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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Bedeutung von Sp1-like/Kriippel-like Transkriptionsfaktoren

Sp1-like und Kriippel-like Transkriptionsfaktoren sind sehr nah verwandte Proteine, die eine
wichtige Komponente des eukaryontischen Transkriptionsapparates darstellen. Durch ihr
allgegenwirtiges Vorkommen und ihre vielfdltigen Funktionen im menschlichen Organismus
sind Sp1/KLF Transkriptionsfaktoren mittlerweile Gegenstand intensiver
molekularbiologischer Forschung. Sp1/KLF Transkriptionsfaktoren haben einen bedeutenden
Einfluss in der Entstehung unterschiedlichster Erkrankungen, angefangen von embryonalen
Entwicklungsstorungen, iiber vaso-okklusive Krankheiten wie Atherosklerose,
Myokardinfarkt, Schlaganfille und PAVK (1), in der Enstehung neurodegenerativer
Erkrankungen (2) , in der Entwicklung der Adipositas (3) und des Typ 2 Diabetes (4) bis hin
zu himatologisch/onkologischen Erkrankungen. Viele weitere Erkrankungen scheinen
pathogenetisch durch Sp1/KLF-like Transkriptionsfaktoren beinflusst zu werden, was die
Vielfalt aktueller Arbeiten tiber Sp1/KLF-like Transkriptionsfaktoren in unterschiedlichsten

medizinischen Teilbereichen belegt.

1.2 Die Familie der Sp1/KLF Transkriptionsfaktoren

1.2.1 Geschichtliches

GC und GT Boxen (5’-GGGGCGGGG-3’ und 5’-GGTGTGGGG-3’) sind sehr hiufig
vorkommende Motive in GC-reichen Promotoren, Enhancern und Lokuskontrollregionen in
der DNA von Sdugetieren. Ein Protein das mit GC-Boxen interagiert, wurde erstmals in den
friihen achtziger Jahren fiir einen 21-bp Abschnitt des SV40 early promotor gefunden und als
Sp1 bezeichnet. Sp1 stand dabei fiir ,,spezifisches Protein 1 (5). Als Ergebnis intensiver
Forschung stellt Sp1 mittlerweile den am genauesten charakterisierten Transkriptionsaktivator
in Sdugetierzellen dar (2). Einige Zeit ging man davon aus, dass es sich bei Spl um den einzig
wichtigen Faktor handeln wiirde, der durch Bindung an GC/GT Boxen agiert. Mit dem
Beginn des Klonierungszeitalters wurden aber immer neue GC/GT-bindenden Proteine
entdeckt, deren DNA-Bindungsdoménen der von Spl sehr dhnlich waren, und die in allen
Féllen aus 3 C,H,-Zinkfingern bestanden. Diese in allen Fillen 81 Aminosduren umfassende
DNA-Bindungsdoméne, die am C-Terminus aller bisher entdeckter Faktoren gefunden wurde,

definiert die Zugehorigkeit zur Sp/KLF-Familie (6).
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1.2.2 Strukturelle Gemeinsamkeiten

Wie bereits erwihnt, zeichnen sich alle Mitglieder der Sp/KLF Familie durch ihre konsistente
C-terminale DNA-Bindungsdomaine aus, in der, wie Abbildung 1 zeigt, eine Identitdt der AS-
Sequenz von mehr als 65% vorliegt. Der erste und zweite Zinkfinger besteht iibereinstimmend

aus 23 AS, wihrend der dritte immer nur 21 AS enthlt.

Sequenziiberein-
Ll Ll A stlmmung m %

Sp1 CHIQGCGEVYGKt SHLrAH]l RWHTGEr PEMCHWS YCGKrFTRSDELORHKRTHTGEKKFACPECPERFMRSDHLSEHIK

Sp2 CHIPDCGKTERKt SLLrAHVRLHTGEr P VCHWFFOGErFTRSDELORHARTHTGDKRFECAQCOKRFMRSDHLTKHYRTH  84.0
Sp3 CHIGGCGEVYGKt SHLrAH] RWHTGEr PEMCHNWS YCGKrFTRSDELORHKRTHTGEK KFVCPECSKRFMRSDHLAKHIKTH  95.1
Sp4 CHIEGCGEVYGKtSHLrAH]RWHTGETPf ICNWMF CGKrFTRSDELORHRRTHTGEKRFECPECSKRFMRSDHLSKHVKTH  95.1
mSp5 CHVPGCGEVYGKt SHLKAH] RWHTGEr P VCNWLF CGKSFTRSDELORHLRTHTGEKRFACPECGKRFMRSDHLAKHVETH 92.6
Sp6 CHIPGCGKAYAKt SHLKAH] RWHsGdr PL VCNWLF CGErFTRSDELORHLOTHTGTEKFPCAVCS rVFMRSDHLAKHMETH  85.2
KLF1 OGHEGCGKSYSKSSHLEAH1RTHTGEKPYACSWDGCDWY FARSDELTRHYRKHTGHY PFCCGLCPrAFSRSDHLALHMERE  67.9
KLF2 CSyTHNCGKTYTE SSHLKAH] RTHTGEk PyHCHWEGCGWFARSDEL TRHYRKHTGHr PFOCHLCD r AFSRSDHLALHMERE  67.9
KLF3 CDyDGCHEVYTE S SHLKAHRRTHTGEk Py KCTWEGCTWkFARSDELTRHFREHTGIKPFOCPDCDrSFSRSDHLALHRKRE  66.7
KLF4 CDYAGCGKTYTESSHLKAH] RTHTGEk PyHCDWDGCGWkFARSDELTRHYREHTGHr PFOCOKCD rAFSRSDHLALHMERE  67.9
KLF5 CDyPGCTEVYTESSHLKAH] RTHTGEkK Py KCTWEGCDWrFARSDEL TRHYRKHTGAKPFOCGVCNrSFSRSDHLALHMERE  66.7
KLF6 CHENGCREVYTKSSHLKAHORTHTGEkPYRCSWEGCEWrFARSDELTRHFREHTGAKPFECSHCDrCFSRSDHLALHMKRH  67.9
KLF7 COfNGCREVYTE S SHLKAHORTHTGEk Py KCSWEGCEWrFARSDEL TRHYRKHTGAKPFECNHCD rCFSRSDHLALHMERH  66.7
KLF8 CDEAGCSKVYTESSHLKAHRRTHTGEk Py KCTWDGCSWkFARSDELTRHFREHTGIKPFRCTDCHrSFSRSDHLSLHRYRE  66.7
KLF9 CPySGCGKVYCKSSHLEAHYRVHTGEr P PCTWPDCLEKFSRSDELTRHYRTHTGERFRCPLCEKRFMRSDHLTEHATYRE  77.8
KLF10 CSHPGCGKTYFRSSHLEAHVRTHTGEKPE SCSWKGCERrFARSDELSRHRRTHTGERKFACPMCDrRFMRSDHLTEHAYRE  79.0
KLF11 CSEPGCRETYFKSSHLKAH]I RTHTGEKPE NCSWDGCDKkKFARSDELSRHRRTHTGEKKFVCPVCDrRFMRSDHLTKHATRHE  76.5

KLF12 CDEEGCNKVYTKSSHLKAHRRTHTGEkPyKCTWEGCTWkEFGRSDELTRHYRKHTGVKPFKCADCDrRFSRSDHLALHAYRH  66.7

KLF13 CHYAGCEKVYGKSSHLKAHIRTHTGEr Pf ACSWODCNKkFARSDELARHYRTHTGEKKFSCPICEKRFMRaSHLTKHArYRH 76.5

KLF15 CTEPGCSKMYTKSSHLKAHIRRHTGEkPE ACTWPGCGWrFSRSDELSRHRRSHeGVKPyQCPVCEKKFARSDHLSKHIKVH 76.5

KLF16 CPEPDCAKAYYKSSHLKsH1RTHTGEr Pf ACDWOGCDEkFARSDELARHHRTHTGEKRFSCPLCSKRFTRSDHLAKHAYRH  76.5

BTEBS lCPfPGCTKAYY"KSSHLKEHQRTHFGE rPfSlf.![Z'WLDCDKkFTRSDELARHYRTHFGEKRFS|CPLCP]{QFSRSDHLTKHArF‘.Hl 76.5
ZF1 ZF2 ZF3

Abb.1) Vergleich der Aminoséurensequenz der Zinkfinger Domaine der Sp1/KLF-Proteinfamilie.

Der Sequenzumfang der 3 Zinkfinger ist unterhalb gekennzeichnet. Die Aminosdurereste, die mit der DNA
interagieren sind mit Pfeilen oberhalb markiert, sie sind nahezu in allen Transkriptionsfaktoren identisch. Rechts
ist die relative Ubereinstimmung der Sequenzfolge der Transkriptionsfaktoren in Bezug auf Sp1 angegeben.
Nach Kaczynski et al. (7)

Die groBte Ahnlichkeit weisen dabei die Reste innerhalb der Zinkfinger auf, welche die DNA
binden (8). Diese Tatsache diirfte dafiir verantwortlich sein, dass die meisten Sp/KLF-

Proteine an dhnliche DNA-Sequenzen, beispielsweise GC-Boxen oder CACCC Elemente,
binden (1).

Abb.2) Das Zinkfingermotiv: Das p-Faltblatt und
die a-Helix werden durch ein Zinkion zusammen
gehalten. Das Zinkion wird koodiniert durch 2
Cysteinreste des B-Faltblattes und 2 Histidinreste
der a-Helix. (Abbildung entnommen aus:
wikipedia.de Zinkfinger)
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Wie in Abb.2) zu erkennen ist, besteht jeder Finger aus einem kurzen antiparallelen beta-
Faltblatt und einer alpha-Helix, welche durch einen hydrophoben Kern und ein Zinkion
zusammen gehalten werden. Das Zinkion wird koordiniert durch 2 Cysteinreste des beta-
Faltblattes und 2 Histidinresten der alpha-Helix. Die DNA-Bindung der Zinkfinger erfolgt
iiber den amino-terminalen Bereich der alpha-Helix, der sich in die gro3e Grube der DNA
einlagert und einen Kontakt zu guaninreichen Basenabschnitten herstellt (9).
Kristallographische Analysen legen den Schluss nahe, dass die Zinkfinger mit den G-reichen
Stiicken der 9-bp Erkennungssequenz in 3’-5° Richtung interagieren, beispielsweise Finger 3
mit den ersten 3 Nucleotiden, Finger 2 mit den mittleren und Finger 1 mit denen am 3’Ende
(8).

In der C-terminalen DNA-Bindungsdomaine sind auch die AS-Sequenzen zwischen den
Fingern sehr dhnlich, immer aus 7 AS bestehend und dem Muster TGE(R/K) (P/k/r)(F/y)X
ensprechend.

Wihrend man also von einer weitestgehenden Konsistenz der ,,Sp1-dhnlichen Domaine* bei
allen Familienmitgliedern sprechen kann, ist die Struktur und Funktion der N-terminalen
Domaine, die die Transkription reguliert, sehr variabel (2). Verschiedenste Motive erkennen
unterschiedlichste Kofaktoren und wirken dabei als Transkriptionsaktivatoren oder
Repressoren. In vielen Féllen kdnnen sie auch beides, aktivieren oder deaktivieren, je nach

nukledrem Umfeld, in dem sie wirken.

1.2.3 Einteilung der Familie

Wie bereits erwidhnt, wurden in den letzten 15 Jahren immer neue Transkriptionsfaktoren
entdeckt, die dem strukturellen Muster der Sp/KlIf-Familie entsprechen. Neue Gene mit den
dazugehorigen Proteinen wurden im menschlichen Genom beschrieben und die neu
entdeckten Proteine wurden entsprechend dem Gewebe benannt, in dem man sie als erstes
aufgefunden hatte. EKLF (Erythroid Kriippel-like factor) war der erste Faktor, den man
zundchst in einer erythrozytiren Méusezelllinie gefunden hatte (10), LKLF (Lung Kriippel-
Like factor (11), GKLF (Gut-enriched factor) (12) und IKLF (Intestinal-enriched factor)
folgten. Weitere Forscher entdeckten bereits beschriebene Faktoren in anderem
Zusammenhang, sowie anderem Gewebe, und benannten sie entsprechend der vermuteten
Funktion. So entstand im Laufe der Zeit eine beinah uniiberschaubare Anzahl von
Transkriptionsfaktoren, oft von verschiedenen Forschergruppen unterschiedlich benannt, die
wenig Aufschluss iiber die strukturelle Ahnlichkeit dieser Transkriptionsfaktoren gab. In einer

Richtlinie des HGNC (Human Gene Nomenclature Comittee) wurde vorgeschlagen, im Sinne
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einer groferen Systematik und Einheitlichkeit, neben der Sp-Proteinfamilie, alle Kriippel-like

Faktoren vereinfachend mit einer Nummer zu benennen (13). Der Name Kriippel basiert dabei

auf der Homology der DNA-Bindungsdomaine dieser Transkriptionsfaktoren zum Protein

,Kriippel“, welches man in Drosophila gefunden hatte. Embryos der Taufliege, die

homozygot fiir mutiertes Kriippel sind, sterben aufgrund verdnderten thorakalen und

abdominalen Korperbaus (14).

Protein KLF Species Chrom Transcriptional Expression Interacting Cellular
number osomal | activity (and pattern coactivator | functions
Localiz | functional and/or
ation domains) corepressor
EKLF KLF1 Human and 19p13 Activator (acidid Erythroid and | P300/CBP, Erythropoesis
mouse domain) mast cells PCAF,
SWI/SNF
and mSin3A
LKLF KLF2 Human and 19p13 Activator (acidic Lung, blood Unknown Blood vessel,
mouse domain) vessels, lung
lymphocytes development,
T-cell survival
GKLF KLF4 Human, 9qg31 Activator and/or Gut-enriched | p300/CBP Anti-
mouse, rat and repressor (acidic proliferation,
zebrafish domain) survival
IKLF KLF5 Human, mouse | 13921 Activator Gut and Unknown Cell growth
and rat epithelial
tissues
CPBP KLF6 Human and 10p15 Activator Ubiquitous Unknown Putative
mouse tumor
suppressor
UKLF KLF7 Human and 2932 Activator Ubiquitous Unknown Cell-cycle
mouse arrest
BKLF3 KLF8 Human Xp11 Repressor Ubiquitous CtBP2 Unknown
(PVDLS/T motif)
BTEB1 KLF9 Human, mouse | 9913 Activator/repress | Ubiquitous mSin3A Neurite
and rat or(SID) outgrowth
and
carcinogen
metabolism
TIEG | KLF10 Human 8qg22 Repressor(SID, Ubiquitous mSin3A Apoptosis,
R2, R3) anti-
proliferation
TIEG2/ KLF11 Human 2p25 Activator and/or Ubiquitous mSin3A Anti-
FKLF repressor(SID, proliferation
R2, R3)
AP-2rep KLF12 Human, 13921 Repressor(PVDL | Brain, kidney, | CtBP1 Unknown
mouse, rat and S/T motif) liver and lung
zebrafish
BTEB3/ KLF13 Human, mouse | 15912 Activator/repress | Ubiquitous mSin3A, Anti-
RFLAT-1/ and rat or(SID, R2 and p300/CBP proliferation
FKLF-2 R3) and PCAF and

carcinogen
metabolism

Tabellel) Von links nach rechts zeigt die Tabelle die KLF1-13 mit deren urspriinglichen Bezeichnungen.
Daneben die Spezies in denen die Faktoren bisher isoliert werden konnten und die chromosomale Lokalisation
im Genom. In der 5. Spalte ist der Einfluss des jeweiligen Faktors auf die Transkription zu sehen, daneben ihr
Vorkommen im Gewebe. Cofaktoren, die essentiell fiir die Wirkung der KLF sind, werden in Spalte 7 erwéhnt,
ganz rechts die Bedeutung, die man dem jeweiligen Faktor auf zelluldrer Ebene zuschreibt.
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Die Familie menschlicher Sp/KLF Faktors umfasst aktuell 9 Sp-Proteine und 16 KLF. Fiir die
KLF1-13 zeigt Tabelle 1 u.a. die Spezies, in denen die Faktoren isoliert werden konnten und
ithre chromosomale Lokalisation.

Die Unterscheidung in Sp-Proteine und KLFs mag willkiirlich erscheinen, doch bleibt sie
dahingehend gerechtfertigt, als Sp-Proteine untereinander eine hohere Verwandschaft
besitzen, die sich durch strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten auszeichnet. Sp1-Sp4
bilden eine Untergruppe, in der jeder Transkriptionsfaktor neben der Aktivierungs- und/oder
Inhibierungsdomaine, typische funktionelle Sequenzen, die man als Btd Box und Sp-Box
bezeichnet hat, enthdlt. SpS-Sp8 sind strukturell sehr dhnlich und unterscheiden sich nur
dadurch, dass das N-terminale Ende verkiirzt vorliegt (15,16). Wie in Abb.1) ersichtlich,
betriigt die Ahnlichkeit der AS-Sequenz in der Zinkfingerregion, im Vergleich zur Sequenz
von Spl, innerhalb der Sp-Familie mindestens 84%. Die Sequenziibereinstimmung der KLF-
Proteine mit Spl ist weitaus geringer.

All die erwahnten Gemeinsamkeiten rechtfertigen die Existenz der Sp-Subgruppe, die aber,

wie weiter oben erldutert, als sehr nah verwandt zu den KLF gesehen wird.

mSp5

Sp4

Spi
Sp2
mSp6

—— BTEBS
———— KLF16

KLF9
KLF13 Il

| KLF10

KLF11
KLF15

— [ WH
KLF2
KLF1
KLF6
KLF7

i
KLF3
—  KLF8
KLF5

Abb.3) Phylogenetische Verwandschaft der menschlichen Sp1-like/KLF Proteine und des murinen Sp5 und Sp6.
Es konnten 3 Subgruppen identifiziert werden. Die 1.Untergruppe (Sp1-Sp6) enthélt die Proteine, die Spl am
ghnlichsten sind. Die KLF werden in zwei weitere Untergruppen eingeordnet. Die Einteilung erfolgte durch
spezielle Gensequenz Analyse-Software. Nach Kaczynski et al. (7)
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Auch innerhalb der Familie der KLF scheint es Untergruppen zu geben. Durch Vergleich der
Zinkfingersequenzen aller bekannter KLF gelang es, ein Cladogram zu erzeugen (siche Abb.
3), welches die phylogenetische Verwandtschaft der SP/KLF-Faktoren zeigt. Neben den Sp-
Proteinen bilden die KLF9, 10, 11, 13, 15, 16 die zweite Subgruppe, die restlichen KLF die
dritte (7).

1.3 Das Mononukleire Phagozytensystem

Unter dem mononukledren Phagozytensystem (MPS) werden die Monozytenvorldufer im
Knochenmark, die Monozyten im Blut, die Makrophagen im Gewebe und weitere von
Monozyten abstammende Zellen zusammengefasst (17), zum Beispiel antigenprésentierende
dendritische Zellen. Zellen des MPS iibernechmen im Organismus zahlreiche physiologische
und pathophysiologische Aufgaben. Sie spielen eine wichtige Rolle innerhalb des
angeborenen Immunsystems, sind aber auch zum spezifischen Immunsystem vernetzt.

