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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Histone und Histongene

Die DNA in eukaryonten Zellen ist mit zahlreichen Proteinen als Chromatin
organisiert. Histone sind die Hauptbestandteile von Chromatin. Sie kompaktieren die
DNA und verkurzen so ihre Konturlange, die als nackte DNA pro diploidem Genom
etwa 80 cm betragt. Histone haben als basische Proteine eine hohe Affinitat zur
DNA. Es gibt flunf verschiedene Histon-Haupttypen: Das H2A-Histon, das
H2B-Histon, das H3-Histon und das H4-Histon werden ,Core-Histone® genannt, weil
sie das zentrale Histon-Oktamer bilden, um welches sich die DNA wickelt. Das
H1-Histon wird ,Linker-Histon“ genannt. Es lagert sich von aul3en an die DNA an, die

das Histon-Oktamer umspannt.

Die Histone bilden mit der DNA im Chromatin eine charakteristische Struktur
(Kornberg 1974; Kornberg und Thomas 1974; Oudet et al. 1975): jeweils genau 146
Basenpaare der DNA wickeln sich in 1,75 linksdrehenden Windungen um ein Histon-
Oktamer. Das Oktamer ist aus jeweils zwei Proteinen vom Histontyp H2A, H2B, H3
und H4 aufgebaut. Dabei bilden ein H3-Histon- und ein H4-Histon-Protein ein Hetero-
Dimer. Die beiden Hetero-Dimere verbinden sich zu einem Tetramer. An das
Tetramer (H3-Histon / H4-Histon), binden zwei (H2A-Histon / H2B-Histon) Dimere.
Diese Struktur nennt man Core-Partikel, sie wurde von Luger et al. (1997) mit einer
Auflésung von 2,8 A bestimmt. Im Chromatin sind benachbarte Core-Partikel tber
die sogenannte ,Linker-DNA®“ miteinander verbunden, wobei die Lange der ,Linker-
DNA*® zwischen 50 und 100 Basenpaaren (bp) variiert (Kornberg 1977; Allan et al.
1980). An der Ein- und Austrittstelle der DNA-Doppelhelix am Core-Partikel ist ein
Linker-H1-Histon assoziiert (Simpson 1978). Die Core-Partikel und die Linker-DNA
mit dem H1-Histon bilden zusammen das Nukleosom, das man als den
Grundbaustein des Chromatins betrachten kann. Eine lineare Kette von
Nukleosomen wird als 10 nm DNA-Faser bezeichnet. Diese kann eine superhelikale
Struktur bilden, die 30 nm DNA-Faser genannt wird (Thoma et al. 1979). Dartber
hinaus wird die Existenz von weiteren, zum Teil Ubergeordneten Chromatin-

Strukturelementen vermutet.
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Die Histone sind entscheidende Strukturproteine im Chromatin. Darlber hinaus
konnen sie — bevorzugt an ihren beweglichen Schwanzregionen - acetyliert,
phosphoryliert, methyliert, ubiquitiniert und Poly-ADP-ribosyliert werden. Diese
Modifikationen besitzen, soweit bekannt, regulatorische Funktionen: Zum Beispiel
spielt die Acetylierung der Histone eine wichtige Rolle bei der Genregulation,

wahrend die Poly-ADP-Ribosylierung in Aspekte der DNA-Reperatur involviert ist.

Die Histon-Typen H2A, H2B, H3, und H1 bilden Protein- und Genfamilien mit
mehreren Subtypen. Mit Ausnahme der H4-Histongenfamilie, die fur ein identisches
Protein kodiert, lassen sich alle Histongenfamilien in zwei Klassen untergliedern:
Zum einen gibt es die replikationsabhangig-exprimierten  Histongene
(-replikationsabhangige Histongene®), die in proliferierenden Zellen vor allem in der
S-Phase exprimiert werden. Zum anderen gibt es die sogenannten ,Replacement-
Histongene®, die im Zellzyklus und auch in terminal differenzierten Zellen in geringer
Menge konstitutiv exprimiert werden (Wu und Bonner 1981). Die Replacement-
Histone ersetzen defekte oder abgebaute Histone in Go—Zellen bzw. terminal

differenzierten Zellen (Brown et al. 1985).

Die replikationsabhangig-expremierten Histongene (im Folgenden
Jreplikationsabhangige Histongene“ genannt) weisen vier Besonderheiten auf, die sie

von anderen Genen unterscheiden:

1. Die Histongene einer Histonfamilie liegen in mehrfacher Anzahl im Genom vor.
Die individuellen Gene sind zwar auf DNA-Ebene nicht vollkommen identisch
zueinander, kodieren aber fur identische bzw. fast identische Proteine.
Beispielsweise gibt es elf H3-Histongene, zehn davon kodieren fur ein
vollkommen identisches Protein, das H3.1-Histon, und eines, das H3/n-Gen,
kodiert fur das H3.2-Histon. Das H3.2-Histon unterscheidet sich vom H3.1-Histon
lediglich in einer Aminosaure (Ser96 statt Cys96).

2. Sie enthalten — im Gegensatz zu Ublichen eukaryontischen Genen - keine

Introns.

3. Die Transkripte dieser Gene gehoéren zu den wenigen Ausnahmen bekannter
Transkripte in menschlichen Zellen, die keinen Poly(A)-Schwanz tragen (Adesnik
et al. 1972). Anstelle des Poly(A)-Schwanzes enthalten die Histon-mRNAs eine
konservierte 3’-terminale 16 bp-Haarnadelstruktur (,Stem-Loop®), die in der

Histon-spezifischen pra-mRNA-3’-Prozessierung (Vasserot et al. 1989;
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Schumperli et al. 1990; Dominski und Marzluff 1999), dem Histon-mRNA-
Kernexport (Williams et al. 1994) und der Histon-mRNA-Stabilitdt (Pandey und
Marzluff 1987) involviert ist.

4. Sie befinden sich in vier Histongenclustern, in denen die Histongene in
unmittelbarer Nachbarschaft auf unregelmallige Weise angeordnet sind (siehe
Abbildung 1k und [Abbildung 2})'. Es gibt drei Histongencluster unterschiedlicher
GroRe in enger Nachbarschaft auf Chromosom 6 und einen Histongencluster auf
Chromosom 1 (Tripputi et al. 1986; Allen et al. 1991; Albig und Doenecke 1997;
Albig et al. 1997a; Ahn und Gruen 1999) (siehe |Abbildung 1} und |Abbildung 2k).

6q21.3-22
00000 H1
/000000  H2A
/ 00000000 H2B
00000000 H3

SN

macroH2A2

17925
]

H3.3B
4924

-]
macroH2A1

5q31.3
B
macroH2A1

~(HNMI RN

1941
~HH3.3A
.. 1g42
@ H3t

Abbildung 1: Die Organisation der humanen Histongene.

Eine chromosomale Kartierung der humanen Histongene. Dargestellt sind die Chromosomen mit
Nummer und Bandenstruktur, die Histongene enthalten. Hellblau: H1-Histongene, grin: H2A-
Histongene; gelb: H2B-Histongene; rot: H3-Histongene; orange: H4-Histongene; weild: Histon-
Pseudogene. Kreise: Replikationsabhangige Histongene; Quadrate: Replacement-Histongene.
Erganzt nach: Albig und Doenecke (1997).

' Die Nummer im Index der Abbildungsnummer gibt die Seite an, auf der die Abbildung zu finden ist.
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Diese Besonderheiten ermoglichen eine hohe Histon-Syntheserate: Zum einen ist
eine parallele Transkription auf mehreren Genen mdglich, so dass schnell grol3ere
Mengen an Histon-pra-mRNA gebildet werden konnen. Zum anderen ist die
Prozessierung der Histon-pra-mRNA zur mRNA im Vergleich zu anderen Genen
beschleunigt, da keine Introns entfernt werden mussen. Die Synthese von grof3en
Mengen der Histone ist in der S-Phase des Zellzyklus’ notig, um das Chromatin zu
duplizieren. Die Histone stellen einen Groldteil der Masse des Chromatins und
werden in einem stochiometrischen Verhaltnis zur DNA-Menge bendtigt (je ca.
200 bp DNA werden 9 Histonproteine bendtigt).

Auch erlaubt z.B. die Histon-spezifische pra-mRNA-3’-Prozessierung Histon-

spezifische Regulationsmoglichkeiten der Histonsynthese (siehe [1.2| Regulation der |

Histonsynthese}).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten elf replikationsabhangigen
H3-Histongene befinden sich in drei der vier Histongencluster: sieben befinden sich
im groRen Histongencluster auf Chromosom 6, drei befinden sich im kleinen,

centromerwarts gelegenen Histongencluster auf Chromosom 6 und ein Gen befindet

sich im Histongencluster auf Chromosom 1 (siehe Abbildung 25 und [Tabelle 1j,).

Im Gegensatz zur den replikationsabhangigen Histongenen entsprechen die
Replacement-Histongene den klassischen eukaryonten Genen: Sie besitzen in der
Regel Introns (Brush et al. 1985), ihre Transkripte werden polyadenyliert und sie
liegen im Genom einmalig und einzeln vor (siehe Abbildung 1}). In der H3-Histongen-
Familie gibt es zwei Replacement-Varianten: Das H3.3A-Gen liegt auf dem
Chromosom 1 und das H3.3B-Gen liegt auf dem Chromosom 17 (Albig et al. 1995).

Daruber hinaus existieren Histongene, welche Testis-spezifisch exprimiert werden.
Im Falle der H3-Histongen-Familie ist dies das H3/t-Gen (Albig et al. 1996; Witt et al.
1996), das sich auf Chromosom 1 in der Nahe des H3.3A-Gens befindet.

1.2 Regulation der Histonsynthese

Die Synthese der Histone in der S-Phase des Zellzyklus’, ausgehend von den
replikationsabhangigen Histongenen, ist ein stufenweiser Prozess (siehe Abbildung
Bk, Uberndchste Abbildung): Zunéchst werden die Histongene transkribiert,

anschlie3end erfolgt die Histon-spezifische 3’-Prozessierung der pra-mRNA zur
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Abbildung 2: Mal3stabsgetreue Genkarte der vier Histongencluster (ohne Pseudogene).

Hellblau: Histon H1, griin: Histon H2A; gelb: Histon H2B; rot: Histon H3; orange: Histon H4. Die Lange
der Histongene wurde mit 846 bp dargestellt. HFE: Haemochromatose-Gen.
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MRNA und der Export der mRNA aus dem Zellkern ins Cytoplasma. Dort wird die
mRNA translatiert. Die synthetisierten Histone werden anschliellend in den Zellkern

transportiert und dort ins Chromatin eingebaut.

In proliferierenden Zellen findet eine Histonsynthese fast ausschliel3lich in der
S-Phase des Zellzyklus’ statt. Die Regulation dieser zeitlich begrenzten Synthese
erfolgt hauptsachlich, wenn nicht sogar vollstandig, Uber variierende Histon-mRNA-
Konzentrationen. Die Histon-mRNA-Konzentrationen wiederum werden sowohl
transkriptional als auch posttranskriptional reguliert (Schumperli 1986; Marzluff und
Pandey 1988; Heintz 1991; Osley 1991; Stein et al. 1992; Marzluff und Duronio
2002).

Die Transkription der Histongene nimmt im Ubergang von der Gi- zur S-Phase des
Zellzyklus’ stark zu und verdreifacht bis verfunffacht sich (DeLisle et al. 1983; Heintz
et al. 1983). Sie bleibt wahrend der S-Phase auf diesem hohen Niveau und fallt dann

wieder auf das urspringliche Niveau ab.

