelstrangiger DNA fiir EMSAs
Die radioaktive Markierung der DNA-Sonden erfolgte durch den Einbau von [y-32P]-dATP am
5" Ende der Oligonukleotide. Synthetische Oligonukleotide besitzen keinen 5’ Phosphatrest

und kénnen daher in einer Polynukleotidkinasereaktion direkt phosphoryliert werden:

Doppelstréngiges DNA Oligonukleotid (2,5uM) 2,5 pmol

10 x Kinase - Puffer 2 ul

H.O 13 l Tabelle 4.15.d:
[-**P]-dATP (3000 Ci /mmol) 3 ul radioaktive Markierung

T4 Polynukleotidkinase (PNK) (5 U / ul) 5U doppelstrangier DNA mit [y-

%P]-dATP.

Das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei 37 T inkubiert. Freies, nicht gebundenes [y-
¥pP1-dATP wurde durch ein Filtersiulen-System (Sephadex G 50 Saulen, Nick-Columns ™,
Amersham) von den markierten Oligonukleotiden getrennt und die Oligonukleotide mittels 1x

TE- Puffer aus den Saulen eluiert.

DNA-Protein Bindungsreaktion
Fir die Bindungsreaktion wurden die radioaktiv markierten Oligonukleotide mit den

Zellkernextrakten 30 Minuten bei 27 T nach folgend er Zusammensetzung inkubiert:

Shift-Puffer (Zusammensetzung s. Anhang): 4 ul

BSA (10 mg/ ml) 20 pg

poly dI/dC ( 1mg / ml) 2 ug

[y-°P]-dATP Oligonukleotid (6,25nM) 3ul Tabelle 4.15.e: Protein-DNA-
Zellkernextrakte (1 ug / yl) 3 ug Bindungsreaktion

Bei der homologen Kompetition wurde zuséatzlich unmarkiertes Oligonukleotid in 100-fachem
Uberschuss eingesetzt.
Far die Supershift-Analyse wurde nach der Proteinbindungsreaktion der gesamte Ansatz bei

4C fur 20 Minuten mit einem Transkriptionsfaktor-s pezifischen Antikérper (1ug) inkubiert.
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Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Protein-Komplexe

Das 12%ige nicht denaturierende Polyacrylamidgel wurde folgendermafien hergestellt:

Acryl-Amid 40% (v/v) (Genaxis) 12 ml

10 x TBE, pH 8 2ml Tabelle 4.15.1;

APS 10% (w/v) (Sigma) 480 pl 12%iges nicht denaturierendes Polyacrylamidgel
TEMED (Gibco BRL) 80 ul zur Auftrennung der Protein-DNA-Komplexe in
aqua dest. Ad 80 ml | EMSA Experimenten

Nach einem 15 minttigen Vorlauf bei 300 V wurden 20 ul aus der Proteinbindungsreaktion
in die Geltaschen pipettiert. Die Proben wurden bei 300 V fur etwa 2 Stunden aufgetrennt.
AnschlieBend wurde das Gel heil3luftgetrocknet und zur Autoradiographie mit einem
Réntgenfilm (Curix HAT 1.000G Plus, AGFA) exponiert.

416 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur ortsgerichteten Mutagenese wurde das System ,QuickChange ™ Site-Directed
Mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene verwendet.

Der erste Reaktionsschritt verlauft mit Hilfe einer Polymerasereaktion. Die Mutation der
DNA-Sequenz wird dabei in speziell synthetisierten Primern (BioTeZ Berlin-Buch GmbH)
vorgegeben. Der mutationstragende Primer ist bis auf die Mutationssequenz von maximal
4-6 Basen komplementéar zur Ausgangs-DNA. Dadurch kann sich der Mutationsprimer trotz
der abweichenden Basen an den parenteralen DNA-Strang anlagern. Die Pfu-Polymerase

amplifiziert die DNA mit eingefiigten Mutationen zuverlassig und fehlerarm.

10x Puffer fur Pfu Polymerase 5ul

Ausgangs DNA (50 ng / ul) 50 ng

Mutations-Primer (+) (0,5 uM) 0,5 pmol

Mutations-Primer (-) (0,5 uM) 0,5 pmol

Agua bidest. 40pl Reaktionsansatz der
Pfu Turbo Polymerase (2,5 U / ul) 25U Mutagenesereaktion
Wachs 25ul

Die Reaktion zur ortsgerichteten Mutagenese wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

Zyklus Reaktion Dauer/min | Temperatur/T
1 Initiale Denaturierung 5 min 95 T
2-17 Denaturierung 0,5 min 95 T
Primer-Annealing 1 min 55 T Tabelle 4.16.b:
Elongation 16 min 69 C Thermocycling der PCR zur
18 Terminale Elongation 16 min 69 C ortsgerichteten Mutagenese

Der Reaktionsansatz wurde anschlie3end auf 37 C abgekuhlt.

Nach der Mutagenesereaktion wurde das DNA Produkt mit 10 U Dpn | (Restriktionsenzym)
behandelt. Dieser Ansatz wurde fir 1 Minute bei 10000 rpm zentrifugiert und danach fir 2 h
bei 37 T inkubiert. Dpnl verdaut gezielt methylierte und hemimethylierte DNA

(Schnittsequenz 5 — G™ATC — 3'), wie sie z.B. aus dam” E. coli Bakterien gewonnen wird.
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DNA, die durch die Polymerase in vitro amplifiziert wurde, enthalt keine Methylierung. Somit
verdaut Dpn | bei der ortsgerichteten Mutagenese spezifisch die aus E. coli gewonnene
methylierte Ausgangs-DNA. Die wéhrend der in vitro Polymerasereaktion neu synthetisierte,
mutierte DNA bleibt erhalten, wird anschlielend in kompetente Bakterien transformiert,
amplifiziert und isoliert. Die mutierte Plasmid-DNA wurde sequenziert, mit der DNA-Sequenz

des pGL3-X verglichen und entsprechend als pGL3-Muta1, pGL3-Muta2, pGL3-Muta3 und
pGL3-Muta4 benannt.
X = 4-6 Basen lange Mutation;

Aus E.coli gewonnene methylierte DNA,;
@ original DNA Sequenz, die durch
ortsgerichtete Mutagenese gezielt verandert
- werden soll
Anlagerung der mutationstragenden Primer;

Primerldnge ~ 25-35bp mit zentral liegender
Mutation

Ausgehend von den mutationstragenden Primer
Synthese der komplementaren DNA-Strange
durch die Pfu-Polymerase; DNA-Amplifikation

»
Dpnl Restriktion verdaut die methylierte
Ausgangs-DNA; die mutierte,
nicht-methylierte DNA bleibt erhalten

Q Transformation in kompetente Bakterien zur

Zirkularisation und Amplifikation der mutierten DNA
-y

o

-

Abb 4.16.c: QuickChange'" Site-Directed Mutagenesis (Stratagene)
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ANHANG:

Primersequenzen fiir die Isolierung des bcl-x Promoter aus

genomischer DNA:

Primer (+) 5 GGA ATT CAA AGA CAA CTA GCG 3'; 21mer
Primer (-) 5 TTT TAT AAT AGA GAT GGG CTC AAC 3’; 24mer

Primersequenzen fiir die verkiirzten Fragmente bcl-x Promoter:
Primer: PX_(-)3'
(-)5' CCG GAA TGC CAAGCT TACTTAG 3

Primer: PX_P1(+)5' : pGL3-320; Position im Pbcl-X: -320 - -297; 24mer
(+) 5' GAG CTC GGT TGT AGT AAA AAG AGG CGG ATG 3'

Primer: PX_P2(+)5': pGL3-622; Position im Pbcl-X: -622 - -603; 20mer
(+) 5 GAG CTC GAG GAA CCA GGT TGT GAG GG 3

Primer: PX_P3(+)5' : pGL3-111; Position im Pbcl-X: -111 - -88; 24mer
(+) 5 GAG CTCACCTTATCT TGG CTT TGG ATC CTG 3'

Primer: PX_P4(+)5' : pGL3-483; Position im Pbcl-X: -483 - -465; 19mer
(+) 5" GAG CTC ACC CAG CCACCAcCCTCCTC 3

Primer: PX_P5(+)5' : pGL3-835; Position im Pbcl-X: -835 > -814; 22mer
(+) 5'GAG CTC GGG TTT CGG AAG CCT CATCTAG &

Primer: PX_P6(+)5' : pGL3-39; Position im Pbcl-X: -39 > -19; 21mer
(+) 5" GAG CTC TTG GAC AAT GGA CTG GTT GAG CC &

Primer fiir die Aktive Region AR1 und AR2:

(+) Primer pGL3-AR1; Position im Pbcl-X: -485 - -468; 18mer
(+) 5 CGACCCAGCCACCACCTCY

(-) Primer pGL3-AR1; Position im Pbcl-X: -124 - -100; 25mer
(-) 5 GAG AGAGAAGTCTTG GAATAGAACC 3
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(+) Primer pGL3-AR2; Position im Pbcl-X: -998 - -979; 25mer
(+) 5 GTG CT GGA ATT CAAAGA CAACTAGC 3

(-) Primer pGL3-AR2; Position im Pbcl-X: -626 - -607; 20mer
(+) 5 CACAAC CTG GTTCCTCCATC 3

Primersequenzen fiir ortsgerichtete Mutagenese im bcl-x Promoter:

Sequenz der Aktiven Region AR2 als Vorlage fir die Mutagenese: -756 - -724; 33mer
(+)5° CAT ACC TCC GGG AGA GTT CTC CEGIAET CCC AGT 3

()5 ACT GGG AGT CAG GAG AAC TCT CCC GGA GGT ATG 3’

GAGA: NFAT Coresequenz

FGAG: AP-1 Coresequenz

Primer: Muta1+: Position im Pbcl-X: -754 = -721; 34mer

(+)5' TAC CTC CGG GAG AGT Tgc agT GAC TCC CAGTAG G 3
Primer: Muta1-

(-)5' CCT ACT GGG AGT CAc tgc AAC TCT CCC GGAGGTA &
Mutation einer NFAT-Bindungstelle

Primer: Muta2+: Position im Pbcl-X: -754 > -721; 34mer

(+)5' TAC CTC CGG tAc AGT TgT aCT GAC TCC CAGTAG G 3
Primer: Muta2-

(-)5' CCT ACT GGG AGT CAG tAc AAC TgT aCC GGA GGTA 3

Mutation von zwei NFAT-Bindungstellen

Primer: Muta3+ Position im Pbcl-X: -754 &> -721; 34mer

(+)5' TAC CTC CGG GAG AGT TCT CCcttg TCC CAGTAG G 3
Primer: Muta3-

(-)5' CCT ACT GGG Aca agG GAG AAC TCT CCC GGAGGTA 3

Mutation einer AP-1-Bindungsstelle

Primer: Muta4+: Position im Pbcl-X: -754 > -721; 34mer

(+)5' TAC CTC CGG GAG AGT tgc aAc ttg TCC CAGTAG G 3
Primer: Muta4-

(-)5' CCT ACT GGG Aca agT tgc aAC TCT CCC GGAGGTA 3’
Oligonukleotid Muta 1 mit Mutation der AP-1-Bindungsstelle
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DNA-Oligonukleotide fiir EMSA-Experimente:

Oligonukleotid AR1:

Sonde 483-111 Position im Pbcl-X: -414 > - 370; 45mer
(+)5' GCCGGAGATAGATTTGAATGTAGGTGGTGGTGGTGGGGATATGCC
(-)3' CGGCCTCTATCTAAACTTACATCCACCACCACCACCCCTATACGG

Oligonukleotid AR2:

Sonde 999-622: Position im Pbcl-X: -756 = -724; 33mer
(+)5"' CATACCTCCGGGAGAGTTCTCCTGACTCCCAGT 37
(-)3' GTATGGAGGCCCTCTCAAGAGGACTGAGGGTCA 57

Oligonukleotid Muta2 :

Position im Pbcl-X: - 754 - -721
(+)5'" TACCTCCGGtACAGTTgTaCTGACTCCCAGTAGG 3!
(-)3'" ATGGAGGCCaTgTCAACAtGACTGAGGGTCATCC 51

Mutation von zwei NFAT-Bindungstellen
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5. Ergebnisse

5.1 Wirkungen von Butyrat auf Proliferation und Apoptose von Ba/F3-Zellen

5.1.1 Dosisabhéngiger Einfluss von Butyrat auf die Zellproliferation

Der Einfluss von Butyrat auf das Proliferationsverhalten von Ba/F3-Zellen wurde anhand der
Inkorporation von *H-markiertem Thymidin wahrend der DNA-Synthese untersucht.

Die Zellen wurden 11 Stunden mit Butyrat in verschiedenen Konzentrationen (0,001mM,
0,01mM, 0,1mM, 0,3mM, 1mM, 10mM, 30mM Butyrat) in Kombination mit steigenden Dosen
IL-3 (OpM, 7,5pM, 15pM, 30pM, 300pM IL-3) kultiviert.

AnschlieRend wurden die Zellen fir weitere 11 Stunden mit °H -markiertem Thymidin
inkubiert. Nach der Ernte der Zellen, wurde die inkorporierte Radioaktivitat als Mald fiir die
Proliferation der Zellen gemessen.

Die fir verschiedene Butyratkonzentrationen erhaltenen Messwerte wurden auf die
Kontrollansatze ohne Butyrat normiert.

Wie aus Abbildung 5.1.1 zu entnehmen ist, hemmt Butyrat in Dosen gréf3er als 1 mM den
*H-Thymidin Einbau vollstéandig und IL-3-unabhangig. Butyrat-Dosen zwischen 0.1 und
1 mM férdern hingegen den ®H-Thymidin Einbau in Abhangigkeit von der Konzentration des
vorhandenen IL-3. Dabei nimmt die Proliferation bei niedrigen bis mittleren IL-3 Dosen zu.
Der maximale Effekt, eine Verdoppelung des *H Thymidin-Einbaus, wurde bei einer
Kombination aus 7,5 pM IL-3 und 1 mM Butyrat beobachtet.

Butyrat-Dosis-Wirkungskurve der Proliferation von
Ba/F3 Zellen (in Abhdngigkeit steigender IL-3
Konzentrationen)

——0pM IL3
¢S 30 —=-7.5pM IL3
< Eg 2.5 —4—15 pM IL3
283520 30 pM IL3
259215 —%—300 pM IL3
Fesa10
S2E 05
=2 00 ‘

0,001 0,01 0,1 1 10 100
Butyrat [mM]

Abb. 5.1.1: Die IL-3 Konzentration bestimmt den Einfluss von Butyrat auf die proliferative Aktivitat von
Ba/F3-Zellen: Um den Einfluss von Butyrat auf das Proliferationsverhalten der Ba/F3-Zellen zu
untersuchen, wurden die Zellen fir 11 h sowohl mit verschiedenen Dosen Butyrat (0,001mM,
0,01mM, 0,1mM, 0,3mM, 1mM, 3mM , 10mM, 30mM) als auch gleichzeitig mit IL-3 kultiviert. Der
Proliferationsassay wurde wie in Abschnitt 4.3. beschrieben durchgefiihrt. Niedrige bis mittlere Dosen
Butyrat férdern die Zellproliferation in Abhangigkeit von den IL-3 Konzentrationen. Hohe Dosen
Butyrat hemmen die Zellproliferation IL-3-unabhangig.
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5.1.2 Wechselwirkung von Butyrat und Zytokinen beim Einfluss auf die
Zellproliferation

Aufgrund der unter 5.1.1. gewonnenen Ergebnisse wurden weitere Proliferationsassays mit
2mM Butyrat durchgefuhrt, um die Interaktion von Butyrat mit IL-3 auf die Proliferation der
Ba/F3-Zellen qualitativ nédher zu bestimmen. Dabei wurden Ba/F3-Zellen fiir 16 Stunden in
Standardkulturmedium (IL-3 haltig) in Kombination mit Butyrat (2 mM) und/oder EGF (200
ng/ml) oder auch ohne IL-3 mit EGF und/oder Butyrat kultiviert.