Die Monozyten entwickeln sich aus einer myeloischen Stammzelle {iber Zwischenstufen und
gehen dabei vom Knochenmark aus ins Blut {iber. Sie zirkulieren in der Blutbahn des
Menschen mit einer Halbwertszeit von 1-3 Tagen bevor sie ins Gewebe eintreten und dort zu
ortsstindigen Makrophagen werden (18). Sie weisen eine hohe strukturelle und funktionelle
Heterogenitét auf. Man findet sie in lymphoiden Organen, in der Leber als so genannte
Kupffer'sche Sternzellen, in der Lunge als Alveolarmakrophagen, im Gastrointestinaltrakt als
intestinale Makrophagen, im ZNS als Mikroglia, im Knochen als mehrkernige Osteoklasten
und in der Haut als Langerhans-Zellen (20).

Neben der beschriebenen Entwicklung zum Makrophagen kdnnen sich Monozyten auch in
sog. dendritische Zellen (DC), ausdifferenzieren. Diese DCs unterscheiden sich von den
Makrophagen strukturell und funktionell. Sie besitzen gegeniiber Makrophagen eine
tausendfach erhohte Fahigkeit zur Antigenprisentation, sind aber nur eingeschrinkt zur
Phagozytose fahig. Sie konnen aus Monozyten in einer Kultur durch Behandlung mit GM-
CSF und IL-4 entstehen (21). Die genaue Ontogenese der DCs und ihre Stellung innerhalb des
MPS ist nach wie vor nicht abschliessend geklért. (vgl. hierzu 1.3.2)

1.3.1 Ontogenese der Makrophagen

Im hdamatopoetischen System existieren selbsterneuernde totipotente Stammzellen, die sich zu

allen Blutzellen weiterentwickeln konnen. Die linienspezifische Differenzierung findet unter
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bestimmten Bedingungen statt, bei denen Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren eine gro3e Rolle spielen (22). Eine ineinandergreifende Kaskade von
Genaktivierung und Genunterdriickung filihrt letztlich zur Differenzierung in die jeweilige
Blutzelle. Im Knochenmark ist der Einflufl der Interleukine IL-1, IL-3 und IL-6 fiir die
Differenzierung der totipotenten Stammzelle zur GEMM-CFU (granulocyte-erythrocyte-
megakaryocyte-macrophage colony forming unit) verantwortlich, woraus sich unter Einfluss
von IL-1 und IL-3 die GM-CFU (granulocyte-macrophage colony forming unit) bildet (23).
Eine besondere Rolle diirfte hier PU.1 zukommen, einem Transkriptionsfaktor der Ets-
Familie. Es hat sich gezeigt, dass die PU.1 Expression wéhrend der frithen gemeinsamen
granulozytdren und monozytdren Differenzierung stark hochreguliert wird, wahrend PU.1 bei
der weiteren erythrozytéren Entwicklung unverandert exprimiert wird (24). Unter dem
Einflu des PU.1 Transkriptionsfaktors kommt es zur verstirkten Expression des M-CSF-
Rezeptors auf der Oberflache der gemeinsamen Vorlduferzellen und somit zur
Weiterdifferenzierung in der myelomonozytiren Linie (23). Entscheidend verantwortlich
dafiir, ob nun eine Weiterentwicklung innerhalb der monozytiren oder myeloischen Linie
stattfindet, diirften die Vertreter der C/EBP Familie von Transkriptionsfaktoren sein. C/EBPa
bindet an den G-CSF-Promotor-Rezeptor (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) und
induziert so dessen Expression (24) und fordert damit die Ausreifung der granulozytéren
Linie. Durch Hochregulation von PU.1 dagegen schldgt die Stammzelle fiir Granulozyten und
Monozyten den Weg in die monozytére Differenzierung ein, was seine Ursache unter
anderem an der durch PU.1 verstdrkten Expression des M-CSF-Rezeptors hat (22). PU.1 und
C/EBPa. sind zwar in der monozytéren und granulozytdren Linie vorhanden, allerdings
zeigen Makrophagen hohe PU.1 und niedrige C/EBPa Expressionslevel und im Falle von
Neutrophilen ist dieses Verhéltnis umgekehrt (25).

Der EinfluB von Interleukin-3 und M-CSF/ GM-CSF fiihrt schlieBlich zur Ausreifung der
Monozyten (17). Sie verlassen das Knochenmark und werden durch die peripheren
Blutgefdsse in das jeweilige Gewebe transportiert, in dem sie sich zu den gewebetypischen
Makrophagen entwickeln. Die Differenzierung zu Makrophagen beinhaltet Wachstum auf der
einen Seite, sowie steigende lysosomale Aktivitit auf der anderen Seite; ausserdem enthalten
Makrophagen eine hohere Konzentration hydrolytischer Enzyme (22). Obwohl die
Gewebsmakrophagen urspriinglich aus den zirkulierenden Monozyten entstehen, haben sie
ihre Féahigkeit zur Proliferation nicht verloren und sind in ihrem Fortbestand nicht vollsténdig

von den Knochenmarksmonozyten abhinig (26).
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1.3.2 Ontogenese der dentritischen Zellen

Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet der Biologie von dendritischen Zellen ist deren
Ontogenese nicht endgiiltig geklirt und stellt weiterhin ein sehr umstrittenes Feld in der
Immunologie da (27). Die morphologische und funktionelle Ahnlichkeit der dendritischen
Zellen mit Monozyten und Makrophagen fiihrte zundchst zu der Annahme, dass DCs von
myeloischen Zellen abstammen wiirden (28). Erst die Entdeckung, dass sich eine Subgruppe
von DCs auch aus einer CD4 negativen Vorlduferzelle bilden konnte, aus der T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und NK-Zellen hervorgehen, aber niemals myeoloische
Zellen, machte die Existenz lymphozytéir abstammender DCs wahrscheinlich (29).

Trotz intensiver Forschung bleibt der genaue Ablauf der physiologischen Differenzierung der
DCs weiter unklar, da vermutet werden muss, dass die in vivo Differenzierung anders verlauft
als unter experimentellen Bedingungen. In einem Review zeigt Ardavin et al. (29) zwei

grundsitzlich unterschiedliche Modelle zur Abstammung und Entwicklung der DCs.

Makrophage

IL-3

1L-3
"

Myeloische EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Vorlduferzelle
DC TNF-a
Vorlduferzelle
Myeloisch, lymphozytéire ITNF-a
Vorlduferzelle v
e [
Vorlduferzelle
lymphozytére
Vorlduferzelle w
Vorlduferzelle

Abb.4) Modell a zur Differenzierung menschlicher dendritischer Zellen (DC). Dieses derzeitig bei der Mehrzahl
der Wissenschaftler favorisierte Modell geht davon aus, dass es zwei weitestgehend unabhénige
Differenzierungswege fiir DC gibt. Aus der myeloischen Vorlduferzelle gehen letzendlich die DC der
lymphatischen Organe und die Langerhanszellen (LC) hervor. Aus einer lymphozytiren Vorlduferzelle entstehen
die lymphozytidren DC zu denen die DC des Thymus und die Plasmozyten gehoren. Nach Ardavin et al. (29)

Modell a (Abb.4) sieht die Koexistenz von 2 parallelen und unabhénigen

Differenzierungswegen vor, entweder {liber eine myeloische oder eine lymphozytire
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Vorlduferzelle. Die Hauptgruppe der DCs, ndmlich die, welche man in der Haut und in
lymphozytéren Organen findet, und die Langerhans Zellen, wiaren demnach myeoloischen
Ursprungs. Lymphozytdren Ursprungs wéren demnach die DCs des Thymus , interstitielle
DCs und die plasmozytidren DCs.

Makrophage

Myeloische
Vorlduferzelle

Myeloisch, lymphozytéire TNF-a TNF-q, IL-7 al DC
Vorliuferzelle Vorliiuferzelle g
A
TNF-a
lymphozytire
Vorlduferzelle LC TGE-p LC
Vorlduferzelle

Plasmozyt

Abb.5) Modell b zur Differenzierung menschlicher dendritischer Zellen (DC). Dieses alternative Modell geht
davon aus, dass es eine gemeinsame Vorlduferzelle fiir die meisten, wenn nicht sogar alle DC gibt. Nach
Ardavin et al. (29)

Modell b (Abb.5) sieht eine gemeinsame DC Vorlauferzelle vor, die sich aus myeloischen,
lymphozytéren oder einer noch urspriinglicheren Vorlduferzelle im Knochenmark oder
extramedulldr entwickeln konnte. Eine Einteilung der DCs in eine myeloische oder
lymphozytire Linie ist bei diesem Modell nicht mdglich. Ubereinstimmend in beiden
Modellen konnen sich DCs aber auch direkt aus Monozyten entwickeln. Die DCs, die in
dieser Arbeit verwendet wurden, sind auf diesem, experimentell gesicherten,

Differenzierungsweg gewonnen worden.
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2. Zielsetzung

Unsere Arbeitsgruppe beschiftigt sich schwerpunktméssig mit der Differenzierung von Zellen
des mononukledren Phagozytensystems. Im Zentrum der wissenschaftlichen Aktivitéten steht
die grundlegende Fragestellung, wie Gene zellspezifisch oder differenzierungsabhinig
reguliert werden, vor allem welchen Einfluss epigenetische Mechanismen und
Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression haben. In den letzten Jahren erweckte die
Gruppe von KLF Transkriptionsfaktoren in der Molekularbiologie zunehmende
Aufmerksamkeit, da man ihnen eine wichtige Rolle in der Regulation unterschiedlichster
Gene zuschreibt.

Diese Arbeit sollte aus der groBen Gruppe der bekannten KLF-Transkriptionsfaktoren
diejenigen herausfinden, bei denen wihrend der Monozytendifferenzierung eine starke
Regulation vorhanden ist, die also eine potentiell wichtige Rolle bei der Differenzierung
spielen konnten. Mithilfe der reversen Transkription und anschliessender Real-time PCR
sollte versucht werden die KLF zu identifizieren, wo starke Unterschiede hinsichtlich der
relativen mRNA Expressionslevel bestehen, um dann die Regulation dieser Proteine
proteinchemisch zu verifizieren. Ziel sollte es sein, eine Vorstellung von der Bedeutung der
KLF auf die Genregulation im MPS zu bekommen. Zum néheren Verstindnis wie KLF als
Aktivatoren oder Repressoren der Genexpression wirken, sollte mit mehreren, potentiell
bedeutsamen KLF-Proteinen versucht werden, die Expression eines ausgewihlten
exemplarischen Genes zu aktivieren und zu unterdriicken.

Fernziel derartiger Untersuchungen ist es, ndheren Einblick in die Regulation der
unspezifischen zelluldiren Abwehr innerhalb des Immunsystems des Menschen zu gewinnen,

als wichtige Vorraussetzung fiir die Entwicklung immunmodulatorischer Therapien.
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3.Material

3.1.Gerite

Autoklav
Blotapparatur
Brutschranke
BioPhotometer
Densitometer
Elektrophoreseapparaturen
Entwicklungsanlage
LightCycler
Luminometer Sirius
Mikroskope
Mikrowelle (Privileg 8020)
PCR-Thermocycler (Modell 4800)
PCR-Thermocycler (Modell PTC-200)
pH-Meter
Photokamera
Sterilbank (Lamin Air: HA 2472)
Thermomixer (Modell 5436)
Wasserbéder
Wasseraufbereitungsanlage
Zentrifugen:
Varifuge 20 RS
Megafuge 3,0 R
Biofuge fresco
Multifuge 3S-R
Picofuge
Micro-Centrifuge 11

-19-

Walter, Geislingen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Osterode
Eppendorf, Hamburg
Molecular Dynamics, Krefeld
Biometra, Gottingen

Agfa, Koln

Roche, Mannheim
Berthold, Oakville, Kanada
Leitz, Heidelberg

Quelle, Niirnberg

Perkin Elmer, Uberlingen

MIJ-Research/Biometra, Oldendorf

Knick, Berlin

Polaroid, Cambridge, USA
Heraeus, Osterode
Eppendorf, Hamburg
Julabo, Seelstadt

Millipore, Eschborn

Heraeus, Sepatech
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Labtech, Korea



3.2 Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

Einmalpipetten

Kryordhrchen

ReaktionsgefiaBle (0.5, 1.5, 2.0 ml)
Rontgenfilme (ECL)

Sterilfilter

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten (6,24,96 wells)
Zellkulturschalen
Zentrifugenréhrchen (15, 50, 250 ml)

3.3 Chemikalien

Costar, Cambridge, USA
Nunc, Naperville
Eppendorf, Hamburg
Amersham, Braunschweig
Millipore, Eschborn
Costar, Cambridge, USA
Costar, Cambridge, USA
Falcon, Heidelberg
Falcon, Heidelberg

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders aufgefiihrt, von Sigma (Deisenhofen)

oder Merck (Darmstadt) bezogen.

3.4 Antikorper

Name Immunglobulin | Konzentration Firma

KLF1 Hase 1:1000 Santa Cruz
KLF3 Hase 1:2000 Santa Cruz
KLF6 Hase 1:100 Santa Cruz
KLF8 Hase 1:1000 Santa Cruz
KLF12 Hase 1:1000 Santa Cruz

3.5 Enzyme, Inhibitoren und molekularbiologische Kits

Plasmid DNA Midi Kit
PMSF

Proteinase K

Protease Inhibitor Set

Restriktionsenzyme

Reverse Transkriptase Superskript 11
RNAse Inhibitor

Qiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen
Promega, Madison, USA
Roche, Mannheim
Boehringer, Mannheim,
Roche, Mannheim
Gibco BRL, Eggenstein

Amersham, Braunschweig
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3.6 Molekulargewichtstandards

DNA-Léingenstandards:

1 Kbplus Leiter

100 200 300

400 500 650

4000 5000 6000 7000 8000 9000

Molekulargewichtsstandarts fiir Proteine

Kaleidoscope Prestained Standards

198 126 81

3.7 Vektoren

pGL3-Basic
pMT3
pMT2-hKLF6
pMT2-hKLF8
pCMV

MADpro 450 bp
MADpro 150 bp

40 31 17

(Reporterplasmid)
(Expressionsplasmid)
(Expressionsplasmid)
(Expressionsplasmid)
(Expressionsplasmid)
(Reporterplasmid)
(Reporterplasmid)

3.8 Primersequenzen

Bezeichnung
KLF1S

KLF 1 AS
KLF2S
KLF 2 AS
KLF 4 S
KLF 4 AS
KLFS5 S

KLF 5 AS

Gibco BRL, Eggenstein
850 1000 1650 2000 3000
10000 11000 12000 bp

Bio Rad, CA, USA
7 kDa

Promega, Madison, USA

Sequenz in 5°-3° Richtung
CGGCAAGAGCTACACCAAGAG

AACAGGCTTCTTGTCCCATCC
CAAGACCTACACCAAGAGTTCGC
CACAGATGGCACTGGAATGG
ACAAAGAGTTCCCATCTCAAGGC
TGTGTTTACGGTAGTGCCTGGTC
GAAACGACGCATCCACTACTG

TCCCAGGTACACTTGTATGGC
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KLF 6 S CAAGGGAAATGGCGATGC

KLF 6 AS CATCACTTCTTGCAAAACGCC
KLF7S TACAACTTGTCCACGACACCG
KLF 7AS AGCTTTCCTCAATGCACGG

KLF 8 S AGGGACTACAGCAAGAACCAGC
KLF 8 AS TGTATGGATTCTGCGGTGAGC
KLF9 S GAAAATCCTCCCATCTCAAAGC
KLF 9 AS AGCGGACAGCGGAACTG

KLF 10 S TAAGGAGTCACATCTGTAGCCAC
KLF 10 AS GGACAGTTCATCAGAACGGG
KLF11S ACCTACTTCAAAAGTTCCCACC
KLF 11 AS CATGAAACGTCGGTCACACAC
KLF 12 S TGGAATCTGAACAAGGGTCTCC
KLF 12 AS ATTGACAAGTCCACTGGCTCAG
KLF 13 S AAGCACAAGTGCCACTACGC
KLF 13 AS GAACTTCTTGTTGCAGTCCTGC
KLF 15 S ATGTACACCAAAAGCAGCCAC
KLF 15 AS TCTCGCACACAGGACACTGG
KLF 16 S GCAAACCCTGAAGACACCC

KLF 16 AS ACCAGGTCCCAGTGATCAGC
CHI3L1 S AAGGTCACCATTGACAGCAGC
CHI3L1 AS CCTCAACATGTACCCCACAGC
CCL13 S CTGAAGAGCTATGTGATCACCACC
CCL13 AS GTAGCAGAGTTCAAGTCTTCAGGG
MADDAM S AGG ATG TTG TAT GGA GGC C

MADDAM AS TCC TGC CAC ATT CACCTT
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ADAMI9 S AGGATGTTGTATGGAGGCC

ADAMI19 AS TCCTGCCACATTCACCTT

Actin-f S CTGGAACGGTGAAGGTGACA
Actin-f AS AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA
CPM S TATACTCCCGAAGCTTAACGCC

CPM AS ATGTAGTTGTAATCTTGCATTCCACC

3.9 Zelllinien und Bakterien

Eukaryonte Zelllinien:

THP-1 humane monozytére Leukdmiezelllinie (DSM ACC 16)
HT 29 humane Coloncarzinomzellen (DSM ACC 299)
HeLa humane Zervixkarzinomzellinie (DSM ACC 57)

Bakterienstimme

DH10B E.coli Bakterien
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4. Methoden
4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung von Bakterien

Anlegen einer Bakterienfliissigkultur

Reagenzien:
LB-Medium 10g NaCl

10 g Bactotryptone

S5¢g Hefeextrakt

ad 1000 ml mit aqua bidest, autoklavieren
Arbeitsablauf:

Die ampicillinresistenten Bakterienstimme wurden in LB-Medium (mit 100 pg/ml

Ampicillin) angeimpft und tiber Nacht auf einem Schiittler bei 37°C kultiviert.

Herstellung einer LB-amp-Platte

Reagenzien:
LBamp-Platte I5¢g Agar
1000 ml LB-Medium
100 pg/ml Ampicillin
Arbeitsablauf:

Das LB-Medium wird mit dem Agar vermischt und mehrmals unter stetigem Riihren
aufgekocht, bis keine Schlieren mehr zu sehen sind. Nach Abkiihlen auf 60°C wird
Ampicillin hinzu gegeben. Dann verteilt man das Gemisch auf die Kulturplatten und ldsst es
Abkiihlen.

Mit einer Impfose ausgestrichene Bakterien wachsen bei 37°C iiber Nacht.

Herstellung einer Glycerinkultur

Eine dauerhafte Lagerung von Bakterienkulturen findet bei -80°C statt. Dazu wird 600 ul
einer 1:1 Mischung aus Glycerin und LB-Medium mit 6001 der jeweiligen

Bakteriensuspension gemischt und in Kryroréhrchen auf -80°C gestellt.
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4.1.2 Kultur eukaryontischer Zellen

Kulturbedinungen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Inkubator (Heraeus,

Hanau) bei 37°C, 5 %CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Die Zellinien THP-1 und
HT29 wurden in RPMI 1640 Néhrmedium (Gibco) mit 10% hitzeinaktiviertem FKS und den
Zusdtzen L-Glutamin (2 mM), 2 ml Vitamine, Penicillin/Streptomycin (100 U/ml),
Natriumpyruvat (1 mM), 2-Mercaptoethanol (50 uM) kultiviert. (alle Zusitze Fa. Gibco,
Eggenstein). Alle Zelllinien wurden in regelmédssigen Abstdnden mittels eines ELISAs
(Mycoplasmen Detection Kit, Fa. Roche) laut Anleitung des Herstellers auf Mycoplasmen

untersucht.