Cytosol

Abbildung 3: Schematische Darstellung der verschiedenen Stufen der Histonsynthese.

1. Transkription der Histongene durch die RNA-Polymerase Il (in Dunkelblau, die beiden kleineren
Ovale zeigen schematisch Transkriptionsfaktoren). 2. 3’-Prozessierung der Histon-pra-mRNA zur
mRNA (gezeigt wird nur das SLBP-Protein in orange). 3. Kernexport der Histon-mRNA. 4. Translation
der Histon-mRNA zu den Histon-Proteinen (hier beispielhaft ein H3-Histon-Protein als roter Kreis
dargestellt). 5. Kernimport der Histone unter Beteiligung von Importfaktoren. 6. Verpackung der
verschiedenen Histone mit DNA zu Nukleosomen.

AuBerhalb der S-Phase ist die 3'-Prozessierung der Histon-pra-mRNA zur Histon-
MRNA ineffizient. Dies fuhrt zum Abbau der Histon-pra-mRNA und damit zu einer
aulerst niedrigen Syntheserate an Histon-mRNA (Stauber et al. 1986; Stauber und

Schumperli 1988). Die Histon-pra-mRNA-3-Prozessierung ist einschrittig und
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erfordert lediglich eine endonukleolytische Spaltung am 3’-Terminus (Dominski und
Marzluff 1999): Dafur bindet das SLBP-Protein (,Stem-Loop Binding Protein®) an den
3’-Stem-Loop der Histon-pra-mRNA. Anschliel3end bindet das U7-snRNP-Partikel an
das ,Histone Downstream Element‘ (HDE), welches downstream des Stem-Loops
gelegen ist. Das U7-snRNP-Partikel ist ein Komplex aus der U7-snRNA, welche
einen 5’-Bereich enthalt, der zum HDE komplementar ist, sieben Sm-Proteinen,
darunter die neu identifizierten Proteine Lsm10 und Lsm11 (Pillai et al. 2001), und
dem U7-snRNP-spezifischen Protein hZFP100. Das SLBP-Protein stabilisiert die
Bindung des U7-snRNP-Partikels an die Histon-pra-mRNA Uber eine Interaktion mit
dem hZFP100-Protein (Dominski et al. 2002). Zum Abschluss zerschneidet eine
noch zu identifizierende Endonuklease die pra-mRNA am 3’-Terminus. Das SLBP-
Protein bleibt auch nach der Prozessierung an den Stem-Loop der Histon-mRNA
gebunden (Marzluff und Duronio 2002).

Die ineffiziente 3’-Prozessierung der Histon-pra-mRNA aullerhalb der S-Phase
korreliert mit einer niedrigen Konzentration des SLBP-Proteins (Whitfield et al. 2000):
Diese ist in der S-Phase zehnmal hoher als in der G4-Phase. Das SLBP-Protein wird
in stochiometrischen Mengen fur die 3’-Prozessierung, den Kernexport und die
Stabilitat der Histon-mRNA bendétigt. Es wird am Ende der S-Phase phosphoryliert
und degradiert (Whitfield et al. 2000). Da es aulderhalb der S-Phase nur in geringen
Konzentrationen vorkommt, ist in den Ubrigen Phasen des Zellzyklus’ die Histon-pra-

MRNA-3’-Prozessierung ineffizient.

Ein weiterer Faktor in der Zellzyklusregulation der Histon-mRNA-Konzentration ist die
Stabilitat der Histon-mRNA. Die Halbwertszeit der Histon-mRNA betragt 45-60
Minuten in der S-Phase (und in der G4-Phase) und sinkt auf 10-15 Minuten am Ende
der S-Phase (Heintz et al. 1983; Sittman et al. 1983). Der 3’-Stem-Loop der Histon-
MRNA ist wesentlich flr die Regulation der Histon-mRNA-Stabilitat (Pandey und
Marzluff 1987). Vermutlich erfolgt aufgrund des Abbaus des SLBP-Proteins am Ende
der S-Phase eine Destabilisierung der Histon-mRNA (Marzluff und Duronio 2002).
Da der Abbau der Histon-mRNA an die Translation gekoppelt ist (Graves et al.
1987), kdnnte das SLBP-Protein die translatierte Histon-mRNA vor der Degradation
schutzen (Marzluff und Duronio 2002). Die Konzentration des SLBP-Proteins
korreliert somit sowohl mit der Effektivitat der Histon-pra-mRNA-Prozessierung, als
auch mit der Stabilitat der Histon-mRNA.
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Die fehlende Expression der replikationsabhangigen Histongene in terminal
differenzierten Zellen ist sowohl transkriptional (Larson et al. 1989; Stein et al. 19809;
van Wijnen et al. 1991a; Ramsey-Ewing et al. 1995) als auch posttranskriptional
bedingt (Larson et al. 1992).

1.3 Regulation der Histongen-Transkription

Die Transkriptionsregulation der humanen replikationsabhangigen Histongene ist in
jeder Histongen-Klasse unterschiedlich. Teilweise beobachtet man auch innerhalb
einer Histongen-Klasse Unterschiede in der Transkriptionsregulation der
individuellen Gene (van der Meijden et al. 1998; Trappe et al. 1999; Hampe 2000).
Die Promotoren der einzelnen Histonklassen sind unterschiedlich aufgebaut und
- soweit bekannt - klassenspezifisch reguliert (siehe unten). Wie die Transkription der
verschiedenen Histonklassen angesichts der Stoéchiometrie des Histon-Oktamers im
Nukleosom quantitativ geregelt ist, und wie eine gemeinsame Zellzyklusregulation

zustande kommt, ist noch weitestgehend unklar (siehe unten).

Trotz der Individualitat der Promotoren der verschiedenen Histongen-Klassen gibt es
einige Gemeinsamkeiten der replikationsabhangigen Histongenpromotoren: Alle
besitzen eine TATA-Box, die als TBP-bindendes cis-Element flir den Aufbau und die
korrekte  Positionierung des  RNA-Polymerase ll-Initialisierungskomplexes
verantwortlich ist. Dartber hinaus besitzen die H1-, H2A-, H2B- und H3-Promotoren
sogenannte ,CCAAT“-Motive. In H4-Promotoren findet sich das ,CCAAT"“-Motiv nicht.
Sowohl die TATA-Box als auch das CCAAT-Motiv sind Elemente, die in einer grof3en
Anzahl von humanen Promotoren zu finden sind (Bucher und Trifonov 1988; Bucher
1990). TATA-Boxen sind Bindungsstellen fur das TBP-Protein, welches Teil des
generellen Transkriptionsfaktors TFIID ist. CCAAT-Boxen sind mdgliche
Bindungstellen flr eine Vielzahl von Proteinen, die unterschiedliche Wirkung auf die
Promotoraktivitat haben. Zusatzlich existieren in den Promotoren der
replikationsabhangigen  Histongene cis-Elemente, die fir die jeweilige
Histongenklasse spezifisch sind. Im Folgenden soll eine Ubersicht (iber die
spezifischen Eigenheiten der Promotoren der verschiedenen Histongen-Klassen
gegeben werden: Struktur, cis-Elemente und bisher identifizierte
Transkriptionsfaktoren. Trotz der Vielzahl der bisher identifizierten cis-Elemente und

Faktoren ist die genaue lIdentitat der in vivo bindenden Faktoren, ihre genaue
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Funktion und ihr Zusammenspiel noch weitgehend unverstanden. Dies gilt flr die
Promotoren aller Histongen-Klassen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation

der H3-Histongene erforscht.

1.3.1 H1-Promotoren

Die Promotoren der funf replikationsabhangigen humanen H1-Gene H1.1 bis H1.5

(Doenecke et al. 1994) weisen funf putative cis-Elemente auf (Meergans et al. 1998):

—

Eine TATA-Box an der Position ca. —30 bis —24 bp vor dem Transkriptionsstart.

2. Im Abstand von 17 bp upstream der TATA-Box eine proximale CCAAT-Box. Hier
wurde von Gallinari et al. (1989) die Bindung eines neuartigen, offenbar
H1-spezifischen Faktors H1TF2 (,H1 Transcription Factor 2“) beschrieben. Nach
Martinelli und Heintz (1994) ist der Faktor ein Tetramer, das aus vier noch nicht

bzw. noch nicht vollstandig charakterisierten Polypeptidketten aufgebaut ist.

3. Ein G/C-reiches Motiv, das upstream in der Nahe der CCAAT-Box liegt und eine

putative Sp1-Bindungsstelle ist.

4. Eine sogenannte H1-Box, bestehend aus dem Kern-Motiv AAACACA, die sich
zirka an Position —115 befindet (Coles und Wells 1985). Das Histongen H1.1
enthalt dieses Motiv als einziges replikationsabhangiges H1-Gen nicht. Allerdings
beschrieben Dalton und Wells (1988) im Genom des Huhns in EMSA-
Experimenten die Bindung eines Faktors, den sie H1-SF nannten (,H1-Motiv
Specific Factor®). La Bella et al. (1989) fanden ebenfalls in EMSA-Experimenten
eine Bindung an die H1-Box und nannten den Faktor H1TF1 (,H1 Transkription
Factor 1%). Die Identitat dieses Faktors, der mit H1-SF identisch sein konnte, ist

bisher unbekannt.

5. Ein CH1UE-Motiv (“Conserved H1 Upstream Element”) TGTGTTA, welches sich
ca. an Position —480 befindet (Duncliffe et al. 1995). Es handelt sich um ein

Motiv, das zur H1-Box nahezu perfekt palindromisch ist.

Meergans et al. (1998) fanden in Reportergenassays des H1.3-Promotors in
transienter Transfektion, dass alle funf Elemente eine Rolle fur die H1.3-
Promotoraktivitat spielen. Das CH1UE-Motiv und die H1-Box schienen funktionell
voneinander abhangig und in die Zellzyklusregulation des H1.3-Gens involviert zu

sein. Von Ohshima et al. (2003) wurde fir den H1.5-Promotor mit der Sequenz
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TGTCGCGATA ein weiteres, putatives cis-Element beschrieben. Es handelt sich um
eine putative Bindungsstelle fir ein humanes Homolog des Drosophila DREF-
Proteins, hDREF/KIAAO0785. Das Protein ist moglicherweise in die Regulation von

Replikations- und Proliferations-spezifischen Genen involviert (Ohshima et al. 2003).

1.3.2 H2A/H2B-Promotoren

Es gibt 13 humane replikationsabhangige H2A- und 15 humane
replikationsabhangige H2B-Gene (Albig et al. (1999), siehe auch [bbildung 2F).
Jeweils neun H2A- und neun H2B-Gene sind als divergente H2A/H2B-Genpaare
organisiert. Sie besitzen ungefahr 320 bp lange bipartite Promotoren (Albig et al.
1999). Die Promotoren der vier solitaren H2A- und der sechs solitaren H2B-Gene
ahneln den bipartiten Promotoren der H2A/H2B-Genpaare, teilweise ist das jeweils
andere Gen noch als Pseudogen erkennbar (Albig et al. 1999). Die Promotoren

haben folgende Gemeinsamkeiten:
1. Alle H2A- und H2B-Gene besitzen eine TATA-Box.

2. In den Promotoren gibt es jeweils zwei Oct-1-Boxen mit der Konsensus-Sequenz
ATGCAAAT (Sive und Roeder 1986). Eine davon befindet sich im Abstand von
8 bp upstream der TATA-Box des jeweiligen H2B-Gens. Eine weitere befindet
sich mittig in den bipartiten Promotoren. Fletcher et al. (1987) zeigten, dass der
Faktor OTF-1 an die Oct-1-Boxen bindet. Es konnte gezeigt werden, dass die
Oct-1-Box flur die Zellzyklusregulation der H2B-Expression notwendig ist (Sive
und Roeder 1986; Fletcher et al. 1987; LaBella et al. 1988; Sturm et al. 1988).

