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1. Einleitung

1.1 Der LIM-Homéodomane-Transkriptionsfaktor LMX1B

1.1.1 Struktur von LMX1B

Bei LMX1B handelt es sich um ein Mitglied der LIM-Hom&odomane-Transkriptionsfaktoren,
(LIM-HD-Transkriptionsfaktoren), welche die Expression von Genen regulieren, die
Kérperbauplan und Zelldifferenzierung wahrend der Entwicklung bestimmen [Curtis und
Heilig, 1998]. Dabei gehért LMX1B zur LMX-Gruppe, eine der sechs Subgruppen in die die
LIM-Hombéodoméane-Proteine unterteilt werden, zu der auch Lmx1 (Huhn), Lmx1.2
(Hamster), Lmx1b (Maus) und Lim6 (Caenorhabditis elegans) zu z&hlen sind [Horbert und
Westphal, 2000].

Das LMX1B-Gen besteht aus 8 Exonen, welche in ein ~7 kb groBes Transkript
umgeschrieben werden und fir ein 395 Aminosauren, bzw. durch alternatives Spleissen in
ein um 7 Aminosauren gréBeres Protein kodieren [Seri et al., 1999]. Dieses besitzt
aminoterminal zwei proteinbindende LIM Doméanen (LIM1 aus 51 Aminos&uren und LIM2 aus
54 Aminosauren), eine DNA-bindende Hom&éodoméne (63 Aminosauren) in der Mitte des
Proteins und eine am Karboxyterminus gelegene glutamin- und serinreiche postulierte
transkriptionelle Aktivatordoméane [Mclintosh et al., 2005] (s. Abb. 1).

156 106 115 168 219 278 282 395
N LIM1 LIM2 HD TAD C

Abb. 1: Schematische Struktur des LIM-Homéodoméne-Transkriptionsfaktors LMX1B. LMX1B
enthalt zwei N-terminale LIM Doménen (LIM1 und LIM2), die mit transkriptionellen Koaktivatoren oder
Korepressoren wechselwirken kdnnen, eine darauf folgende DNA-bindende Hom&odoméne (HD) und eine
C-terminale glutamin- und serinreiche mutmaBliche Transaktivierungsdomane (TAD). Die Aminoséaure-

Positionen sind in Zahlen angegeben.

Die Abklrzung LIM leitet sich hierbei von den ersten Buchstaben der Proteine Lin-11
(C.elegans), Isl-1 (Ratte) und Mec-3 (C.elegans), in denen die LIM Doménen zuerst
identifiziert wurden, ab. Neben diesen drei Transkriptionsfaktoren, die wichtig fir die
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Ontogenese sind [Freyd et al.,1990; Karlsson et al., 1990; Way und Chalfie, 1988], gehéren
mittlerweile auch zahlreiche andere Proteine zu der Familie der LIM-Proteine, wie zum
Beispiel Protoonkogen-Produkte oder Zytoskelett-Proteine. All diesen Proteinen ist die
cysteinreiche Konsensussequenz Cys-X,-Cys-Xig.03-His-X5-Cys-X,-Cys-Xo-Cys-Xi6.21-Cys-
Xo-Cys/His/Asp gemein [Freyd et al., 1990]. Hierbei handelt es sich um eine Zink-bindende
Struktur, die zwei Zinkfinger-ahnliche Module ausbildet [Michelsen et al., 1992] und essentiell
fur die Stabilisierung der Sekundéar- und Tertidrstruktur der LIM Doméne ist. Im Gegensatz
zu klassischen Zinkfingern kénnen LIM Domanen nicht an DNA binden, sondern vermitteln
Protein-Protein Interaktionen [Dawid et al., 1995]. An die LIM Domanen kdnnen folglich
transkriptionelle Aktivatoren als auch Repressoren binden, wodurch sowohl die Aktivitat des
LIM-Homéodoménen Transkriptionsfaktors LMX1B reguliert werden kann [Rétaux und
Bachy, 2002].

Bei der Homéodoméane handelt es sich um ein hochkonserviertes, etwa 63 Aminosauren
langes Strukturmotiv, welches die Bindung an spezifische DNA-Sequenzen innerhalb von
Zielgenen vermittelt. Der Name stammt von den homdotischen Genen des Hox-Clusters von
Drosophila melanogaster, bei denen diese Doméne zum ersten Mal entdeckt wurde, wobei
diese Gene fir die Identitat von Koérperstrukturen und fir die Kontrolle des Grundbauplans
des Embryos verantwortlich sind [McGinnis et al., 1984]. Die Homéodoméane besteht aus drei
o-Helices und einem verlangerten aminoterminalen Arm, wobei der C-terminale Teil der
Domane mit der zweiten und dritten Helix ein Helix-turn-helix-Motiv ausbildet. Folglich lagert
sich die dritte, C-terminale, Helix an die groBe DNA-Furche an und ist zum gréBten Teil an
den Protein-DNA-Kontakten beteiligt. In die kleine Furche tritt der N-terminale Abschnitt der
Homdéodomane in Kontakt zur DNA [Gehring et al., 1994]. Bei der Erkennungssequenz der
Mehrheit der identifizierten Homéodoméanen handelt es sich um adenin- und thyminreiche
Motive [Gehring et al,. 1994], wobei fir LMX1B mit Hilfe von EMSAs (,electrophoretic
mobility shift assays®) auch eine Bindung an diese sogenannten FLAT-Elemente (FLAT-E:
TAATTA; FLAT-F: TTAATA) festgestellt werden konnte [German et al., 1992; Dreyer et al.,
1998].

Die Transaktivierungsdomane von Transkriptionsfaktoren tritt in Wechselwirkung mit der
basalen Transkriptionsmaschinerie, wodurch die Transkription stimuliert wird. Entweder
geschieht dies Uber die direkte Bindung an den Prainitiationskomplex oder indirekt mit Hilfe
zwischengeschalteter Koaktivatoren. Transaktivierungsdomanen sind haufig durch einen
erhdhten Anteil repetitiver Aminosduresequenzen charakterisiert. Anhand dieser werden sie
in glutamin-, serin/threonin- bzw. prolinreiche sowie saure Transaktivierungsdoméanen

untergliedert [Seipert et., 1992].
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1.1.2 Funktion von LMX1B

A Funktion von LMX1B im Menschen: Nagel-Patella Syndrom (NPS)

Beim  Nagel-Patella-Syndrom  (MIM#161200), auch  bekannt als hereditédre
Onychoosteodysplasie (HOOD), Fong-Syndrom, Arthroonychodysplasie oder Turner-Kieser-
Syndrom, handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung mit hoher
Penetranz und variabler Expressivitat. 1997 wurde der Lokus fur das mutierte Gen auf einen
1-2 cM langen Bereich auf dem Chromosom 9q34 eingegrenzt, welcher gekoppelt mit dem
ABO-Lokus vererbt wird [Mcintosh et al., 1997]. Die Identifizierung des LMX1B-Gens auf
Chromosom 9q34 fluhrte dazu, dass Mutationen im LMX1B-Gen erstmals fir das Nagel-
Patella-Syndrom verantwortlich gemacht werden konnten [Chen et al., 1998; Dreyer et al.,
1998; lannotti et al., 1997]. Aufgrund dessen wurde die Funktion von LMX1B erstmals néher
analysiert. Bis heute wurden mehr als 137 Mutationen im LMX71B-Gen bei NPS-Patienten
beschrieben [Lin et al., 2008], wobei flir den pathogenetischen Wirkmechanismus der
Mutationen Haploinsuffizienz vermutet wird [Dreyer et al., 2000]. Es kommen sowohl
Basenaustausche (Missense- und Nonsense-Mutationen) als auch Deletionen, Insertionen,
Translokationen und verschiedene SpleiBvarianten vor [Dunston et al., 2004; Hamlington et
al., 2000; Clough et al., 1999; Seri et al., 1999]. Die identifizierten Mutationen treten
hauptsachlich in den LIM Doméanen (zu 44% in LIM1 und 38% in LIM2) sowie mit geringerer
Haufigkeit in der Homéodomane (18%) von LMX1B auf [Sato et al., 2005]. Hierbei handelt es
sich Uberwiegend um Missense-Mutationen, die in der Homéodoméane dazu fihren, dass
LMX1B nicht mehr an die DNA von Zielgenen binden kann [Mcintosh et al., 1998]. In den
LIM Doméanen bewirken die Mutationen die Zerstérung der Zinkfinger-Struktur, welche fir die
Bindung anderer Interaktionspartner bendtigt wird [Bongers et al., 2002]. Dies unterstreicht
sowohl die Rolle von LMX1B als Transkriptionsfaktor als auch die Bedeutung von mit den
LIM Doménen interagierenden Kofaktoren fir dessen Funktionalitat.

Das Nagel-Patella-Syndrom tritt mit einer Prévalenz von ungefédhr 1 pro 50.000
Lebendgeburten weltweit auf und wird Ublicherweise im Kindesalter diagnostiziert [Bongers
et al., 2002; Sweeney et al., 2003]. Die klinischen Symptome von NPS sind &uBerst variabel
in Haufigkeit und Schweregrad, dabei treten auch starke Schwankungen der
Krankheitsauspragung innerhalb einzelner Familien auf [McIntosh et al., 2005]. Zu den
typischen Charakteristika zéhlen dysplastische oder hypoplastische Fingernagel (90-98%),
seltener auch FuBnégel, sowie Aplasien und Hypoplasien der Patellen (74-92%). AuBerdem
treten Skelettanomalien auf, wie z.B. Exostosen im Bereich der Darmbeinschaufeln, die als
Beckenhdrner bezeichnet werden (70-80%), oder Fehlbildungen im Bereich des Ellenbogens
durch Radiuskdpfchenluxation (70-90%), oder Hand- und FuBdeformationen. Neben diesen
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Anomalien des Skelettsystems, bei denen Knochen, Sehnen, Bander und Muskeln
gleichermaBen betroffen sein kdnnen, werden auch gastrointestinale, neurologische,
vasomotrische und okulare Symptome, wie z.B. in Form eines priméren
Offenwinkelglaukoms (50%), beschrieben. Die schwerwiegendste Auspragung der Krankheit
betrifft jedoch die Nieren, wie sie bei etwa 40% der Patienten auftritt. Erste Anzeichen einer
solchen renalen Beteiligung sind Proteinurie mit oder ohne Hamaturie. Bei etwa 10% der
Patienten kann sich die Nierensymptomatik bis zum chronischen Nierenversagen entwickeln
[Granata et al., 2008]. Daflr sind vor allem Defekte der GBM als eine der Hauptursachen
anzusehen [Sweeney et al., 2003]. So zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen eine
unnatdrlich verdickte glomeruldre Basalmembran, die sowohl mit irregularen Ablagerungen
von Kollagenfibrillen-ahnlichem Material als auch mit an MottenfraB erinnernden
Aufhellungen einhergeht. Lichtmikroskopische Befunde wie eine Glomerulosklerose und
Proteinzylinder in den Tubuli sind eher unspezifischer Natur [del Pozo und Lapp, 1970; Ben-
Bassat et al., 1971]. Des Weiteren kdnnen Verluste der podozytaren FuBfortsatze und der
Schlitzmembran beobachtet werden [Granata et al., 2008]. All diese strukturellen
Veranderungen sind es, die zur Erscheinung von Protein- und Hamaturie flhren, da sie eine
héheren Durchlassigkeit des glomerularen Filters in der Niere fur Proteine und korpuskulére
Blutbestandteile nach sich ziehen.

B Funktion von LMX1B in der Maus: Lmx1b-Knockout Modelle

Da der Phénotyp von Patienten mit Nagel-Patella-Syndrom dem der Lmx1b-Knockout-Maus
ahnelt, war mit der Generierung einer Lmx1b-Knockout-Maus die Mdglichkeit gegeben, die
Funktion von LMX1B und seiner Rolle wahrend der Ontogenese naher charakterisieren zu
kénnen. Beim Menschen fihrt ein heterozygoter Genotyp beziglich LMX71B zu den
Krankheitssymptomen des Nagel-Patella-Syndroms, heterozygote Mause hingegen
entwickeln keinen Phanotyp, was im Gegensatz zur dominanten Vererbung des Menschen
stent [Rohr et al., 2002]. Es konnte gezeigt werden, dass LMX1B an vielen
entwicklungsspezifischen Vorgangen beteiligt ist und in einer Vielzahl von Geweben,
darunter GliedmaBen, Niere, Auge und zentralem Nervensystem produziert wird [Hunter und
Rhodes, 2005; MclIntosh et al., 2005]. Am Lehrstuhl von Prof. Dr. Ralph Witzgall liegt speziell
die Funktion von LMX1B in der Niere im Fokus des Interesses, weshalb im Folgenden
detaillierter darauf eingegangen wird.

Die Niere ist in funktionelle Untereinheiten, die sogenannten Nephrone unterteilt, in denen
der Harn gebildet wird. Ein Nephron selbst besteht aus einem Nierenkdrperchen und einem
daran angeschlossenen, unverzweigten Nierentubulus. Dieser Tubulusapparat mindet in ein

Sammelrohr, das den gebildeten Harn in das Nierenbecken leitet. Ein Nierenkérperchen,
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auch Malpighi-Kérperchen genannt, setzt sich aus Bowman-Kapsel mit innerem und
auBerem Blatt, Glomerulus (Kapillarknduel) und Mesangium zusammen. Das innere Blatt
besteht aus den sog. Podozyten und liegt dem Glomerulus, welches das zu filtrierende Blut
fihrt und sich in die Bowman-Kapsel einstiilpt, auf [Ubersicht der Nierenstruktur in Sobotta
und Welsch, 2003]. Der glomerulare Filter, den das Ultrafiltrat passiert, besteht aus den drei
folgenden Komponenten: dem fenestrierten Endothel der Glomeruluskapillaren, einer
glomerularen Basalmembran (GBM) und den Podozyten.

Die Endothelporen der Glomeruluskapillaren besitzen einen Durchmesser von 70-100 nm,
wobei unklar ist, ob die Poren von einem Diaphragma ausgekleidet werden [Rostgaard und
Quvortrup, 2002]. Auf der Oberflache der Endothelzellen befindet sich eine negativ geladene
Glykokalix, fir die eine Rolle fiir die Ladungsselektivitat diskutiert wird [Jeansson und
Haraldsson, 2005].

Die glomerulare Basalmembran, bestehend aus einem 300-500 nm dichten Kollagen- und
Laminin-Maschenwerk, bildet einen gréBenselektiven Filter flr die meisten Serumproteine
[Huber, 2008]. Die Hauptbestandteile dieser extrazellularen Matrix sind Kollagen vom Typ IV
[Desjardins und Bendayan, 1991], Proteoglykane [Groffen et al., 1997], Laminin [Hansen und
Abrass, 1999] und Nidogen/Entactin [Katz et al., 1991]. Dabei wirken die negativ geladenen
Proteoglykane in der GBM zusatzlich als Barriere fur anionische Proteine [Huber, 2008].

Die Podozyten, auch als glomerulare viszerale Epithelzellen bezeichnet, besitzen einen
volumindsen Zellkdrper, der in den Kapselraum hineinragt und von dem mehrere kraftige
Primérfortsatze abzweigen. Diese teilen sich wiederum in zahlreiche Sekundarfortsatze, die
sog. FuBfortsatze, auf. Wahrend der Zellkdrper und die Primarfortsdtze nicht mit der GBM in
Kontakt treten, sind die FuBfortsatze direkt auf der GBM verankert und interdigitieren mit den
FuBfortsatzen anderer Podozyten. Auf diese Weise bilden die FuBfortsatze der Podozyten
ein dichtes Netzwerk um die Kapillarschlingen des Glomerulus [Pavenstadt et al., 2003]. Die
30-40 nm breiten Spalten zwischen den FuBfortsdtzen nennt man Filtrationsschlitze, welche
basal von einer diinnen extrazelluldren Proteinschicht, der sog. Schlitzmembran, Gberspannt
werden. Die luminale Seite der Membran ist von einer stark negativ geladenen Glykokalix
Uberzogen, die in hoher Konzentration das Sialoglykoprotein Podocalyxin enthalt [Kerjaschki
et al., 1984]. Podozyten sind fur die Aufrechterhaltung der glomeruléaren Filtrationsbarriere
und die Entstehung von Nierenerkrankungen von entscheidender Bedeutung [Huber und
Benzing, 2005].

Die Schlitzmembran ist ein spezialisierter Zell-Zell-Kontakt und besitzt strukturelle
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Homologien zu epithelialen Zellverbindungen [Kurihara et al., 1992; Schnabel et al., 1990].
Mittlerweile konnten einige Proteine identifiziert werden, die essentiell fir die Funktion und
die molekulare Struktur der Membran sind. Das erste Protein, dessen Lokalisation an der
Schlitzmembran gezeigt wurde, war ZO-1 [Schnabel et al., 1990]. Spéter folgten weitere
Proteine: P-Cadherin, FAT, Nephrin, CD2AP, Podocin und Neph1-3 [Donoviel et al., 2003;
Inoue et al., 2001; Reiser et al., 2000; Roselli et al., 2002; Sellin et al., 2003; Shih et al.,
1999].

In der Niere wird Lmx1b ab dem embryonalen Tag 13,5 in den S-férmigen Kérpern
exprimiert, aus welchen der spatere Glomerulus entsteht. Im Gegensatz zu einer
vortbergehenden Expression bei der GliedmaBenentwicklung bleibt die LMX1B-Synthese in
der Niere auch postnatal bestehen und scheint auf die Podozyten beschrankt zu sein. Ein
Ausschalten der Expression in Lmx1b "-Mausen filhrt zu einer starken Verénderung der
Ultrastruktur der glomeruldren Basalmembran sowie der Podozyten und gleichen somit den
ultrastrukturellen Anomalien, wie sie fir Patienten mit Nagel-Patella-Syndrom beschrieben
wurden [Chen et al., 1998]. Als mutmaBliche Zielgene von Lmx1b wurden mit Hilfe der
Lmx1b-Knockout-Mause die Gene fir Kollagen IV a3 und Kollagen IV o4, Podocin und
CD2AP [Morello et al., 2001; Miner et al., 2002; Rohr et al., 2002] identifiziert, bei denen es
sich wie bereits erwdhnt um Proteine handelt, die an der Formation der Filtrationsbarierre der
Niere beteiligt sind. Es wurde vermutet, dass deren Expression durch Bindung von LMX1B
an FLAT-Elemente im Promotor oder Enhancer dieser Gene kontrolliert wird [Morello et al.,
2001; Miner et al., 2002]. Da hingegen in Nierenbiopsien von Patienten mit Nagel-Patella-
Syndrom keine Beeintrachtigung der Synthese von Podocin, Kollagen 1V o3 und IV o4 oder
CD2AP festgestellt werden konnte [Heidet et al., 2003], liegt hier eine wesentliche
Diskrepanz zwischen den Befunden bei Mensch und Maus vor.

Neben dieser maBgeblichen Funktion von LMX1B in den Podozyten konnte gezeigt werden,
dass Lmx1b in den GliedmaBenanlagen ab dem embryonalen Tag 8,5 exprimiert [Cygan et
al., 1997] und fur die Spezifikation dorsaler Strukturen wie Nagel und Patellen benétigt wird
[Chen et al., 1998]. Die Beteiligung von LMX1B an der dorsoventralen Musterbildung und
Entwicklung von GliedmaBen wird ebenfalls durch den Phanotyp der Knockout-Maus
unterstrichen. So  zeigen Lmx71b"-Mause eine Abwesenheit von dorsalen
GliedmaBenstrukturen und eine Verdopplung von ventralen Strukturen [Chen et al., 1998].
Ein Verlust des LMX1B-Gradienten entlang der dorsoventralen Achse wahrend der
Extremitatenausbildung erklart in diesem Zusammenhang auch die skelettalen Symptome
bei NPS-Patienten [Dreyer et al., 2000].
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Lmx1b wird auch im sich entwickelnden Auge exprimiert und erklart somit ein weiteres
Symptom der Knockout-Maus [Pressmann et al., 2000]. Wahrend der Entwicklung des
Auges wird Lmx1b im periokularen Mesenchym synthetisiert, woraus die spatere Sklera und
Hornhaut entstehen. Fir die Sklera sind in der Knockout-Maus zwar keine phanotypischen
Veranderungen festzustellen, in der Hornhaut hingegen ist eine abnorme Ausbildung der
Kollagenfibrilen sowie das Fehlen des Keratinsulfat-Proteoglykans Keratocan zu
beobachten. Im Trabekelwerk des Auges wird Lmx1b ebenfalls exprimiert, jedoch konnten
daraus mdgliche resultierende Anomalien in diesem Gewebe aufgrund der Kkurzen
Lebensspanne der Knockout-Maus nicht untersucht werden. Die Beobachtungen bei der
Knockout-Maus lassen darauf schlieBen, dass Lmx1b ein essentieller Regulator der
Morphogenese der vorderen Augenabschnitte ist. Zusatzlich sprechen diese Befunde fir
eine direkte Beteiligung von LMX1B an der Entstehung von Glaukomen bei Patienten mit
Nagel-Patella-Syndrom [Pressmann et al., 2000].

Des Weiteren wird bei der Maus Lmx1b in der Hirnanlage sowie im dorsalen Rickenmark
am embryonalen Tag 11,5 exprimiert [Chen et al., 1998]. Mit Hilfe dieser Daten konnte
Lmx1b eine Beteiligung an der Entwicklung des mesenzephalen dopaminergen Systems
[Smidt et al., 2000; Asbreuk et al., 2002] sowie eine Beteiligung an der Entwicklung
serotonerger Neuronen des Kleinhirns [Cheng et al., 2003; Ding et al., 2003] zugewiesen
werden. Durch diese und weitere Erkenntnisse Uber Lmx1b kdnnen sich verschiedene
neuronale Symptome wie vermindertes Schmerzempfinden der Patienten mit Nagel-Patella-
Syndrom erklaren lassen [Dunston et al., 2005].

1.1.3 Transkriptionsregulation durch LMX1B

Uber die molekulare Funktionsweise von LMX1B ist bisher noch wenig bekannt. LIM-
Homdodomane-Transkriptionsfaktoren kénnen, wie bereits erwahnt, tber ihre LIM Domanen
mit anderen Proteinen, sogenannten Kofaktoren, oder auch mit anderen
Transkriptionsfaktoren in Wechselwirkung treten. Wird die Aktivierung der Gene durch die
Transkriptionsfaktoren dadurch gesteigert, spricht man von Koaktivatoren, wird sie inhibiert,
von Korepressoren. Hierbei unterscheidet man zwischen direkter Interaktion zweier
Transkriptionsfaktoren und indirekter Interaktion durch ein vermittelndes Protein. Durch
Kofaktoren koénnen LIM-Hom&odoméane-Proteine zu homomeren oder heteromeren
Aktivierungskomplexen hdherer Ordnung assoziieren. Bereits bekannte Interaktionspartner
von LMX1B sind LDB1 (,LIM-domain-binding protein 1“) [Agulnick et al., 1996], welches auch
als CLIM2 (,cofaktor of LIM 2“) [Bach et al., 1997] oder NLI (,nuclear LIM interactor”) [Jurata
et al., 1996] bekannt ist, sowie E47/Pan1 [Dreyer et al., 2000]. Eine Interaktion mit RLIM
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(»RING finger LIM-domain binding protein®) wird vermutet [Mclntosh et al., 2005].

Bei dem Protein LDB1 handelt es sich um ein Adaptorprotein, das sowohl im sich
entwickelnden als auch im adulten Organismus an vielen Stellen synthetisiert wird.
Urspringlich wurde LDB1 als ein transkriptioneller Aktivator beschrieben [Bach et al., 1997].
LDB1 bindet als Homodimer an LIM Doménen von LIM-Hombéodoméane-Proteinen [Agulnick
et al., 1996; Matthews und Visvader, 2003; Suleiman et al., 2006], wodurch diese mit
anderen Transkriptionsfaktoren in Verbindung treten kénnen. So konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass bei Mausen durch die Bindung des Proteins Otx an Lmx1b Uber ein Ldb1-
Homodimer es zu einer Aktivierung von Genen, die wahrend der Embryogenese von
Bedeutung sind, kommt [Bach et al., 1997]. Dreyer et al (2000) zeigten allerdings, dass
LDB1 die Fahigkeit von LMX1B, ein Insulinpromotorkonstrukt der Ratte zu aktivieren,
hemmen kann. Die Tatsache, dass jedoch zuvor Jurata und Gill (1997) diesen inhibierenden
Einfluss von LDB1 auf LMX1B bei einem vergleichbaren Ansatz nicht feststellen konnten,
lassen eine endglltige Schlussfolgerung noch nicht zu. Als Kofaktor von LMX1B ist LDB1
sehr gut vorstellbar, nachdem gezeigt werden konnte, dass in vivo LDB1 fir die Funktion von
Podozyten essentiell ist [Suleiman et al., 20086].

Eine Interaktion des Helix-Loop-Helix-Proteins E47/Pan1 mit der LIM2-Domé&ne von LMX1B
fihrt zur Bildung eines Minienhancerkomplexes, der den Ratten-Insulinpromotor aktiviert
[Mcintosh et al., 1998; Johnson et al., 1997; German et al., 1992]. Die Bindung von LMX1B
erfolgt hierbei an FLAT-Sequenzen des Insulinpromotors, gleichzeitig bindet E47/Pan1 an
benachbarte FAR-Sequenzen des Promotors. LDB1-Komplexe kénnen wiederum an LMX1B
binden, wodurch die synergistische Aktivierung des Promotors durch LMX1B und E47/Pan1
inhibiert wird [Jurata und Gill, 1997; Dreyer et al., 2000]. Im Gegensatz zu LDB1 hat E47
keine entscheidende Funktion in Podozyten, wodurch E47 als potentieller Kofaktor von
LMX1B in der Niere eher auszuschlieBen ist [Suleiman et al., 2006].

Ebenfalls konnte eine Bindung des Proteins RLIM an LIM Domé&nen von LIM-
Homobodomane-Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden, wobei es sich hierbei um
einen negativ regulierenden Kofaktor von LIM-Hom&odoméne-Transkriptionsfaktoren
handelt. Dies resultiert aus der Rekrutierung des Sin3/Histondeacetylase (HDAC)-
Korepressor-Komplexes durch RLIM, was zur Senkung der Transkriptionsrate fuhrt [Bach et
al., 1999]. Ldb1-Komplexe kénnen auch hier zur Inhibierung beitragen. Ein anderer
Mechanismus, durch den RLIM als Korepressor fungiert, ist die Ubiquitinylierung von LDB1
und anderen Kofaktoren von LIM-Homdodoméne-Transkriptionsfaktoren durch dessen
Ubiquitinligase-Aktivitat und der sich daraus ergebenden Degradierung dieser Proteine tber
den 26S-Proteasom-Weg [Ostendorff et al., 2002]. Die Kompetition von Kofaktoren um
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Bindungsstellen an Transkriptionsfaktoren durch den beschriebenen kontrollierten Abbau
von Kofaktoren kébnnte  einen  wichtigen generellen Mechanismus  der
Transkriptionsregulation darstellen.

Des Weiteren konnte das Protein RAIl (RelA-assoziierter Inhibitor) in einem Hefe-Zwei-
Hybrid-System als potentieller Interaktionspartner von LMX1B identifiziert werden [Rohr,
Dissertation in Vorbereitung]. RAI ist eine verkiirzte Form des iASPP Proteins (IASPP/RAI),
welches zur ASPP (Apoptose-stimulierende Proteine von p53)-Familie gehdrt [Liu et al,
2005] und hauptsachlich im Kern lokalisiert ist. RAl inhibiert die NF-kB-Aktivitat, indem es mit
der Bindung der p65-Untereinheit von NF-xB an die DNA durch direkte Protein-Protein-
Interaktion interferiert [Yang et al., 1999; Trigiante und Lu, 2006]. Welche Rolle RAl
maoglicherweise bei der Regulierung der LMX1B Aktivitat spielt, ist jedoch noch ungeklart.

1.2 Der Transkriptionsfaktor NF-xB

Dieser Arbeit vorangegangene Experimente zeigten, dass Zielgene von NF-xB in LMX1B-
exprimierenden HelLa-Zellen hochreguliert werden, wodurch eine mdgliche Verbindung von
LMX1B mit dem NF-kB-Signalweg identifiziert wurde [Neumann, 2009; Rascle et al., 2009a].

1.2.1 Struktur und Funktion von NF-xB

Der Transkriptionsfaktor NF-xB wird ubiquitér produziert und reguliert die Expression einer
groBen Anzahl von Genen, die zum Beispiel an Immunreaktionen, Zelladh&sion,
Zellproliferation und Apoptose beteiligt sind [Pahl, 1999]. Anhand von verschiedenen
Nephritis-Modellen konnte gezeigt werden, dass NF-xB auch bei einer Reihe von
Nierenkrankheiten eine Rolle spielt [Guijarro und Egido, 2001].

Die NF-kB-Familie besteht in Sdugern aus finf Mitgliedern: NF-xB1 (p105/p50), NF-xB2
(p100/p52), RelA (p65), RelB and c-Rel. p105 und p100 werden als hdhermolekulare
Vorlaufer synthetisiert, die posttranslational zu p50 bzw. p52 prozessiert werden. Allen
Proteinen gemeinsam ist eine konservierte Rel-Homologie-Doméane (RHD), RelA, RelB und
c-Rel besitzen eine zusétzliche Transkriptionsaktivierungs-Doméne. Die RHD enthélt ein
nukledres Lokalisations-Signal (NLS) und ist sowohl an der Dimerisierung als auch an der
DNA-Bindung beteiligt. NF-xB liegt immer als Homo- oder Heterodimer aus diesen
Untereinheiten vor. Zum Beispiel wirken p50 und p52 Homodimere als Repressoren,
wéahrend Dimere aus den Untereinheiten p65 oder c-Rel transkriptionelle Aktivatoren sind.
RelB kann sowohl als Aktivator und als Repressor agieren [Bonizzi und Karin, 2004]. Das in
den meisten Zelltypen am h&ufigsten vorkommende Dimer ist das Heterodimer aus p50 und
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RelA (p65), welches seine Zielgene Uber den klassischen NF-xB-Signalweg aktiviert
[Hoffmann et al., 2006]. Zu diesen gehoéren z.B. die Gene fir IFNp [Hiscott et al., 1989],
diverse Interleukine wie IL-6 [Libermann und Baltimore, 1990; Shimizu et al., 1990], IL-8
[Kunsch und Rosen, 1993] oder IL-1B [Hiscott et al., 1993], Chemokine, andere
Transkriptionsfaktoren, Immunrezeptoren, Enzyme und viele andere [Pahl, 1999]. Die
Induktion der Aktivitat von NF-xB p50/p65 erfolgt ebenso durch eine groBe Anzahl von
verschiedenen Stimuli. Darunter befinden sich Bakterien und Viren, Wachstumsfaktoren und
Hormone, Mitogene und Chemikalien [Pahl, 1999].

In den meisten Zelltypen liegen die NF-xB-Dimere inaktiv im Zytoplasma an eines der
Mitglieder der I1xB- (,inhibitor of kB“) Familie gebunden vor. Zu diesen Inhibitoren gehéren
IxBa, kBB, IxBy, IxBe und BCL3 [Chen und Greene, 2004], die an die RHD von NF-kB
binden und somit das nukleére Lokalisations-Signal verdecken. Beim klassischen p50/p65-
abhangigen NF-xB-Signalweg (Abbildung 2a) wird durch den entsprechenden Stimulus, wie
z.B. durch den Tumornekrose Faktor o (TNF-a), der an seinen Rezeptor TNFR bindet, IxB
durch den IkB-Kinase (IKK)-Komplex aus IKKa, IKKB und IKKy phosphoryliert. Dadurch wird
IxB von der Ubiquitin-Ligase-Maschinerie erkannt, polyubiquitiniert und schlieBlich vom 26S-
Proteasom abgebaut. Das ungebundene NF-kB-Dimer kann nun Uber das nicht mehr
verdeckte nukledre Lokalisations-Signal in den Zellkern wandern und dort mit spezifischen
DNA-Sequenzen im Promotor oder Enhancer seiner Zielgene interagieren [Bonizzi und
Karin, 2004].
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Abb. 2: Klassischer und alternativer NF-xB-Signalweg. (a) Klassischer Signalweg: Durch eine grofB3e
Anzahl an Signalen von auBerhalb der Zelle wird der Signalweg aktiviert, wodurch IkB-Kinasen (IKKs)
aktiviert werden, die IkBa phosphorylieren. Dieses wird nach Ubiquitinylierung im Proteasom abgebaut,
das ungebundene NF-kB p50/p65-Dimer wandert in den Kern und aktiviert spezifische Zielgene. (b)
Alternativer Signalweg: Signale von auBerhalb der Zelle stimulieren spezifisch die 1kB-Kinase o, wodurch
das NF-xB p52/RelB-Dimer freigesetzt wird und in den Kern wandern kann, um spezifische Gene zu
aktivieren. Abklrzungen: BAFF = B-Zellen aktivierender Faktor aus der TNF-Familie, BLC = B-
lymphocytechemoattractant, CC = Chemokin, CD40L = CD40 Ligand, COX-2 = Cyclooxygenase-2, ELC =
Epstein-Barr-Virus induziertes Molekil, GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender
Faktor, ICAM-1 = interzelluldres Adhasionsmolekil-1, IKK = IkB-Kinase, IL-18 = Interleukin-1B, iINOS =
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, LT = Lymphotoxin, MCP-1 = Monozyten-chemotaktisches
Protein 1, MIP-1a = Makrophagen inflammatorisches Protein 1o, NIK = NF-xB-induzierte Kinase, PLA2 =
Phospholipase A2, TLR = Toll-dhnliche Rezeptoren, SDF-1 = Stromazellen abgeleiteter Faktor 1, SLC =
sekundares Lymphgewebe Chemokin, TNF-oo = Tumornekrose Faktor o, VCAM = vaskulares

Zelladhasionsmolekdl 1 [Bonizzi und Karin, 2004].

Neben dem klassischen NF-xB-Signalweg existiert ein alternativer Signalweg (Abbildung
2b), der ebenfalls die Translokation von NF-xB-Dimeren in den Zellkern bewirkt und
wahrscheinlich in sekundaren lymphatischen Organen eine Rolle spielt. Der alternative
Signalweg ist strikt abhangig von IKKa Homodimeren [Senftleben et al., 2001] und wird
aktiviert durch Lymphotoxine, wie z.B. Lymphotoxin o/ (LT o/f). Dadurch wird NFkB2/p100
durch den IKKa-Komplex phosphoryliert, was entscheidend fir die Prozessierung des p100-
Vorlaufers zu p52 ist. Nachdem die inhibitorische C-terminale Halfte von p100 abgebaut
wird, kann das NF-kB-Dimer, welches beim alternativen Signalweg sich meist aus p52 und
RelB zusammensetzt, in den Kern wandern und seine Zielgene aktivieren oder reprimieren
[Bonizzi und Karin, 2004].

1.2.2 Transkriptionsregulation durch NF-xB

Die groBe Anzahl der Gene, die durch NF-xB reguliert werden, lasst sich durch die Bildung
unterschiedlicher Homo- und Heterodimerkombinationen der NF-kB-Untereinheiten, welche
wiederum unterschiedliche Bindeaffinitaten an verschiedenen Promoterbereichen aufweisen,
begriinden [Hoffmann et al., 2006]. Die Konsensus DNA-Sequenzen, an die sie binden,
setzen sich aus der Sequenz GGGRNWYYCC (R: Purin; N: irgendein Nukleotid; W: Adenin
oder Thymin; Y: Pyrimidin) zusammen [Hoffmann et al., 2006]. Rdntgenstrukturanalysen
konnten zeigen, dass die NF-kB-Dimere die DNA in einer schmetterlingsahnlichen Struktur
umschlieBen, wobei eine flexible Linker-Region die DNA-bindende und die
Dimerisierungsdoméane verbindet [Huxford et el., 1998]. Aus diesen Befunden ergab sich
interessanterweise, dass der Austausch einzelner Nukleotide innerhalb der NF-xB-

Erkennungssequenz durch konformationelle Umlagerung eine Rekrutierung
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unterschiedlicher Kofaktoren erlaubt [Saccani et al., 2001; Leung et al., 2004] und somit eine
Art von allosterischer Modifikation der Transkriptionsfaktor-Spezifitat bedingt.

Die Transkription der NF-xB-Zielgene wird neben der Dimer/DNA-Wechselwirkung
ausschlaggebend durch die Interaktion von NF-xB mit Kofaktoren oder durch
posttranslationale Modifikationen von NF-«B reguliert [Chen und Greene, 2003]. So agieren
IxB-Proteine zum Beispiel nicht nur als Inhibitoren von NF-xB, sondern fungieren selektiv
zugleich auch als Kofaktoren mit verschiedenen NF-xB-Dimeren [Hayden und Gosh, 2008].
Modifikationen der NF-kB-Untereinheiten, wie Phosphorylierung, Acetylierung oder
Ubiquitinylierung sind weitere Regulations-Mechanismen der NF-xB-Aktivitat. Hierbei am
besten untersucht sind Modifikationen der p65-Untereinheit. So muss NF-xB p65 an einigen
Serinresten phosphoryliert werden, um ein Transaktivierungspotential zu besitzen
[Vermeulen et al., 2002]. Von besonderer Bedeutung ist hierbei Serin-276, welches unter
Beteiligung der PKA oder der MSK-1 phosphoryliert werden kann und dadurch sowohl die
DNA-Bindungs- als auch die Dimerisierungs-Eigenschaften von p65 beeinflusst [Zhong et al.,
1998 ; Vermeulen et al., 2003]. Die Phosphorylierung an Serin-276 fiihrt zusatzlich dazu,
dass p65 besser an die Histonacetyltransferase CBP, einen seiner Kofaktoren, binden kann
[Zhong et al., 1998]. Auch reversible Acetylierungen an p65 regulieren die NF-xB-Aktivitat
und dessen Fahigkeit, mit verschiedenen Koaktivatoren und/oder Korepressoren interagieren
zu kénnen [Chen und Greene, 2003]. Die Histonacetyltransferasen CBP und p300
acetylieren p65 an verschiedenen Lysinresten, wodurch die DNA-Bindung und
Transaktivierungsaktivitat gesteigert wird und eine Reassoziierung von NF-xB p65 mit neu
synthetisiertem |«B verhindert. Histondeacetylasen (HDAC) spalten die Acetylreste ab und
l6sen einen erhdéhten Ricktransport von NF-xB ins Zytosol aus [Chen et al., 2002]. Eine
Modifikation von NF-xB p65 durch Ubiquitinylierung flhrt zur Degradierung durch das
Proteasom. Dadurch wird der NF-xB-Effekt beendet [Saccani et al., 2004]. Vermittelt wird die
Ubiquitinylierung durch SOCS-1 (,supressor of cytokine signaling“), als Gegenspieler fungiert
Pin-1, was eine Steigerung der NF-kxB-Aktivitat bewirkt. Pin-1 inhibiert die Interaktion von p65
mit IxB, wodurch die nukleére Lokalisation von p65 geférdert und dessen Stabilitat gesteigert
wird [Ryo et al., 2003; Schmitz et al., 2004].
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1.3 Zielsetzung

LMX1B ist ein LIM-Homdodomane-Transkriptionsfaktor, der an der Entwicklung und der
Funktion von vielen Geweben, wie zum Beispiel von zentralem Nervensystem, Auge oder
auch von Extremitaten oder der Niere beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, dass beim
Menschen heterozygote Mutationen in LMX1B zu den Krankheitssymptomen des Nagel-
Patella-Syndroms fuhren. Bis dato ist jedoch kaum etwas Uber die molekulare
Wirkungsweise von LMX1B bekannt und es wurden auch nur wenige mutmagliche Zielgene
von LMX1B identifiziert.