Die in 5 unabhangigen Versuchen gemessenen Werte wurden auf die Werte der Proben
normiert, die mit Standardkulturmedium kultiviert wurden.

In Einklang mit den Beobachtungen von 5.1.1. wird der *H-Thymidin-Einbau der Ba/F3-
Zellen durch Butyrat (2 mM) vollstdndig und unabhéngig von IL-3 und EGF gehemmit.
Ba/F3-Zellen kénnen also in Gegenwart von Butyrat trotz adaquater Dosen mitogener
Zytokine nicht proliferieren. Der Effekt der Butyrat-abhangigen Proliferationshemmung ist
vergleichbar mit der ausbleibenden Proliferation  (*H-Thymidin-Einbau)  nach

Wachstumsfaktorentzug.

IL3-, EGF-, und Butyrat-abhangige Proliferation

3H-dTT-Einbau rel. zu IL-3

Stimulationsansatz

Abb. 5.1.2.: IL-3 und EGF unabhéangige Proliferationshemmung der Ba/F3-Zellen durch Butyrat:
Ba/F3-Zellen wurden fur 16 h mit IL-3, Butyrat und EGF alleine oder in Kombination kultiviert. Butyrat
hemmt in einer Dosierung von 2 mM in Ba/F3-Zellen den 3H-Thymidineinbau/ die Proliferation
vollstandig und unabhangig von EGF und IL-3.
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5.1.3. Einfluss von Butyrat auf das apoptotische Verhalten von Ba/F3-Zellen

Mit Hilfe der Bindung von fluoreszenzmarkiertem Annexin V an die Oberflache apoptotischer
Zellen und anschlieBender Durchflusszytometrie kann man den Anteil apoptotischer Zellen
in einer Zellpopulationen semiquantitativ darstellen. Die Detektion nekrotischer Zellen
erfolgte durch gleichzeitige Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid.

IL-3 ist als Uberlebensfaktor fiir Ba/F3-Zellen essentiell. Bei den hier verwendeten Ba/F3-
Zellen, die zusatzlich den EGF/EPO-Hybridrezeptor exprimieren, kann EGF ebenfalls als
Uberlebenssichernder Faktor fungieren. Deshalb wurden die Zellen mit verschiedenen
Kombinationen aus 100pM IL-3, 200ng/ml EGF und 2mM Butyrat kultiviert. Nach 8 Stunden
Inkubation erfolgten die Probenpraparation und die Auswertung mittels Durchflusszytometrie
gemal den Angaben des Herstellers des ,Apoptosis Detection Kit“ (Calbiochem).

In den Abbildungen 5.1.3.a und b ist deutlich zu erkennen, dass die Kultivierung der Ba/F3-
Zellen ohne Zytokin nach 8 Stunden zur Apoptose/Nekrose von 50% der Zellen fuhrt. 1L-3
und EGF dagegen sind einzeln und in Kombination gleichermallen in der Lage, die
Apoptose der Zellen wirkungsvoll zu verhindern, auch in Kombination mit Butyrat (2mM).

Butyrat alleine kann jedoch eine Apoptose durch Wachstumsfaktorentzug nicht verhindern.

Apoptose der Ba/lF3 Zellen (Annexin V Methode)
O vital O nekrotisch/apoptotisch
100
°\° 1 1 1 —
£ 807
-
e
& 60 1 —
5
® 40 |
L
o
o 20 +
11]
0 1 — 1 — [ ] [ ]
& @Q’{( xQ)& 8 \ ({/OQ N ((,fb‘)
N \ ,g,é( &
N
Kombination

Abb. 5.1.3a: Apoptosenachweis mit Hilfe der Annexin V FITC-Methode. Ba/F3-Zellen wurden fir 8
Stunden mit IL-3 (100pM), EGF (200ng/ml), Butyrat (2mM) oder einer Kombination der Faktoren
kultiviert. Bei der Behandlung der Ba/F3-Zellen mit IL-3 und/oder EGF ist der Uberlebenssichernde
Effekt deutlich zu erkennen. Butyrat-Supplementation beeinflusst den berlebenssichernden Effekt
von IL-3 und / oder EGF nicht. Butyrat kann eine Apoptose von Ba/F3-Zellen nach IL-3-Entzug resp.
EGF-Entzug nicht verhindern. Die Apoptose der Ba/F3-Zellen nach Wachstumsfaktorentzug (\)
erscheint Butyrat-unabhangig.
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Abb. 5.1.3.b: Durchflusszytometrische Auswertung der Annexin V FITC Versuchsreihe.

Darstellung der vitalen Zellen / apoptotischen Zellen als Punktdiagramme (im linken unteren
Quadranten werden die vitalen Zellen angezeigt, im rechten unteren Quadranten die apoptotischen
Zellen) und Histogramme:

Obere Reihe: 100pM IL-3, bzw. 100pmol IL-3 plus 2mM Butyrat sichern das Zelliberleben, genauso
wie (hier nicht dargestellt) die Kombination aus 200ng/ml EGF plus 2mM Butyrat und 100pmol IL-3
plus 200ng/ml EGF plus 2mM Butyrat.

Untere Reihe: Die Kultivierung der Zellen ohne Zytokin fiihrt nach 8 Stunden zur Apoptose/Nekrose
von fast 50% der Zellen. Ein ahnliches Bild zeigt sich nach Stimulation der Zellen mit 2mM Butyrat.
Butyrat kann alleine eine Apoptose nach Wachstumsfaktorentzug nicht verhindern.

Die internukleosomale Fragmentierung der DNA ist ein weiterer Indikator flr die Apoptose in
den untersuchten Zellen. Alle Zellen wurden mit den Wachstumsfaktoren IL-3, EPO, EGF
oder mit Butyrat stimuliert. Als Kontrolle wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, in der die
Zellen ohne Zytokin kultiviert wurden.

In Abbildung 5.1.3.c zeigt sich, dass in den Ba/F3-Zellen, die den EGF-/EPO-Hybridrezeptor
ektop exprimieren, wie erwartet durch IL-3 aber auch durch EGF die Apoptose inhibiert
werden kann. Bei der parentalen Zelllinie ist lediglich IL-3 in der Lage, antiapoptotische
Signale zu generieren und eine DNA-Fragmentation wirksam zu unterbinden.

Weder Butyrat noch EPO kdnnen in parentalen und in den EGF-/EPO-Hybridrezeptor-

tragenden Zellen DNA-Fragmentation/ Apoptose verhindern.
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Abb. 5.1.3.c: Elektrophoretische Analyse der DNA-Fragmentation in Ba/F3-Zellen: Einfluss von
Zytokinen und Butyrat auf die internukleosomale Fragmentierung in Ba/F3-Zellen. Hybridrezeptor-
exprimierende Ba/F3-Zellen, sowie parentale Ba/F3-Zellen wurden fur die angegebene Zeitdauer
ohne Wachstumsfaktor oder mit EGF (200 ng/ml), 100 pM IL-3, 5 Units/ml Epo oder 2 mM Butyrat
inkubiert. M: Molekulargewichtsmarker mit Angaben fir 2000bp, 1000bp, 500bp und 300bp.

5.1.4 Effekte von Butyrat auf die Zellzyklusprogression von Ba/F3-Zellen

Die quantitative Anfarbung der nukledren DNA mit Propidium-lodid und die nachfolgende
FACS-Analyse ermdglichen Aussagen Uber den DNA-Gehalt einer Zelle und lassen
Ruckschliisse auf die entsprechende Zellzyklusphase zu. Dadurch kann der Einfluss von
externen Faktoren auf den Ablauf des Zellzyklus analysiert werden. Hier wurde die Wirkung
von Butyrat auf den IL-3 abh&ngigen Zellzyklus der Ba/F3-Zellen gepriift.

Abbildung 5.1.4 zeigt, dass eine Stimulation der Ba/F3-Zellen mit 2 mM Butyrat in
Gegenwart des Wachstumsfaktors IL-3 (100 pM) eine Akkumulation der Ba/F3-Zellen in der
GO0-/G1-Phase bewirkt.

Zellzyklusanalyse von Ba/F3 Zellen nach Stimulation mit 2mM
100 Butyrat und 100pmol IL-3
O G0-G1 as BG2-M
80 -
§ 60
@
£ 40
<
20 -
0 i
0 6 12 24 36
Inkubationsdauer [h]

Abb. 5.1.4: Butyrat bewirkt in Ba/F3-Zellen in Anwesenheit des Wachstumsfaktors IL-3 eine
Zellzyklusinhibition mit einem Verweilen der Zellen in der G0-G1 Phase. Ba/F3-Zellen wurden fir 6,
12, 24 und 36 Stunden mit 2mM  Butyrat und 100pmol IL-3 inkubiert. Mit zunehmender
Inkubationsdauer zeigte sich eine Akkumulation der Zellen in der GO-G1 Phase.
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5.2 Nachweis der Genexpression
Die Expression des bcl-x Gens wurde auf mMRNA Ebene mittels Northern Blot und RT-PCR

untersucht.

5.2.1 Northern Blot

Mittels Northern Blot konnte der Nachweis von bcl-x mRNA nach Butyrat-Stimulation
erbracht werden. Die Ba/F3-Zellen wurden mit EGF (200ng/ml), IL-3 (100pmol) und Butyrat
(2mM) fiir die in Abbildung 5.2.1 angegebene Dauer stimuliert. AnschlieBend erfolgte die
RNA Isolation wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben. Die Hybridisierung der mRNA erfolgte mit
radioaktiv markierten cDNA Sonden, die einem ca. 1000bp langen DNA Abschnitt des bcl-x
Gens entsprechen (vgl. Kapitel 4.6.2). EGF, IL-3 und Butyrat induzieren einen Anstieg der
Menge der bcl-x mRNA in Ba/F3-Zellen. Fur Butyrat zeigt sich eine deutliche Bande fur
bcl-xL mRNA nach 2 Stunden sowie nach 4 Stunden Stimulationsdauer. IL-3 und EGF
kénnen in Ba/F3-Zellen ebenfalls bcl-x mRNA induzieren, wobei es jedoch nach 4 Stunden

zu einer Abschwachung der mRNA Bande kommt.

EGF: IL-3: Butyrat:

Stimulation  on 0,60 1h 1,60 2h 25h3h 4h 2h 4h Oh 1h 2h 4h MW

bel-xL mRNA o ..Q

Abb. 5.2.1: Northern Blot zum Nachweis von bcl-xL-mRNA. EGF, IL-3 und Butyrat induzieren einen
Anstieg der bcl-xL mRNA in Ba/F3-Zellen

5.2.2 RT-PCR

Ba/F3-Zellen wurden mit IL-3 (100pM, Inkubationsdauer 4h), EGF (200ng/ml,
Inkubationsdauer 2h), und Butyrat (2mM, Inkubationsdauer 2h) stimuliert, bevor RNA gemal
dem unter 4.6.1 beschriebenen Protokoll isoliert wurde. Zur Kontrolle wurde RNA auch aus
Ba/F3-Zellen gewonnen, die entweder der laufenden Zellkultur entstammten (Ansatz gemal3
Protokoll zur Zellkultur, Kapitel 4.2) oder bei denen bcl-2a cDNA kotransfiziert wurde. Aus
der Gesamt-RNA wurde cDNA hergestellt, die fir die anschlieBende PCR mit bcl-x-

spezifischen Primern, wie unter 5.3 erwahnt, eingesetzt wurde. Die Menge der DNA wurde
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nach einer Gelelektrophorese im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen semiquantitativ

bestimmt.
RT-PCR
. Obcl-2a Obcl-XL B GAPDH
5 30 +
o 25 — ]
]
2 £ 20 —
g_"g 15 ]
é & 10 - _|
° L
/ 0h Ifd. H. IL-3 4h EGF 2h But 2h exo bcl-2a
Stimulus

Abb. 5.2.2: RT-PCR aus mRNA von stimulierten Ba/F3-Zellen. Oh: RNA-Isolation aus Zellen vor
Stimulation; Ifd. H.: RNA-Isolation aus Zellen, die mit Standardkulturmedium kultiviert wurden. IL-3 4h:
RNA-Isolation aus Zellen nach 4-stiindiger IL-3-Inkubation; EGF 2h: RNA-Isolation aus Zellen nach 2-
stindiger EGF-Inkubation; But 2h: RNA-Isolation aus Zellen nach 2-stiindiger Butyrat-Inkubation; exo-
Bcl-2a: Kotransfektion der bcl-2a cDNA in Ba/F3-Zellen, die mit Standardkulturmedium kultiviert
wurden. GAPDH: Negativkontrolle

Diese Ergebnisse zeigen, dass Butyrat einen Anstieg der Menge an bcl-xL mRNA induziert.
Dieser Anstieg fallt jedoch geringer aus, als bei Stimulation der Zellen mit IL-3 bzw. EGF.
Weder Butyrat noch IL-3 oder EGF induzieren die Transkription des bcl-2a Gens, eines dem
bcl-x verwandten Gens der Bcl-2 Proteinfamilie. Dagegen konnte durch Kotransfektion von
bcl-2a cDNA (exo bcl-2a) gezeigt werden, dass die RT-PCR methodisch keine Fehler
aufweist. Nach Kotransfektion der bcl-2a-cDNA wird bcl-2a DNA amplifiziert. GAPDH
(Glycerinaldehyd-3phosphat-Dehydrogenase) diente als endogene Kontrolle.

5.3 Butyrat-abhdngige Regulation von Transkriptionsfaktoren

Die Aktivierung von DNA-Abschnitten durch extrazelluldre Faktoren wird unter anderem
intrazellular durch Transkriptionsfaktoren vermittelt. Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die
intrazellular aktiviert werden, in den Zellkern translozieren und dort mit der DNA in
Wechselwirkung treten. Diese Protein-DNA Interaktion kann mit Hilfe von ,Electrophoretic
Mobility Shift Assays® (EMSA, Kapitel 4.15) analysiert werden.

Es wurden EMSAs durchgefuhrt, um zu kléren, ob Butyrat in Ba/F3-Zellen die DNA-
Bindungsaktivitat von Transkriptionsfaktoren beeinflusst.

Ba/F3-Zellen wurden mit 2mM Butyrat zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 15, 60, 180
Minuten) stimuliert. AnschlieBend wurden Zellkernextrakte prapariert und die
Transkriptionsfaktoren auf ihre Fahigkeit hin untersucht, an eine radioaktiv markierte kurze

DNA-Sequenz (Oligonukleotid) mit entsprechender Bindungsstelle zu binden. Die dadurch
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veranderte elektrophoretische Mobilitdt der DNA gilt dabei als Nachweis fiir die Bildung
eines Protein-DNA-Komplexes.

Als Positivkontrolle dienten Zellkernextrakte aus Ba/F3-Zellen, die mit 200 ng/ml EGF oder
100 pM IL-3 behandelt wurden.