3. Zwischen den beiden Oct-1-Boxen befindet sich eine CCAAT-Box.

4. Auf der H2A-Seite des bipartiten Promotors befinden sich neben der TATA-Box

noch mindestens zwei CCAAT-Boxen.

Nach Albig et al. (1999) lassen sich die Promotoren der H2A/H2B-Gene in zwei
Gruppen einteilen. Neun H2B- und finf H2A-Gene besitzen einen bipartiten
Promotor der Gruppe |. Sechs H2B- und sieben H2A-Gene besitzen einen bipartiten
Promotor der Gruppe Il. Bei den bipartiten H2A/H2B-Promotoren der Gruppe I
wurden neben den gemeinsamen Elementen zusatzlich folgende putative Elemente
identifiziert (Albig et al. 1999):
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1. Eine putative E2F-Bindungsstelle upstream der H2A-TATA-Box. Oswald et al.
(1996) beschrieben die E2F-Bindungsstelle und zeigten, dass der Faktor E2F-1
daran bindet. Gemall der Ergebnisse der Autoren war die Stelle fur die
Transkriptionsstarke und S-Phase-Abhangigkeit der untersuchten H2A-Gene

erforderlich.
2. Nur 2 bp upstream der E2F-Bindungsstelle ein Oktanukleotid-Motiv (RT-1).

3. Auf der H2A-zugewandten Seite des bipartiten Promotors befinden sich drei

CCAAT-Boxen im Vergleich zu zwei CCAAT-Boxen in den Gruppe |-Promotoren.

4. Neben dem zentralen Oct-1-Motiv befindet sich eine putative CRE/TRE-Box.

Trappe et al. (1999) untersuchten mit Reportergenassays den Effekt von Mutationen
der oben genannten, zum Teil putativen cis-Elemente auf die Aktivitat zweier
bipartiter Promotoren (ein Gruppe |- und ein Gruppe IlI-Promotor) in transienter
Transfektion. Die Aktivitat der Promotoren wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen
Reportergenen in beiden Richtungen (Richtung H2A und Richtung H2B) ermittelt. Sie
zeigten, dass alle oben genannten Elemente flr die volle Aktivitat der bipartiten
Promotoren beider Gruppen in mindestens einer Richtung nétig waren. Die meisten
Elemente aktivierten die Promotoren sogar in beiden Richtungen, so dass von einer

partiell gemeinsamen Regulation der H2A- und H2B-Gene gesprochen werden kann.

1.3.3 H3-Promotoren

Im humanen Genom existieren 11 H3-Histongene (siehe Abbildung 2k und

fi2). Zu Beginn der Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit waren die Promotoren
und die Expression der H3-Histongene wenig untersucht. Die Promotoren der
humanen H3-Gene weisen kaum erkennbare Sequenzhomologien auf. Der H3/m-
Promotor ist der einzige detaillierter untersuchte humane H3-Promotor: Pauli et al.
(1989) entdeckten im H3/m-Promotor mit Hilfe von DNase I-Sensitivitats-Studien und
DNase I-Footprinting zwei in vivo-Proteinbindungs-Stellen (-229 bis -184 und -148
bis -127 {Bezug: ATG}). Van Wijnen et al. (1991b) identifizierten mit EMSA-Analysen
ein putatives ATF-bindendes Element im H3/m-Promotor an der Stelle -209 bis -185.
Im EMSA-Gelshift wurden mehrere Banden erhalten, die mit der Bindung von
verwandten Dimeren aus der ATF-Familie erklart wurden. Im Bereich -148 bis -121,
der eine CCAAT-Box enthalt (die sogenannte distale CCAAT-Box), beobachteten die
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Autoren die Bindung eines Proteins, welches im EMSA-Experiment eine Bande der

gleichen Laufhohe wie der HINF-B/NF-Y-Komplex des H1.5-Promotors (siehe
aufwies. Zugleich konnte der genannte Bereich den HiNF-B-Komplex

des H1.5-Promotors im EMSA-Experiment kompetieren. Schlieldlich wurde von van

Wijnen et al. (1991b) gezeigt, dass der Promotor-Bereich von -148 bis -76 einen

Komplex ausbildet, der mit dem HiNF-D-Komplex des H4/n-Gens (siehe
in EMSA-Experimenten kreuzkompetiert.

Van den Ent et al. (1994) fluhrten EMSA-Kompetitions-Experimente mit den
Promotoren des H3/m-Gens, des H4/n-Gens und des H1.5-Gens durch.
Promotorfragmente aller drei Promotoren lieferten HiNF-D-ahnliche Shift-Banden, die
sich durch die H4-Site Il des H4/n-Gens kompetieren lielen. In schwacherem Malie
waren auch die H3/m- und H1.5-Promotorfragmente in der Lage, die HiNF-D-

ahnlichen Shift-Banden zu kompetieren.

Tabelle 1: Die elf humanen replikationsabhangigen H3-Histongene

Die Bezeichnungen nach Albig und Doenecke (1997), die chromosomale Lage (HGC= Histongen-
Cluster) und die EMBL Accession Number werden aufgefiihrt. Die Gene H3/a bis H3/m kodieren fir
den Subtyp H3.1, das Gen H3/n fiir den Subtyp H3.2 (siehe Histone und Histongene)

Gen Chromsomale Lage Accession Referenz
Number
H3/a 6p21.3-22 (grolRer HGC) 746261 Albig et al. (1997a)
H3/b 6p21.3-22 (groRer HGC) 280784 Albig et al. (1997a)
H3/c 6p21.3-22 (grofler HGC) X57128 Kardalinou et al. (1993)
H3/d 6p21.3-22 (grofRer HGC) M60746 Albig et al. (1991)
H3/f 6p21.3-22 (kleiner HGC) X83550 Albig et al. (1997b)
H3/h 6p21.3-22 (grolRer HGC) Z80785 Albig et al. (1997a)
H3/i 6p21.3-22 (grofler HGC) Z80786 Albig et al. (1997a)
H3/j 6p21.3-22 (kleiner HGC) 283737 Albig und Doenecke (1997)
H3/k 6p21.3-22 (kleiner HGC) Z83735 Albig und Doenecke (1997)
H3/m 6p21.3-22 (grofRer HGC) X00090 Zhong et al. (1983) ;
(M26150) Marashi et al. (1986)
H3/n 1921 (HGC) XM_059101 NCBI  Annotation  Project 2001;

Teilsequenz in Allen et al. (1991)
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Eine Reihe von Publikationen zu Maus- oder Hamster-H3-Histongenen (Hurt et al.
1989; Hurt et al. 1991; Bowman und Hurt 1995; Bowman et al. 1996) beschreiben
einen aktivierenden Effekt von cis-Elementen innerhalb der kodierenden Sequenz
eines Maus-H3.2-Gens und eines Hamster-H3.2-Gens auf die Expression dieser
Gene. Als putativer dort bindender Transkriptionsfaktor wurde das ubiquitar
exprimierte Protein YY1 identifiziert (Eliassen et al. 1998). In einem Hamster-H3.2-
Promotor wurde eine AP-2 (Wu und Lee 1998) und eine YY1-Bindungsstelle (Wu
und Lee 2001) identifiziert. Der H3.2-Promotor des Hamsters besitzt nur geringe

Ahnlichkeit mit den humanen H3-Promotoren.

Zhao et al. (2000) und Ma et al. (2000) zeigten, dass ein sogenanntes humanes
NPAT-Protein (,Nuclear Protein mapped to the AT-Locus®) von Cyclin E/Cdk2
phosphoryliert wird. Das Protein lokalisiert in sogenannten Cajal-Bodies (CB), die
subnukleare Korperchen sind und das Protein Coilin, das U7-snRNP und weitere
Histon-mRNA-Prozessierungsfaktoren enthalten. Nicht alle Cajal-Bodies enthalten
jedoch NPAT. Die NPAT-enthaltenden Cajal-Bodies assoziieren in der S-Phase mit
den humanen Histongenclustern auf Chromosom 1 und 6 (und mit Chromosom 6
auch auferhalb der S-Phase)(Ma et al. 2000). In Reportergenassays wirkte eine
Koexpression von NPAT stimulierend auf die Histonpromotoraktivitat von H4/e, H4/n,
H2B/r und H3/a (Zhao et al. 2000). Daher vermuten die Autoren, dass NPAT die
Zellzyklusregulation der Histongenexpression fur samtliche Histongenklassen
vermitteln kénnte. NPAT selbst bindet keine DNA und muisste daher Uber
Interaktionspartner bei der Aktivierung der Histongenexpression wirken. Es sind
bisher keine solchen Interaktionspartner identifiziert worden. Shopland et al. (2001)
fanden allerdings, dass die Histongencluster nicht permanent mit Cajal-Bodies
verbunden sind und die Histongenexpression nicht notwendigerweise die

Anwesenheit von Cajal-Bodies bendétigt.

1.3.4 H4-Promotoren

Im menschlichen Genom findet man 13 humane replikationsabhangige H4-Gene
(siehe Abbildung 2§). Von den H4-Promotoren wurde am ausfuhrlichsten der
Promotor des H4/n-Gens untersucht. Neben verschiedenen Bindungsstellen wurden

unterschiedliche Faktoren gefunden, die auf die Aktivitat des H4/n-Promotors
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Einfluss nehmen. Welche der im folgenden genannten Faktoren tatsachlich in vivo

relevant sind und wie sie zusammenwirken, ist noch unklar.

Pauli et al. (1987) fanden im H4/n-Promotor zwei in vivo Protein/DNA-
Interaktionsregionen, die sie ,Site I (-156 bis -113) und ,Site II“ (-97 bis -47 {Bez:
ATG}) nannten. Beide Regionen besitzen Sequenzhomologien in den anderen H4-
Promotoren, dabei ist die Site Il innerhalb der replikationsabhangigen H4-Promotoren
erheblich konservierter als Site | (Hampe 2000). Es wurde beschrieben, dass die
volle Expression des H4/n-Gens zwei weitere Upstream-Bereiche bendtigt (Helms et
al. 1987; Kroeger et al. 1987; van der Houven van Oordt et al. 1992; Guo et al.
1997).

Birnbaum et al. (1995) konnten fur die oben genannte Site | zwei bona fide cis-
Elemente nachweisen: eine G-reiche Subregion, an die eine Bindung des
Transkriptionsfaktors Sp1 vermutet wird, und upstream davon ein ATF-Element,
welches Transkriptionsfaktoren aus der ATF-Familie binden soll. Die Site I-Region ist
fur maximale Promotoraktivitdt notig, da Mutationen des Sp1-Elementes zu einer

zirka sechsfachen Reduktion der Promotoraktivitat fuhrten.