In der Arbeitsgruppe wurde ein experimentelles Zellsystem entwickelt, welches es
ermdoglicht, LMX1B regulierbar in HeLa-Zellen produzieren zu kénnen. Durch Inkubation der
Zellen mit Tetrazyklin bzw. dessen Analogon Doxyzyklin wird in dem hier verwendeten
sogenannten Tet-off-System die Synthese von LMX1B inhibiert, wahrend sie durch
Auswaschen des Antibiotikums induziert werden kann. So konnte in Vorarbeiten mit Hilfe
dieses Hela-Zellsystems und RT-qPCR-Analysen gezeigt werden, dass in LMX1B-
synthetisierenden Zellen einige NF-kB-Zielgene wie IL6, IL8, IL1B und IFNB1 (kodieren flr
IL-6, IL-8, IL-1B und IFN-B) induziert sind und dass wiederum die Synthese von IFNB zur
Induktion vieler Interferon-stimulierter Gene (ISGs) in einer Sekundarantwort flhrt
[Neumann, 2009; Rascle et al., 2009a]. Da nicht jedes Gen, sondern nur eine Gruppe von
NF-xB-Zielgenen, wie die fur IL-6, IL-8, IL-1B und IFNB kodierenden durch LMX1B aktiviert
werden, soll in diesem Zusammenhang erwéahnt werden, dass in der vorliegenden Arbeit die

letzteren gemeint sind.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekularen Mechanismen, durch die LMX1B
die Transkription der NF-kB-Zielgene reguliert, aufzuklaren. Ob an der transkriptionellen
Regulierung dieser Gene sowohl LMX1B als auch NF-xB direkt beteiligt sind, war eine
zentrale Frage, die mit der Methode der RNA-Interferenz und durch Genexpressions-
Analysen anhand von RT-qPCRs untersucht werden sollte. Um die Funktionsweise des
Transkriptionsfaktors LMX1B n&her charakterisieren zu kénnen, wurde mit Hilfe von
Luciferase Reporter Assays analysiert, welche Domé&nen von LMX1B und welche

regulatorischen DNA-Elemente fir die Aktivierung des NF-kB-Zielgens /L6 essentiell sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz Hersteller
Acidofix Fixierer Agfa

38% Acrylamid/2% Bisacrylamid Roth

Acrylamid 4 K Lésung AppliChem
Agarose Biozym

Aprotinin Serva
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad
Ampicillin Serva
Bacto-Agar Becton Dickinson

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Roti®-Quant

Brij® 97

Bromphenolblau
Chloroform/Isoamylalkohol
Coomassie Brilliant Blau G 250
Coomassie Brilliant Blau R 250
DEAE-Dextran
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
Dimethylsulfoxid (> 99%)

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s Medium, high Glucose (4,5 g/l)
Doxyzyklin

Entwickler Eukobrom (Entwickler fur Réntgenfiime bei Western-Blots)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)
Formaldehyd

Geneticin (G418)

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Roth

Sigma

Sigma

Roth

Serva

Serva

Sigma
Fermentas
Sigma

PAA

PAA

TETENAL AG & CO. KG

Merck

J .T. Baker
Sigma
Roth

PAA

J. T. Baker

Invitrogen
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Glukose

Glyzerin

Glycin

Harnstoff
4-(2-Hydroxethyl)piperazine-1-ethansulfon-Saure (HEPES)
Hygromycin

Immersol™518F: Immersionsdl zum Mikroskopieren
Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)

JSH-23 (4-Methyl-N'-(3-phenylpropyl)benzen-1,2-diamin)
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Lambda DNA/Hind 1l Marker; ®X174 DNA/BsuRl (Haelll)-Marker

2x Lammli-Probenpuffer

Leupeptin

Lipofectamine™ 2000 Transfektionsreagenz
Lipopolysaccharid (LPS)

Lysozym

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid fiir die PCR
Magnesiumsulfat p.A.
B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumazetat

Natriumazid

Natriumchlorid p.A.
Natriumdodecylsulfat

NaOH-Pellets

Natronlauge

Oridonin, R rubescens

10x PCR-Puffer

Phenol

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Phenylmethansulfonséurefluorid
Prestained Protein Marker, Broad Range

Puromycin

Merck
Merck
Roth
Merck
Fluka
Invitrogen
Carl Zeiss
Merck
Merck

Calbiochem

Applichem
Merck
Fermentas
Bio-Rad
Roth
Invitrogen
Sigma
Biomol
Sucofin
Qiagen
Merck
Merck
Fluka
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Calbiochem
Qiagen
Roth
Fermentas
Sigma
New England BiolLabs
PAA
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Rinder-Serum-Albumin (BSA) Sigma
RNase A Serva
RNase Dekontaminations Spray Mercury
Roti-Phenol/C/I (Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol) Roth
Saccharose Merck
Salzséure Merck
Schwefelsdure Merck

SYBR Green 1 Nucleic Acid Gel Stain

Roche Applied Science

N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva
Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) Immunotools
Tris Roth

Triton X-100 Merck
Trypsin-EDTA PAA

Tween 20 Serva

Alle weiteren Substanzen wurden von der Firma Merck, Darmstadt in p.a. Qualitat bezogen.

2.1.2 Enzyme

Die entsprechenden 10x Puffer und Reaktionszusatze wurden jeweils bei den ent-
sprechenden Firmen mitbestellt.

A Restriktionsendonukleasen

Enzym Hersteller
Ase |: 10 U/l New England BiolLabs
AIWN |: 10 U/pl New England BioLabs
BamH 1: 20 U/pl New England BiolLabs
Bglll: 10 U/ul New England BioLabs
Bsg I: 3 U/l New England BiolLabs
Dpn1: 20 U/pl New England BiolLabs
Eco147 1: 10 U/ul Fermentas
EcoR I: 10 U/l Fermentas
Hind 11I: 10 U/l Fermentas
Nhe 1: 10 U/ul New England BiolLabs

Xho I: 10 U/ul

Fermentas
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B DNA und BNA modifizierende Enzyme

Enzym Hersteller

Klenow DNA Polymerase: 5 U/pl New England BiolLabs

T4 DNA Polymerase: 3 U/pl New England BioLabs

T4 DNA Ligase : 400 U/l New England BiolLabs

BAP (Bacterial alkaline phosphatase): 150 U/ul Invitrogen

Pfu-DNA Polymerase: 2,5 U/pl Fermentas

RNase A (lyophylisiert) — 1 pg/ul in H20 l6sen Serva
2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

0,1 mI-Réhrchen in 4er Streifen mit Deckel

0,2 ml-ReaktionsgefaBe

1,5 ml-Reaktionsgefae

15 ml-Réhrchen

50 mlI-Réhrchen

Autoklavierband

Chromatographie Papier ,3MM Chr*

Deckglaschen aus Glas: 12 mm Durchmesser (rund)
Deckglaschen aus Glas: 24 x 60 cm

Einfrierréhrchen

Film-Kassetten: Universal 100 (35,6 x 43,2 cm) mit Verstarkerfolie und blau
emittierend EK 100 (fur Réntgenfilme bei der Entwicklung von Western-Blots)

Fluoreszenzmarker
Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen

Glasobjekttrager (76 x 26 cm)

Glaswaren/Plastikwaren: Flaschen, Kulturkolben etc.

Handschuhe Latex
Handschuhe Nitril
Haushaltstiicher
Klarsichtfolien (klar)

Kosmetik-Tlicher

Kuvetten (Plastik) fiir Electroporator 2510: E.coli®PulserCuvette

Corbett Research
Biostep

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

VWR

Whatmann

VWR

Roth

VWR international

rego

Stratagene
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
R. Langenbrinck
Roth
Kimberley-Clark
Roth

Fripa
Leitz/Durable
Kimberley-Clark
Bio-Rad
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Kivetten 100 (Plastik) (10 x 4 x 45 mm) fir Spektralphotometer ,U-2000“; 1 ml
(Proteinbestimmung und OD-Messungen)

Neubauer-Zahlkammer mit Deckglas: 0,100 mm Tiefe / 0,0025 mm?
Papierfilter

Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

PVDF-Membran: 0,45 um PorengréBe Immobilon-P Transfermembran

Roéntgenfilme: Fuji Medical X-Ray FILM 100 NIF 18 cm x 24 cm und 35 cm x 43
cm

Serologische Pipetten

Spritzen (steril)

Sterilfilter (0,22 pm)

Western Lightning Chemoluminiscence Reagent

Zellkulturbedarf: T75- und T25-Filterflaschen; P10-, P6- und P3-Schalen; 24-
Loch-, 6-Loch- und 96-Loch-Platten

Zell-Schaber

Zentrifugenbecher aus Plastik fir Kiihlzentrifuge ,,Sigma 3K20“ (20 ml)

Zentrifugenbecher aus Plastik mit Schraubverschluss (250 ml) fir Kihlzentrifuge

~Sorvall Superspeed RC2-B* mit Rotor GSA

2.1.4 Gerite und Instrumente

Sarstedt

BRAND

Schleicher & Schill
American National Can
BRAND

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Millipore

gth

Sarstedt
Braun

VWR

Perkin Elmer

Sarstedt

Sarstedt

Beckman Coulter GmbH

Beckman Coulter GmbH

Gerat/Instrument Hersteller
Autoklav ,Systec 5050 ELV* Systec
Autoklav Vakuklav® 30-B Mela
Agarose-Gelelektrophorese Dokumentationssystem ,Gel Max“ Intas

Agarose-Gelelektrophorese Midisystem ,Easy-Cast"
Agarose-Gelelektrophorese Minisystem ,Horizon 58"
Bunsenbrenner

Centro XS3 LB 960 Mikroplatten Luminometer
CMV-E: Dreharm fir Eppendorf-Cups

Drehrad fir Eppendorf-Cups

Owl Scientific

GIBCO BRL

Usbeck

Berthold Technologies

Frobel Labortechnik
GmbH

Werkstatt der Univ.
Rgbg. NWF 111
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DMC 2-Kamera (fUr Fluoreszenzmikroskop-Axioskop)
Echtzeit-Thermocycler ,Rotorgene™3000“

Eismaschine AF-10

Electroporator: Gene Pulser Xcell™Electroporation System
Feinwaage ,Mettler H10w*

Flussigstickstofftank: ARPEGE TP 100
Fluoreszenzmikroskop ,,Axioskop®

Gefrierschranke -20°C

Gefrierschranke -80°C ,Herafreeze”

Heizblock ,VLM LS 1

Heizplatten mit Magnetrihrer ,MR 3001
Inkubationsschrank “Kelvitron t”

Inkubationsschuttler ,Unitron®

Konfokalmikroskop: LSM 510 Meta

Kuhlschrénke

Kuhlzentrifuge ,Avanti® J-26 XP“ mit Rotor

Kuhlzentrifuge ,Multifuge 3 L-R“ mit Rotor Ch. 2454
Kuhlzentrifuge ,Sigma 3K20“ mit Rotor Nr. 12154 oder 12158
Kuhlzentrifuge ,Sorvall Superspeed RC2-B“ mit Rotor GSA
,Mastercycler Gradient"

Mikroskop: Nikon Eclipse TS 100

Mikrowelle ,Privileg 8018 E*

pH-Meter ,,766 Calimatic”

Pipetten

Quarzkuvette QS 1.000 (schwarz; 100 pl, Schichtdicke und Zentrum jeweils 10 mm)

flr Spektralphotometer ,,U-2000“

Scanner DUOSCAN f40

Schittler fiir SDS-Gele und Western-Blot-Membranen

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System ,SE 600 Series fir Elektrophoresis

Unit* (14 cm x 12 cm x 1,5 mm)

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System (8 cm x 4 cm x 0,75 mm oder

1 mm): Mini Protean® Il Electrophoresis Cell

Spannungsgeber “PS 608 Elektrophoresis Power Supply”
Spannungsgeber ,Standard Power Pack P25
Spektralphotometer ,,U-2000“

Thermo-Cycler ,MyCycler*

Thermomixer 5436 fir Eppendorf-Cups

Polaroid
Corbett Research
Scotsman
Bio-Rad
Mettler

Air Liquide
Zeiss
Privileg
Heraeus
VLM
Heidolph
Heraeus
Infors
Zeiss
Privileg
Beckman Coulter
Heraeus
Braun
Sorval
Eppendorf
Nikon
Privileg
Knick
RAININ

Hellma

Agfa
Heidolph

Hoefer

Bio-Rad

GIBCO BRL
Biometra
Hitachi
Bio-Rad

Eppendorf
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Tischzentrifuge ,Biofuge pico” mit Rotor Sorvall 3329
Trans-Blot® SD Semi-Dry ElectrophoreticTransfer Cell
Vortexer ,Vortex-Genie 2“

Waage ,BL 1500 S*

Wasseraufbereitungsanlage “Seralpur PRO 90 CN”
Western-Transferkammer ,TE 62" (Tank-Blotting)
Zellkulturarbeitsbank: Heraeus Lamin Air HA 2448 GS
Zellkultur-Brutschrank APT.line™CB

2.1.5 Software

A Programme

Heraeus

Bio-Rad

Scientific Industries
Sartorius

Seral

Hoefer

Heraeus

Binder

Programm Verwendungszweck

Firma

Adobe Photoshop Digitale Bildbearbeitung
File Maker Pro 6 Institutseigene Datenbanken

Image Pro Express Bildaufnahme-Programm am Fluoreszenz-
mikroskop Axioskop 200(M) mit DMC 2-Kamera

Microsoft Excel Diagramme, Berechnungen und Tabellen
Microsoft Word Textverarbeitung
Primer Express 2.0 Errechnung von Schmelz-Temperaturen bei der

Konzipierung von Primern

Adobe Systems Incorporated
FileMaker, Inc.

Media Cybernetics

Microsoft
Microsoft

Applied Biosystems

Rotor-Gene 6 Echtzeit-PCR Analysen-Software Qiagen (ehemals Corbett)
Vector NTI Sequenzanalysen-Software Invitrogen
B Internetdatenbanken
Internetdatenbank Verwendungszweck
NCBI Quelle fiir cDNA-; mRNA- sowie Aminosauresequenzen und flir den

Vergleich von 2 DNA Sequenzen

Pubmed Literaturrecherche

Swissprot Quelle fir Aminosduresequenzen
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2.1.6 Kits
Kits Hersteller Katalognummer
CompactPrep Plasmid Midi Kit Qiagen 12843
DNA Extraction Kit Fermentas K0513
Dual-Luciferase®Reporter Assay System Promega E910
GeneElute™HP Plasmid Midiprep Kit Sigma NA0200-1KT
GeneJET™Plasmid Miniprep Kit Fermentas K0502
iScript™cDNA Synthesis Kit Bio-Rad 170-8897
NucleoSpin® RNA I Macherey-Nagel 74095550
Silencer ® siRNA Construction Kit Ambion AM1620
Western Lightning Chemiluminescence Reagent Perkin Elmer NEL100001EA
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System Promega A7640

2.1.7 Antikorper

Tab. 1: Priméarantikérper - Immunzytochemie: IC / Western-Blot: WB

Name Immunogen/Epitop Spezies Verdiin- Anwen- | Quelle
nung dung
anti-Aktin Aktin, alphat (o-Aktin) Kaninchen, polyklonal | 1:5.000 WB Sigma (A2066)
anti-LMX1B | AS 322-395 von Maus, monoklonal 1:10 WB Daniel
hLMX1B Klon 193-67 Heudobler;
(Hybridom) Suleiman et al.,
2007
HDACH1 AS 467-482 von Maus- Maus, monoklonal 1:1.000 WB Millipore (05-100)
HDACH1 Klon 2E10 (ehemals Upstate
(Hybridom) 05-614)
NF-xB p65 Peptid am C-Terminus Kaninchen, polyklonal | 1:1.000 WB, IC Santa Cruz Bio-
von humanem NF-xB (aufgereinigtes tech (sc_372)
p65 Serum)

Tab. 2: Sekundéarantikoérper - Immunzytochemie: IC / Western-Blot: WB

Name Immunogen/Epitop Spezies | Verdiin- Anwen- | Quelle
hung dung
Cy3-Ziege- Erkennung der schweren und Ziege, 1:300 IC Jackson Immuno
anti-Maus IgG | leichten Ketten von IgG- poly- Research/Dianova
Immunglobulinen aus der Maus klonal
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FITC-Ziege- Erkennung von IgG- Ziege, 1:200 IC ICN Biomedicals
anti-Kaninchen | Immunglobulinen (gesamtes poly-

IgG Molekil) aus Kaninchen klonal
FITC-Ziege- Erkennung von IgG- Ziege, 1:200 IC ICN Biomedicals
anti-Maus Immunglobulinen (gesamtes poly-
IgG Molekil) aus der Maus klonal
Cy3-Ziege- Erkennung der schweren und Ziege, 1:400 IC Jackson Immuno
anti-Kaninchen | leichten Ketten von IgG- poly- Research/Dianova
IgG Immunglobulinen aus Kaninchen | klonal
HRP-Ziege- Erkennung von IgG- Ziege, 1:10.000 WB Sigma
anti-Maus IgG | Immunglobulinen (G1,G2a/b und | poly-

G3) aus der Maus sowie den klonal

Fab-Fragmenten von Maus IgG-

Immunglobulinen; ebenfalls Er-

kennung von IgA-, IgM- und IgE-

Immunglobulinen aus der Maus
HRP-Ziege- Erkennung von IgG- Ziege, 1:20.000 WB Sigma
anti-Kaninchen | Immunglobulinen (gesamtes poly-
IgG Molekil) aus Kaninchen klonal

2.1.8 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) und Metabion

(Martinsried) bezogen.

Tab. 3: Echtzeit-PCR Oligonukleotide. In der Echtzeit-PCR verwendete Oligonukleotide fir humane

mRNAs. Ty, Schmelztemperatur berechnet mit PrimerExpress Software (Applied Biosystems). “F*

steht fur “Forward “ und “R* fir “Reverse “
Name Sequenz (5" nach 3°) Tm [°C]
hG1P3 F1 GCAGAAGGCGGTATCGCTT 59,0
hG1P3 R1 TCTTACCTGCCTCCACCCC 58,5
hIFN-B F1 TCAGAAGCTCCTGTGGCAATT 58,5
hIFN- R1 GTTCATCCTGTCCTTGAGGCA 58,7
hixB-o F1 CTGTGATCCTGAGCTCCGAGA 59,1
hikB-o R1 GGGTGGTGCAGGACTGAGTC 59,1
hiL-1B F1 CCTGAGCTCGCCAGTGAAA 58,7
hiL-1p R1 CAGAGGTCCAGGTCCTGGAA 58,7
hiL-6 F1 CTGCGCAGCTTTAAGGAGTTC 58,0
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hiL-6 R1 CTGAGGTGCCCATGCTACATT 58,7
hiL-8 F1 CTGCAGCTCTGTGTGAAGGTG 58,3
hiL-8 R1 TCTGTGTTGGCGCAGTGTG 59,0
hISG15 F1 GCTGGTGGTGGACAAATGC 58,5
hISG15 R1 CGGCCCTTGTTATTCCTCAC 58,1
hLamA/C F TGCGTACGGCTCTCATCAACT 59,5
hLamA/C R CTCGTCGTCCTCAACCACAGT 58,8
hLMX1B F7 GTGTGAACGGCAGCTACGC 59,1
hLMX1B R7 TCATCCTCGCTCTTCACGG 58,5
hNF-xB p50 F1 GGCTACACCGAAGCAATTGAA 58,8
hNF-kB p50 R1 GAGTGGGCCTGAGAGGTGG 59,2
hNF-xB p65 F1 GATCTGCCGAGTGAACCGA 58,3
hNF-xB p65 R1 GATCTCATCCCCACCGAGG 58,8
hPKD2 F2 GGAAAGCAGCACTAACCGAGA 58,2
hPKD2 R2 GCCGTAGGTCAAGATGCACA 58,3

Tab. 4: Mutagenese-PCR Oligonukleotide. In der Mutagenese-PCR (2.2.2 E) verwendete Oligo-

nukleotide zur Generierung von Konstrukten
PrimerExpress Software (Applied Biosystems). “F* , “up® stehen far

(2.1.9). TM: Schmelztemperatur berechnet mit

“Forward “ und “R", “low" fir

“Reverse “
Name Sequenz (5" nach 3°) Tm [°C]
FLATmut_F CGTCACATTGCACAATCTCGAGAAGGTTTCCAATCAGCCC 79,0
FLATmut_R GGGCTGATTGGAAACCTTCTCGAGATTGTGCAATGTGACG 79,0
LMX1B (C95F) up GCCAAGTGCAGCGGCTTCATGGAGAAGATCGCC 74,5
LMX1B (C95F) low GGCGATCTTCTCCATGAAGCCGCTGCACTTGGC 74,5
LMX1B (A213P) up CAGCGAAGAGCCTTCAAGCCCTCCTTCGAGGTCTCGT 75,0
LMX1B (A213P) low ACGAGACCTCGAAGGAGGGCTTGAAGGCTCTTCGCTG 75,0
LMX1B (H54L)_F1 GTCAACGAGTCGTCCTGGCTCGAGGAGTGTTTGCAGT 80,0
LMX1B (H54L)_R1 ACTGCAAACACTCCTCGAGCCAGGACGACTCGTTGAC 80,0
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Tab. 5: siRNA Templates. Verwendete Oligonukleotide fir die siRNA Herstellung (2.2.4 E) mittels
Silencer ® siRNA Construction Kit (Ambion). “AS* steht fir “Antisense” und “S* fir “Sense”

Name

Sequenz (5 nach 3°)

Referenz

SiNF-kB-p65 (1)-AS

siNF-xB-p65 (1)-S

AAGATTGAGGAGAAACGTAAACCTGTCTC

AATTTACGTTTCTCCTCAATCCCTGTCTC

Lee et al., 2007

SiNF-kB-p65 (2)-AS

siNF-xB-p65 (2)-S

AAGCCCTATCCCTTTACGTCACCTGTCTC

Takaesu et al., 2003
und Guo et al., 2004

AATGACGTAAAGGGATAGGGCCCTGTCTC

2.1.9 Vektoren

Tab. 6: Vektoren.

Vektor GroBe Selektions- | Beschreibung Quelle
(kbp) marker

pcDNA3 54 Amp enthalt CMV-, T7- und Sp6-Promotoren Invitrogen
sowie das Neomycin-Resistenzgen

pUHD10-3 3,15 Amp enthalt einen tTA-abhangigen CMV- H. Bujard (ZMBH,
Minimal-Promotor Heidelberg)

IL-6P.wt-Luc 6,04 Amp enthalt humanen Wildtyp IL-6 Promotor, p1168hulL6P-Luc+
gekoppelt an das Firefly-Luciferase Re- (BCCM/LMBP
porter Gen aus Photinus pyralis Plasmid Bibliothek:

4495)

IL-6P.NF-xB-Luc | 5,63 Amp enthalt humanen IL-6 Promotor mit p1168hIL6MNF«B-
mutiertem NF-«B-Bindungsmotiv, ge- luc+ (BCCM/LMBP
koppelt an das Firefly-Luciferase Re- Plasmid Bibliothek:
porter Gen aus Photinus pyralis 4496)

(NF-xB)4-Luc 5,0 Amp enthélt das Firefly-Luciferase Gen aus pNFxB-Luc
Photinus pyralis sowie 4 Kopien des NF- | (Clontech)
kB-Bindungsmotivs, gekoppelt an eine
TATA Promotor Region des Herpes-
simplex-Virus-Thymidinkinase-Promotors

pRL-null 3,32 Amp Co-Reporter zur internen Kontrolle, Promega
enthélt Renilla-Luciferase Gen aus
Renilla reniformis, ohne Promotor

p3M/LMX1B 6,79 Amp Vollldngen-LMX1B kloniert in den Vektor | Daniel Heudobler
p3M; p3M steht fir den pcDNA3-Vektor,
der zusétzlich eine fur das c-Myc-Epitop
kodierende Sequenz enthalt
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pUHD10-3/myc- | 4,36 Amp Austausch von Cystein gegen Jurgen Kastner
LMX1B (C95F) Phenylalanin an Position 95 in LMX1B im
Vektor pUHD10-3/ Myc-LMX1B mittels
Mutagenese
p3M/LMX1B- 6,79 Amp Austausch von Cystein gegen Phenyl- diese Arbeit
C95F alanin an Position 95 in LMX1B im
Vektor p3M/LMX1B mittels Mutagenese
p3M/LMX1B- 6,79 Amp Austausch von Alanin gegen Prolin an diese Arbeit
A213P Position 213 in LMX1B im Vektor
p3M/LMX1B mittels Mutagenese
p3M/LMX1B- 6,79 Amp Austausch von Histidin gegen Leucin an | diese Arbeit
H54L Position 54 in LMX1B im Vektor
p3M/LMX1B mittels Mutagenese
p3M/LMX1B- 6,79 Amp Austausch von Histidin gegen Leucin an | diese Arbeit
H54L-C95L Position 54 in LMX1B im Vektor
p3M/LMX1B-C95F mittels Mutagenese
IL-6P.FLAT-Luc 5,63 Amp Mutagenese des FLAT Elements an diese Arbeit
Position -146 (relativ zum
Transkriptionsstart) durch Insertion einer
Xho I-Schnittstelle im Vektor IL-6P.wt-
Luc mittels Mutagenese
IL-6P.FLAT. 5,63 Amp Mutagenese des FLAT Elements an diese Arbeit
NF-kB-Luc Position -146 (relativ zum Transkriptions-
start) durch Insertion einer Xho I-
Schnittstelle im Vektor IL-6P.NF-xB-Luc
mittels Mutagenese
AlL-6P-Luc 4,83 Amp der vollstdndige humane IL-6 Promotor diese Arbeit
wurde mittels der Hind 1lI-Schnittstelle
aus dem Vektor IL-6P.wt-Luc herausge-
schnitten
2.1.10 Zellen

A Bakierienstamme

Name Referenz

DH5a Stratagene
DH10B™ Invitrogen

XL1-Blue Stratagene
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B Séauger-Zelllinien

Name

Beschreibung

Quelle/Referenz

HtTA-1

HtTA-1/myc-LMX1B-

Wildtyp

HtTA-1/myc-LMX1B-C95F

HtTA-1Ferritin

HeLa-Zellen mit konstitutiver Synthese des Tetrazyklin-
Transaktivators (tTA) [Gossen und Bujard, 1992]

HelLa-Zellen, die unter Verwendung des Tet-off-
Systems (s. 2.2.4 A) induzierbar das LMX1B Protein
synthetisieren

HelLa-Zellen, die unter Verwendung des Tet-off-
Systems (s. 2.2.4 A) induzierbar die LMX1B-C95F
Mutante synthetisieren

HelLa-Zellen, die unter Verwendung des Tet-off-
Systems (s. 2.2.4 A) induzierbar die H-Kette des

humanen Ferritins synthetisieren

2.1.11 Medien, Lésungen, Puffer

A DNA-Klonierung

H.Bujard (ZMBH
Heidelberg)

Claudia Rohr
(Universitatsklinikum
Innere Medizin I,
Heidelberg)

Jirgen Kastner
(Dissertation, 2009)

Paolo Santambrogio
(San Raffaele
Scientific Institute,
Abteilung fiir
biologische und
technologische
Forschung, Italien)

Medien, Lésungen, Puffer

Zusammensetzung

Alkali-SDS-Lésung

GTE-Puffer

Kaliumazetat-Lésung

0,2 M NaOH/1% SDS

50 mM Glucose
25 mM Tris pH 8,0
10 mM EDTA pH 8,0

5 M Kaliumazetat mit 5 M Essigséure auf pH 4,8 einstellen.

L-Broth (LB)-Medium (Ausubel et al., 2007) 10 g Bacto-Trypton

5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl

Mit H20 auf 1 I aufflllen, autoklavieren. Fir die Anfertigung von

LBamp-Agarplatten wurden zuséatzlich 15 g Bacto-Agar vor dem

Autoklavieren zugegeben. Ampicillin, mit einer Endkonzentration

von 50 pg/ml, wurde erst nach Abkihlen des Mediums auf ca.

50°C hinzugefigt.

5x Stopp-Puffer (DNA Agarose-Gel) 0,125% Bromphenolblau

15% Ficoll 400
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50x TAE-Puffer

TE-Puffer

TSS-Puffer

B Protein-Isolierung

50 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

2 M Tris
0,1 MEDTA

Mit Essigséure auf pH 8,0 einstellen.

10 mM Tris-HCI pH 7,4
1 mM EDTA pH 8,0

10% PEG
5% DMSO
25 mM MgSOs

Mit LB-Medium zum Endvolumen auffillen und steril filtrieren.

Medien, Lésungen, Puffer

Zusammensetzung

Brij®-Lysepuffer

Coomassie-Lésung

PLB-Puffer

Puffer A (fUr zytosolische Extrakte)

Puffer C (fir Kernextrakte)

10 mM Tris pH 7,5
150 mM NaCl

2 mM EDTA pH 8,0
0,875% Brij® 97
0,125% Nonidet P40

Protease-Inhibitoren vor Gebrauch frisch zugeben:
10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

0,5 mM PMSF

Zuerst 100 mg Coomassie Brillant Blau G 250 in 50 ml
Ethanol (95%) l6sen, dann 100 ml Phosphorséure (85%)
zugeben und mit H,O auf 1 | auffillen.

Lyse-Puffer von der Firma Promega

10 mM Hepes pH 7,9

10 mM KClI

1,5 mM MgCl,

0,625% Nonidet P40 frisch zu Puffer A zugeben
Protease-Inhibitoren vor Gebrauch frisch zugeben:
1 mMDTT

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

0,5 mM PMSF

20 mM Hepes pH 7,9
10% Glyzerin
0,4 M KCI
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C SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

0,4% Triton X-100
5 mM EDTA pH 8,5

Medien, Lésungen, Puffer Zusammensetzung
10x Laufpuffer 0,25 M Tris

1,9 M Glyzin

1% SDS

4x Lower Tris

4x Upper Tris

5x SDS-Probenpuffer

Trenngel

Sammelgel

D Western-Blotting

1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4% SDS

0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,4% SDS

625 mM Tris pH 6,7

50% Glyzerin

12,5% SDS

12,5% B-Mercaptoethanol
0,05% Bromphenolblau

7 ml 4x Lower Tris

6,5 ml - 18,7 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
mit H2O auf 28 ml auffillen

16 yl TEMED

78 ul 10% APS

2,5 ml 4x Upper Tris

1,3 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
6,1 ml H.O

10 yl TEMED

50 pl 10% APS

Medien, Lésungen, Puffer Zusammensetzung
10x PBS 1,4 M NaCl

100 mM KoHPO4

Mit 100 mM KHPO, auf pH 7,5 titrieren.
Transferpuffer 50 mM Tris

384 mM Glyzin

20% Methanol
0,01% SDS



Material und Methoden 35

Blocklésung 5% Magermilchpulver
0,5% Tween 20
1x PBS

Waschlésung 0,5% Tween 20
1x PBS

E Immunzytochemie

Medien, Lésungen, Puffer Zusammensetzung
4% Paraformaldehyd in 1x PBS 4% Paraformaldehyd
(pH 7,4) 1x PBS

Zuerst 4 g Paraformaldehyd in 90 ml H-O mit 4 Tropfen
1M NaOH unter Ruhren und Erhitzen 16sen. Dann 10 ml
10x PBS zugeben und abkihlen lassen. Nach Abfiltration
mit 1 M HCI auf pH 7,4 einstellen.

Blockierungslésung 2% BSA
1x PBS
0,1% Triton X-100

Eindecklésung 40% Glyzerin
1x PBS

Vor Gebrauch sterilfiltrieren.

Hochsalz-PBS 1,6% NaCl
1x PBS

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien

A Lagerung und Kultivierung von Bakterien

Die Arbeiten mit Bakterien wurden unter sterilen Bedingungen ausgefiihrt. Lésungen und
Materialien wurden bei 121°C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Lésungen mit
hitzeempfindlichen Komponenten wurden sterilfiltriert.

Durchfiihrung

Zur Anzucht von Bakterien wurde eine Stammkultur in Glyzerin (bei -80°C gelagert)
verwendet, die gleichzeitig der Konservierung von Bakterien diente. Diese Stammkultur setzt
sich zusammen aus 300 pl 100%igem Glyzerin und 600 pl einer bakteriellen Ubernacht-
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kultur, wobei diese bei 37°C und 250 rpm inkubiert wurde. Folgende Konzentrationen der
entsprechenden Antibiotika fir die verwendeten Bakterienstdmme enthielt eine angeimpfte

Kultur aus der Stammkultur:

Antibiotika Konzentration

Ampicillin 500 pg/ml
Chloramphenicol 34 ug/ml
Kanamycin 30 pg/ml

Tetrazyklin 12 pg/mi

B Herstellung kompetenter Zellen

Zur Durchfuhrung einer chemischen Transformation wurden chemisch kompetente Zellen
von DH5a-Bakterien nach dem TSS-Protokoll (Chung et al., 1989) hergestellt.

Durchfiihrung

Ausgehend von einer Ubernachtkultur, angeimpft aus einer Stammkultur, wurde dieser
Bakterienstamm in frisches LB-Medium Uberimpft und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bei
einer optischen Dichte zwischen 0,4 bis 0,5 wurden die Bakterien 15 Minuten auf Eis gestellt
und anschlieBend fur 10 Minuten bei 2.500 rpm (Multifuge 3L-R mit Rotor Ch. 2454) und 4°C
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1/10 des urspriinglichen Kulturvolumen in eiskaltem
TSS-Puffer resuspendiert. Die so erhaltenen Zellen wurden entweder direkt in eine
Transformation (2.2.1 E) eingesetzt oder als 200 pl-Aliquots bei -80°C weggefroren.

Zur Durchfihrung einer Transformation durch Elekiroporation wurden elektrokompetente
Zellen von DH10B-Bakterien hergestellt.

Durchfiihrung

Ausgehend von einer Ubernachtkultur, angeimpft aus einer Stammkultur, wurde dieser
Bakterienstamm in 500 ml frischem LB-Medium ohne Antibiotikum zu einer Anfangs-OD von
0,1 angeimpft. Danach wurden die Bakterien bei 30°C und 250 rpm inkubiert, bis eine OD
von 0,6 erreicht wurde. AnschlieBend wurden 50 ml-Aliquots der Bakteriensuspension fur 30
Minuten auf Eis gestellt, woraufhin ein 10-minutiger Zentrifugationsschritt bei 4.000 rpm
(Multifuge 3L-R mit Rotor Ch. 2454) und 4°C folgte. Die Pellets wurden in je 50 ml eiskaltem
H,O resuspendiert, 15 Minuten auf Eis gestellt und erneut unter gleichen Bedingungen
abzentrifugiert. Dies wurde noch zwei weitere Male durchgefiihrt, wobei die Pellets zuerst in
20 ml und schlieBlich in 10 ml eiskaltem H,O resuspendiert wurden. Es erfolgte ein letzter
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Inkubationsschritt  fir 15 Minuten auf Eis mit anschlieBendem 10-mindtigem
Zentrifugationsschritt bei 4.000 rpm (Multifuge 3L-R mit Rotor Ch. 2454) und 4°C. Nachdem
die Bakterien in 1 ml eiskaltem H,O resuspendiert wurden, wurden sie in 100 pl-Aliquots
aufgeteilt und entweder direkt in eine Elektroporation (2.2.1. C) eingesetzt oder bei -80°C
gelagert.

C Transformation von Bakterien

TSS-Protokoll (Chung et al., 1989: Hanahan et al., 1983)

Durchfiihrung

Ein bis 2 pl einer Plasmid-DNA oder 5 bis 10 pl eines Ligationsansatzes wurden zu 200 pl
kompetenten DH5a Zellen gegeben und 30 Minuten auf Eis gestellt. Es folgte ein
Hitzeschock bei 42°C fur 90 Sekunden und eine weitere Inkubation auf Eis fir 2 Minuten.
Dann wurde die Bakteriensuspension mit 800 pl LB-Medium vermischt und zur
Regenerierung 45 Minuten lang im Inkubator bei 37°C und 250 rpm geschdittelt. Im
Anschluss wurde die Suspension fir 5 Sekunden bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge Biofuge
pico mit Rotor Sorvall 3329) abzentrifugiert, 700 ul des Uberstands verworfen und das Pellet
im Restmedium resuspendiert. Die Bakterien-Suspension wurde schlieBlich auf einer
Agarplatte, die das geeignete Antibiotikum zur Selektion enthielt, ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Elektroporation

Durchfiihrung

10 pl eines Ligationansatzes wurden bei RT fir 45 Minuten gegen H,O dialysiert
(Membranfilter von Millipore, PorengréBe: 0,025 pm). Dann wurden 5 pl der dialysierten DNA
zu 100 pl kompetenten DH10B Zellen gegeben und in vorgeklhlte 0,1 cm-Kivetten (Bio-
Rad) Gberfiihrt. Die Elektroporation fand bei RT und 2.500 V (Kapazitat wird durch das Gerét
festgelegt) statt. Dann wurde die Bakterien-Suspension mit 1 ml LB-Medium vermischt und
zur Regenerierung 60 Minuten lang im Inkubator bei 37°C und 250 rpm geschuttelt. Im
Anschluss wurde die Suspension fur 5 Sekunden bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge
pico* mit Rotor Sorvall 3329) abzentrifugiert, 700 pl des Uberstands verworfen und das Pellet
im Restmedium resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde schlieBlich auf einer
Agarplatte, die das geeignete Antibiotikum zur Selektion enthielt, ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.2 Arbeiten mit DNA

A Plasmid-DNA-Minipriparation aus E. coli

Fir die Plasmid-DNA-Minipraparation wurden die Bakterien in 5 ml LB-Medium, mit ent-
sprechender Ampicillin-Konzentration, Gber Nacht bei 37°C und 250 rpm angezogen. Zur
Plasmid-Isolierung wurde der GeneJET™Plasmid Miniprep Kit der Firma Fermentas

verwendet.

Durchfiihrung

Die 5 ml Ubernachtkultur wurde 10 Minuten lang bei 4.000 rpm (Multifuge 3 L-R mit Rotor
Ch. 2454) und 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 250 ul Resuspendierungsspuffer
vollstdndig aufgenommen. Daraufhin wurden 250 ul Lysepuffer zugegeben, die Probe
vorsichtig durch Schwenken gemischt, anschlieBend mit 350 pl Neutralisationslésung
versetzt und erneut durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Nach 5-mindtiger Zentrifugation
bei 13.000 rpm (Sigma 3K20 mit Rotor Nr. 12154) und 4°C wurde der Uberstand
abgenommen und auf eine mitgelieferte Saule UGberfihrt. Diese wurde unter gleichen
Bedingungen wie zuvor fir 1 Minute zentrifugiert und dann der S&ulendurchfluss verworfen.
Es folgten zwei Waschschritte mit Waschlésung bei RT. Um den restlichen Ethanol zu
entfernen, wurde erneut fir 1 Minute bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico“ mit
Rotor Sorvall 3329) und RT zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss verworfen wurde, wurde
die Saule in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB tGberfuhrt, mit 50 pl Elutionspuffer beladen und
2 Minuten lang bei RT inkubiert. Die DNA-Elution erfolgte schlieBlich durch einen 2-
minUtigen Zentrifugationsschritt bei RT. Nachfolgend wurde photometrisch Konzentration
und Reinheit der DNA bestimmt (2.2.2 C).

B _Plasmid-DNA-Midipraparation aus E. coli

Far die Plasmid-DNA-Midipraparation wurden die Bakterien in 100 ml LB-Medium, mit ent-
sprechender Ampicillin-Konzentration, Gber Nacht bei 37°C und 250 rpm angezogen. Zur
Plasmid-Isolierung wurde der CompactPrep Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen verwendet.

Durchfiihrung

Die 100 ml Ubernachtkultur wurde 15 Minuten lang bei 4.000 rpm (Multifuge 3 L-R mit Rotor
Ch. 2454) und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde =zundchst in 2 ml
Resuspendierungspuffer vollstandig aufgenommen, dann 2 ml des Lysepuffers zugegeben,
beides durch vorsichtiges Schwenken vermischt und fiir 3 Minuten bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 2 ml eines Neutralisationspuffers und vorsichtigem Vermischen der Probe wurde
das Lysat nach einer 3-mindtigen Inkubation filtriert, anschlieBend mit 2 ml eines
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Bindepuffers versetzt und erneut vorsichtig vermischt. Diese Lésung wurde dann in ein
mitgeliefertes ReaktionsgefaB Uberflihrt, das auf eine an ein Vakuumgestell montierte Saule
gesteckt wurde, welche wiederum an eine Wasserstrahlpumpe gekoppelt war. Nachdem die
DNA-haltige Lésung durch Aufdrehen des Vakuums durchgelaufen war, wurde die Saule in
ein neues 2 ml-Reaktionsgefa3 gesteckt und durch Zugabe von 0,7 ml einer Waschlésung
und 1-mindtiger Zentrifugation bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico® mit Rotor
Sorvall 3329) und RT gewaschen. Um den restlichen Waschpuffer zu entfernen, wurde der
Durchfluss verworfen und erneut 1 Minute bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico“ mit
Rotor Sorvall 3329) und RT zentrifugiert. AnschlieBend wurde die DNA enthaltende Saule in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Gberfiihrt, mit 100 pl H,O beladen und fir 1 Minute bei RT
inkubiert. Die DNA-Elution erfolgte schlieBlich durch einen 1-minitigen Zentrifugationsschritt
bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico” mit Rotor Sorvall 3329) und RT. Nachfolgend
wurde photometrisch Konzentration und Reinheit der DNA bestimmt (2.2.2 C).