Dieser Versuchsaufbau wurde fur samtliche Stimulationsversuche verwendet, sofern dies
nicht anders im Text beschrieben ist.

Zunachst wurden Transkriptionsfaktoren untersucht, die in der Erythropoese eine
bedeutende Rolle spielen, wie zum Beispiel AP-1, NF-kappaB und STATS5. Die verwendeten
Oligonukleotide  enthielten  Konsensus-DNA-Sequenzen, an die die jeweiligen
Transkriptionsfaktoren binden. Dadurch sollten Transkriptionsfaktoren identifiziert werden,
die in Ba/F3-Zellen durch Butyrat in ihrer Aktivitat beeinflusst werden kénnen.

Es konnten unterschiedliche Reaktionen der Transkriptionsfaktoren aufgezeigt werden:

Nach Stimulation der Ba/F3-Zellen mit 2mM Butyrat waren sowohl NF-kappaB-spezifische,
als auch AP-1-spezifische DNA-Bindungsaktivitdten in den Kernextrakten nachweisbar (Abb.
5.3.a und 5.3.b), jedoch keinerlei STAT5-Bindungsreaktionen (Abb. 5.3.c).

Die Bindungsaktivitdt von NF-kappaB nahm mit zunehmender Expositionsdauer zu. Die
Induktion von AP-1 war nach 15 Minuten stark nachweisbar und nahm nach langerer
Expositionsdauer (60 Minuten) wieder ab.

Die Qualitat der Kernextrakte wurde durch Stimulation der Ba/F3-Zellen mit EGF und IL-3
kontrolliert. Es konnten die bekannten, typischen Bindungsereignisse zwischen den

Transkriptionsfaktoren und den Oligonukleotiden nachgewiesen werden.

——

- e w——

- Buty- Buty- EGF EGF IL-3 IL-3 Stimulation
rat rat
o 15 60 15 60 15 60 Zeit(min.)

Abb. 5.3.a: EMSA zum Nachweis der NF-kappaB-DNA-Bindungsaktivitdt mit Kernextrakten aus
Ba/F3-Zellen (Inkubation mit Butyrat, EGF und IL-3). Die unveranderte Bindungsaktivitat nach 180min
wurde hier nicht dargestellt.
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Abb. 5.3.b: EMSA zum Nachweis der AP-1-DNA-Bindungsaktivitdt mit Kernextrakten aus Ba/F3-
Zellen (Inkubation mit Butyrat, EGF und IL-3). Die unveranderte Bindungsaktivitdt nach 180min wurde
hier nicht dargestellt.

-~ - — -

- Buty- Buty- EGF EGF IL-3 IL-3 Stimulation
rat rat
0 15 60 15 60 15 60 Zeit (min.)

Abb. 5.3.c: EMSA zum Nachweis der STAT5-DNA-Bindungsaktivitdt mit Kernextrakten aus Ba/F3-
Zellen (Inkubation mit Butyrat, EGF und IL-3). Die unveranderte Bindungsaktivitdt nach 180min wurde
hier nicht dargestellt.

5.4 Klonierung des bcl-x Promoters

Infolge des Nachweises der Butyrat-abhangigen Induktion des bcl-x Gens in Ba/F3-Zellen
mit konsekutiver bcl-xL mRNA Synthese (Kapitel 5.2) wurde anschlieRend der Einfluss von
Butyrat auf den Promoter des bcl-x Gens analysiert. Somit sollten Erkenntnisse Uber die
molekularen, intrazelluldren Effekte von Butyrat in Ba/F3-Zellen gewonnen werden.

Fur die hier dargestellten Untersuchungen wurde eine ca. 1000 Basenpaare lange Sequenz
aus dem regulatorischen Bereich (Promoter) des bcl-x Gens verwendet. Zunachst wurde
aus Ba/F3-Zellen genomische DNA préapariert und der gewiinschte DNA-Bereich durch PCR
amplifiziert. Die Sequenzen der verwendeten Primer lauten 5-GGA ATT CAA AGA CAA
CTA GCG-3' bzw. 5-TTT TAT AAT AGA GAT GGG CTC AAC-3'. Das PCR-Produkt wurde
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mittels der TA-Klonierungsmethode zunachst in den Vektor pCR2.1 ligiert und anschlie?end
nach Transformation und Propagation in E. coli isoliert.

Der klonierte Promoterbereich wurde sequenziert und durch Vergleich mit der publizierten
Sequenz verifiziert (EMBL-Datenbank, Zugriffsnummer: AF088904). Der interessierende
Sequenzabschnitt wurde dann mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Sacl und Xhol
herausgetrennt, in einem Agarosegel aufgereinigt und in den zuvor mit den gleichen
Enzymen linearisierten Vektor pGL3-Basic (Promega, USA, vgl. Abb. 4.11.a) vor das Firefly-
Luziferase-Gen subkloniert. Das Konstrukt wurde erneut in E. coli amplifiziert, isoliert und
durch Sequenzanalyse verifiziert. Dieses Konstrukt wird im Folgenden mit pGL3-X
bezeichnet. Abbildung 5.4 zeigt eine schematische Darstellung der Insertion des bcl-x
Promoters in den Reportergenvektor pGL3.

-998

i ATG
[z ez fe
Pbcl-x
Luziferase-Gen

Abb. 5.4: Schematische Darstellung des Luziferase-Reportergenvektors pGL3-X mit der klonierten
Promoterregion (Pbcl-x) des bcl-x Gens. Bezilglich detaillierter Struktur des bcl-x Promoters siehe
auch Abbildung 6.1.

bcl-x

5.5 Butyrat-abhangige Regulation des bcl-x Promoters

In Luziferase Reportergen Assays wurde zunachst untersucht, ob Butyrat in Ba/F3-Zellen
den bcl-x Promoter aktiviert. Dazu wurde die Induktion des Firefly-Luziferase-Gens des
Reportergenplasmids pGL3-X gemessen. Die Stimulation erfolgte mit ansteigenden
Konzentrationen von Butyrat. Zur Kontrolle wurden die Messwerte mit der Aktivitat des

Basisvektors pGL3-basic (Kontrollversuchsreihe, hier nicht aufgefuhrt) ins Verhéltnis gesetzt.
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Induktion des Reportergenvektor pGL3-X durch
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Abb. 5.5: Luziferase Reportergen Assay: Butyrat induziert den Reportergenvektor pGL3-X
dosisabhangig. Mit steigenden Dosen Butyrat wird das Reportergen zunehmend transaktiviert.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass Butyrat den bcl-x Promotor dosisabhangig aktiviert.
Oberhalb einer Konzentration von 3 mM ist kaum noch eine Zunahme der
Reportergenaktivitat feststellbar. Fir alle weiteren LRAs wurde, wie bereits in Kap. 5.1.1

erwahnt, eine Butyratkonzentration von 2 mM verwendet.

5.6 Darstellung funktioneller Regionen des bcl-x Promoters

Durch schrittweise Verkirzung der DNA-Sequenz des bcl-x Promoters (Deletion) sollten
Butyrat-responsive Elemente in der Promotersequenz genauer lokalisiert werden. In Firefly-
Luziferase Reportergen Assays (LRA) wurde die Aktivierbarkeit verkurzter bcl-x Promoter-
Fragmente durch Butyrat vergleichend untersucht. Als Ausgangsmaterial fir die schrittweise
5'-seitige Verkilirzung der Promotersequenz stand das pGL3-X-Reportergenplasmid zur
Verfiigung (Abbildung 5.2).

5.6.1 Klonierung von bcl-x Promoter-Fragmenten

Die Promoterfragmente wurden unter Verwendung geeigneter Primer durch PCR-
Amplifikation innerhalb der Promotersequenz des Plasmids pGL3-X gewonnen. Die PCR-
Produkte wurden durch TA-Klonierung in den Vektor pCR2.1 eingefligt und zur
Vervielféltigung in E. coli transformiert. Die zu untersuchenden Promoterabschnitte wurden
mit den Restriktionsendonukleasen Sac | und Xho | aus dem Plasmid isoliert und in den
Luziferase-Reportergen-Vektor pGL3-basic kloniert. Die Konstrukte wurden sequenziert und
mit der DNA-Sequenz des pGL3-X verglichen.

Abbildung 5.6.1 zeigt eine schematische Ubersicht der Deletionskonstrukte. Das Plasmid
pGL3-X entspricht dem pGL3-basic Vektor mit einem klonierten 998 Basenpaare (bp)-
langen Abschnitt der Promoterregion (Pbcl-x) des bcl-x Gens (bcl-x). ATG stellt das

Startcodon der Translation dar und gilt als Ausgangspunkt der Langenbestimmung der
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Deletionskonstrukte in Basenpaaren (bp) vor dem Startcodon. Die resultierenden
Deletionskonstrukte sind nach der Lange des klonierten Promoterabschnitts benannt: pGL3-
39, pGL3-111, pGL3-320, pGL3-483, pGL3-622 und pGL3-835.

pGL3-39 bcl-x
pGL3-111 bcl-x
pGL3-320 bcl-x
pGL3-483 bcl-x
pGL3-622 bcl-x
pGL3-835 bcl-x
Pbcl-x = bcl-x-Promoter
pGL3-X = pGL3-998 bcl-x
Sequenzposition -9 -835 -622 -483 -320 -111 -37ATG

in Bezug zum
Startcodon ATG (bp)

Pbcl-xL

7 ™

pGL3-X /

Abb. 5.6.1 Ubersicht tiber die klonierten bcl-x Promoter-Fragmente

Luziferase-Gen

5.6.2 Butyrat-abhangige Aktivierung verkiirzter bcl-x Promoterfragmente

Mit Luziferase Reportergen Assays (LRA) kann die Promoteraktivitat klonierter DNA-
Sequenzen quantifiziert werden.

Die Reportgenplasmide pGL3-basic und pGL3-X, sowie dessen Deletionskonstrukte (pGL3-
39 bis pGL3-835) wurden in LRAs eingesetzt, um nachzuweisen, ob der Einfluss von Butyrat
auf den bcl-x Promoter in bestimmten Promoterteilsequenzen lokalisiert werden kann.

10" Ba/F3-Zellen (Zellklon, der EGF/EPO-Hybridrezeptoren (iberexprimiert) wurden durch
Elektroporation transient mit den Plasmiden transfiziert und fir 6 Stunden mit 2mM Butyrat
inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen mit EGF (200 ng / ml) und IL-3 (100 pM) stimuliert.
Abbildung 5.6.2 zeigt, dass die Aktivitat des bcl-x Promoters nach Butyrat-Stimulation mit
zunehmender Lange des klonierten bcl-x Promoterfragments ansteigt. Als Bezug dienten

Ansétze, die mit dem promoterlosen Vektor ,pGL3-Basic* transfiziert wurden.
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Innerhalb der Promotersequenz zeigte sich in den Abschnitten von 111bp - 483bp und
622bp - 998bp jeweils eine signifikante Induktionssteigerung, wahrend im Bereich 483bp -
622bp keine Zunahme zu erkennen war (U-Test fir nicht normalverteilte Mengen, n=9, a
0,05).

Nur das kleinste Promoterkonstrukt pGL-39 zeigte eine Aktivitat, die unterhalb der Induktion
des ,Leervektors” pGL3-basic liegt. Demzufolge wurde die benachbarte Promotorsequenz
bis 111bp als essentiell fir die minimale Butyrat-Induktion definiert und als Minimalpromotor
identifiziert.

In den Kontrollversuchen konnten weder EGF noch IL-3 eine Aktivierung samtlicher
Konstrukte des bcl-x Promoter hervorrufen, die Gber die Aktivitdt des Kontrollvektors pGL3-

basic hinausging.

Aktivierung der bcl-x-Promoterfragmente

BEGF 200 ng/ ml BIL-3 100 pM OButyrat 2 mM

6 | I

pGL3- pGL3-39 pGL3-111 pGL3- pGL3-483 pGL3-622 pGL3-835 pGL3-X
basic 320

Lumineszenz (rel. zu
pGL3-basic)
TN

Reportergenvektoren

Abb. 5.6.2 Luziferase Reportergen Assay. Aktivierung des Reportergenvektors pGL3-X und der
klonierten Promoterfragmente pGL3-39 bis pGL3-835 durch 2mM Butyrat; Kontrollstimulation mit EGF
und IL-3.

5.6.3 Identifikation der Butyrat-responsiven Promoterregionen AR1 und AR2

Mit den LRAs wurde die deutliche Induktion des bcl-x Promoters durch Butyrat in den
Bereichen 111-483bp und 619-998bp nachgewiesen. Diese Abschnitte wurden als ,Aktive
Region 1“ (AR1: 111-483bp) und ,Aktive Region 2 (AR2: 619-998bp) definiert.

Zur Beurteilung der Signifikanz der gefundenen Aktivitdtszunahme in den Bereichen
zwischen 111bp - 483bp sowie 622bp - 998bp wurde der U-Test flr nicht normalverteilte
Mengen angewandt.

Hier konnte (bei n=9 Versuchen und einem Signifikanzniveau o = 0,05) die Signifikanz der

Induktionssteigerung fur beide Regionen bestétigt werden.
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n=9 pGL3-622 pGL3-X pGL3-111 pGL3-483
Rangsumme 48 123 45 126
Teilpriufgrésse 78 3 81 0
Prufgrésse - 3 - 0
Empirische Prufgrésse fur n=9 17 17 17 17

Tabelle 5.6.3: U-Test (nach Mann-Whitney) fur nicht normalverteilte Mengen. Die Nullhypothese , Die
beiden untersuchten Elemente sind gleich (z.B. ,Die Induktion von pGL3-622 und pGL3-X ist gleich*
oder ,Die Induktion von pGL3-111 und pGL3-483 ist gleich“) darf verworfen werden, wenn die
Prifgrofle des Rangsummentests kleiner ist, als die empirische Priifgrof3e.

5.6.4 Klonierung der Butyrat-responsiven Promoterregionen AR1 und AR2

Zur weiteren Analyse von AR1 und AR2 wurden diese beiden Regionen aus dem bcl-x
Promoter durch PCR isoliert und in den Luziferase-Vektor kloniert.

Nach Auswahl geeigneter Primer konnten AR1 und AR2 mittels PCR amplifiziert werden.
Die Klonierung in den pGL-3 Reportergenvektor erfolgte analog den unter 5.6.1
beschriebenen Schritten fir die Klonierung der bcl-x Promoterfragmente. Die gewonnenen
Reportergenvektoren wurden entsprechend als pGL3-AR1 und pGL3-AR2 bezeichnet.
Abbildung 5.6.4 zeigt schematisch die klonierten Abschnitte von AR1 und AR2 in Bezug auf

den bcl-x Promoter und das Translationsstartcodon ATG.

pGL3-AR1
pGL3-AR2
bcl-x Promoter Pbcl-x
pPGL3-X bel-x
Sequenzposition -9 -835 -622 -483 -320 -111 -3ATG

in Bezug zum
Startcodon ATG (bp)

Pbcl-x

7 T

Luziferase

) -gen
pGL3-X

Abb. 5.6.4: Ubersicht iiber die Reportergenvektoren pGL3-AR1 und pGL3-AR2

63



5.6.5 Butyrat-abhangige Aktivierung der Promoterregionen AR1 und AR2

Zur Bestimmung der Induzierbarkeit von AR1 und AR2 wurden die Plasmide pGL3-AR1 und
pGL3-AR2 durch Elektroporation transient in Ba/F3-Zellen transfiziert und mit LRAs
analysiert.