Auch die proximalere Site Il enthalt mehrere cis-Elemente. Nach Ramsey-Ewing et
al. (1994) ist sie fur die Aktivitat der H4-Promotoren entscheidend und zudem fur die
Zellzyklusregulation der H4-Promotoren verantwortlich. Fur die Site-ll wurden drei

bindende Faktoren bzw. Faktorfamilien beschrieben:

1. An die sogenannte M-Box (-88 bis -81, auch ,CCE*“ ,Cell Cycle Element“ genannt)
binden diverse Interferone bzw. Interferonpaare (vor allem IRF-1/IRF-3 bzw.
IRF-1/IRF-7) binden (Xie et al. 2001). Die M-Box ist fur die volle Aktivitdt des
Promotors vonnéten und mit Sequenzvariationen auch in den Promotoren der
anderen H4-Gene vorhanden. Die M-Box und die urprunglich HiNF-M genannten
Interferone sollten als Transkriptionsfaktoren die Zellzyklusregulation des H4/n
Promotors vermitteln (Ramsey-Ewing et al. 1994; Vaughan et al. 1995; Aziz et al.
1998; Vaughan et al. 1998). Aziz et al. (1998) zeigten jedoch, dass H4/n-Promotoren,
bei denen die M-Box mutiert war, nach wie vor korrekt Zellzyklus-reguliert waren,

solange die unten beschriebene P-Box intakt war.

2. An die sogenannte P-Box (-73 bis -68) bindet ein noch nicht naher
charakterisiertes Protein, welches HINF-P bzw. H4TF-2 genannt wird. In

Reportergenanalysen fuhrte eine Mutation der P-Box zu keinem Aktivitatsverlust des
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H4/n-Promotors in Tumorzelllinien. Lediglich in einer IRF-1- und IRF-2-Knockout-

DKO-Zelllinie beobachtete man Aktivitatsverluste.

3. An die sogenannte C-Box (-80 bis -74) und weitere, mit der M- und der P-Box
uberlappende Bereiche bindet der Proteinkomplex HiNF-D (van Wijnen et al. 1989;
van Wijnen et al. 1991c; Aziz et al. 1998). Mit Hilfe von Supershift-Analysen wurde
die Zusammensetzung des HiNF-D-Komplexes bestimmt. Er besteht aus den
Zellzyklusregulatoren Cdc2 (Cdk1), Cyclin A und pRb (p105) (van Wijnen et al.
1994), sowie dem DNA-bindenden Homoéodomanen-Protein CDP/Cut (,CCAAT
Displacement Protein®) (van Wijnen et al. 1996). CDP/Cut ist ein Transkriptionsfaktor,
der vermutlich nur in proliferierenden Zellen exprimiert wird und im Review von
Nepveu (2001) als Repressor von differenzierungs- und entwicklungsspezifischen
Genen beschrieben wurde. Aziz et al. (1998) beschrieben, dass HiNF-D fir eine volle
Aktivitat des H4/n-Promotors in Tumorzelllinien entbehrlich, aber in der IRF-1- und
IRF-2-Knockout-DKO-Zelllinie noétig war. Der Faktor HiNF-D sorgte fir einen
korrekten zeitlichen Ablauf der Zellzyklusregulation der H4-Gene, die jedoch mit
einer zeitlichen Verschiebung auch ohne seinen Einflul3 stattfand (Aziz et al. 1998).
Gupta et al. (2003) berichteten von einer reprimierenden Wirkung von CDP/Cut als

Teil des HiINF-D-Komplexes auf die H4/n-Promotoraktivitat.

Last et al. (1998) beschrieben, dass die ersten 210 bp der H4/n-kodierenden
Sequenz reprimierende Wirkung auf den Thymidin-Kinase-Promotor hatten, wenn sie
upstream desselben fusioniert wurden. Dies konnten sie mit Reportergenassays in
transienter Transfektion in der HelLa-Zelllinie zeigen. Mit EMSA- und Supershift-
Experimenten identifizierten sie den Faktor CDP/Cut (siehe oben), der mit drei

putativen Repressorelementen in diesem Gen interagiert.

Last et al. (1999) fanden im H4/n-Promotor einige putative YY1-Bindungstellen. YY1
ist ein multifunktioneller Transkriptionsfaktor, der ubiquitar in Sauger-Zellen
exprimiert wird und der die Transkription von Genen Uber verschiedene
Mechanismen modulieren kann. In EMSA-Experimenten wurde eine Bindung von
YY1 an die putativen YY1-Elemente beobachtet und in Reportergenassay eine
stimulatorische Wirkung auf den Thymidin-Kinase-Promotor in transienter

Transfektion festgestellt.
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1.4 Zielstellung

Eine der Besonderheiten der replikationsabhangigen Histongene besteht darin, dass
sie in einer Vielzahl von Kopien vorliegen (siehe [i.1}). Im humanem Genom sind 11
replikationsabhangige H3-Gene vorhanden (ohne Pseudogene), die mit einer
Ausnahme (in der eine Aminosaure anders ist) flr ein identisches Protein kodieren.
Diese Besonderheit wirft zahlreiche Fragen auf: Wie werden diese Gene in vivo
exprimiert? Welchen Beitrag liefert jedes einzelne Gen zur H3-Gesamtexpression?
Unterscheidet sich das H3-Expressionsmuster in verschiedenen normalen humanen
Geweben und in verschiedenen humanen Zelllinien? Dient die Vielzahl der
replikationsabhangigen Histongene auch dazu, Zelltyp-spezifische Unterschiede im
Transkriptionsfaktor-Milieu auszugleichen, wie von Heintz (1991), Liu und Gorovsky
(1996) und van der Meijden et al. (1998) vermutet? Wie ist die Expression der
H3-Gene molekular reguliert, mit anderen Worten: wie funktionieren die
H3-Promotoren? Korreliert das H3-Expressionsmuster in einem Zelltypus mit den
dortigen H3-Promotoraktivitaten? Sind die H3-Promotoren in Struktur und Funktion
ahnlich oder sogar identisch? Welches sind die entscheidenden cis-Elemente und
welche  Transkriptionsfaktoren binden daran? Gibt es Parallelen im

H3-Promotoraufbau zu anderen Histongen-Klassen?

Um diese Fragen zu klaren, sollte einerseits die Expression der H3-Gene in Gewebe
und in verschiedenen Zelllinien bestimmt werden. Anhand der H3-Expressionsdaten
sollte zudem herausgefunden werden, welchen Einfluss die chromosomale Lage der

H3-Gene auf ihre Expression ausubt.

Andererseits sollte angesichts der wenigen Arbeiten auf dem Gebiet der
replikationsabhangigen H3-Promotoren deren Struktur und Funktion aufgeklart und
die relevanten cis-Elemente identifiziert werden. Methodisch sollten sich die
Untersuchungen auf Sequenzvergleiche, Reportergenassays und EMSA-Studien
stutzen. Es sollte mit Promotor-Deletionsreihen und Promotor-Mutationsreihen die
funktionale Lange der H3-Promotoren bestimmt, relevante cis-Elemente gefunden

und ihre Bedeutung flr die H3-Promotoraktivitat abgesichert werden.
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2 Material

2.1 Gerate

L1-Labor:
e Tischzentrifuge Sigma 1-15 (Sigma Laborzentrifugen, Osterode)
e Blockthermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg)
e PCR-Gerat Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer /Applied Biosystems, Weiterstadt)
e Spectrophotometer Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
e Speed-Vac SC 100 (Savant, Holbrook, NY, USA) mit Kuhlfalle
e Vakuumpumpe Typ RD 4 (Vacuubrand, Wertheim)
e Gefriertrockner Beta (Martin Christ GmbH, Osterode)

L2-Labor:
e Brutschrank Typ B5050 (Heraeus, Hanau)

e Kulturschiittler Incubator Shaker Model G 25 (New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, New
Jersey, USA)

Zellkultur:
e Brutschrank Model CO24 (New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, New Jersey, USA)
e Brutschrank Cytoperm 2 (Heraeus, Hanau)

Elektronisches Zellzéhlgerat CASY 1 TT (Scharfe Systems, Reutlingen)

Sterilbank Herasafe Typ 18/2 (Heraeus, Hanau)
Mikroskop Olympus CK40 — F200 (Olympus, Japan)

Zentrifugen:
e Varifuge 3.0R (Heraeus, Hanau)
e Sorvall RC 5B Plus (Kendro, Hanau)

Isotopenlabor:
e Geigerzahler LB122 (Berthold, Bad Wildbad)
e Szintillationszahler PW 4700 (Philips, Hamburg)
e Phosphorimager (Molecular Dynamics, Krefeld)
¢ Phosphorlmager FLA-3000 (Fujifilm, Japan)
e BAS Cassette 2340 (Fujifilm, Japan)
e Geltrockner Drystar L-B (H. Holzel GmbH, Wérth)
¢ Kihlfalle RVT 100 (Savant, Holbrook, NY, USA)
e Vakuumpumpe Typ RZ 5 (Vacuubrand, Wertheim)
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¢ Kihlzentrifuge EBA 12 R (Hettich, Tuttlingen)

o Tischzentrifuge Centrifuge 54145 (Eppendorf, Hamburg)
e Blockthermostat BT 100 (Kleinfeld Labortechnik)

e Blockthermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg)

UV-Labor:
e UV-Schirm 366nm (Konrad Benda, Wiesloch)
e UV-Schirm Transilluminator Modell TM40 (UVP, San Gabriel, CA, USA)

e Gel-Dokumentationssystem E.A.S.Y (Herolab , Wiesloch) mit Video Copy Processor
(Mitsubishi)

Service-Labor:
e Luminometer AutoLumat LB 953 (Berthold, Bad Wildbad)
o Sequenziergerat DNA-Sequencer Model 373 (Applied Biosystems, Weiterstadt)

e Sequenziergerat 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems (Weiterstadt) und Hitachi
(Japan))

2.2 Chemikalien und Reagenzien

e Von Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, GB): 5'[a32P]—UTP (wassrige Losung,
spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml), 5'[y32P]—ATP (wassrige Lésung, spezifische
Aktivitat 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)

¢ Von AppliChem (Darmstadt): Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton
e Von Biochrom (Berlin): DMEM, FCS, HAM'S F12, MC COY'’S 5A, MEM, RPMI 1640

e Von Merck (Darmstadt): Ammoniumacetat, Calciumchlorid, Ethanol, Formaldehyd,
Isopropanol, NaOH, Salzsaure, Triton X-100

¢ Von Peglab Biotechnologie (Erlangen): peq Gold Agarose
e Von Ratiopharm (Ulm): Ampicillin (Binotal®)
¢ Von Roche Diagnostics (Mannheim): dATP, dCTP, dGTP, dTTP

e Von Roth (Karlsruhe): 30% (w/v) Acrylamid - 0,8% (w/v) Bisacrylamid- Lésung, Essigsaure,
Natriumacetat, Natriumchlorid, Tris

e Von Serva (Heidelberg): Ammoniumpersulfat, -Mercaptoethanol, EDTA, Glycerin, Maltose,
TEMED

¢ Von Sigma (Miinchen): DEPC, Ethidiumbromid, Harnstoff, MOPS

2.3 Reagenziensatze (,,Kits“)

e Plasmidpréaparation: Qiagen Plasmid Mini, Midi Kit (Qiagen, Hilden); E.Z.N.A.® Plasmid
Miniprep Kit Il (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)

e Endotoxinfreie Plasmidpraparation: GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit (Sigma,
Saint Louis, USA); EndoFree Maxi-Plasmid-DNA-Isolierungs-Kit (Qiagen, Hilden)

o Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen: QIAEX® Il Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden); MinElute'" Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
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e Aufreinigung von PCR-Anséatzen: QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden); E.Z.N.A.®
Cycle-Pure Kit (Peglab Biotechnologie, Erlangen)

e DNA Sequenzierung: ABI PRISM™ Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction-
Kit mit Ampli Tag® DNA-Polymerase FS (Applied Biosystems, Weiterstadt)

e Isolierung von Gesamt-RNA: RNeasy® Midi Kit (Qiagen, Hilden)
e Isolierung von chromosomaler DNA: Blood & Cell Culture DNA Midi Kit (Qiagen, Hilden)

e In-vitro-Transkription: MAXIscript™: In-vitro-Transkriptions-Kit (Ambion, Austin, USA)
e RNase-Protektion: RPA 1I™: Ribonuclease-Protection-Assay-Kit (Ambion, Austin, USA)

e Mutagenese von Plasmiden: GeneEditor™ in vitro Site-Directed Mutagenesis System
(Promega, Madison, USA)

o Transfektion von humanen Zellen: Effectene™ Transfection Kit (Qiagen, Hilden)

e Reportergen-Bestimmung: Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega, Madison,
USA)