Passagieren

Nicht-adhirente Zellen (THP-1) wurden zum Passagieren abzentrifugiert (8 min, 1200 rpm,
4°C) mit PBS (4°C) gewaschen, erneut zentrifugiert und in frisches Medium, in neue
Zellkulturflaschen 1:10 verdiinnt aufgenommen.

Adhérente HT29-Zellen wurden mit PBS gewaschen und 5 min mit 0,05% Trypsin; 0,02%
EDTA bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden die abgeldsten Zellen in frisches Medium,

in neue Zellkulturflaschen 1:10 verdiinnt aufgenommen.

Zellzahl- und Vitalititsbestimmung

Die Zellzahl und die Vitalitdt der Zellen wurde mikroskopisch mit Hilfe des
Trypanblau-Ausschlusstestes bestimmt. Dabei verdiinnt man die Zellsuspension 1:2 mit
Trypanblau (0,2% in physiologischer Kochsalzlosung) und betrachtet die Zellen in einer
Neugebauer-Ziahlkammer unter dem Mikroskop. Tote Zellen firben sich dunkel, lebende
farben sich nur schwach an. Zdhlt man die lebenden Zellen eines GroBquadrates (=16
Kleinquadrate) der Zahlkammer aus, so berechnet sich die Zellzahl in einem ml durch
folgende Formel:

z [Zellen/'ml] =Z x V x 104

Z= Zahl der vitalen Zellen eines Grofquadrats (1 mm?2)

V= Verdiinnungsfaktor
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Einfrieren

Die Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz geerntet und in eiskaltem Einfriermedium
(50% RPMI, 40% FCS, 10% DMSO) suspendiert. Nach dem Uberfiihren in Kryordhrchen
wurden die Zellen 24 h bei -70°C gelagert, um dann langerfristig in fliissigem Stickstoff

aufbewahrt zu werden.

Auftauen:

Die stickstoffgekiihlten Zellen wurden in einem 37°C warmen Wasserbad erwédrmt und in
vorgewiarmtes Medium aufgenommen. Zum Entfernen von DMSO-Riicksténden wurden die

Zellen abzentrifugiert (300x g, 8 min 4 °C) und in frischem Medium resuspendiert.

4.1.3 Gewinnung und Kultur primérer Zellen

4.1.3.1 Elutriation von Monozyten

Reagenzien:
Ficoll-Paque ( Pharmacia, Freiburg)

PBS
PBS/6 % H,0,
HANKS “Balanced Salt Solution” mit 6 % autologem Blutplasma

Arbeitsprotokoll:

Von gesunden Spendern wurde in einer Leukapharese ein Leukozyten angereichertes
Blutkonzentrat gewonnen (Graw et al. 1977). Die mononukledren Zellen (MNC) wurden aus
dem Konzentrat durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation iiber Ficoll-Paque isoliert und
dreimal mit PBS gewaschen (Johnson et al. 1977). Die daraus folgende Monozytenisolierung

erfolgte iiber eine Gegenstrom-Zentrifugation (Elutriation) (Sanderson et al. 1977).
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Einstellungsparameter bei der Elutriation:

Fraktion Durchflufirate Pumpe Enthaltene Zellen
(ml/min)

la 52 Thrombozyten

1b 57 Kleine Lymphozyten

2a 64 Kleine Lymphozyten

2b 74 Kleine Lymphozyten

2c 92 Grofie Lymphozyten

3 111 Monozyten

Die Elutriation erfolgte in einer 50 ml Kammer mit einer Beckman-Zentrifuge. Kammer,
Pumpe und Schlauchsystem wurden mit 6 %igem H20: sterilisiert und zweimal fiir je 20 min
mit PBS gespiilt. Die Eichung erfolgte bei einer konstanten Zentrifugationsgeschwindigkeit
von 2500 Upm bei 4 °C; bei einer Durchfluflirate von 52 ml/min wurde die Kammer mit den
MNC beschickt. Bei konstantem Zulauf von HANKS wurde die Durchflu3rate schrittweise
gesteigert und die obenstehende Fraktion gesammelt. Der Anteil an CD14-positiven Zellen
(Monozyten) in Fraktion 3 wurde immunhistochemisch oder durch Durchfluzytometrie
bestimmt. Die Reinheit der Monozytenfraktion lag zwischen 60- 90%. Die Monozyten
wurden bei 1200 Upm abzentrifugiert und in Medium (RPMI 1640) aufgenommen.

4.1.3.2 Kultivierung von Makrophagen

Frisch elutrierte Monozyten wurden in einer Konzentration von 1x10%ml in hydrophoben
Teflonbeutel eingesit. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit 2 % humanem AB-Serum
verwendet. Nach 7 Tagen wurden die Zellen durch Reiben der Teflonmembran geldst und

mikroskopisch auf ihre Morphologie hin untersucht.

4.1.3.3 Kultivierung dendritischer Zellen

Die elutrierten Monozyten werden in RPMI 1640 Ndhrmedium (10% FCS angereichert) mit
einer Konzentration von 1x10%ml gesit. Durch Zugabe von rGM-CSF (100U/ml) und rIL-4
(50 U/ml) entwickeln sich innerhalb von 10 Tagen dendritische Zellen. Zur Reifestimulation

wurde ein Teil der dendritischen Zellkultur an Tag 7 mit LPS (100ng/ml) stimuliert.
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4.1.4 Transfektion eukaryontischer Zellen mit Effektene (Qiagen)

Die Transfektion der eukaryontischen Zelllinie HT29 erfolgte mit Hilfe des Effectene™
Transfection Reagent Ansatzes von Qiagen. Hierbei handelt es sich um eine nicht liposomale
Lipidformel, die mit einem Enhancer und einem Puffer EC bindet und so unter

Komplexbildung Plasmid-DNA in die eukaryontische Zelle einbauen kann.

Arbeitsablauf:

26 Eppendorfcups (1,5ml) werden beschriftet und mit den entsprechenden Plasmiden geméal

folgendem Pippitierschema versetzt:

Plasmid Reporter | Expressionsplasmid 1 Expressionsplasmid 2
1,2 1,6 ul basic 24ul699 | e
3,4 1,6 pul basic 1,2 ul 702 1,2 ul 699
5,6 1,6 pul basic 1,2 ul 699 1,2 ul 703
7,8 1,6 pl basic 1,2 ul 702 1,2 ul 703
9,10 1,6 ul 450 MAD 24pl699 ] e
11,12 1,6 ul 450 MAD 1,2 ul 702 1,2 ul 699
13,14 1,6 ul 450 MAD 1,2 ul 699 1,2 ul 703
15,16 1,6 ul 450 MAD 1,2 ul 702 1,2 ul 703
17,18 1,6 ul 150 MAD 24pl699 ] e
19,20 1,6 ul 150 MAD 1,2 ul 702 1,2 ul 699
21,22 1,6 ul 150 MAD 1,2 ul 699 1,2 pl 703
23,24 1,6 ul 150 MAD 1,2 ul 702 1,2 ul 703
25,26 1,6 pl CMV R e

Man fiigt jeweils 1 ul Renilla, 2921 EC Puffer und 16 pl Enhancer hinzu, schiittelt kriftig,
und inkubiert die Suspension flir 5 min (bei 37°C). Anschliessend werden 50 pl effectene in
jedes Eppendorfcup hinzugemischt und flir weitere 8 min inkubiert. Diese Ansétze gibt man

vorsichtig auf das entsprechend nummerierte Kompartiment der 6-Loch-Platten, schwenkt die

6-Loch-Platten vorsichtig und stellt diese bis Tag 3 in den Brutschrank (bei 37°C, 5 % CO,).

4.1.5 Luciferase Assay (Promega)

Koppelt man an den MADDAM-Promotor ein Reportergen, dessen Expression direkt
proportional zu einer messbaren Proteinaktivitét ist, so kann damit indirekt auf die Aktivitat
des Promotors geschlossen werden. Messgrofle des ,,Promega’s Renilla Luciferase Assay

System“® ist die Luciferaseaktivitit.
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Reagenzien:

Renilla Luciferase Assay Lysis Buffer
Renilla Luciferase Assay Reagent
Stop and Glow Reagent

PBS

Arbeitsablauf:

Das Ndahrmedium wird von den transfizierten, adhirenten Zellen abgenommen und die Zellen
werden mehrmals mit PBS gewaschen. Anschliessend gibt man 350-500 pl Renilla Luciferase
Assay Lysis Puffer hinzu, so dass die Zellschicht vollstindig tiberdeckt ist. Auf einem
Schiittler werden die 6-Loch-Platten nun fiir 15 min bei 20°C geschwenkt und danach in
EppendorfCups (fiir 7-8min bei max g) abzentrifugiert. Jeweils 20 pul des Zelllysats werden
mit 100pul des Renilla Luciferase Assay Reagent vermischt und auf dem Luminometer
vermessen. Zur Bestimmung von Renilla als Referenz wurde die

Mischung anschlieBend mit 100 pl "Stop and Glow"- Reagenz gemischt, gevortext und erneut

im Luminometer vermessen.

4.2 Proteinchemische Methoden

4.2.1 Zellkernextraktion durch hypotonische/Nonidet P-40 Lyse (Roche) von
Makrophagen und dentrischen Zellen

Reagenzien:
PBS
Puffer A:
100ul (10 mM) HEPES (1M) pH7.9; 4°C
100ul (10 mM) KC1 (2 M)
15 pl (1.5 mM) MgClL (1 M)
50 pul (0.5 mM) DTT (100 mM)
10 pl (20 pg/ml) Antipain (20 pg/pl)
40 pl (80 pg/ml) Chymostatin (20 pg/pl)
5 ul (10 pg/ml) E64 (20 pg/ul)
25 ul (2,5 pg/ml) Leupeptin (1 pg/ul)
10 pl (1 pg/ml) Pepstatin (1 pg/pl)
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10 pl (2 pg/ml)
100 pl (1,0 mM)
100 pl (1,0 mM)
ad 10 ml HyOumitip

Aprotinin (2 pg/ul)
PMSF (100 mM)
Sodium-o-vanadate (100 mM)

Puffer B:
Zellen Endkonzentration Puffer A NP-40
Hela 0,3 % 940 pl 60 ul
THP-1 0,5 % 900 pl 100 pl
MAK 0,5 % 900 pl 100 pl
DC’s 0,4 % 920 pl 80 ul
Puffer C:

20 pl (20 mM) Hepes (1 M) pH 7,9; 4°C

84 ul (420 mM) NaCl (5 M)

310 pl (25 %) Glycerol (80%)

1,5 pl (1,2 mM) MgCl, (1 M)

0,4 pul (0,2 mM) EDTA (0,5 M) pH 8,0

5 ul (0,5 mM) DTT (100 mM)

2,5 ul (50 pg/ml) Antipain (20 pg/pl)

8 ul (160 pg/ml) Chymostatin (20 pg/pl)

1 pl (20 pg/ml) E 64 (20pg/ul)

5 ul (5,0 pg/ml) Leupeptin (1 pg/pul)

1 pl (1 pg/ml) Pepstatin (1 pg/pl)

5 ul (0,5 mg/ml) Pefabloc SC (100 pg/ul)

1 pl (2 pg/ml) Aprotinin (2pg/pl)

10 pl (1,0 mM) PMSF (100 mM)

10 pl (1,0 mM) Sodium-o-vanadate (100 mM)

ad 10 ml HyOumitip
Arbeitsablauf:

Die geernteten Zellen (min 10x 10°) wurden dreimal mit PBS (10 ml, 4°C) gewaschen.
(Zellwaschprogramm der Zentrifuge, Uberstand wurde verworfen). Wihrenddessen wurde der
hypotone Puffer A frisch erstellt. Nachdem die Zellen das 3. Mal in PBS aufgenommen
wurden, erfolgte die mikroskopische Zahlung von 50ul der mit Trypanblau angefarbten

Zellen. Die restliche Suspension wurde erneut zentrifugiert und das enstandene Zellpellet so
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mit Puffer A resuspendiert, dass eine einheitliche Konzentration von 1x10’ /ml entstand.
Waihrend der 3 miniitigen Inkubationszeit der Suspension wurde Puffer B erstellt. Danach
wurden die Zellen herunterzentrifugiert (6’ 2000 Upm -9°C) und das entstandene Pellet in
150-200u1 Puffer A und der gleichen Menge Puffer B aufgelost. Die dadurch ausgeldste Lyse
wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Die Inkubation mit dem Detergent Nonidet
enthaltenden Puffer B wurde dann beendet, als die Zellen zum groften Teil lysiert erschienen.
Bei erfolgter Lyse wurden die Zellen abzentrifugiert (6 2000 Upm -9°C) und mit 500 pl
Puffer A gewaschen und abermals zentrifugiert, um das restliche Detergent zu entfernen. Nun
wurden die entstandenen Pellets in den zwischenzeitlich hergestellten Puffer C je nach Grof3e
in 30-60u1 resuspendiert und 8 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (13 000 Upm 10’
bei -9°C) wurde der Uberstand mit den 18slichen Kernbestandteilen in 22ul Aliquots

eingefroren.

4.2.2 Zellkernextraktion durch hypotonische/mechanische Lyse von Monozyten

Reagenzien:
PBS

Puffer A und C wie oben.

Arbeitsablauf:

Nachdem die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (10 ml) gewaschen (300rpm 6’) worden
sind, wurden sie ein weiteres Mal in PBS aufgenommen. 50ul dieser Suspension wurde mit
Trypanblau (50pul) gefarbt, um die Zellkonzentration mikroskopisch mit Hilfe einer
Zihlkammer zu bestimmen. Anschliessend wird die iibrige Suspension erneut abzentrifugiert
(300 rpm 6°), das Zellpellet in Puffer A (200ul/ 50x106 Zellen) resuspendiert und in
Eppendorftubes transferiert. Das entstandene Gemisch wurde 15 min auf Eis stehen gelassen,
um die Zellen anschlieend durch 12-15 maliges hoch-und-runterziehen durch eine 23-26
Gauge Injektionsnadel (ohne Luftblasen zu erzeugen) zu lysieren. Nach mikroskopischer
Beobachtung der Lyse, erfolgte die Auftrennung des Lysats durch Zentrifugation (6’ bei 2500
rpm bei -9°C) und Verwerfen des Uberstandes. Das entstandene Pellet wurde nun in 133ul
Puffer C unter Verwendung weiter Pipettenspitzen resuspendiert. Bei einer Temperatur von
4°C wurde das Gemisch 30 min im end-to-end Schiittler rotieren gelassen um es dann bei
10.000 rpm, 5 min ab zu zentrifugieren. Aus dem Uberstand wurden 20ul Aliquots erstellt,

die dann bei — 70°C eingefroren wurden.
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4.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch Sodium-Dodecyl-
Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Reagenzien:

Acrylamid-Stammldsung:

AA (30 %)

Untergelpuffer:

Obergelpuffer:

SDS-Stammlosung (10%):

Trispuffer TP (1.25M)

SDS-Probenpuffer PP (2x)

Ammoniumperusulfat AP (10%)

Laemmli-Elektrodenpuffer (5x)

146 g Acrylamid
40¢g BIS
ad 500 ml mit aqua bidest.

90.83 g (1,5M) Tris/HCI pH 8.8
Ad 500 ml mit aqua bidest

30g (0.5M) Tris/HCl pH 6.8
Ad 500 ml mit aqua bidest

10g (10%) SDS
Ad 100 ml mit aqua bidest

13g (1.25M) Tris/HCI1 pH 6.8)
Ad 100 ml mit aqua bidest

10ml (20%) Glycerin

5ml (125mM) TP (1.25M)
2-Mercaptoethanol (14.4 M)
10 mg Bromphenolblau

Ad 50 ml mit aqua bidest

100mg (10%) Ammoniumpersulfat
Ad 1 ml mit aqua bidest

(taglich frisch hergestellt)

15g (40mM) Tris

216 (0.95 M) Glycin

15 g (0,5%) SDS

Ad 3000 ml mit aqua bidest
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Laemmli-Elektrodenpuffer (1x) Laemmli-Elektrodenpuffer (5x)

1/5 verdiinnt

Arbeitsablauf:

Je nach gewiinschter Acrylamid (AA) Konzentration wurden zur Herstellung des Untergels

Stammlosungen nach folgendem Pippitierschema erstellt:

Endkonzentration AA 7.5% 10% 12% 13,5% 15%
AA (30%) 25 ml 33ml 40 ml 45 ml 50 ml
25 ml Untergelpuffer

1.0 ml SDS (10%)

ad 100 ml Aqua bidest

Von diesen Stammlosungen wurden am Vortag der geplanten Elektrophorese 6 ml mit 6 pul
TEMED und 30ul frisch hergestelltem AP (10%) vermischt und dann in eine
Elektrophoresekammer gegossen. Um eine glatte Begrenzung des Gels zu erhalten wurde das
Gel anschlieBend mit wenigen Tropfen wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet. Nach
halbstiindiger Polymerisation unter 20°C wurde das Isobutanol wieder entfernt um tiber Nacht

vollstdndig im Kiihlschrank zu Polymerisieren.

Am nichsten Tag wurde zunéchst das 5% ige Obergel hergestellt. Hierflir wurde wiederum

eine Stammldsung verwendet, die sich folgendermassen zusammensetzte:

Obergelpuffer 25 ml
SDS (10%) Iml

AA (30%) 16.65 ml
Aqua bidest 57.35 ml

Bei Verwendung von 5 ml der Stammlosung wurde nun zur Herstellung des Obergels 5 pul
TEMED und 40 pl AP (10%) hinzugefiigt und die Mischung auf das Untergel gegossen. Man
befestigt einen Kamm und wartet min. 30 min bis zur volligen Auspolymerisation. Nun
spannt man das Gel in die Elektrophoresekammer und fiillt die Kammer mit Laemli-Puffer.
Anschliessend werden 9l der Kernextrakte mit derselben Menge SDS2K verdiinnt und fiir 7
min bei 95°C schiittelnd erhitzt. Dann werden jeweils 17 pl der Protein-SDS2K-Gemische
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und des Koloidoskopmarker in die einzelnen Taschen pipittiert und die Elektrophorese
gestartet. Zunichst wihlt man eine Spannung von 60V (18 mA) bis die Proben in das
Untergel eingelaufen sind, um die Spannung dann auf 90V (16mA) zu erhdhen. Die
Elektrophorese wird beendet, wenn die Koloidmarkerbanden vollstidndig aufgetrennt zu sehen

sind.

4.2.4 Western Blot (semi-dry-Technik)

Reagenzien:

Anodenpuffer A: 36.3g(0.3 M) Tris pH 10.4
200 ml (20%) Methanol
ad 1000 ml mit aqua bidest.