Stimulation und Kontrollversuche erfolgten wie unter 5.6.2 beschrieben.

Anhand der Daten wird deutlich, dass AR2 durch Butyrat in gleichem Malle aktiviert wird,
wie der komplette bcl-x Promoter (Abb. 5.6.5).

Die Aktivierung von AR1 durch Butyrat fiel jedoch im Vergleich zum Gesamtpromoter
signifikant geringer aus (U-Test, n = 4, o = 0.05).

In den Kontrollversuchen mit EGF und IL-3 konnten AR1 und AR2 entsprechend den
Ergebnissen der Promoterfragmente (5.6.2) nicht aktiviert werden. Es ist zu vermuten, dass

die Aktivierung des klonierten bcl-x Promoters durch Butyrat somit im Bereich AR2 erfolgt.

Aktive Regionen des bcl-X Promoter

| BEGF 200 ng / ml mIL-3 100 pM O Butyrat 2 mM|

N
i
—

_\

Lumineszenz (rel. zu unstimuliertem pGL3-
HH

o basic)

. T

pGL3-basic pGL3-X pGL3-AR1 pGL3-AR2
pGL3 Konstrukte

Abb. 5.6.5: Luziferase Reportergen Assay. Transaktivierung des Reportergenvektors pGL3-X und der
Konstrukte pGL3-AR1 und pGL3-AR2 durch 2mM Butyrat, 200ng/ml EGF und 100pM IL-3.

5.6.6 Priifung der Transfektionseffizienz

Die Effizienz der Transfektion von Plasmiden in Ba/F3-Zellen wurde in einer Reihe von
Versuchen untersucht, um auszuschlielRen, dass Messwertunterschiede auf Variationen in
der Anzahl transfizierter Plasmide beruhen. Zur Prifung der Transfektionseffizienz wurde
das Dual- Luziferase Reportergen Assay-System mit dem Ko-Reportergenplasmid pRL-TK
verwendet. pRL-TK enthélt den Thymidinkinase-Promoter zur dauerhaften Expression der

Renilla-Luziferase, im Gegensatz zur Firefly-Luziferase im pGL3-basic.
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Die Stimulation erfolgte identisch zu den unter 5.6.2.beschriebenen LRAs.

Zur Berechnung der relativen Transfektionseffizienzen wurde jeweils der Mittelwert der
Lumineszenz der Versuche 2-7 mit dem Mittelwert der Lumineszenz des Versuches 1 ins
Verhaltnis gesetzt (Abb. 5.6.6).

Relative Transfektionseffizienz (Dual Luziferase TM
Reportergen-Assay)

@ Mittelwert der Ko-Transfektionen ‘

[e)
|

(&)}

N

N

i

N

==

B I 5

Versuch1 Versuch2 Versuch3 Versuch4 Versuch5 Versuch6 Versuch7 Versuch8

Lumineszenz (relativ zu
Versuch 1)
w

o

Versuche 1-8 mit Ko-Reportergen RL-TK

Abb. 5.6.6 Bestimmung der relativen Transfektionseffizienz mit dem Dual-Luziferase Reportergen
Assay: Kotransfektion des Plasmid pRL-TK (Renilla-Luziferase-Thymidinkinase): GleichmaBige
Aktivierung des Renilla-Luziferase-Gens in allen Versuchen.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Aktivierung der Renilla-Luziferase
zwischen den einzelnen Versuchen nachgewiesen werden. Somit wurde von einer

gleichmaBigen Transfektion ausgegangen.

5.7 Analyse von Transkriptionsfaktor-DNA Wechselwirkungen in den Butyrat-
responsiven Promoterregionen AR1 und AR2

In Abschnitt 5.5 wurde bereits gezeigt, dass Butyrat in Ba/F3-Zellen die Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren beeinflussen kann. In diesem Abschnitt sollen nun gezielt in den

Regionen AR1 und AR2 Bindungsereignisse mit Transkriptionsfaktoren analysiert werden.

5.7.1 Computergestiitzte Identifikation potentieller Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen in AR1 und AR2

Zunachst wurde die DNA-Sequenz von AR1 und AR2 hinsichtlich der Existenz von

Konsensus-Sequenzen flir die Bindung von Transkriptionsfaktoren analysiert. Dabei wurde

die Software ,Match 1.0 public version“ der Online-Datenbank ,Transfac* (www.gene-

requlation.com) genutzt, in der DNA- und RNA-Sequenzen, Proteinstrukturen und deren

gegenseitige Wechselwirkungen katalogisiert sind.
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Speziell in dieser Arbeit wurde die bcl-x Promotersequenz vor allem nach Bindungsstellen
fur Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NF-kappaB, NFAT und STAT5 abgesucht, die im
Rahmen der Regulation der Genexpression erythroider Zellen relevant sind.

Mit dem genannten Programm konnten in beiden Regionen jeweils diverse
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen identifiziert werden.

Aufgrund der Lokalisation und Haufung bestimmter Bindungsstellen wurde jeweils ein
reprasentativer DNA-Sequenzabschnitt (Oligonukleotid AR1 und AR2) fur die anschlieBende
experimentelle Analyse ausgewahlt.

Abbildung 5.7.1a zeigt schematisch die Lokalisation der Transkriptionsfaktor-

Bindungsstellen aus AR1 gemal der Analyse aus der Transfac Datenbank.

| | Pbcl-x:
-998 -835

Promolier bcl-* | | |bc|-x

Sequenz-
positionin _4g4 . . 158
Bezug zum
Startcodon
ATG (bp)

-111

(+)5° GCC GGA GAT AGATTT GAA TGT AGG TGG TGG TGG TGG GGA TAT GCC 3
(-)3* CGG CCT CTATCT AAACTT ACATCC ACC ACC ACC ACC CCT ATACGG 5
-414 -370

Abb. 5.7.1a: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in der aktiven
Region 1 mit vergréferter Projektion des ausgewdhlten Oligonukleotids AR 1 (45bp, -414 = -370
stromaufwérts vom Startcodon). Jeder senkrechte Balken entspricht einer potentiellen
Transkriptionsfaktorbindungsstelle. In der DNA-Sequenz wurden Core-Sequenzen fett markiert. Zum
Teil kommt es zur Uberschneidung der Core-Sequenzen, weshalb mehr als nur 4 Basen markiert
wurden. NF-kappaB Core-Sequenz [ (+) 5 GGGA 3’] an Position -379.

Aus AR1 wurde ein Abschnitt von 45bp mit der Sequenz (+) 5° GCC GGA GAT AGA TTT
GAA TGT AGG TGG TGG TGG TGG GGA TAT GCC 3* (Oligonukleotid AR 1) ausgewahlt
und synthetisiert. Die Transfac-Analyse zeigte unter anderem am 3’Ende der Aktiven Region
1 eine potentielle Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor NF-kappaB [ (+) 5 GGGA 3].

Tabelle 5.7.1b fihrt die Position und Konsensussequenz der fir das Oligo AR1 gefundenen

Transkriptionsfaktoren resp. Bindungsstellen auf.

66



Transkriptionsfaktor Position im Oligonukleotid AR 1 / | Konsensussequenz
im Promoter oberhalb des ATG | (Core-Sequenz in Grof3buchstaben)
Ets1 (+)1/-414 gcCGGAgata
GATA1 (+)2/-413 ccggaGATAgattt
GATA1 (+)2/-413 cggaGATAgattt
GATA1 (+)4/-411 cggaGATAgattt
LMO2COM (+)4/-411 gaGATAgat
GATA3 (+)6/-408 atAGATttga
OCT1 (+)7/-407 tagatttgaATGTa
DELTAEF1 (-) 19 /-396 caccACCTaca
IK2 (+)32/-383 ggtgGGGAtatg
MZF1 (+)32/-383 ggtGGGGa
LMO2COM (+)36/-379 ggGATAtgc
NF-kappaB (+) 36/ -379 GGGAtatgcc

Tabelle 5.7.1b: Transkriptionsfaktorbindungsstellen im Oligonukleotid AR1 (45bp) der aktiven
Region 1. Im 5’Bereich von AR1 liegt eine Bindungsstelle fir den Transkriptionsfaktor Ets1, am Ende
liegt eine fir NF-kappaB. [(+) Plus-Strang, (-) Minus-Strang]. Die Analyse wurde mit ,Transfac* unter
www.gene-regulation.com durchgefiihrt.

Abbildung 5.7.1c zeigt schematisch die Lokalisation der Transkriptionsfaktor-

Bindungsstellen fur AR2.

| | Pbcl-x:|Promot|er bcl-* | | |bc|-xL
-998  -835 -62 -111 -39 ATG

-998 -951 -904 -857 /—816/-765 -718 -669 -622
Sequenzposition in Bezug I I I III
zum Startcodon ATG (bp)
=756 .752 -743 -737 -
-755 -744 2

(+)5 CAT ACC TCC GGG AGAGTT CTC CTG ACT CCC AGT &
(-) 3 GTATGG AGG CCC TCT CAAGAG GACTGA GGG TCA %
-756 -724

Abb. 5.7.1c: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in der aktiven Region
2 mit vergréBerter Projektion des ausgewahlten Oligonukleotids AR 2 (33bp, -756 = -724
stromaufwarts vom Startcodon). Jeder senkrechte Balken entspricht einer potentiellen
Transkriptionsfaktorbindungsstelle. In der DNA-Sequenz wurden die Core-Sequenzen der
Transkriptionsfaktorbindungsstellen fett markiert, fir AP 1 [ (+) 5 TGAC 3’], sowie fur NFAT [ (+) 5
GAGA 3].

Aus AR2 wurde die 33bp lange Sequenz (+)5’ CAT ACC TCC GGG AGA GTT CTC CTG
ACT CCC AGT 3’ (Oligonukleotid AR 2) ausgewahlt und synthetisiert.
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Innerhalb dieser Sequenz liegt eine Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor AP-1 [(+) &’
TGAC 3], sowie zwei modifizierte Bindungsstellen fir NFAT, mit einer alternativen Core-
Sequenz [(+) 5 GAGA 3] statt [(+) 5 GAAA 3’]. Die Sequenz 5 GAGA 3’ entspricht einer
Variation der Ublichen NFAT-Bindungsstelle 5 GAAA 3. In der Transfac Datenbank wurde
5 GAGA 3’ jedoch als alternative NFAT-Bindungsstelle mit einer Haufigkeit von 4%
beschrieben.

Tabelle 5.7.1d fuhrt die Position und Konsensussequenz der fir das Oligo AR2 gefundenen

Transkriptionsfaktoren resp. Bindungsstellen auf.

Transkriptionsfaktor Position im Oligonukleotid AR 2 / | Konsensussequenz
im Promoter oberhalb des ATG (Core-Sequenz in Grof3buchstaben)
CETSH1 (-)3 ccCGGAggta
IK2 (+) 6 /-751 ctccGGGAgagt
NFAT (+)12/-745 ccggGAGAgttc
NFAT (-)18/7-739 tcagGAGAactc
AP-1FJ (+)21/-736 ccTGACtccca
AP-1 (+)21/-736 ccTGACtccca

Tabelle 5.7.1d: Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der Region AR2. In der Tabelle
hervorgehoben ist eine Konsensussequenz fiir AP-1 sowie zwei alternative Core-Sequenzen fir den
Transkriptionsfaktor NFAT (+5° GAGA 3’), wobei die zweite auf dem komplementdren DNA-Strang
vorliegt (-5° GAGA 3’). Die Analyse wurde mit ,Transfac* unter www.gene-regulation.com
durchgefinhrt.

Abbildung 5.7.1e zeigt zusammenfassend die Lokalisation der Transkriptionsfaktor-

bindungsstellen fir NF-kappaB, AP-1 und NFAT in Bezug zum klonierten bcl-x Promoter.

AR1
AR2 |
I Pbcl-x:|Promoter bcl-x bcl-X

Sequenzposition  -998. -835 622 -483 -320 -111 -38ATG

in Bezug zum NEKB

Startcodon ATG (bp) NFAT
Sequenzposition:
NFAT (+) 5° GAGA 3" : -745>> -742
NFAT (+) 5 TCTC 3' : -739 > -736 7T
AP-1 (+)5° TGAC 3':-734 > -731

NFkB (+) 5 GGGA 3': -379 > -376 Luziferase-Gen

pGL3-X »)

Abb. 5.7.1e: Lokalisation der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen fiir NF-kappaB in AR1 und fur AP-1
und NFAT in AR2.
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5.7.2 Protein-DNA Wechselwirkung in AR1 und AR2

Die Oligonukleotide AR1 und AR2 (vgl Kapitel 5.7.1) dienten in EMSA-Experimenten als
DNA-Sonden zur Untersuchung der Bindungsereignisse mit Transkriptionsfaktoren.

Beide Oligonukleotide wurden als doppelstrangige DNA-Sonden wie unter 4.15 beschrieben
mit [Y*?P]ATP radioaktiv markiert.

Die Gewinnung der Transkriptionsfaktoren aus Zellkernextrakten erfolgte ebenfalls wie unter
4.15 beschrieben.

Zusatzlich wurden Supershift-Analysen fir AR1 und AR2 mit Antikérpern gegen die
Transkriptionsfaktoren NFAT, NF-kappaB, Ets und AP-1 (Jun) durchgefiihrt. Die Komplexe,
die durch ein Bindungsereignis zwischen einem radioaktiv markierten Oligonukleotid, einem
Transkriptionsfaktor und einem Antikdrper entstehen, kénnen dabei an einer zuséatzlich
veranderten elektrophoretischen Mobilitét (Supershift) erkannt werden.

In Abbildung 5.7.2a zeigt sich fir AR1 mit zunehmender Stimulationsdauer (0, 15, 60
Minuten) mit 2mM Butyrat eine zunehmende DNA-Bindungsaktivitat. Mit Antikérpern gegen
NFAT, NF-kappaB, Ets, AP-1 (jun) konnte jedoch kein Supershift nachgewiesen werden.

0 15 60 60 60 60 60 Butyrat (min.)
- - - NFATNF-kB Ets jun Supershift

Abb. 5.7.2a: EMSA mit Kernextrakten aus Butyrat-exponierten Ba/F3-Zellen und dem Oligonukleotid
AR1: In den Spalten 1-3 von links erkennt man entsprechend der Stimulationsdauer eine
zunehmende Bandenstarke. Nach Zugabe von Antikérpern gegen die Transkriptionsfaktoren NFAT,

NF-kappaB, Ets und jun (AP-1) kann kein Supershift ausgeldst werden.

In Abbildung 5.7.2b und 5.7.2c (Kompetitionsversuch) erkennt man fiir AR2 ebenfalls eine
Zunahme der Bindungsaktivitdt mit langerer Stimulationsdauer (0, 15, 60 Minuten, 2mM
Butyrat). Im Supershift-Experiment zeigt sich ein deutlicher Bandshift fir NFAT. Die
Antikérper gegen NF-kappaB, Ets und AP-1 (jun) konnten keinen Supershift ausldsen.
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0 15 60 60 60 60 60 Butyrat (min.)
- - - NFATNF-kB Ets jun Supershift

Abb. 5.7.2b: EMSA mit Kernextrakten aus Butyrat-exponierten Ba/F3-Zellen und dem Oligonukleotid
AR2: In den Spalten 1-3 von links erkennt man entsprechend der Stimulationsdauer eine

zunehmende Bandenstérke. Nach Zugabe von Antikdrpern gegen die Transkriptionsfaktoren NFAT,
NF-kappaB, Ets und jun (AP-1) erkennt man in der 4. Spalte von links einen Bandshift der auf die
Anwesenheit des Transkriptionsfaktors NFAT hinweist. Bei den anderen Transkriptionsfaktoren zeigt
sich kein Supershift.