C Konzentrationsbestimmung von DNA

Vor der photometrischen Bestimmung wurde die DNA-Lésung mit H,O 1:20 (v:v). verdlnnt.
Die Konzentration der gelésten DNA wurde dann in einem Spektralphotometer bei 260 nm
gegen H,O als Referenz gemessen. Eine OD von 1,0 bei einer Wellenlange von 260 nm und
einem Strahlengang von 10 mm entspricht dabei einer Konzentration von 0,05 pg/ul
doppelstrangiger DNA. Die Konzentration der DNA in Lésung konnte daher folgendermaBen

bestimmt werden:

c[DNA] = ODyg x 20 x 0,05 pg/ul
Um die Reinheit der praparierten DNA zu Uberprifen, wurde zusétzlich die OD bei einer
Wellenlange von 280 nm gemessen. Dies gibt Aufschluss Uber eine Verunreinigung der DNA

mit Proteinen. Bei reiner DNA sollte der Quotient ODg0/OD5gy zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

D Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Aufgrund ihres phosphathaltigen Rickgrats besitzen DNA-Molekile eine negative Gesamt-
ladung und erfahren deshalb in einem elektrischen Feld eine gerichtete Bewegung. Dieser
Tatsache bedient man sich, um DNA-Fragmente in einem Agarose-Gel der GréBe nach

aufzutrennen. Es wurden Gele mit einem Agarosegehalt von 1% (w/v) verwendet.

Durchfiihrung

Die entsprechende Menge Agarose wurde in 1x TAE-Puffer durch Aufkochen (Heizplatte mit
Magnetrthrer) geldst. Nach kurzzeitigem AbkUhlen wurde Ethidiumbromid in einer End-



Material und Methoden 40

konzentration von 0,4 pg/ml zugegeben, die Lésung durch Schwenken vermischt und
anschlieBend luftblasenfrei in die Gel-Apparatur gegossen. Nach Aushéartung des Gels
wurden die Proben aufgetragen, die Elektrophorese erfolgte bei 150 V. Durch die Zugabe
des interkalierenden Agens Ethidiumbromid konnten die Nukleinsduren auf einem UV-
Leuchtschirm sichtbar gemacht und photographiert werden. Im Vergleich mit
Markerfragmenten bekannter GréBe konnte dann die GroBe der geladenen DNA bestimmt

werden.

E Ortsspezifische Mutagenese

Zur gezielten Veranderung bestimmter DNA-Sequenzen innerhalb eines Gens wurde die
Methode der ortsspezifischen Mutagenese verwendet. Dies erfolgte nach dem Protokoll des
,QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit” der Firma Stratagene. Dabei wurde mit Hilfe
der Pfu-DNA Polymerase das gesamte Matrizenplasmid vermehrt und gleichzeitig mittels
zweier komplementérer Oligonukleotide (2.1.8), die die gewlinschte Mutation enthielten, die
veranderte Sequenz eingebaut. Die verwendeten Oligonukleotide waren hierbei so
entworfen, dass eine erfolgreiche Mutagenese durch Restriktionsanalyse identifizierbar war.

Durchfiihrung

Es wurden zun&chst 50 ng des Ausgangsplasmids, 125 ng jedes Primers, 1 pul dNTP-Mix (10
mM), 5 pl 10x Reaktionspuffer, 1 ul Pfu-DNA Polymerase (2,5 U/ul) und H,O bis zum
Endvolumen von 50 ul auf Eis zusammenpipettiert. Die Reaktion erfolgte nach folgenden
Zyklusbedingungen:

Tab. 7: Reaktionsbedingungen der ortsspezifischen Mutagenese.

Anzahl der Zyklen Zeit Temperatur Reaktionsschritt

1 30 Sekunden 95°C Denaturierung

16 30 Sekunden 95°C Denaturierung
1 Minute 55°C Anlagerung der Primer
12 Minuten 68°C Synthese

1 ) 4°C Lagerung

Im Anschluss an die Mutagenese wurde der Amplifikationsansatz mit 1 pul des
Restriktionsenzyms Dpn | (20 U/ul) versetzt und 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Hierbei wurde
das methylierte Ausgangsplasmid durch das methylierungsabhéngige Dpn | abgebaut,
wahrend das mutierte, unmethylierte Syntheseprodukt erhalten blieb. 40 pl chemisch
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kompetente DH10B Zellen wurden dann mit 10 pl der verdauten Reaktion transformiert
(2.2.1 E). Nach Plasmid-DNA-Préparation (2.2.2 A/B) wurde der Erfolg der Mutagenese
durch Restriktionsverdau (2.2.2 F) und anschlieBender Sequenzierung (2.2.2 G) Uberpruft.

F Restriktionsverdau von DNA

In der vorliegenden Arbeit wurde der Erfolg einer Mutagenese durch einen Restriktions-
verdau Uberprift. Um z.B. Punktmutationen in Plasmid-DNA einzubringen, wurde die
Methode der ortsspezifischen Mutagenese (2.2.2. E) durchgeflhrt. Dabei enthielt die
gewlnschte Mutation zuséatzlich entweder eine Sequenz, die im Gegensatz zur
urspringlichen nicht mehr von einer Restriktionsendonuklease erkannt und geschnitten
werden kann, oder es wurde eine Erkennungsschnitistelle eingebracht, die in der
Ursprungssequenz nicht vorhanden war.

Durchfiihrung

Die Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers in den
mitgelieferten Puffern eingesetzt. Ein Reaktionsansatz enthielt 1/10 des Endvolumens an
10x Reaktionspuffer und 2 U des entsprechenden Enzyms pro ug in H,O geléster Plasmid-
DNA. Dabei Uberschritt die eingesetzte Enzymmenge nie 10% des Endvolumens, so dass
auch die Glyzerin-Endkonzentration nicht mehr als 5% war, um somit eine mdgliche
Staraktivitat zu verhindern. Wenn vom Hersteller empfohlen, wurden Zusatze wie BSA noch
hinzugefligt und letztendlich mit H,O zum gewunschten Endvolumen aufgefillt. Der
Verdauansatz wurde dann bei einer fir das Enzym optimalen Temperatur fur zwei bis
mehrere Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde zur Kontrolle des Restriktionsverdaus eine
Gelelektrophorese durchgefihrt.

G DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ist die Bestimmung der Nukleotid-Abfolge in einem DNA-Molekul
und wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgeflhrt. Hierflir wurden
50-100 ng/ul einer durch eine DNA-Midipraparation gereinigten Plasmid-DNA in einem
Mindestvolumen von 15 pl (in H,O) in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB verschickt. Wurde ein
Sequenzier-Primer mitgeschickt, musste dieser in einer Konzentration von 2 pmol/ul in einem

Mindestvolumen von 15 pl (in H,O) vorliegen.
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2.2.3 Arbeiten mit Proteinen

A Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Konzentrationsbestimmung von Protein in den hergestellten Zelllysaten (2.2.4 E) wurde
das Protokoll nach Bradford (1976) verwendet, bei der es sich um eine colorimetrische
Proteinbestimmung handelt. Der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva) bildet mit
Proteinen einen Komplex, der eine photometrisch quantifizierbare Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm zur Folge hat. Da diese
Verschiebung in einem bestimmten Bereich direkt proportional zur Proteinkonzentration ist,
kann Uber eine Eichgerade aus dem Extinktionswert die Konzentration bestimmt werden.

Durchfiihrung

2 ul eines zu vermessenden Lysats wurden mit Wasser auf 10 pl aufgefillt und in einer
Kivette mit 1 ml Coomassie-Lésung gemischt. Zur Erstellung einer Eichkurve wurden
ebenso jeweils 0 ug, 1 pg, 2,5 ug, 5 pg, 15 pg und 50 pg BSA in 10 pyl Wasser mit 1 ml
Coomassie-Lésung in einer Kivette gemischt. Daraufhin wurden die Proben fiir 5 Minuten
bei RT inkubiert und anschlieBend die Lysat-Proben genauso wie die Standard-Proben in
einem Spektralphotometer bei 450 nm und 590 nm gegen Wasser gemessen. Zur
Berechnung der Proteinkonzentration wurde von allen Proben der Quotient der Absorption
bei 450 nm und 590 nm ermittelt und jeweils der bei 0 ug BSA ermittelte Quotient, der die
Negativkontrolle darstellt, von diesem Wert abgezogen. Der so erhaltene korrigierte Quotient
wurde dividiert mit den jeweils eingesetzten BSA-Mengen und von den dadurch
resultierenden Quotienten wurde anschlieBend der Mittelwert gebildet. Dieser aus den BSA-
Lésungen entstandene Mittelwert wurde mit den korrigierten Quotienten der Lysat-Proben
multipliziert. Die Proteinkonzentration in pg/pl konnte schlieBlich berechnet werden, indem
diese Werte durch das eingesetzte Volumen an Lysat-Lésung dividiert wurden.

B SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelekirophorese (SDS-PAGE) kdnnen Proteine unter-
schiedlicher molekularer Masse im elektirischen Feld aufgetrennt werden. Die Proteine
werden durch Aufkochen bei 100°C mit SDS-haltigem Probenpuffer denaturiert. Durch die
Behandlung mit diesem negativ geladenen Detergens, das sich an hydrophobe Bezirke der
Moleklle anlagert, entfalten sich die Proteine und erhalten eine stark negative Ladung.
Werden sie anschlieBend auf einem Polyacrylamidgel der Elektrophorese unterzogen,
werden die Proteine deshalb nur nach ihrem Molekulargewicht im Maschenwerk des Gels
aufgetrennt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um im
Anschluss Proteine auf eine Membran zu transferieren (2.2.3 B) und sie letztendlich Uber
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eine Immundetektion visualisieren zu kbnnen.

Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurde das vertikale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System Mini
Protean® Il Electrophoresis Cell der Firma Biorad verwendet. Dafir wurden 10%ige
Polyacrylamid-Gele, bestehend aus Sammel- und Trenngel (2.1.10 C) eingesetzt, wobei sich
dies auf die Konzentration des Acrylamids im Trenngel bezieht und von dem
Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine abhangt.

Zunachst wurde das Trenngel in die daflr mitgelieferte Apparatur gegossen und mit H,O
Uberschichtet, um eine mdglichst gleichmaBig glatte Oberflache des Trenngels zu erzielen.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das Wasser wieder abgenommen und das
kurz zuvor zusammengemischte Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Im Anschluss
wurde ein Kamm in das Sammelgel eingesetzt und erneut gewartet, bis dieses polymerisiert
war. Das Gel wurde schlieBlich in die Gelkammer Uberfuhrt, die dann mit Laufpuffer befillt
wurde und somit die Proben geladen werden konnten. Es wurde stets je 20 - 40 g
Gesamtprotein auf das Gel geladen, wobei die Proteinproben dafiir zuvor mit
entsprechendem Volumen an 5x SDS-Probenpuffer versetzt werden mussten und 5 Minuten
bei 100°C im Heizblock gekocht wurden. Um das Molekulargewicht der aufgetrennten
Proteine abschatzen zu kénnen, wurde zusétzlich ein vorgefarbter Marker mit aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte dann bei RT und 150 V, woraufhin das Trenngel fir den Transfer
abgetrennt wurde.

C Western-Blotting

Um Proteine anhand einer Immundetektion identifizieren zu konnen, missen die
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine (2.2.3 B) beim Western-Blot mit Hilfe eines
elektrischen Feldes auf eine Membran transferiert und immobilisiert werden. Dies erfolgte in
der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich Gber das Semidry-Verfahren, bei der Gele der GroBe
8 cm x 4 cm x 0,75 mm geblottet wurden.

Durchfiihrung

Eine auf GelgréBe zugeschnittene PVDF-Membran (0,45 um Porengr6Be Immobilon-P
Transfermembran) wurde zundchst 5 Minuten mit Methanol benetzt und anschlieBend
genauso wie 6 ebenso groBe Lagen Whatman-3MM-Papiere in Transferpuffer geschwenki.
Dann wurde auf die Anoden-Platte der Semidry-Blotting-Apparatur drei der Whatman-
Papiere, die PVDF-Membran und das Trenngel, das kurz zuvor in Transferpuffer &quilibriert
wurde, gelegt. Die restlichen drei Whatman-Papiere wurden luftblasenfrei geschichtet und
schlieBlich mit der Kathoden-Platte bedeckt. Der Proteintransfer erfolgte bei 22 V fir eine
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Stunde bei RT. Die Membran wurde nach dem Blotten kurz in Ponceau-Féarbelésung
geschwenkt und anschlieBend mit Wasser gewaschen, um Uberschissige Farbe zu
entfernen, bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Nachdem die Banden des
GréBenstandards mit Bleistift nachgezeichnet wurden, wurde die Membran in Blocklésung
Uberfihrt und 1 Stunde bei RT darin geschwenkt, um eine unspezifische Bindung des
Antikérpers an die Membran zu verhindern. Dies erfolgte ebenso wie alle weiteren Schritte
auf einem Schuttler. Danach wurde die Membran 1 Stunde bei RT mit dem in Blocklésung
verdunnten Primarantikérper inkubiert. Nach 2 x 5 Minuten und 3 x 10 Minuten Waschen der
Membran mit Waschlésung folgte eine einstindige Inkubation mit einem
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Zweitantikdrper in Blocklésung. AnschlieBend wurde die
Membran erneut 2 x 5 Minuten und 3 x 10 Minuten in Waschlésung und 1 x 10 Minuten in
H,O gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des Western Lightning Chemoluminiscence
Reagent von Perkin Elmer, wobei dazu das Luminol- und Oxidations-Reagenz kurz zuvor 1 :
1 gemischt werden mussten. Die Membran wurde dann 1 Minute in dem von der GréBe des
Gels abhangigem Volumen dieses Gemischs inkubiert, danach auf einem Kosmetik-Tuch
abgetropft, luftblasenfrei in eine Klarsichtfolie gelegt und schlieBlich in eine Filmkassette
Uberfihrt. Auflegen und Entwickeln des Films erfolgte in der Dunkelkammer, wobei je nach
verwendetem Primarantikérper und eingesetzter Proteinmenge zwischen 10 Sekunden und
0.N. exponiert wurde. Nach der Exposition des Réntgenfilms wurde dieser solange in
Eukobrom-Entwickler inkubiert, bis die gewlnschte Signalstarke zu sehen war. Dann wurde
der Film kurz in Wasser gewaschen, 15 Minuten mit Acido Fixierer fixiert und schlieBlich zum
Trocknen bei RT aufgehangt. Indem der Réntgenfilm auf die entsprechende Membran gelegt
wurde, konnten so die Banden des Proteinmarkers auf den Film Ubertragen werden.

D Dual-Luciferase Reporter Assay

Bei einem Reportergen Assay kdénnen Untersuchungen zur Expression von Genen und
deren Regulation durchgefuhrt werden. Dazu kloniert man den zu untersuchenden Promotor
vor ein sogenanntes “Reportergen®, dessen Proteinaktivitat leicht nachzuweisen ist. Dabei ist
die Aktivitat des Proteins proportional zur Aktivitat des Promotors. Durch Transfektion
werden die Reportergen-Konstrukte zuerst in die Zellen gebracht.

In dieser Arbeit wurde daflir das Dual-Luciferase®Reporter Assay System von Promega
verwendet. Der Begriff “Dual-Reporter* bezieht sich auf die gleichzeitige Expression und
Messung zweier voneinander unabhangiger Reporterenzyme in einem einzigen
Versuchsansatz. Einer der beiden Reporter korreliert dabei mit dem Effekt der spezifischen
experimentellen Bedingungen, wahrend die Aktivitat des zweiten ko-transfizierten Reporters
eine interne Kontrolle darstellt, welche die Basalaktivitét reprasentiert und zur Normalisierung



Material und Methoden 45

herangezogen wird. Dadurch kénnen experimentelle Schwankungen, wie Unterschiede in

der Transfektionseffizienz, normalisiert werden.

Als Reporter wurden die beiden Luciferasegene Pluc und Rluc verwendet, wobei es sich bei
Pluc um das Luciferasegen des Leuchtkéfers Photinus pyralis handelt, welcher als
experimenteller Reporter benutzt wurde. In dieser Arbeit bestehen die experimentellen
Reporter aus dem humanen Wildtyp /L-6 Promotor, bzw dessen mutagenisierten Varianten
(2.1.9), gekoppelt an Pluc. Rluc wurde als Kontroll-Reporter benutzt, wobei es sich um das
Luciferasegen der Weichkoralle Renilla reniformis handelt. Der in dieser Arbeit verwendete
ko-transfizierte Kontroll-Reporter pRL-null exprimiert Rluc in Abwesenheit eines Promotors.

Durchfiihrung

Transfektion von HtTA-1-Zellen mit den Reporter-Plasmiden

1x 10° HtTA-1-Zellen wurden in einer 24-Loch-Platte in Kulturmedium mit Doxyzyklin (100
ng/ml) ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Transfektion (2.2.4 C) unter Verwendung des
Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 von Invitrogen, wobei alle Transfektionen in
Duplikaten durchgefiihrt wurden. Eingesetzt wurden dabei je 0,4 pl Lipofectamine™ 2000,
0,2 ug Firefly-Luciferase Reporter, 15 ng Renilla-Luciferase Reporter und entweder 0,1 ug
LMX1B-Expressionsplasmid oder, um auf die gleiche DNA-Gesamtmenge zu kommen, 0,1
pg leerer pcDNA3 Vektor. Bei der Analyse der generierten LMX1B-Mutanten wurden die
gleichen Mengen an Reporter eingesetzt, nur die LMX1B-Mutanten variierten an eingesetzter
DNA-Menge von 0,1- 0,75 pg. 24 Stunden spater wurden die Zellen mit TNF-a (20 ng/ml) fur
8 Stunden zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges inkubiert oder direkt ohne Stimulierung
geerntet, wobei Ernte und Lyse (je 100 ul PLB-Puffer) der Zellen nach Herstellerangaben
des Dual-Luciferase®Reporter Assay Systems von Promega erfolgte (2.2.4 B). Die Lysate
konnten dann zur Konzentrationsbestimmung nach Bradford (2.2.3 A) herangezogen und
schlieBlich mit Hilfe eines Luminometers analysiert oder bei -80°C gelagert werden.

Messung der Luciferaseaktivitit

Die Messung der Luciferaseaktivitdt erfolgte unter Verwendung des Dual-Luciferase
Reporter Assay Systems von Promega im Centro XS® LB 960 Mikroplatten Luminometer von
Berthold Technologies.

Durchfiihrung

Je 10 ul der Lysat-Proben wurden in die 96-Loch-Platte des Luminometers Uberfiihrt. Die
Messung erfolgte dann automatisch in zwei Schritten. Beim ersten Schritt wurde die Aktivitat
der Firefly-Luciferase bestimmt, indem je 40 pl Luciferase Assay Reagent Il (Promega)
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injiziert wurden und nach einem kurzen Intervall von 2 Sekunden die Messung der
Lichtemission Uber 10 Sekunden erfolgte. Im zweiten Schritt wurde durch Injektion von 40 pl
Stop & Glo® Reagent (Promega) die Aktivitat der Firefly-Luciferase gehemmt und die Renilla-
Luciferase aktiviert. Die Messung der Lichtemission der Renilla-Luciferase erfolgte dann
nach 2 Sekunden Verzdgerung fir 10 Sekunden. Alle Proben wurden zweimal gemessen.
Die vom Luminometer ermittelten Werte flr die Aktivitat der Firefly-Luciferase sowie die
Aktivitdt der Renilla-Luciferase wurden mit der MikroWin 2000 Software von Berthold
wiedergegeben. Die Firefly-Luciferaseaktivitdt in den einzelnen Zelllysaten wurde
anschlieBend gegen die entsprechende Aktivitat der Renilla-Luciferase normalisiert. Davon
wurden dann die als Basalaktivitdt angesehenen Werte des IL-6-Promotor-losen Konstrukts
(AIL-6P-Luc) noch abgezogen. Die so erhaltenen, korrigierten Werte wurden dann in
Relation zu der Promotoraktivitdt der unstimulierten mit dem leeren pcDNA3 Vektor
transfizierten Zellen (=1) gesetzt und als Diagramm dargestellt. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung wieder, die mittels Microsoft Excel berechnet wurden.

2.2.4 Arbeiten mit Sduger-Zelllinien

A Kultivierung von Hela-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich HeLa-Zellen (humane epitheliale Zervix-
karzinomzellen) verwendet, wobei alle Arbeiten mit dieser S&ugerzelllinie unter sterilen
Bedingungen an einer Zellkulturarbeitsbank durchgefihrt wurden. Alle Verbrauchs-
materialien waren entweder steril verpackte Einmalartikel oder wurden vor der Benutzung in
einem Autoklaven bei 121°C mit Wasserdampf sterilisiert, um eine Kontamination mit
Bakterien, Viren oder Pilzen zu verhindern. Die Kultur der verwendeten Zelllinien erfolgte in
Gewebekulturflaschen oder -schalen in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO,, wobei je
nach verwendeter Zelllinie das jeweilige Kulturmedium und die jeweiligen Zusatze wie folgt

war:

Tab. 8: Verwendete Zelllinien mit jeweiligem Kulturmedium und Zusétzen.

Zelllinie Kulturmedium Zusitze

HtTA-1 DMEM 10% FCS
200 pg/ml Geneticin
100 ng/ml Doxyzyklin

HtTA-1/myc-LMX1B DMEM 10% FCS
(Klon #34) 200 pg/ml Geneticin
100 ng/ml Doxyzyklin

300 pg/ml Hygromycin




Material und Methoden 47

HtTA-1/myc-LMX1B (C95F) | DMEM 10% FCS
(LMX1B-Mutante, Klon #351) 200 pg/ml Geneticin
100 ng/ml Doxyzyklin
500 ng/ml Puromycin

HtTA-1hFer DMEM 10% FCS
(produzieren H-Kette des 200 pg/ml Geneticin
humanen Ferritins) 100 ng/ml Doxyzyklin

300 pg/ml Hygromycin

Passagieren der Zellen

Durch sogenanntes ,Passagieren” werden Zellen, in der vorliegenden Arbeit durch
Trypsinierung, aufgeteilt, wodurch sie sich jeweils in neuen Gewebekulturflaschen oder
-schalen vermehren kénnen und somit Uber einen langen Zeitraum zur Durchfihrung von

zellbiologischen Experimenten zur Verfligung stehen.

Durchfiihrung

Sobald die adharent wachsenden Hela- (HtTA-1) Zellen die je nach Versuchsaufbau
geforderte Konfluenz erreicht hatten, wurde das Kulturmedium aus der Gewebekulturflasche
oder -schale abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS gewaschen und kurz mit Trypsin/EDTA
inkubiert. Dabei sollte die Trypsinlésung nicht 1anger als 10 Minuten auf den Zellen sein, da
sie zellschadigend wirken kann. Nach Ablésung der Zellen durch leichtes Klopfen gegen den
Kulturflaschen- oder Kulturschalenboden wurden sie von der Gewebekulturflasche oder -
schale mit dem mindestens dreifachem Volumen an FCS-haltigen Medium abgespdilt, um
das Trypsin zu inhibieren. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren konnten noch
anheftende Zellen abgelést und vereinzelt werden. AnschlieBend wurden dann je nach
Bedarf unterschiedlich groBe Aliquots dieser Zellsuspension auf eine gewlnschte Anzahl
Gewebekulturflaschen oder -schalen verteilt und mit neuem Kulturmedium und den
entsprechenden Zusatzen aufgefullt. Um Zellen in einer definierten Dichte auszusaen, wurde
die Zellzahl der abgeldosten Zellen in einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt und die
gewunschte Zelldichte durch Zugabe von Medium eingestellt.

Zahlen von Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurden
diese mit Trypanblau versetzt. Wahrend vitale Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen und im
Lichtmikroskop hell erscheinen, dringt Trypanblau in tote Zellen ein, wodurch diese tiefblau
geféarbt sind und daher im Lichtmikroskop dunkel erscheinen.
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Durchfiihrung

100 pl einer Zellsuspension wurden mit 100 pl Trypanblau gemischt und davon ein Aliquot in
eine Neubauer-Zédhlkammer pipettiert. Dabei wurden mindestens vier GroBquadrate
ausgezahlt. Die Zellzahl pro ml berechnet sich dann unter Berlcksichtigung des
Verdlnnungsfaktors (Trypanblaufarbung), der Anzahl der ausgezahlten GroBquadrate der

Kammer und des Volumens (iber einem mittelgroBen Quadrat von 1 x 107 ml.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Konservierung von Zellen erfolgte durch Einfrieren der Zellen in flissigem Stickstoff bei
-196°C. Daflir wurde nach Zugabe von Trypsin/EDTA-Lésung die konfluent gewachsenen
Zellen einer Gewebekulturflasche abgeldst, in FCS-haltigem Medium aufgenommen und
durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 800 rpm (Multifuge 3 L-R mit Rotor Ch. 2545) in einem
15 ml-Réhrchen pelletiert. In einem der Zellzahl entsprechendem Volumen von 90%
FCS/10% DMSO wurde das Pellet resuspendiert, die so erhaltene Zellsuspension in ein
Kryordhrchen Uberfuhrt, sofort bei -80°C eingefroren und 1-2 Tage spéater zur langeren
Lagerung in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Um eine Kultur einer Zelllinie anlegen zu kénnen, wurde ein Kryoréhrchen dem flissigen
Stickstoff enthommen und in handwarmen Wasser geschwenkt. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend in einem 15 ml-Réhrchen mit 10 ml FCS-haltigem Kulturmedium vermischt, far
5 Minuten bei 750 rpm (Multifuge 3 L-R mit Rotor Ch. 2545) abzentrifugiert und das Pellet in
5 ml Kulturmedium mit entsprechenden Zusatzen resuspendiert. Die Suspension wurde dann

in eine 25 cm? Gewebekulturflasche Gberfiihrt, welche bei 37°C und 5% CO. inkubiert wurde.

Induktion von HtTA-1-Zellen

Um eine kontrollierte Regulation der Proteinsynthese von LMX1B oder der Mutante LMX1B-
C95F zu erméglichen, wurde das von Gossen und Bujard 1992 entwickelte transkriptionelle
Regulationssystem angewendet. Das Prinzip beruht auf der Regulation des Tetrazyklin-
Resistenz-Operons, das auf dem Tn10-Transposon in E. coli liegt.

Es wurde ein Fusionsprotein aus dem Tet-Repressor (tetR) aus E. coli und der
transkriptionellen  Aktivierungsdomane VP16 aus dem Herpes simplex Virus
zusammengesetzt, welches den Tetrazyklin-abhangigen Transaktivator (tTA) bildet. Durch
ein in die Zielzellen transfiziertes Plasmid wird dieser konstitutiv produziert. In einen anderen
Vektor wurde die gewunschte Ziel-DNA einkloniert, der wiederum den dazu passenden tTA-
Promotor enthalt, welcher aus einem Minimalpromotor des menschlichen Cytomegalovirus

(CMV)-Promotors, kombiniert mit der Tetrazyklin-Operator-Sequenz (tetO) aus E. coli
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besteht. Durch Zugabe von Tetrazyklin wird eine Konformationsanderung des tTA
hervorgerufen, wodurch der tTA nicht mehr an den Operator binden kann und die
transkriptionelle Aktivierung unterbleibt. Ist Tetrazyklin jedoch nicht vorhanden, kann der tTA
an den Operator binden und somit den Minimalpromotor aktivieren, was zu einer Initiation
der Transkription der gewlinschten Ziel-DNA fuhrt. Dieses System wird als Tet-off-System
bezeichnet.

Die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie, die sich dieses System zu Nutze machte, wurde als
HtTA-1 bezeichnet und bezeichnet den tTA synthetisierenden Zellklon, der von Gossen und
Bujard in HeLa-Zellen konstruiert wurde (HelLa-Zellen mit Tetrazyklin-Transaktivator). Dabei
wurde statt Tetrazyklin das Derivat Doxyzyklin verwendet, da es eine héhere Affinitdt zum
Repressor aufwies.

Durchfiihrung

Die Kultivierung der HtTA-1-Zellen erfolgte in Medium mit Doxyzyklin und den anderen
nétigen Zusatzen (Tab. 8). War eine Induktion der Proteinexpression von LMX1B oder
LMX1B-C95F gewollt, mussten die Zellen ohne Doxyzyklin kultiviert werden, wobei durch
Trypsin abgel6ste Zellen mit doxyzyklinfreiem Medium versetzt und ausgesat wurden. Waren
die Zellen angehaftet, wurde zweimal mit 1x PBS gewaschen und dann doxyzyklinfreies
Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fur 4 Tage ohne Doxyzyklin im
Medium inkubiert, wobei nach 2 Tagen das Medium gewechselt wurde, und geerntet. In
diesem Zeitraum fand eine optimale Synthese von LMX1B statt (s. 3.1).

TNF-a-Stimulierung von HelLa-Zellen

Die Aktivierung des NF-kB-Signalweges erfolgte in dieser Arbeit durch Stimulierung der
Zellen mit Tumornekrosefaktor-o (TNF-at). Dazu wurde TNF-a in einer Endkonzentration von
20 ng/ml in das Medium gegeben. Fir eine Expressionsstudie auf mRNA Ebene mittels
Echtzeit-gPCR wurden die Zellen 1 Stunde, fir eine Promotorstudie mittels Luciferase

Reporter Assay 8 Stunden mit TNF-a inkubiert, bevor geerntet wurde.

B Herstellung von Zelllysaten

Zur lIsolierung und Analyse von Proteinen wurden Hela-Zellen in DMEM-Medium mit
entsprechenden Zuséatzen je nach Versuchsaufbau in 6- oder 24-Loch-Gewebeplatten oder
P10-Gewebeschalen fur die gewlnschte Zeitdauer kultiviert, wobei am Tag der Ernte die
Zellen moglichst konfluent vorliegen sollten. Wurde die hergestellten Lysate nicht direkt
verarbeitet, wurden sie bei -80°C gelagert.
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Ganzzelllysate

Zur Detektion von Proteinen mittels Western-Blot wurden Ganzzelllysate hergestellt. Dazu
wurde das Medium von den Zellen abgesaugt, die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen
und anschlieBend mit einer geringen Menge von 1x PBS mit einem Zellschaber abgelést. Die
Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaB Gberfihrt und fir 1 Minute bei 3.000 rpm
(Tischzentrifuge ,Biofuge pico® mit Rotor Sorvall 3329) zentrifugiert. Die so erhaltenen
Zellpellets wurden je nach GrdBe in einem entsprechendem Volumen an Brij-Puffer (50 pl bis
100 ul) resuspendiert. Es folgte eine Inkubation auf Eis fir 30 Minuten und ein
Zentrifugationsschritt fir 15 Minuten bei 4°C und 13.000 rpm (Sigma 3K20 mit Rotor Nr.
12154). SchlieBlich wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB dberfiihrt. Als
nachstes wurde stets eine Bestimmung der Proteinkonzentration (2.2.3 A) und zur
Identifikation der Proteine eine SDS-PAGE (2.2.3 B) und Western-Blot (2.2.3 C)
durchgefiihrt. Dabei wurde stets 20-40 ug Gesamtprotein mit dem entsprechendem Volumen
an 5x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 Minuten bei 100°C im Heizblock gekocht und schlieBlich
auf ein SDS-Gel geladen (s. 2.2.3 B).

Zelllysate fiir den Luciferase Reporter Assay

Um die Transkriptionsaktivitdt von Proteinen zu untersuchen, wurde das Dual-
Luciferase®Reporter Assay System der Firma Promega verwendet. Dazu wurden die Zellen
nach Angaben des Protokolls des Kits geerntet. Dementsprechend wurde zunachst das
Kulturmedium von den Zellen abgesaugt, die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen und
direkt in den 24-Loch-Gewebekulturplatten lysiert. Dazu wurden die Zellen mit 100 ul PLB-
Puffer, der in dem Dual-Luciferase®Reporter Assay System von Promega enthalten ist,
Uberschichtet und fir 15 Minuten bei RT und leichtem Schutteln inkubiert. Dann wurden die
Zelllysate jeweils in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaB Uberflihrt, woraufhin eine Bestimmung der
Proteinkonzentration (2.2.3 A) erfolgte. Wurden die unterschiedlichen LMX1B-Mutanten in
die Zellen transfiziert (2.2.3 D), wurde deren Expression stets vor der Durchfihrung des
Luciferase Assays mittels SDS-PAGE (2.2.3 B) und anschlieBender Western-Blot-Analyse
(2.2.3 C) Uberprift. Dazu wurden je 20 pg Gesamtprotein mit dem entsprechendem Volumen
an 5x SDS Probenpuffer auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Analyse mittels Luminometers
(2.2.3 D) erfolgte mit je 10 pl des Zelllysates.

Zelllysate fiir Lokalisationsstudien

Um den Wirkungsort der Proteine in den Zellen lokalisieren zu kdnnen, wurden zytosolische
und Kernextrakte hergestellt. Daflir wurde das Medium von den Zellen abgesaugt, die Zellen
zweimal mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend in Anwesenheit einer geringen Menge
von 1x PBS mit einem Zellschaber abgeldst. Nach einem Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten
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bei 1.000 rpm (Sigma 3K20 mit Rotor Nr. 12154) und 4°C wurde das Pellet in Puffer A
resuspendiert und anschlieBend fir 10 Minuten auf Eis gestellt. Durch Zugabe von 0,625%
NP-40 und Zentrifugation fir 1 Minute bei 14.000 rpm (Sigma 3K20 mit Rotor Nr. 12154) und
4°C konnte dann der aus den zytosolischen Bestandteilen bestehende Uberstand
abgenommen werden. Das verbleibende Pellet wurde erneut mit Puffer A gewaschen,
anschlieBend in Puffer C aufgenommen und fir 1 Stunde bei 4°C kraftig geschittelt. Die
unléslichen Zellbestandteile wurden durch einen 15-minltigen Zentrifugationsschritt bei
14.000 rpm (Sigma 3K20 mit Rotor Nr. 12154) und 4°C pelletiert, wodurch die gewiinschte
Kernfraktion im Uberstand geerntet werden konnte. Von den auf diese Weise generierten
zytosolischen und Kernextrakten wurde entweder direkt die Konzentration bestimmt und
anschlieBend eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt oder sie wurden bei -80°C gelagert.
Um die Qualitat der Reinheit der hergestellten zytosolischen und Kernextrakte verifizieren zu
kénnen, wurde bei der Western-Blot-Analyse zur Kontrolle ein AntikGrper gegen das
nukleare Protein HDAC1 verwendet.

C Transfektion von HelLa-Zellen

Das hier verwendete Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) beruht auf
dem Prinzip der Lipofektion. Die in den Reagenzien enthaltenen Lipide komplexieren
aufgrund ihrer positiven Ladung sehr effektiv mit DNA. Diese Komplexe fusionieren mit der
Zellmembran und bringen somit die DNA in das Zellinnere. AnschlieBend findet die
Expression der eingeschleusten Plasmide statt.

Plasmid-DNA Transfektion

2x 10° der zu transfizierenden Hela-Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte mit Zellkultur-
medium mit oder ohne Doxyzyklin ausgeséat. Am néchsten Tag wurde das Medium von den
Zellen abgenommen und mit 1 ml Kulturmedium (ohne FCS und ohne Antibiotika) versetzt.
Fir die Transfektion wurde 1 pg Plasmid-DNA in 250 pl Kulturmedium (ohne FCS und ohne
Antibiotika) dazu gegeben. Parallel dazu wurden 2 pl Lipofectamine™ 2000 ebenfalls in 250
pl Kulturmedium (ohne FCS und ohne Antibiotika) verdinnt und nach einer 5-minitigen
Inkubation mit der DNA-L&sung vorsichtig vermischt. Zur Komplexbildung wurde fur 20
Minuten inkubiert, danach wurden die Transfektionsansatze auf die mit 1 ml Kulturmedium
(ohne FCS und ohne Antibiotika) inkubierten Zellen gegeben. AnschlieBend wurde die 6-
Loch-Platte leicht geschwenkt und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach 4 Stunden wurde
1 ml Kulturmedium mit den fir 2,5 ml Endvolumen entsprechenden Mengen an Antibiotika
und FCS versetzt und zu den Zellen hinzugegeben. Ein Tag nach der Transfektion wurden
die Zellen entweder noch mit TNF-a (20 ng/ml) stimuliert oder ohne Stimulierung direkt far

anschlieBende Analysen geerntet.
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Die Transfektion von HiTA-1-Zellen mit Reporter-Plasmiden zur Durchflhrung eines
anschlieBenden Dual-Luciferase Assays wurde bereits unter 2.2.3 D beschrieben.

siRNA Transfektion

2 x 105 der zu transfizierenden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte mit
Zellkulturmedium mit oder ohne Doxyzyklin ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium
von den Zellen abgenommen und mit 1 ml Kulturmedium (ohne FCS und ohne Antibiotika)
versetzt. FUr die Transfektion wurden den Herstellerangaben entsprechend 5 nM siRNA in
250 pl Kulturmedium (ohne FCS und ohne Antibiotika) gegeben. Parallel dazu wurden 2 pl
Lipofectamine™ 2000 in 250 pl verdunnt und nach einer 5-minltigen Inkubation zu der
hergestellten siRNA-LOsung hinzugegeben und vorsichtig vermischt. Zur Komplexbildung
wurde far 20 Minuten inkubiert, danach wurden die Transfektionsanséatze auf die mit 1 ml
Kulturmedium (ohne FCS und ohne Antibiotika) inkubierten Zellen gegeben. AnschlieBend
wurde die 6-Loch-Platte leicht geschwenkt und im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 4
Stunden wurde 1 ml Kulturmedium mit den fir 2,5 ml Endvolumen entsprechenden Mengen
an Antibiotika und FCS versetzt und zu den Zellen hinzugegeben. Drei Tage nach der
Transfektion wurden die Zellen entweder noch 1 Stunde mit TNF-a (20 ng/ml) stimuliert oder

ohne Stimulierung direkt fir anschlieBende RNA- und Protein-Analysen geerntet.

D Immunzytochemie

Die Lokalisation von Proteinen in den verschiedenen Zellkompartimenten kann auch durch
eine immunzytochemische Untersuchung erfolgen.

Durchfiihrung

Je nach Versuchsaufbau wurden auf unbeschichteten 12 mm-Deckglaschen die Zellen 1-4
Tage in Medium ohne oder mit Doxyzyklin (100 ng/ml) kultiviert und am Tag der Ernte mit
TNF-o fir 1 Stunde inkubiert, um den NF-xB-Sinalweg zu aktivieren, oder ohne Stimulierung
direkt geerntet. Am Versuchstag wurden die Deckglaschen jeweils in eine Vertiefung einer
24-Loch-Platte Uberfihrt und zweimal mit Medium ohne Zuséatze gewaschen. Danach
wurden die Zellen mit 500 pl 4% Paraformaldehyd (PFA) in 1x PBS fir 20 Minuten bei RT
fixiert und anschlieBend dreimal 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Nach einer einstiindigen
Inkubation in 500 pl Blockierungslésung (2% BSA/0,1% Triton X-100 in 1x PBS) bei RT
wurden die Zellen nochmal fiir 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Es folgte flr 2 Stunden bei
RT eine Inkubation der Zellen mit dem in 300 pl Blockierungslésung ohne Triton X-100
geldésten Priméarantikdrper. Nach viermaligem Waschen fir je 2 Minuten in Hochsalz-PBS
(1,6% NaCl in 1x PBS) und einmal fir 1 Minute mit 1x PBS wurde mit dem
Sekundarantikdrper, der erneut in 300 pl Blockierldsung ohne Triton X-100 gelést war, fir 1
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Stunde im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut viermal flr je 2
Minuten in Hochsalz-PBS und einmal fir 2 Minuten in 1x PBS gewaschen und schlieBlich mit
Eindeckmittel (40% Glyzerin in 1x PBS) und Deckglaschen auf Objekttragern eingebettet.
Zur Analyse des Versuchs wurden die Zellen spater am Fluoreszenzmikroskop (Axioskop,
Zeiss) betrachtet, digitale Fotos mit einer Digitalkamera (DMC2, Polaroid) davon erstellt und
mittels einem daran angeschlossenem Computer mit entsprechender Software ausgewertet.