¢ Aufreinigung von Oligonukleotiden: Nucleotide Removal Kit (Qiagen, Hilden)

e Bandshift-Experimente: Gel Shift Assay Systems (Promega, Madison, USA)

2.4 Enzyme

2.4.1 Restriktionsendonukleasen

¢ Von Roche Diagnostics (Mannheim): Bcl |
¢ Von Gibco BRL (Eggenstein): Bg! |
e Von MBI Fermentas (Vilnius, Litauen): Eco RI, Hind lll, Mlu |, Mun 1, Sal |, Xho |

e Von New England Biolabs (Schwalbach): Afl lll, Apo |, Ava |, Bam HI, Bst Ell, Dra |, Eco RV,
Kpn I, Nco |, Not |, Sau3A |, Sma |, Spe |, Stu |

e Von Takara (Otsu, Shija, Japan): Bg! ll, Eae |, Hinc ll, Pst I, Sac |, Xho |

2.4.2 DNA-modifizierende Enzyme

e Alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm (CIP), EC 3.1.3.1 (Roche Diagnostics, Mannheim)

e Pwo DNA-Polymerase aus Pyrococcus woesei (fir PCR), EC 2.7.7.7 (Roche Diagnostics,
Mannheim)

e T4 DNA-Ligase, EC 6.5.1.1 (Roche Diagnostics, Mannheim bzw. MBI Fermentas, Vilnius,
Litauen)

e T4 Polynukleotid-Kinase, EC 2.7.1.78 (New England Biolabs, Schwalbach)

2.5 Losungen

e Ampicillin StammIdsung, steril: 100 mg/ml Ampicillin in bidest H,O
e TBE-Puffer (10x): 0,9 M Tris-Base, pH 8,3; 0,9 M Borsaure; 0,025 M EDTA, autoklaviert
o TE-Puffer (10x): 100 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA, pH 8,0, autoklaviert
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2.6

10% APS-Lésung: 10 % Ammoniumpersulfat in bidest H,O, Aufbewahrung bei -20°C

Calciumchlorid-Lésung: 50 mM CacCl, in bidest H,O, autoklaviert

Ethidiumbromid-Stammldésung: 10 mg/ml Ethidiumbromid in bidest H,O
MOPS-Puffer (10x): 200 mM MOPS, pH 7,0; 30 mM Na-Acetat; 10 mM EDTA, autoklaviert
Natriumacetat: 3 M Na-Acetat, mit Essigsaure auf pH 4,8 eingestellt, sterilfiltriert

Phosphate Buffered Saline (1x PBS): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPOy; 1,47 mM
KH,PQOy4, pH 7,4, autoklaviert

10x Reaktionspuffer fir Alkalische Phosphatase (Roche Diagnostics): 0,5 M Tris-HCI, pH 8,5;
1 mM EDTA

10x Reaktionspuffer fiir T4 DNA Ligase (Roche Diagnostics): 50 mM Tris-HCI, pH 7,8; 10 mM
MgCl,; 20 mM DTT; 1 mM ATP

1x _Reaktionspuffer fir T4 Polynukleotid Kinase (New England Biolabs, Schwalbach): 70 mM
Tris-HCI, pH 7,6; 10 mM MgCl, ; 5 mM Dithiothreitol

10x Reaktionspuffer mit MgSO, fiir Pwo DNA-Polymerase (Roche Diagnostics): 100 mM Tris-
HCI, pH 8,9; 250 mM KCI; 50 mM (NH,;).SO,; 20 mM MgSO,

10x Reaktionspuffer fiir Restriktionsendonucleasen
o Puffer L (,Low Salt*): 100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgCl,; 10 mM DTT

e Puffer M (,Medium Salt*): 100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgCl,; 10 mM DTT;
500 mM NaCl

e Puffer H (,High Salt‘): 500 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM MgCl,; 10 mM DTT;
1000 mM NaCl

e Puffer T (,Acetat’): 330 mM Tris-Acetat, pH 7,9; 100 mM Mg-Acetat; 5 mM DTT;
660 mM K-Acetat (BSA-frei)

Trypsin-EDTA (1x): 0,05 % (w/v) Trypsin; 0,53 mM EDTA in 1x PBS

Oligonukleotide

OHK1-21: von Interactiva (UIm).

OHK22-68, OHK93 und OHK112-115: von MWG-Biotech (Ebersberg).
OHK69-92, OHK94-111 und OHK116-118: von Metabion (Martinsried).
OHK119-158: von Biospring (Frankfurt).

Sequenzen der Oligonukleotide und Beschreibung: siehe Anhang B.1]erwendete Oligonukieotidel s

2.7

Vektoren

Von Promega (Madison, USA): pGL3-Basic, pGL3-promoter, pRL-CMV (siehe |JAbbildung 4}p+)
Von Stratagene (La Jolla, USA): pBluescript Il KS (+) (siehe Abbildung 5}+)
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Abbildung 4: pGL3-Basic und pGL3-Promoter-Vektoren.

luc+: Firefly Luciferase kodierende Sequenz. Ampr: Ampicillin-Resistenz Gen. Die Lage der Multiple
Cloning Sites (MCS), die zur Einklonierung von Promotoren bzw. Enhancern verwendet werden
kénnen, wird gezeigt. Des weiteren wird die Lage des synthetischen Poly(A)-Signals und des SV40-
Poly(A)-Signals angezeigt. Im Falle des pGL3-Promoter-Vektors wird zusatzlich die Lage des SV40-
Promotors angezeigt. Die Abbildungen stammen aus dem Katalog von Promega (Madison, USA).
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Abbildung 5: pBluescript Il KS +/-.

MCS = Multiple Cloning Site. Die Restriktionsschnittstellen und die Lage der T7- und T3-Polymerase
Startsequenzen sind rechts angegeben. Ampicillin = Ampicillin-Resistenz Gen. ColE1 ori = Origin flr
die Replikation in E. coli. Die Abbildung stammt aus dem Katalog von Stratagene (La Jolla, USA).
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2.8 Mikroorganismen

e Escherichia coli K12 Stamm DH50¢. (deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(r my’), recAl, relA1,
supE44, thi-1, A(lacZYA-argFV169),6805lacZAM15, F’, 1) (Clontech, Palo Alto, USA)

e Escherichia coli JM109 (endA1, recA1, gyrA96, hsdR17(r,-, my+), relA1, supE44, A", A(lac-
proAB), [F’, traD36, proAB, lacl"ZAM15] ) (Promega, Madison, USA)

e Escherichia coli BMH 71-18 mutS (thi, supE, A(lac-proAB), [mutS:Tn10] [F’, proAB,
lacl®ZAM15]) (Promega, Madison, USA)

2.9 Zelllinien

e HL-60, Sa0S-2 und Tera-2 (CLS, Heidelberg)
e Capan-1, HelLa, HelLa-S3, Hep-G2 und HEK-293 (DSMZ, Braunschweig)
e [IMR-90 (ECACC, Salisbury, GB)

2.10 Fotomaterialien

e Cronex Rontgenfilm (Dupont, Bad Homburg)

e Entwicklerldsung (Kodak, Rochester, USA)

e Fixiererlosung (Kodak, Rochester, USA)

o Filterpapier Dick 2668 (Schleicher & Schiill, Dassel)

e Filterpapier Dinn 2589 A (Schleicher & Schill, Dassel)

2.11 Humane RNA aus Gewebe

e Humane Gesamt-RNA aus fotaler Leber (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande)
e Humane Gesamt-RNA aus fétaler Lunge (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande)
¢ Humane Gesamt-RNA aus fotaler Blase (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande)

¢ Humane Gesamt-RNA aus adulter Leber (Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande)
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3 Methoden

3.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.1.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Massen-Konzentration einer DNA-L&sung wurde durch die Bestimmung der Extinktion bei 260 nm
ermittelt. Eine Extinktion von 1 entspricht dabei einer Massen-Konzentration von 50 ng/ul. Das
Verhaltnis der Extinktion bei 260 nm und 280 nm ist dabei ein MaR fir die Reinheit der DNA-L&sung.
Fir eine reine DNA-L6sung betragt das Verhaltnis 1,8 bis 2,0.

3.1.2 Ausfallen von DNA

Das Ausfallen von DNA erfolgte nach Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat-Puffer (siehe 2.5) und
2,5 Volumen absolutem Ethanol. Anschliefend wurde 1 h bei =80 °C inkubiert und der Ansatz 30 min
bei mindestens 15000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen,
und das Pellet wurde mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand wieder vorsichtig abgezogen wurde, wurde das Pellet 3-5 min in der Speed-Vac

getrocknet.

3.1.3 Losen von ausgefillter, getrockneter DNA

Das Lésen von ausgefallter, getrockneter DNA in 1x TE-Puffer erfolgte bei 55 °C im Wasserbad fur

1 h unter gelegentlichem ,Schnippen®.

3.1.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Das Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte mit folgendem 50 uyl Reaktionsansatz:

e bis zu 5 pg zu schneidende DNA

e 5l 10x Puffer, passend zum Enzym
e ggf. 5yl 10x BSA-LAsung (1 mg/ml)
e 2yl Enzym-Lésung (4-10 U/pl)

e mit sterilem bidest H,O auf 50 ul aufflillen
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Die Inkubation erfolgte fir 2-4 h bei der nach Herstellerangaben erforderlichen Temperatur, in der
Regel bei 37 °C. Die Reaktionsansatze wurden anschlieBend mit der Agarose-Gelelektrophorese

(siehe 3.1.5). oder mit einem der in 2.1.3 genannten PCR-Aufreinigungskits aufgereinigt.

Analytische Ansatze wurden mit folgendem 20 ul Reaktionsansatz geschnitten:

e 2-4 ul Plasmid-Ldsung (ca. 2 ug DNA)
2 ul 10 x Puffer

ggf. 2 pyl 10x BSA-Losung (1 mg/ml)
0,8 yl Enzym-Lsg (4-10 U/ul)

mit sterilem bidest H,O aufflllen auf 20 pl

Die Inkubation des analytischen Reaktionsansatzes erfolgte fur 1-2 h bei der nach Herstellerangaben

erforderlichen Temperatur, in der Regel bei 37°C.

3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit 0,6 — 2,0 prozentigen Agarosegelen bei 3,5 - 4,5 V/ cm in
1x TBE Laufpuffer durchgefihrt. Die Proben wurden in 1x DNA Probenpuffer aufgetragen. Die
Anfarbung der Gele erfolgte 20 — 30 Minuten lang in einem Ethidiumbromid-Bad (Konzentration:
2,5 yg/ml Ethidiumbromid). Im Falle von praparativen DNA-Gelen wurden die gewlinschten Banden,
die auf einem UV-Schirm bei schwacher UV-Bestrahlung (366 nm) sichtbar wurden, aus dem Gel
ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Banden wurden anschlieffend mit einem der in 2.1.3 genannten
Aufreinigungs-Kits nach Herstellerangaben aufgearbeitet. Analytische Gele wurden unter

kurzwelligerem UV-Licht fotografiert und dokumentiert (Gerat siehe 2.1.1).