Anodenpuffer B: 3.03 g (25mM) Tris pH 10.4
200 ml (20%) Methanol
ad 1000 ml mit aqua bidest

Kathodenpuffer C: 5.20g (4mM) e-Amino-n-Capronsiure pH 7.6
200 ml (20%) Methanol
ad 1000 ml mit aqua bidest

Arbeitsablauf:

Nach erfolgter Elektrophorese wird das Gel aus der Kammer genommen und anhand

folgendem Schema in die Blotapperatur eingebaut:

Abb. 6) Aufbau des Blotsandwich zur Anfertigung eines Western Blots
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Als Filterpapier wurde Whatmann 3 mM Filterpapier verwendet, die Blotmembran
(Immobilon-P-Membran) muss zuerst in Methanol, dann in Puffer B geschwenkt werden.
Grundsitzlich ist darauf zu achten, dass alle Teile gut mit Blotpuffer getrénkt sind und sich
keine Luftblasen im Blotsandwich befinden.

Der Proteintransfer vom Gel auf die Membran erfolgt je nach Gelfliche; pro cm® betrigt die
Stromstérke 0,8mA. Als Spannung stellt man 8-11 V ein. Der Proteintransfer ist nach 1h
abgeschlossen und die Immobilon-P-Membran wird vorsichtig aus dem Blotsandwich
entfernt. Es ist darauf zu achten, dass die Membran nur an den Réndern, am besten mit einer
Pinziette angefasst wird, um eine Filschung der Ergebnisse durch Proteinverunreinigungen zu

vermeiden.

4.2.5 Nachweis von Proteinen

4.2.5.1 Coomassie-Farbung

Reagenzien:

Coomassie Bio Safe Bio Rad, Miinchen

Arbeitsablauf:

Das SDS-Gel wird 3 x 5 min in Wasser geschwenkt, um dann fiir 20-60 min mit 50 ml der
Coomasie Bio Safe-Losung inkubiert zu werden. Anschliessend wischt man das Gel ii.N. in

Wasser. Die Stéarke der blauen Banden ist ein quantitativer Parameter fiir die Proteinmenge.

4.2.5.2 Immunofirbung von Proteinblots

Reagenzien:
TBS-Stammlosung (2 x)
4,8 g (40 mM) Tris/HCI pH 8,0
18 g (0,3 M) NaCl
0,74 g (2 mM) EDTA
50 mg (0, 05%) NaN3

ad 1000 ml mit H2Obidest.

Waschlosung TBS 0,1% Tween 20
Iml Tween 20
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500 ml TBS-Stammlosung (2x)

Milchpulverlésung 5% 100ml (5 g Milchpulver+100 ml TBS-TWEEN)

AntikGrper

KLF Spezies Verdiinnung fiir GroBe des Antigens
Westernblot

3 Rabbit 1:2000 38.8 kD

6 Rabbit 1:100 31.9kD

8 Rabbit 1:1000 39.3 kD

12 Rabbit 1:1000 44.3kD

Arbeitsablauf:

Die Immobilon-P-Membran wurde zur Abséttigung der freien Bindungsstellen tiber Nacht in
Milchpulverlésung (5%) bei 4°C in den Kiihlschrank gestellt. Am nichsten Tag ist die
Membran durch mehrmaliges Schwenken in TBS-Puffer gewaschen worden, um sie dann mit
dem 1. Antikorper zu inkubieren. Verdiinnt wurden die Antikorper entsprechend obiger
Tabelle mit Milchpulverlosung (5%) bis die Membran vollstindig bedeckt war.

Die nachfolgenden Schritte finden allesamt auf einem Schiittler wéhrend kontinuierlicher
Durchmischung statt: Zundchst ldsst man den 1. Antikorper 1 h einwirken, um die Membran
dann 3 mal fiir 10 min mit Waschpuffer TBS-TWEEN zu inkubieren. Anschliessend
wiederholt man das Prozedere mit dem 2.Antikorper, der in einer Konzentration von 1:2000
verwendet wurde. Nach einer einstlindigen Einwirkungszeit und weiterem dreimaligen

Waschen kann die Membran mittels ECL gefarbt werden.

4.2.5.3 ECL-Férbung von Proteinen
Reagenzien: ECL-Detektions-Kit Fa. Amersham

Die ECL-Farbung erfolgte mit dem Peroxidase-Substrat (ECL-Substrat) nach dem Protokoll
des Herstellers. Bei der Farbung katalysiert die am sekunddren AK gekoppelte Peroxidase die
Oxidation von Luminol was zur Chemiluminiszenz fiihrt. Auf sensitiven
Autoradiographiefilmen (Amersham), die 1 min, 2 min, 5 min und 10 min in einer
Rontgenkassette der Chemiluminiszenz ausgesetzt werden, entstehen geschwirzte Banden je
nach Intensitdt der Lumineszenz. Die Dunkelfarbung des Radiographiefilmes ist also abhénig

von der Menge des gebundenen sekundédren AK.
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4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Préaparation und Analyse von DNA

4.3.1.1 Transformation von Bakterien mit Plasmiden

Reagenzien:

SOC-Medium: 20 g Bactotryptone
Sg  Yeast Extract
0,6 g NaCl
0,2g KCI

ad 1000 ml mit aqua bidest., autoklaviert
nach Abkiihlung: 10 ml MgCI2 (1 M), sterilfiltriert

10 ml MgSO4 (1 M), sterilfiltriert

10 ml Glucose (2 M), sterilfiltriert

Arbeitsablauf:

0,1-1 pg Plasmid-DNA (in 2-5 pl) werden mit 50ul kompetenten Bakterien (DH10B)
vermischt und fiir 30 min auf Eis gestellt. Die Suspension wird danach fiir 2 min auf 42°C
erhitzt und nochmals auf Eis gestellt. Nach Zugabe der fiinffachen Menge des
Bakteriensuspensionsvolumens an SOC-Medium werden die Bakterien 60 min bei 37 °C
geschiittelt. Anschlieend werden 50-150ul1 der Bakteriensuspension auf Agarplatten
ausgestrichen und fiir 8-12 h bei 37°C inkubiert. Zur Priparation der Plasmid-DNA werden
mehrere Klone gepickt und Fliissigkulturen angesetzt. Die erfolgreiche Transformation

iiberpriift man durch Restriktionverdau und Sequenzierung.

4.3.1.2 Midi-Plasmid-DNA-Priparation

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus E.coli DH10B wurde mit dem QIAfilter Plasmid Midi
Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

Arbeitsablauf:
Die iiber Nacht gewachsene Fliissigkultur wurde zunichst durch Zentrifugation (2500g,4°C,
20min) geerntet. Das entstandene Pellet wird in 4 ml P1 gelost, mit 4 ml P2 versetzt,

vorsichtig vermischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun mischt man 4ml P3
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hinzu und fiillt das Lysat in die QIAfilter. Nach einer Inkubationszeit von 10 min driickt man
es durch die QIAfilter und gibt zum gefilterten Lysat 1 ml ER Puffer hinzu. Anschliessend
lasst man das Gemisch 30 min inkubieren, um es dann auf die equilibrierte QIAtip Saule
aufzutragen. Nachdem das Lysat schwerkraftbedingt in die Sdule eingedrungen ist, wéscht
man sie mehre Male mit 10 ml QC-Puffer. Die DNA eluiert man nun mit 5 ml QN-Puffer und
féllt sie durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol. Die Trennung der Phasen erfolgt durch
Zentrifugation (15000g, 30 min, 4°C) und anschliessendem Verwerfen des Uberstandes. Das
so entstandene Pellet wiascht man mit 40 ml Ethanol (96%), zentrifugiert (13.000g, 4°C, 5
min) erneut, und ldsst das neue Pellet fiir 10 min lufttrocknen um es dann in einem passenden

Volumen von TE-Puffer wieder aufzulosen.

4.3.1.3 DNA-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange wurden zur analytischen Gré3enbestimmung

in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.

Reagenzien:

TAE (50x): 2423 g (2 M) Tris
20,5 g (250 mM) NaAc/HAc pH 7,8
18,5 g (50 mM) EDTA
ad 1000 ml H,Opigest.

Ladepuffer DNA (5x): 500 pl (50 mM) Tris/HCI pH 7,8
500 pl (1 %) SDS (20 %)
1 ml (50 mM) EDTA (0,5 M) pH 8,0
4 ml (40 %) Glycerin
0,1 % Bromphenolblau
ad 10 ml mit H,Opjgest.

Ethidiumbromid

Agarose

Arbeitsprotokoll:

Zur Herstellung eines DNA-Gels (1%) wurde 0,5 g Agarose mit 50 ml TAE (1x) vermischt
und mehrmals aufgekocht. Nach Abkiihlen auf 55°C wurde 2,5 pl Ethidiumbromid zugefiigt

und das Gel dann gegossen.
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Die mit dem Ladepuffer (im Verhiltnis 1:4) versetzte DNA wurde bei 60-80V fiir 1h
elektrophoretisch getrennt. Laufpuffer war TAE (1x), 1 Kb plus Leiter (Gibco) wurde als
DNA-GroBenstandart verwendet.

4.3.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Die Uberpriifung von DNA Sequenzen erfolge durch Verdau mit spezifischen
Restriktionsenzymen und anschliessender Gelelektrophorese. Die so entstandenen Banden

wurden mit einem Lingenstandart verglichen und so auf Authentizitét iiberpriift.

Reagenzien:

Die Plasmide pMT3, pMT2-hKLF6, pMT2-hKLF8 wurden mit dem Restriktionsenzym
EcoRI1, das MADDAM 450 mit Xsol und MADDAM 150 mit Minl. verdaut.
2 ul (=1pg) DNA

2 ul Restriktionsenzym
15 pul Puffer H 15 pl
Arbeitsablauf:

Der Verdau erfolgte iiber 1,5 h bei 37°C. Anschliessend wurden die Proben auf ein DNA Gel
(siche andere Stelle) aufgetragen und bei einer Spannung von 60 V elektrophoretisch

aufgetrennt.

4.3.2 Préaparation und Analyse von RNA

4.3.2.1 RNA-Extraktion mit Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform

Reagenzien:

Solution D: 472 ¢ Guanidinthiocyanant (4M)
2,5 ml NaCitrat (1M 7.0 pH)
1,67ml Sarcosyl (0,5%)
ad 1001’1’11 mit HzoDEPC

NaAcetat (2M) 16,4 g(2M) NaAcetat (wasserfrei)

ad 50ml mit HzoDEPC
titriert auf pH 4.0 mit Essigsdure
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ad 100ml mit HyOpgpc

Phenolyassergesitiat frisches Phenol im Wasserbad schmelzen
(Deckel aufmachen,bei 70°C in Wasserbad R19 unter Abzug)
0,1% 8-Hydroxychinolin
80ml H,Opgpc dazugeben und schiitteln, ii.N absetzen lassen
(Phenol sollte zu ¥4 mit H,Opgpc liberschichtet sein)
Chloroform- Isomylalkohol 2ml Isoamylalkohol (Giftschrank)
ad 100ml Chloroform

Isopropanol (70%)

Ethanol (80%)

Mercaptoethanol

Arbeitsablauf:

Solution D (1 ml/ 5 Mio Zellen) wird mit Mercaptoethanol in einer Konzentration von 143/1
versetzt. Das Medium wird von den adhédrenten Zellen der Kulturschalen abgegossen und 2ml
(bei einem Durchmesser der Schale von 150 mm) des SolutionD/Mercaptoethanol-Gemisches
werden hinzugegeben. Mit einem Zellschaber werden die Zellen abgekratzt und in ein
Zellrdhrchen iiberfiihrt. Danach zieht man das Gemisch min. 10 mal durch eine 20 Gauge
Spritze um so eine Lyse herbeizufiihren. Nun versetzt man das Lysat mit NaAcetat (2M) in
einer Konzentration von 1:10.

Zur Extraktion der DNA versetzt man das Lysat anschliessend mit dem wassergesattigtem
Phenol (1 ml/ 5 Mio Zellen) und dem Chloroform-Isoamylalkohol (0,2 ml/ 5 Mio Zellen).
Nach kréftigem Schiitteln bildet sich eine milchige Suspension, die man flir 15 min auf Eis
stehen ldsst. Nach einer Zentrifugation (30 min, bei 150000 g, 4°C) nimmt man die wéssrige
Phase ab, verwirft sie und fiigt zur unteren Phase etwas mehr als Iml/5 Mio Zellen
Isopropanol hinzu. Die Suspension wird kraftig geschiittelt und bei -20°C fiir mindst. 2 h,
besser liber Nacht gefillt.

Nach Ablauf der Féllung wird das Gemisch zentrifugiert (30 min, bei 150000 g, 4°C) und der
Uberstand vorsichtig abgekippt. Das hierbei entstandene Pellet wird in 0,6 ml Solution D
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resuspendiert und in ein 1,5ml Eppendorfcup iiberfiihrt. Man gibt 0,7 ml Isopropanol hinzu
und fillt ein weiteres Mal (bei -20°C, flir mindst. 2 h, besser {iber Nacht).

Am néichsten Tag erhdlt man durch Zentrifugation (20 min, 13000rpm, 4°C) wiederum ein
Pellet, dass man mit Ethanol (80%) wascht. Hierfiir 16st man das Pellet in 1 ml Ethanol
(80%) aufund zentrifugiert (20 min, 4°C,13000rpm). Mit dem entstandenen Pellet wiederholt
man den Vorgang indem man ein weiteres mal Ethanol hinzufligt und anschlie3end
zentrifugiert. Zuletzt 16st man das Pellet je nach GroBe in 20ul-100pl DEPC-Wasser auf und

friert die Suspension bei -20°C ein.

4.3.2.2 RNA-Gelelektrophorese mit 1%igem Agarosegel

Reagenzien:
MOPS (20 x) 42 g (0,4 M) MOPS/NaOH pH 7,0

4,1 g (100 mM) NaAc

3,7 g (20 mM) EDTA

ad 500 ml mit H2ZODEPC, dunkel lagern
Ladepuffer RNA 10 ml (50%) Formamid deionisiert

3,5ml (2,2 M) Formalin (37%)

1 ml MOPS (20 x)

0,8 ml (0,04%) Bromphenolblau 1% in H,O

0,2 g (1%) Ficoll (in 2 ml H,O geldst)

ad 20 ml mit H,O, in 1 ml Portionen bei —20°C lagern

5 pl/ml Ethidiumbromid vor Gebrauch zugeben
Agarose 0,3g 0,5¢g I5¢g 25¢g
H;Opgrc 22,8 ml 38 ml 115 ml 190 ml
MOPS (20 x) 1,5 ml 2,5ml 7,5 ml 12,5 ml

nach dem Abkiihlen auf 60°C

Formaldehyd 5,3 ml 8,8 ml 26,5 ml 44 ml
insgesamt 30 ml 50 ml 150 ml 250 ml

Je nach erforderlicher Gesamtmenge wird die Agarose mit MOPS/H;Opgpc vermischt und

mehrmals aufgekocht, bis keine Schlieren mehr zu sehen sind. Im Anschluss ldsst man das
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Gel auf ca. 60°C abkiihlen, fiigt dann unter Riihren das Formaldehyd hinzu und gief3t das Gel
in die vorbereiteten Gelkammern.

Die RNA-Proben werden zusammen mit dem Ladepuffer (im Verhiltnis 1:5) 20 min bei 65°C
inkubiert, auf Eis gestellt, kurz abzentrifugiert und aufgetragen. Als Laufpuffer dient MOPS
(1 x), die Elektrophorese erfolgt bei 40 V fiir 4-6 h.

4.3.2.3 Reverse Transkription (RT)

Die Reverse Transkription wurde mit Hilfe des SuperScript™ II Reverse Transcriptase Kits

der Firma Invitrogen durchgefiihrt.

Reagenzien:

RNA Ipg
ad 10 pl HyOuue0

SuperScript™ II RT Il
5X First-Strand Buffer 4 pl
DTT (0.1 M) 2ul
dNTP 1 ul
Retroscript Randomprimers Iml
Arbeitsablauf:

Die RNA, die Randomprimers und die dNTPs werden vermischt, fiir 5 min bei 65°C inkubiert
und ziigig auf Eis gekiihlt. Anschliessend fiigt man den 5XFirst-Strand Puffer und die DTT
hinzu, vortext das Reaktionsgemisch und inkubiert fiir 2 min bei 42°C. Nach Zugabe von
SuperScript™ II RT benotigt die cDNA-Synthese 50 min (bei 42°C) um dann bei 70°C (15
min) gestoppt zu werden. Durch die abschliessende 15miniitigen Behandlung bei 70°C wird
das restliches Enzym denaturiert und die cDNA kann fiir weitere Experimente (z.B. Real-time

PCR) genutzt werden.
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4.3.2.4 Real-time PCR

Quantitative Real-time PCR wurde mittels Quantitect SYBR-green Kit (Qiagen) im

20 pl- MaBstab am LightCycler® (Roche) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
Durch eine vorherige RT der Proben-RNA war es moglich, die RNA-Expression
verschiedener Gene in Bezug zu setzen zu einem Haushaltsgen. In mehreren Probeldufen

wurde durch gezielte Analyse als geeignetes Haushaltsgen B-Aktin identifziert.

In den Probelédufen stellten sich foleende Zvyklusparameter als geeignet heraus:

Programmschritt Zeit (sec.) Temp (°C) Zyklen
Denaturierung 15 95 55
Primer-annealing 20 58

Elongation 25 72

Die Uberpriifung der ProduktgréBen erfolgte stichprobenartig durch elektrophoretische
Auftrennung und dem Vergleich mit bekannten Standards. Die Spezifitit der Produkte wurde
anhand der Schmelzkurven des LightCycler® iiberpriift. Die ICSBP-Werte wurden auf die
Expression des Houskeeping-Gens ,,beta-aktin“ normalisiert. Die relativen Mengen wurden
anhand einer Standardkurve bestimmt. Zur Erstellung der Standardkurve wurde eine lineare
Regression dreier log Verdiinnungen zur Zyklennummer (CP), bei der die 2.Ableitung der
gemessenen Fluoreszenz maximal war, aufgetragen. Die Amplifizierungseffizienz E wurde

iiber die Steigung des Logarithmus der Standardgerade (slope) berechnet: E = 10-1/slope.
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S. Ergebnisse

5.1 Relative RNA-Expressionslevel der KLF in mononukledren Zellen

Ein vorrangiges Ziel dieser Arbeit sollte es sein, innerhalb der Gruppe von 16 bekannten
KLF-Faktoren geeignete Kandidaten zu finden, die entscheidenden Einfluss auf die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen oder DCs haben konnten. In einem ersten
Schritt wurde ein Monozytenkonzentrat verschiedener gesunder Spender mittels Elutriation
gewonnen (vgl. 4.1.3.1). Ein Teil des Eluats wurde in Teflonbeutel mit einem Nidhrmedium
und 2% AB-Serum unter Zellkulturbedinungen fiir weitere 7 Tage kultiviert. Ein weiterer Teil
wurde in mit 10% FCS angereichertem Néhrmedium mit rtGM-CSF und rIL-4 versetzt. Unter
diesen Bedinungen kommt es nach 7 Tagen zur Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen bzw. DCs.

Aus den frischen Monozyten und den daraus kultivierten Makrophagen und DCs wurde
mRNA extrahiert, um dann mittels quantitativer ,,real-time*“ RT-PCR ein Expressionsprofil zu
erhalten.