E siRNA-Synthese

Um die Expression von Genen zu inhibieren, wurde die siRNA-Technik verwendet. Dabei
bringt man kurze, doppelstrdngige RNAs mit einer Lange von 21-23 Nukleotiden,
sogenannte siRNAs ("small interfering RNAs”), in die Zellen durch Transfektion (2.2.4 C) ein.
Da dort die siRNAs als Leitmotiv fir eine Nuklease fungieren, flhrt dies zum Abbau der
komplementaren mRNA-Sequenz des Zielgens, so dass die Proteintranslation unterbleibt.

Durchfiihrung

Zur siRNA-Herstellung wurde der Silencer™ siRNA Construction Kit von Ambion sowie die
unter 2.1.8 Tab. 5 genannten Oligonukleotide eingesetzt.

In separaten Ansatzen erfolgte durch Zugabe des T7-Promotor-Primers in einem ersten
Schritt dessen Hybridisierung mit jeweils einem entsprechendem Sense- oder Antisense-
Oligonukleotid, wobei diese in einer Konzentration von 100 uM vorlagen. Nach Auflésung
maoglicher unerwinschter Sekundérstrukturen bei 70°C fur 5 Minuten erfolgte die
Hybridisierung der Oligonukleotide bei RT fiir 10 Minuten. Die 3'-Uberhdnge wurden
anschlieBend bei 37°C fur 30 Minuten mit der Klenow-DNA-Polymerase aufgefillt, wodurch
doppelstrangige DNA entstand, aus denen in einer zweistlindigen Inkubation bei 37°C die T7
RNA Polymerase RNA-Transkripte synthetisieren konnte. Die RNA-Transkripte wurden
schlieBlich zur Hybridisierung vereint und Gber Nacht bei 37°C weiter inkubiert. Durch
Zugabe einer DNase und einer speziellen Einzelstrang-Ribonuklease konnten die DNA
Matrizen sowie 5°-Uberhénge der dsRNA in einer zweistiindigen Inkubation bei 37 °C entfernt
werden. Die weitere Aufreinigung als auch die Elution in 100 pl nukleasefreiem Wasser
erfolgte Uber eine Saule. SchlieBlich wurde die Konzentration der siRNA am Photometer bei
260 nm gemessen. Gelagert wurde die siRNA bei -20°C, bis sie schlieBlich in einer

Transfektion eingesetzt wurde (2.2.4 C).
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2.2.5 Arbeiten mit RNA

A Kultivierung und Ernten von Zellen flir die Gesamt-RNA-Isolierung

Um Gesamt-RNA aus Hela-Zellen zu isolieren, wurden die Zellen stets in 6 cm-
Gewebekulturschalen oder in 6-Loch-Gewebekulturplatten fiir je nach Versuchsaufbau

unterschiedliche Zeiten und mit verschiedenen Mediumzusatzen kultiviert.

Dann wurden die Zellen geerntet, indem sie zunachst wie bereits unter 2.2.4 A beschrieben
von dem KulturgefaBboden durch Trypsin/EDTA abgelést wurden. Die Wirkung des
Trypsin/EDTA wurde durch die Zugabe des vierfachen Volumens an FCS-haltigem Medium
inhibiert, durch anschlieBendes Auf- und Abpipettieren konnten die restlichen noch
anhaftenden Zellen abgel6st und vereinzelt werden. Die so gewonnene Zellsuspension
wurde in ein 50 ml-Réhrchen Uberfuhrt, aufgefillt auf 40 ml mit eiskaltem 1x PBS und flr 5
Minuten bei 100 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml eiskaltem 1x PBS
resuspendiert, in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaB gegeben und fir 1 Minute bei 3.000 rpm
(Tischzentrifuge ,Biofuge pico” mit Rotor Sorvall 3329) erneut zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet in dem geschlossenen Reaktionsgefa in
flissigem Stickstoff schockgefroren und schlieBlich bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

B Isolierung von Gesamt-BNA

In der vorliegenden Arbeit fand die Isolierung von Gesamt-RNA nach dem Protokoll des
NucleoSpin RNA Il Kits von Macherey-Nagel statt. Dabei wurden alle Schritte bei RT
durchgeftihrt und es wurden nur RNase-freie Pipettenspitzen mit Filtereinsatz und RNase-
freie ReaktionsgefdBe verwendet. Zur Herstellung des 70%igen Ethanols wurde
autoklaviertes Wasser benutzt.

Durchfiihrung

Zunéchst wurde pro Pellet eine Mischung aus 350 pl Puffer RA1 und 3,5 pl B-
Mercaptoethanol hergestellt, durch die die Lyse der Zellen und die gleichzeitige Inaktivierung
von RNasen in Gang gesetzt wird. Dies wurde auf das noch gefrorene Zellpellet gegeben
und ca. 10x auf- und abpipettiert, bis eine klare, viskése Ldsung entstand. Durch einen
Zentrifugationsschritt fir 1 Minute bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico® mit Rotor
Sorvall 3329) wurde das Lysat Uber eine mitgelieferte Filtereinheit gereinigt und die
Viskositat verringert. Das Filtrat wurde mit 350 pl 70%igem Ethanol versetzt, 10x auf- und
abpipettiert und anschlieBend auf eine mitgelieferte Saule aufgetragen. Wahrend einer 30-
seklindigen Zentrifugation bei 10.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico“ mit Rotor Sorvall
3329) erfolgte die Bindung der RNA an die Saule. Um Salzverunreinigungen zu entfernen,
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wurden 350 pl MDB-Puffer zugegeben und fir 1 Minute bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge
,Biofuge pico® mit Rotor Sorvall 3329) zentrifugiert. Um in der Probe enthaltene DNA zu
entfernen, wurden als nachstes 95 ul einer frisch angesetzten Lésung aus 90 pl DNase-
Reaktionspuffer und 5 pl DNase | direkt auf die S&ule gegeben. Nach 15 Minuten bei RT
wurden 200 pl Puffer RA2 zupipettiert und die Saule fir 30 Sekunden bei 10.000 rpm
(Tischzentrifuge ,Biofuge pico® mit Rotor Sorvall 3329) zentrifugiert. Es folgten zwei weitere
Waschschritte mit Puffer RA3, wobei beim ersten Waschschritt 600 pl des Puffers fir 30
Sekunden mit 10.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico” mit Rotor Sorvall 3329) und beim
zweiten 250 pl fir 2 Minuten bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico” mit Rotor Sorvall
3329) durch die Saule zentrifugiert wurden, um die Membran vollstdndig zu trocknen. Die
Elution der RNA erfolgte durch Zugabe von 60 pl RNase-freiem Wasser auf die Membran
und 1-mindtige Zentrifugation bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge ,Biofuge pico“ mit Rotor
Sorvall 3329). Um die Ausbeute zu erhdhen, wurde das Eluat ein weiteres Mal auf die
Membran gegeben und erneut zentrifugiert. Bis zur Verwendung wurde die RNA-L&sung bei
-80°C gelagert.

C Konzentrationsbestimmung von RNA

Vor der photometrischen Bestimmung wurde die RNA-L&sung mit RNase-freiem Wasser
1:25 (v:v). verdinnt. Die Konzentration der gelésten RNA wurde dann in einem Spektral-
photometer bei 260 nm gegen H,O als Referenz gemessen. Eine OD von 1,0 bei einer
Wellenlange von 260 nm und einem Strahlengang von 10 mm entspricht dabei einer
Konzentration von 0,04 pg/ul. Die Konzentration der RNA in Ldsung konnte daher

folgendermaBen bestimmt werden:

Cc[RNA] = ODygo x 25 x 0,04 pg/ul

D Agarose-Gelelektrophorese von RNA

Um die Qualitét der isolierten RNA zu Uberprifen, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefihrt, wobei die RNA entsprechend ihrem Molekulargewicht im Agarose-Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt wird. Es wurden Gele mit einem Agarosegehalt von 1% (w/v)

verwendet.

Durchfiihrung

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde analog der DNA-Gelelektrophorese (2.2.2 D)
durchgefihrt. Es wurden jedoch spezielle Vorkehrungen getroffen, um ein Einbringen von
RNasen aus der Umgebung und somit einen Abbau der RNA zu verhindern. So erfolgte die
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Herstellung des 1x TAE-Puffers durch Verdinnen des 50x TAE-Puffers mit autoklaviertem
Wasser, alle GlasgefaBe wurden autoklaviert und alle Teile der Gelkammer sowie der Kamm
wurden vor Benutzung mit einem RNase-Dekontaminationsspray behandelt. Wie fir DNA
wird durch Zugabe von Ethidiumbromid in das Gel die RNA angefarbt und kann
anschlieBend durch UV-Licht sichtbar gemacht werden. Bei intakter RNA sollten im Gel
deutlich zwei scharfe getrennte Banden zu sehen sein, die den ribosomalen 28S- und 18S-
RNAs entsprechen.

E cDNA-Synthese

Die isolierte einzelstrdngige Gesamt-RNA (2.2.5. A) wurde mit Hilfe der Reversen
Transkriptase aus dem Moloney-Maus Leuk&mie-Virus (MMLV) in komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben. Das Reagenziensystem des daflir verwendeten iScript cDNA
Synthesis-Kits von Biorad beinhaltet ein optimiertes Gemisch aus Zufallshexamer- und Oligo
(dT)-Primern.

Durchfiihrung

Zuné&chst wurde auf Eis eine Mischung aus 4 pl 5x iScript Reaktionsmix und 1 pl iScript
Reverse Transkriptase hergestellt. Diese wurden zu 1 pg der isolierten Gesamt-RNA, die mit
RNase-freiem Wasser in einem 0,2 ml-Reaktionsgefa3 auf Eis auf 15 pl aufgefillt wurde,
gegeben und durch Auf- und Abpipettieren gut vermischt. Fir jede Probenreihe wurde auch
eine sog. Minus-RT-Probe angefertigt, bei der keine Reverse Transkriptase zur cDNA-
Synthese pipettiert wurde. Dies diente der Kontrolle bei der quantitativen Echtzeit-PCR, um
dort Verunreinigungen der cDNA-Probe mit chromosomaler DNA detektieren zu kénnen. Die
cDNA-Synthese der Proben erfolgte dann im Thermocycler nach folgendem Programm:

5 Minuten 25 °C
30 Minuten 42°C
5 Minuten 85°C

Die fertigen cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.

F Echtzeit-PCR

Mit der Methode der Echtzeit-PCR kann der Anteil einer bestimmten mRNA in einer Gesamt-
RNA-Probe quantitativ ermittelt werden. Dazu muss die RNA zunachst mit Hilfe der
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden (2.2.5 E). Die erhaltene cDNA kann
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dann als Vorlage in einer anschlieBenden PCR-Reaktion verwendet werden, um spezifische
Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. Bei der hier verwendeten Form der Echtzeit-PCR
wird zum PCR-Ansatz neben den spezifischen Primern der interkalierende Farbstoff SYBR
Green zugegeben. Dieser Farbstoff emittiert Fluoreszenz nur, wenn er an doppelstrangige
DNA bindet, im ungebundenen Zustand zeigt er keine Fluoreszenz [Bustin, 2000]. Mit
steigender Zahl der Amplifikationszyklen und der daraus resultierenden steigenden Anzahl
an PCR-Produkten erhéht sich auch die gemessene Fluoreszenz der Probe. Bei dem Zyklus,
bei dem die Fluoreszenz erstmals signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz steigt, wird
der CT-Wert (,cycle-threshold®) definiert. Dieser tritt immer am Anfang der exponentiellen
Phase auf und ist proportional zu der in der Probe enthaltenen Kopienzahl der untersuchten
mRNA [Gibson et al., 1996].

In dieser Arbeit wurde eine relative Quantifizierung der erhaltenen PCR-Resultate durch-
geflhrt, wobei die Expression eines Zielgens auf ein nicht reguliertes Haushaltsgen, das zur
internen Normalisierung herangezogen wird, bezogen wird [Heid et al., 1996].

Durchfiihrung

Bei der Echtzeit-PCR handelt es sich um eine duBerst sensitive und somit eine fir
Kontaminationen anféllige Methode. Daher mussten bestimmte Vorkehrungen getroffen
werden, um Verunreinigungen zu verhindern. So wurde an einem gesonderten Arbeitsplatz
mit einem separaten Pipettensatz gearbeitet, des Weiteren wurden ausschlieBlich sterile
Pipettenspitzen mit Filtereinsatz sowie autoklavierte ReaktionsgefaBe und autoklaviertes
Wasser verwendet.

Als erster Schritt zur Durchfihrung der Echtzeit-PCR wurden die benétigten Mengen aller
Reagenzien berechnet, wobei flir jede Reaktion ein Duplikat mit eingeplant wurde. Eine
zweifach konzentrierte Stammlésung aus PCR-Puffer, ANTPs und Magnesiumchlorid, die bis
zum Gebrauch bei -20°C gelagert werden konnte, wurde hergestellt und folgende Mengen
pro PCR-Reaktion zu einem Endvolumen von 9,67 pl gemischt:

Tab. 9: 2x Stammldsung fiir die Echtzeit-PCR.

Volumen Endkonzentration
(20 pl Reaktionsansatz)

10x PCR-Puffer 2 ul 1x
25 mM MgCl, 0,8 ul 2,5mM
25 mM dNTPs 0,16 ul 0,2mM

H0 6,71 Wl
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Unmittelbar vor Gebrauch wurden die folgenden Volumina an Hotstart-Tag-DNA-Polymerase
und SYBR Green zu dieser Mischung bis zu einem Endvolumen von 10 pl pro Reaktion

gegeben:

Tab. 10: Hotstart-Taq-DNA-Polymerase- und SYBR Green-Volumina zur 2x Stammlésung.

Volumen Endkonzentration
(20 pl Reaktionsansatz)

2x Stammldsung 9,67 pl 1x
5U/pl Hotstart-Tag-DNA-Polymerase | 0,08 pl 0,4 U/Reaktion
1:500.000 SYBR Green 0,25 l 1:40.000.000

Als nachstes wurde flr jede zu untersuchende cDNA-Probe in einem ReaktionsgefaB3 der
Reaktionsansatz aus 2x Stammldsung, Wasser und cDNA bis zu einem Endvolumen von 15

pl pro Reaktion gemischt.

Tab. 11: Reaktionsansatz fiir die Echtzeit-PCR.

Volumen Endkonzentration
(20 ul Reaktionsansatz)

2x Stammldsung (inkl. Polymerase und SYBR Green) | 10 pl 1x
H20 48 ul
1 ug RNA/20 ul quivalente cDNA 0,2 ul 10 ng/Reaktion

Dieser Reaktionsansatz wurde auf Eis in 0,1 ml- oder 0,2 ml-ReaktionsgefaBe pipettiert. Pro
Reaktion wurden 5 pl einer Mischung aus 1,6 uM Vorwarts-Primer und 1,6 uM Rickwarts-
Primer hinzugegeben, wobei nun das Endvolumen 20 pl betrug. Die GeféBe wurden
schlieBlich verschlossen und in den Rotor des Echtzeit-Thermocyclers Uberflhrt, wobei

folgendes PCR-Programm gestartet wurde:

Tab. 12: PCR-Programm fiir die Echtzeit-PCR.

Anzahl der Zyklen | Temperatur Zeit Fluoreszenzmessung
Aktivierung der Hotstart- | 1 95°C 15 Minuten nein
Tag-DNA-Polymerase
Amplifikation 40 95°C 15 Sekunden | nein
60°C 1 Minute ja
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Schmelzkurve 1 60-95°C ieb Ja

(0,5°C-Schritte) | Sekunden

Die vom Echtzeit-Thermocycler erhaltenen Daten wurden dann mit der zugehérigen Rotor-
Gene-Software analysiert. Die so fir jede Reaktion bestimmten CT-Werte wurden zur
weiteren Auswertung in ein Tabellenkalkulationsprogramm Gberflhrt und der relative Gehalt
der untersuchten mRNA mit folgender Formel berechnet:

2(CTn—CTx)*1 OOOO

,CTn“ steht dabei fir den CT-Wert der Reaktion, bei der die cDNA-Probe zur Normalisierung
mit einem Primerpaar fir das interne Haushaltsgen amplifiziert wurde, ,CTx" fir den CT-Wert
der Reaktion, bei der die Probe mit einem Primerpaar fir das Zielgen amplifiziert wurde. Die
Zahl 2 steht flr die im Idealfall sich ereignende Verdoppelung der amplifizierten cDNA
Moleklle pro Zyklus. Da alle in dieser Arbeit verwendeten Primer vor dem eigentlichen
Einsatz auf ihre Qualitat hin getestet wurden, konnte auch von diesem Idealfall ausgegangen
werden und mit der Zahl ,2“ in der Formel gerechnet werden. Um den berechneten relativen
mRNA-Gehalt in Werten méglichst gréBer als 1 darzustellen, wird der willkirlich gewahlte
Multiplikationsfaktor ,10.000" mit in die Formel einbezogen. SchlieBlich wurden der Mittelwert
und die Standardabweichung von den analysierten Doppelwerten bestimmt und die daraus
sich ergebenden Daten in einem Diagramm graphisch dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Bisheriger Forschungsstand

Alle nachfolgenden Experimente mitsamt ihren Fragestellungen basieren zum gréBten Teil
auf den vorangegangenen Forschungsergebnissen im Rahmen einer Dissertation von Tanja
Neumann. Die transkriptionsregulatorische Funktion von LMX1B im HelLa-Zellsystem und die
Identifikation von Zielgenen von LMX1B standen dabei im Fokus dieser Arbeit [Neumann,
2009; Rascle et al.,, 2009a]. Eine kurze Zusammenfassung dieser Ergebnisse soll im
folgenden né&her dartber Aufschluss geben.

Da bis zum jetzigen Zeitpunkt nur einige wenige mutmasBliche Zielgene von LMX1B bekannt
sind und auch deren Charakterisierung in vivo weitgehend ungentigend ist, liegt nach wie vor
eines der Hauptziele unserer Arbeitsgruppe in der ldentifikation der Zielgene von LMX1B.
Aus diesem Grund wurde ein spezielles Zellsystem entwickelt, das die regulierte Synthese
von humanem LMX1B unter Kontrolle des sogenannten Tet-off-Systems (s. 2.2.4) [Gossen
et al., 1992] in HeLa-Zellen ermdglicht (s. Abb. 3). Diese Zelllinie wird im folgenden als HtTA-
1/myc-LMX1B, bzw. deren Mutante als HtTA-1/myc-LMX1B (C95F) bezeichnet (HeLa-Zellen
mit Tetrazyklin-Transaktivator). Bei der in dieser Arbeit als HtTA-1 bezeichneten Zelllinie
handelt es sich um eine Zelllinie, welche den Tetrazyklin-abhangigen Transaktivator
konstitutiv produziert.

tTA Transkription

>

poly(A)

©t0 1 P CMV —

Abb. 3: Funktionsweise des Tet-off-Systems: VP16: virales Protein 16 vom Herpes Simplex Virus; tetO:
Tetrazyklin-Operator; tetR: Tetrazyklin-Repressor; TATA: TATA-Box; PminCMV: Minimalpromotor des
Cytomegalovirus; poly(A): Polyadenylierungssignal; tTA: Fusionsprotein zwischen tetR und VP16. Durch
Zugabe von Doxyzyklin (Dox) wird eine Konformationsanderung des tTA hervorgerufen, wodurch der tTA
nicht mehr an den Operator binden kann und die transkriptionelle Aktivierung reprimiert wird. Ist
Doxyzyklin jedoch nicht vorhanden, kann der tTA an den Operator binden und somit den Minimalpromotor
aktivieren, was zu einer Initiation der Transkription der gewlinschten Ziel-cDNA fiihrt. Dieses System wird
als Tet-off-System bezeichnet.
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Bei Verwendung dieses Tet-off-Systems wird in Abwesenheit des Antibiotikums Doxyzyklin
die LMX1B-mRNA nach 1-2 (s. Abb. 4, LMX1B) sowie nach ungeféhr 3 Tagen das Protein
(s. Abb. 5, LMX1B-WT) in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen detektiert.
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Abb. 4: RT-qPCR-Analyse der Expression von Interferon stimulierten Genen (ISGs) und NF-xB-
Zielgenen bei LMX1B synthetisierenden HtTA-1-Zellen. Aus HiTA-1/myc-LMX1B-Zellen, die 0, 2 und 4
Tage in Medium mit oder ohne Doxyzyklin, um so die LMX1B-Synthese zu induzieren (-Dox) oder zu
inhibieren (+Dox), kultiviert wurden, wurde Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert. Eine
10 ng RNA &quivalente Menge cDNA wurde pro Reaktion in einer Echtzeit-PCR mit den Primerpaaren
hLMX1B F8/R8, hIL-8 F1/R1, hIFN-B F1/R1, hiL-6 F1/R1, hG1P3 F1/R1, hp50 NF-xB F1/R1 oder
hLamA/C F/R (zur Normalisierung) amplifiziert. In HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen induziert LMX1B die
Expression von Interferon-stimulierten Genen (z.B. G1P3) sowie von NF-xB-Zielgenen (z.B. IL6, ILS,
IFNB1). Andere NF-kB-Zielgene wie z.B. NF-KB-p50 werden nicht durch LMX1B induziert
[Neumann, 2009; Rascle et al., 2009a].
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Abb. 5: Western-Blot-Analyse der induzierbaren Synthese von LMX1B-Wildtyp (WT)- und LMX1B-
C95F-Protein in stabil transfizierten HtTA-1 Zellen. HiTA-1-, HtTA-1/myc-LMX1B- und HtTA-1/myc-
LMX1B (C95F)-Zellen wurden fir die angegebene Zeit in Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin kultiviert. An
den entsprechenden Tagen wurden die Zellen geerntet, Proteinlysate hergestellt und je 40 ug Gesamt-
Protein Uber ein Gel aufgetrennt. Bei der anschlieBenden Western-Blot-Analyse wurde das LMX1B-Protein
mit dem monoklonalen anti-LMX1B-Antikérper 193-67 und einem HRP-gekoppelten anti-Maus IgG-
Sekundarantikdrper nachgewiesen, wobei sich die errechnete Bande bei 45 kDa zeigte. Als interne
Ladekontrolle diente ein Antikdrper gegen o-Aktin. Der Réntgenfilm wurde auf der Membran fiir 2 Stunden
exponiert. In Doxyzyklin-freiem Medium werden das LMX1B-Wildtyp- und das LMX1B-C95F-Protein
in vergleichbarer Menge nach etwa 3 Tagen synthetisiert. (Versuch in Zusammenarbeit mit Tanja
Neumann durchgefiihrt; s. Dissertation Tanja Neumann, 2009)

Bei einer friheren Genexpressionsanalyse bei LMX1B-produzierenden HelLa-Zellen fiel eine
Gruppe an Genen auf, die in diesen Zellen induziert werden. Dabei handelt es sich um
Interferon-stimulierte Gene (ISGs) wie z.B. ISG15 und G1P3, IRF1 und IRF7 (s. Abb. 4,
G1P3) [Prestel, 2003; Neumann, 2009].

Im Rahmen einer Habilitation und einer Dissertation konnte eine weitere Gruppe an Genen
identifiziert werden, deren Expression ebenfalls nach 48 h aktiviert wird. Hierbei handelt es
sich um Zielgene des Transkriptionsfaktors NF-xB, wie z.B. IL8, IL6, IL1B und IFNB, die flr
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IL-8, IL-6, IL-1B und IFN-B kodieren (s. Abb. 4, IL-8, IFN-B, IL-6) [Rascle, 2009b; Neumann,
2009; Rascle et al., 2009a].

Weitere Genexpressions-Analysen mittels RT-gPCR konnten zeigen, dass sich nicht alle NF-
kB-Zielgene, wie z.B. NF-KB-p50 (s. Abb. 4, NF-kB p50), sondern nur eine gewisse Anzahl
an Genen durch LMX1B induzieren lassen (s. Abb. 4) [Rascle, 2009b; Neumann, 2009;
Rascle et al., 2009a]. Aus diesem Grund stellt auch bei folgenden Genexpressions-Analysen

NF-kB p50 die Negativkontrolle dar.

Tanja Neumann konnte im Rahmen ihrer Dissertation zeigen, dass dies daraus resultiert,
dass die Expression der NF-kB-Zielgene durch LMX1B sich in einer Primarantwort ereignet.
In einem zweiten Schritt ist das NF-«xB-Zielgen IFNBT1 fir die Regulierung der Interferon-
stimulieten  Gene  verantwortlich, wobei sich IFN-B  selbst (lber einen
Ruckkoppelungsmechanismus reguliert, wie es in nachfolgendem Model zusammenfassend
schematisch dargestellt ist (Abbildung 6 ) [Neumann, 2009; Rascle et al., 2009a].

s

l?

NF-xB-Zielgene:
IL6, IL8, IL1B, IFNB1...

IFN-B <+

l

Interferon-stimulierte Gene (ISGs):
G1P3, ISG15, IRF7, IRF9, STAT1, TLR3, IFNB1...

Abb. 6: Die durch LMX1B aktivierte Genexpression in HeLa-Zellen (Modell). LMX1B induziert die
Expression von einigen NF-kB-Zielgenen, darunter IFNB1. Das IFN-B-Protein wird sezerniert und induziert
dadurch die Expression der ISGs. Da es sich bei IFN-B selbst auch um ein ISG handelt, erfolgt die

Synthese von IFN Uber einen positiven Riickkoppelungsmechanismus [Neumann, 2009].

Ungeklart blieben jedoch die zugrunde liegenden Mechanismen dieses Befundes, zum
Beispiel, ob es sich um eine direkte Aktivierung oder um eine indirekte Aktivierung von den
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betroffenen NF-xB-Zielgenen durch LMX1B handelt. Das Erforschen dieser molekularen
Mechanismen der durch LMX1B stattfindenden Induktion der NF-kB-Zielgene stand im

Fokus der vorliegenden Arbeit und liegt den folgenden Experimenten als Zielsetzung zu
Grunde.

3.2 Induktion der Genexpression durch LMX1B ist spezifisch und benétigt
eine funktionelle LIM2-Domane

Wie bereits in Kapitel 3.1 naher beschrieben, knipfen die Experimente dieser Arbeit an den
von Tanja Neumann in ihrer Dissertation erbrachten zentralen Befund einer erhdhten
Expression von Interferon-stimulierten Genen (ISGs) und NF-xB-Zielgenen in LMX1B-
produzierenden HelLa-Zellen, an. Im Folgenden sind Versuche geschildert, die die Spezifitat
dieses Effekts, ausgelést durch LMX1B, eindeutig demonstrieren sollen. LMX1B wird in
HelLa-Zellen bei dem hier verwendeten Tet-off-System durch die Wegnahme von Doxyzyklin
aus dem Kulturmedium induziert (s. Abb. 3). Dass die durch LMX1B induzierte Expression
der betroffenen Gene nicht durch einen unspezifischen Effekt von Doxyzyklin verursacht
wird, sollte durch einen Vergleich der Expressions-Analysen in der Ausgangszelllinie HtTA-1
mit der HiTA-1/myc-LMX1B-Zelllinie verifiziert werden. Die Verwendung der HtTA-1hFer-
Zellen, bei denen die Ferritin-Expression ebenfalls Uber das Tet-off-System reguliert wird,
sollte Aufschluss daruber geben, ob der Effekt das Resultat einer Proteiniberexpression ist.
Zusétzlich sollte mit Hilfe einer LMX1B-Mutante [HtTA-1/myc-LMX1B (C95F)] geklart
werden, ob es sich um einen fir das LMX1B-Protein spezifischen Effekt handelt.

In Zusammenarbeit mit Tanja Neumann wurden HtTA-1-Zellen, HtTA-1/myc-LMX1B-Wildtyp-
Zellen und HiTA-1/myc-LMX1B (C95F)-Zellen parallel fir 4 Tage in Medium mit bzw. ohne
Doxyzyklin kultiviert. An den angegebenen Tagen wurden Zellen fir eine Proteinisolierung
geerntet, um die LMX1B-Produktion der drei Zellinien zu Uberprifen. Die dafar
vorgesehenen Zellen wurden lysiert, dann eine Gelelektrophorese und schlieBlich zur
Visualisierung der LMX1B-Produktion eine Western-Blot-Analyse durchgefihrt. Die
Verwendung des Antikérpers gegen o-Aktin diente hierbei der Bestétigung, dass aquivalente
Proteinmengen aufgetragen wurden (s. Abb. 5). Zusétzlich wurden auch an Tag 4 Zellen zur
RNA-Isolierung fir eine Genexpressions-Analyse der drei Zelllinien mittels RT-qPCR
geerntet. Die RNA wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und
in der anschlieBenden Echtzeit-PCR-Reaktion eingesetzt. Die Ergebnisse der
Genexpressions-Analysen des NF-xB-Zielgens /L8 und des Interferon-stimulierten Gens
G1P3, sowie die der Kontrollen LMX1B und NF-KB-p50 sind dabei in Abbildung 7 zu sehen.
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Abb. 7: RT-qPCR-Analyse der Genexpression von HtTA-1- und das LMX1B-Wildtyp- bzw. LMX1B
(C95F)-Protein synthetisierenden Zellen. HtTA-1-, HiTA-1/myc-LMX1B- und HtTA-1/myc-LMX1B
(C95F)-Zellen wurden fir 4 Tage in Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin kultiviert. Die jeweilige Gesamt-
RNA wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine 10 ng RNA entsprechende Menge an cDNA wurde
zusammen mit einem der Primerpaare hLMX1B F8/R8 (A), hiL8 F1/R1 (B), hG1P3 F1/R1 (C), hNF-xB p50
F1/R1 (D) oder hLamA/C F/R (zur Normalisierung) in jede Echtzeit-PCR-Reaktion eingesetzt. Nur die das
Wildtyp-LMX1B produzierenden Zellen zeigten eine erhéhte Synthese der IL8- und G1P3-mRNA.

(Versuch in Zusammenarbeit mit Tanja Neumann durchgefiihrt; s. Dissertation Tanja Neumann, 2009)
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Die Induktion der ISGs und der NF-kB-Zielgene durch LMX1B in HtTA-1/myc-LMX1B-
Wildtyp-Zellen ist kein unspezifischer Effekt der Doxyzyklin-Konzentration im Medium

Dass es sich bei der durch LMX1B erhéhten Induktion der betroffenen Gene in HeLa-Zellen
nicht um einen unspezifischen Effekt handelt, der durch die Wegnahme des Doxyzyklins aus
dem Kulturmedium ausgelést wird, sollte als erstes getestet werden. Um dies zu Uberprifen,
wurde die Genexpression der HiTA-1-Zelllinie mit derjenigen der HiTA-1/myc-LMX1B-
Zelllinie miteinander verglichen (s. Abb. 7, HtTA-1 und LMX1B WT bei LMX1B, IL8, G1P3
und NF-xB p50).

Wie die Abbildungen 5 und 7 zeigen, ist LMX1B sowohl auf Protein-Ebene (s. Abb. 5, HiTA-
1 und HtTA-1/myc-LMX1B, -Dox, Tag 3 und 4) als auch auf mRNA-Ebene (s. Abb. 7, A:
HtTA-1 und LMX1B WT, -Dox) nur bei den in Doxyzyklin-freiem Medium kultivierten HtTA-
1/myc-LMX1B-Zellen zu detektieren. Im Falle der Negativkontrolle NF-xB p50 sind die
relativen mRNA-Mengen bei HtTA-1- und HtTA-1/myc-LMX1B-Wildtyp-Zellen annahernd
gleich hoch. Dies zeigt an, dass keine Beeinflussung der Expression von NF-xB pS50 in
beiden Klonen stattfindet (s. Abb. 7, D: HiTA-1 und LMX1B WT , +/-Dox).

Betrachtet man nun die mRNA-Spiegel des NF-kB-Zielgens /L8 und des ISGs G1P3, ist
erwartungsgeman durch die Wegnahme von Doxyzyklin aus dem Kulturmedium bei den
LMX1B-Wildtyp produzierenden Zellen eine gesteigerte Expression von /L8 sowie von G1P3
zu beobachten (s. Abb. 7, B und C: LMX1B WT, -Dox). Beim HtTA-1-Klon hingegen war die
erhdhte Expression von /L8 oder G1P3 nicht festzustellen, wenn die kultivierten Zellen kein
Doxyzyklin im Medium hatten (s. Abb. 7, B und C: HtTA-1, -Dox). Folglich kann die Induktion
in den Wildtyp-LMX1B-produzierenden Hela-Zellen kein unspezifischer Effekt ausgel6st
durch die Wegnahme des Doxyzyklins aus dem Kulturmedium sein.

Die Induktion der ISGs und der NF-kxB-Zielgene in HtTA-1/myc-LMX1B-Wildtyp-Zellen ist
spezifisch fur LMX1B

Als néchstes sollte ausgeschlossen werden, dass es sich bei der durch LMX1B erhdhten
Induktion der 1SGs und NF-kB-Zielgene nicht um einen unspezifischen, durch die

Uberexpression von LMX1B ausgel6sten Befund handelt.

Daher wurden zusatzlich zu den HelLa-Zellen, die das LMX1B-Wildtyp-Protein produzieren,
auch Hela-Zellen, die das LMX1B-C95F-Protein induzierbar synthetisieren, auf die
Expression dieser Gene getestet. Diese als HtTA-1/myc-LMX1B (C95F) bezeichnete Zelllinie
wurde von Jurgen Kastner im Rahmen einer Diplomarbeit generiert [Kastner, 2004]. Hierbei
handelt es sich um stabil transfizierte HeLa-Zellen, die LMX1B mit einer Punktmutation in der
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LIM2-Doméane synthetisieren. Diese Punktmutation wurde von Vollrath et al. 1998 in der
LIM2-Doméane von LMX1B bei Patienten mit Nagel-Patella-Syndrom identifiziert. Es liegt
hierbei an der Position 95 ein Austausch der Aminosaure Cystein gegen die Aminosaure
Phenylalanin vor. Da das Cystein Bestandteil des stabilisierenden Zinkfinger-Motivs in dieser
Domane ist, wird deren Struktur durch den Aminosaureaustausch zerstort, wodurch sehr
wahrscheinlich die Fahigkeit zur Interaktion mit anderen Proteinen verloren geht [Bongers et
al., 2002].

Die Western-Blot-Analyse (Abbildung 5) sowie die qPCR-Analyse (Abbildung 7) zeigen
erwartungsgeman bei HiTA-1-Zellen kein LMX1B (s. Abb. 5, HITA-1 und Abb. 7, A: HiTA-1).
Hingegen kann bei den ohne Doxyzyklin kultivierten HtTA-1/myc-LMX1B- und HtTA-1/myc-
LMX1B (C95F)-Zellen LMX1B sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene detektiert
werden. Dabei konnte jeweils nur ein geringer Unterschied zwischen beiden Klonen an den
Tagen 3 und Tag 4 festgestellt werden [s. Abb. 5 HtTA-1/myc-LMX1B und HiTA-1/myc-
LMX1B (C95F), -Dox, Tag 3 und 4 und Abb. 7, A: LMX1B WT und LMX1B (C95F), -Dox].
Wie schon fur HtTA-1- und HtTA-1/myc-LMX1B-Wildtyp-Zellen gezeigt wurde, zeigt sich
auch in HtTA-1/myc-LMX1B (C95F)-Zellen keine Anderung im Expressionsverhalten der
Negativkontrolle NF-xB p50 [s. Abb. 7, D: HtTA-1, LMX1B WT und LMX1B (C95F), +/-Dox].

Wurde LMX1B in den LMX1B-Wildtyp-produzierenden Zellen induziert, ist die zu erwartende
gesteigerte Expression von /L8 sowie von G1P3 zu beobachten (s. Abb. 7, B und C: LMX1B
WT, -Dox). Diese Erhdhung der Expression von /L8 und G1P3 war jedoch beim LMX1B
(C95F)-Klon nicht festzustellen, wenn kein Doxyzyklin im Medium war. Die mRNA-Menge ist
in diesem Fall genauso hoch wie bei den mit Doxyzyklin behandelten HtTA-1/myc-LMX1B
(C95F)-Zellen (s. Abb. 7, B und C: LMX1B (C95F), +/-Dox). Daraus 1aBt sich schlussfolgern,
dass es sich bei der erhdhten Induktion der ISGs und NF-xB-Zielgene um einen fir LMX1B-
spezifischen Effekt handelt, der nicht auf eine Uberexpression eines beliebigen Proteins

zurlckzuflhren ist.

Zusatzlich ist ein weiterer wichtiger Befund bei der Verwendung der LMX1B (C95F)-Mutante
zu beobachten. Bei Zellen des LMX1B (C95F)-Klons, die das LMX1B-Protein ohne eine
funktionelle LIM2-Domane synthetisieren, konnte fir IL8 und G1P3 keine erhdhte Synthese
festgestellt werden (s. Abb. 7 B und C). Dies zeigt, dass die LIM2-Doméane von LMX1B

essentiell fir die erhdhte Induktion der ISGs und NF-kB-Zielgene durch LMX1B sein muss.

Um die Richtigkeit der Hypothese, dass die Induktion der ISGs und NF-xB-Zielgene ein
LMX1B-spezifischer Effekt ist, untermauern zu kdnnen, wurden zusatzlich HeLa-Zellen, die
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die H-Kette des humanen Ferritins produzieren (HtTA-1hFer-Zellen), auch auf die
Expression der betroffenen Gene getestet. Wie bei den LMX1B synthetisierenden HtTA-1-
Zellen wurde bei diesen Zellen ein wachstumsinhibierender Effekt, induziert durch die
Synthese von Ferritin, festgestellt [Cozzi et al., 2000]. Die fir diesen Versuch verwendeten
HtTA-1hFer-Zellen wurden freundlicherweise von Paolo Santambrogio (San Raffaele
Scientific Institute, Abteilung fUr biologische und technologische Forschung, ltalien) zur
Verfugung gestellt [Cozzi et al.,, 2000]. Da nach schriftlicher Mitteilung von Paolo
Santambrogio 6 Tage nach Doxyzyklin-Wegnahme die Ferritin-Synthese am héchsten ist,
wurden diese Zellen in Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin fir 6 Tage kultiviert. Parallel dazu
wurden fur 4 Tage HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen kultiviert. Am Beginn der Versuchsserie sowie
an den Tagen 2 und 4 wurden LMX1B-produzierende Hela- und Ferritin-produzierende
HelLa-Zellen (letztere zusatzlich noch an Tag 6) sowohl fir die RNA-Extraktion als auch fur
die Protein-Extraktion geerntet.

Fir die Analyse der Genexpression aus den jeweiligen geernteten Zellproben wurde die
Gesamt-RNA isoliert und diese als Vorlage fir die Echtzeit-PCR in cDNA umgeschrieben.
Die Ergebnisse der an Tag 4 und Tag 6 geernteten HtTA-1hFer- und HtTA-1/myc-LMX1B-
Zellen sind in der folgenden Abbildung 8 graphisch dargestellt.
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Abb. 8: RT-gPCR-Analyse von Ferritin-produzierenden- und LMX1B-produzierenden-HtTA-1-Zellen.
HiTA-1hFer- und HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen wurden fir 4 bzw 6 Tage in Medium mit bzw. ohne
Doxyzyklin kultiviert und an den jeweils angegebenen Tagen zur RNA-Extraktion geerntet. Aus je 1 ug der

isolierten Gesamt-RNA wurde cDNA synthetisiert und eine 10 ng RNA entsprechende cDNA-Menge

anschlieBend in jede PCR-Reaktion eingesetzt. Zur Amplifikation wurden die Primerpaare hLMX1B F8/R8
(A), hFer F2/R2 (B), hG1P3 F1/R1 (C), hIFNB F1/R1 (D) und LamA/C F/R verwendet. Ferritin-
produzierende HtTA-1-Zellen zeigen keine erhohte Genexpression bei dem ISG G7P3 und dem NF-

kB-Zielgen IFNB1.