Um die Spezifitdt der Bindung zu Uberprifen wurden Kompetitionsversuche durchgefihrt.
Hierbei wird zuséatzlich zur radioaktiv markierten DNA noch die gleiche unmarkierte DNA im
Uberschuss hinzugegeben. Die Bindungswahrscheinlichkeit der Transkriptionsfaktoren an
die, im Uberschuss vorliegenden, nicht markierten und daher radiographisch nicht
darstellbaren Sonden ist somit héher. In Abbildung 5.7.2c wird das Supershift-Signal von
NFAT durch Zugabe der im Uberschuss vorliegenden nicht-radioaktiven Oligonukleotide
AR2 und Muta2 (zu Oligonukleotid Muta 2 vgl. auch Kapitel 5.8) ausgeldscht und somit die
Bindung zwischen NFAT und AR2 verifiziert.

Interessanterweise zeigt der Shift-Komplex aus Oligonukleotid AR2, Transkriptionsfaktor
NFAT und dem Antikdérper gegen NFAT ein schnelleres Laufverhalten in der Elektrophorese.
Dies koénnte darauf zurtckgefuhrt werden, dass durch den Antikérper hervorgerufene
sterische Effekte den Komplex aus DNA, Transkriptionsfaktor und Antikérper modifizieren.
Somit wirde ein kleinerer, leichterer und folglich in der Elektrophorese schnellerer Komplex

entstehen.
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0 15 60 60 60  Butyrat (min.)
- - - NFAT NFAT Supershift
- - - - WT  Kompetition

Abb. 5.7.2c: Kompetitions-EMSA fir den Supershift zwischen Oligonukleotid AR2 und
Transkriptionsfaktor NFAT: In der 4. Spalte von links ist der Supershift deutlich zu erkennen. Spalte 5
und 6 zeigt die Ausléschung des Supershift-Signals durch Zugabe von nicht radioaktiv markierten
Oligonukleotiden AR2 und Muta 2 (fur Oligonukleotid Muta 2 vgl. auch Kapitel 5.7).

5.8 Mutagenese funktioneller Elemente in AR2

Die ortsgerichtete Mutagenese dient der gezielten Verdnderung von DNA- bzw.
RNA-Sequenzen durch z.B. Insertion, Deletion oder Punktmutationen. Auf der Grundlage
der Ergebnisse aus 5.7 wurden sowohl im Oligonukleotid AR2 als auch im
Reportergenplasmid pGL3-AR2 die DNA-Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren
NFAT und AP-1 verandert, um deren Funktion in der Butyrat-abhdngigen Aktivierung des

bcl-x Promoters zu untersuchen.

5.8.1 Ortsgerichtete Mutagenese der Bindungsstellen fiir AP-1 und NFAT in AR2
Zunachst wurden entsprechende Primer zur ortsgerichteten Mutagenese abgeleitet. Es
wurden jeweils gezielt Punktmutationen eingefigt, um die Bindungsstellen der
Transkriptionsfaktoren AP-1  und NFAT zu verdndern. Der Versuchsablauf der
ortsgerichteten Mutagenese ist im Kapitel 4.16 beschrieben.

Durch Mutation 1 wurde eine NFAT-Bindungsstelle verandert [ (+) 5 TCTCC 3’ > (+) &’
TGCAG 3]. In der Mutation 2 wurden Basen in 2 NFAT-Bindungsstellen ausgetauscht [ (+)
5 GAGA 3 > (+) 5 TACA 37und [ (+) 5 TCTCC 3’ - (+) 5 TGTAC 3’]. Die Mutation 3
fuhrte zu einer Modifikation der AP-1-Bindungsstelle [(+) 5 TGAC 3’ &> (+) 5 CTTG 37, bei
Mutation 4 wurden Basen in der AP -1-Bindungsstelle [(+) 5 CTGAC 3’ > (+) 5 ACTTG 3]
und in einer NFAT Bindungsstelle [(+) 5 TCTCC 3’ - (+) 5 TGCAA 3] ausgetauscht.
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Ubersicht der Sequenzen der (+)Strang-Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese:

Sequ. Oligo AR 2. (+)5’ CAT ACC TCC GGG AGA GTT CTC CTG ACT CCC AGT 3’
Sequ. Oligo Mutation1: (+)s' T acc Tcc GGG AGA GTT gea gTG ACT CCC AGT AGG 3
Sequ. Oligo Mutation2: (+)s' T acc TcC GGt AeA GTT gTa CTG ACT CCC AGT AGG 3

Sequ. Oligo Mutation3: (+)s' T acc TCC GGG AGA GTT CTC Cet £gT CCC AGT AGG 3

Sequ. Oligo Mutation4: (+)s' T Acc TCC GGG AGA GIT gea Bet £gT CCC AGT AGG 3

Die neu entstandenen Varianten des bcl-x Promoters wurden als pGL3-Muta 1 — 4

bezeichnet. Die eingefluigten Mutationen wurden durch Sequenzierung verifiziert.

5.8.2 Butyrat-abhangige Aktivierung des bcl-x Promoters nach ortsgerichteter
Mutagenese der Promotersequenz

Mit den Reportergenplasmiden pGL3basic und pGL3X, sowie mit den Mutationskonstrukten
(pGL3-Muta1 bis pGL3-Muta4) wurden LRAs durchgefihrt, um zu kldren, ob die
betreffenden Transkriptionsfaktorbindungsstellen an der Butyrat-abhangigen Induktion des
bcl-x Promoters beteiligt sind. Die transiente Transfektion erfolgte wie unter 4.11
beschrieben nach demselben Schema wie bei der Transfektion der verkirzten
Promoterfragmente (Kapitel 5.6.2) mit Butyrat, EGF und IL-3.

Abbildung 5.8.2 zeigt, dass die Butyrat-abhangige Aktivierung des Promoters durch die
eingefiigten Mutationen einzelner Transkriptionsfaktorbindungsstellen nicht signifikant
verdndert wird (U-Test fir nicht normalverteilte Mengen, n=4, a=0,05). Die gemessene
Lumineszenz der Firefly-Luziferase ist trotz Mutation der AP-1 resp. NFAT-Bindungsstellen
in der bcl-x Promotersequenz nicht signifikant schwécher im Vergleich zur nativen
Promotersequenz im pGL3-X. Ein einzelner Transkriptionsfaktor ist somit nicht

alleinverantwortlich fur die Butyrat-abhangige Induktion des bcl-x Promoters.
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Reportergenvektoren

Abb. 5.8.2: LRA: Aktivierung des Reportergenvektor pGL3-X und der Mutationskonstrukte pGL3-Muta
1 — pGL3-Muta 4 durch 2mM Butyrat. Kontrollstimulation mit 200ng/ml EGF und 100pM IL-3. Die in
die Promotersequenz eingefligten Mutationen fur die Transkriptionsfaktorbindungsstellen fir AP-1
und NFAT bewirken keine Anderung in der Aktivierung des Promoters.

5.8.3 Protein-DNA Wechselwirkung mit der veranderten AR2-Sequenz

Um die Folgen der eingefigten Mutationen im Oligo AR2 auch in EMSA-Experimenten zu
studieren, wurde ein mutiertes Oligonukleotid synthetisiert (Oligo Muta 2) und nach
Hybridisierung zum Doppelstrang und radioaktiver Markierung mit  [y*?P]ATP
(Polynukleotidkinase-Reaktion, Kapitel 4.15) in EMSAs eingesetzt. Mit Hilfe der EMSAs
sollte der Einfluss der Mutation der Core-Bindungssequenz fir die Bindung des
Transkriptionsfaktor NFAT evaluiert werden. Die Mutation der Bindungsstelle fir AP-1 wurde
in EMSAs nicht weiter verfolgt, da sich bereits in den EMSAs in Kapitel 5.7.2 (vgl Abb
5.7.2.b) nach Antikérperzusatz kein Hinweis fir eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors
AP-1 ergab.

Die Gewinnung der Zellkernextrakte aus den Ba/F3-Zellen sowie der Ablauf der EMSAs

erfolgten wie unter 4.15 beschrieben.

Abbildung 5.8.3a bestétigt die zunehmende Protein-DNA-Bindungsaktivitdt mit langerer
Stimulationsdauer wie bereits in Kapitel 5.7.2 fir AR2 nachgewiesen. Ebenso zeigt sich ein
Supershift nach Reaktion mit Antikbrpern gegen NFAT. Die Kompetition mit nicht radioaktiv
markiertem Oligonukleotid AR2 |6scht das Supershift-Signal aus und bestétigt somit die
Spezifitat der Bindung. Eine Kompetition mit nicht-radioaktiv markiertem Oligonukleotid

Muta 2 (Mutation zweier NFAT Konsensussequenzen) kann den Bandshift nicht mehr
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ausldschen. Dies spricht fur eine funktionelle Veranderung der NFAT Bindungsstellen in der

Oligonukleotidsequenz von Muta 2.

0O 15 60 60 60 60 Butyrat(min.)

- - - NFATNFAT NFAT Supershift
- - - - AR2 Mut 2 Kompetition

Abb. 5.8.3a: Kompetitions-EMSA fur den Supershift zwischen Oligonukleotid AR2 und
Transkriptionsfaktor NFAT: In der 4. Spalte von links ist nach Zugabe eines NFAT-Antik&rpers der
Supershift deutlich zu erkennen. Spalte 5 zeigt die Ausléschung des Supershift-Signals durch Zugabe
von nicht-radioaktiv markierten Oligonukleotiden AR2. Spalte 6 zeigt, dass die Zugabe von nicht-
radioaktiv markiertem Oligo Muta2 den Supershift nicht ausléschen kann und bestétigt damit die
Spezifitdt der Wechselwirkung.

5.9 Einfluss der Tyrosinkinasen Lyn und JAK2 auf die Butyrat-abhangige
Aktivierung des bcl-x Promoters - Kotransfektion mit cDNAs fiir Lyn und JAK2
Tyrosinkinasen wie die Januskinase (JAK) 2 und die src-Kinase Lyn sind an
Signalvorgdngen in hamatopoetischen Zellen malgeblich beteiligt. Eines der Uber
Transkriptionsfaktoren angesteuerten Zielgene ist unter anderem auch das bcl-x Gen. Hier
wurde untersucht, ob eine Uberexpression der Kinasen bzw. eine Blockade ihrer Wirkungen
Uber dominant negative Konstrukte die Butyrat-induzierte Aktivierung des bcl-x Promoters
beeinflusst. Dazu wurden zusétzlich zum Reportergenvektor pGL3-X jeweils 10 ug cDNA
kotransfiziert (gemaB Transfektionsprotokoll Kapitel 4.11), um eine transiente Expression
von JAK2 bzw. Lyn zu erreichen. Wie in Abbildung 5.9 dargestellt, wird die Aktivierung des
bcl-x Promoters sowohl durch die Ko-Expression von JAK2 als auch von Lyn deutlich
verstérkt. Die Kotransfektion von dominant-negativer cDNA fur JAK2 und Lyn hingegen
bleibt ohne Einfluss auf die Promoterinduktion. Beim kombinierten Einsatz von Butyrat und
EPO bzw. IL-3 liegt das Niveau der Induktion sogar niedriger als der Kontrollwert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein modifiziertes zellulares Potential zur

Tyrosinphosphorylierung die Induktion des bcl-x Promoters durch Butyrat beeinflussen kann.
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Abb. 5.9: Kotransfektion der cDNAs fiir die Tyrosinkinase JAK2 (WT JAK2) bzw. fur die src-Kinase
Lyn (WT Lyn) und dominant-negativer Konstrukte (DN JAK2, DN Lyn) zusammen mit dem
Reportergenplasmid pGL3-X.

Die LRAs wurden unter Bedingungen durchgefihrt wie sie unter 4.12 beschrieben wurden.
Fur diese Transfektionen wurde jedoch ein Subklon der Ba/F3-Zellen verwendet, der den
EPO-Rezeptor stabil Uberexprimiert. Zur Stimulation dieses Rezeptors wurde anstelle von
EGF EPO (5U/ml) eingesetzt.
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6. Diskussion

Von Butyrat ist bekannt, dass es vielféltige Einflisse auf Zellfunktionen, wie z.B. Apoptose,
Zellproliferation und -differenzierung hat. Butyrat inhibiert die Zellproliferation, indem die
Zelle nach Butyrat-Behandlung in der GO-Phase des Zellzyklus sistiert. Butyrat |6st
insbesondere in einer Vielzahl maligner Zelltypen Apoptose aus, unter anderem auch
durch Suppression des antiapoptotischen bcl-x Gens. In nicht-malignen Zellen kann Butyrat

dagegen keine Apoptose auslésen [22].

Als ein Wirkmechanismus fir Butyrat ist einerseits eine inhibitorische Wirkung auf die
Histondeacetylase beschrieben (vgl. Kapitel 2.1), andererseits hat Butyrat auf multiple

Transkriptionsfaktoren Einfluss, wie z.B.:

o STAT5 [3]

° NF-kappaB [39]

o AP-1[5]

o GATA1, NF-E2 [37]
. SP-1 [35].

In Anlehnung an die Ergebnisse von Coradini et al. [23] und Siavoshian et al. [94], die beide
eine Butyrat-abhangige Zellproliferationshemmung von Kolonkarzinomzellen beschrieben,
sowie Vaziri [25], der den gleichen Effekt in Fibroblasten beschrieb, konnte auch hier in
initialen Dosis-Wirkungsversuchen gezeigt werden, dass Butyrat in Konzentrationen liber
2mM die Zellproliferation von Bal/F3-Zellen komplett und unabhdngig von der
Gegenwart der Zytokine IL-3 und EGF hemmt.

Mittlere Dosen von Butyrat (0,1 mM - 1mM) férderten hingegen die Zellproliferation in
Abhangigkeit von den IL-3 Dosen. Ein maximaler proliferativer Effekt zeigte sich dabei bei
einem Zusatz von 7,5pM IL-3. Mdbglicherweise wirkt Butyrat also in niedrigen Dosen
synergistisch mit der zytokinbedingten Zellproliferation. Ebenso wére denkbar, dass IL-3 und

EGF die proliferationshemmende Wirkung von niedrigdosiertem Butyrat aufheben kénnen.

Der Mechanismus der Zellproliferationshemmung durch Butyrat wurde, wie von Archer et al.
[95] publiziert, bisher einem p21 Waf1/Cip1 kontrollierten Zellzyklusarrest in der GO-G1
Phase zugeschrieben.

In Zellzyklusanalysen konnte im Einklang mit Archer et al. nachgewiesen werden, dass es
bei Dosen von 2mM Butyrat zu einem G0-G1 Arrest des Zellzyklus der Ba/F3-Zellen kommt.
Eine simultane Zugabe der Wachstumsfaktoren IL-3 und/oder EGF konnte diesen

zellzyklushemmenden Effekt von Butyrat nicht verhindern.
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Dies bestatigt die These, dass die Zellproliferationshemmung durch Butyrat mit einem
Zellzyklusarrest in der G0-G1 Phase in Zusammenhang steht.