Agarose-Gel: 0,6 % - 2,0 % (w/v) Agarose in 1 x TBE

DNA Probenpuffer (6x): 15 % (w/v) Ficoll 400; 0,25% (w/v) Bromphenolblau oder Xylol-Cyanol

3.1.6 Dephosphorylierung von DNA 5’-Enden

Die Dephosphorylierung von DNA 5-Enden erfolgte mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm
(alkaline Phosphatase from calf intestine (CIP), EC 3.1.3.1, Roche Diagnostics GmbH).

Folgender 140 pl Reaktionsansatz wurde gewahlt:

e 5 pugDNA

e 14 yl 10x Dephosphorylierungspuffer (0,5 M Tris-HCI, pH 8,5; 1 mM EDTA)

e 56 plCIP (1 U/ pl) (1U = Hydrolyse von 1 pmol 4-Nitrophenyl-Phosphat/ min)
e mit bidest H,O auf 140 pl auffillen

Die Reaktionsanséatze wurden 4h bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit dem E.Z.N.A.® Cycle-Pure
Kit (Peqlab) Gber DNA-bindende Saulen aufgereinigt.
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3.1.7 5-Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Die Oligonukleotide wurden mit T4-Polynukleotid-Kinase (NEB, 10 U/ ul) 5°-phosphoryliert. Folgender

Reaktionsansatz wurde dabei gewahlt:

¢ 100 pmol Oligonukleotid

e 2,5l 10x Kinasepuffer (70 mM Tris-HCI, pH 7,6; 10 mM MgCl,; 5 mM DTT)
e 5 U T4-Polynukleotid-Kinase

e 25ul10 mM ATP

mit bidest H,O auf 25 pl auffiillen

Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und dann 10 min bei 70 °C um die Kinase zu
inaktivieren. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz bis zur Verwendung der phosphorylierten
Oligonukleotide bei —20 °C aufbewahrt. Zu beachten war, dass die Oligonukleotide nicht mit dem

Gegenion Ammonium verbunden sein durften, da dieses die Kinasierung inhibiert.

3.1.8 Ligation

Die Ligation wurde Uber Nacht bei 16 °C im Wasserbad mit T4 DNA Ligase in 1x T4 DNA-Ligasepuffer
durchgefiihrt. Bei Ligationen, die richtungsspezifisch durchgefiihrt wurden, wurden 50-150 fmol
Vektoren und doppelt so viele Inserts eingesetzt. Bei Ligationen ohne Richtungsspezifikation wurden
50-150 fmol Vektoren und halb so viele Inserts eingesetzt, um multiple Insertionen in die Vektoren zu

vermeiden.

10x T4 DNA-Ligasepuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 7,8; 10 mM MgCl,; 20 mM DTT; 1 mM ATP

3.2 Bakterienkultur

Die in 2.9 genannten Bakterienstdmme wurden entweder als Flussigkulturen oder als Kolonien auf
Agarplatten angezogen. Flussigkulturen wurden in LB-Medium, ggf. mit Antibiotika-Zusatz, Uber Nacht
bei 37 °C und 250 — 280 U/min angezogen. Kolonien auf Agarplatten wurden auf LB-Agar (ggf. mit
Antibiotika-Zusatz) Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

LB-Medium: 10 g/l Typton; 5 g /l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; 2 g/l Maltose

LB-Agar: LB-Medium mit 15 g/l Bacto-Agar

3.2.1 Lagerung von Bakterienkulturen und Herstellung von ,,Stocks*

Bakterienkulturen wurden ca. 2 Wochen bei 4 °C auf LB-Agarplatten gelagert oder als ,Stock®
unbegrenzt in LB-Medium mit 20% (v/v) Glycerin bei —80 °C tiefgefroren. Dazu wurden 500 pl einer

Ubernachtkultur mit 1 ml sterilem 60% (v/v) Glycerin versetzt und tiefgefroren.
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3.2.2 Schnelle Praparation von Plasmiden aus Mini-Kulturen

3,5 ml LB-Medium wurden mit einer Bakterienkolonie angeimpft. Dies erfolgte entweder mit einer
Kolonie von einer Agarplatte oder mit 5-10 pl einer Stock-Ldsung. Die Kultur wurde Uber Nacht bei
37 °C und 280-300 U/ min im Schuttelinkubator inkubiert. 2 ml der UN-Kultur wurden in einem 2 ml
Reagiergefal bei 1000 g 3 min lang zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Bakterienpellet
wurde in 300 pl P1-Puffer resuspendiert. Dann wurde 300 ul P2-Puffer zugegeben, das Cup dreimal
invertiert und 5 min bei RT inkubiert. Anschlief’end wurde 300 ul eiskalter P3-Puffer zugegeben, das

Cup zweimal invertiert und 10 min auf Eis inkubiert.

Das nach Zugabe von P3-Puffer enstandene weill-flockige Prazipitat wurde 15 min bei mindestens
15000 g in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der klare Uberstand (ca. 800ul), der durch Unterstechen
einer sich oben befindenden Haut mit einer Pipette gewonnen werden konnte, wurde mit 0,7 Volumen
Isopropanol versetzt und mindestens 30 min bei 15 000g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das DNA-Pellet mit 70 % eiskaltem Ethanol gewaschen und erneut 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet 5 min in der Speed-Vac getrocknet. AnschlieRend
wurde das Pellet mit 70 yl TE-Puffer versetzt und 1 h bei 55 °C unter gelegentlichem ,Schnippen”

gelost.

Pufferzusammensetzung nach Qiagen Plasmid Purification Handbook 11/ 98:

P1-Puffer: (Aufbewahrung bei 4 °C nach RNase A Zugabe): 50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA,;
100 pyg/ ml RNase A

P2-Puffer: 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS

P3-Puffer: 3,0 M Kalium-Acetat pH 5,5

3.2.3 Hochqualitative Mini- und Midi-Plasmidpraparation

Fir eine Mini-Plasmidpraparation wurden 3,5 ml und fiir eine Midi-Praparation 50 ml LB-Medium mit
Bakterien angeimpft und Uber Nacht im Schuttelinkubator bei 37 °C und 280 U/min inkubiert.
Anschliel3end wurden die Bakterien bei 1000 g fir 3 min pelletiert und der Kulturiiberstand dekantiert.
Die Aufarbeitung der Bakterien und die Isolierung der Plamid-DNA erfolgte mit einem der beiden in 2.3
genannten Kits fur Plasmidpraparationen (Qiagen Plasmid Mini, Midi Kit bzw. E.Z.N.A.® Plasmid
Miniprep Kit 1) nach Herstellerangaben. Ublicherweise wurden in einer Mini-Plasmidpraparation

10-25 pg Plasmid-DNA und in einer Midi-Plasmidpraparation 40 pg gereinigte Plasmid-DNA erhalten.

3.2.4 Endotoxinfreie Plasmidpraparation

Die endotoxinfreie Plasmidpraparation wurde jeweils mit einem der beiden in 2.3 genannten Kits
durchgefiihrt (GenEluteTM Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit bzw. EndoFree Maxi-Plasmid-DNA-

Isolierungs-Kit). Zunachst wurden 2-3 ml einer Bakterienvorkultur angeimpft und ca. 8 h bei 37°C und
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280 U/min im Schuttelinkubator bis zur sichtbaren Tribung angezogen. Anschliefend wurden 25 ml
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin in Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit 125 pl der Vorkultur
(1:200) angeimpft und 17 h im Schittelinkubator bei 37 °C und 230 U/min inkubiert. Die Kultur wurde
dann auf Eis abgekuhlt und in einem 50 ml Falcon-Réhrchen bei 4 °C und 4000 U/min in der Varifuge
3.0R zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert und das Bakterienpellet nach Herstellerangaben
weiterverarbeitet. Fir das GenEluteTM Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit wurde die Bakterienkultur
in einem 15 ml Falcon-Réhrchen zentrifugiert und nach dem ersten Abdekantieren des Uberstandes
erneut beflllt und zentrifugiert. Es wurden Ublicherweise 200 — 400 ug endotoxinfreie Plasmid-DNA

erhalten, aliquotiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

3.2.5 Praparation von Transformations-kompetenten Bakterien

100 ml LB-Medium wurden mit 2 ml einer LB-Ubernachtkultur von E. coli DH5a angeimpft (Verhaltnis
1:50). Diese Kultur wurde dann ca. 2-2,5 h bei 37 °C im Schittelinkubator wachsen gelassen bis ihre
ODggo einen Wert von 0,6 bis 0,9 erreichte. Dann wurde die Kultur 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlief3end wurde die Losung in zwei 50 ml Falconréhrchen tberfiihrt und bei 4 °C mit 4000 U/min
10 min lang in einer Heraeus Varifuge 3.0R zentrifugiert. Jedes Pellet wurde in 25 ml eiskaltem 50 mM
CaCl, resuspendiert. Die Suspension wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und erneut bei 4 °C,
4000 U/min 10 Minuten zentrifugiert. Beide Pellets wurden gut vom Uberstand befreit und zusammen
in insgesamt 5 ml 50 mM CaCl, resuspendiert. Die Suspension wurde anschlielfend mindestens 2-3 h
auf Eis inkubiert. Dann wurde 1 ml reines Glycerin zugegeben, gemischt und die Suspension in 100 pl
Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Aliquots wurden anschlieend bis zur Verwendung bei
—80 °C gelagert.

3.2.6 Transformation von kompetenten Bakterien

70-100 pl Transformations-kompetenter Bakterien wurden zu den Ligationsansatzen (20 pl) in einem
1,5 ml Eppendorf-Gefald gegeben. Im Falle einer Retransformation wurden 50 ng Plasmid in Lésung
zu den 70-100 pl Transformations-kompetenten Bakterien gegeben. Der Transformationsansatz
wurde anschlieRend vorsichtig gemischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde die Lésung
in einem Wasserbad exakt zwei Minuten inkubiert und anschlieRend sofort fiir finf Minuten auf Eis
inkubiert. Dann wurden 1 ml LB-Medium zugegeben und die Eppendorf-Gefalte 75-90 Minuten bei
37 °C und 260 U/min geschittelt. AnschlieRend wurden die Eppendorf-Gefalke 3 Minuten bei 1000 g
in einer Tischzentrifuge (Sigma 1-15) zentrifugiert und der Uberstand wurde bis auf 150 l
abgenommen. Das Pellet wurde wieder resupendiert und die komplette Suspension wurde auf LB-
Platten (mit 50-100 ug/ml Ampecillin) ausplattiert. Die Inkubation erfolgte tUber Nacht in einem 37 °C-

Brutschrank.
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3.3 Amplifikation von DNA mit der PCR-Reaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung von DNA wurde mit Pwo DNA-Polymerase
(EC 2.7.7.7) (Roche Diagnostics GmbH) aus Pyrococcus woesei durchgefuhrt. Folgende

Reaktionsbedingungen wurden gewahlt:

e 10 mM Tris-HCI pH 8,85 (20 °C)

e 25 mM KCI

e  5mM (NH,),SO,

e 2mM Mg,SO,

e 200 uM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

e 350 nM Upstream und Downstream-Primer (26 pmol bei einem 75 pl Ansatz)

e 40 ng/50 pyl Cosmid-DNA oder 7 ng/ 50 pl Plasmid-DNA oder 40-400 ng/ 50 yl humane
chromosomale DNA