ErwartungsgemaB wurde bei den HiTA-1/myc-LMX1B-Zellen nach 4 Tagen Induktion eine
groBe Menge an LMX1B-mRNA und in HiTA-1hFer-Zellen nach 6 Tagen keine LMX1B-
mRNA detektiert (s. Abb. 8, A). Nicht zu erwarten waren die sehr hohen endogenen H-
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Ferritin-mRNA-Mengen (s. Abb. 8, B). Zuséatzlich kann auch keine drastische Erhéhung an
synthetisierter Ferritin-mRNA nach Auswaschen von Doxyzyklin detektiert werden (s. Abb. 8,
B). Paolo Santambrogio und dessen Arbeitsgruppe, von denen wir diesen Klon erhielten,
teilten uns mit, dass sie zur Kontrolle die Ferritin-Synthese nur auf Proteinebene Gberprifen
und nie auf mRNA-Ebene. Freundlicherweise bestimmten sie fir uns mit Hilfe der ELISA
Methode die Proteinspiegel von Ferritin in induzierten und nicht induzierten HtTA-1hFer-
Zellen (Abbildung 9).
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Abb. 9: ELISA-Analyse der Proteinspiegel von Ferritin-produzierenden HtTA-1-Zellen. Induzierte und
nicht induzierte HtTA-1hFer-Zellen wurden am Versuchstag 0 und nach 6 Tagen geerntet, wobei es sich
hierbei um die selben Zellproben der in Abbildung 5 dargestellten Ergebnisse handelt. Diese wurden von
der Arbeitsgruppe von Herrn Santambrogio per ELISA auf Ferritin getestet. Dargestellt ist die Menge an
Ferritin normalisiert gegen Gesamt-Protein. In induzierten HtTA-1hFer-Zellen liegt an Tag 6 3,3 mal
héhere Ferritinspiegel vor als in nicht induzierten Zellen. (Daten freundlicherweise von Paolo
Santambrogio generiert und zur Verfiigung gestellt; San Raffaele Scientific Institute, Abteilung fir
biologische und technologische Forschung, ltalien)

Wie in Abbildung 9 zu sehen, ist auf Proteinebene ein deutlicher Unterschied zwischen mit
und ohne Doxyzyklin behandelten HtTA-1hFer-Zellen festzustellen. An Tag 6 liegt eine um
den Faktor 3,3 hoéhere Ferritin-Expression in den induzierten als in den nicht induzierten
Zellen vor. Auch dass die erhaltenen ELISA-Werte in dem Bereich waren, die die
Arbeitsgruppe von Paolo Santambrogio immer ermittelt, bestatigte die Funktionsfahigkeit des
hier verwendeten Zellklons.

Sollte es sich bei der durch LMX1B erhdhten Induktion der Gene um einen LMX1B-
spezifischen Effekt handeln, so dirften in der Genexpressions-Analyse die Ferritin-
produzierenden Hela-Zellen keine Hochregulierung der ISGs und der NF-xB-Zielgene

aufweisen. Erwartungsgemas ist bei dem untersuchten ISG G7P3 und bei dem NF-kB-
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Zielgen IFNBT1 eine deutlich erhbéhte Expression in LMX1B-produzierenden Hela-Zellen
festzustellen (s. Abb. 8, C und D: HtTA-1-LMX1B, -Dox). Hingegen kénnen keine bzw. nur
geringe mRNA-Mengen dieser Gene in den Ferritin-produzierenden Hela-Zellen detektiert
werden (s. Abb. 8, C und D: HtTA-1hFer, -Dox).

So konnte unter Verwendung der HtTA-1hFer-Zellen gezeigt werden, dass es sich bei der
erhbéhten Expression von Interferon-stimulierten Genen und NF-xB-Zielgenen in LMX1B-
produzierenden Hela-Zellen nicht um einen unspezifischen Effekt, ausgelést durch die
Uberexpression des LMX1B-Proteins, handeln kann. Dieser Befund bestatigte die
vorangegangenen, mit den HtTA-1/myc-LMX1B (C95F)-Zellen erhaltenen Ergebnisse.

3.3 LMX1B aktiviert nicht den NF-xB-Signalweg im Zytosol

Mittels cDNA-Array und RT-gPCR gefundene NF-xB-Zielgene in LMX1B-produzierenden
Zellen, wie z.B. IL6 oder IL8, weisen darauf hin, dass es sich bei den induzierten Genen
eher um Zielgene des klassischen p50/p65-abhangigen NF-«xB-Signalwegs als um Zielgene
des alternativen p52/RelB NF-kB-Signalwegs handelt [Bonizzi und Karin, 2004]. Aus diesem
Grund liegt der Fokus dieser Arbeit auf der Charakterisierung des klassischen NF-kB-

Signalweges.

Bei der durch LMX1B ausgelésten Induktion dieser NF-kB-Zielgene kdnnte es sich um eine
indirekt im Zytosol stattfindende Aktivierung von NF-kB handeln. So kénnte LMX1B zum
Beispiel durch Beeinflussung einer zytosolischen Komponente des klassischen NF-xB-
Signalweges die Translokation von p50/p65 in den Kern bewirken und somit indirekt Einfluss
auf die Regulierung dieser Gene nehmen. Ware dies der Fall, ware eine erhdhte

Translokation von NF-xB p50/p65 vom Zytoplasma in den Kern zu erwarten.

Um dies zu Uberprifen, wurde als nachstes die Translokation von NF-xB p50/p65 in den
Zellkern immunzytochemisch und durch Western-Blot-Analyse nuklearer und zytosolischer
Lysate untersucht. Uber den Vergleich von Zellen mit an- und abgeschalteter LMX1B-
Synthese kann so eine Beeinflussung der Translokation von NF-kB p50/p65 durch LMX1B

analysiert werden.

Far die Durchfihrung dieser Experimente war es jedoch erforderlich, eine Positivkontrolle zu
finden, die in HeLa-Zellen die Aktivierung des NF-xB-Signalweges und die damit verbundene
Translokation von im Zytoplasma gebundenem NF-kB p50/p65 in den Zellkern bewirkt, was

dort die Aktivierung seiner Zielgene auslésen kann. So wurde der als typischer Aktivator des
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klassischen NF-kB-Signalweges geltende Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) getestet, da
gezeigt werden konnte, dass bei Stimulierung von HelLa-Zellen mit TNF-o die Gene /L6 und
IL8 induziert werden [Tian et al., 2005].

Da die TNF-a-Stimulierung ein zeitabhangiger Effekt ist, wurde zunachst getestet, welche
Stimulierungsdauer am effizientesten ist, um in HelLa-Zellen eine optimale Aktivierung des
NF-xB-Signalweges zu erreichen. Dazu wurde TNF-a in einer Endkonzentration von 20
ng/ml [Tian et al., 2005] in das Medium von HelLa-Zellen gegeben und fir unterschiedliche
Inkubationszeiten stimuliert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet, um nach RNA-
Extraktion und cDNA-Synthese eine Echtzeit-PCR durchzufihren (siehe Kapitel 2.2.5).
Abbildung 10 zeigt die Ergebnisse fur das NF-kB-Zielgen /L6.
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Abb. 10: RT-gPCR-Analyse der IL-6-mRNA Synthese von HelLa-Zellen. Die Zellen wurden nicht
(unstim.), bzw. fir die angegebene Zeit in Stunden (h) mit TNF-o (Endkonzentration von 20 ng/ml)
inkubiert, bevor sie zur RNA-Extraktion geerntet wurden. Aus je 1 pg der isolierten Gesamt-RNA wurde
cDNA synthetisiert und eine 10 ng RNA entsprechende cDNA-Menge anschlieBend in einer PCR-Reaktion
eingesetzt. Zur Amplifikation wurden die Primerpaare hIL-6 F1/R1 und LamA/C F/R (zur Normalisierung)
verwendet. Die Aktivierung des NF-xB-Signalweges ist in HeLa-Zellen bei einer TNF-o-Stimulierung

fur eine Stunde am effizientesten.
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Bei unstimulierten HeLa-Zellen wird erwartungsgeman nur eine sehr geringe Menge an IL-6-
mRNA detektiert. Dieser Befund spiegelt die Basalaktivitat von NF-kB wieder. Hingegen wird
bei einer TNF-a-Stimulierung der Zellen fur 1-8 Stunden IL-6 im Vergleich dazu mindestens
mehr als zehn mal so hoch produziert, wobei bei einer Stimulierungsdauer von 1 Stunde mit
TNF-o am meisten IL-6-mRNA detektiert wird.

Somit konnte festgestellt werden, dass eine TNF-a-Stimulierungszeit von einer Stunde die
optimale Dauer fur die Aktivierung des NF-xB-Signalweges in HelLa-Zellen ist, da zu diesem

Zeitpunkt eine maximale Induktion des NF-kB-Zielgens /L6 zu beobachten ist.

Nachdem somit eine Positivkontrolle der Aktivierung des NF-«xB-Signalweges in Form der
einstlindigen TNF-a-Stimulierung zur Verfligung stand, konnte als nachstes der Einfluss von
LMX1B auf den NF-kB-Signalweg untersucht werden. HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen wurden in
Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin fir 4 Tage kultiviert und dann fur eine Stunde mit TNF-a
stimuliert, um die Aktivierung des NF-kB-Signalweges zu kontrollieren. Von den geernteten
Zellen wurden, wie unter 2.2.4 B beschrieben, zytosolische Extrakte und Kernextrakte
hergestellt, welche daraufhin einer Western-Blot-Analyse unter Verwendung spezifischer
Antikérper fur LMX1B oder NF-xB p65 unterzogen wurden. Als Kontrolle wurde zusétzlich
ein Antikdrper gegen das nukleare Protein HDAC1 verwendet, um die Qualitat der
zytosolischen Extrakte und der Kernextrakte verifizieren zu kdnnen [Yang et al., 2002].
Nachfolgende Abbildung zeigt das Ergebnis dieser Analyse (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Western-Blot-Analyse der NF-xB p65-Translokation in den Kern. HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen
wurden fir 4 Tage in Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin kultiviert und fir eine Stunde mit TNF-a stimuliert.
Nukleare und zytosolische Lysate wurden unter Verwendung der spezifischen Antikdrper fir LMX1B, NF-
kB p65 und HDAC1 in einer Western-Blot-Analyse untersucht. Das nukledre HDAC1-Protein diente der
Kontrolle der Reinheit der hergestellten nukledren und zytosolischen Lysate. LMX1B hat keinen Einfluss

auf die Translokation von NF-xB p65 in den Zellkern.

Das nukledre HDAC1-Protein wird ausschlieBlich in den Kernextrakten detektiert (Abb. 11,
Banden 3, 4, 7 und 8). Somit kann von sauberen zytosolischen und Kernextrakten
ausgegangen werden. ErwartungsgemaB kann bei Zellen mit angeschalteter LMX1B-
Synthese (aufgrund des Fehlens von Doxyzyklin im Medium) das LMX1B-Protein
nachgewiesen werden (s. Abb. 11, Bande 6 und 8). Nicht zu erwarten war, dass LMX1B
nicht nur im Kern, sondern auch im Zytosol detektiert wird (s. Abb. 11, Bande 6 und 8). Dies
kénnte mit der durch das Tet-off-System bedingten erhéhten Produktion von LMX1B in den
Zellen erklart werden.

Wurden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen, die kein LMX1B produzieren, mit TNF-a stimuliert,
konnte wesentlich mehr nukledres NF-xB p65 detektiert werden als bei den gleichen Zellen,
die nicht mit TNF-o stimuliert wurden (s. Abb. 11, zu sehen im Vergleich von Bande 4 mit 3).
Dies ist das Resultat der bereits beschriebenen Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch
TNF-a, die die Translokation von NF-xB p50/p65 in den Zellkern bewirkt. In LMX1B-
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produzierenden Hela-Zellen hingegen konnte keine Zunahme an nukledrem NF-xB p65-
Protein festgestellt werden (s. Abb. 11, Vergleich der Banden 8 zu 7). Auch an friiheren
Zeitpunkten (Tage 1-3), an denen LMX1B produziert wird, wurde dieser Befund Uberpruft. Da
die Western-Blot-Analyse dieser Zeitpunkte die gleichen Resultate wie an Tag 4 erbrachte,
wurde auf eine Darstellung des Rdntgenfiims fir die Tage 1-3 verzichtet. Somit konnte
anhand dieses Experimentes gezeigt werden, dass LMX1B keinen Einfluss auf die

Translokation von NF-xB p50/p65 austibt.

Da die Uberprifung der Lokalisaton von Proteinen in den verschiedenen
Zellkompartimenten auch durch eine immunzytochemische Untersuchung erfolgen kann, war
dies das nachste Experiment, um die vorangegangen Ergebnisse der Western-Blot-Analyse
bestatigen zu kénnen. Zusatzlich ermdglicht diese Methode auch im Gegensatz zur Western-
Blot-Analyse eine Visualisierung des Effekts durch LMX1B innerhalb einer einzelnen Zelle.
Dadurch kénnen Effekte, die mdglicherweise bei Betrachtung der Gesamt-Zellpopulation bei
der Western-Blot-Analyse maskiert sind, zum Vorschein treten.

Dafir wurden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen auf unbeschichteten 12 mm-Deckglaschen in
Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin fir 4 Tage kultiviert oder dann fir eine Stunde mit TNF-o
stimuliert, um die Aktivierung des NF-xB-Signalweges zu kontrollieren. Wie bereits unter
2.2.4. D beschrieben, wurden die Zellen danach mit PFA fixiert und mit 0,1% Triton
permeabilisiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem entsprechendem priméaren
Antikérper for LMX1B oder NF-xB p65 und die Detektion Gber den jeweiligen
Sekundarantikdrper (Abb. 12).
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Abb. 12: Untersuchung der NF-xkB p65-Translokation in den Kern mittels Immunfluoreszenz. HtTA-
1/myc-LMX1B-Zellen wurden fir 4 Tage in Medium mit bzw. ohne Doxyzyklin kultiviert oder fiir eine Stunde
mit TNF-a stimuliert. Dann wurden die Zellen mit PFA fixiert und mit 0,1% Triton X-100 permeabilisiert. Es
folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikdrper und anschlieBend die Detektion mit dem Sekundar-
antikérper. In (A), (B) und (C) sind Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Synthese zu sehen, in (D), (E) und (F)
mit angeschalteter LMX1B-Synthese. In (A), (C), (D), (E) und (F) wurden die HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen nicht
mit TNF-a stimuliert, in (B) wurden sie fiir eine Stunde mit TNF-a stimuliert. Bei den Bildern (A), (B), (C) und
(D) war der Priméarantikérper spezifisch gegen NF-xB p65 gerichtet. Die Bilder (E) und (F) sind das Ergebnis
einer Doppelfarbung fiir NF-xB p65 (E) und LMX1B (F), wobei beide Priméarantikérper und Sekundéarantikérper
zusammen inkubiert wurden. (E) zeigt die NF-kB p65-Lokalisation und (F) die LMX1B-Lokalisation. Die
weiBen Pfeile deuten auf die Lokalisation des jeweiligen Proteins hin, der MaBbalken entspricht 50 pm.
LMX1B hat keinen Einfluss auf die Translokation von NF-xB p65 in den Zellkern.



Ergebnisse 77

Im Bild (A) ist festzustellen, dass bei HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen, bei denen kein LMX1B
synthetisiert wurde und die nicht mit TNF-o stimuliert wurden, NF-kB p65 ausschlieBlich im
Zytoplasma detektiert wird. Im Bild (B) sind diese Zellen zusétzlich noch fiir eine Stunde mit
TNF-o stimuliert worden. In diesem Ansatz wird NF-xB p65 nahezu ausschlieBlich im Kern
detektiert. Dies bestatigt die Aktivierung des NF-xB-Signalweges durch TNF-o, woraufhin
das im Normalfall im Zytosol lokalisierte NF-xB p50/p65 in den Zellkern transloziert. Somit
konnte dieser bereits in der Western-Blot-Analyse gemachte Befund der Translokation von
NF-xB p65 (s. Abb. 11, NF-xB p65, Banden 4 und 3) auch mit Immunfluoreszenz in HtTA-1-
Zellen nachgewiesen werden. Ebenfalls erwartungsgemaB ist bei LMX1B-produzierenden
Zellen LMX1B im Zellkern zu detektieren (F).

Bei HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Synthese (C) ist NF-kB im Zytosol
lokalisiert. In LMX1B-produzierenden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen, wie sie in (D) zu sehen
sind, wird NF-kB ebenfalls nur im Zytosol detektiert. Diese Beobachtung wird auch durch die
Ergebnisse der Bilder (E) und (F) bestatigt, bei denen von induzierten Zellen eine
Doppelfarbung fur NF-xB und LMX1B durchgeflhrt wurde. Hier ist ebenfalls festzustellen,
dass in der gleichen Zelle NF-xB p65 im Zytoplasma lokalisiert ist (E). Dieser Befund spiegelt
die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse wider (s. Abb. 11, NF-xB p65, Banden 8 und 7)
und demonstriert erneut, dass LMX1B keinen Einfluss auf die Translokation von NF-«xB

p50/p65 aus dem Zytosol in den Zellkern nimmt.

Zusammenfassend konnten die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse als auch die der
Immunfluoreszenz-Untersuchung zeigen, dass es sich bei der erhéhten Expression der NF-
kB-Zielgene in LMX1B-produzierenden Zellen nicht um eine indirekt im Zytosol stattfindende
positive Einwirkung auf den NF-kB-Signalweg durch LMX1B handeln kann. Die Befunde

sprechen eher fur eine Aktivierung auf nukledrer Ebene.

3.4 NF-xB ist an der Induktion der NF-xB Zielgene durch LMX1B beteiligt

Die zuvor gemachte Beobachtung deutet darauf hin, dass die Aktivierung des NF-xB-
Komplexes durch LMX1B aufgrund einer positiven Regulierung der transkriptionellen
Aktivitat NF-xBs im Zellkern erfolgt.

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 beschrieben, befindet sich das NF-xB-Protein in seiner inaktiven
Form im Zytoplasma einer Zelle. Mit der aminoterminalen Domane, die auch fur die Bindung

an DNA verantwortlich ist, ist NF-xB dort an eines der Mitglieder der IkB-Familie von
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Inhibitoren gebunden. Beim klassischen Weg der NF-kB-Aktivierung, der das p50/RelA-
Dimer verwendet, wird in Folge eines entsprechenden Stimulus das IxB-Molekil durch den
IxB-Kinase (IKK)-Komplex phosphoryliert. Phosphoryliertes 1kB kann nun von der Ubiquitin-
Ligase-Maschinerie erkannt werden, woraufhin es polyubiquitinyliert und schlieBlich
degradiert wird. Das folglich nun ungebundene NF-kB wandert in den Zellkern und interagiert
dort mit DNA-Sequenzen im Promotor oder Enhancer seiner Zielgene [Bonizzi und Karin,
2004]. Hier gibt es mehrere Moglichkeiten, Uber welche die Aktivitdt NF-kBs im Zellkern
aktiviert werden und an denen LMX1B positiv eingreifen kann. Eine Aktivierung NF-xBs im
Zellkern kann zum Beispiel durch eine erhéhte Acetylierung oder verminderte Deacetylierung
NF-kBs zustande kommen [Ubersicht in Chen und Greene, 2003]. LMX1B kénnte den
Phosphorylierungszustand von NF-kB und damit dessen Aktivitat im Zellkern regulieren
[Ubersicht bei Chen und Greene, 2004]. Eine andere Mdglichkeit ware eine direkte oder
indirekte (Uber einen Kofaktor vermittelte) Protein-Protein-Interaktion zwischen LMX1B und
NF-«B.

Es besteht zudem die Mdglichkeit, dass sich die in HelLa-Zellen erh6hte Expression der NF-
kB-Zielgene unabhé&ng von NF-xB ereignet. Daher wurde als nachstes Uberpruft, ob NF-xB
selbst an dieser Induktion beteiligt ist. Zu diesem Zweck sollte die Aktivitdt von NF-xB
inhibiert und anschlieBend Uberprift werden, ob damit die erhéhte Genexpression in LMX1B-
synthetisierenden Zellen abgeschwacht wird. In diesem Zusammenhang soll zunachst
erwahnt werden, dass Tanja Neumann im Rahmen ihrer Dissertation dies bereits durch den
Einsatz von Prostaglandin A; (PGA;), welches die IkB-Kinase (IKK) hemmt [Li und Verma,
2002], versuchte. Allerdings handelt es sich hierbei um einen relativ unspezifischen Inhibitor
des NF-xB-Signalweges und so waren auch die Ergebnisse dieses Experimentes sehr

variabel [Neumann, 2009].

Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Arbeit mit spezifischeren Inhibitoren versucht, die
Aktivitdt NF-xBs zu inhibieren. Dabei wurde stets zunachst die Wirkung des jeweiligen
Inhibitors bei mit TNF-a stimulierten HelLa-Zellen getestet. Erst dann sollte die Auswirkung
einer NF-kB-Inhibierung bei LMX1B-exprimierenden Hela-Zellen untersucht werden. So
wurde zunéchst der Einsatz von verschiedenen Pharmazeutika wie Oridonin, welches die
DNA-Bindeaktivitat von NF-xB hemmt [lkezoe et al., 2005], und JSH-23, das zusatzlich dazu
die Translokation in den Zellkern blockiert [Shin et al., 2004], getestet. Fir diese beiden
Inhibitoren konnte jedoch keine ausreichende Hemmung der Aktivitdt von NF-xB in Hela-
Zellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt; s. Tab. 13). Des Weiteren wurde in der

vorliegenden Arbeit mit Hilfe sogenannter Kdder-Oligonukleotide versucht, NF-xB  zu
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inhibieren. Hierbei handelt es sich um doppelstrangige Oligonukleotide, welche eine
Bindungsstelle mit hoher Affinitat fir NF-xB enthalten. Sie werden von freien NF-xB-
Molekulen erkannt, wodurch deren Interaktion mit den Promotoren der Zielgene verhindert
wird [Tomita et al., 2003]. Verschiedene Gruppen konnten mit dieser Methode auch in Hela-
Zellen eine erfolgreiche Inhibierung von NF-xB nachweisen [Tomita et al., 1998]. Bei
Verwendung der Kéder-Oligonukleotide zeigte sich, dass sie scheinbar nicht in den Zellkern
gelangten und es somit zu keiner Hemmung von NF-xB kommen konnte (Daten nicht
gezeigt; s. Tab. 13). In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Hehlgans
(Institut fr Immunologie, Universitatsklinikum Regensburg) wurde auch die Verwendung
eines IkBa Superrepressors (IkBa SR) getestet. Beim IkBa SR sind die beiden Serinreste 32
und 36 durch Alanine ausgetauscht, so dass keine Phosphorylierung des Proteins mehr
stattfinden kann, wodurch NF-xB inaktiv im Zytosol an IxB gebunden bleibt und der
Signalweg nicht aktiviert wird [Imuro et al., 1998]. Jedoch konnte auch hier keine
zufriedenstellende Inhibierung von NF-kB nach Transfektion des IkBa SR in die Zellen

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt; s. Tab.13).

Eine andere Mdglichkeit zur Hemmung von NF-xB besteht darin, die Expression des Gens
fur die p65- oder p50-Untereinheit von NF-kB mittels RNA-Interferenz zu hemmen [Lee et al.,
2007; Guo et al., 2004; Chan et al., 2006] (s. Tab. 13). Neben der hohen Spezifitat dieser
Methode ist der andere Vorteil, dass direkt die Beteiligung einer der Untereinheiten von NF-
kB untersucht werden kann. Bei dieser Technik bringt man kurze, doppelstrangige RNAs mit
einer Lange von 21 Nukleotiden, sogenannte siRNAs ("small interfering RNAs”), durch
Transfektion in die Zellen ein (s. 2.2.4 C). Da die siRNAs als Leitmotiv fir eine Nuklease
fungieren, fuhrt dies zum Abbau der komplementaren mRNA-Sequenz des Zielgens, so dass
die Translation zu Protein nicht stattfindet.

Tab. 13: Getestete NF-xB-Inhibitoren in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen.

Name des NF-xB-Inhibitors (Referenz) Resultat Referenz

PGA; (Li und Verma, 2002) Unspezifischer Effekt Dissertation Tanja Neumann, 2009
JSH-23 (Shin et al., 2004) Keine NF-kB-Inhibierung Vorliegende Arbeit

Oridonin (lkezoe et al., 2005) Keine NF-kB-Inhibierung Vorliegende Arbeit

ODNs (Tomita et al., 1998) Keine NF-kB-Inhibierung Vorliegende Arbeit

IxBa SR (Imuro et al., 1998) Keine NF-kB-Inhibierung Vorliegende Arbeit

p65-siRNA (Lee et al., 2007; Guo et al., | NF-xB-Knockdown Vorliegende Arbeit

2004)
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei spezifisch gegen die NF-xB p65-mRNA gerichtete
siRNAs (p65-1-siRNA und p65-2-siRNA) hergestellt. Die dafiir verwendeten Oligonukleotide
sind unter 2.1.8 in Tab. 5 zu finden. Die p65-1-siRNA die Sequenz wurde von Lee et al.
(2007) beschrieben und erfolgreich eingesetzt. Dies konnte von Lee et al. anhand einer
verringerten Expression der NF-xB-Zielgene IL6 und IL8 bei Fibroblasten-Zellen, die mit
TNF-a stimuliert wurden, aufgezeigt werden. Die p65-2-siRNA hat die von Guo et al. (2004)
beschriebene Sequenz, mit der NF-kB erfolgreich in Dickdarm-Krebszellen inhibiert wurde.
Neben diesen spezifischen p65-siRNAs wurde bei den im folgenden geschilderten siRNA-
Experimenten stets eine Negativkontrolle, eine "Scrambled-siRNA” (Scl-siRNA) verwendet.
Mit Hilfe dieser Scl-siRNA sollen unspezifische Effekte, sog. off-target effects, abgegrenzt
werden [Jackson et al., 2003]. Die Sequenz dieser unspezifischen siRNA wurde in der
vorliegenden Arbeit dabei so gewahlt wie unter Rascle et al. bereits beschrieben ist [Rascle
et al., 2003].

Da Sledz et al. (2003) zeigten, dass das Transfizieren von siRNAs in Zellen eine
unspezifische, durch Interferon ausgeldste Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs bewirken
kann, sollte als erstes ausgeschlossen werden, dass die hier verwendeten p65-siRNAs nicht
auch diesen unerwinschten Effekt zeigen. Wie bereits beschrieben, erhéht LMX1B neben
der Expression von NF-kB-Zielgenen auch die von Interferon-stimulierten Genen. Somit
ware eine gesicherte Interpretation der siRNA-Experimente bei einer durch die siRNA

ausgeldsten unspezifischen Aktivierung des IFN-B-Signalweges nicht mehr mdoglich.

So wurde zunachst neben der Effizienz der Inhibierung NF-kBs durch die verwendeten NF-
kB p65-siRNAs (p65-1-siRNA und p65-2-siRNA) auch deren Einfluss auf die ISGs mittels
RT-gPCR getestet. Dazu wurden ausschlieBlich HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit
abgeschalteter LMX1B-Produktion verwendet, denn erst nach positiver Analyse des
Versuches sollte die Wirkung der siRNAs in Anwesenheit von LMX1B untersucht werden. So
wurden diese, wie unter 2.2.4 C beschrieben, mit der p65-1-, p65-2- oder der Scl-siRNA
(jeweils 5 nM) oder zur Kontrolle ohne siRNA transfiziert. Die am nachsten Tag aus ihnen
isolierte Gesamt-RNA wurde fir die Echtzeit-PCR in cDNA umgeschrieben (Abbildung 13).
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Abb. 13: RT-qPCR-Analyse der NF-xB p65, G1P3 und IRF7 mRNAs. Es wurden zwei fir die p65
Untereinheit NF-xBs (p65-1- und p65-2-siRNA) spezifische siRNAs, eine unspezifische siRNA (Scl-siRNA)
oder keine siRNA (-) in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen, die kein LMX1B synthetisierten, transfiziert. Dann
wurde die jeweilige Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine 10 ng RNA entsprechende
Menge an cDNA zusammen mit einem der Primerpaare hNF-xB p65 F1/R1 (A), hNF-xB p50 F1/R1 (B),
hG1P3 F1/R1 (C), hIRF7 F1/R1 (D) oder hLamA/C F/R (zur Normalisierung) in eine Echizeit-PCR-
Reaktion eingesetzt. Die p65-1-siRNA inhibiert NF-xB p65 auf mMRNA Ebene um ~88% und stimuliert

den IFN-B-Signalweg nur schwach.

Bei HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Produktion wird im Vergleich zu
Zellen, bei denen die Scl-siRNA oder keine siRNA eingebracht wurde, mit der p65-1-siRNA
etwa 88% weniger und mit der p65-2-siRNA etwa 82% weniger NF-kB p65-mRNA detektiert
(s. Abb. 13, A).

Dies lasst eindeutig darauf schlieBen, dass beide verwendeten siRNAs die Expression des
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Gens fir die p65-Untereinheit NF-xBs in diesen Zellen hemmen. Bei Betrachtung der mRNA
fur NF-xB p50 wird bestatigt, dass es sich um einen spezifischen Effekt beider siRNAs
gegen NF-kB p65 handelt. Hier sind die gebildeten NF-xB p50-mRNA Mengen bei den
Zellen, die ohne siRNA (-) transfiziert wurden, genauso hoch wie bei denen, die mit der
unspezifischen oder mit den p65-siRNAs transfiziert wurden (s. Abb. 13, B).

Bei allen drei verwendeten siRNAs ist eine leichte Induktion der ISGs G1P3 und IRF7 in
HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen festzustellen (s. Abb. 13, C und D: Scl, p65-1 und p65-2). So
resultierte die Transfektion der unspezifischen Scl-siRNA in einer ~4-fachen Induktion, die
der p65-1-siRNA in einer ~2,6-fachen Induktion und die der p65-2-siRNA in einer ~6-fachen
Induktion der ISGs G71P3 und IRF7 im Vergleich zu Zellen, die nicht mit einer siRNA
transfiziert wurden [s. Abb. 11, C und D: Vergleich von Scl, p65-1- und p65-2-siRNA mit (-)].
Diese unspezifische Aktivierung des INF-B-Signalweges ist jedoch vernachlassigbar im
Vergleich zu einer bis zu ca. 250-fachen Induktion von ISGs, die in einer Podozyten-Zelllinie
beobachtet wurde (PD Dr. Anne Rascle, personliche Mitteilung). Der Effekt, den die Scl-
siRNA und die p65-1-siRNA auf die Expression von G1P3 und IRF7 auslésen, ist
vergleichbar (s. Abb. 13, C und D: Vergleich von Scl mit p65-1). Dieser Befund und die
Tatsache, dass die p65-1-siRNA die Synthese von NF-kB p65 effizienter hemmt (s. Abb. 13,
A), fuhrten zu der Entscheidung, ausschlieBlich mit der p65-1-siRNA weiter zu arbeiten.
Diese wird im Folgenden als p65-siRNA bezeichnet.

Als nachstes wurde der Erfolg des Knockdowns von NF-xB mittels RNA-Interferenz auf
Protein-Ebene Uberprift. Daher wurden neben den Zellen, die flr die gerade beschriebene
RT-gPCR-Analyse verwendet wurden, HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit abgeschalteter
LMX1B-Synthese fiir die Protein-Extraktion kultiviert und 24 Stunden, 48 Stunden oder 72
Stunden nach der Transfektion geerntet (s. Abb. 14). Die daraus gewonnenen
Ganzzelllysate wurden fir eine Western-Blot-Analyse eingesetzt. Das Ergebnis dieser
Analyse ist in Abbildung 14 zu sehen.
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Abb. 14: Western-Blot-Analyse des Knockdowns von NF-kB p65 mittels RNA-Interferenz bei HiTA-
1/myc-LMX1B-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Produktion. HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen wurden bis zu
4 Tage in Medium mit Doxyzyklin kultiviert. Einen Tag nach Aussaat wurden sie mit der NF-kB p65-siRNA
(p65) transfiziert und nach 24 Stunden (h), 48 h oder 72 h zur Proteinisolierung geerntet. Ebenfalls einen
Tag nach der Aussaat wurden zur Kontrolle parallel dazu Zellen entweder mit der unspezifischen Scl-
siRNA (Scl) oder ohne siRNA (-) transfiziert. Aus den hergestellten Proteinlysaten wurde mit je 20 pg
Gesamt-Protein eine Western-Blot-Analyse auf das NF-xB p65-Protein durchgefiihrt. Als interne
Ladekontrolle diente ein Antikdrper gegen o-Aktin. Der Réntgenfilm fir NF-xB p65 wurde fir 5 Minuten
exponiert. Die Proteinexpression von NF-kB p65 wird 72 Stunden nach Transfektion der p65-siRNA
in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen am effizientesten inhibiert.

Das NF-kB p65-Protein wird erwartungsgemaB in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen detektiert,
wobei kein Unterschied an gebildeten Proteinmengen zwischen mit der unspezifischen Scl-
siRNA, ohne siRNA oder nicht transfizierten Zellen beobachtet werden konnte (s. Abb. 14,
NF-xB p65: Bande 4, 5 und 6).

Des Weiteren kann festgestellt werden, dass mit der Dauer des Verbleibs der p65-siRNA
nach der Transfektion immer weniger NF-kB p65-Protein detektiert wird (s. Abb. 14, NF-xB
p65: Bande 1, 2 und 3). Der maximale Knockdown der Proteinspiegel in diesen Zellen mittels
RNA Interferenz kann 72 Stunden nach Transfektion der siRNA festgestellt werden (s. Abb.
13, Vergleich von Bande 3 mit 1 und 2). Somit konnte ermittelt werden, dass bei den
folgenden siRNA-Experimenten mit LMX1B-produzierenden HelLa-Zellen der Effekt der p65-
siRNA 72 Stunden nach deren Transfektion untersucht werden sollte.
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Folgende schematisch dargestellte Versuchsdurchfihrung lag daher den Experimenten, bei
denen eine Beteiligung von NF-kB an der Hochregulierung der LMX1B-Zielgene Uberpruft
werden sollte, zugrunde (Abbildung 15).

Tag 0 Tag 1 Tag 4
HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen = siRNA-Transfektion RNA-Extraktion
+ /- Dox (72 h) RT-gPCR

Abb. 15: Schematisch dargestellter Versuchsaufbau der p65-siRNA-Experimente mit LMX1B-

produzierenden HeLa-Zellen. HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit an- oder abgeschalteter LMX1B-Synthese
(-/+Dox) werden einen Tag nach Aussaat mit einer siRNA transfiziert. 72 Stunden (h) spater werden die
Zellen geerntet und die RNA isoliert. Diese wird in cDNA umgeschrieben und zur Genexpressions-Analyse
in eine RT-gPCR eingesetzt.

HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit oder ohne Doxyzyklin im Medium wurden ausgesat und am
nachsten Tag, wie unter 2.2.4 C beschrieben, mit der NF-kB p65- oder zur Kontrolle mit der
Scl-siRNA (p65 oder Scl) transfiziert. Auch hier wurden Zellen als zuséatzliche Kontrolle
parallel ohne siRNA transfiziert (-). Nach 72 Stunden, was einer optimalen Induktionszeit fir
LMX1B von insgesamt 4 Tagen entspricht (s. 3. 1), wurden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen zur
RNA-Isolierung geerntet (s. Abb. 15). Als positive Kontrolle wurden die Zellen, die kein
LMX1B produzierten (+Dox), zusatzlich mit TNF-a fir eine Stunde stimuliert (+TNF-o), um
den NF-xB-Signalweg zu aktivieren. Aus den geernteten Zellen wurde die Gesamt-RNA
isoliert, welche dann in die komplementéare cDNA umgeschrieben und in die anschlieBende
Echtzeit-PCR-Reaktion fiir eine Genexpressions-Analyse eingesetzt wurde (Abbildung 16, A
und B).
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Abb. 16: RT-qPCR-Analyse von NF-kB p65 und NF-xB Zielgenen in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen.
HiTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit (+) oder ohne (-) Doxyzyklin (Dox) im Medium wurden ausgesét und am
nachsten Tag mit einer siRNA gegen die p65 Untereinheit NF-xBs (p65-siRNA) oder zur Kontrolle mit
einer unspezifischen siRNA (Scl-siRNA) transfiziert. Als zusatzliche Kontrolle wurden Zellen parallel dazu
ohne siRNA transfiziert (-). An Tag 4 wurden Zellen, die kein LMX1B produzierten (+Dox), eine Stunde mit
TNF-o stimuliert. Die Zellen wurden geerntet, die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine
10 ng RNA entsprechende Menge an cDNA zusammen mit einem der Primerpaare hLMX1B F1/R1, hNF-
kB p65 F1/R1, hPKD2 F1/R1, hiL-6 F1/R, hIL-8 F1/R1, hIFN-3 F1/R oder hLamA/C F/R (zur
Normalisierung) in jeder Echizeit-PCR-Reaktion eingesetzt. A, Expressions-Analyse fir LMX1B, NF-kB
p50 und PKD2; B, Expressions-Analyse der NF-xB-Zielgene /L6, IL8 und IFNB1. Fir die Regulierung der
NF-xB-Zielgene durch LMX1B wird ein funktioneller p65 NF-xB Transkriptionsfaktor benétigt.

Betrachtet man zunéachst die Ergebnisse der Genexpressions-Analyse der Zellen, die zur
Kontrolle ohne siRNA (-) transfiziert wurden, ist festzustellen, dass die detektierten mRNA-
Mengen in etwa denen entsprechen, die bei mit der unspezifischen Scl-siRNA transfizierten
Zellen erhalten wurden. Dies qilt jeweils im Vergleich bei gleich durchgeflihrten
Versuchsbedingungen zwischen Scl-siRNA und ohne siRNA transfizierten Zellen flr alle
Gene. Daraus lasst sich schlieBen, dass die erhaltenen mRNA-Mengen von Zellen, die mit
der p65-siRNA transfiziert wurden, keine unspezifischen Resultate darstellen.

Wie schon in Abbildung 13 auf mMRNA-Ebene und in Abbildung 14 auf Proteinebene gezeigt
werden konnte, wurde auch bei diesem Experiment NF-kB p65 auf mRNA Ebene erfolgreich
inhibiert. So wird in etwa 70% weniger p65-mRNA in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen, welche kein
LMX1B produzieren, detektiert (s. Abb. 16 A, p65: +Dox, +TNF-a). Zur Uberpriifung, dass es
sich hierbei um einen spezifischen Effekt handelt und nicht um den sog. off-target effect,
wurde eine Expressions-Analyse des Gens PKDZ2 gewahlt. Dieses kodiert fir ein
membrangebundenes Protein, welches nicht am LMX1B-Signalweg beteiligt ist [Tsiokas et
al, 2007]. Durch eine Inhibierung von NF-kB durch die transfizierte p65-siRNA in die HtTA-
1/myc-LMX1B-Zellen (+Dox) kann im Vergleich zu Zellen, bei denen NF-xB nicht inhibiert
wird, kein Unterschied an PKD2-mRNA-Menge detektiert werden (s. Abb. 16 A, PKD2).
Diese Beobachtung konnte durch eine Genexpressions-Analyse fiir p50 zusétzlich bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt; s. Abb. 13), wodurch die Spezifitat der verwendeten p65-siRNA

demonstriert werden konnte.

Wie zu erwarten, kann man eine Induktion der mRNA von IL-6, IL-8 und IFN-B in LMX1B-
produzierenden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen feststellen (-Dox, -TNF-a), genauso wie bei mit
TNF-a stimulierten Zellen (+TNF-a, +Dox) mit abgeschalteter LMX1B-Produktion (s. Abb. 16
B, IL-6, IL-8 und IFN-B). Wurde die p65-siRNA in TNF-a-stimulierte HtTA-1/myc-LMX1B-
Zellen (+TNF-a, +Dox) transfiziert, wird in etwa 50% (48%, 58% und 50% fUr das jeweilige
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Gen) weniger mMRNA sowohl bei IL-6, IL-8 als auch bei IFN-B detektiert (s. Abb. 16 B, IL-6,
IL-8 und IFN-B: rechtes Diagramm, lila Balken). Dies entspricht dem zu erwartenden Resultat

des NF-xB-Knockdowns, der durch die eingebrachte p65-siRNA erzielt wird.