Als Primer dienten die in 3.8 aufgefiihrten KLF Sequenzen, als Bezugsprotein wurde
grundsitzlich das Houskeeping Gen ACTB gewéhlt, welches in zahlreichen PCR-Vorlaufen
ein konstantes Expressionsprofil in Monozyten, DC und Makrophagen zeigte.

Um eine gewisse Konsistenz der Daten unterschiedlicher Spender zu gewéhrleisten wurde als
zusitzliche Qualititskontrolle vier bekannte Marker mit hoher spezifischer Expression
entweder in Makrophagen oder DC untersucht.

CHI3L1, ein Gen das fiir ein menschliches 39kDa Glycoprotein kodiert, wird beispielsweise
erst in spaten Stadien der Differenzierung zum Makrophagen stark hochreguliert, weder in
Monozyten, noch in DC ist eine Expression vorhanden (30). Diese selektive Expression
bestitigte sich auch in der vorliegenden Arbeit (Abb.7a).

Das Gen, das fiir die Metalloprotease MADDAM (=Metalloprotease and Disintegrin
dendritic antigen marker ) kodiert, besitzt hingegen eine zelltypspezifische Expression in
humanen dendritischen Zellen (31). Das Expressionsmuster der verwendeten Zellkulturen
steht im Einklang mit der bekannten selektiven Expression von MADDAM, wobei die durch
LPS stimulierten DCs eine hohere Expression des Gens aufweisen als unstimulierte (Abb.

7b).
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Abb. 7a) Relative mRNA-Spiegel von CHI3L Abb. 7b) Relative mRNA-Spiegel von MADDAM

Bestimmung der mRNA-Expression von Markergenen wahrend der Differenzierung humaner Monozyten.

Die Expression von CHI3L (in Abb. 7a) bzw. MADDAM (in Abb. 7b) wurde mittels qRT-PCR in frisch
isolierten Monozyten (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintigiger Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK),
in dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind relativ zur ACTB
Expression und zu den Expressionswerten von MAK (in Abb. 7a) oder mDC (in Abb. 7b) dargestellt, deren
Expression gleich 100% gesetzt wurde, und entsprechen Mittelwerten aus 2 Messungen/Spender.

CCL13, ein Cytokin, das unter anderem flir Chemotaxis in Monozyten zustidndig ist, wird in
seiner Expression bei der Differenzierung zur DC stark hochreguliert, wahrend Makrophagen
nur ein sehr schwaches Expressionsmuster aufweisen. Im Gegensatz dazu steht das Enzym
Carboxypeptidase M (CPM), welches selektiv bei Makrophagen ein hohes Expressionsmuster
aufweist (Abb. 8a,b).

% %

100 100
90 + 90
80 80
70 O Spender 1 70 O Spender 1
60 B Spender 2 60 B Spender 2
ig 0O Spender 3 ig 0O Spender 3
30 0O Spender 4 30 0O Spender 4
20 20

04— e ] . 0 ,J:I:DT . . I
MO adMO MAK iDC mDC MO adMO MAK iDC  mDC
Abb.8a ) Relative mRNA-Spiegel von CCL13 Abb.8b) Relative mRNA-Spiegel von CPM

Bestimmung der mRNA-Expression von Markergenen wahrend der Differenzierung humaner Monozyten. Die
Expression von CCL13 (in Abb 8a) bzw. CPM (in Abb. 8b) wurde mittels qRT-PCR in frisch isolierten
Monozyten (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintigiger Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind relativ zur ACTB
Expression und zu den Expressionswerten von iDC (in Abb 8a) oder MAK (in Abb 8b) dargestellt, deren
Expression gleich 100% gesetzt wurde, und entsprechen Mittelwerten aus 2 Messungen/Spender.

Die im Zuge dieser Doktorarbeit angefertigten Messreihen bestitigten die Expressionsprofile

die in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben sind.
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5.1.1 KLF 1

Erythroid Kruppel-like factor (EKLF) ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in

der Regulation der Erythropoese einnimmt.

% Abb. 9) Bestimmung der mRNA-Expression von
450 KLF1 wiéhrend der Differenzierung humaner
400 [ Monozyten. Die Expression von KLF1 wurde
350 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
300 (MO), in adhirenten Monozyten nach eintégiger
250 = Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
200 M @ Spender 1 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

= Spender 2 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind

150 0 Spender 3 relativ zur ACTB Expression und zu den
100 4 0 Spender 4 Expressionswerten von MO dargestellt, deren

50 1 m lI Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

0 - w w entsprechen Mittelwerten aus 2

MO  adMO MAK iDC  mDC Messungen/Spender.

In der PCR zeigten sich bei den untersuchten Zellen des MPS durchgehend niedrige
Expressionslevel fiir KLF1, was mit der Zellspezifitit dieses KLF-Transkriptionsfaktors fiir
erythrozytire Zellen zusammenhéngen diirfte. Die Rolle von KLF1 bei der Differenzierung
innerhalb des MPS scheint gering zu sein, zumindest ist trendmaéssig keine

Expressionsregulation zu erkennen.

5.1.2 KLF2

Fiir KLF2 wurde in anderen Arbeiten bereits eine inhibierende Funktion auf die
inflammatorische Aktivierung von Monozyten beschrieben . Es konnte ausserdem gezeigt
werden, dass die Expression von KLF2 in Makrophagen weitaus geringer ist als in den

urspriinglichen Monozyten (32).

%

100 Abb.10) Bestimmung der mRNA-Expression von
90 KLF2 wihrend der Differenzierung humaner

80 H Monozyten. Die Expression von KLF2 wurde

70 & Spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
60 @ Spender 2 (MO), in adhirenten Monozyten nach eintégiger
50 0 Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in

40 O Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

30 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
20 relativ zur ACTB Expression und zu den

10 Expressionswerten von MO dargestellt, deren

o U P S o O o I

Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

MO adMO  MAK iDC mDC
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Die vorliegende Arbeit bestitige die niedrigen Expressionslevel fiir KLF2 in Makrophagen.
Daneben wurde jedoch eine dhnlich niedrige Expression in DC gemessen. Wihrend frische
Monozyten KLF2 noch sehr stark exprimieren, fillt die Expression dieses
Transkriptionsfaktors schon bei den Monozyten nach eintdgiger Kultur stark ab. Sie verbleibt
wihrend der weiteren Ausdifferenzierung, egal ob zu DC oder MAK, auf diesem, sehr

niedrigen, Niveau.

5.1.3 KLF4

Bei den Zellen des MPS zeigt sich fiir KLF4 ein dhnliches Expressionsmuster wie fiir KLF2.
KLF4 weillt eine hohe Expression in Monozyten und eine zu vernachldssigende Expression in
den betrachteten differenzierteren Zellen auf. Dariiberhinaus exprimieren DC, die durch LPS

stimuliert wurden, um ein Vielfaches weniger KLF4 als die inaktiven DC.

% Abb. 11) Bestimmung der mRNA-Expression von
100 1 KLF4 wihrend der Differenzierung humaner

90 Monozyten. Die Expression von KLF4 wurde

80 H mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
70 | m Spender 1 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
60 H & Spender 2 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in

50 o Spender 3 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

40 o Spender 4 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
30 H relativ zur ACTB Expression und zu den

20 [] Expressionswerten von MO dargestellt, deren

10 Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

0+ w —JFI_T e — entsprechen Mittelwerten aus 2

WoooadMon MAR e mie Messungen/Spender.
5.1.4KLF 5

Bei Verwendung passender KLF5-Primer waren in adhdrenten Monozyten und Makrophagen
im Vergleich zu frischen Monozyten nur wenige Transkripte zu messen. Die Expression in
iDC war bei den untersuchten Spendern unterschiedlich. Wihrend bei der Hilfte der Spender
kaum KLF5 Expression vorhanden ist, ist bei der anderen Hélfte die Expression hoher als in
MO. Ubereinstimmend zeigte sich hingegen, dass aktivierte mDC den Transkriptionsfaktor

deutlich hoher exprimieren als die inaktiven iDC.
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400 Abb. 12) Bestimmung der mRNA-Expression von

350 KLF5 wihrend der Differenzierung humaner
Monozyten. Die Expression von KLF5 wurde

& Spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten

® Spender 2 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger

200 O Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in

150 0 Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

100 ] aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind

relativ zur ACTB Expression und zu den

50 m Expressionswerten von MO dargestellt, deren

D s Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

MO adMO MAK  iDC  mDC entsprechen Mittelwerten aus 2

Messungen/Spender.

300

250

5.1.5KLF 6

Das Expressionsprofil von KLF6 dhnelt dem von KLF5, generell ist die Regulation jedoch
weniger stark. Die Anzahl der KLF6 Transkripte geht wihrend der Differenzierung
tendenziell zuriick, adhdrente Monozyten exprimieren weniger KLF6 als frische Monozyten.
Die Expression in Makrophagen ist vergleichbar mit der adhdrenter Monozyten. Dendritische
Zellen liegen in ihrer Expression zwischen Makrophagen und Monozyten, nach Aktivierung

weisen DC insgesamt eine stidrkere KLF6 Expression auf.

0/ o

450 Abb. 13) Bestimmung der mRNA-Expression von
400 - _ KLF6 wihrend der Differenzierung humaner
350 | Monozyten. Die Expression von KLF6 wurde
300 B o spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
250 & Spender 2 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
200 | O Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
O Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

150 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
1007 relativ zur ACTB Expression und zu den

50 7 ‘[ﬁm Expressionswerten von MO dargestellt, deren

0 - T

Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
MO adM0 MAK iDC  mDC entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

5.1.6 KLF 7

Bei der Aktivierung der MO kommt es bei den untersuchten Zellen zu einer deutlichen
Runterregulation der KLF7 Expression. Differenziert sich der adhdrente Monozyt zu DC, so
bleibt das Expressionniveau gering, bei der Entwicklung zu MAK kommt es hingegen zu

einem leichten Anstieg.
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%

100 Abb. 14) Bestimmung der mRNA-Expression von
90 KLF7 wihrend der Differenzierung humaner
80 Monozyten. Die Expression von KLF7 wurde
70 — @ Spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
60 ® Spender 2 (MO), in adhirenten Monozyten nach eintégiger
50 O Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
40 1 0 Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS
30 1 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
20 7 m relativ zur ACTB Expression und zu den
10 7 u u w Expressionswerten von MO dargestellt, deren
0 -+ .

Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

MO adM0  MAK iDC mDC

5.1.7 KLF8

KLF8 zeigt bei Messung der relativen mRNA Level ein sehr spezifisches Profil mit geringer
Expression in MO und einer deutlich stérkerer in den differenzierten Zellen. Wihrend die
Expression von KLF8 in adMO noch auf niedrigem Niveau ist, zeigen MAK und DC eine
auffillig starke Expression. Dieses Expressionsmuster, mit einer starken Hochregulation

wihrend der Differenzierung, ist im Vergleich zu allen anderen KLF, einzigartig.

%

1000 Abb.15 ) Bestimmung der mRNA-Expression von
900 M KLF8 wihrend der Differenzierung humaner

800 Monozyten. Die Expression von KLF8 wurde
700 = i & Spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
600 - @ Spender 2 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
500 — O Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in

400 — O Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

300 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
200 relativ zur ACTB Expression und zu den

100 ]]:D:[ﬁ:t ﬁ: Expressionswerten von MO dargestellt, deren

0 ‘ ‘ Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
MO adMO  MAK  iDC  mDC entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

Beim Vergleich des Expressionsprofils von KLF8 mit dem anderer KLF fiel eine weitere
Besonderheit von KLF8 auf. Zwischen MO und adMO ist die Expressionshohe von KLF8
identisch, es hat somit keine Regulation des Transkriptionsfaktors nach der Adhédrenz der
Monozyten stattgefunden. Alle anderen KLF weisen deutlich unterschiedliche
Expressionslevel beim Vergleich frischer mit adhdrenten Monozyten auf. Es stellte sich

deshalb die Frage, wann genau KLF8 hochreguliert wiirde.

- 49 -



%
100

20 = Abb.16) Bestimmung der mRNA-Expression von
80 B KLF8 wihrend der Differenzierung humaner
70 " spender 1 Monozyten. Die Expression von KLF8 wurde
60 — @ Spender 2 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
50 i 0 Spender 3 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
40 | 0 Spender 4 Kultur (d1), in adhdrenten Monozyten nach
30 1 B viertdgiger Kultur (d4) und in fertigen
20 4 - Makrophagen (d7) gemessen. Die Werte sind
10 1 m relativ zur ACTB Expression und zu den

0 o . " . Expressionswerten von MAK (=d7) dargestellt,

deren Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

Abb. 16) zeigt, dass die Hochregulation von KLF8 vorallem zwischen dem 4. Tag (d4) und
dem siebten Tag (d7) der Differenzierung zum Makrophagen stattfindet. Da an d7 bereits
reife Makrophagen vorliegen, wird KLF8 erst sehr spdt exprimiert.

5.1.8 KLF9

Bei der Auswertung der PCR Ergebnisse ergaben sich fiir KLF9 sehr dhnliche relative
mRNA-Level in Monozyten und Makrophagen. Eine klare Regulation der KLF9 Expression
konnte nicht festgestellt werden. Einzig stimulierte dendritische Zellen scheinen um ein
Vielfaches weniger KLF9 zu exprimieren.
Abb. 17) Bestimmung der mRNA-Expression von
% KLF9 wihrend der Differenzierung humaner
600 Monozyten. Die Expression von KLF9 wurde

mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
_ (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger

500

400 @ Spender 1 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
® Spender 2 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

300 0 Spender 3 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
0O Spender 4

relativ zur ACTB Expression und zu den
Expressionswerten von MO dargestellt, deren

200

100 - Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
entsprechen Mittelwerten aus 2
0 S Messungen/Spender.
MO adM0  MAK iDC  mDC
5.1.9 KLFI10

Fiir KLF10 konnte hingegen eine klare Regulation beobachtet werden. Frische Monozyten
exprimieren KLF10 durchschnittlich 4 mal stirker als adhdrente Monozyten. Bei der weiteren
Entwicklung der adhirenten Monozyten zu Makrophagen verdndert sich die Expression nicht
wesentlich. Auch dendritische Zellen exprimieren deutlich weniger KLF10 als Monozyten,

aktivierte DC exprimieren trendméssig weniger als nichtaktivierte.
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100 Abb. 18) Bestimmung der mRNA-Expression von

90 H KLF10 wiahrend der Differenzierung humaner
80 H Monozyten. Die Expression von KLF10 wurde
70 H = Spender 1 mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
60 H M @ Spender 2 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
50 H 0 Spender 3 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
40 H M M O Spender 4 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS
30 H aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
20 1 relativ zur ACTB Expression und zu den
10 | Expressionswerten von MO dargestellt, deren

0 F \ Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

MO  adMO  MAK  iDC  mDC

entsprechen Mittelwerten aus 2
Messungen/Spender.

5.1.10 KLF11

Das Expressionsprofil von KLF11 in den untersuchten Zellen dhnelt dem von KLF10. Die
KLF11 Expression in Makrophagen entspricht wie auch bei KLF10 etwa 20% der Expression
in frischen Monozyten. Schon adhérente Monozyten exprimieren KLF11 auf diesem
niedrigen Niveau. Bei der weiteren Differenzierung zum MAK bleibt die Expression nahezu
unverdndert. Die KLF11 Expression in DC ist tendenziell hoher als in MAK, bei KLF10 war

die Expression dort dagegen tendenziell niedriger.

% Abb. 19) Bestimmung der mRNA-Expression von
120 KLF11 wihrend der Differenzierung humaner
Monozyten. Die Expression von KLF11 wurde
100 mittels QRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
. _ & Spender 1 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
@ Spender 2 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
60 O Spender 3 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS
@ Spender 4 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
4073 relativ zur ACTB Expression und zu den
20 U m Expressionswerten von MO dargestellt, deren
Expression gleich 100% gesetzt wurde, und
0+ ‘ entsprechen Mittelwerten aus 2
MO adMo MAK iDC mDC Messungen/Spender.
5.1.11 KLF12

Fiir KLF12 lag die Anzahl der RNA-Transkripte in Monozyten im 10 bis 100fachen Bereich
der Transkripte in Makrophagen. Dendritische Zellen enthalten durchschnittlich halb so viele
Transkripte wie MO, jedoch auch um ein Vielfaches mehr als adMO oder MAK. Die KLF12
Expression scheint deshalb gerade bei der Ausdifferenzierung zum Makrophagen als sehr

zellspezifisch fiir undifferenzierte Monozyten.
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% Abb. 20) Bestimmung der mRNA-Expression von

100 KLF12 wihrend der Differenzierung humaner
90 H Monozyten. Die Expression von KLF12 wurde
80 H mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
70 H & Spender 1 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
60 H @ Spender 2 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
50 H 0 Spender 3 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS
40 H 0 Spender 4 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind
30 H relativ zur ACTB Expression und zu den
20 H Expressionswerten von MO dargestellt, deren
10 H Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

(U E entsprechen Mittelwerten aus 2

MO adv0 MAK  iDC  mDC Messungen/Spender.

Die in einer Elutriation gewonnen Monozyten weisen jedoch Verunreinigungen auf. Bei den
gewonnen Elutriaten waren nur 50-80% der verwendeten Zellen tatsdchlich Monozyten, die
sich durch Positivitit fiir das Antigen CD14 auszeichnen. Vorallem Lymphozyten (zwischen
9% und 43%) verunreinigen das Elutriat. Die Expression des jeweiligen KLF in Lymphozyten
beeinflusst deshalb entscheidend die gewonnen Daten. Um einen Eindruck von der Stérke der
Expression der KLF in Lymphozyten zu erhalten, wurden zusitzlich lymphozytére Zellen

zweier Spender der Lightcycler PCR mit den KLF-Primern unterzogen.

o @ Makrophagen
% @ Lymphozyten Spender 1

1400000 0O Lymphozyten Spender 2 .

Abb. 21) Bestimmung der mRNA-Expression von
1200000 i KLF5, KLF6, KLF7, KLF8, KLF9, KLF10, KLF11
1000000 L und KLF12 in humanen Lymphozyten und
Makrophagen. Die Expression der
Transkriptionsfaktoren wurde mittels qRT-PCR in

800000 H

600000 i Lymphozyten bei zwei Spendern bestimmt. Die

400000 ol Werte sind relativ zur ACTB Expression und zu

200000 | den Expressionswerten von MAK dargestellt, deren
l Expression gleich 100% gesetzt wurde.