Die PCR-Reaktion wurde mit einem GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) Gerat durchgefuhrt.
Wurden bei der PCR Primer verwendet, die an ihrem 5-Ende zu dem Templat nicht komplementare
Basen enthielten (zum Zwecke der Einflihrung einer Schnittstelle), so wurde folgendes Programm
verwendet (die Hybridisierungstemperaturen 11.2, 111.2 und IV.2 und die Elongationszeiten 11.3, 111.3 und
IV.3 wurden je nach Experiment variiert):
)] 1.94 °C 2 min
I1) 5 Zyklen: 1.94 °C 15s

2.52°C30s

3.72°C1min30s
Il1) 10 Zyklen: 1.94 °C 15s

2.61°C 30 s (sinkt um 0,4 °C pro Zyklus)

3.72°C1min30s
IV) 17 Zyklen: 1.94 °C C 15s

2.57,4 °C 30 s (sinkt um 0,4 °C pro Zyklus)

3.72°C 1 min 30 s (steigt um 10 s pro Zyklus)
V) 1.72°C 5 min

2. 4 °C bis zur Entnahme
Erfolgte eine Amplifikation von DNA aus einer Plasmid-Quelle oder aus humaner chromosomaler DNA
mit vollstdndig komplementaren Primern, so wurde folgendes Rahmen-Programm verwendet (die

Hybridisierungs-Temperaturen 1.2 und 11l.2 und die Elongationszeiten I1.3 und 1ll.3 wurden je nach

Experiment variiert):
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1) 1.94 °C 4 min

I1) 12 Zyklen: 1.94 °C 15s
2.58 °C 30 s (sinkt um 0,4 °C pro Zyklus)
3.72°C 45s

) 24 Zyklen: 1.94 °C C 15s
2.53,2 °C 30 s (sinkt um 0,2 °C pro Zyklus)
3. 72 °C 45s (steigt um 5 s pro Zyklus)

V) 1.72°C 7 min

2. 4 °C bis zur Entnahme

Wurde als Quelle humane chromosomale DNA verwendet, wurden — um unspezifische Effekte zu
minimieren - die Primer erst zugegeben, nachdem der Ansatz bereits 2 min bei 94 °C denaturiert
worden war. Die Aufarbeitung der PCR-Reaktionen erfolgte mit einem der in 2.3 genannten Kits nach

Herstellerangaben Gber DNA-bindende Mini-Saulen.

3.4 Mutagenese

Die Mutagenese von Plasmiden wurde mit dem GeneEditor™ in vitro Site-Directed Mutagenesis
System von Promega (Madison, USA) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Hierbei wurde zunachst
die Template-Plasmid-DNA alkalisch denaturiert und anschlieBend mit zwei phosphorylierten
mutagenisierenden Primern hybridisiert: Der eine Primer war Teil des Kits und modifizierte das
Ampicillin-Resistenzgen Amp', so dass eine verbesserte Resistenz gegen einen nicht naher
spezifizierten Antibiotika-Mix des Kits eingefuhrt wurde. Der andere, selbstentworfene Primer
mutagenisierte dann die jeweils zu mutierende Stelle im Plasmid, indem er nicht-komplementare,
fehlende oder zusatzliche Basen enthielt. Die Phosphorylierung des selbstentworfenen Primers
erfolgte mit T4 Polynukleotid-Kinase und ATP wie unter 3.1.7,5 beschrieben. Die Hybridisierung der
beiden phosphorylierten Primer mit der denaturierten Template-DNA erfolgte im PCR-Gerat nach
folgendem Programm: 1) 75 °C 3,5 min Il) 25 Zyklen 75 °C 1,5 min (-1,5 °C pro Zyklus) Ill) 37 °C bis
zur Entnahme. Dann erfolgte eine Komplettsynthese des Gegenstranges ausgehend von den beiden
mutagenen Primern und die Ligation der resultierenden DNA-Strédnge unter Verwendung des Kits
nach Herstellerangaben. Anschlieend wurden die Hybrid-Plasmide in kompetente E. coli BMH 71-18
mutS transformiert und Gber Nacht in einer LB-Flissigkultur mit dem speziellen Antibiotika-Mix des
Kits angezogen. Danach wurde eine hochqualitative Mini-Plasmidpraparation und eine erneute
Transformation der resultierenden Plasmid-DNA in hochkompetente E. coli JM109 Zellen
durchgefihrt. Diese wurden auf einer LB-Agarplatte mit 100 ug/ml Ampicillin und dem Antibiotika-Mix
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Plamide der resultierenden Klone wurden in
schnellen oder qualtitativen Mini-Plasmidpraparationen isoliert und mit Hilfe von Restriktionsverdau

und DNA-Sequenzierung Uberpruft.
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3.5 Zellkultur

HL-60, Hep-G2, Capan-1 und Sa0S-2 Zellen wurden in RPMI Medium, HelLa-S3 Zellen in Ham” s F12
Medium, HEK-293 Zellen in Dulbecco’s MEM-Medium, Tera-2 Zellen in McCoy’s 5a-Medium und
IMR-90 Zellen in MEM-Medium jeweils mit 10% FCS bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

3.5.1 RNA-Isolierung aus humanen Zelllinien

Ungefahr 50 Millionen Zellen wurden von jeder Zelllinie geerntet. Die RNA-Praparation wurde mit dem
RNeasy Midi Kit von Qiagen nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Ausbeute betrug je nach
Zelllinie zwischen 170 pg und 450 ng RNA.

3.6 RNA-Gelelektrophorese

Um die Qualitat von RNA zu Uberprufen, wurde ein denaturierendes Formaldydgel durchgefuhrt. Zur
Herstellung des hierzu verwendeten MOPS-Gels wurden zunachst 200 mg Agarose in 16 ml bidest
H,O aufgekocht und auf 55 °C temperiert. Anschliefend wurden 2 ml 10x MOPS-Puffer und 2 ml 37 %
(v/v) Formaldehyd zugegeben und das Gel gegossen. Als Laufpuffer wurde MOPS-Puffer verwendet.
3 pg RNA wurden mit 1 yl 10x MOPS-Puffer und 2 pl 37 % (v/v) Formaldehyd versetzt. AnschlieRend
wurden die Proben 15 min bei 65 °C denaturiert. Dann wurden die Proben mit 3 ul RNA-Auftragspuffer
und 2 pl 1 mg/ml Ethidiumbromid-Lésung versetzt, gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Die
Gelelektrophorese wurde bei 20 mA durchgefiihrt und die RNA auf dem UV-Schirm sichtbar gemacht,

und mit dem in 2.1 genannten Geldokumentationssystem dokumentiert.

MOPS-Gel (RNA): 1,0 % (w/v) Agarose; 1x MOPS-Puffer; 3,7 % (v/v) Formaldehyd

RNA-Auftragspuffer: 1 mM EDTA,; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; 50 % (v/v) Glycerin

3.7 RNase-Protektionsanalyse

Die Bestimmung der RNA-Konzentrationen der 11 replikationsabhangigen H3 Histongene erfolgte mit
RNase-Protektions-Experimenten. Zunachst wurden mit Hilfe der In-vitro-Transkription zur endogenen
mRNA komplementare und radioaktiv markierte Antisense-RNA-Sonden hergestellt. AnschlieRend
erfolgte eine Hybridisierung der Antisense-RNA mit der zu untersuchenden RNA und eine RNase-
Verdauung, bei der die nicht hybridisierte Einzelstrang RNA abgebaut wurde. Die RNA konnte
gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe eines Phosphorlmager-Systems sichtbar gemacht und

quantifiziert werden.

Fir die In-vitro-Transkription wurden linearisierte DNA-Strange bendtigt, die die entsprechenden DNA-
Abschnitte downstream von T3- oder T7-Polymerase Startsequenzen enthielten. Es wurden also

zundchst die bendtigten DNA-Fragmente in die MCS des pBluescript Il KS (+) einkloniert, welche zu
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beiden Seiten von einer T3- bzw. T7-Polymerase-Startsequenz flankiert ist. AnschlieRend wurden die
Plasmide durch geeignete Restriktionsverdauung linearisiert und mit dem QIAquick-PCR-Purification-
Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die Qualitdt und Quantitat der linearisierten DNA wurde auf einem
analytischen Gel Uberprift. Die [In-vitro-Transkription wurde mit dem MAXIscript™: In-vitro-
Transkriptions-Kit (Ambion, Austin, USA) nach Herstellerangaben durchgefiuhrt. Zunachst wurde fir
alle im Experiment zu praparierenden Antisense-RNA-Sonden ein Mastermix aus Puffer und
Nukleotiden hergestellt (siehe unten) und aliquotiert. Anschlielend wurden 2 ul Plasmid-Lésung
(ca. 800 ng DNA), 5 ul [a-**P]-UTP (wassrige Losung, spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)
und 2 ul Polymerase (10U/ ul) (T3 oder T7) zugesetzt, gemischt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Parallel
zu den Histon-H3-Sonden wurde immer eine B-Actin-Sonde prapariert, die als interner Standard
eingesetzt wurde. Die Praparation der B-Actin-Sonde erfolgte analog zur Herstellung der Histon-
H3-Sonden, allerdings wurde die Sonde schwacher markiert, um die Gele besser auswertbar zu
machen. Es wurden zum Aliquot des Mastermixes 2 pl linearisierte pTRI-B-Actin DNA (ca. 1 ug), 3 ul
50 uM UTP (nicht markiert), 1 pl [0**P]-UTP (wassrige Losung, spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol;
10 mCi/ml), 1 ul bidest H,O und 2 pl T3-Polymerase zugesetzt und ebenfalls 1 h bei 37 °C inkubiert.

Die weitere Behandlung verlief analog zu den Histon-H3-Sonden.

Mastermix:

e 2 pl 10x Transkriptionspuffer

e 1ul10 mMATP

e 1ul10mMCTP

e 1ul10 MM GTP

e 1l 50 uyM UTP (nicht markiert)
e 5yl bidest H,O

Um die Template-DNA zu degradieren, wurde 1 yl DNase | zugesetzt und 15 min bei 37 °C inkubiert.
Anschliefsend wurden die Antisense-RNA-Sonden Uber ein denaturierendes Harnstoff-Polyacrylamid-
Gel aufgereinigt. Hierzu wurden die Proben mit 21 pl Auftragspuffer versetzt (Teil des RPA 1I™:
Ribonuclease-Protection-Assay-Kits (Ambion, Austin, USA)) und 4 min bei 95 °C gekocht. Davon

wurden dann 21 yl auf das Harnstoff-Gel aufgetragen.

Harnstoff-Polyacrylamid-Gel:

e 36 g Harnstoff

e 7,5ml10x TBE

e 12,5ml 30 % Acrylamid

e 25 ul TEMED

e mit bidest H,O auf 74 ml Volumen aufflllen

e 1ml10 % APS zur Polymerisation

Das Harnstoff-Polyacrylamid-Gel war 25 cm lang und 1 mm dick. Als Laufpuffer wurde 1x TBE

verwendet. Nach einem Vorlauf bei 380V fir 1 h fir ca. 2,5 h wurden die Proben aufgetragen und bei
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480 V laufen gelassen, bis der Bromphenolblau-Farbstoff im Auftragspuffer ca. % der Gelldnge
durchlaufen hatte. Das Gel wurde auf Filterpapier aufgezogen, mit Klarsichtfolie abgedeckt und zur
Orientierung markiert. AnschlieBend wurde fir 5 min eine Autoradiographie durchgefiihrt und der
entwickelte und fixierte Film wurde passgenau auf dem Gel befestigt. Nun konnten die Gelstlicke
identifiziert und mit dem Skalpell ausgeschnitten werden, die die markierte Sonde in voller Lange
enthielten. Die Gelfragmente wurden in 300 pyl Probenelutionspuffer (Teil des RPA II™: Ribonuclease-
Protection-Assay-Kits (Ambion, Austin, USA)) aufgenommen und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die

Aktivitat des Uberstandes wurde im Scintillationszahler bestimmt.