Bei Transfektion der p65-siRNA in HiTA-1/myc-LMX1B-Zellen, welche LMX1B induzieren,
sind ebenfalls diese verminderten mRNA-Spiegel sowohl fir IL-6, IFN-B als auch von IL-8 zu
beobachten (s. Abb. 16 B, IL-6, IL-8 und IFN-B: linkes Diagramm, lila Balken). Fur alle drei
Gene ist im Vergleich zu Zellen, in die keine siRNA oder die Scl-siRNA transfiziert wurde,
wieder in etwa 50% (41%, 73% und 59% fir das jeweilige Gen) weniger mRNA zu

detektieren.

Aus diesen Daten lasst sich somit schlussfolgern, dass an der durch LMX1B induzierten
Hochregulierung der NF-kB-Zielgene zumindest die p65-Untereinheit von NF-xB beteiligt ist

und zwar sehr wahrscheinlich das Heterodimer NF-xB p50/p65.

3.5 Kooperation zwischen LMX1B und NF-xB auf Transkriptionsebene

Im Rahmen einer Diplomarbeit [Heining, 2007] wurde untersucht, wie sich eine zusatzliche
NF-kB-Stimulierung auf die durch LMX1B induzierte Hochregulierung der NF-kB-Zielgene
auswirkt. Daher wurden HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen fir 4 Tage mit oder ohne Doxyzyklin im
Medium inkubiert, um dadurch die LMX1B-Proteinsynthese zu unterdricken oder zu
induzieren. Ein Teil der Zellen wurde vor der Zellernte mit TNF-a fiir eine Stunde stimuliert,
um eine Aktivierung des NF-kB-Signalweges in den Zellen zu erreichen. Es konnte gezeigt
werden, dass es zu einer starkeren Expression bei den durch LMX1B regulierten NF-xB-
Zielgenen kommt, wenn zusatzlich zur LMX1B-Produktion die Zellen mit TNF-o stimuliert
wurden [Heining, 2007]. Die festgestellte Expression wurde dabei starker induziert (s. Abb.
17, IL-8: -Dox, +TNF-a), als bei einem additiven Effekt von LMX1B und NF-xB erwartet
wurde (s. Abb. 17, IL-8: mRNA-Expression -Dox, -TNF-a addiert mit mRNA-Expression
+TNF-a, -Dox). Dies lasst sich durch einen kooperativen Effekt, den beide
Transkriptionsfaktoren auf Transkriptionsebene auf die Expression der NF-xB-Zielgene
ausuben, erklaren. Dadurch konnte auch erneut demonstriert werden, dass zu einer durch

LMX1B bewirkten Induktion der NF-xB-Zielgene ein funktionelles NF-kB p65 unerlasslich ist.
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Abb. 17: Analyse der Expression des NF-xB Zielgens /L8, sowie zur Kontrolle die von LMX71B in
HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen. HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen wurden fir 4 Tage mit oder ohne Doxyzyklin (+/-
Dox) im Medium inkubiert, um die LMX1B-Expression zu unterdriicken oder zu induzieren. Bevor die
Zellen geerntet wurden, wurde ein Teil von ihnen mit TNF-o fr 1 h stimuliert (+/-TNF-a)). Aus 1 pg der aus
den geernteten Zellen isolierten Gesamt-RNA wurde cDNA synthetisiert. Eine 10 ng RNA &quivalente
Menge cDNA wurde dann pro Reaktion in die Echtzeit-PCR eingesetzt. Fur die Amplifikation wurden die
Primerpaare hIL-8 F1/R1 und hLamA/C F/R verwendet, letzteres diente der Normalisierung. Ein
kooperativer Effekt zwischen LMX1B und NF-xB p50/p65 auf Transkriptionsebene ist zu sehen
[Heining, 2007].

Um detaillierter beschreiben zu kénnen, wie diese Kooperation zwischen LMX1B und NF-xB
zustande kommt, sollte des Weiteren die physikalische Interaktion der beiden Proteine
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden von Eva Heining im Rahmen ihrer
Diplomarbeit  zahlreiche, unter verschiedenen Bedingungen stattfindende Co-
Immunprézipitations-Experimente durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass
LMX1B und NF-xB p65 in Lésung nicht direkt miteinander wechselwirken [Heining, 2007].

3.6 LMX1B bindet in vivo an die Promotoren von /L6 und /L8

Nachdem festgestellt werden konnte, dass LMX1B und NF-xB p65 bei der
Transkriptionsaktivierung spezifischer NF-kB-Zielgene zusammenwirken und keine direkte
Interaktion in LOsung detektiert werden konnte, wies dies darauf hin, dass das
Zusammenspiel von LMX1B und NF-xB auf Chromatin-Ebene am Promotor des jeweiligen
Gens erfolgen kénnte. Dies sollte parallel zu der vorliegenden Doktorarbeit von Astrid
Neumann anhand von Chromatin-Immunprazipitations-(ChIP)-Experimenten [Kuo und Allis,
1999], durchgefihrt mit HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit ab-, bzw. angeschalteter LMX1B-
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Produktion, Uberprift werden. Mit Hilfe dieser Methode kénnen in vivo gebildete Protein-
DNA-Komplexe mit einem Antikérper gegen LMX1B immunprézipitiert und die aufgereinigten
Bruchstlicke genomischer DNA anhand einer Echtzeit-PCR auf ihren Anteil an NF-xB-
Zielgen-DNA untersucht werden. So konnte festgestellt werden, dass LMX1B in der
Nachbarschaft des gut charakterisierten, konservierten NF-kB-Bindungsmotivs innerhalb der
Promotoren der NF-xB-Zielgene /L6 und IL8 in vivo bindet. Dabei bestatigten Promotor-
Sequenz-Analysen das Vorhandensein eines, bzw. mehrerer konservierter FLAT-Elemente
innerhalb der hIL6 und hIL8 Promotoren (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung) [Rascle et
al., 2009a). Bei diesen spezifischen DNA-Sequenzen handelt es sich um mutmaBliche
LMX1B-Bindungsmotive [German et al., 1992; Dreyer et al., 1998].

3.7 Untersuchung der Transkriptionsaktivierung durch LMX1B

Als n&chstes sollte nun geklart werden, ob die Bindung LMX1Bs an die Promotoren von /L6
und /L8 mit der transkriptionellen Aktivierung dieser NF-xB-Zielgene korreliert und ob die
LMX1B-Bindung Uber die durch die Promotor-Sequenz-Analysen identifizierten FLAT-
Elemente erfolgt. Fir diese Promotor-Studien wurde ein Reportergen-Assay, der Dual-
Luciferase Reporter Assay der Firma Promega verwendet, wobei die Promotoraktivitat von
hIL6 damit n&her analysiert werden sollte. Hierfir war zun&chst die Etablierung der
Transfektion der verwendeten /L6 Promotor-Konstrukte in die Hela-Zelllinie sowie die
Etablierung séamtlicher Parameter des Reportergen-Assays erforderlich, worauf im folgenden
Kapitel eingegangen wird.

3.8 Etablierung des Dual-Luciferase Assays

3.8.1 Herstellung der Promotorkonstrukte

Um in den Dual-Luciferase Reporter Assays eine mdégliche, durch LMX1B induzierte Aktivitat
des humanen /L6 Promotors in HelLa-Zellen messen zu kdénnen, wurden wie bereits unter

2.2.3 D geschildert, bestimmte Reportergen-Konstrukte bendétigt.

Die in der vorliegenden Arbeit als IL-6P.wt-Luc und IL-6P.NF-kB-Luc bezeichneten
Konstrukte [Van den Berghe et al., 1998] enthalten den humanen Wildtyp /L6 Promotor (-
1168/+11) bzw. den humanen /L6 Promotor mit mutiertem NF-xB-Bindungsmotiv; beide sind
an das Firefly-Luciferase Reporter Gen gekoppelt (s. Kapitel 2.9). Van den Berghe et al.
(1998) konnten zeigen, dass das IL-6P.wt-Luc-Konstrukt durch TNF-o aktiviert werden

konnte. Bei Verwendung des IL-6P.NF-kB-Luc-Konstruktes war aufgrund der mutierten
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Bindestelle fir NF-xB keine Aktivierung mehr zu beobachten [Van den Berghe et al., 1998].
Die Reportergen-Konstrukte IL-6P.wt-Luc und IL-6P.NF-kB-Luc dienten daraufhin als
Ausgangs-Plasmide, um die IL-6P.FLAT-Luc- und IL-6P.FLAT.NF-xB-Luc- Reportergen-
Konstrukte generieren zu kdnnen, bei denen das FLAT-Motiv in mutierter Form vorliegt. So
kann untersucht werden, ob es sich bei dem FLAT-Element um das Bindungsmotiv fir
LMX1B handelt. Dies erfolgte nach dem Protokoll des ,QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit” der Firma Stratagene (2.2.2 E). Das an Position -146 gelegene FLAT-
Element wurde so verandert, dass eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle far Xho |
entstand (s. schematische Abb. 18: von TTAATA zu TCGAGA), womit der Erfolg der
Mutagenese durch einen Restriktionsverdau tberprift werden konnte.

IL-6P.wt-Luc IL-6P.NF-xB-Luc
-146 -74 +11

H FLAT |1 NF-xB —I:T Luciferase Gen| I FLAT -)F‘ZE-[T Luciferase Gen
TTAATA TTAATA

TCGAGA (Xhol) TCGAGA (Xhol)
|->r_<)ﬂ- NF-xB —I:T Luciferase Gen| I ] -I:r Luciferase Gen

IL-6P.FLAT-Luc IL-6P.FLAT.NF-xB-Luc

Abb. 18: Generierung der IL-6P.FLAT-Luc- und IL-6P.FLAT.NF-xB-Luc-Reportergen-Konstrukte. Aus
den Ausgangsplasmiden IL-6P.wt-Luc und IL-6P.NF-xB-Luc, die von der Plasmid-Bibliothek BCCM/LMBP
erhalten wurden, wurde mittels Mutagenese-PCR das jeweilige FLAT-Element von TTAATA zu TCGAGA
mutiert, so dass LMX1B nicht mehr daran binden kann. Es wurde gezielt eine zusatzliche
Restriktionsschnittstelle anstelle des FLAT-Motivs eingefiihrt, wodurch positive Klone anhand eines

Restriktionsverdaus ermittelt werden konnten.

Neben diesen Reporter-Konstrukten, mittels derer die vermutete transkriptionelle
Regulierung des /L6 Promotors durch den Transkriptionsfaktor LMX1B ndher charakterisiert
werden sollte, wurden auch Kontroll-Reporter-Konstrukte fur die Durchfihrung der Dual-
Luciferase Reporter Assays hergestellt.

Bei dem selbst generierten und als AIL-6P-Luc bezeichneten Kontroll-Reporter wurde der
vollstandige /L6 Promotor mittels der Hind IlI-Schnittstelle aus dem Vektor IL-6P.wt-Luc
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herausgeschnitten. Dieses Konstrukt dient der Uberpriifung einer méglichen unspezifischen
Aktivierung durch LMX1B. Zusétzlich wurde als Positivkontrolle der NF-xB-Aktivierung ein
Konstrukt der Firma Clontech verwendet, welches das Firefly-Luciferase Gen, 4 Kopien des
NF-xB-Bindungsmotivs und die TATA-Box des Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase-
Promotors enthalt [im folgenden (NF-xB)4-Luc genannt]. Der der internen Kontrolle dienende
Reporter pRL-null der Firma Promega enthalt das Renilla-Luciferase Gen und exprimiert
Rluc in Abwesenheit eines Promotors (s. Kapitel 2.1.9).

Alle in dieser Arbeit verwendeten Promotorkonstrukte wurden mittels Sequenzierung
verifiziert. Zur Veranschaulichung sind in der nachfolgenden vereinfachten schematischen
Abbildung nochmals alle in den Dual-Luciferase Reporter Assays verwendeten Firefly-
Luciferase Reporter-Konstrukte dargestellt (Abbildung 19).

-1168 -146 -74 +11
IL-6P.wt-Luc | FLAT — NF-xB Luciferase Gen

IL-6P.FLAT-Luc | - NFB—L  Luciferase Gen

IL-6P.NF-xB-Luc | FLAT —M—r:— Luciferase Gen

IL-6P.FLAT.NF-xB-Luc | M—M—t Luciferase Gen

(NF-xB)s-Luc NF-kB  NF-xB NF-xB NF-xB _Lt Luciferase Gen

AIL-6P-Luc F  Luciferase Gen

Abb. 19: Schematische Darstellung der verwendeten Reporter-Konstrukte in den Dual-Luciferase
Reportergen Assays. Innerhalb des humanen /L6 Promotors (-1168/+11), der gekoppelt an das Firefly-
Luciferase Gen ist, wurde entweder das AT-reiche LMX1B-Bindungsmotiv (FLAT) oder das NF-xB-
Bindungsmotiv (NF-xB) einzeln oder zusammen mutiert, um die Aktivitdt des Promotors naher analysieren
zu kdénnen. Zur Kontrolle dienten zum einen das Firefly-Luciferase Konstrukt, bei dem 4 NF-xB-
Bindungsmotive an einen Minimal-Promotor gekoppelt sind [(NF-xB)s-Luc] und zum anderen jenes, bei

dem der vollstandige IL-6 Promotor entfernt wurde (AIL-6P-Luc).
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3.8.2 Etablierung der Zelltransfektion

Um mittels Dual-Luciferase Reporter Assays zu testen, ob LMX1B tatsachlich die Aktivitat
des /L6 Promotors in HtTA-1-Zellen auf Transkriptionsebene reguliert, mussten zunachst die
optimalen Bedingungen fir die Transfektion dieser Zellen mit den beschriebenen Promotor-
Konstrukten ermittelt werden. Der in der Literatur von verschiedenen Gruppen am haufigsten
beschriebene Zeitpunkt der TNF-a-Stimulierung vor der Durchfiihrung des Luciferase Assays
liegt bei 24 Stunden nach Transfektion der Reporter-Konstrukte [Yeruva et al., 2007; Higai et
al., 2006]. Dieser Ansatzpunkt wurde bei der Etablierung tGbernommen und darauf die
restlichen Versuchsbedingungen aufgebaut. Darunter z&hlt unter anderem die
Stimulierungsdauer der Zellen mit TNF-a, bevor der Luciferase Assay durchgefihrt wird.
Andere kritische Parameter sind die Zellzahl, der Zeitpunkt der Transfektion des LMX1B-
Expressionsplasmides, sowie die gesamte DNA-Menge, die transfiziert wird. Alle die in
Tabelle 15 angefuhrten Parameter wurden variiert, wobei es sich bei den hervorgehobenen

um die Parameter handelt, die bei weiteren Transfektionen verwendet wurden.

Tab. 14: Getestete Parameter fiir die Transfektion der Luciferase-Reportergen-Konstrukte in
HtTA-1-Zellen. Fett hervorgehoben sind die Parameter, die im folgenden fur Transfektionen
verwendet wurden.

TNF-o 1h;4h;6h;8h;24h
Transfektionsdauer: 24 h + TNF-o Stimulierung

(24 h; 28 h; 30 h; 32 h; 48 h)
Zellzahl (HtTA-1-Zellen/Vertiefung; 24 Loch- 1x 10°% 1,5x 10°
Platte):
Transfektionsreagenz: FUGENES®; Lipofectamine™ 2000
Zeitpunkt der Transfektion des LMX1B- 24 h,48h

Expressionsplasmids:

DNA-Gesamt-Menge (ug): 0,315 pg (0,158 pg - 0,63 pg)
Firefly-Luciferase Reporter Konstruki: 0,1 pg; 0,2 pg; 0,3 ug; 0,4 ug; 0,8 pg
Renilla-Luciferase Reporter Konstruki: 15 ng; 30 ng; 80 ng; 160 ng
LMX1B-Expressions-Plasmid: 0,1 pg; 0,2 pg; 0,3 ug; 0,4 ug; 0,8 ug

Im Folgenden soll nun naher auf die Etablierung der einzelnen Parameter fur die
Transfektion eingegangen werden.
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Dauer der TNF-o-Stimulierung fiir die Aktivierung von NF-kB und Gesamt-Transfektionszeit:

Da neben LMX1B auch NF-xB naher charakterisiert werden sollte, war es notwendig, die
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs erneut dafir zu etablieren. Auf mRNA-Ebene ist eine
Stimulierung mit TNF-a flir eine Stunde optimal, um den NF-kB-Signalweg zu aktivieren, was
anhand der Expressions-Analyse von NF-xB-Zielgenen mittels RT-qPCR verifiziert werden
konnte (s. Kapitel 3.3, Abb. 10). Fir den Luciferase Assay konnte davon ausgegangen
werden, dass diese Dauer der Stimulierung fir eine Expression des Luciferase-Gens nicht
ausreicht. Daher wurde als erstes die Stimulierungsdauer der HtTA-1-Zellen mit TNF-o
getestet. Fur diesen ersten Test wurde nach dem Transfektionsprotokoll fir HelLa-Zellen
unter Verwendung des Transfektionsreagenzes Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
vorgegangen, da dieses bereits am Lehrstuhl etabliert vorlag (s. 2.2.4 C).

Dementsprechend wurden je 1x 10° HtTA-1-Zellen in einer 24-Loch-Platte in Doxyzyklin-
haltigem Medium ausgesét, so dass 24 Stunden spater, am Tag der Transfektion, die Zellen
zu 50% konfluent vorlagen. In die HiTA-1-Zellen wurden 0,4 ug des Firefly-Luciferase
Konstruktes (NF-xB)4-Luc sowie in einem parallelen Ansatz 0,4 pg des Firefly-Luciferase
Konstruktes IL-6P.wt-Luc transfiziert. Zuséatzlich zu den beiden Firefly-Luciferase Reportern
wurde jeweils 0,08 pg des Renilla-Luciferase Reporters pRL-null ko-transfiziert, dessen
Luciferaseaktivitat bei der Auswertung fir die Normalisierung verwendet wurde. Wie bereits
erwahnt, wird am haufigsten in der Literatur beschrieben, dass die TNF-a-Stimulierung
optimalerweise 24 Stunden nach Transfektion der Reporter-Konstrukte in Zellen erfolgt
[Yeruva et al., 2007; Higai et al., 2006]. Daher wurden die unterschiedlich langen
Inkubationszeiten mit TNF-a, die von einer Stunde bis zu 24 Stunden reichten (s. Abb. 20
und Daten nicht gezeigt), in diesem ersten Versuch 24 Stunden nach der Transfektion der
verschiedenen Reporter-Konstrukte in die HtTA-1-Zellen getestet. Die erhaltene Firefly-
Luciferaseaktivitat in den einzelnen Zelllysaten wurde gegen die entsprechende Aktivitat der
Renilla-Luciferase normalisiert und in Relation zu der Promotoraktivitat der unstimulierten (0
h TNF-a) HiTA-1-Zellen (=1) gesetzt. In Abbildung 20 sind die Ergebnisse dieses Reporter-
Assays graphisch dargestellt:
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Abb. 20: Etablierung der TNF-a-Stimulierungszeit von HtTA-1-Zellen zur NF-xB-Aktivierung fir den
Dual-Luciferase Assay. Je 1x 10° HtTA-1-Zellen wurden in einer 24-Loch-Platte ausgesat, 24 Stunden
spater wurden entweder 0,4 ug des Firefly-Luciferase Konstrukts (NF-xB)4-Luc oder 0,4 pg des Firefly-
Luciferase Konstrukts IL-6P.wt-Luc mit 80 ng Renilla-Luciferase Reporter pRL-null zur Normalisierung ko-
transfiziert. 24 Stunden spater wurden die Zellen mit TNF-a0 (20 ng/ml) unterschiedlich lang (0 h, 6 h, 8 h
oder 24 h) inkubiert, um NF-xB zu aktivieren. Nach Zelllyse und Proteinbestimmung wurden die
Luciferaseaktivititen der Lysate mittels Luminometer gemessen, normalisiert und relativ zu der
Promotoraktivitdt der unstimulierten HtTA-1-Zellen (=1) graphisch dargestellt (Induktionsfaktor). Eine
Stimulierung mit TNF-o fiir 8 Stunden bewirkt die héchste Induktion der Reporter-Konstrukte. Im
Gegensatz zu den folgenden Luciferase Experimenten wurde dieser Luciferase Assay nur einmal

durchgefihrt, weshalb auch keine Fehlerbalken zu sehen sind.

Das Kontroll-Konstrukt (NF-xB)s-Luc zeigt die héchste Induktion bei einer TNF-a-
Stimulierung von 8 Stunden (Induktionsfaktor von etwa 12). Eine Aktivierung des NF-kB-
Signalweges durch TNF-a resultiert auch in einer Aktivierung des /L6 Promotors des IL-
6P.wt-Luc-Konstruktes. Die maximal 3-fache Induktion des Konstruktes liegt ebenfalls bei
einer Stimulierung der Zellen mit TNF-a fir 8 Stunden (s. Abb. 20, lila Balken bei 8 h).
Dieses AusmaB der Induktion stimmt mit den Befunden Uberein, die Van den Berghe et al.
(1998) mit diesem Konstrukt erhalten haben.

Somit waren die Dauer der TNF-a-Stimulierung (8 h) und die Gesamt-Transfektionszeit (32

h) als erste Versuchsbedingungen des Luciferase Assays etabliert (s. Tab. 14).
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Zelldichte:

Da auch die Zelldichte die Transfektionseffizienz beeinflussen kann, wurde der Luciferase
Assay ein weiteres Mal unter den gerade beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt, wobei
parallel zu den je 1x 10° ausgesiten HtTA-1-Zellen auch je 1,5x 10° Zellen in einer 24-Loch-
Platte ausgesat wurden. Mit der niedrigeren HiTA-1-Zellzahl wurden mit beiden Firefly-
Luciferase Konstrukten die Ergebnisse erhalten, die bereits in Abbildung 20 graphisch
dargestellt wurden. Wurden hingegen je 1,5x 10° Zellen ausgesat, wurden beide Konstrukte
weniger stark durch aktiviertes NF-kB induziert (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund
wurden fiir alle folgenden Versuche je 1x 10° HtTA-1-Zellen in einer 24-Loch-Platte einen
Tag vor Transfektion ausgesét (s. Tab. 14, Zellzahl: 1x 10°).

Transfektionsreagenz:

Parallel zu dem bis dato verwendeten Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 wurde ein
anderes Transfektionsreagenz (FUGENE 6, Roche) auf dessen Effizienz getestet. Im darauf
folgenden Luciferase Assay konnte erneut die 12-fache Induktion mit Lipofectamine™ 2000
festgestellt werden, im Gegensatz zu einer 8-fachen Induktion, wenn das FuGENE6-
Reagenz zur Transfektion verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). Daher erfolgte bei allen
nachfolgenden Luciferase Assays die Transfektion der Reporter-Konstrukte in die HtTA-1-
Zellen unter Verwendung des Lipofectamine™ 2000-Reagenz (s. Tab. 14,
Transfektionsreagenz: Lipofectamine™ 2000).

Zeitpunkt der Transfektion mit dem LMX1B-Expressionsplasmid:

Nachdem die Aktivierung NF-xBs etabliert wurde, musste als n&chstes die Expression von
LMX1B optimiert werden. Zum einen bestand die Méglichkeit, LMX1B stabil Gber das Tet-off-
System in den HtTA-1-Zellen zu synthetisieren (s. 2.2.4 A), zum anderen kdnnte LMX1B
durch transiente Transfektion eines Expressionsplasmids in den Zellen produziert werden.
Da bereits in vorherigen Experimenten etabliert werden konnte, dass NF-kB am besten 24
Stunden nach Transfektion der Reporter-Konstrukte durch TNF-o aktiviert wird, wurde
Oberpriift, ob LMX1B auch 24 Stunden nach Transfektion eines LMX1B-
Expressionsplasmids in HtTA-1-Zellen synthetisiert wird. Dadurch wére eine Vereinfachung
des Versuchaufbaus mdglich, denn so kénnte das LMX1B-Expressionsplasmid mit den
Firefly- und Renilla-Luciferase Reportern ko-transfiziert werden.

Aus diesem Grund wurden HtTA-1-Zellen in Doxyzyklin-haltigem Medium ausgesat und am
nachsten Tag mit dem LMX1B-Expressionsplasmid p3M/LMX1B (s. 2.1.9, Tab. 7)
transfiziert. 24 Stunden bzw. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet.
Wie dem zugehdrigen Rdéntgenfilm in Abbildung 21 zu entnehmen ist, wird LMX1B in HtTA-1-
Zellen sowohl 24 Stunden als auch 48 Stunden nach Transfektion des Expressionsplasmids
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p3M/LMX1B detektiert, wobei
die LMX1B-Expression nach 24 pcDNA3 p3M/LMX1B

Stunden effektiver ist. Somit 48 h 24 h 48 h

kann bei der Transfektion fir _
den Luciferase Assay das M s LMXB
LMX1B-Expressionsplasmid

zusammen mit dem Firefly- und
Abb. 21: LMX1B-Expression nach Transfektion des

p3M/LMX1B-Plasmids in HtTA-1-Zellen. 24 bzw 48 Stunden
die HtTA-1-Zellen transfiziert = nach Transfektion von HiTA-1-Zellen mit je 1 pg des
werden, denn zum Zeitpunkt Expressionsplasmids p3M/LMX1B, bzw. des entsprechenden

Renilla-Luciferase Reporter in

der Ernte der Zellen wird nicht Wildtyp-Vektors pcDNAS, wurden Proteinlysate hergestellt und mit

Lo je 20 ug Gesamt-Protein ein Proteingel durchgefihrt. Bei der

nur LMX1B exprimiert, sondern , )
anschlieBenden Western-Blot-Analyse wurde das LMX1B-Protein

ist auch NF-kB aktiv (s. Tab. ' mit dem monokionalen anti-LMX1 B-Antikdrper 193-67 und einem
14, Zeitpunkt der Transfektion HRP-gekoppelten anti-Maus IgG-Sekundarantikérper nachge-

wiesen. 24 Stunden nach Transfektion des Expressions-

des LMX1B-Expressionsplas-

. plasmids wird LMX1B in HiTA-1-Zellen am effizientesten
mids: 24 h).

synthetisiert.

DNA-Menge der einzelnen Plasmide:

Das Verhaltnis des Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 zu eingesetzter DNA ist ein
weiteres wichtiges Kriterium fur die Effizienz einer Transfektion, da sich zum Beispiel ein
ungunstiges Verhéltnis toxisch auf die Zellen auswirken kann. Daher wurden, wie in der
Tabelle 14 fiir die einzelnen Plasmide aufgezeigt [s. Tab. 14, DNA-Gesamt-Menge (ug)],
unterschiedliche Mengen an Firefly- und Renilla-Luciferase Reporter sowie des p3M/LMX1B-
Expressionsplasmids in der Transfektion eingesetzt und ihre Wirkung auf die HtTA-1-Zellen
anhand der gemessenen Luciferaseaktivitdten analysiert. Zunachst wurden dabei die vom
Hersteller (Invitrogen) empfohlenen Konditionen in der Transfektion getestet. So wurden fir
den der internen Kontrolle dienenden Renilla-Reporter sehr unterschiedliche
Luciferaseaktivitdten erhalten. Um dies zu vermeiden, wurde die in die Transfektion
eingesetzte Gesamt-DNA-Menge variiert. Letztendlich stellte sich heraus, dass ein Verhaltnis
von einer Gesamt-DNA-Menge von 0,315 pg zu 0,4 pl Lipofectamine™ 2000-Reagenz
optimal fur die Transfektion ist, wobei sich die DNA-Menge aus 0,2 ug des Firefly-Luciferase
Reporters, 15 ng des Renilla-Luciferase Reporters und 0,1 ug des Expressionsplasmids
zusammensetzt (s. Tab. 14, DNA-Gesamt-Menge: 0,315 pgQ).

Somit waren alle nétigen Parameter fur die in dieser Arbeit durchzuflhrenden Dual-
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Luciferase Assays etabliert. Sie sind in nachfolgender vereinfachten schematischen

Darstellung zusammengefasst:

Tag 0 Tag 1 Tag 2
HiTA-1-Zellen Transfektion (24 h) +/- TNF-0 (8 h)
Je 1x 10° Zellen Firefly Reporter (0,2 pg), Protein-Extraktion
(24-Loch-Platte) Renilla Reporter (15 ng)  Luciferase Reporter Assay

Expressionsplasmid (0,1 pg)

Abb. 22: Schematische Darstellung der Durchfiihrung der Dual-Luciferase Assays. Je 1x 10° HtTA-

1-Zellen werden in einer 24-Loch-Platte in Doxyzyklin-haltigem Medium ausgesat. Am néachsten Tag
werden die Zellen mit 0,4 ul Lipofectamine™ 2000 und 0,2 ug des Firefly-, 15 ng des Renilla-Luciferase
Reporters und 0,1 pg des Expressionsplasmids transfiziert. 24 Stunden nach Transfektion werden die
Zellen mit TNF-a (20 ng/ml) fir 8 Stunden stimuliert und anschlieBend nach Herstellerangaben des Dual-
Luciferase®Reporter Plasmid Midi Kits von Promega (s. 2.2.3 D) geerntet und lysiert (PLB-Puffer). Nach
der Proteinbestimmung mittels Bradford (s. 2.2.3 A) erfolgt die Messung der Luciferaseaktivitdt der
Zelllysate unter Verwendung des Dual-Luciferase Reporter Assay Systems von Promega im Mikroplatten
Luminometer (s. 2.2.3 D).

3.9 Einfluss von LMX1B und NF-xB auf die /L6 Promotoraktivitat

Wie unter 3.6 beschrieben, konnte parallel zu dieser Arbeit von Astrid Neumann im Rahmen
einer Dissertation gezeigt werden, dass LMX1B an die Promotoren der NF-kB-Zielgene IL6
und IL8 in vivo binden kann. Innerhalb dieser Promotoren wurden in der Nédhe des NF-kB-
Bindungsmotivs spezifische AT-reiche DNA-Sequenzen (FLAT-Elemente) identifiziert, wobei
es sich dabei um mutmaBliche LMX1B-Bindungsmotive handelt [German et al., 1992; Dreyer
et al., 1998].

Anhand funktioneller Analysen sollte nun Uberprift werden, ob die Bindung von LMX1B an
den /L6 Promotor mit der Transkriptionsaktivitat korreliert. Die andere Frage, die es in
diesem Zusammenhang zu klaren galt, war, ob bei der Aktivierung des /L6 Promotors durch
LMX1B das FLAT-Element involviert ist. Bereits die durchgeflhrten ChlP-Experimente von
Astrid Neumann (s. Kapitel 3.6) wiesen stark daraufhin, dass die Bindung von LMX1B an den
Promotor Uber das FLAT-Element erfolgt. Dies konnte nun mittels Luciferase Assay (2.2.3 D)
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unter Verwendung der verschiedenen Reporter-Konstrukte (s. Abb. 19) tGberprift werden.

Um die Spezifitat des Luciferase Assays gewahrleisten zu kdnnen, sollten zunéchst
Kontrollversuche fur LMX1B und fur NF-xB durchgefliihrt werden. Mit dem Firefly-Reporter
Konstrukt AIL-6P-Luc (Abb. 19, AIL-6P-Luc) sollte Uberprift werden, ob LMX1B
maoglicherweise unspezifisch den /L6 Promotor aktiviert. Als Positivkontrolle der NF-xB-
Aktivierung durch TNF-o wurde das Firefly-Reporter Konstrukt (NF-kB),-Luc (Abb. 19, (NF-
kB)4-Luc) verwendet. Dies dient zugleich als Negativkontrolle fir LMX1B, da dieses
Konstrukt kein FLAT-Element besitzt, an das LMX1B binden kénnte.

Nachfolgend ist die graphische Darstellung der Luciferasedaten zu sehen. Dabei handelt es
sich, wie auch far alle nachfolgend gezeigten Luciferase Assays, um einen Mittelwert der
Daten von drei voneinander unabhangig durchgefihrten Luciferase Experimenten, die

jeweils doppelt vermessen wurden.
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Abb. 23: Luciferase Assays mit den Konstrukten AIL-6P-Luc und (NF-xB)s-Luc. HiTA-1-Zellen
wurden mit dem angegebenen Firefly-Luciferase Reporter (Luc) und mit einem LMX1B-
Expressionsplasmid (+LMX1B) oder dem entsprechenden Wildtyp-Vektor (-LMX1B) transfiziert. 24
Stunden spater wurden die Zellen mit TNF-a fir 8 Stunden stimuliert (lila Balken) oder blieben unstimuliert
(graue Balken). Die Luciferase Aktivitdten wurden wie unter 2.2.3 D gemessen, der jeweils erhaltene Wert
fir die Firefly-Aktivitat wurde mit dem der entsprechenden Renilla-Aktivitdt normalisiert. Die Werte sind in
Relation zur basalen Promotoraktivitdt der unstimulierten, mit dem leeren Vektor transfizierten Zellen
dargestellt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens drei voneinander unabhangigen
Experimenten dar, wobei jedes doppelt durchgefihrt wurde. LMX1B aktiviert AIL-6P-Luc und (NF-xB)4-
Luc.
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Unerwarteterweise resultierte eine Ko-Transfektion des LMX1B-Expressionsplasmides in
einer 4-fachen Induktion der Reporter-Konstrukte AIL-6P-Luc und (NF-kB),-Luc. Das lasst
die Vermutung zu, dass die durch LMX1B bewirkte Induktion der Reporter-Konstrukte durch
andere im Vektor vorhandene FLAT-Elemente vermittelt wird. In der Tat konnten durch
Sequenz-Analysen des Konstruktes AIL-6P-Luc 5 FLAT-Elemente identifiziert werden (Daten
nicht gezeigt). Da das Konstrukt AIL-6P-Luc einen identischen Vektor-Anteil wie das (NF-
kB)4-Luc Konstrukt aufweist, kann die Aktivierung beider Reporter-Konstrukte durch diese
FLAT-Elemente erklart werden. Daher wurde bei allen nachfolgenden Auswertungen von
den Werten, die nach der Normalisierung erhalten wurden, noch stets diese Hintergrund-

Aktivitat des AIL-6P-Luc Konstruktes abgezogen.

Das Endergebnis aller funktionellen Analysen, mittels derer die Transkriptionsaktivitat von
LMX1B untersucht werden sollte, ist in nachfolgender Abbildung 24 dargestellt. Sie
beinhaltet auch die gerade beschriebene Korrektur mit der Hintergrund-Aktivitat, die das AlL-

6P-Luc Konstrukt aufweist.
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Abb. 24: Graphische Darstellung aller Dual-Luciferase Reporter Assays zur Uberpriifung der
Regulation durch LMX1B und NF-xB des /L6 Promotors. HiTA-1-Zellen wurden mit den angegebenen
Firefly-Luciferase Reporter-Konstrukten (Luc) und dem LMX1B-Expressionsplasmid (oder der gleichen
Menge des entsprechenden Wildtyp-Vektors) ko-transfiziert. 24 Stunden spéater wurden die Zellen fur 8
Stunden mit TNF-o stimuliert (lila Balken) oder blieben unstimuliert (graue Balken). Die Firefly-Luciferase
Werte wurden mit den jeweils entsprechenden Werten der Renilla-Luciferase normalisiert. Davon wurden
noch die als Basalaktivitit angesehenen Werte des Promotor-losen Konstruktes AIL-6P-Luc abgezogen
und die dann erhaltenen Werte schlieBlich in Relation zu der basalen Promotoraktivitat (=1) gesetzt. Die
Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten dar,
wobei jedes doppelt durchgefiihrt wurde. In der durch LMX1B regulierten Transkription des humanen
IL6 Promotors sind sowohl das FLAT- als auch das NF-xB-Bindungsmotiv involviert.
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Auf die Ergebnisse, die dieser Abbildung entnommen werden kénnen, soll nun im einzelnen

naher eingegangen werden:

LMX1B aktiviert durch das FLAT-Element die Transkription des /L6 Promotors

Wie zu erwarten bewirkt eine Stimulierung der HtTA-1-Zellen mit TNF-o in Abwesenheit von
LMX1B eine 4-fache Aktivierung des Wildtyp-/L6 Promotors (s. Abb. 24, IL-6P.wt, -LMX1B,
lila Balken). Dieser Befund wurde bereits von Van den Berghe et al. (1998) veréffentlicht und
konnte auch in dieser Arbeit im Rahmen eines Vorversuches bestatigt werden (s. Abb. 20,
lila Balken). Dahingegen zeigt das Reporter Konstrukt mit dem mutierten NF-xB-
Bindungsmotiv keine Aktivierung durch TNF-a (s. Abb. 24, IL-6P.NF-xB und IL-6P.FLAT.NF-
«B, -LMX1B, lila Balken). Diese Feststellung ist in Ubereinstimmung mit bereits publizierten
Daten [Van den Berghe et al., 1998].

Um LMX1B auf seine Fahigkeit der transkriptionellen Regulierung des /L6 Promotors zu
Uberprifen, wurde zu den jeweiligen Firefly-Reporter Konstrukten ein LMX1B-
Expressionsplasmid ko-transfiziert. Dies resultiert in einer 3-fachen Aktivierung des Wildtyp-
IL6 Promotors (s. Abb. 24, IL-6P.wt, +LMX1B, grauer Balken). So konnte zum ersten Mal
gezeigt werden, dass in der Tat LMX1B die Transkription des /L6 Promotors aktivieren kann.
Bei dem Reporter-Konstrukt IL-6P.FLAT-Luc, welches innerhalb des /L-6 Promotors ein
mutiertes  FLAT-Element  besitzt, kann nach Ko-Transfektion des LMX1B-
Expressionsplasmides nur noch eine stark verminderte transkriptionelle Aktivierung des IL6
Promotors festgestellt werden (s. Abb. 24, IL-6P.FLAT, +LMX1B, grauer Balken). Auch das
Kontroll-Konstrukt (NF-xB)4-Luc, welches 4 NF-xB-Bindungssequenzen, jedoch kein FLAT-
Element besitzt, kann nicht durch LMX1B aktiviert werden [s. Abb. 24, (NF-xB),, +LMX1B,
grauer Balken]. Aus diesen beiden Beobachtungen l&asst sich schlieBen, dass die durch
LMX1B induzierte Aktivierung des /L6 Promotors vom FLAT-Element abhangt.

Bei einer Stimulierung der HtTA-1-Zellen mit TNF-o ist die Induktion des Reporter-
Konstruktes IL-6P.FLAT-Luc genauso hoch wie die des Wildtyp-/L6 Promotors (s. Abb. 24,
IL-6P.FLAT, -LMX1B, lila Balken). Folglich wird das FLAT-Element bei der durch NF-xB
induzierten Aktivierung der Transkription des /L6 Promotors nicht benétigt. Die durch LMX1B
ausgeléste Transkription des /L6 Promotors wird nicht durch eine mutierte NF-kB-
Bindesequenz innerhalb des Promotors beeintrachtigt (s. Abb. 24, IL-6P.NF-xB, +LMX1B,
grauer Balken). So ist also bei der durch LMX1B induzierten transkriptionellen Aktivierung
des /L6 Promotors das NF-kB-Bindungsmotiv nicht essentiell. Bestatigt werden diese beiden
Ergebnisse durch die Feststellung, dass nach Mutation sowohl des FLAT-Elements als auch
des NF-xB-Bindungsmotivs der /L6 Promotor weder eine transkriptionelle Aktivierung durch
LMX1B noch durch NF-xB zeigt (s. Abb. 24, IL-6P.FLAT.NF-«xB, +LMX1B, grauer Balken und
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-LMX1B, lila Balken).

Zusammenfassend konnte also festgestellt werden, dass LMX1B die Transkription des /L6
Promotors induzieren kann und hierfar ein FLAT Element benétigt. Dabei spielt das NF-xB-

Bindungsmotiv eine weniger bedeutende Rolle.