Nakano et al. [96] beschrieben fur den Butyrat-induzierten Zellzyklusarrest in
Kolonkarzinomzellen, dass Butyrat iber den Transkriptionsfaktor SP1 den Promoter des p21
Gens aktiviert und die Expression des p21Waf1/Cip1-Gens steigert.

Dai et al [39] fanden in myeloischen Leukdmiezellen einen direkten Zusammenhang
zwischen dem Butyrat-abhangigen Zellzyklusarrest und der Beteiligung des
Transkriptionsfaktors NF-kappaB in der Aktivierung des Zellzyklusinhibitors p21Waf1/Cip1.
Interessant ist daher zum einen, ob p21Waf1/Cip1 in Ba/F3-Zellen einen Butyrat-vermittelten
Zellzyklusarrest unterstitzt, sowie eine Analyse, ob SP1 oder NF-kappaB als
Transkriptionsfaktoren an der Induktion der Butyrat-vermittelten Zellproliferations-/
Zellzyklusinhibition in Ba/F3-Zellen beteiligt sein kénnten. Bei den hier durchgefuhrten
Analysen zur Butyrat-abhangigen Aktivierung von Transkriptionsfaktoren konnte tatsachlich
eine zeitabhangige Induktion des Transkriptionsfaktors NF-kappaB gezeigt werden.
Analysen zur Induktion des Zellzyklusinhibitors p21/Waf1/Cip1 durch Butyrat in Ba/F3-Zellen
kénnten zusatzliche Erkenntnisse zum Mechanismus des hier aufgezeigten Zellzyklusarrest
bringen.

Wang et al [13] publizierten einen p21/Waf1/Cip1-unabhéngigen Zellzyklusarrest nach
Butyrat-Stimulation bei Zellen eines diffus groBzellligen B-Zell-Lymphoms. Dabei wurde der
Zellzyklusarrest auf eine Butyrat-abhangige Veranderung der Expression von Cyclinen und

Cyclin-abhangigen Kinasen (Cdc2, CDK 4 und Cyclin A) zurlickgefihrt.

Butyrat kann vor allem in malignen Zelltypen Apoptose auslésen (vgl. Kapitel 2.1: Butyrat
und Apoptose). Nach Inkubation von Ba/F3-Zellen mit Butyrat konnten in dieser Arbeit
ebenfalls Zeichen der Apoptose nachgewiesen werden. Die apoptotischen Zellreaktionen
nach Butyrat-Stimulation waren dabei vergleichbar mit der Apoptose nach Entzug des
Wachstumsfaktors IL-3.

Dagegen waren diese apoptotischen Zeichen wie DNA-Fragmentation nicht nachweisbar,
als die Zellen mit einer Kombination aus Butyrat plus einem der Uberlebenssichernden
Zytokine IL-3 oder EGF behandelt wurden. Butyrat kdnnte demzufolge in Ba/F3-Zellen eine
direkt Apoptose-induzierende Wirkung auslésen. Andererseits ist auch denkbar, dass
Butyrat keine apoptosemodulierende Wirkung in Ba/F3-Zellen besitzt und somit die,
nach Wachstumsfaktorentzug, eintretende Apoptose nicht direkt beeinflussen kann.
Die Regulation des programmierten Zelltods (Apoptose), der Zellproliferation und
Zelldifferenzierung ist aktuell Gegenstand intensiver molekularbiologischer Forschung, um
die molekularen Kontrollmechanismen aufzudecken. In der komplexen Regulation der

Apoptose sind unter anderem auch die Proteine der bcl-2 Genfamilie beteiligt. Ein Mitglied
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dieser Gruppe ist das bcl-x Gen, welches sowohl fiir Apoptose-induzierende (z.B. Bcl-xS)
als auch fiur Apoptose-inhibierende Proteine (z.B. Bcl-xL) codieren kann. Um seine
apoptosemodifizierende Wirkung zu entfalten liegt das Bcl-xL Protein hauptsachlich
gebunden an die Mitochondrienmembran vor, man findet es aber auch als freies Protein im
Zytosol. An der Mitochondrienmembran kontrolliert Bcl-xL die Homdostase des Cytochrom C
und somit eine Kaskade von karyo- und zytolytischen Enzymen. Daher erklart sich der
divergierende Einfluss des bcl-x Gens auf Zellreifung und -Uberleben einerseits und Zelltod
andererseits.

Die exakte Regulation des bcl-x Gens ist nach wie vor noch nicht vollstédndig aufgeklart.
Einige extrazellulare Faktoren, die die bcl-x Genexpression induzieren, sind bereits bekannt,
wie zum Beispiel EPO [6], [7], [96] , IL-3 [79], [69], IL-6 [97], [98] oder CSF-1 [99]. Dennoch
ist bisher nur wenig darlber berichtet worden, wie nach extrazellulérer Stimulation die
Signalwege fir die Regulation der bcl-x Genexpression in der Zelle vermittelt werden.
Wenige Transkriptionsfaktoren konnten bisher in der Signaltransduktionskaskade des bcl-x
Gens charakterisiert werden. So kann z.B. STATS nach EPO- oder IL-3-Stimulation eine
bcl-x Expression auslésen [78], [79], [100]. Ebenso sind NF-kappaB [84], AP-1 [82] und
GATA 1 [85] bei der bcl-x Genexpression beteiligt.

Insbesondere sind auch dber die Wirkung von Butyrat in Bezug auf das bcl-x Gen in der
Literatur bisher nur wenige Daten publiziert worden. Die von verschiedenen Zellarten
bekannte Apoptose-induzierende Wirkung von Butyrat wurde unter anderem mit einer
verringerten bcl-x  Genexpression und konsekutiver Abnahme der Expression an
antiapoptotischem Bcl-xL Protein erklart.

Roy et al. [10] und Pajak et al. [11] berichteten Uber diesen Zusammenhang erst klrzlich in
Kolonkarzinomzellen. Cao et al. [20] konnten in apoptotischen Mesotheliomzellen nach
Butyrat-Behandlung sowohl einen verringerten Gehalt an bcl-xL mRNA als auch an Bcl-xL
Protein nachweisen.

Die Analyse der Genexpression kann sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene erfolgen.
In dieser Arbeit wurden hierfir nur RNA-Analysen durchgefihrt. Zum Nachweis der bcl-xL
RNA dienten Northern-Blots und RT-PCRs. In BalF3-Zellen konnte nach Butyrat-
Stimulation eine zeitabhdngige bcl-x mRNA Produktion nachgewiesen werden.
Verglichen mit den Uberlebenssichernden Faktoren IL-3 und EGF fiel der Butyrat-Effekt auf
die bcl-x Genexpression in Ba/F3-Zellen jedoch geringer aus. Dies entspricht den Daten von
Emanuele et al. [19], die in Hepatokarzinomzellen ebenfalls eine vermehrte Produktion von
bcl-xL mMRNA nach Butyrat-Stimulation beschrieben. Paradoxerweise wiesen Emanuele et
al. jedoch eine Verringerung der Menge des Bcl-xL Proteins, sowie einen gesteigerten

Gehalt an Bcl-xS Protein und die Induktion der Apoptose nach.
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Dieses Phanomen mit erhdhter Menge an bcl-xL mRNA nach Butyrat-Behandlung und
dennoch nachweisbarer Apoptose wurde in dieser Arbeit am ehesten im Rahmen einer
posttranskriptionellen mRNA-Modifikation interpretiert, welche mdglicherweise zu einer
Verringerung des Bcl-xL Proteins fihren kdnnte. Anstelle von Bcl-xL kénnte auch aus einer
Vorlaufer-RNA nach posttranskriptioneller Modifikation Bcl-xS gebildet worden sein, das hier
nicht explizit experimentell gesucht wurde. Fur Bcl-xS spricht, dass in Ba/F3-Zellen nach
Butyrat-Behandlung Apoptose eintritt. Gegen Bcl-xS spricht allerdings, dass sich kein
direkter apoptoseinduzierender Effekt durch Butyrat zeigt. Butyrat ist ndmlich nicht in der
Lage, bei gleichzeitiger Behandlung der Ba/F3-Zellen mit [L-3 oder EGF die

Uberlebenssichernde Wirkung der Zytokine aufzuheben.

Als Voraussetzung fir die hier experimentell durchgeflihrten molekularbiologischen
Untersuchungen diente die Erkenntnis, dass Butyrat nachweislich in der Lage ist, den bcl-x
Promoter zu induzieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein 998bp langer Promoterabschnitt des bcl-x Gens
unmittelbar oberhalb des Startcodons untersucht, um die Butyrat-abhangige Induktion des
bcl-x Promoters genauer zu charakterisieren. Darlber hinaus wurde versucht, qualitative
Aspekte der Promoterinduktion zu analysieren, d.h. Butyrat-responsive Regionen im bcl-x
Promoter zu definieren und Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die an Protein-DNA
Interaktionen mit dem bcl-x Promoter beteiligt sind.

Als experimentelles System wurde daflir die Ba/F3-Zelle (eine IL-3-abhangige pro-B-Zell-
Linie) verwendet. Mit Dosis-Wirkungsversuchen konnte bis zu einer Dosis von 3 mM
Butyrat eine Induktionssteigerung des bcl-x Promoter nachgewiesen werden. Hoéhere
Dosen erbrachten keine fortschreitend starkere Aktivierung, so dass flr alle weiteren
Versuche eine Standarddosis von 2 mM Butyrat festgelegt wurde.

Anschlie3end interessierte die Frage, ob es Bereiche im bcl-x Promoter gibt, die sensitiver
auf eine Stimulation mit Butyrat reagieren als andere Regionen. Durch gezielte Verkirzung
der Promotersequenz in 6 Teilabschnitte konnten Promoterregionen identifiziert und
lokalisiert werden, die fir die bcl-x Induktion durch Butyrat kritisch sind (Butyrat-responsive
Elemente).

Die Induktionsversuche mit den verkirzten Promoterabschnitten (Deletionskonstrukte)
zeigten, dass mindestens 111 Basenpaare oberhalb des ATG notwendig sind, um eine
Induktion des bcl-x Promoters durch Butyrat nachweisen zu kédnnen. Der Minimalpromoter
fiir das bcl-x Gen liegt also im Bereich 111bp oberhalb des Translationsstartpunktes.
Diese Ergebnisse decken sich in etwa mit den von Tian et al. [88] beschriebenen Befunden,

der von einem Minimalpromoter von 197bp ausgeht.
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Durch weitere gezielte Induktionsversuche (LRA) mit den Promoter-Deletionskonstrukten
konnten auflerdem zwei Butyrat-responsive ,Aktive Regionen“ des bcl-x Promoters
nachgewiesen werden. Bei konstanter Stimulation mit 2mM Butyrat zeigte sich eine
zunehmende Promoterinduktion mit steigender Promoterlange, wobei in den Regionen
zwischen 111 und 484bp (Aktive Region 1: AR1), sowie zwischen 622 und 998bp (Aktive
Region 2: AR2) oberhalb des ATG ein jeweils signifikanter Anstieg der Induktion dargestellt
werden konnte. Die Aktive Region AR1 und die Aktive Region AR2 sind demzufolge die
fiir die Transaktivierung relevanten Abschnitte im Bereich der ersten 1000bp des bcl-x

Promoters.

Bei vergleichender Betrachtung der bcl-x Genstruktur mit der entsprechenden Lokalisation
der Aktiven Regionen 1 und 2 zeigt sich, dass die Aktive Region 1 weitgehend mit dem
Intron zwischen Exon la und Exon Il {ibereinstimmt, wahrend die Aktive Region 2 im
Bereich des Introns zwischen Exon Ib und Exon la des bcl-x Promoters liegt. In diesen
beiden Regionen liegen auch die von Grillot et al. [51] beschriebenen Promotoren P1 und
P2 (s. Abb. 6.1).

Weitere, fir die Aktivitat des Promoters relevante Regionen, die in dieser Arbeit nicht
untersucht wurden, sind von MacCarthy-Morrogh et al. [50], Pecci A et al. [87] und von Tian
et al. [88] im Bereich 1500 — 1800bp oberhalb des Translationsstartpunktes beschrieben
worden. Pecci et al. identifizierten darliber hinaus auch noch Enhancerregionen im Bereich
2700 und 3400bp vor dem Startcodon ATG, die ebenfalls nicht Gegenstand der

vorliegenden Arbeit sind.

AR2:
619bp-998bp AR1:
P3 111bp-484bp
~-1866 -1300 bis 998 P2 -664 > -644 P1-149 > -142
-1500 ATG
' | frr—2) fe
Exon Ib Intron Exon la Intron Exon Il Intron Exon il
-397
5‘ Spleil-
pleiB- 130
Ende .
I:l nicht translatierte Sequenz Alternativer  _112
3‘ SpleiB- 3‘ SpleiB-
- Alternatives Exonende Akzeptor Hauptakzeptor
200bp

% translatierte Sequenz

Abb. 6.1: Lokalisierung der Aktiven Region 1 und 2 in der DNA Sequenz des bcl-x Promoters mit
Introns und Exons. P1, P2 und P3 sind Promoterregionen verschiedener bcl-x Transkriptionsprodukte

Um die Wirkung von Butyrat auf den bcl-x Promoter weiter zu spezifizieren, wurden die
beiden aktiven Regionen AR1 und AR2 aus dem Promoter isoliert und einzeln analysiert.

Dabei zeigte sich erstaunlicherweise, dass Butyrat auf AR2 alleine eine vergleichbare
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Induktionswirkung hat wie auf die Gesamtsequenz von 998bp. Die Wirkung von Butyrat auf
AR1 dagegen war nahezu halbiert, verglichen mit dem Gesamtpromoter bzw. AR2. Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit den Untersuchungen von Tian et al. [88] und Grillot et al.
[51], die zeigen, dass als Transkriptionsstartpunkt fiir erythroide Vorlauferzellen der Region
im Bereich 640-660bp oberhalb des ATG die gréfite Bedeutung zukommit.

Ausgehend von den beschriebenen Wirkungen stellt sich die Frage nach dem Mechanismus
der Butyrat-induzierten Aktivierung des Promoters.

Die Wirkung von Butyrat als Histondeacetylaseinhibitor kann hier vernachléassigt werden, da
Plasmid-DNA fir die Promoter-Induktionsversuche (LRA) verwendet wurde und hier eine
Regulation durch das Acetylierungsmuster von Histonproteinen weitgehend ausgeschlossen
werden kann.

Weitere Uberlegungen, wie Butyrat auf den bcl-x Promoter wirken kann, fiihren zu der nahe
liegenden Vorstellung, dass Butyrat Signalereignisse, die zur Aktivierung/Inaktivierung von
Transkriptionsfaktoren flhren, moduliert oder alternativ direkt Transkriptionsfaktoren
beeinflusst.

Untersucht wurde deshalb zunachst der Einfluss von Butyrat auf die, in der Erythropoese
beteiligten und, wie bereits zuvor erwahnt, inzwischen nachweislich in der Induktion des
bcl-x Gens involvierten Transkriptionsfaktoren STAT5, NF-kappaB und AP-1. Erkenntnisse
Uber Wechselwirkungen von Butyrat mit oben genannten Transkriptionsfaktoren liegen nur
aus Zellsystemen vor, die wenig bis gar keinen Zusammenhang mit der Erythropoese
haben, mit Ausnahme fir STATS.