0 T T T T T T T -
kif5 kif6  kIf7 kI8  kIfo kiff0 kIf11  klIf12

Wie Abb.21) zeigt, wird KLF12 in Lymphozyten sehr stark exprimiert. Alle anderen KLF
werden in Lymphozyten hingegen kaum exprimiert, sodass ihr Einfluss bei der bisherigen
Ergebnissauswertung vernachléssigt werden konnte. Da KLF12 in den Lymphozyten, die das
Elutriat verunreinigen, jedoch extrem exprimiert wird, stellt sich die Frage, ob die oben
erwahnte selektive Expression von KLF12 in Monozyten nicht in erster Linie durch die

KLF12 Expression in den das Elutriat verunreinigenden Lymphozyten verursacht wird.
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5.1.12KLF13

% Abb. 22) Bestimmung der mRNA-Expression von

140 KLF13 wiahrend der Differenzierung humaner
1 Monozyten. Die Expression von KLF13 wurde
120 B mittels qRT-PCR in frisch isolierten Monozyten
100 1 - & Spender 1 (MO), in adhdrenten Monozyten nach eintégiger
80 1 B & Spender 2 Kultur (adMO), in Makrophagen (MAK), in
o Spender 3 dendritischen Zellen (iDC) und in mit LPS

60 1 0 Spender 4 aktivierten DC (mDC) gemessen. Die Werte sind

20 || relativ zur ACTB Expression und zu den
Expressionswerten von MO dargestellt, deren

200 B | B Expression gleich 100% gesetzt wurde, und

0+ ‘ ‘ ‘ entsprechen Mittelwerten aus 2

MO adMo MAK iDC mDC Messungen/Spender.

Die KLF13 Expression in adMO ist niedriger als bei frischen MO. Aktivierte dendritische
Zellen exprimieren ebenfalls deutlich weniger KLF13 als MO. Fiir Makrophagen und frische
DC ist kein Trend erkennbar.

5.1.13 KLF3, KLF14, KLF15, KLF16

KLF3, KLF14, KLF15 und KLF16 konnten wegen des Fehlens spezifischer Primer nicht

naher untersucht werden.

5.2 Proteinchemischer Nachweis von KLF in Kernlysaten

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollte es sein, einige ausgewihlte KLF direkt proteinchemisch
nachzuweisen. Die in der Elutriation gewonnenen Monozytenkonzentrate wurden dazu,
entsprechend dem Vorgehen oben, zur Ausreifung gebracht. Neben den frischen Monozyten
(MO) wurden Makrophagen (MAK) betrachtet, dendritische Zellen (iDC) und mit LPS
stimulierte DC (mDC). Die Proteine des Zellkerns wurden dabei stets durch eine
hypotonische Lyse isoliert, nur bei Monozyten wurde die Kombination einer
hypotonisch/mechanischen Lyse verwendet. Im Anschluss erfolgte die elektrophoretische

Auftrennung und der Nachweis durch Western Blot und Immunférbung.
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5.2.1 KLF6

Abb.23 zeigt Western Blots von Proteinkernextrakten unterschiedlicher Monozytenspender
mit den daraus gewonnen adhdrenten Monozyten, Makrophagen, DC und stimulierte DC. Die
spezifische Bande fiir den verwendeten Antikdrper KLF6 liegt bei 31,9 kD. Wie in der
Abbildung zu erkennen ist, zeigt sich flir Makrophagen keine Bande, KLF6 kann hier nicht
nachgewiesen werden. Die stirkste Bande fiir KLF6 erkennt man bei allen 3 Spendern

iibereinstimmend flir unstimulierten DC, schwichere Banden fiir stimulierte DC und

Monozyten.
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L. 1 KLFS
---——31,9_ - - -

MAK MO IDC MDC MAK MO IDC MDC

e

Spender 3' 1

_.-;—*“

Tt i1

W e W —

" KLFe6
- L

MAK MO IDC MDC

Abb. 23) Western Blots von Proteinkernextrakten adhirenter Monozyten (D1), Makrophagen (D7), frischer
Monozyten (MO), dendritischer Zellen (DC) und stimulierter DC (MDC) dreier unterschiedlicher Spender
(Spender 1°-3”), es wurde ein AK gegen KLF6 verwendet.
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5.2.2 KLF8

In einer weiteren Serie wird ein AK gegen KLF8 verwendet, dessen spezifische Bande bei
39,3 kD liegt. Monozyten zeigen bei allen 3 Spendern nur eine schwache spezifische Bande,
Makrophagen eine deutlich stirkere (sieche Abb.24). Bei den Spendern 2’und 3’ existieren
zusitzlich starke Banden fiir iDC und mDC, bei Spender 1” ist dort keine KLF8 Expression

nachweisbar.

i Spender 1' Spender 2’
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MAK MO IDC MDC

Abb. 24) Western Blots von Proteinkernextrakten adhirenter Monozyten (D1), Makrophagen (D7), frischer
Monozyten (MO), dendritischer Zellen (DC) und stimulierter DC (MDC) dreier unterschiedlicher Spender
(Spender 1°-3”), es wurde ein AK gegen KLF8 verwendet.
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5.2.3 KLFI12

Bei Verwendung eines Antikorpers gegen KLF12 liegt die spezifische Bande im Western Blot
bei 44,3 kD. Alle 3 Spender zeigen flir Makrophagen keine spezifische Bande, deutliche

Banden erkennt man jedoch tibereinstimmend flir Monozyten und DC.

Spender 1' Spender 2'
e
KLF12
--’lllL——- “s & G o !
B -
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- lua  ©FR
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b1
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T

Abb. 25) Western Blots von Proteinkernextrakten adhirenter Monozyten (D1), Makrophagen (D7), frischer
Monozyten (MO), dendritischer Zellen (DC) und stimulierter DC (MDC) dreier unterschiedlicher Spender
(Spender 1°-3”), es wurde ein AK gegen KLF12 verwendet.
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5.3 KLF als Aktivatoren und Repressoren des MADDAM-Promotors

Zum besseren Verstdndnis der transkriptionellen Regulation durch KLF, aber auch um einen
Eindruck von der Bedeutung dieser Transkriptionsfaktoren zu bekommen, wurde die Wirkung
von zwei ausgewihlten KLF auf die Genexpression néher untersucht. Als geeignete
Kandiaten wurden KLF6 und KLF8 gewihlt, KLF6 als starker Expressionaktivator und KLF8
als typischer CtBP-vermittelter Repressor. Die relative Expression des MADDAM Promotors
(Metalloprotease and Disintegrin dendritic antigen marker) diente zur Charakterisierung des
Einflusses der beiden KLF auf dessen Genexpression.

Durch Datenbankanalysen ergab sich, dass der stromaufwirts vom Transkriptionsstart des
MADDAM Gens befindliche Sequenzbereich viele mogliche Bindestellen fiir bekannte
Transkriptionsfaktoren enthdlt. Zur Charakterisierung des proximalen Promotors konnte in
unserer Arbeitsgruppe der Bereich der Sequenz, der fiir die maximale Aktivierung duch GC
bindende Transkriptionsfaktoren notwendig ist, auf 150bp bestimmt werden (33). Dieser 150
bp umfassende proximale Promotor von MADDAM wurde in ein Luciferase Reporterplasmid
kloniert. Nach einer Transfektion des Konstrukts in die Kolonadenomzelllinie HT-29 wurden
zusétzlich préparierte Expressionsplasmide fiir KLF6, KLF8 und pTM3 (leerer
Expressionsvektor) kotransfiziert.

In einem Ansatz wurde nur KLF6 kotransfiziert, im nichsten nur KLF8 und schliesslich beide
Faktoren, um dadurch eine Aussage iiber den Einfluss der beiden KLFs auf die relative
Promotorenaktivitit von MADDAM zu erhalten. Dadurch, dass der MADDAM Promotor in
ein Luciferase-Reporterplasmid kloniert worden war, konnte die Aktivitdt bequem mit Hilfe
eines Chemilumineszenzassays nachgewiesen werden. Zur Messung der

Transfektionseffizienz diente ein Renilla-Luciferasegen, das zusitzlich ko-transfiziert wurde.

Abb.26) zeigt die relative Aktivitit des MADDAM (150bp) Promotors nach erfolgter
Transfektion. Die Aktivitdt der lediglich mit pMT3 transfizierten Zellen entspricht in der
Abbildung 100%. Durch eine zusitzliche Transfektion mit KLF6 kommt es zu einer geringen
Aktivitatssteigerung um 20%. Der Einflul von KLF8 auf die Promotorenaktivitét ist weitaus
deutlicher. Zusétzlich transfiziertes KLF8 verringert die urspriingliche Promotorenaktivitét
um ein Vielfaches auf ca.20% des Ausgangswertes. Werden gleiche Mengen KLF6 und KLF8
DNA gleichzeitig transfiziert, so zeigt der Luciferaseessay nur 30% der Aktivitét, die mit dem

leeren Expressionsvektor pMT3 erreicht wurde.
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Insgesamt wurde der Versuch 4 mal wiederholt, bei den oben beschriebenen relativen
Anderungen der Promotorenaktivitit handelt es sich um die Mittelwerte aller
Versuchsansdtze. Erwdhnenswert ist ausserdem, dass der Trend zur gesteigerten
Promotorenaktivitdt von KLF6 und der deutlichen Minderung der Aktivitdt durch KLF8 in

jedem einzelnen Ansatz signifikant war.

% Abb.26) Transfektion des proximalen 150 bp
160 Promotors MADDAM in die HT-29 Zelllinie mit
140 anschliessender Co-Transfektion von KLF6, KLF8
T und pMT3. In den MADDAM Promotor war ein
120 Luciferase-Reporterplasmid geklont worden. Die
100 Abbildung zeigt die, mit Hilfe eines
80 | Chemiluminiszensassays gemessene, relative

MADDAM-Promotorenaktivitit als Mittelwert von
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Ein weiterer im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrter Versuch sollte die Frage kliaren, was

passieren wiirde, wenn man fiir die Transfektion eine lingere Basensequenz verwendet, die
mit 450 bp deutlich liber den definierten proximalen MADDAM-Promotor, der GC-reiche

Transkriptionsfaktoren bindet, hinausgeht.

%

220 Abb.27) Transfektion des 450 bp Promotors
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In Abb.27) erkennt man bei Verwendung der lingeren Basensequenz eine deutlichere
Aktivitatssteigerung nach Transfektion mit KLF6 im Vergleich zur kiirzeren Basensequenz.
Waihrend sich die Aktivitdt des 150 bp MADDAM Promotor nur um durchschnittlich 20%

erhohte, kam es zu einer signifikant stdrkeren Aktivitdtserhohung um ca. 60% bei
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Verwendung des 450bp Promotors. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse, die bei
Transfektion mit KLF8 ermittelt wurden. Auf den groBeren 450 bp Promotor wirkt KLF8 als
deutlich schwicherer Repressor, als auf den 150 bp Promotor. Transfiziert man den 450bp
Promotor mit dem Aktivator KLF6 und dem Repressor KLF8, iiberwiegt insgesamt, wie beim
150 bp Promotor, die Repression. Diese faillt jedoch erwartungsgemélB, bei deutlich hoherem
Aktivierungspotential von KLF6 und geringerer Repression von KLF§, im Vergleich zum

kiirzeren Promotor, geringer aus.
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6. Diskussion

Transkriptionsfaktoren stellen Modulatoren der Zelldifferenzierung und Zellproliferation dar,
dadurch dass sie bestimmte Gene aktivieren oder deren Expression unterdriicken. In der
Vergangenheit konnte bereits die wichtige Rolle der SP-Familie flir die Genregulation gezeigt
werden. Es kann davon ausgegangen werden, dass die bisher bekannten
Transkriptionsfaktoren im Laufe der nidchsten Jahre mit zunehmendem molekularbiologischen
Verstandnis, um viele weitere ergidnzt werden. Erst durch genaueres Verstédndnis der
Mechanismen der Genregulation wird es moglich sein, die Bedeutung der einzelnen Faktoren
fiir verschiedene Zellen, deren Differenzierung und Entartung abschitzen zu konnen. Geht
man davon aus, dass die Aktivierung von Onkogenen oder die Unterdriickung von
Supressorgenen mal3geblich Einflufl auf die Entstehung und das Fortschreiten eines Tumors
haben, so konnte ein besseres Verstandnis der transkriptionellen Regulation zur Entwicklung
neuer medikamentdser Ansatzpunkte in der onkologischen Therapie fiihren.

Der SP-Proteinfamilie strukturell sehr dhnlich, aber weit weniger erforscht, ist die KLF-
Familie. Es hat sich gezeigt, dass KLF-Proteine in jedem Gewebe vorkommen, doch Thre
Expression ist stark von der Zellart und deren Entwicklungsstadium abhingig. Der Schluss
liegt nahe, dass die Expressionslevel der einzelnen KLF maBigeblich zur Differenzierung
eukaryontischer Zellen beitragen. In Hinblick auf die potentiell wichtige Rolle der KLF auf
die Genregulation war in der Vergangenheit von anderen Gruppen bereits fiir bestimmte
Zellarten versucht worden, typische Expressionsprofile zu erforschen. Im Mittelpunkt des
medizinischen Interesses steht dabei besonders die Frage, inwieweit sich das
Expressionsprofil pathologischer Zellformen von physiologischen unterscheidet. Unsere
Arbeitsgruppe beschiftigt sich seit Jahren schwerpunktméssig mit der Erforschung der
Genregulation in mononukledren Zellen als wichtiger Bestandteil der unspezifischen
Immunabwehr. Die Zellen des MPS stellen wegen ihrer funktionellen Vielfalt und Prisenz in
den meisten menschlichen Geweben, aber auch wegen ihrer Verfligbarkeit iiber Stammzellen
eine sehr interessante Zellgruppe dar. Hauptziel dieser Arbeit war es, eine Vorstellung davon
zu bekommen, welchen Einfluss die KLF-Transkriptionsfaktoren auf die Aktivierung und

Differenzierung dieser Zellgruppe haben.

Mononukleére Zellen entstehen aus einer myeloischen Stammzelle, die sich tliber die Vorstufe
des Monoblasten zum Monozyten entwickelt. Durch Zytokine werden die Monozyten zur

Migration in die unterschiedlichen Gewebe angeregt. Dort angekommen erfolgt aus einem
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Grofiteil der Monozyten die Differenzierung zum Makrophagen. Daneben entwickelt sich aus
den eingewanderten Monozyten ein Teil der dendritischen Zellen des Menschen.

Die Nachahmung dieser in vivo Zelldifferenzierung erfolgte durch Kultur von Monozyten, die
in einer Zellelutration von gesunden Spendern gewonnen wurden. Unter Zugabe essentieller
Medien, Wachstumsfaktoren und Zytokine entstanden innerhalb von 8 Tagen Makrophagen
sowie unreife dendritische Zellen. Von reifen DC spricht man, wenn in vivo eine Aktivierung
durch Antigene stattgefunden hat, experimentell entspricht dies der erfolgten Stimulation mit
LPS.

In dieser Arbeit wurde die Expression der KLF1-16 in den auf diesem Wege kultivierten
adhirenten Monozyten (adMO), Makrophagen (MAK), unreifen DC (iDC), mit LPS
stimulierten DC (mDC) und frischen Monozyten (MO) miteinander verglichen. Die Realtime-
PCR zur Bestimmung der relativen mRNA Expression stellte dabei ein elegantes Verfahren
dar, um aus der Gruppe der KLF diejenigen heraus zu finden, wo eine deutliche Regulation
wihrend der Differenzierung vorhanden ist. Die Menge an spezifischer mRNA in einer Zelle
stellt jedoch nur eine Néherung an die tatsidchlich produzierte Proteinmenge dar. Auch die
Translation, also die Synthese der Proteine aus der mRNA in den Ribosomen wird durch viele
biochemische Mechanismen reguliert. Die Syntheserate von Proteinen ist eng mit dem
Zellwachstum verbunden, eine Verdnderung der Wachstumsbedingungen fiihrt schnell zu
einem Anstieg oder Absinken der Syntheserate. Ausserdem kann eine Zelle erhohte mRNA
Mengen kompensieren, indem ribosomale Proteine als Repressoren ihrer eigenen Translation
wirken. Weitere Einflussfaktoren wie der Transport der mRNA aus dem Zellkern und
alternatives Spleifien sollen hier nur erwéhnt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es deshalb, einige ausgewéhlte KLF in den Kernlysaten

durch Antikorper direkt nachzuweisen.

KLF1 spielt eine wichtige Rolle in der Erythropoese, speziell in der Regulierung der
Expression der Beta- und Gammaglobine. In homozygoten Knockout-Féten findet keine
Transkription der beta-Gene mehr statt, wihrend sich die gamma-Gen Transkription durch
KLF1 merklich erhoht (34). Eine hohe Expression wurde ausser in erythrozytéren Zellen
noch in Mastzellen beschrieben.

Wegen seiner hohen selektiven Expression in erythrozytiren Zellen wurde KLF1
unspriinglich als EKLF (Erythroid Kruppel-like factor) bezeichnet. Erwartungsgemaf3 sind
deshalb die Expressionslevel von KLF1 in den untersuchten Zellen des MPS durchgehend
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sehr niedrig. Der Transkriptionsfaktor diirfte bei der Differenzierung im MPS eine

untergeordnete Rolle spielen.

Nach der Entdeckung von KLF1 war es im Anschluss mdglich durch
Hybridisierungsversuche das Genom der Maus nach dhnlichen Sequenzen zu screenen.
Lingrel et al. konnten so einen cDNA Klon isolieren, den sie wegen seiner hohen Expression
in der Lunge LKLF nannten. Um die in vivo Funktion des LKLF néher zu verstehen, wurden
LKLF (-/-) Knockout-Experimente durchgefiihrt, die zeigten, dass es bei Fehlen des KLF2
Gens zu einem sicheren Verbluten des Mauseembryos kam (36). Die fehlende
Uberlebensfihigkeit dieser Knockoutmiuse infolge der hochgradig gestdrten Angiogenese
machte die Analyse der Bedeutung von KLF2 fiir andere Gewebearten schwierig. Durch
Anzucht chiméirer Miuse konnte jedoch eine weitere wichtige Bedeutung des Faktors fiir die
Entwicklung reifer T-Lymphozten und fiir die Lunge gezeigt werden. Fehlte KLF2, so kam es
bei den T-Lymphozyten zur vorzeitigen Apoptose und in der Lunge zeigten sich schwere
histologische Storrungen. (35)

Innerhalb des MPS wurde fiir KLF2 eine inhibierende Funktion auf die inflammatorische
Aktivierung von Monzyten beschrieben (37). Eine bedeutende KLF2 Expression konnte in
der vorliegenden Arbeit ausschliesslich in frischen Monozyten gemessen werden. Dies wiirde
im Einklang mit der Vermutung stehen, dass nur ein weitestgehendes Fehlen der KLF2-
Expression zur Ausdifferenzierung von Monozyten fiihrt.

Faktoren, die die Aktivierung der Monozyten in der Blutbahn, die nachfolgende Invasion ins
Gewebe und die Ausdifferenzierung zum Makrophagen hemmen, sind von besonders hohem
wissenschaftlichem Interesse. Man nimmt an, dass eine Vielzahl chronisch entziindlicher
Erkrankungen pathogenetisch die Ursache in einer Uberaktivierung der Monozyten hat. KLF2
als Inhibitor kommt so eine protektive Rolle zu, was im Einklang mit der Beobachtung steht,
dass die Expression von KLF2 in zirkulierenden Monozyten bei Autoimmunerkrankungen

und bei Patienten mit KHK vermindert ist (37).