Der kooperative Effekt, der zwischen LMX1B und NF-kB bei der Transkriptionsaktivierung

beobachtet wurde, kann mit Reporter-Konstrukten nicht reproduziert werden

Wurde sowohl LMX1B synthetisiert als auch NF-kB aktiviert, so fuhrt dies lediglich zu einem
additiven Effekt (additives Ergebnis der einzelnen Effekte: LMX1B-Effekt + TNF-o-Effekt) im
Bezug auf die Aktivierung des Wildtyp-/L6 Promotors im Luciferase Assay (s. Abb. 24,
Vergleich von IL-6P.wt, +LMX1B, lila Balken mit IL-6P.wt, -LMX1B, lila Balken). Die IL6
Promotoraktivitdt des Konstruktes IL-6P.FLAT-Luc ist bei einer TNF-o Stimulierung in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von LMX1B gleich hoch und wird nicht verstarkt durch
die gleichzeitige Anwesenheit von NF-kB und LMX1B (s. Abb. 24, Vergleich von IL-6P.FLAT,
+LMX1B, lila Balken mit IL-6P.FLAT, -LMX1B, lila Balken). Diese Feststellung bestatigt den
beobachteten additiven Effekt, den beide Proteine auf die Aktivierung des /L6 Promotors

auslben.

Dass es sich hierbei jedoch nicht um den festgestellten starkeren kooperativen Effekt
zwischen LMX1B und NF-xB auf Transkriptionsebene handelt (s. Kapitel 3.5, Abb. 17), mag
daran liegen, dass jene regulatorischen Komponenten, die in vivo zu der Kooperation
zwischen LMX1B und NF-xB beitragen, wie z.B. Chromatinkomponenten, bei der

Durchfihrung des Dual-Luciferase Assays nicht vorhanden sind.

LMX1B und NF-xB bend6tigen einen gemeinsamen Koaktivator flir die Transkriptionsaktivitét

Bei Betrachtung der Reporteraktivitdt des Konstruktes IL-6P.NF-xB-Luc ist
erwartungsgeman kein Effekt durch TNF-o zu beobachten (s. Abb. 24, IL-6P.NF-kB, -
LMX1B, lila Balken). Jedoch ist mit diesem IL-6P.NF-kB-Luc-Konstrukt mit TNF-a in
Gegenwart von LMX1B eine verminderte Aktivierung zu sehen (s. Abb. 24, IL-6P.NF-xB,
+LMX1B, lila Balken). Bei der Analyse des Konstruktes (NF-xB),s-Luc, welches kein FLAT-
Element in seinem Promotor besitzt, ist in Gegenwart von TNF-a eine verringerte
Transkription festzustellen [s. Abb. 24, (NF-xB)4, +LMX1B, lila Balken]. Somit verhalten sich
die beiden letzten genannten Ergebnisse genau reziprok. Eine Erklarung hierfir kénnte ein
gemeinsamer Kofaktor sein, den LMX1B und NF-xB fir ihre Fahigkeit, die Transkription des

IL6 Promotors zu aktivieren, benétigen. Durch TNF-a aktiviertes NF-xB liegt in hoher
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Konzentration im Kern vor, kann jedoch aufgrund der mutierten NF-xB-Bindungssequenz
nicht an den Promotor des IL-6P.NF-kB-Luc-Konstruktes binden. Der mutmaBliche Kofaktor,
den LMX1B zu seiner Transkriptionsfahigkeit benétigt, wird so durch NF-kB gehindert, mit
LMX1B interagieren zu kénnen. Dies spiegelt sich dann in einer verringerten Transkription
des Promotors durch LMX1B in Anwesenheit von TNF-a wider (s. Abb. 24, IL-6P.NF-xB,
+LMX1B, lila Balken). Beim (NF-kB),-Luc-Konstrukt kann LMX1B nicht an ein FLAT-Element
binden und liegt somit im Uberschuss vor. Der Theorie des mutmaBlichen Kofaktors folgend,
wird dieser dadurch gehindert, mit NF-xB bei der Aktivierung des /L6 Promotors zu
interagieren. Dies resultiert in der verringerten durch NF-xB vermittelten Transkription des
Reporters (NF-xB)s-Luc in Gegenwart von LMX1B [s. Abb. 24, (NF-xB),, +LMX1B, lila
Balken].

Zusammenfassend konnten diese Luciferase Assays folgende Ergebnisse liefern:

(1) LMX1B kann die Transkription des /L6 Promotors aktivieren (s. Kapitel 3.7.2, Abb. 24).

(2) LMX1B bindet den /L6 Promotor in dem Bereich, wo auch ein FLAT-Element identifiziert
wurde (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung und s. Kapitel 3.6) [Rascle et al., 2009a]. Die
Luciferase Assays konnten zeigen, dass fir die Aktivierung des /L6 Promotors durch LMX1B
das FLAT-Element unerlésslich ist (s. Kapitel 3.7.2, Abb. 24) [Rascle et al., 2009a]. Diese
beiden Resultate lassen die Schlussfolgerung zu, dass die transkriptionelle Aktivierung des
IL6 Promotors durch LMX1B sehr wahrscheinlich durch Bindung von LMX1B an das FLAT-
Element vermittelt wird [Rascle et al., 2009a].

(3) Im Luciferase Assay l6st TNF-a in Gegenwart von LMX1B lediglich einen additiven Effekt
auf die Transkriptionsaktivierung des /L6 Promotors aus (s. Kapitel 3.7.2, Abb. 24) [Rascle et
al., 2009a].

(4) LMX1B und NF-xB benétigen vermutlich einen gemeinsamen Kofaktor fur ihre Fahigkeit

der Transkriptionsaktivierung (s. Kapitel 3.7.2, Abb. 22) [Rascle et al., 2009a].

3.10 Die LIM Domanen und die Homoéodomane sind essentiell fiir die
transkriptionelle Aktivierung durch LMX1B

Anhand von Punkimutationen in den funktionellen LMX1B-Doméanen, welche in NPS-
Patienten identifiziert wurden, sollte als nachstes versucht werden, den Mechanismus, durch
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den LMX1B die Transkription der NF-xB-Zielgene aktiviert, detaillierter zu charakterisieren.
Diese sollen dann in Luciferase Assays auf ihre Fahigkeit zur Transkriptionsaktivierung des
IL6 Promotors getestet werden.

Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich geschildert, handelt es sich bei LMX1B um ein
Mitglied der LIM-Homdodoméne-Transkriptionsfaktoren, welches aminoterminal zwei LIM
Domanen (LIM1 aus 51 Aminosauren und LIM2 aus 54 Aminosauren), nachfolgend eine
Homobodoméne (63 Aminosduren) und eine am Karboxyterminus gelegene glutamin- und
serinreiche mutmapBliche transkriptionelle Aktivatordomane besitzt [MclIntosh et al, 2005].

Bei den LIM Domé&nen handelt es sich um Protein-Protein-Interaktionsdoméanen, wodurch
LMX1B mit anderen transkriptionellen Aktivatoren oder Repressoren wechselwirken kann. Im
Rahmen dieser Dissertation und in Zusammenarbeit mit Tanja Neumann [Neumann, 2009]
konnte gezeigt werden, dass fir die durch LMX1B bewirkte Aktivierung der Genexpression
mancher NF-xB-Zielgene in HelLa-Zellen eine funktionelle LIM2-Doméane in LMX1B bendtigt
wird (s. Kapitel 3.2) [Neumann, 2009; Rascle et al., 2009a]. Auch dass die LIM2-Domane,
aber nicht die LIM1-Doméne, essentiell ist flr das verminderte Zellwachstum, welches durch
LMX1B induziert wird, konnte zusétzlich von Tanja Neumann demonstriert werden
[Neumann, 2009]. Welche der beiden Domanen fir die Transaktivierung der NF-kB-
Zielgene, im speziellen fur /L6, verantwortlich ist, sollte nun anhand von Punktmutationen in
den LIM Doménen von LMX1B analysiert werden.

Die Hombéodomane (HD) von LMX1B vermittelt die Bindung an spezifische DNA-Sequenzen
innerhalb von Zielgenen. Mittels ChIP-Experimenten konnte Astrid Neumann in vivo eine
Bindung von LMX1B an die Promotoren von /L6 und /L8 zeigen (persdnliche Mitteilung Astrid
Neumann) [Rascle et al., 2009a]. In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden,
dass fUr die Aktivierung des /L6 Promotors das FLAT-Element benétigt wird. Diese beiden
Erkenntnisse lassen die Vermutung zu, dass LMX1B an das FLAT-Element von /L6 bei
dessen transkriptioneller Aktivierung bindet. Eine LMX1B Mutante, die eine Punktmutation in
der Hombéodoméane besitzt, sollte folglich inaktiv sein und keine Aktivierung des IL6
Promotors zeigen. Somit kénnte LMX1B in seiner Funktion als ein DNA-bindender
Transkriptionsfaktor bestéatigt werden. Die LMX1B Mutanten, die in den Luciferase Assays
verwendet werden und nachfolgend als LMX1B-H54L (LIM1), LMX1B-C95F (LIM2) und
LMX1B-A213P (HD) bezeichnet werden, wurden in NPS Patienten identifiziert (s. Abb. 25) [
Bongers et al., 2002; Vollrath et al., 1998; Mcintosh et al., 1998]. Bei der Mutante LMX1B-
H54L liegt eine Punktmutation in der LIM1-Domane vor, bei der ein Histidin gegen Leucin an
Position 54 in LMX1B ausgetauscht wurde. Bei der Mutante LMX1B-C95F handelt es sich
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um eine Punktmutation in der LIM2-Domane von LMX1B an Position 95, wobei die
Aminosaure Cystein gegen die Aminosaure Phenylalanin ausgetauscht wurde (s. Abb. 25,
LMX1B-H54L und LMX1B-C95F). Bei beiden LMX1B Mutanten wird durch diese
Punktmutationen die Struktur des Zinkfinger-Motivs in der jeweiligen LIM Doméne zerstért,
wodurch wahrscheinlich die Fahigkeit LMX1Bs zur Interaktion mit anderen Proteinen
verloren geht [Bongers et al., 2002; Vollrath et al., 1998]. AuBerdem wurde auch die Doppel-
Mutante LMX1B-H54L-C95F hergestellt, damit LMX1B sowohl Uber die LIM1- als auch die
LIM2-Domane nicht mehr mit méglichen Kofaktoren wechselwirken kann (s. Abb. 25). Bei
der als LMX1B-A213P bezeichneten Mutante liegt eine Punktmutation in der DNA-bindenden
Homdbodoméane an Position 213 in LMX1B vor, wobei die Aminosdure Alanin gegen die
Aminosdure Prolin ausgetauscht wurde. Dies bewirkt vermutlich, dass LMX1B nicht mehr an
die DNA seiner Zielgene binden kann (s. Abb. 25) [McIntosh et al., 1998].

—  LIM1 LIM2 Homdodomane LMX1B-H54L
|
H54L
— L LIM2 Homéodomane LMX1B-C95F
|
C95F
—  um LIM2 Homéodoméne LMX1B-H54L-C95F
| |
H54L C95F
— U LIM2 Homéodoméne LMX1B

Abb. 25: Schematische Darstellung der verschiedenen LMX1B Mutanten. Bei der Mutante LMX1B-
H54L liegt ein Aminosaureaustausch von Histidin zu Leucin an Position 54 in der LIM1-Doméane (LIM1)
von LMX1B vor. Bei der Mutante LMX1B-C95F liegt die Punktmutation in der LIM2-Doméne (LIM2) von
LMX1B an Position 95, wobei die Aminosaure Cystein gegen die Aminosaure Phenylalanin ausgetauscht
wurde. Bei LMX1B-H54L-C95F handelt es sich um eine Doppelmutante, die sowohl die H54L-
Punktmutation in der LIM1-Doméane als auch die C95F-Punktmutation in der LIM2-Doméane enthélt. Die
LMX1B-A213P-Mutante enthélt an der Position 213 in der LMX1B-Hom&odoméne die Aminoséure Prolin

anstelle der Aminosé&ure Alanin.

Far die Herstellung der in Abbildung 25 vereinfacht dargestellten LMX1B Mutanten wurde
nach dem Protokoll des ,QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit” der Firma Stratagene
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vorgegangen wurde (s. 2.2.2 E). Dabei sollten diese Mutationen in das LMX1B-
Expressionsplasmid eingebracht werden, um fir den Luciferase Assay die LMX1B Mutanten
in HtTA-1-Zellen produzieren zu kénnen. Fir die Herstellung der LMX1B Mutanten LMX1B-
H54L, LMX1B-C95F und LMX1B-A213P wurde das LMX1B-Expressionsplasmid
p3M/LMX1B als Ausgangsplasmid und fir die der LMX1B-Doppelmutante LMX1B-H54L-
C95F das LMX1B-C95F Konstrukt verwendet. Mit den jeweils entsprechenden
Oligonukleotiden (s. 2.1.8, Tab. 4) wurde die gewlinschte Punktmutation eingeflihrt, wobei
der Erfolg der Mutagenese durch einen Restriktionsverdau tberprift wurde. Dabei wurde
entweder eine zusatzliche Schnittstelle eingefiihrt oder eine bereits bestehende entfernt.
Dies ist in nachfolgender Abbildung dargestellt:

p3M/LMX1B LMX1B-H54L
CACGAG e CTCGAG (Xho 1)
His Leu
p3M/LMX1B LMX1B
CAGCTGCTG (AWMN ) —p» CAGCITTCTG [Atwi)
Cys Phe
LMX1B LMX1B-H54L-C95F
CACGAG —> CTCGAG (Xho 1)
His Leu
p3M/LMX1B LMX1B
AGGCCT (Eco1471l) —» AGCCCT (EzottZ )
Ala Pro

Abb. 26: Schematisch dargestellte Generierung der LMX1B Mutanten und der entstandenen, bzw.
verloren gegangenen Restriktionsschnittstellen. Durch die Methode der ortsspezifischen Mutagenese
(s. 2.2.2 E) entstanden aus dem Ausgangsplasmid p3M/LMX1B jeweils die LMX1B Mutanten LMX1B-
H54L, LMX1B-C95F und LMX1B-A213P. Die Doppel-Mutante LMX1B-H54L-C95F entstand anschlieBend
aus der LMX1B-C95F Mutante (s. 2.1.9, Tab. 6). Dazu wurden die unter 2.1.8 angefiihrten Oligonukleotide
(Tab. 4) verwendet. Bei der LMX1B-H54L Mutante wurde die Aminoséure Histidin (CAC) zur Aminosdure
Leucin (CTC) verandert, wodurch eine zuséatzliche Xho | Restriktionsschnittstelle (Xho I: 5" CTCGAG 3")
entstand. Bei der LMX1B-C95F Mutante wurde die Aminosdure Cystein (TGC) zur Aminoséure
Phenylalanin (TTC) verandert, wodurch eine im p3M/LMX1B Plasmid vorhandene A/wN |
Restriktionsschnittstelle (AwN I: 5° CAGCTGCCTG 3°) verloren ging (A/lwN | durchgestrichen). Da zur
Herstellung der Doppel-Mutante LMX1B-H54L-C95F noch die Aminoséure Histidin (CAC) zu Leucin (CTC)
mutiert werden musste, entstand auch hier eine zuséatzliche Xho | Restriktionsschnittstelle (Xho I). Bei
LMX1B-A213P ging durch die Mutation der Aminosaure Alanin (GCC) in die Aminosaure Prolin (CCC)
eine Eco147 | (5" AGGCCT 3°) Restriktionsschnittstelle verloren (Eco147 | durchgestrichen).
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Nachdem durch entsprechende Restriktionsverdaus (s. Abb. 26) der Erfolg der
ortsspezifischen Mutagenese Uberprift wurde, wurde dies noch durch eine anschlieBende
Sequenzierung verifiziert. Um die so generierten LMX1B Mutanten auf ihre Fahigkeit zur
Transkriptionsaktivierung zu testen, wurden erneut /L6 Promotorstudien mittels Dual-
Luciferase Assays durchgefiihrt, wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben (s. Abb.
22). Um gewdébhrleisten zu kénnen, dass hierbei LMX1B trotz der jeweiligen Punktmutationen
in den HtTA-1-Zellen noch vollstandig und in vergleichbarer Menge synthetisiert wird, wurde
dies vor jedem Dual-Luciferase Assay (s. 2.2.3.D) mittels Western-Blot-Analyse (s. 2.2.3 C)
Uberpraft. Hierfur mussten zunéchst die jeweiligen DNA-Mengen der verwendeten LMX1B-
exprimierenden Plasmide bei der Transfektion etabliert werden, um mit ihnen bei der
Western-Blot-Analyse gleiche Proteinspiegel zu erhalten. Es stellte sich heraus, dass die
eingesetzte Plasmid-Menge von 0,1 pug des LMX1B-Expressionsplasmids p3M/LMX1B und
die eingesetzte Plasmid-Menge der Mutanten von je 0,75 pg bei der Transfektion optimal ist.
Mit je 20 pg der Proteinlysate wurde eine Western-Blot-Analyse durchgefiihrt. Exemplarisch
ist in nachfolgender Abbildung das Ergebnis einer solchen Analyse zu sehen:

pcDNA WT H54 C95 H54L-C95F A213P

.-—h-.. LMX1B

N — o — — — Aktin

Abb. 27: Western-Blot-Analyse der Expression der LMX1B Mutanten. Je 1x 10° HtTA-1-Zellen wurden
in eine 24-Loch-Platte ausgesat und am nachsten Tag mit dem Firefly-Luciferase Reporter IL-6P.wt-Luc
(0,2 pg), mit dem Renilla-Luciferase Reporter (15 ng) und entweder mit 0,1 pg des Wildtyp-LMX1B-
Expressionsplasmids (p3M/LMX1B-WT), 0,75 ug der Mutante LMX1B-H54L (p3M/LMX1B-H54L), 0,75 ug
der Mutante LMX1B-C95F (p3M/LMX1B-C95F), 0,75 upg der Doppel-Mutante LMX1B-H54L-C95F
(pSM/LMX1B-H54L-C95F), 0,75 pg der Mutante LMX1B-A213P (p3M/LMX1B-A213P) oder 0,1 pg des
Wildtyp-Vektors pcDNAS transfiziert. Die Zellen wurden am nachsten Tag geerntet und lysiert (PLB-
Puffer). Mit je 20 pg Gesamt-Protein wurde eine Western-Blot-Analyse mit dem monoklonalen anti-
LMX1B-Antikérper 193-67 und einem HRP-gekoppelten anti-Maus 1gG-Sekundarantikdrper durchgefiihrt.
Als interne Ladekontrolle diente ein Antikérper gegen o-Aktin. Das LMX1B-Wildtyp-Protein und die
LMX1B Mutanten werden in vergleichbarer Menge synthetisiert.

Sowohl das LMX1B-Wildtyp-Protein als auch die Mutanten LMX1B-H54L, LMX1B-C95F,
LMX1B-H54L-C95F und LMX1B-A213P werden 24 Stunden nach der Transfektion in
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vergleichbaren Mengen produziert, was eine wichtige Voraussetzung fir die Analyse der
Ergebnisse der Transkriptionsfahigkeit der LMX1B Mutanten bei den Luciferase Assays ist.
Die Ladekontrolle Aktin wurde verwendet, um Uberprifen zu kénnen, dass aquivalente
Proteinmengen aufgetragen wurden, was in der Tat auf dem Rdntgenfilm bestatigt werden
kann. Nachdem die Synthese der LMX1B Mutanten in den Lysaten erfolgreich Gberpruft
wurde, erfolgte die Messung der Luciferaseaktivitat unter Verwendung des Dual-Luciferase
Reporter Assay Systems von Promega (s. 2.2.3.D). Nachfolgend ist das Ergebnis aller Dual-
Luciferase Assays zusammengefasst:

Relative Luciferase Aktivitat
w

2 |
1
0 i ﬂ
LMX1B : - H54L H54L-C95F
IL-6P.wt-Luc

Abb. 28: Aktivierung des /L6 Promotors durch die LMX1B-Mutanten. Je 1x 10° HtTA-1-Zellen wurden
in einer 24-Loch-Platte ausgesat. Am nachsten Tag wurden sie jeweils mit dem Firefly-Luciferase Reporter
Konstrukt IL-6P.wt-Luc (0,2 pg), dem Renilla-Luciferase Reporter (15 ng), 0,1 pug des Wildtyp-LMX1B-
Expressionsvektors (LMX1B-WT), 0,75 pg der entsprechenden Expressionsvektoren der LMX1B-Mutanten
(LMX1B-H54L, LMX1B-C95F, LMX1B-H54L-C95F oder LMX1B-A213P) oder 0,1 ug des Wildtyp-Vektors
pcDNAS3 (-) ko-transfiziert. 24 Stunden spéater wurden die Zellen nach Herstellerangaben geerntet und
lysiert (s. 2.2.4 B), wobei zuné&chst die jeweilige LMX1B-Expression in den Lysaten mittels Western-Blot-
Analyse Uberprift wurde, wie in Abb. 23 gezeigt. AnschlieBend wurden die Luciferaseaktivitdten der
Lysate wie unter 2.2.3 D gemessen und die Firefly-Luciferase Werte mit den jeweils entsprechenden
erhaltenen Werten der Renilla-Luciferase normalisiert. Davon wurde noch die als Basalaktivitat
angesehenen Werte des Promotor-losen Konstruktes AlL-6P-Luc abgezogen und die daraus erhaltenen
Werte schlieBlich in Relation zur basalen Promotoraktivitat (=1) der mit dem leeren Vektor transfizierten
Zellen dargestellt. Die Diagramme stellen den Mittelwert von mindestens drei voneinander unabhangigen
Experimenten dar, wobei jedes doppelt durchgefihrt wurde. Um den /L6 Promotor aktivieren zu
kénnen, sind sowohl die LIM1- als auch die LIM2-Doméane von LMX1B unerlasslich.
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Wie bereits demonstriert werden konnte (s. Abb. 24), ist das Wildtyp-LMX1B-Protein in der
Lage, in HtTA-1-Zellen die Transkription des /L6 Promotors zu aktivieren (s. Abb. 26,
LMX1B-WT). Bei Betrachtung der Mutante LMX1B-A213P, die eine Punktmutation in der
DNA-bindenden Homéodomane (HD) aufweist, ist festzustellen, dass diese LMX1B Mutante
nicht mehr in der Lage ist, den /L6 Promotor zu aktivieren (s. Abb. 28, LMX1B-A213P).
Dadurch wird die Notwendigkeit einer funktionellen Hom&éodomane von LIM-HD-
Transkriptionsfaktoren, wie es LMX1B ist, zur Transkriptionsaktivierung demonstriert.
Zusatzlich spiegelt dieses Ergebnis auch bereits beschriebene Daten wieder. So zeigten die
Ergebnisse der ChlP-Experimente, dass LMX1B den /L6 Promotor binden kann, wobei in
dieser Region sich auch mutmaBliche LMX1B-Bindungsmotive, sog. FLAT-Elemente
befinden (Astrid Neumann, persdnliche Mitteilung; s. Kapitel 3.6) [Rascle et al., 2009a]. Die
Luciferase Assays konnten daraufhin zeigen, dass das FLAT-Element im /L6 Promotor
unerlasslich far dessen Aktivierung durch LMX1B ist (s. Kapitel 3.6) [Rascle et al., 2009a].
Diese beiden Ergebnisse sprechen dafur, dass die transkriptionelle Aktivierung des /L6
Promotors durch LMX1B sehr wahrscheinlich Uber das FLAT-Element erfolgt [Rascle et al.,
2009a].

Die Mutante LMX1B-H54L (LIM1) ist nur noch eingeschrankt féhig, den /L-6 Promotor zu
aktivieren. Eine etwa doppelt so hohe Aktivierung des Promotors, induziert durch diese
Mutante, ist jedoch noch festzustellen (s. Abb. 28, LMX1B-H54L). Bei der LMX1B-C95F
Mutante, bei der die LIM2-Doméane mutiert ist, scheint jedoch die Fahigkeit zur
Transkriptionsaktivierung des /L6 Promotors anndhernd vollstdndig verloren gegangen zu
sein. Hier ist noch etwa eine 1,5-fache Aktivierung zu sehen (s. Abb. 28, LMX1B-C95F). Aus
diesen beiden Beobachtungen lasst sich schlieBen, dass beide LIM Doméanen bei der
transkriptionellen Aktivierung des /L6 Promotors involviert sind, wobei die LIM2-Doméane eine
wichtigere Rolle zu spielen scheint. Dies wird bestétigt durch die LMX1B Doppelmutante
LMX1B-H54L-C95F, da diese Uberhaupt nicht mehr in der Lage ist, die Transkription des IL6
Promotors aktivieren zu kénnen (s. Abb. 28, LMX1B-H54L-C95F). Die Ergebnisse der
LMX1B-LIM Domanen Mutanten stehen wiederum im Einklang mit dem Resultat der RT-
gPCR-Analyse der Genexpression von HelLa-Zellen. Hier konnte gezeigt werden, dass flr
die durch LMX1B bewirkte Aktivierung der Expression von NF-«B-Zielgenen eine funktionelle
LIM2-Doméane von LMX1B benétigt wird (s. Kapitel 3.2). Dass die LIM Doméanen essentiell
fir die Funktion von LMX1B sind, wurde des Weiteren auch schon bei der durch LMX1B
induzierten festgestellten Wachstumsinhibition bei HelLa-Zellen demonstriert. Hier wurde
gezeigt, dass die LIM2-Doméane im Gegensatz zur LIM1-Doméne essentiell flir den
wachstumsinhibierenden Effekt von LMX1B ist [Neumann, 2009].
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Zusammenfassend konnten die Luciferase Assays also zeigen, dass LMX1B durch Bindung
an das FLAT-Element in der Lage ist, die Transkription von NF-xB-Zielgenen zu aktivieren.
Dabei findet eine Kooperation zwischen LMX1B und dem Transkriptionsfaktor NF-xB statt,
wobei LMX1B wahrscheinlich einen gemeinsamen Kofaktor rekrutieren muss, damit es zur
Aktivierung der Transkription kommen kann. Dieser mutmabBliche Kofaktor kdnnte dann mit
LMX1B Uber dessen LIM Doménen interagieren, wobei die LIM2-Doméne eine wichtigere
Rolle zu spielen scheint.

Die im Ergebnisteil dargestellten Daten wurden mittlerweile zusammen mit weiteren Daten

der Arbeitsgruppe verdffentlicht [Rascle et at., 2009a; siehe Kapitel 7 (Veréffentlichungen)].
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass LMX1B direkt die Transkription einer Anzahl von NF-xB-
Zielgenen (z.B. IL6 und IL8) reguliert und dass an diesem Effekt die NF-kB-Untereinheit p65
beteiligt ist. Dies stellt die erste Charakterisierung von bona fide LMX1B-Zielgenen dar,
auBerdem konnte zum ersten Mal eine Interaktion zwischen dem LMX1B- und NF-xB-
Signalweg demonstriert werden. Die Signifikanz der Resultate und ein daraus resultierendes
Modell der Regulierungsweise wird im folgenden diskutiert.

4.1 NF-xB ist direkt an der Geninduktion beteiligt

Zunachst wurde untersucht, ob an der durch LMX1B induzierten Genexpression der NF-kB-
Zielgene der NF-xB-Signalweg involviert ist. Aus diesem Grund wurden spezifische
Inhibitoren fiir NF-xB getestet, um die NF-kB-Aktivitat zu hemmen. Neben einer Uberpriifung
einer NF-xB-Beteiligung an der Geninduktion durch LMX1B kdnnten dadurch zusétzlich
Hinweise erhalten werden, an welcher Stelle LMX1B im NF-kB-Signaltransduktionsweg
regulierend eingreift.

Mit den Pharmazeutika Oridonin, das die DNA-Bindeaktivitat von NF-«B inhibiert [lkezoe et
al., 2005], und JSH-23, das zusétzlich dazu die Translokation in den Zellkern blockiert [Shin
et al., 2004], wurde versucht, NF-xB zu hemmen. Mit Oridonin und JSH-23 konnte bereits
erfolgreich eine Hemmung der NF-xB Aktivitdt demonstriert werden [Leung et al., 2005;
Ikezoe et al., 2005; Shin et al., 2004], was bei den in dieser Arbeit verwendeten, nicht-
induzierten, mit TNF-a stimulierten HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen nicht bestatigt werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Allerdings wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt die Effekte beider
Inhibitoren auf die NF-kB-Aktivitdt auch noch nicht in Hela-Zellen untersucht. Neben
Zellspezifitat ist ein anderes generelles Problem von vielen NF-kB-Inhibitoren, dass sie
Stimulus-abhangig sein kénnen [Epinant und Gilmore, 1999]. So wurde die Inhibierung der
NF-xB-Aktivitat durch JSH-23 bei mit LPS-stimulierten Zellen beobachtet [Shin et al., 2004],
was auch erklaren kénnte, warum hier bei mit TNF-a-stimulierten Zellen keine Inhibierung

von NF-kB festgestellt wird.

Ein anderes Prinzip, den Transkriptionsfaktor NF-xB zu hemmen, ist die Verwendung
sogenannter Kéder-Oligonukleotide. Diese doppelstrangigen Oligonukleotide enthalten eine
Bindungsstelle, die mit hoher Affinitdt von NF-xB erkannt wird. Indem sie freie NF-xB-

Molekdle binden, verhindern Kéder-Oligonukleotide so deren Interaktion mit den Promotoren
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der Zielgene [Tomita et al., 2003]. Verschiedene Gruppen konnten diese Methode bereits
erfolgreich in HelLa-Zellen anwenden [Tomita et al., 1998]. Nach Transfektion der Kdder-
Oligonukleotide in HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Produktion konnten
sie durch Fluoreszenzmikroskopie nicht eindeutig im Zellkern lokalisiert und bei der
Genexpressions-Analyse konnte keine verringerte Expression der NF-kB-Zielgene detektiert
werden (Daten nicht gezeigt). Dies kdnnte daran liegen, dass die Kdder-Oligonukleotide in
Vesikeln zurGckgehalten werden, dadurch nicht durch die Kernporen in den Zellkern
gelangen und deswegen nicht ihren inhibierenden Effekt austiben. Eine korrekte subzellulére
Lokalisation der Oligonukleotide ist allerdings der limitierende Faktor ihrer Wirkweise, wie es
fir den Transkriptionsfaktor AP-1 demonstriert wurde [Bene et al., 2004]. Dies erklart
wahrscheinlich den negativen Befund bei den nicht-induzierten HtTA-1/myc-LMX1B-Zellen.

Mit der Verwendung des IkBa Superrepressors wurde ebenfalls versucht, die Aktivitat von
NF-xB zu hemmen. Der IxBo Superrepressor verhindert eine Aktivierung des NF-kB-
Signalweges, da zwei Serinreste durch Alanine ausgetauscht sind, wodurch die
Phosphorylierung des Proteins nicht mehr stattfinden kann. Folglich bleibt NF-xB inaktiv im
Zytosol gebunden [Imuro et al., 1998]. Bei HeLa-Zellen, die kein LMX1B produzieren, zeigte
die Genexpressions-Analyse jedoch keine zufriedenstellende Inhibierung der NF-xB-
Zielgene und folglich auch nicht der NF-xB-Aktivitat (Daten nicht gezeigt). Nachdem IkBa
nicht gut an NF-xB-Dimere bindet, welche RelB beinhalten und Uberwiegend den
alternativen NF-xB-Signalweg aktivieren, z&hlt der IxBa Superrepressor zu den Inhibitoren,
die spezifisch den klassischen NF-kB-Signalweg hemmen [Gilmore und Herscovitch, 2006].
Bei den analysierten Genen, wie /L6 und /L8, handelt es sich aber ebenfalls um Zielgene des
klassischen NF-kB-Signalweges [Bonizzi und Karin, 2004], weshalb deren Expression
eigentlich durch den IkBa Superrepressors inhibiert werden sollte. Méglicherweise ist eine zu
niedrige Transfektionsrate und damit ein zu niedriger Spiegel des Superrepressors in der
Zelle, ein Grund.

Eine andere Methode, mit der NF-kB inhibiert werden kann, ist die der RNA-Interferenz.
Dabei werden kurze, doppelstrangige RNAs, sogenannte siRNAs ("small interfering RNAs”)
durch Transfektion in Zellen eingebracht. Dort fungieren diese als Leitmotiv fir eine
Nuklease, wodurch es zum Abbau von Zielgen kodierten mRNA kommt. Mehrere Gruppen
konnten bereits erfolgreich mit dieser Technik die Expression des Gens fiir die p65-oder p50-
Untereinheit von NF-kB hemmen [Lee et al., 2007; Guo et al., 2004; Chan et al., 2006]. Mit
einer spezifisch gegen die p65-Untereinheit von NF-xB gerichteten siRNA konnte in der

vorliegenden Arbeit sowohl auf mRNA-Ebene (~80%) als auch auf Proteinebene ein NF-kB
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p65-Knockdown in HeLa-Zellen, die kein LMX1B synthetisieren, erzielt werden. Somit war es
maoglich, eine NF-xB p65-Beteiligung in LMX1B-produzierenden Hela-Zellen zu
untersuchen. Nachdem in diesen Zellen durch den p65-Knockdown eine signifikant
verminderte Expression der NF-xB-Zielgene um ~50% festgestellt wurde, konnten wir
demonstrieren, dass zumindest NF-xB p65 an der durch LMX1B induzierten Expression der
NF-kB-Zielgene im Zellkern beteiligt ist. Andernfalls hatte der NF-kB-Knockdown in diesen
Zellen keine Auswirkung auf die Expression dieser Gene. Dies ist zugleich in
Ubereinstimmung mit dem Befund, dass es sich um keine generelle Aktivierung des NF-«B-
Signalweges handelt, sondern dass nur spezifische NF-xB-Zielgene durch LMX1B reguliert
werden.

Eine weitere wichtige Beobachtung dieser Experimente war, dass in LMX1B-produzierenden
HelLa-Zellen die Expression der gleichen NF-xB-Zielgene durch den NF-kB-Knockdown
inhibiert wurde, wie bei HelLa-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Synthese, die mit TNF-a
stimuliert wurden. Nachdem TNF-a zu den Stimuli des klassischen p50/p65-abhé&ngigen NF-
kB-Signalweges zahlt [Hayden und Gosh, 2004], fuhrte dies zusétzlich zu der Annahme,
dass es sich daher auch um das Heterodimer p50/p65 handelt, welches bei der LMX1B
induzierten Genexpression der NF-kB-Zielgene beteiligt ist. Diese Behauptung laBt sich auch
im Einklang mit der Tatsache bringen, dass es sich bei diesem Heterodimer um das in den
meisten Zelltypen am haufigsten vorkommende NF-xB-Dimer handelt [Hoffmann et al.,
2006]. Genauso wie in der vorliegenden Arbeit eine NF-xB p65-Beteiligung gezeigt werden
konnte, kénnte mit einer spezifisch gegen die NF-xB p50-Untereinheit gerichteten siRNA
eine NF-xB p50-Beteiligung untersucht werden. Dass in dieser Arbeit der Fokus auf der
Untersuchung der Beteiligung des klassischen p50/p65 NF-kB-Signalweges lag und nicht auf
der des alternativen p52/RelB NF-kB-Signalweges, begriindete sich in einem weiteren
Befund.

Bei den Proteinen, die durch LMX1B induziert werden, handelt es sich hauptséchlich um pro-
entziindliche Zytokine und Chemokine wie IL-6 und IL-8 und diese gelten als typische
Zielgene des klassischen p50/p65-abhéngigen NF-«xB-Signalwegs [Bonizzi und Karin, 2004].
Einige Stimuli des klassischen NF-kB-Signalwegs kénnen aber auch durch Aktivierung der
NF-kB-induzierenden Kinase NIK und IKKa den alternativen NF-kB-Signalweg induzieren
[Senftleben et al., 2001]. Bei diesem Signalweg, der wahrscheinlich in sekundaren
lymphatischen Organen eine Rolle spielt, wird NFxB2/p100 durch den IKKo-Komplex
phosphoryliert, wodurch p100 zu p52 prozessiert werden kann. Das NF-kB-Dimer, das sich
bei diesem Signalweg meist aus p52 und RelB zusammensetzt, kann in den Zellkern
wandern und die Transkription seiner Zielgene steuern [Bonizzi und Karin, 2004]. So fihrt

zum Beispiel eine Stimulierung des Lymphotoxin-B-Rezeptors in murinen embryonalen
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Fibroblasten zur Aktivierung des klassischen und des alternativen NF-xB-Signalweges
[Dejardin et al., 2002]. Generell wird davon ausgegangen, dass einige Stimuli immer zwei
Wellen an aktivierten NF-kB-Komplexen generieren, hervorgerufen durch die sequentielle
Aktivierung des klassischen NF-xB-Signalwegs und einer darauf folgenden Aktivierung des
alternativen NF-xB-Signalwegs [Dejardin, 2006]. Somit ware auch vorstellbar, dass NF-xB
p65 als Homodimer oder als Heterodimer auch mit einem der anderen Mitglieder der NF-
kB/Rel-Familie, RelB, c-Rel oder p52 in den HelLa-Zellen vorliegt. Folgendes Ergebnis der
siRNA-Experimente kdnnte sich daraus begrinden. In HelLa-Zellen, die kein LMX1B
produzieren, konnte ein p65-Knockdown von etwa 70% detektiert werden. Sowohl bei mit
TNF-a-stimulierten HeLa-Zellen mit abgeschalteter LMX1B-Synthese als auch bei LMX1B-
produzierenden Hela-Zellen, die nicht mit TNF-a stimuliert wurden, wurde jedoch ein
Knockdown der NF-kB-Zielgene von nur etwa 50% festgestellt. Eigentlich wirde man jedoch
einen héheren Knockdown der NF-kB-Zielgene erwarten. Méglicherweise bildet NF-kB p65
bei der Geninduktion der NF-kB-Zielgene durch LMX1B nicht nur mit p50, sondern mit
anderen NF-xB-Untereinheiten wie zum Beispiel mit p52 ein Dimer. Es kdnnten also neben
p50 auch andere NF-kB-Untereinheiten an der Regulierung der NF-xB-Zielgene durch
LMX1B beteiligt sein. Um dies zu Uberprifen, sind bei HelLa-Zellen mit ab- bzw.
angeschalteter LMX1B-Produktion Chromatin-Immunprazipitations-Experimente (ChIP) [Kuo
und Allis, 1999] geplant (Anne Rascle und Astrid Neumann, in Bearbeitung). Bei dieser
Methode kann mit der Verwendung eines spezifischen Antikérpers eine Bindung von NF-kB
p50 (oder von anderen Untereinheiten, wie z.B. NF-xB p52) an die NF-xB-Zielgen-DNA

verifiziert werden.

Der Befund, dass eine Inhibierung der NF-xB-Aktivitat zugleich in einer Inhibierung der durch
LMX1B induzierten Expression der NF-kB-Zielgene resultiert, kbnnte bedeuten, dass eine
funktionelle Interaktion zwischen beiden Transkriptionsfaktoren im Zellkern stattfindet. In der
Tat konnten wir eine funktionelle Kooperation auf Transkriptionsebene zwischen LMX1B und
NF-kB feststellen. Ein funktionelles Zusammenspiel zwischen LMX1B und NF-xB bei der
Transkriptionsaktivierung von NF-kB-Zielgenen ist sehr gut vorstellbar. Sowohl! fir LMX1B
als auch fur NF-xB sind funktionelle Kooperationen mit anderen Interaktionspartnern gezeigt
worden. Die Interaktion des Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktors E47/Pan1 mit der LIM2-
Doméane von LMX1B aktiviert zum Beispiel einen Teil des Ratten-Insulinpromotors. LMX1B
bindet dabei an FLAT-Sequenzen des Insulinpromotors und tritt durch die LIM2-Doméane mit
E47/Pan1 in Kontakt, welches an benachbarte Sequenzen (FLAT-Sequenzen) des
Promotors bindet [Johnson 1997; German 1992]. Fir NF-kB p50 als auch fiir NF-xB p65

konnte wiederum in vitro eine funktionelle Kooperation mit dem Homd&éodomane-
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Transkriptionsfaktor HOXB7 bei dessen Transkriptionsaktivierung in einem Luciferase Assay
nachgewiesen werden [Chariot et al., 1999]. Ein weiteres Beispiel ist die Aktivierung der HIV-
1 Transkription in vitro, die durch das funktionelle Zusammenspiel zwischen NF-xB p65 und
dem Transkriptionsfaktor Sp1 starker stimuliert wird als durch NF-kB p65 allein [Pazin et al.,
1995].