In IL-3 abhangigen erythroiden Vorlduferzellen steigert Butyrat via STAT5 die gamma-
Globin-Synthese, hemmt jedoch gleichzeitig die Zellproliferation [3]. Des Weiteren ist
bekannt, dass Butyrat in Kolonkarzinomzellen AP-1 induzieren kann und dort Apoptose
ausldst [5]. NF-kappaB kann in Monozyten bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
durch Butyrat induziert werden und durch eine konsekutive Reduktion des TNF-alpha Levels
die Entziindungsreaktion reduzieren [45].

Um fur die Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren durch Butyrat einen genauen Nachweis
zu erbringen, wurden in der vorliegenden Arbeit Ba/F3-Zellen mit Butyrat stimuliert und
anschlieend die Zellkernextrakte prapariert. Mit Hilfe von Gelshiftassays konnten somit
Ruckschlisse auf die durch Butyrat stimulierten Transkriptionsfaktoren gewonnen werden.
Dabei zeigte sich, dass fiir AP-1 eine friihe Induktion durch Butyrat nach 15 Minuten
Stimulation besteht, erkennbar an einer prominenten Bande im Polyacrylamidgel. Dieses
Signal schwacht sich nach 60 Minuten wieder ab. Anders verhélt es sich bei NF-kappaB.
Mit zunehmender Stimulationsdauer zeigt sich eine steigende Intensitit der Bande im
Gelshift.
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Im Gegensatz dazu konnte ein Nachweis von aktiviertem STATS5, einem ebenfalls fir die
Erythropoese wichtigen Transkriptionsfaktor, in Bal/F3-Zellen nach Stimulation durch
Butyrat mittels Gelshiftassays nicht erbracht werden. Eine Butyrat-abhéngige
Aktivierung des fur die Erythropoese wichtigen Transkriptionsfaktors STATS, wie von
Boosalis et al. [3] und Yamashita et al. [36] beschrieben, konnte in dieser Arbeit somit nicht

bestatigt werden.

Die oben genannten Ergebnisse aus den EMSAs filhren zu der Frage, ob in den aktiven
Regionen AR1 und AR2 eine Beteiligung der Transkriptionsfaktoren AP-1 oder NF-kappaB
nachgewiesen werden kann.

Dazu wurde sowohl fir AR1 als auch fir AR2 ein computergestiitztes Mapping der DNA-
Sequenz durchgefiihrt, um potentielle Tanskriptionsfaktor-Bindungstellen zu identifizieren.

Fir die Suche wurde die Online-Datenbank Transfac (www.gene-requlation.com)

verwendet.

Aus einer Vielzahl der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, die im Bereich von AR1 und
AR2 gefunden werden konnten, wurde gezielt nach Bindungsstellen flr die aus dem
erythroiden System bekannten Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-kappaB, STAT5, Ets und
GATA1 gesucht.

Nach genauer Lokalisation und Identifikation einer theoretischen Bindungsstelle fir
NF-kappaB in AR1, sowie einer Bindungsstelle fir AP-1 und von zwei Bindungsstellen fiir
NFAT in AR2 wurden entsprechend DNA-Oligonukleotide abgeleitet. Diese beiden
Oligonukleotide, ebenfalls als OligoAR1 und OligoAR2 benannt, reprédsentieren nur einen
Teil der Sequenz des bcl-x Promoters und spiegeln bei weitem nicht alle md&glichen
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen wider. Dies bleibt zusatzlichen Versuchsreihen
vorbehalten, in denen der bcl-x Promoter auf die Existenz weiterer Bindungsstellen
untersucht werden sollte.

Neben den oben beschriebenen Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kappaB wurde auch
nach dem aus der T-Zell-Aktivierung bekannten Transkriptionsfaktor NFAT gesucht. NFAT
wurde deshalb in die Untersuchung mit einbezogen, weil es strukturelle Verwandtschaft zu
NF-kappaB hat und als NFAT-Dimer an NF-kappaB-Bindungsstellen angreifen kann. Auch
kann NFAT mit AP-1 einen gemeinsamen, synergistischen Komplex zur Transaktivierung
bestimmter Gene bilden [103].

Das Oligonukleotid AR1 (entsprechend der Sequenz 370 bis 414bp oberhalb des
Translationsstartpunktes) zeigt in den Gelshiftassays keine Reaktion, die fiir ein
Bindungsereignis zwischen einem der untersuchten Transkriptionsfaktoren und der
DNA sprechen wiirden. Allerdings nimmt unter Butyrat die Intensitdt der dargestellten

Banden im Gelshift mit zunehmender Expositionsdauer zu. Somit kann von einer im
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Zeitverlauf zunehmenden Bindung von unbekannten Transkriptionsfaktoren ausgegangen
werden.

Fir den fehlenden Nachweis spezifischer Bindungsereignisse mittels Supershift am
OligoAR1 kénnen verschiedene Ursachen existieren. Zum einen kdnnen andere, hier nicht
untersuchte Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen. Andererseits spiegelt Oligo AR1 nur
einen kleinen Ausschnitt der aktiven Region AR1 wieder. Des Weiteren hat AR1, gemal den
Ergebnissen der LRAs, eher eine untergeordnete Bedeutung fur die Induktion des bcl-x
Promoters durch Butyrat. Angesichts der Vielzahl der potentiellen Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen in AR1 sind zuséatzliche Untersuchungen Uber Bindungsereignisse zwischen
weiteren Transkriptionsfaktoren und der AR1-DNA nétig, um weitere Aufschllisse Uber die
Bedeutung von AR1 zu bekommen.

In den Gelshiftassays fiir OligoAR2 konnte ebenso wie bei OligoAR1 unter Butyrat eine
stérkere Intensitat der Banden mit zunehmender Stimulationsdauer gesehen werden.

Durch Zugabe eines spezifischen Antikdrpers konnte hier der Transkriptionsfaktor NFAT
im Gelshiftassay identifiziert werden. Bei den NFAT Bindungsstellen im OligoAR2 handelt
es sich um eine Variante der Core-Sequenz fur NFAT (5" GAGA 3’), die gemdass Datenbank
Transfac nur ca. 4% der nachgewiesenen NFAT Bindungsstellen ausmacht. Die klassische
NFAT Bindungsstelle lautet 5° GAAA 3'.

In Kompetitionsversuchen mit unmarkiertem Oligo AR2 im Uberschuss (Abbildung 5.7.2.c)
wurde das Signal des Supershifts fir NFAT ausgeldscht. Somit wurde das Bindungsereignis
von NFAT mit Oligo AR2 bestatigt.

Bisher ist in der Literatur kein Effekt von Butyrat auf NFAT-Aktivitdten in hAmatopoetischen
Vorlauferzellen beschrieben. Von NFAT weiss man, dass es in T-Zellen nach Aktivierung
des T-Zell-Rezeptors eine Induktion des bcl-2-Gens auslésen kann [104]. Jetzt konnte
jedoch erstmals eine Butyrat-abhangige Induktion des Transkriptionsfaktors NFAT
nachgewiesen werden, die ein Bindungsereignis von NFAT am bcl-x Promoter zur Folge
hat. Dies steht allerdings im Gegensatz zu den von Diakos et al. [44] publizierten
Ergebnissen. Diakos beschrieb fur Butyrat eine immunsuppressive Wirkung an T-Zellen,
indem Butyrat die IL-2-Genexpression durch verringerte NFAT Aktivitdt hemmen konnte. Als
Erkldrung wurde eine verringerte NFAT-DNA-Bindungsaktivitdt bzw. eine gesteigerte
Translokation des phosphorylierten Transkriptionsfaktors vom Zellkern ins Zytosol postuliert.
Bindungsereignisse fir die Transkriptionsfaktoren NF-kappaB, Ets und AP-1 (jun) mit
OligoAR2 konnten in den Gelshiftassays ebenfalls wie bei OligoAR1 nicht nachgewiesen
werden.

Eine mdgliche gemeinsame Transaktivierung des Oligos AR2 durch einen NFAT-AP-1

Komplex ist in diesem Fall ebenso sehr unwahrscheinlich, da im Gelshiftassay nach Zugabe

83



eines AP-1-spezifischen Antiképers keine Veranderung der elektrophoretischen Mobilitat der
Banden zu erkennen ist (Abbildung 5.7.2.b).

Um die Bedeutung der identifizierten NFAT Bindungsstellen im Oligonukleotid AR2 zu
analysieren, wurde ein Oligonukleotid Muta2 synthetisiert, in welchem die NFAT
Bindungsstellen durch Punktmutation gezielt verandert wurden.

Erneut wurden EMSAs mit OligoAR2 durchgefihrt, die den Supershift fir NFAT zweifelsfrei
bestatigen. Oligo Muta2, das die Mutation beider NFAT Bindungsstellen tragt, wurde als
heterologer Kompetitor in dieser Versuchsreihe eingesetzt. Oligo Muta2 konnte den
bekannten Supershift (Bindungsereignis zwischen NFAT und OligoAR2) nicht ausléschen.
Dies zeigt, dass nach gezielter Veranderung der NFAT-Bindungsstellen im Oligo

Muta2, keine funktionellen Bindungsereignisse mehr detektierbar sind.

In einem weiteren Schritt wurde die Relevanz von NFAT, aber auch von AP-1 fir die
Induktion des bcl-x Promoters durch Butyrat analysiert. Es wurden 4 modifizierte
Oligonukleotide (Oligo Muta1-4) in Anlehnung an die Sequenz des OligoAR2 synthetisiert,
in denen die Core-Sequenzen dieser Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen durch
Punktmutagenese gezielt verdndert wurde. Die Mutationen sind in Kapitel 5.8 definiert.
Die mutierten Oligos wurden in Form von Singlestrand-DNA als Mutations- tragende Primer
fur die PCR-Mutagenese verwendet. Somit konnten die in die Oligos eingefligten Mutationen
auch in den bcl-x Promoter eingefligt werden. Es resultierten vier mutierte bcl-x Promotoren,
die in den Luziferase-Reportergenvektor kloniert wurden (pGL3 Muta1 — 4). Um zu klaren,
welchen Einfluss die erzeugten Mutationen der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen auf die
Induktion des bcl-x Promoters nehmen, wurden wiederum LRAs durchgefihrt.

Die Aktivierung des bcl-x Promoters nach Stimulation mit 2mM Butyrat in LRAs wird
durch die eingefiigten Mutationen der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen fiir AP-1
und NFAT jedoch nicht signifikant verringert. Moglicherweise sind andere, in der
vorliegenden Arbeit nicht berlcksichtigte Transkriptionsfaktoren fir die Induktion
mitverantwortlich. Der fir die Mutationsanalyse ausgewéhlte Promoterabschnitt kénnte zu
klein sein, um signifikante Veranderungen der Transaktivierung zu verursachen. Unter
Umsténden ist die Auswahl nur eines Transkriptionsfaktors zu gering, um den komplexen

Induktionsmechanismus des bcl-x Promoters durch Butyrat zu erklaren.

Es bleibt allerdings unklar, ob Butyrat einen direkten Effekt auf die Transkriptionsfaktoren
hat oder indirekt Uber Modulation von Signalwegen oder Enzymen die
Transkriptionsfaktoren aktiviert. Um zu kldren, ob auch Tyrosinkinasen bei den Butyrat-
abhéngigen Effekten beteiligt sind wurden Kotransfektionen mit cDNAs fur JAK2 und Lyn

durchgefuhrt. Beide Tyrosinkinasen sind Enzyme, die unmittelbar an der Signalibermittlung
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in der Hamato- und Erythropoese beteiligt sind. Nach Liganden-vermittelter
Rezeptoraktivierung werden durch die intrazellulare Rezeptordoméne von Zytokinrezeptoren
Tyrosinkinasen rekrutiert und aktiviert. Die aktivierten Kinasen wiederum phosphorylieren
z.B. Tyrosinreste der intrazellularen Rezeptordomane oder von Transkriptionsfaktoren.
Somit wird Adapterproteinen, weiteren Kinasen und Transkriptionsfaktoren ermdéglicht, an
den phosphorylierten Rezeptor anzudocken und Signale Gber Kaskaden (MAPK-Signalweg,
JAK-STAT-Signalweg) ins Zellinnere bzw. in den Zellkern weiterzuleiten.

Fir Butyrat sind nur vereinzelt Effekte auf derartige Modulatorproteine bekannt. So
beschrieben Hirsch et al. [101], dass Butyrat in Kolonkarzinomzellen einen inhibierenden
Effekt auf die Aktivitat der src-Kinasen (u.a. Lyn) hat und somit die Zellproliferation hemmt.
Yamashita et al. [36] konnten in erythropoetischen Zellen eine Butyrat-abhéngige
Aktivierung des JAK2-STATS Signalweges nachweisen.

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich bei gleichzeitiger
Kotransfektion von cDNA fiir die Kinasen Lyn oder JAK2 eine signifikante Steigerung
der Butyrat-abhangigen Aktivierung des bcl-x Promoters. Diese Ergebnisse machen die
Beteiligung signalmodulierender Enzyme an der Induktion des bcl-x Promoters durch Butyrat
sehr wahrscheinlich. Somit ist in der Butyrat-abhangigen Signaltransduktion eine indirekte
Modulation von Transkriptionsfaktoren durch Tyrosinkinasen nahe liegend. Ob Butyrat in
Ba/F3-Zellen z.B. den JAK-STAT Weg aktiviert oder eine Stimulation des
Transkriptionsfaktors NF-kappaB durch Lyn bewirkt, kénnte durch weitere Versuche, die die
Protein-Protein-Interaktion untersuchen, analysiert werden.

Aufgrund der gesteigerten Induktion des bcl-x Promoters nach Kotransfektion der
Tyrosinkinasen Jak2 und Lyn kann man postulieren, dass Jak2 und Lyn die Signalproteine,
welche an der Induktion des bcl-x Promoters beteiligt sind, modulieren.

Fur Lyn ist z.B. bei chronisch myeloischer Leukdmie eine Beteiligung an antiapoptotischen
Signaltransduktionskaskaden gezeigt worden [102]. JAK2 ist, wie seit langerem bekannt, in

der Signaltransduktionskaskade der Erythropoese / Zelldifferenzierung involviert [36], [77].

Zusammenfassend ist aus den vorliegenden Ergebnissen der Schluss zu ziehen, dass
Butyrat Uber den Einfluss auf Signalwege mit Beteiligung von Transkriptionsfaktoren und
Tyrosinkinasen den bcl-x Promoter aktiviert und dadurch die auf zelluldrer Ebene bekannten
Effekte wie z.B. Proliferationshemmung und Apoptose bewirkt.

Aufbauend auf dieser Arbeit kénnen weitere Untersuchungen dazu beitragen, die zelluldren
Effekte von Butyrat auf molekularer Ebene zu analysieren und intrazelluldre Vorgénge zu
verstehen. Dazu bietet sich an, angesichts der Vielzahl von Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen im Bereich der aktiven Regionen des bcl-x Promoters, gezielt weitere

Bindungspartner durch massenspektrometrische Verfahren zu identifizieren.
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7. Zusammenfassung

Ein Fokus der aktuellen medizinischen Forschung liegt auf der gezielten Beeinflussung
zellularer Aktivitdten wie Mitogenese, Zell-Differenzierung und Apoptose. Dabei steht die
Suche nach entsprechenden Substanzen und ihrem molekularen Wirkungsmechanismus im
Vordergrund der experimentellen Untersuchungen.

So wird auch Butyrat als Produkt der Fermentation von Ballaststoffen im Dickdarm in Bezug
auf seinen Einfluss auf verschiedene Zelltypen untersucht.