Auf der Suche nach weiteren Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bei der
Regulation des Zellwachstums spielen, wurde KLF4 mit Hilfe einer NIH3T3 cDNA kloniert.
Das C-terminale Ende von KLF 4 mit den 3 bereits beschriebenen Zinkfingern ist in seiner
Sequenz KLF 1 und KLF2 sehr &dhnlich, sodass sie zusammen eine Untergruppe nah
verwanderter KLF-Faktoren bilden. KLF4 kommt in besonderem Ausmaf in den Zellen des
Gastrointestinaltrakts vor, daher auch der urspriingliche Name GKLF, daneben kann eine

nennenswerte KLF4 Expression auch in anderen Organen gefunden werden, z.B. in der
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Lunge, dem Hoden, der Haut, dem Thymus und vaskuldren Endothelzellen (36). Besonders
stark wird KLF4 dabei in stark differenzierten, post-mitotischen Zellen des Intestinaltrakts
exprimiert, eine Tatsache die mit dem anti-proliferativen Effekt des Faktors zusammenhéngt
(38). Bei in vitro Experimenten zeigte sich beispielsweise, dass nichtproliferierende NIN3T3
Zellen eine hohe KLF4 Expression aufweisen, wihrend aktiv proliferierende NIN3T3 Zellen
KLF4 nur gering bis gar nicht exprimieren. Gibt man zu einer nichtproliferierenden
serumfreien Kultur dieser Zelllinie frisches Serum hinzu, so geht gleichzeitig mit der
Aktivierung der Zellen auch deren KLF4 Expression stark zuriick. Aus dieser Beobachtung
schloss man, dass es sich bei KLF4 um einen wachstumshemmenden Transkriptionsfaktor
handelt (39).

Bei den Zellen des MPS geht die KLF4-Expression gleichzeitig mit der Aktivierung der
Monozyten sehr stark zuriick. In einer aktuellen Arbeit konnte zwischenzeitlich gezeigt
werden, dass KLF4 fiir die inflammatorische Aktivierung von Monozyten wichtig ist.
Ausserdem spielt der Transkriptionsfaktor eine bedeutende Rolle fiir die Differenzierung
ortsstindiger Monoyzten. Durch Verwendung einer menschlichen HL60-Leukdmiezelllinie
konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von KLF4 die
monozytdre Differenzierung dieser Zelllinie stimuliert, wahrend die myeloische

Differenzierung unterdriickt wird (60).

KLFS5 oder auch IKLF (intestinal enriched Kriippel-like Faktor) wurde anfanglich isoliert
durch die groBe Ahnlichkeit zu KLF2. Genau wie KLF4 wird KLF5 besonders stark im
Intestinaltrakt exprimiert, dort aber im Gegensatz zu KLF4 vor allem in den Krypten, dem Ort
der aktiven Zellteilung. Es wurde gezeigt, dass KLF5 von KLF4 in der Regulation wichtiger
Gene antagonisiert wird. Die Anwesenheit von KLF 5 vermindert die Selbstaktivierung von
KLF4 iiber den KLLF4 Promotor, wihrend KLLF4 den KLF5 Promotor deaktiviert. Beide
Faktoren konkurrieren mit sehr dhnlichen Bindungssequenzen um die jeweiligen Promotoren
(39). Wihrend KLF4 wie oben beschrieben als Inhibitor der Zellentwicklung gilt, hat KLF5
einen wachstumsfordernden Effekt. So fiihrt eine starke Expression von KLFS5 in NIH3T3 -
und IEC6- Zellen zu einer erhdhten Proliferationsrate und sogar zu einem abgewandelten
Phéinotypen, der sich durch unkontrolliertes Wachstum auszeichnet (40).

In unterschiedlichen Tumormodellen zeigte sich jedoch, dass KLF5 je nach Tumorentitét
einmal als Supressor, einmal als Onkogen wirken kann. Auch bei der Differenzierung
monunukledrer Zellen verhélt sich der Transkriptionsfaktor hinsichtlich seiner Expression
verschieden. Wihrend bei einer Differenzierung der MO zu MAK die gesamte Expression

verloren geht, weisen aktivierte DC eine deutlich hohere KLF5 Expression auf, als die
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inaktive Form. Dies zeigt, dass die generelle Aussage, dass KLF5 als wachstumsfordernder
Transkriptionsfaktor bei aktivierten Zellen generell starker exprimiert wird als bei inaktiven,

so wohl nicht zutrifft.

KLF6 ist ein 283 Aminoséduren enthaltendes Protein mit einer 201 Aminosduren umfassenden
Aktivierungsdomaine und einer 82 Aminosauren langen DNA Bindungsdomaine. Im
Allgemeinen scheint es sich bei KLF6 um einen Wachstumssupressor zu handeln, der p21,
einen Kinaseinhibitor, hochreguliert. Das Protein p21 verhindert die Phosphorylierung des
Rb-Proteins und hélt so die Bindung des Rb-Proteins zum Transkriptionsfaktor E2F aufrecht.
Der gebundene Transkriptionsfaktor E2F ist dann nicht in der Lage, die Schliisselgene des
Zellzyklus zu aktivieren. Dadurch fordert p21 einen Zellzyklusarrest an der G1/S
Schnittstelle. Der bekannte Tumorsupressor p53 ist beispielsweise ein wichtiger Aktivator
von p21. Der Verlust von p53 durch Mutation ist ein bedeutendes Ereignis in der Pathogenese
einer Tumorzelle, weil dadurch die Aktivierung von p21 unterbleibt und die wichtige G1/S
Kontrollstelle des Zellzyklus aufgehoben wird (41).

Aktuelle Arbeiten deuten darauf hin, dass die Mutation von KLF6 vollig unabhédnig von p53
zur Karzinogenese fiihren kann. Wahrend bei ca. der Hilfte aller menschlichen Tumoren p53
Mutationen vorliegen, konnte bei der anderen Hélfte diese Mutation nicht gezeigt werden.
KLF6 als p53-unabhdniger Aktivator von p21 kénnte in der Pathogenese dieser Tumoren
ohne p53 Mutation eine wichtige Rolle spielen (42).

Wie von einem Supressor des Zellzyklus zu erwarten, zeigte sich in der RT-PCR, dass
inaktive Monozyten KLF6 deutlich starker exprimieren als aktivierte MAK.
Ubereinstimmend dazu, kann KLF6 proteinchemisch in MO nachgewiesen werden, in MAK
jedoch nicht. Auch DC zeigen nach Aktivierung iibereinstimmend deutlich schwichere

Banden im Western Blot als unreife DC.

Bereits bei der Entdeckung von KLF7 fiel auf, dass dieser Transkriptionsfaktor in
unterschiedlichsten Zellen exprimiert wird. Man gab ihm deshalb initial den Namen UKLF
(ubiquitdrer KLF). Im menschlichen Gewebe findet man die stirkste Expression innerhalb des
zentralen und peripheren Nervensystem. KLF7-Knockoutméuse waren nicht iiberlebensfahig
und wiesen schwere neurologische Schiden auf, sodass KLF7 eine wichtige Rolle in der
Neurogenese zugeschrieben wurde (43). In Fibroblastenzellkulturen konnte ausserdem gezeigt
werden, dass es durch eine KLF7-Uberexpression zu einer Akkumulation des
Zellzyklusinhibitors p21 und einen Wachstumsstop kommt (44). KLF7 konnte auch eine

Rolle bei der Differenzierung der MO spielen. Frische Monozyten exprimieren deutlich mehr
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KLF7 als adMO. Mit Beginn der Differenzierung geht die Expression auf ca. 20% zuriick und
verharrt bei der Differenzierung zu DC auf diesem Level, MAK exprimieren durchschnittlich

ca. 40% des Ausgangswertes.

KLF3, KLF8 und KLF12 bilden wegen ihrer groBen strukturellen Ubereinstimmung
(mindestens 92,6 % Sequenzgleichheit) und ihrer &hnlichen Funktionsweise innerhalb der
KLF eine Untergruppe. Die Mitglieder dieser Gruppe zeichnen sich dadurch aus, dass sie als
Transkriptionsrepressoren unter entscheidender Mitwirkung von CtBP (C-terminal-binding-
protein) wirken. CtBPs haben eine groe Ahnlichkeit in der Abfolge ihrer Aminoséuren zu
NAD-abhénigen Hydroxyaciddehydrogenasen und aktuelle biochemische Studien bestdtigen,
dass es sich bei CtBP tatsdchlich um funktionelle Dehydrogenasen handelt, die mit NAD+
interagieren (45). Die CtBPs aktivieren HDACs (histone deacetylase), die verantwortlich fiir
den Umbau des Chromatingertists in die genetisch inaktive Form sind. Zusitzlich interagieren
die CtBPs auch, unabhénig von HDAC, mit weiteren Corepressoren, welche wichtige
Bestandteile von fiir die Chromatinfaltung verantwortlichen Komplexen sind. CtBPs haben so
die Moglichkeit Gene fiir die Transkription zu inaktivieren, indem sie die Nukleosomen
physikalisch, beispielsweise in ihrer Faltung, verdndern, also in eine transkriptorisch inaktive

DNA Form tiberfiihren (46).

HDAC

CtEP

_”.\_I: CACCC

Abb.28) Modell zur CtBP-vermittelten Transkriptionsrepression der KLF3, 8, 12 (Referenz 46). Der jeweilige
KLF bindet an die Erkennungssequenz des Promotors des betreffenden Zielgens. Der KLF bindet dann durch ein
spezielles PXDLS-Motiv an ein CtBP-Protein. CtBP wiederrum aktiviert Proteine die fiir die
Chromatinkomprimierung verantwortlich sind, sog. HDACs. Dadurch wird die Transkription unter Mitwirkung
der CtBP unterdriickt. Das X steht in der Abbildung fiir einen weiteren nicht bekannten Inhibitor, der zusétzlich
eine Rolle in der Genrepression spielen diirfte.

Abb.28 zeigt die Funktionsweise der CtBP-vermittelten Transkriptionsfaktoren. Auf Abb.29
erkennt man den strukturellen Aufbau der so wirkenden KLF mit dem fiir diese Faktoren
typischen PXDLS-Motiv (Pro-Xaa-Asp-Leu-Ser). Dieses Motiv bindet an die Cofaktoren
CtBP1 und CtBP2 deren Aufbau in Abb.30 dargestellt ist.
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Abb.29) Struktureller Aufbau der KLLF3,8,12, die wie oben beschrieben iiber CtBP ihre Genrepression ausiiben.
Die 3 charakteristischen Zinkfinger auf der rechten Seite, auf der linken Seite das PXDLS-Erkennungsmotiv, das
fiir die CtBP-Bindung verantwortlich ist.

M AD-Bindungsselle Hatalﬂsah:ur FD Z-Bindungsstells

[ R, S———

PHDLSMLF Transkriptions-
represaor
Abb.30) Struktureller Aufbau der CtBP: Auf der linken Seite die KLF-Bindungsstelle, weiter nach rechts die
Repressordomaine. Weitere Cofaktoren (z.b. NAD) wirken tiber typische Sequenzen, die ebenfalls in der
Abbildung bezeichnet werden. (Abb.27a,b nach Referenz 46)

Da KLF3, wegen eines fehlenden funktionierenden Primers, in dieser Arbeit nicht nidher

untersucht wurde, wird hier auch nicht niher auf dieses Gruppenmitglied eingegangen.

KLF8 wurde durch seine gro3e Sequenzédhnlichkeit zu KLF3 entdeckt und weist wie KLF3
und KLF12 das charakteristische PXDLS-Motiv zur CtBP-Bindung auf. Es hat sich gezeigt,
dass die Funktion als Transkriptionsrepressor in hohem Malle von der vollstdndigen Intaktheit
dieses Motivs abhéngig ist. Da aber eine Mutation dieser Bindungsstelle die Fahigkeit als
Repressor zu wirken nicht vollstindig beseitigt, muss als Hinweis fiir die Existenz weiterer
Corepressoren, die liber andere Bindungsstellen wirken, gesehen werden (47).

KLF8 zeigt bei Messung der relativen mRNA Level ein sehr spezifisches Profil mit geringer
Expression in MO und deutlich starkerer in den aktivierten Zellen. Die auffillig starke
Expression in MAK und DC im Vergleich zu MO war so bei keinem anderen
Transkriptionsfaktor vorhanden. Der Western Blot bestétigte, dass die Expression in MO
fehlt, in MAK, iDC und mDC jedoch deutlich vorhanden ist. Mit diesem besonderen
Expressionsmuster unterscheidet sich KLF8 deutlich von KLF12, dem dritten Mitglied dieser
Gruppe. Eine Antwort auf die Frage, warum ein Repressor in aktivierten Zellen starker
exprimiert wird als in den inaktiven Monozyten sollten die Transfektionsversuche bringen
(siche S.73f).

Das letzte Mitglied der Unterfamilie der KLF, die an CtBP binden und dabei als
Transkriptionsrepressoren wirken, stellt KLF12 dar. Im Gegensatz zu den beiden anderen

Mitgliedern der Gruppe, KLF3 und KLF8, die CACCC Zielsequenzen erkennen, interagiert
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KLF12 mit einer CAGTGGG Zielsequenz (48). Der Transkriptionsfaktor weist gro3e
strukturelle Ahnlichkeiten mit dem Tumorsupressor WT-1 auf, einem Protein, das die
embryonische Genexpression wéhrend der terminalen Zelldifferenzierung unterdriickt. In der
RT-PCR wird KLF12 10-100 fach stirker in MO, als in adMO und MAK exprimiert. Ein so
deutlicher Unterschied in der Hohe der Expressionslevel zeigte sich fiir keinen anderen KLF.
Bei der Bewertung dieses Ergebnisses muss jedoch beriicksichtigt werden, dass der
Aufreinigung der MO bei der Elutriation Grenzen gesetzt sind. Untersucht man die
verwendeten Zellen auf ihre Positivitét fiir CD 14, ein sehr spezifisches Antigen, welches so
nur in Monozyten exprimiert wird, zeigt sich, dass die Monozytenkonzentrate
Verunreinigungen v.a. in Form von Lymphozyten aufweisen. Die KLF12 Expression in
Lymphozyten ist jedoch sehr stark ausgeprégt. Alle anderen KLF werden von den
verunreinigenden Lymphozyten nur mittelgradig exprimiert. Bei der Bewertung der
Ergebnisse fiir die KLF12-Expression in den MPS-Zellen muss man also die Expression in
Lymphozyten beriicksichtigen. Fiir alle anderen KLF kann sie vernachldssigt werden. Die
Frage blieb also offen, ob frische Monozyten wirklich deutlich mehr KLF12 als adMO und
MAK exprimieren, oder ob die gemessene hohe Expression nicht in erster Linie durch
lymphozytére Verunreinigungen verursacht wird. Ergdnzend erfolgte der Nachweis von
KLF12 proteinchemisch im Western Blot. Ubereinstimmend mit den RT-PCR-Ergebnissen
war keine Expression in MAK und adMO nachzuweisen, deutlich jedoch die Expression in
MO. In iDC und mDC kann KLF12 PCR-technisch als auch proteinchemisch nachgewiesen
werden. Da sich beide Zellarten, iDC und MAK, innerhalb von 7 Tagen ausdifferenziert
haben, diirften die lymphozytéren Verunreinigungen nach dieser Zeit vergleichbar sein.
KLF12 weift jedoch deutliche Unterschiede in der Expression zwischen iDC und MAK auf.
Dies kann nur damit erkldrt werden, dass eine Regulation stattgefunden haben muss. KLF12
scheint deshalb ein geeigneter Marker fiir frische Monozyten zu sein, seine Expression geht
sofort nach Aktivierung verloren. KLF12 kénnte demnach als potenter Repressor der

Monozytenaktivierung dienen.

Eine weitere Gruppe von KLF Faktoren zu der KLF9, KLF10, KLF11, KLF13 und KLF16
gehort, wirkt als Transkriptionsrepressor iiber sog. HDACs. HDAC:s steht fiir
Histondeacetylasen und beschreibt eine Enzymklasse zur Histonmodifikation. HDACs
entfernen Acetylgruppen von acetylierten Lysinresten am N-terminalen Histonende. Durch
die Deacetylierung bekommt die Aminosédure Lysin wieder eine positive elektrische Ladung.

Dies erhoht die Affinitit des Histonendes fiir das negativ geladene Phosphat-Gertist der DNA.
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Durch die folgende Blockierung der DNA fiir Transkriptionsfaktoren wird die DNA-
Transkription herunterreguliert.

Die KLF dieser Untergruppe interagieren mit dem Co-Repressor-Protein Sin3. Sin3 ist ein aus
mehreren Untereinheiten bestehender Komplex, u.a RBAP46 (retinoblastoma protein-
associated protein 46), RBAP48, HDAC1, HDAC2, SAP30 (Sin3-associated protein 30) und
mSin3A/Sin3B (49-51).

mSin3 A besteht dabei unter anderem aus 4 dhnlichen Aminosduresequenzen, jede davon
verantwortlich flir die Bildung einer besonderen Helixstruktur, einer sogenannten PAH
(paired amphipathic helix region). Diese PAH Domainen binden die unterschiedlichsten
Transkriptionsfaktoren, fiir die KLF-Proteine scheint die 2.PAH entscheidend zu sein (52).
Abb.31) gibt eine Ubersicht iiber den Autbau der KLF, die mit Hilfe von mSin3A als
Repressoren wirken. In Abb.32) ist der Autbau von mSin3 A zu sehen. Zusammenfassend

zeigt Abb.33) ein Modell der mSin3-vermittelten Genrepression.

(J sID ELFG, KLF 13, KLF 16

Zink Finger Motiv

() RA1/SID . . kKLF10, KLF 11
S

Zink Finger hotiw

Abb.31) Struktureller Aufbau der KLLF9,13,16,10,11, die zur Repression den Cofaktor mSin3 benétigen. Auf der
Abbildung erkennt man die SID-Domaine, die mit mSin3 interagiert. Daneben die typischen Zinkfinger. KLF10
und KLF11 weisen dariiber hinaus 3 sehr dhnliche Repressordomainen auf, die mit R1, R2, R3 bezeichnet sind.
R1 bindet bei diesen beiden Faktoren mSin3.
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KLF Bindungsstelle HOALC Bindungsstelle

Abb.32) mSin3A besteht aus 4 PAH Proteine. Die Bindungsstelle fiir die KLF, HDAC und N-CoR (die
wichtigen Corepressor) sind unterhalb gekennzeichnet.
(Abb.28a,b nach Referenz 46)
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Abb. 33) Modell der mSin3-vermittelten Repression. Die KLF binden an die typischen GC-Boxen im Promotor
des Zielgens. Die SID Domaine der KLF binden an den Corepressor mSin3A indem sie mit dem Protein PAH2
interagierren. Dadurch kann mSin3A N-CoR einen weiteren Corepressor rekrutieren, der die
Transkriptionsmaschinerie inhibiert. Zusétzlich werden HDACs aktiviert, die die DNA-Struktur in inaktives
Hetereochromatin veréndern. (nach Referenz 46)

In der Gruppe der KLF, die BTE (basic transcription element)-eine einfache GC-Box Sequenz
im CYP1A1 Promotor (Cytochrom P4501A1) binden, war KLF9 der erste
Transkriptionsfaktor der identifiziert und geklont wurde (53). Das Zinkfinger-Motiv von
KLF9 erkennt die BTE &dhnlich gut, wie Sp1 (54). Obwohl beide, KLF9 und Spl1, die
Genexpression von Promotoren mit vielen GC-Boxen wie z.B. dem SV40 early promotor
(simian virus 40) aktivieren, wirkt KLF9 auf den CYP1A1 Promotor mit nur einem BTE als
Repressor, im Gegensatz zu Spl der einen starker Aktivator des CYP1A1 Promotors darstellt
(55). KLF9 kommt in vielen verschiedenen Zellen vor, besondere Bedeutung scheint der
Transkriptionsfaktor wihrend der neuronalen Entwicklung zu haben (56).