Nachdem eine Beteiligung von NF-xB demonstriert werden konnte und es sich dabei sehr
wahrscheinlich um einen nuklearen Effekt von LMX1B auf die NF-xB-Aktivitdt handelt, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass dies durch posttranslationale Modifikationen von NF-xB
durch LMX1B hervorgerufen wird. Die transkriptionelle Aktivitdt von NF-xB im Zellkern kann
zum Beispiel durch Phosphorylierungen oder Acetylierungen reguliert werden, wobei vor
allem Modifikationen der p65-Untereinheit von NF-xB bekannt sind [Perkins und Gilmore,
2006]. So konnte gezeigt werden, dass die p65-Untereinheit von NF-kB von einer Vielzahl
von Kinasen, wie zum Beispiel durch die MSK1-Kinase (mitogen- and stress-activated
protein  kinase) im Zellkern phosphoryliert wird, wodurch die F&higkeit der
Transkriptionsaktivierung von NF-xB gesteigert wird [Ubersicht bei Chen und Green, 2004].
Die nukledre Aktivitdt von NF-xB kann auch durch erhéhte Acetylierung oder verminderte
Deacetylierung von NF-kB positiv beeinflusst werden [Ubersicht in Chen und Greene, 2003].
Hierbei steht ebenfalls die p65-Untereinheit von NF-kxB im Fokus dieser regulierenden
Modifikationen. So wird p65 zum Beispiel durch die Koaktivatoren p300 und CBP acetyliert,
wodurch die NF-kB-Aktivitédt im Kern gesteigert wird, wéhrend die durch HDACS3 vermittelte
Deacetylierung der p65-Untereinheit die Aktivitdt von NF-xB verringert [Ubersicht bei Chen
und Green, 2004]. LMX1B kénnte positiven Einfluss auf einen dieser
Regulationsmechanismen nehmen und somit die Transkriptionsaktivitdt von NF-xB steigern.
Dieser Regulationsmechanismus wurde in der vorliegenden Arbeit zwar nicht untersucht,
jedoch kénnte sich daraus resultierend die beobachtete gesteigerte NF-xB p65-Bindung an
die Zielgen-DNA begriinden (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al., 2009a).

4.2 LMX1B ist direkt an der Geninduktion beteiligt

Mit Hilfe des induzierbaren Tet-off-Expressionssystems [Gossen et al., 1992] konnte
demonstriert werden, dass eine LMX1B-Expression zur Induktion von NF-kB-Zielgenen flhrt.
Bevor die diesen zugrunde liegenden molekularen Mechanismen untersucht wurden, ist die
Spezifitdt dieses Effekts Uberprift worden. Wir zeigten, dass die Induktion der NF-kB-
Zielgene weder das Resultat der Doxyzyklin-Behandlung noch einer Protein-Uberexpression
ist. Die Verwendung einer LMX1B-Mutante konnte bestéatigen, dass der Effekt spezifisch fir
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LMX1B ist, da eine Punktmutation in der LIM2-Domé&ne ausreicht, um die Genaktivierung der

NF-xB-Zielgene zu verhindern.

LMX1B (bt keinen Einfluss auf die Translokation von NF-xB p65 in den Zellkern aus, was
darauf hinwies, dass die Aktivierung der NF-kB-Zielgene durch LMX1B im Zellkern erfolgt.
Es stellte sich die Frage, ob LMX1B mdglicherweise direkt durch Bindung an die Zielgen-
DNA deren Expression induziert. Bei diesem Modell bindet LMX1B in seiner Funktion als
LIM-Hombodomane-Transkriptionsfaktor mit seiner Homdodoméne an regulatorische
Sequenzen der NF-kB-Zielgene und aktiviert damit deren Expression. Bei den
regulatorischen Sequenzen misste es sich um adenin- und thyminreiche FLAT-Elemente
innerhalb des Promotors des NF-kB-Zielgens handeln, da bereits in EMSAs (,electrophoretic
mobility shift assays”) eine Bindung von LMX1B Uber die Homéodomane an diese FLAT-
Elemente (FLAT-E: TAATTA; FLAT-F: TTAATA) demonstriert werden konnte [German et al.,
1992; Dreyer et al., 1998].

Mit der Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) [Kuo und Allis, 1999] von HelLa-Zellen mit ab-
bzw. angeschalteter LMX1B-Produktion wurde eine Bindung von LMX1B an NF-«xB-Zielgen-
DNA Uberprift (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al., 2009a). In der Tat
konnten diese Experimente eine Bindung von LMX1B in der Nachbarschaft des gut
charakterisierten, konservierten NF-xB-Bindungsmotivs innerhalb der humanen Promotoren
der NF-kB-Zielgene /L6 und IL8 in vivo zeigen. Da Promotor-Sequenz-Analysen die Existenz
eines, bzw. mehrerer FLAT-Elemente unmittelbar in der Nahe des NF-«B-Bindungsmotivs
identifizierten (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al., 2009a), wurde zugleich
die vorangegangene Vermutung bestétigt, dass die LMX1B-Bindung an die NF-xB-Zielgen-
DNA Uber diese FLAT-Elemente innerhalb des Promotors erfolgen kénnte. Darliber hinaus
wurde, wie bereits erwdhnt, festgestellt, dass eine LMX1B-Bindung an den Promotor
zugleich mit einer Zunahme an Bindung von NF-kB p65 an das in direkter Nahe befindliche
NF-kB-Bindungsmotiv korreliert (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al.,
2009a). Diese Beobachtung untermauerte erneut, dass NF-kB p65 bei der durch LMX1B
induzierten Genexpression bendtigt wird und, dass hierbei eine funktionelle Kooperation
zwischen beiden Transkriptionsfaktoren auf Chromatinebene stattfindet.

Zwei Fragen ergaben sich aus der LMX1B-Bindung in vivo an die Promotoren von /L6 und
IL8. Erstens, korreliert die LMX1B-Bindung an die Promotoren der betroffenen NF-xB-
Zielgene auch mit transkriptioneller Aktivierung dieser Gene durch LMX1B? Dies ist eine
durchaus berechtigte Frage, denn so ist zwar eine Bindung eines Transkriptionsfaktors an
die Zielgen-DNA Vorraussetzung, aber nicht zwingend ausreichend fur eine Genaktivierung.
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So kann die Aktivitat des Promotors von Interaktionen mit spezifischen Kofaktoren abhangig
sein. Dies konnte am Beispiel des Glukokortikoidrezeptors gezeigt werden, der seinen
inhibitorischen Effekt auf bestimmte inflammatorische Gene durch Interaktionen mit RelA-
Dimeren und IRF-3 austibt [Ogawa et al., 2005; De Bosscher et al., 2006]. Die zweite Frage
die gestellt werden musste war, ob tatsachlich tber die FLAT-Elemente, die durch die
Promotor-Sequenz-Analysen identifiziert wurden, die LMX1B-Bindung erfolgt.

Mit Hilfe von Reportergen-Analysen konnte festgestellt werden, dass LMX1B in der Tat die
Transkription des humanen /L6 Promotors aktivieren kann. Es wurde zwar bereits gezeigt,
dass LMX1B die Transkription von Genen aktivieren kann, allerdings handelte es sich stets
um Aktivierungen von Luciferase-Reporter-Konstrukten, bei denen mehrere Kopien des
FLAT-Elements an einen Minimal-Promotor gekoppelt waren [Miner et al., 2002; German et
al., 1992; Morello et al., 2001]. Fir LMX1B wurde jedoch in dieser Arbeit zum ersten Mal die
Aktivierung der Transkription von einem nativen Promotor, dem humanen /L6 Promotor,
demonstriert. Bei dieser Transkriptionsaktivierung von /L6 spielt das FLAT-Element innerhalb
des Promotors eine essentielle Rolle, da bei der Analyse des Reporter-Konstruktes, bei dem
das FLAT-Element innerhalb des Promotors mutiert ist, nur noch eine stark verminderte
transkriptionelle Aktivierung des /L6 Promotors festgestellt wird. Somit konnten die
Luciferase-Assays, zusatzlich zu den Chromatin-Immunprazipitations-(ChlIP)-Experimenten,
einen weiteren Beweis liefern, dass die Transkriptionsaktivierung von /L6 durch LMX1B Uber
die Bindung von LMX1B an das FLAT-Element innerhalb des /L6 Promotors erfolgt. Dies
steht im Einklang mit der Vermutung, dass die Regulierung der Expression der
mutmaBlichen LMX1B-Zielgene COL4A3, COL4A4, NPHS2 sowie CD2AP ebenfalls durch
die Bindung von LMX1B an FLAT-Elemente im Promotor oder Enhancer dieser Gene erfolgt
[Morello et al., 2001; Miner et al., 2002; Rohr et al., 2002].

Um detaillierter den Mechanismus charakterisieren zu kdnnen, durch den LMX1B die
Transkription der NF-xB-Zielgene aktiviert, wurden zusatzlich verschiedene LMX1B-
Mutanten im Luciferase Assay auf ihre Fahigkeit zur Transkriptionsaktivierung des /L6
Promotors getestet. Diese Punktmutationen in den funktionellen Domanen von LMX1B
wurden alle bei Patienten mit Nagel-Patella-Syndrom identifiziert und flhren sehr
wahrscheinlich zum Funktionsverlust der entsprechenden Doméne [Mclintosh et al., 1998;
Bongers et al., 2002; Vollrath et al., 1998].

Die verwendete LMX1B-A213P-Mutante, welche eine Punktmutation in der DNA-bindenden
Homdbodoméne aufweist, ist nicht in der Lage, die Transkription des /L6 Promotors zu
aktivieren. Dies liegt daran, dass LMX1B aufgrund dieser Mutation nicht mehr fahig ist, Gber
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die Hombodoméne an den Promotor von [L6 zu binden, wodurch die
Transkriptionsaktivierung von /L6 ausbleibt. Dies bestatigt LMX1B in seiner Funktion als
DNA-bindenden LIM-Hom&odomane-Transkriptionsfaktor [Gehring et al., 1994] und
reflektiert zugleich die in vivo gezeigte Bindung von LMX1B an den /L6 Promotor bei den
ChlP-Experimenten (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al., 2009a). Sowohl
die ChIP-Experimente als auch die Luciferase Assays deuten daraufhin, dass die
Homd&éodomane von LMX1B an den /L6 Promotor dabei an das durch die Promotor-Sequenz-
Analysen identifizierte FLAT-Element innerhalb des /L6 Promotors bindet.

Bei den LIM Domanen handelt es sich um Protein-Protein-Interaktionsdomanen [Dawid et
al.,, 1995], uber die LMX1B mit anderen transkriptionellen Aktivatoren oder Repressoren
wechselwirken kann. Die LMX1B-Mutanten, bei denen entweder eine Punktmutation in der
LIM1-Doméane oder in der LIM2-Domane vorliegt, aktivierten die Transkription des /L6
Promotors nur noch vermindert im Vergleich zum Wildtyp-LMX1B. Somit konnten wir
demonstrieren, dass sowohl die LIM1- als auch die LIM2-Doméane essentiell fur LMX1B bei
der Aktivierung der Transkription sind. Dies bestétigt die in der Literatur beschriebene
Wichtigkeit der Funktionalitdt der LIM Doméanen bei Transkriptionsfaktoren [Bach et al.,
2000]. Dabei scheint die LIM2-Doméane eine wichtigere Rolle als die LIM1-Domé&ne zu
spielen, da LMX1B mit einer Mutation in der LIM2-Domé&ne anndhernd vollstédndig die
Fahigkeit verloren hat, die Transkription des /L6 Promotors zu aktivieren. Die Mutation
zerstort die Zinkfinger-Struktur in der LIM2 Domane, wodurch LMX1B sehr wahrscheinlich
die Fahigkeit mit anderen Proteinen wechselwirken zu kénnen, verloren hat [Bongers et al.,
2002]. Das heiBt zugleich, dass eine Interaktion von LMX1B mit anderen Proteinen
unabdingbar fir die IL6-Transkriptionsaktivierung ist. Die gréBere funktionelle Signifikanz der
LIM2-Doméane steht im Einklang mit von Johnson et al (1997) gemachten Befunden. Im
Hefe-Zwei-Hybrid-System konnte gezeigt werden, dass vor allem die LIM2-Doméne sowohl
bei Lmx1.1 als auch bei Lmx1.2 fur die Interaktion mit E47/Pan-1 verantwortlich ist. Der
zweite Befund besteht darin, dass es die LIM2-Doméane von Lmx1.1 ist, die eine
transkriptionelle Synergie mit E47/Pan-1 bei der Aktivierung eines an dem Insulin-
Minienhancer gekoppelten Reportergens vermittelt.

Unsere Feststellung, dass fur die Induktion von NF-xB-Zielgenen die LIM2-Doméne von
LMX1B essentiell ist, spiegelt sich ebenfalls in diesen Beobachtungen wieder. Auch bei der
durch LMX1B bewirkten Wachstumsinhibition von HelLa-Zellen [Prestel, 2003] konnte die
Bedeutung der LIM Domé&nen demonstriert werden. Bei diesem durch LMX1B ausgeldsten
Effekt ist allerdings ausschlieBlich die LIM2-Doméane von LMX1B essentiell [Neumann,
2009]. Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion flir das IFN-B kodierende NF-kB-

Zielgen IFNB1 wiederum eine verstarkte Expression von Interferon-stimulierten Genen zur
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Folge hat [Neumann, 2009]. Nachdem Interferon-stimulierten Genen
proliferationshemmende Eigenschaften zugesprochen werden [Paucker et al., 1962], wurde
vermutet, dass die Induktion von IFNB durch LMX1B eine der Komponenten des
Mechanismus ist, der zur Wachstumsinhibition in HeLa-Zellen fiihrt [Neumann, 2009]. In der
vorliegenden Arbeit konnte exemplarisch fir das NF-xB-Zielgen IL6 gezeigt werden, dass flr
dessen Transkriptionsaktivierung, sowohl die LIM1- als auch die LIM2-Doméane von LMX1B
essentiell sind. Da IFNB1, neben IL6, eines der NF-kB-Zielgene ist, dessen Expression in
HelLa-Zellen durch LMX1B induziert wird, ist davon auszugehen, dass /FNB1durch die
gleichen molekularen Mechanismen reguliert wird wie [L6. Folglich missten bei der
Regulierung von IFNB1 sowohl die LIM1-Doméane als auch die LIM2-Doméane von LMX1B
beteiligt sein. Daher scheint es eher unwahrscheinlich zu sein, dass diejenigen NF-kB-
Zielgene und ISGs, deren Expression durch LMX1B induziert wird, am
wachstumshemmenden Mechanismus von LMX1B beteiligt sind. Also hemmt LMX1B das
Wachstum unabhéngig von der Induktion der NF-kB-Zielgene und ISGs. Dass es nicht doch
eine Verbindung bei den jeweiligen Regulationsmechanismen, méglicherweise an anderer
Stelle gibt, kann allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Zunachst misste auch
Uberprtft werden, ob in der Tat die gleichen Regulationsmechanismen von /L6, an denen

beide LIM Domanen von LMX1B involviert sind, tatsdchlich auch auf /IFNB1 zutreffen.

4.3 An der Regulierung der Geninduktion durch LMX1B ist ein gemeinsamer
Kofaktor von LMX1B und NF-kB beteiligt

Folgende zwei Befunde der funktionellen Promotor-Analysen lieferten eine weitere wichtige
Erkenntnis zur Aufklarung der molekularen Mechanismen, die zur Transkriptionsaktivierung
von [L6 durch LMX1B in HelLa-Zellen fihren. Erstens, in Gegenwart eines NF-xB-
Uberschusses im Zellkern kann LMX1B nur noch vermindert die Transkription des IL6
Promotors aktivieren, wenn dieser ein mutiertes NF-kB-Bindungsmotiv besitzt. Zweitens, in
Gegenwart eines LMX1B-Uberschusses im Zellkern kann wiederum NF-kB die Transkription
des IL6 Promotors nur noch stark verringert aktivieren, wenn dieser kein FLAT-Element
enthalt.

Eine Hypothese fir diesen reziproken Effekt ist, dass es fur die Transkriptionsaktivierung des
IL6 Promotors zu einer direkten Interaktion zwischen LMX1B und NF-xB kommen muss.
Dieses Modell wére durchaus denkbar, da bereits fir viele andere Proteine auch eine direkte
Bindung an NF-xB im Zellkern nachgewiesen werden konnte. Ein Beispiel hierfir ist die
Bindung von nTRIP6 an die NF-kB-Untereinheit p65, wobei nTRIP6 als Koaktivator fur NF-
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kB zu agieren scheint [Kassel et al., 2004]. Bei nTRIP6 handelt es sich um eine nukleare
Isoform des LIM-Proteins TRIP6, welches der Zyxin-Familie angehért und als solches C-
terminal drei LIM-Domanen besitzt [Yi und Beckerle, 1998]. Es konnte gezeigt werden, dass
in HeLa-Zellen die Interaktion von nTRIP6 an p65 sowohl Uber die erste als auch Uber die
zweite der drei LIM-Doméanen oder auch Uber eine Kombination der beiden erfolgen kann.
Diese Art und Weise der nukledren Interaktion ist auch auf diejenige von LMX1B und NF-kB
Ubertragbar. LMX1B konnte Gber eine oder beide seiner proteinbindenden LIM Domé&nen an

p65 im Zellkern binden und dadurch die NF-kB-Aktivitat positiv regulieren.

Die andere Hypothese, die die beobachtete reziproke Inhibierung bei den Luciferase Assays
erklaren kann, ist, dass LMX1B und NF-xB fur die Aktivierung der Transkription des IL6
Promotors einen gemeinsamen Koaktivator bendétigen. Dieser Koaktivator wird durch die
Interaktion mit dem im Uberschuss vorhandenem Protein im Zellkern abgefangen und kann
somit nicht mit dem jeweiligen anderen Protein am Promotor interagieren. Dies resultiert in
der beobachteten verminderten Transkriptionsaktivierung von /L6. Nachdem gezeigt wurde,
dass intakte DNA-Bindesequenzen fur eine Transkriptionsaktivierung durch LMX1B
notwendig sind, ist die Theorie eines gemeinsamen Kofaktors wohl die wahrscheinlichere.
So kénnte der NF-xB-Repressor RAIl (RelA-assoziierter Inhibitor), auch als iASPP oder
Nkip1 bekannt, zum Beispiel als Kofaktor fungieren. Hierbei handelt es sich um ein nukleédres
Protein, welches stark in Plazenta, Herz und Prostata und gering in der Niere exprimiert wird.
RAI bindet in vitro und in vivo an die p65-Untereinheit von NF-xB, und nach Ko-Transfektion
von RAI und p65 in HEK293-Zellen konnte eine Inhibierung der DNA-Bindeaktivitat von p65
festgestellt werden [Yang et al., 1999]. Nachdem im Hefe-Zwei-Hybrid-System RAI als
moglicher Interaktionspartner von LMX1B identifiziert wurde [Rohr, Dissertation in
Vorbereitung], ware es sehr gut vorstellbar, dass RAIl als Adaptorprotein zwischen LMX1B
und NF-kB agiert. LMX1B wirde in LMX1B produzierenden HelLa-Zellen tber die LIM
Doméanen an RAI binden, welches als Adaptorprotein mit NF-xB einen Komplex bilden kann.
Dieser Komplex aktiviert dann die Transkription der NF-xB-Zielgene. Auch nTRIP6 kdnnte
moglicherweise als Adaptorprotein zwischen LMX1B und NF-kB wirken. Zusatzlich zu der
demonstrierten nukledren Interaktion von nTRIP6 an NF-kB p65 wird von Kassel et al (2004)
vermutet, dass nTRIP6 als Adaptor oder Koaktivator eine molekulare Plattform flr andere
nukleare Transkriptionsfaktoren darstellt. Sie zeigten, dass nTRIP6 Uber seine LIM-Domanen
den reprimierenden Glukokortikoidrezeptor zu dem am Promotor gebundenen nTRIP6/NF-
kB p65-Komplex rekrutiert und dadurch der Glukokortikoidrezeptor seinen repressorischen
Effekt auslibt. Kassel et al (2004) glauben des Weiteren, dass in HeLa-Zellen konstitutiv ein

Komplex aus nTRIP6 und NF-xB p65 im Zellkern vorliegt. Vielleicht interagiert LMX1B Uber
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seine LIM Doméanen mit nTRIP6, welches an NF-kB p65 im Zellkern gebunden vorliegt.
Somit wiirde sich aus diesen drei Proteinen ein Komplex am Promotor des NF-xB-Zielgens
bilden, nachdem LMX1B und NF-kB an ihr jeweiliges Bindungsmotiv dort gebunden haben.
Im Rahmen einer Diplomarbeit wurde sowohl die potentielle Interaktion zwischen LMX1B
und NF-xB als auch die mdgliche Interaktion beider Proteine mit RAI als Adaptorprotein
durch Ko-Immunpréazipitation getestet. Es konnte jedoch keine direkte Wechselwirkung
zwischen LMX1B und NF-xB in LOsung detektiert werden, auBerdem scheint RAI als
moglicher Kofaktor auszuscheiden, da auch kein Komplex aus allen drei Proteinen in Lésung
detektiert werden konnte [Heining, 2007]. Zusétzlich fihrte dieser Befund zusammen mit den
Ergebnissen der ChlIP-Experimente zu der Annahme, dass sich das Zusammenspiel
zwischen LMX1B und NF-xB bei der Transkriptionsaktivierung der NF-xB-Zielgene auf
Chromatin-Ebene ereignet. Dies wére auch mit der Tatsache zu vereinbaren, dass
spezifische NF-xB-Zielgene reguliert werden und es sich nicht um eine generelle Aktivierung
des NF-kB-Signalweges handelt. Die in dieser Arbeit aufgestellte MutmaBung eines
gemeinsamen Kofaktors von LMX1B und NF-xB, der fir die Aktivierung der Transkription
des /L6 Promotors bendtigt wird, kénnte zugleich den Komplex aus LMX1B und NF-xB an
Chromatin stabilisieren. Ein Komplex héherer Ordnung wirde auch erklaren, dass bei den
ChlP-Experimenten eine LMX1B-Bindung mit einer Zunahme an gebundenem NF-xB p65 an
die DNA korreliert (Astrid Neumann, persénliche Mitteilung; Rascle et al., 2009a). Die
gesteigerte NF-kB p65-Bindung an den /L6 Promotor ist wiederum zusammen mit LMX1B

verantwortlich fur die erhdéhte Transkription des NF-xB-Zielgens [Bosisio et al., 2006].

Ein gemeinsamer Kofaktor von LMX1B und NF-xB scheint jedoch nicht die einzige
Komponente zu sein, die an der Kooperation beteiligt ist. Mit den Reporter Konstrukten
konnte der im Kontext von Chromatin festgestellte synergistische Effekt nicht reproduziert
werden. Es wurde lediglich ein additiver Effekt zwischen LMX1B und NF-xB auf die
Aktivierung des /L6 Promotors beobachtet. Dies kann daran liegen, dass bei dem Luciferase
Assay Chromatin-Komponenten bzw. generell die Chromatin-Organisation fehlt, die LMX1B
und NF-kB fir den stérkeren, kooperativen Effekt benétigen. Zum Beispiel unterstitzt das
Chromatin-Strukturprotein HMG die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA,
wodurch die Kooperation von Transkriptionsfaktoren gewahrleistet wird [Panne et al., 2004].
Chromatin-modifizierende Enzyme wie die Histonacetyltransferasen induzieren eine
Acetylierung der Lysinreste in Histonen und bewirken somit eine nukleosomale
Umstrukturierung [Sterner und Berger 2000]. Dies bewirkt, dass Chromatin besser
zuganglich fur alle bendtigten Komponenten wie die generellen Transkriptionsfaktoren und

die RNA-Polymerase |l ist. Fur die p65-Untereinheit von NF-xB konnte in vitro an Chromatin-
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Templates gezeigt werden, dass sie in Kooperation mit dem Transkriptionsfaktor Sp1 die
Transkription von HIV-1 aktivieren kann. Dass der synergistische Effekt nur im Kontext von
Chromatin festgestellt wird, wird darauf zuriickgefiihrt, dass Sp1 und NF-kB eine Anderung
in der Chromatinstruktur am Promotor flr den integrierten Provirus HIV-1 induzieren, indem
sie die Position der Nukleosomen verandern und daraufhin NF-xB p65 die basale
Transkriptionsmaschinerie an das Chromatin rekrutiert [Pazin et al., 1995]. Eine
Umstrukturierung des Chromatins, induziert durch die gesteigerte Bindung von NF-xB an
den Promotor, kdnnte somit den kooperativen Effekt zwischen LMX1B und NF-xB in Hela-
Zellen erklaren. Zugleich kénnte es der Grund fir die fehlende Kooperation bei den
Luciferase Assays sein. Unterschiede in der Chromatinstruktur am Promotor des jeweiligen
Gens kdénnten generell auch die Tatsache begriinden, dass nicht alle, sondern nur ein Teil

der NF-xB-Zielgene durch LMX1B reguliert werden.

4.4 Modell der Regulierung der Geninduktion durch LMX1B

Somit lasst sich anhand der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse folgendes
Modell der Regulation von NF-xB-Zielgenen durch LMX1B in HeLa-Zellen aufstellen (s. Abb.
29). LMX1B bindet an das FLAT-Element innerhalb des Promotors von NF-xB-Zielgenen,
wie zum Beispiel /IL6. Dies fuhrt zugleich zu einer gesteigerten Bindung von NF-kB p65 an
das NF-xB-Bindungsmotiv, welches sich in unmittelbarer Nahe zum FLAT-Element befindet.
Die Ursache daflr ist die Bildung eines stabilisierenden Protein-Chromatin-Komplexes, der
durch die Rekrutierung eines gemeinsamen Koaktivators entsteht. Daher bewirkt in LMX1B-
produzierenden Hela-Zellen eine Aktivierung von NF-kB durch TNF-o eine gesteigerte
Transkription des NF-kB-Zielgens IL6. Wird hingegen die Bindung von LMX1B oder die von
NF-xB durch ein nicht vorhandenes oder mutiertes Bindungsmotiv an die DNA verhindert,
fihrt dies zu einer verringerten Aktivierung der Transkription des NF-kB-Zielgens IL6 bei mit
TNF-a stimulierten HelLa-Zellen. Dies liegt daran, dass der Koaktivator an das im Kern im
Uberschuss vorhandene LMX1B oder NF-xB bindet, und dieser somit daran gehindert wird,
mit dem jeweils anderen Protein an der DNA wechselwirken zu kénnen. Zusatzlich zu dem
gemeinsamen Kofaktor von LMX1B und NF-kB sind sehr wahrscheinlich Chromatin-
Komponenten an dem kooperativen Effekt, den beide Transkriptionsfaktoren ausuben,
beteiligt.
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Abb. 29: Modell der Regulierung des NF-xB-Zielgens IL-6 durch LMX1B in HeLa-Zellen. In LMX1B-
produzierenden HelLa-Zellen, die mit TNF-a stimuliert werden, bindet LMX1B an das FLAT-Element und in
unmittelbarer Nahe NF-xB an das NF-xB-Bindungsmotiv. Um gemeinsam mit NF-xB die Transkription
bestimmter NF-kB-Zielgene, wie zum Beispiel von IL6, aktivieren zu kdénnen, bendétigt LMX1B einen

Koaktivator.

Zusétzliche Befunde deuten darauf hin, dass es sich bei der Regulierung der NF-xB-
Zielgene durch LMX1B um ein zellspezifisches, bzw. Gewebe-spezifisches Geschehen
handelt, an dem zellspezifische Faktoren beteiligt sind. Die Feststellung, dass in Nieren von
Lmx1b-Knockout-Mausen fiir die gleichen Gene wie bei den Hela-Zellen eine
Hochregulierung ihrer Expression festgestellt wurde [Rascle et al., 2009a], weist LMX1B in
der Niere somit eher eine repressorische Funktion als Transkriptionsfaktor zu. Dies mag
zunachst im Gegensatz zu der gezeigten aktivierenden Funktion von LMX1B in HeLa-Zellen
erscheinen. Doch genau durch das gerade beschriebene Modell der Regulierung von NF-kB-
Zielgenen in HelLa-Zellen l&sst sich hierfir eine These aufstellen: In der Niere existiert
anstelle des Koaktivators ein Korepressor, wodurch die Genexpression von NF-xB-Zielgenen
gehemmt wird. In der Schweinenieren-Zelllinie LLC-PK;, bei der LMX1B ebenfalls Uber das
Tet-off-System induzierbar synthetisiert wird, konnte keine Regulierung von NF-kB-Zielgenen
und von ISGs durch LMX1B festgestellt werden. So wére in diesem Fall weder der bei den
HelLa-Zellen vermutete Koaktivator noch der in der Niere vermutete Korepressor vorhanden
[Rascle et al., 2009a]. Dass eine positive oder negative Regulierung durch LMX1B
stattfinden kann, wird zusatzlich durch die Tatsache unterstitzt, dass es bereits bekannt ist,
dass LIM-Hom&odomane-Transkriptionsfaktoren sowohl aktivierend als auch repressorisch
wirken kénnen [Bach, 2000]. Es bleibt zu zeigen, ob NF-kB auch bei der repressorischen

Funktion von LMX1B in der Maus-Niere involviert ist und ob der NF-kB-Signalweg in der
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Schweinenieren-Zelllinie LLC-PK; Gberhaupt eine Rolle spielt.

Eine andere, bzw. zusatzliche Erklarung neben der zellspezifischen Regulierung, kénnte ein
durch LMX1B induzierter Unterschied in der Organisation der Chromatinstruktur sein, so wie
auch NF-xB eine Umstrukturierung bewirken kann [Pazin et al., 1995]. Mdgliche
Unterschiede zwischen Hela- und LLC-PK;-Zellen bei der Chromatinstruktur am /L6
Promotor werden von Anne Rascle und Astrid Neumann zur Zeit mit Hilfe der CHART-PCR
(Chromatin Accessibility by real-time PCR) [Rascle et al., 2003; Rascle und Lees, 2003]
Uberprift und kénnten neue Hinweise fur die unterschiedliche Regulierung liefern. Neue
Erkenntnisse sowie eine Bestatigung, dass es sich um eine zellspezifische Regulierung
handelt, kbnnte auch die Verwendung einer Maus-Nieren-Podozyten-Zelllinie liefern. Die
zellspezifischen Faktoren, durch die LMX1B in HelLa-Zellen aktivierend, in der Niere von
Lmx1b-Knockout-M&usen repressorisch und in Schweinenieren-Zellen nicht regulatorisch auf
die Expression von NF-kB-Zielgenen agiert, konnten noch nicht identifiziert werden. Als ein
gut charakterisierter Kofaktor von LMX1B, ist das in vielen Geweben vorkommende Protein
LDB1 (,LIM-domain-binding protein 1,) [Agulnick et al., 1996] beschrieben. Als Homodimer
kann LDB1 LIM-Domé&nen von LIM-Homd&obox-Proteinen [Agulnick et al., 1996; Matthews
und Visvader, 2003; Suleiman et al., 2006] binden und dadurch als Adaptorprotein mit
anderen Transkriptionsfaktoren interagieren. Allerdings sind bis dato keine zellspezifischen
Kofaktoren von LMX1B bekannt. Die HelLa- und LLC-PK;-tet-off-Zelllinie sowie natives
Nierengewebe stellen gute experimentelle Systeme dar, mit denen nach LMX1B-
spezifischen Faktoren mittels biochemischer Methoden gesucht werden kénnte. Fir NF-«xB
wurden bereits zellspezifische Kofaktoren identifiziert. So konnte in B-Zellen zum Beispiel fur
die TFIID-Untereinheit TAF,;150 eine direkte Interaktion mit der Transaktivierungdoméane von
NF-xB p65 gezeigt werden, wodurch nur eine bestimmte Anzahl antiapoptotischer Gene
aktiviert wird [Yamit-Hezi et al., 2000; Owen et al., 2005]. Auch in HelLa-Zellen handelt es
sich nicht um eine generelle Aktivierung des NF-kB-Signalweges, sondern es werden nur
spezifische NF-kB-Zielgene durch LMX1B induziert [Neumann, 2009]. So sollte Uberprift
werden, ob das Modell der Transkriptionsregulierung von /L6 durch LMX1B in HelLa-Zellen
auch auf die anderen, durch LMX1B induzierten NF-xB-Zielgene in HeLa-Zellen, wie zum
Beispiel auf /L8, Ubertragen werden kann. Es kénnte sich namlich durchaus um eine
Promotor-spezifische Regulierung durch LMX1B handeln, an der daher je nach Zielgen auch
unterschiedliche NF-kB-Komplexe sowie unterschiedliche Kofaktoren beteiligt sind [Yamit-
Hezi et al., 2000]. Dabei kénnte es sich um eine spezifische Genaktivierung handeln, wie es
fir den IFNB1-Promotor beschrieben wurde. Fir die Transkription von /IFNB1 ist die Bildung
eines hdheren Multi-Protein-Komplexes an der Promotor-DNA, das sogenannte IFNB1-
Enhanceosom, Voraussetzung. Dieser Komplex setzt sich aus den Promotor-spezifischen
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Transkriptionsfaktoren NF-xB, IRF7, ATF-2, IRF3 und c-Jun zusammen [Panne et al., 2004].
Mit der Hilfe von Strukturproteinen binden diese kooperativ an den Promotor und rekrutieren
zusatzliche Chromatin-modifizierende Kofaktoren, die gewéhrleisten, dass der Promotor flr
die basale Transkriptionsmaschinerie zuganglich ist [Maniatis et al., 1998]. Mit den in dieser
Arbeit verwendeten Methoden koénnte daher untersucht werden, ob bei der

Transkriptionsaktivierung von /L8 zum Beispiel andere NF-kB-Untereinheiten involviert sind.

4.5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass LMX1B die Transkription von
spezifischen NF-xB-Zielgenen in HelLa-Zellen reguliert. Bei den dafir verantwortlichen
molekularen Mechanismen kommt es zu einer Interaktion zwischen den beiden
Transkriptionsfaktoren LMX1B und NF-xB, an denen ein gemeinsamer Kofaktor beteiligt ist,
den es noch zu identifizieren gilt. Somit konnte anhand dieser Resultate die erste molekulare
Charakterisierung von direkten LMX1B-Zielgenen reprasentiert werden und zum ersten Mal

eine Interaktion zwischen dem LMX1B- und NF-xB-Signalweg demonstriert werden.

Welche Relevanz die Regulation von NF-kB-Zielgenen durch LMX1B in vivo hat, kann auch
durch die Verwendung der Lmx1b-Knockout-Maus weiter charakterisiert werden. Bis dato
sind noch keine klinischen Studien bekannt, bei denen NPS-Patienten mit Immunkrankheiten
in Verbindung gebracht werden. Das Hauptziel sollte daher sein, den hier gezeigten
Mechanismus der zellspezifischen Regulierung der NF-xB-Zielgene auf Patienten mit Nagel-
Patella-Syndrom zu Ubertragen, um dann dadurch neue therapeutische Ansatzen fir NPS zu

entwickeln und zu erforschen.
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5. Zusammenfassung

Der LIM-Hombodoméane-Transkriptionsfaktor LMX1B spielt eine wichtige Rolle sowohl bei
der Entwicklung als auch bei der Aufrechterhaltung von zahlreichen Geweben. So flhren
Mutationen im LMX7B-Gen zum Erscheinungsbild des Nagel-Patella-Syndroms, einer
autosomal dominant vererbten Erkrankung, zu dessen typischen Charakteristika unter
anderem fehlgebildete Fingernagel, fehlende Patellen sowie eine Nephropathie zdhlen.
LMX1B-Knockout-Maus Studien konnten zwar mutmabBliche Zielgene von LMX1B
identifizieren, jedoch ohne eine molekulare Charakterisierung bleibt es fraglich, ob es sich
hierbei in der Tat um direkte Zielgene von LMX1B handelt. Bis zum heutigen Zeitpunkt ist
wenig Uber den Mechanismus der Transkriptionsaktivierung von LMX1B sowie Uber die
Signalwege, die LMX1B reguliert, bekannt. Am Lehrstuhl von Prof. Dr. Ralph Witzgall wurde
erstmals gezeigt, dass LMX1B die Geninduktion von bestimmten NF-kB-Zielgenen wie z.B.
IL6 oder IL8 in HeLa-Zellen aktiviert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekulare Wirkungsweise von LMX1B bei der
Regulierung dieser NF-kB-Zielgene naher zu charakterisieren. Daflr wurde hauptséachlich
ein spezielles zellulares Expressionssystem verwendet, welches eine regulierbare Synthese
von LMX1B unter Anwendung des Tet-off-Systems in HelLa-Zellen ermdglicht. Mit diesen
LMX1B-produzierenden Hela-Zellen wurden zunachst Lokalisationsstudien durchgefihrt,
um zu untersuchen, ob LMX1B mdglicherweise indirekt im Zytosol regulierend auf die NF-«xB
Aktivitat eingreift. Nachdem festgestellt wurde, dass LMX1B die Translokation von NF-xB in
den Zellkern nicht erhéht, war von einer Aktivierung der Geninduktion auf nukleédrer Ebene
auszugehen. Dass NF-xB direkt daran beteiligt ist, konnten siRNA-Experimente
demonstrieren, bei der spezifisch eine Untereinheit von NF-kB gehemmt wurde. Dieser
Befund, zusammen mit weiteren Daten der Arbeitsgruppe zeigten schlieBlich, dass LMX1B

und NF-xB nach jeweiliger Bindung an DNA funktionell kooperieren.

Um die molekularen Mechanismen, durch welche LMX1B und NF-xB die Transkription von
NF-kB-Zielgenen aktivieren, naher charakterisieren zu kénnen, wurden Luciferase
Reportergen-Assays durchgeflihrt, wobei /L6 als exemplarisches NF-kB-Zielgen verwendet
wurde. So konnte zum ersten Mal an einem nativen Promotor gezeigt werden, dass LMX1B
die Transkription eines NF-xB-Zielgens durch Bindung an das sogenannte FLAT-Element,
welches bereits anderweitig als LMX1B-Bindungsmotiv vermutet wurde, aktivieren kann.
Diese Assays fuhrten zugleich zu der Annahme, dass ein gemeinsamer Kofaktor an der
Transaktivierung beteiligt ist. Durch die Verwendung verschiedener LMX1B-Mutanten, die
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ebenfalls in Reportergen-Assays auf ihre Fahigkeit zur Transkriptionsaktivierung des IL6
Promotors getestet wurden, stellte sich heraus, dass sowohl die DNA-bindende
Homdéodoméne als auch die LIM-Doméanen, im speziellen die LIM2-Doméane, von LMX1B
hierbei essentiell sind. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit schlieBlich ein Modell der
Regulierung von NF-kB-Zielgenen durch LMX1B in HelLa-Zellen aufgestellt werden. Bei
diesem Modell kooperieren LMX1B und NF-xB auf Chromatinebene bei der Transaktivierung
der NF-xB-Zielgene, wobei fir eine maximale Transkriptionsaktivierung beide
Transkriptionsfaktoren sehr wahrscheinlich einen gemeinsamen Kofaktor bendtigen, den es
jedoch noch zu identifizieren gilt.

Somit konnte mit denen aus dieser Arbeit und den von der Arbeitsgruppe gewonnen Daten,
die mittlerweile veréffentlicht wurden, erstmalig fir LMX1B eine direkte Beteiligung an der
Regulierung der Expression von NF-xB-Zielgenen in HeLa-Zellen demonstriert werden. Des
Weiteren wurde die wichtige Erkenntnis gewonnen, dass eine funktionelle Interaktion
zwischen dem LMX1B-Signalweg und dem NF-kB-Signalweg existiert. Jetzt kann in
zukunftigen, auf dieser Arbeit aufbauenden Forschungen der Zusammenhang zwischen den
hier gewonnenen Daten tber LMX1B im HelLa-Zellsystem und dem Nagel-Patella-Syndrom
beim Menschen gezeigt werden. Mdglicherweise lassen sich diese neuen Einsichten Gber
die molekulare Wirkungsweise von LMX1B zusammen mit NF-xB auch auf den Menschen

Ubertragen.
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