Wie bereits bekannt, hemmt Butyrat in hdmatopoetischen Vorlduferzellen die Proliferation
und induziert die erythroide Differenzierung.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Butyrat in hohen Konzentrationen die
Zellproliferation in Ba/F3-Zellen zytokinunabhangig hemmt. Dies ist vereinbar mit einem
schon zuvor mehrfach postulierten Butyrat-abhdngigen GO0-G1-Zellzyklusarrest. Der
Mechanismus dieses Zellzyklusarrests wird jedoch kontrovers diskutiert.

Butyrat 16st in Ba/F3-Zellen weder Apoptose aus, noch entfaltet es antiapoptotische
Aktivitdten. Die bisher publizierten apoptoseinduzierenden Effekte von Butyrat wurden in
erster Linie in Kolonkarzinomzellen und anderen Malignomen beschrieben, konnten jedoch

hier an den hier verwendeten Zellen nicht bestatigt werden.

Mit dem Nachweis von bcl-x mMRNA konnte bestéatigt werden, dass Butyrat in Ba/F3-Zellen

die Expression des bcl-x Gens induziert.

AnschlieBend wurde evaluiert, ob, wie bereits in Kolonkarzinomzellen und anderen
Zelltypen, das Apoptose-regulierende bcl-x Gen auch in hamatopoetischen Zellen in die
Regulation von Mitogenese und Uberleben involviert ist. In diesem Zusammenhang wurde
hier die Butyrat-abhéngige Aktivierung des bcl-x Promoters in hamatopoetischen
Vorlauferzellen untersucht.

Es konnte eine dosisabhangige Induktionssteigerung des bcl-x Promoters bis zu einer Dosis
von 3mM Butyrat nachgewiesen werden. Anhand von verkirzten Promoterkonstrukten
konnte anschlieRend die Butyrat-abhangige Wirkung im Bereich des bcl-x Promoters
lokalisiert werden. Unterhalb einer Promoterlange von 111bp oberhalb des
Translationsstartpunktes konnte keine Promoterinduktion mehr nachgewiesen werden. Der
Promoterabschnitt von 111bp oberhalb des Translationsstartpunktes konnte somit als
Minimalpromoter identifiziert werden.

Des Weiteren konnten mit den verkirzten Promoterkonstrukten zwei Butyrat-responsive
Regionen des bcl-x Promoters identifiziert werden, zum einen im Bereich von 111bp bis
484bp (,Aktive Region 1“ = AR1) und im Bereich 622bp bis 998bp (,Aktive Region2“ = AR2)

86



oberhalb des Translationsstartpunktes. Der Vergleich, der fiir die Transaktivierung des bcl-x
Promoters relevanten Abschnitte AR1 und AR2 mit der von Grillot et al. [51] postulierten
Promoterorganisation zeigt, dass AR1 mit dem Promoter P1 im Bereich des Introns
zwischen Exon la und Exon Il Ubereinstimmt, wahrend AR2 mit dem Promoter P2 im
Bereich des Introns zwischen Exon Ib und Exon la des bcl-x Promotors korreliert.

Die Analyse von Faktoren, die an der Transaktivierung des bcl-x Promoters beteiligt sind,
zeigte, dass Butyrat in Ba/F3-Zellen die in der Hamatopoese relevanten
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kappaB, nicht jedoch STATS aktiviert.

Um die Butyrat-abh&ngige Induktion des bcl-x Promoters qualitativ zu evaluieren, wurden
die aktiven Regionen AR1 und AR2 genauer analysiert. Dazu wurden die entsprechenden
Butyrat-sensitiven Regionen in den Reportergenvektor pGL-3basic kloniert, um die
Transaktivierung durch Butyrat zu testen (LRA). Es konnte gezeigt werden, dass AR2 nach
Butyrat-Stimulation das gleiche transaktivierende Potential besitzt wie die komplette
Promotersequenz. AR1 alleine zeigte nach Butyrat-abh&ngiger Stimulation eine im Vergleich
zum kompletten Promoter eine um die Hélfte verringerte Transaktivierung

In DNA-Protein-Bindungsassays (EMSA) von AR1 und AR2 konnte fir den ausgewahlten
33bp umfassenden Abschnitt aus AR2 eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktors NFAT
nachgewiesen werden. Fur den 45bp langen Abschnitt aus AR1 konnten keine Interaktionen
mit den untersuchten Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden.

Durch Mutagenese wurde ein Promoter kloniert, dem diese NFAT Bindungsstelle aus AR2
fehlt. Mittels LRAs konnte zwischen mutiertem Promoter und nativen Promoter kein
Unterschied in der Induzierbarkeit durch Butyrat gefunden werde. In EMSAs mit dem NFAT-
mutierten Promoterabschnitt konnte gezeigt werden, dass durch die eingefligte Mutation das
Bindungsereignis zwischen DNA und NFAT ausgeléscht wird.

In Versuchen mit Uberexpression der Tyrosinkinasen Jak2 und Lyn, die an der Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren STAT5 (JAK2) und NF-kappaB (Lyn) beteiligt sind, konnte eine

Verstarkung der Butyrat-abhangigen Aktivierung des bcl-x Promoters gezeigt werden.

Weitere Untersuchungen zur Evaluation der Beteiligung der Tyrosinkinasen einerseits,
sowie RNA  (bcl-xL, bcl-xS)  und Proteinspezifizierung (Bel-xL, Bcl-xS,
Transkriptionsfaktoranalyse, Massenspektrometrie) andererseits kdnnten zuséatzliche
Erkenntnisse Uber den Zusammenhang der beschriebenen zelluldren Effekte von Butyrat in

Ba/F3-Zellen und dem zugrunde liegenden molekularen Mechanismus bringen.
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9. Abkiirzungen

Abb.
AP
APS
Apaf
AR
bcl-x
bcl-xL
bcl-xS
Bcl-xL
Bcl-xS
BH
bp
BSA
CdK
cDNA
CSF
dam® E. coli
DEPC
DMSO
DN
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
EGF
EMSA
EPO
FACS
FITC
FKS
GAPDH
°H
HEPES
IL
IPTG

Abbildung

Aktivator Protein aus den Proteinen Jun und Fos
Ammoniumperoxodisulfat

Apoptotic Protease Activating Factor

Aktive Region

bcl-x Gen

Abkurzung fur RNA des bcl-x “Long”
Abkirzung fir RNA des bcl-x “Short”

Bcl-x “Long” Protein (233 Aminoséauren)
Bcl-x “Short” Protein (170 Aminosauren)
bcl-2 homologe domain

Basenpaare

bovine serum albumin

cyclin dependent kinase
complementary DNA
Kolonie-stimulierender Faktor

E. coli mit dam Methylase: methyliert Adenin in der Sequenz GATC
Diethylpyrokarbonat

Dimethylsulfoxid

dominant negativ
Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor

electrophoretic mobility shift assay
Erythropoetin

fluorescence activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat

Fetales Kélberserum
Glycerinaldehyd-3phosphat-Dehydrogenase
Tritium
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-2-ethansulfonsaure
Interleukin

Isopropyl-beta-D-Thiogalaktosid
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JAK

LB

LRA
MAPK
MEN
mM
Muta
NFAT
NF-kappaB
NF-E2
NP40
NTP

P

PAGE
PBS
PCR
pGL3
PLB

pM
pRL-TK
RT
RT-PCR
SDS
SOC
SSC
STAT
TA

Taq
TBE

TE
TEMED
Tm
TNF-alpha
Tris
VDAC
WT
X-Gal

Janus-Kinase

luria broth base

Luziferase Reportergen Assay

MAP-Kinase = mitogen activated protein kinase
MOPS/EDTA/NaOH

millimolar

nach ortsgerichteter Mutagenese verénderte DNA
nuklearer Faktor von aktivierten T Zellen
nuklearer Faktor kappa B

nuclear factor erythroid derived 2

Nonidet P-40

Nukleosidtriphosphat

Promoter

Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphat buffered saline

polymerase chain reaction

Plasmid Glow Luziferase 3 (firefly-Luziferase)
passive Lysis Buffer

picomolar

Plasmid Renilla-Luziferase mit Thymidinkinasegenpromoter
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR
Sodiumdodecylsulfat

Bakterienndhrmedium aus Trypton, Hefe, NaCl, MgCl,, KCI, Glucose
Sodium salt citrat (Natriumcitrat)

signal transducer and activator of transcription
Topoisomerase — Adenosin

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur

Tumor-necrosis-factor alpha
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
voltage dependent anion channel

Wild-Typ
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-beta-D-Galaktosid
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Thesen

1.  Fur Butyrat, das Anion der C4-Carbonséure, sind vielfdltige Effekte auf Prozesse
diverser Zelltypen bekannt. In hamatopoetischen Vorlauferzellen hemmt Butyrat die
Proliferation und induziert die erythroide Differenzierung, beeinflusst aber auch die
Apoptose. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Wirkung Butyrat auf
Proliferationsverhalten bzw. Apoptose von Ba/F3-Zellen, einer IL-3 abhdngigen Pro-B-
Zell-Linie, hat.

2. In Proliferationsassays mit *H-Thymidineinbau konnte gezeigt werden, dass
Butyrat in Konzentrationen iiber 2mM die Zellproliferation in Ba/F3-Zellen hemmt.
Diese Proliferationshemmung bleibt auch bestehen, wenn Ba/F3-Zellen neben Butyrat
zusatzlich mit einem die Proliferation induzierenden Zytokin (IL-3 und/oder EGF)

stimuliert werden.

3. FACS-Zellzyklusanalysen zeigen, dass Butyrat-Dosen liber 2mM in Ba/F3-Zellen

einen G0-G1-Zellzyklusarrest induzieren.

4. Hohe Dosen Butyrat liber 2mM supprimieren in Ba/F3-Zellen die Apoptose nicht,

wie in FACS-AnnexinV-FITC Experimenten nachgewiesen werden konnte.

5. Es ist bisher weitgehend unklar, tiber welche molekularen Mechanismen Butyrat
diese Effekte in Ba/F3-Zellen auslost. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob Butyrat in Ba/F3-Zellen die Genexpression des bcl-x Gens induziert.

Das bcl-x Gen gehoért zur Apoptose-regulierenden bcl-2 Genfamilie.

6. Nach Butyrat-Stimulation von Ba/F3-Zellen konnte bcl-xL mRNA mittels Northern
Blot und RT-PCR qualitativ und semiquantitativ nachgewiesen werden. Butyrat

bewirkt in Ba/F3-Zellen eine verstéarkte Expression des bcl-x Gens.

7. Um den molekularen Hintergrund ndher zu kldren, wurde anschliefend der
Einfluss von Butyrat auf den Promoter des bcl-x Gens in Ba/F3-Zellen analysiert. Ziel
der Promoteranalyse war die Lokalisierung Butyrat-abhangiger Elemente im bcl-x

Promoter.
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8. In Luziferase Reportergen Assays (LRA) wurde die Induzierbarkeit des bcl-x
Promoters durch Butyrat mit Hilfe des pGL3-X Vektors untersucht, in dem ein 998bp
langer Abschnitt des bcl-x Promoters die Expression des Reportergens kontrolliert.
Mit Dosis-Wirkungsversuchen konnte bis zu einer Dosis von 3mM Butyrat eine

Induktionssteigerung des bcl-x Promoters nachgewiesen werden.

9. In LRAs mit dem Vektor pGL3-X konnte ebenfalls aufgezeigt werden, dass der
Minimalpromoter fiir das bcl-x Gen im Bereich 111 Basenpaare oberhalb des
Translationsstartpunktes liegt, d.h. fiir eine nachweisbare Induktion des bcl-x
Promoters muss die Promotersequenz vor dem Translationsstartpunkt mindestens

eine Lange von 111bp besitzen.

10. Innerhalb der 998bp langen Promotersequenz wurden zwei ,,Aktive Regionen“
identifiziert, in deren Bereich die Induktion des bcl-x Promoters signifikant ansteigt.
Diese als ,,Aktive Region AR1“ und ,,Aktive Region AR2“ bezeichneten Abschnitte
sind somit die fiir die Transaktivierung relevanten Regionen im Bereich der ersten

998bp des bcl-x Promoters.

11. Das bcl-x Gen besteht aus 4 Exons (Exon la, Ib, Il und Ill). Im Vergleich der bcl-x
Promoterstruktur mit AR1 und AR2 zeigte sich, dass AR1 mit dem Intron zwischen
Exon la und Exon Il (ibereinstimmt, wahrend AR2 im Bereich des Introns zwischen

Exon Ib und Exon la lokalisiert ist.

12. Mittels Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) wurde analysiert, ob
Butyrat bestimmte Transkriptionsfaktoren der Erythropoese in Ba/F3-Zellen aktiviert.
Dabei zeigte sich, dass Butyrat in Ba/F3-Zellen die Transkriptionsfaktoren AP-1 und
NFkappaB aktiviert, nicht jedoch STATS.

13. Innerhalb der Aktiven Regionen AR1 und AR2 der bcl-x Promotersequenz

wurden mittels Transfac (www.gene-requlation.com) potentielle Transkriptionsfaktor-

bindungsstellen identifiziert. Daraufhin wurden aufgrund quantitativer H&ufung
potentieller Transkriptionsfaktorbindungsstellen eine 45bp lange Sequenz aus AR1
(Oligo AR1) und eine 33bp lange Sequenz aus AR2 (Oligo AR2) synthetisiert.

14. In EMSAs fiir Oligo AR1 konnten nach Butyrat-Stimulation keine Hinweise fiir

Bindungsereignisse zwischen den Transkriptionsfaktoren AP-1, NFkappaB, Ets oder

NFAT und dem bcl-x Promoter gefunden werden.
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15. In EMSAs fiir Oligo AR2 konnte im Gegensatz zu Oligo AR1 nach Butyrat-
Stimulation ein Bindungsereignis zwischen dem Transkriptionsfaktor NFAT und dem

OligoAR2 durch Supershift und Kompetitionsversuche nachgewiesen werden.

16. Durch Punktmutagenese konnten im Oligo AR2 potentielle Bindungsstellen fiir
den Transkriptionsfaktor NFAT verdndert werden (Oligo Muta 2). In anschlieBenden
EMSAs mit Kompetitionsversuchen zwischen Oligo AR2 und Oligos Muta 2 konnte die
Spezifitat der Bindung zwischen Oligo AR2 und dem Transkriptionsfaktor NFAT nicht

bestitigt werden.

17. Als Primer fiir die ortsgerichtete Mutagenese der NFAT- und AP-1-
Bindungsstellen im bcl-x Promoter wurden die Oligos Muta 1-4 synthetisiert. Die
mutationstragenden Reportergenkonstrukte wurden als pGL3-Muta 1-4 bezeichnet. In
LRAs wurde die Induzierbarkeit des mutierten bcl-x Promoters untersucht. Die
Aktivierung des bcl-x Promoters nach Stimulation mit 2mM Butyrat wird durch die
eingefiigten Mutationen der Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen fiir AP-1 und NFAT

jedoch nicht signifikant verringert.

18. Im Ablauf der intrazelluldren Signaltransduktionskaskade zur Aktivierung des
bcl-x Gens sind in der Erythropoese neben den genannten Transkriptionsfaktoren
auch die Tyrosinkinasen JAK2 und Lyn beteiligt. Hier konnte in LRAs mit
gleichzeitiger Uberexpression der cDNAs fiir die Tyrosinkinasen JAK2 und Lyn
gezeigt werden, dass die Butyrat-abhédngige Aktivierung des bcl-x Promoters durch

Tyrosinkinasen verstarkt wird.
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