Die Unterschiede in den KLF9 Expressionsleveln sind bei den untersuchten Zellen des MPS
weniger stark, als bei anderen KLF. Tendenziell zeigte sich jedoch, dass aktivierte DC
weniger KLF9 exprimieren als inaktive und deutlich weniger als MO. Bei der Differenzierung
zum Makrophagen ist keine klare Regulation beobachtbar. Die Herabregulation des
Transkriptionsrepressors konnte deshalb bei der Differenzierung und anschliessenden
Aktivierung dendritischer Zellen eine gewisse Rolle spielen, eine Bedeutung von KLF9 bei

der Differenzierung zu Makrophagen ist wohl zu vernachléssigen.

Der ubiquitir vorkommende Transkriptionsfaktor KLF10 wurde urspriinglich als Produkt
eines Gens, das in menschlichen osteoblastischen Zellen TGF-f abhéngig hochreguliert wird,
identifiziert. Zusétzlich konnte eine verstiarkte KLF10 Expression durch Behandlung mit
wachstumstimulierenden Faktoren hervorgerufen werden, z.B. durch den bone morphogenetic
factor2 und EGF (epidermal growth factor) (57). Unabhéngig davon wurde KLF10 auch als

wachstumsfaktorabhingiges Gen aus der Prostata, dem Hirn und dem Pankreas der Ratte
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isoliert und erhielt dabei die Namen EGR-a (early growth response gene a), GIF (glial cell-
derived neurotrophic factor inducible transcription factor) und rat TIEG (58,59). In vielen
Zellen stellt TGF-B1 einen starken Inhibitor des Zellwachstums durch die Induktion eines
Zellzyklusarrest und der Apoptose dar. Die Stimulation der Expression von KLF10 durch
TGF-B1 zeigt, dass KLF10 an der Regulation der Apoptose beteiligt ist. Stark exprimiertes
KLF10 hat dhnliche antiproliferative und apoptotische Wirkung wie TGF-1 und Lomberk et
al geht sogar davon aus, dass KLF10 die biologische Wirkung von TGF- 1 vermittelt (46).
Die Expression im MPS ist beispielhaft dafiir, wie man es fiir einen potenten Repressor
erwartet. Inaktive Monozyten exprimierten KLF10 bei fast allen Spendern iibereinstimmend
ca. 4 mal stérker als adhdrente Monozyten. In vivo werden die Monozyten durch Zytokine zur
Einwanderung ins Gewebe und nachfolgenden Ausreifung angeregt. Beriicksichtigt man die
Ergebnisse dieser Arbeit und die wichtige Rolle die TGF- B1 in anderen Arbeiten
zugeschrieben wird, so kann man annehmen, dass es durch die Zytokine zu einer
Runterregulation der KLF10 Expression kommt. Diese Runterregulation kdnnte
entscheidenden Einfluss darauf haben, dass die einwandernden Monozyten aktiviert werden.
Wie grof3 die Bedeutung dieses Transkriptionsfaktor fiir die Aktivierung von Zellen
letztendlich wirklich ist, miissen weitere Untersuchungen klaren. Die Ergebnisse dieser Arbeit

legen jedoch eine wichtige Rolle fiir KLF10 nahe.

KLF11/TIEG2 weist groBe strukturelle Ahnlichkeiten zu KLF10 auf. Die Sequenz der C-
terminalen DNA-Bindungsdomaine ist zu 90% identisch, der N-Terminus zu 44%.
Funktionell ist beiden Proteinen gemeinsam, dass ihre Expression durch TGF-3 induzierbar
ist und beide eine wichtige Rolle in der Wachstumsregulation einnehmen (46).

Auch in der Expression in den untersuchten mononukleéren Zellen sind sich KLF10 und
KLF11 sehr dhnlich. Die KLF11 Expression in Makrophagen entspricht etwa 20% der
Expression in frischen Monozyten. Schon adhirente Monozyten exprimieren KLF11 auf
diesem niedrigen Niveau. Die relativen Expressionslevel sind also nahezu identisch mit
KLF10, einzig in der Expression in DC bestehen Unterschiede. Zusammenfassend kann
postuliert werden, dass auch die Runterregulation des Repressors KLF11, genau wie es fiir

KLF10 zutrifft, eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Monozyten spielen konnte.

Die Entdeckung von KLF13 und KLF16 erweiterte die Gruppe von Transkriptionsfaktoren,
die die BTE Bindungsstelle erkennen. KLF13 aktiviert z.B. den Promotor von RANTES

(regulated upon activaton, normal T-cell expressed and secreted, ein chemotaxisches Zytokin)
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und den B-Globulin Promotor. Am CYP1A1 Promotor (mit einer typischen BTE
Bindungsstelle) wirkt KLLF13 aber als Repressor (46). KLF13 konkurriert auf der einen Seite
mit Spl um die DNA-Bindung, auf der anderen Seite rekrutiert KLF13, wie bereits fiir KLF9
beschrieben, den mSin3A-HDAC Corepressorkomplex. (52)

KLF13 gehort wie KLF 9, KLF10, KLF11 und KLF16 zur Gruppe der iiber HDACs
wirkenden Transkriptionsrepressoren. KLF13 bindet dafiir an eine typische BTE
Bindungsstelle an den CYP1A1 Promotor und konkurriert dort mit dem Aktivator SP1
(48,46). Wihrend der Aktivierung der MO geht die KLF13 Expression deutlich zuriick. Bei
der weiteren Differenzierung der MPS-Zellen ist kein klarer Trend zu erkennen. Wie fiir die
anderen KLF dieser Untergruppe auch, wiirde der Riickgang der Expression bei der
Aktivierung der Monozyten gut zur Funktion als Genrepressor passen, insgesamt ist die
Regulation deutlich geringer ausgeprégt als bei anderen KLF. Dies ldsst den Schluss zu, dass
die Rolle von KLF13 bei der Differenzierung von Monozyten auch eher zu vernachlissigen

1st.

Fiir KLF16 lag kein funktionierender Primer vor, auf den Transkriptionsfaktor wird deshalb

nicht eingegangen.

Die transkriptionelle Regulation eines Gens wird unter anderem iiber die Promotorstruktur
und die zur basalen Aktivierung nétigen Transkriptionsfaktoren bestimmt. Den
unterschiedlichen KLF werden hierbei die Funktion eines Transkriptionsaktivators oder
Transkriptionrepressors zugeschrieben, in vielen Féllen konnen KLF aber auch beides sein,
Aktivator und Repressor, je nach Promotor auf den sie wirken.Zum besseren Verstandnis der
transkriptionellen Regulation durch KLF wurde der Einfluss von KLF6 und KLF8 auf die
Expression von MADDAM (=Metalloprotease and Disintegrin dendritic antigen marker)
untersucht. In unserer Arbeitsgruppe wurde durch Ehrnsberger et al. (33) bereits die
Bedeutung von MADDAM bei der Differenzierung monunukledrer Zellen gezeigt. Der 150
bp umfassende proximale Promotor von MADDAM weist 4 GC-Boxen auf, das typische
Motiv fiir die Bindung von KLF-Transkriptionsfaktoren. Abb. 34 zeigt in der oberen Zeile die
Sequenz des menschlichen MADDAM Promotors, zum Vergleich zeigt die untere Zeile den

sehr dhnlichen murinen MADDAM Promotor.
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191 ....CGCGGTCTCCCTCACCTGAGCCAGCCCCGCTCCCCCGAGTCTCGCCA- hADAM19
....CTGGGTGTCCTTCACCTGAGTCAGCGATGCTCCCGGGGGGCTTCCCTC mADAM19

GChox " ___GChbox® -
-143 GCTCCTCCCCGGCCCCTCCCTCCAGC-———==———— CCCCTCCGG-GC-TGG hADAM19
GCTCCTCCCACTGCTGTCCCTCCAGCCACCACCAACCCCCTCCTCCGCGTGG mADAM19

NF-«B VDRE GC box
-103 AGCCTCCCCTCCTCC-ATCCCCTGGCGGAGGCCCGCGGGGCTGGAGGCGGAG hADAM19
CGCCTCCCCTCCTCCCATTCCAGGCAG-AGCCCTGAGGGGCTAGGGGCGGAG mADAM19

GC box ¥
52  CGTCTCGGCCGAGGGCTGGGAGCCGGGTGGGGAGGCGCGGGGCGAGCCGGGG  hADAM19
CGTCTGGGATGTGGGCTGGGTGGCTTTTA———————————=——~— GGCCGGC- mADAM19

Inr huwmaner Transkriptionsstart
-6 GGTTCdKGACGCGCCTCCACCGCCG———GGCAGTGGGCAGGT—ATGGCTGA hADAM19
GTTTGCTTGAAAACCTCCGCCGCCGCTAGqCCGGGGGCAGGCAATGGCAGG mADAM19
muriner Transkriptionsstar

Kozak
42 GGGCGTGTGAGCGCCGAGCGCTAAGGG-CCGCCGCCACCATGCCAGGG. . .. hADAM19
GGATGTGTGATTGCGGACAGTGAGAGGGCCGTTGCTATCATGCCCGGG. ...  mADAM19

Abb. 34) Sequenz des menschlichen MADDAM-Promotors (obere Zeile), zum Vergleich der sehr &hnliche
murine MADDAM-Promotor. Gekennzeichnet sind die GC-Boxen als typische Bindungsstellen der KLF. (aus
Referenz 33)

Als priméres Ziel galt es, die in der Literatur beschriebene Rolle von KLF6 als Aktivator der
Genexpression beispielhaft durch Messung der MADDAM-Promotoraktivitit zu sichern.
Dazu wurde der 150 bp umfassende proximale Promotor von MADDAM in ein Luciferase
Reporterplasmid kloniert. Nach einer Transfektion des Konstrukts in die
Kolonadenomzelllinie HT-29 wurde zusétzlich priparierte Plasmid-DNA von KLF6
kotransfiziert. Bei der Messung der Reporteraktivitdt zeigte sich im Vergleich zum
Ausgangswert nur eine Aktivitdtssteigerung um 20%. Die GC-Bindungsstellen, von denen
anzunehmen war, maf3geblich fiir die Wirkung der KLF zu sein, befinden sich alle innerhalb
der 150 bp Sequenz. Wiren alleine diese Bindungsstellen fiir die Wirkung des KLF6 auf die
Promotorenaktivitit verantwortlich, wiirde bei Verwendung des langeren 450 bp
umfassenden MADDAM-Promotorenfragments keine Aktivtétssteigerung zu erwarten sein.
Entgegen dieser Erwartung konnte KLF6 die Aktivitét des 450 bp MADDAM-Promotors
jedoch um 60% erhéhen. Folglich muss es ausserhalb des 150bp Fragments weitere
Bindungsstellen fiir KLF6 geben, oder aber die potentere Wirkung erkldrt sich iiber
Cofaktoren, die stromaufwirts der 150 bp binden. Die wahrscheinlichere Erkldrung wiren

bisher unbekannte Cofaktoren, da ihre wichtige Rolle bereits fiir viele andere KLF
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beschrieben worden ist. Ziel der weiteren Erforschung der Genregulation durch KLF wird es
sein, solche Cofaktoren zu identifzieren und weitere Erkentnisse liber das Zusammenspiel
einzelner Transkriptionsfaktoren zu gewinnen.

Der bei den Transkriptionsversuchen verwendete Promotor reguliert natiirlicherweise die
Expression des dazugehdrigen Gens MADDAM. MADDAM wird in Monozyten exprimiert
und wahrend der in vitro Differenzierung zu Makrophagen herunterreguliert. Dagegen wird
MADDAM im Verlauf der in vitro Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen
konstitutiv exprimiert und durch die terminale Differenzierung nochmals nach oben reguliert.
Vergleicht man die relativen m-RNA-Level in den untersuchten mononukleéren Zellen von
MADDAM mit denen von KLF6 (vgl. Abb.7b mit Abb.13), so zeigt sich eine erstaunlich
genaue Ubereinstimmung. adMO und MAK exprimieren weder KLF6 noch MADDAM,
wihrend ihre Genexpression in iDC iibereinstimmend leicht erhoht ist und am hochsten bei
mDC. Eine isolierte starke Expression in mDC weist ausser KLF6 kein anderer KLF auf. Das
MADDAM Gen wird noch selektiver, ausschlieBlich in DC exprimiert.

Da KLF6 den MADDAM Promotor aktivieren kann, und die Expressionslevel von KLF6 und
MADDAM sehr dhnlich sind, konnte der Schluss gezogen werden, dass KLF6 bedeutenden
Einfluss auf die Hochregulation der MADDAM-Expression besitzt. Wie wichtig die Rolle

letztendlich wirklich ist, miissen weitere Versuche klaren.

KLF8 gehort, wie KLF12, zur Unterfamilie der CtBP bindenden Repressoren. Die Expression
von KLF8 im MPS unterscheidet sich jedoch, wie bereits weiter oben dargestellt, deutlich von
anderen Repressoren. Die aktivierten Zellen des MPS, also MAK und DC weisen eine viel
hohere KLF8 Expression auf als inaktive MO. Alle anderen KLF-Repressoren zeigen
umgekehrt eine deutlich hohere Expression in inaktiven MO im Vergleich zu den aktivierten
Zellen. Das Expressionsmuster von KLF8 erscheint deshalb zunéchst unverstindlich.

Fiir andere Transkriptionsfaktoren konnte aber bereits gezeigt werden, dass sie je nach
zellularem Kontext und Zellart einmal als Aktivator, einmal als Repressor fungieren konnen.
Wenn KLFS8 also bei der Differenzierung der monunukleéren Zellen gar kein Repressor wire,
sondern ein Aktivator, wére eine einfache Erkldrung fiir die Expression von KLF8 in diesen
Zellen gefunden. Zunichst war von Interesse, wie sich eine Transfektion mit KLF8 auf die
MADDAM-Promotoraktivitit auswirken wiirde. In den Transfektionsversuchen wirkte KLF8
aber, libereinstimmend mit den meisten wissenschaftlichen Quellen, als sehr starker
Repressor. Bei der Verwendung des 150bp Promotors kam es zu einer Verringerung der

Reporteraktivitdt auf 20% des Ausgangswertes. Wurde KLF8 und der Aktivator KLF6
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transfiziert, zeigt der Luciferaseessay eine Aktivitdt von 30% des Ausgangswertes. Anders als
fiir KLF6 war die Wirkung bei Verwendung des lingeren 450 bp Promotors deutlich geringer,
mit ihm konnte eine Verringerung der Promotoraktivitit auf nur 40 % des Ausgangswertes
erreicht werden.

Dieser Versuch zeigte, dass KLF8 zumindest auf den verwendeten MADDAM-Promotoren
als starker Repressor wirkt, er zeigte aber auch, dass im Gegensatz zu KLF6 die
entscheidenden Bindungsstellen fiir KLF8 im 150bp Promotor liegen. Dort befinden sich die
4 GC-Boxen, die klassische Bindungsstelle fiir KLF-Faktoren. Eine Erkldrung fiir die starke
Expression in den aktivierten Zellen des MPS im Gegensatz zur deutlich niedrigeren in
Monozyten war mit dem Transfektionsversuch jedoch nicht gefunden.

Beim Vergleich des Expressionsprofils von KLF8 mit dem anderer KLF fiel eine weitere
Besonderheit von KLF8 auf. Zwischen MO und adMO veréndert sich die KLF8 Expression
nicht, erst in der spdten Entwicklung zum Makrophagen steigt sie um das flinfache an. Die
fehlende Regulation des Transkriptionsfaktors zwischen MO und adMO deuten darauf hin,
dass KLF8 bei der Aktivierung von MO keine Rolle spielt. KLF8 kdnnte jedoch als
moglicher Repressor der Makrophagenaktivierung wirken. Inwieweit es nach einer
Aktivierung von MAK durch Antigenstimmulierung zu einem Riickgang der KLF8

Expression kommt, miissen weitere Versuche klaren.
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurde die Expression der Kriippel-like Faktoren (KLF)
wihrend der Differenzierung mononukledrer Zellen untersucht. Durch RT-PCR wurden
Expressionsprofile der KLF 1,2,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 in Monozyten (MO), Makrophagen
(MAK), unstimulierten Dendritischen Zellen (DC) und stimulierten DC angefertigt. Eine
deutliche Regulation wihrend der Differenzierung konnte dabei fiir KLF2, KLF4, KLF5,
KLF6, KLF7, KLF8, KLF11 und KLF12 gezeigt werden.

KLF6, KLF8 und KLF12 wurden zusétzlich proteinchemisch mittels Gelelektrophorese und
Westernblot nachgewiesen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der RT-PCR konnte
folgendes gezeigt werden:

1. Der Zellzyklussupressor KLF6 wird in MO deutlich stirker exprimiert als in MAK.

2. KLF8 weist ein besonderes Expressionsmuster auf mit geringer Expression in MO
und deutlich stirker in MAK und DC. Alle anderen untersuchten KLF haben eine
deutlich hohere Expression in MO als in den ausdifferenzierten MAK und DC.

3. Die deutlichste Regulation wihrend der Differenzierung mononukleédrer Zellen weist
KLF12 auf. KLF12 wird in MAK nicht exprimiert, in MO hingegen stark, daneben
weisen jedoch auch lymphozytére Zellen eine deutliche KLF12 Expression auf.

Zum nidheren Verstdndnis der transkriptionellen Regulation wurde anschlieend der Einfluss
der KLF6 und KLF8 auf die Expression von MADDAM untersucht. Die starkste Regulation
in den Transfektionsversuchen war fiir KLF 8 durch Verwendung des 150 bp langen
proximalen Promotors zu erreichen. Bei KLF6 hingegen konnte mit einem 450 bp Fragment
eine weitere Aktivitdtssteigerung im Vergleich zum kiirzeren 150 bp Fragment beobachtet
werden. Es wurde bereits in anderen Arbeiten gezeigt, dass die typischen GC-Boxen, die als
Hauptbindungsstelle der KLF gelten, alle innerhalb des 150 bp Promotors liegen. Fiir den
Genrepressor KLF8 scheinen diese Bindungsstellen entscheidend zu sein. Fiir KLF6 miissen
hingegen weitere Bindungsstellen, au8erhalb der klassischen proximalen Promotorregion,
vorhanden sein.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Expression von MADDAM in
mononukledren Zellen der Expression von KLF6 tendenziell sehr &hnlich ist. Auerdem
wurde bewiesen, dass KLF6 den MADDAM Promotor aktivieren kann. Der
Transkriptionsfaktor KLF6 konnte deshalb eine wichtige Bedeutung fiir die Hochregulation
von MADDAM haben.
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Zusammengefasst zeigte die vorliegende Arbeit, dass eine deutliche Regulation der KLF
Transkriptionsfaktoren wéihrend der Differenzierung mononukleédrer Zellen stattfindet. Den
Stellenwert, den die verdnderte Expression der KLF-Transkriptionsfaktoren dabei fiir die
Differenzierung mononukleérer Zellen einnimmt, werden weitere Untersuchungen kldren

miissen.
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