Nachdem die Sonden prapariert waren, erfolgte das eigentliche RNase-Protektions-Experiment mit
dem RPA II™: Ribonuclease-Protection-Assay-Kit (Ambion, Austin, USA) nach Herstellerangaben. Es
wurden 10 pug Gesamt-RNA mit 20000 cpm Antisense-Sonde (mit Korrekturfaktor f = Lange der
Antisense-Sonde in bp / 300 bp), 800 cpm pB-Actin-Sonde und 2 pl Ammoniumacetat
zusammengegeben und mit bidest H,O auf 20 pl aufgefillt. Dann wurden 50 pl absolutes EtOH
zugegeben, gemischt und 1h bei -20 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze bei 4 °C fur
30 min bei 13000 U/min in der Kihlzentrifuge EBA 12 R (Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Die
Uberstdnde wurden vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und die Pellets 10 min an der Luft
getrocknet. AnschlieBend wurden den Ansatzen 20 pl Hybridisierungslésung (im Kit enthalten)
zugegeben und uUber Nacht bei 50 °C im Wasserbad inkubiert. Dann erfolgte die Verdauung mit
RNaseA/ RNase T1 und die Aufarbeitung des Ansatzes nach Herstellerangaben. Anschlielend
wurden die Ansatze auf ein Harnstoff-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und unter gleichen Bedingungen
wie bei der Praparation der Antisense-RNA-Sonden einer Elektrophorese unterzogen. Als
GroRenmarker dienten [*P]-markierte Sau 3Al-Fragmente von pUC19 DNA. Die Gele wurden auf
Filterpapier aufgezogen, mit Klarsichtfolie Gberdeckt und im Geltrockner Drystar L-B (H. Hélzel GmbH,
Wérth) fir 4 h bei 50 °C im Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieRend wurden die getrockneten
Gele auf eine mit Europium beschichtete Platte ,Storage Phosphor Screen“ 35 x 43 cm (Molecular
Dynamics, Krefeld) gelegt. Durch die radioaktive Strahlung wurden die Europium-Atome angeregt und
diese phosphoreszierten. Diese Strahlung wurde dann von dem Phosphorlmager (Molecular
Dynamics, Krefeld) ortsgenau eingescannt. Die quantitative Auswertung der Phosphorimager-Bilder

erfolgte mit der Software ImageQuant™.

3.8 Reportergenassays

Reportergenassays wurden mit dem Dual-Luciferase™ Reporter Assay System (Promega, Madison,
USA) durchgefiihrt. Es wurden Reportergenkonstrukte hergestellt, die auf den Vektoren pGL3-basic
bzw. pGL3-promoter basierten (siehe 2.8 Vektoren). Der pGL3-basic Vektor enthalt das luc™-Gen,
welches die Firefly-Luziferase kodiert. In diesen Vektor wurden potentielle Promotoren einkloniert.
Fusionsstelle war immer das Startcodon (ATG) des luc*™-Gens. Der pGL3-promoter Vektor enthalt das
luc*-Gen mit dem SV40-Promotor. In dieses Konstrukt wurden potentielle Enhancer einkloniert. Das
Konstrukt pRL-CMV enthalt das Gen fur die Renilla-Luziferase unter Kontrolle des CMV-Promotors

und wurde stets als interner Standard kotransfiziert.



Methoden 33

Die Reportergenkonstrukte wurden in endotoxinfreier Plasmid-DNA-Qualitdt prapariert und ihre
Konzentration wurde spektroskopisch bestimmt. Humane Zellen einer Zelllinie wurden in 6-Well-
Platten ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 40-80% angezogen. AnschlieBend erfolgte die
Transfektion von, je nach Plasmidgrofie, 400 — 600 ng eines Reportergenkonstrukts zusammen mit
10 ng des pRL-CMV Vektors. Die Transfektion wurde mit dem Effectene™ Transfection Kit (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die Zellen wurden, je nach Zelllinie 18 — 48 h inkubiert
und anschlieend nach Vorschrift des Dual-Luciferase™ Reporter Assay Systems (Promega,
Madison, USA) gewaschen und lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert und bis zur Doppelbestimmung
der Firefly- und Renilla-Luziferase-Aktivitaten auf Eis gekihlt. Diese erfolgte nach Herstellerangaben
in dem Luminometer AutoLumat LB 953 (Berthold, Bad Wildbad). Dabei wurde zunachst mit Beetle
Luciferin die Firefly-Luziferase-Aktivitat bestimmt und anschlielend — nach Léschung der Firefly-
Luziferase-Aktivitat — mit Coelenterazine die Renilla-Luziferase-Aktivitat. Das Verhalinis Firefly-
Luziferase-Aktivitdt zu Renilla-Luziferase-Aktivitdt war dann das dimensionslose Maf fir die Aktivitat
eines Reportergenkonstrukts. Jede Bestimmung der Aktivitdt eines Reportergenkonstrukts war eine
Statistik aus mindestens vier voneinander unabhdngigen Transfektionen und nachfolgenden
Luziferase-Aktivitatsbestimmungen (in einigen Versuchreihen wurden funf und mehr Experimente
durchgefiihrt).

3.9 EMSA-Analyse

Die EMSA-Experimente wurden mit doppelstrangigen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Hierfir wurden
jeweils 500 pmol der beiden komplementaren Oligonukleotide mit 2 yl 1 M NaCl versetzt und mit
bidest H,O auf 20 uyl Endvolumen verdiinnt. Der Ansatz wurde nun im PCR-Gerat Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin Elmer /Applied Biosystems, Weiterstadt) auf 75 °C erhitzt und innerhalb von 2 h
kontinuierlich auf 40 °C abgekuhlt. AnschlieBend wurden die Ansatze bei -20 °C bis zur Verwendung
gelagert. Die doppelstrangigen Oligonukleotide wurden dann mit [32P] radioaktiv markiert. Hierfir

wurde folgender Ansatz gewahilt:

e 2 ul 1,75 pmol/ul doppelstrangiges Oligonukleotid

e 1 ul 10x T4-Kinase-Puffer

e 5yl bidest H,O

e 1yl T4-Polynukleotid-Kinase

e 1l 5*P]-ATP (wassrige Losung, spezifische Aktivitat 3000 Ci/mmol; 10 mCi/ml)

Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieRend mit Hilfe des Nucleotide Removal Kits
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Dabei wurde das gereinigte und markierte doppelstrangige
Oligonukleotid mit 100 pl EB-Puffer von der Saule eluiert und die Aktivitat wurde im Scintillationszahler

bestimmt. Ublicherweise wurden Volumenaktivitaten von 75000 - 150000 cpm/ul erhalten.

Die Bandshift-Experimente wurden mit dem Gel Shift Assay Systems Kit (Promega, Madison, USA)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Bindungsreaktionen wurden nach folgendem Ansatz
durchgefihrt:
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e 2yl 5x Bindungspuffer (Kitkomponente)
e ggf. 2ul HeLa Kernextrakt (Kitkomponente)
e ggf. Zusatz von unmarkiertem, doppelstrangigem Kompetitor-Oligonukleotid

e mit bidest H,O auf 9 yl Endvolumen auffillen

Dieser Ansatz wurde nun 10 min bei Raumtemperatur prainkubiert, dann wurde 1 ul der markierten
Oligonukleotid-L6sung zugegeben, kurz gemischt und durch leichte Zentrifugation am Boden des
Reaktionsgefalies gesammelt. AnschlieRend wurde der Ansatz 20 min bei Raumtemperatur inkubiert
und dann auf ein EMSA-Gel aufgetragen. Das EMSA-Gel war 19 cm breit, 26 cm lang und 1 mm dick.

Das EMSA-Gel wurde 2 h bei 400 V laufen gelassen, anschlielRend wurde das Gel auf Filterpapier
aufgezogen, mit Klarsichtfolie bedeckt und im Geltrockner Drystar L-B (H. HOlzel GmbH, Wérth) fur
4 h bei 50 °C im Olpumpenvakuum getrocknet. AnschlieRend wurden die getrockneten Gele in eine
BAS Cassette 2340 (Fujifilm, Japan) gelegt, welche einen Phosphorlmager-Screen enthielt. Dieser
wurde nach 4 h Auflagezeit im Phosphorlmager FLA-3000 (Fujifilm, Japan) eingescannt und mit der

Software ,Aida 2.2 (Advanced Image Data Analyzer)“ quantitativ ausgewertet.

EMSA-Gel: (75 ml Endvolumen): 3,75 ml 10 x TBE; 10 ml Acrylamidlésung (30 % wi/v, 0,8 % (w/v)
Bisacrylamid); 3,13 ml 60% v/v Glycerin; 57,5 ml bidest H,O; Polymerisationsstart durch Zugabe
von: 38 yl TEMED; 563 ul 10% APS
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4 Ergebnisse

4.1 Sequenzanalyse der 11 H3-Promotoren

Die Sequenzen der 11 Histon-H3-Promotoren (je 500 bp upstream des Startcodons)
wurden mit den Programmen ,Pileup® des GCG-Programmpaketes, ,MACAW*
(Schuler et al. 1991) und mit selbst geschriebenen Suchalgorithmen analysiert.

Dabei wurden folgende drei Abschnitte mit Sequenz-Ahnlichkeiten gefunden:

1. In allen 11 H3-Promotoren findet sich upstream des Transkriptionsstarts eine
TATA-Box (siehe [Abbildung 6}s und [Abbildung 7ks) und dann eine (proximale)
CCAAT-Box. Der Abstand zwischen den beiden Boxen (Start CCAAT-Box bis
Start TATA-Box) betragt beim H3/c- und H3/h-Gen 20 bp und in den restlichen

neun Promotoren 22 bp.

Elemente: CCAAT-Box

H3/a: CTTAAAGATAGACCAATCAGAGTGTGTAACGTCATATTTAGCGT
H3/b: TGGGCGTCTCCACCAATCGAGCTGCAGGGGAA-————————— AG
H3/c: GTCACTCTTCAGCCAATGATTTTATCGCGCGGGACTTTTGAAA-
H3/d: CTACGGCCACTTCCGGAATTTAGCAACCGATCACTAACAGGGAT
H3/F: TTAAACTGGGAGCCAATTCCGTGTGTGAGACGTGGCATGGCAC-
H3/h: TGGACTCTTCAGCCAATGGTTTTGTTGCGCGGGTCTTTTGAAA-
H3/1: ATCACAAGTCCTATCACACTACATAATTCAGGGCGCGAAACTGG
H3/]}: ACCAAATGAAGATAGTATTAACAACCAACCAGGTTTTTCCTACA
H3/k: TTGAGTCCTTCGCCAATCCGGTTACTGTTGGGTAGGCCTTCAGC
H3/m: CACAGAGATGGACCAATCCAAGAAGGGCGCGGGGATTTTTGAAT
H3/n: GTGACGTCACAGCCAATGGACAGCCAGCGCGGGATTTTCAATT -
Konsensus: RRCCAAT

Elemente: CCAAT-Box TATA-Box
H3/a: CTTCTATCATCCAATCACTGCACTTTACACACTATAAATAGAGC
H3/b: GCTGCCTTGTCCAATCAGAACAGGGGTGTCTTTATATATACGGG
H3/c: TATTACAGGACCAATCAGAAT--GTTTCTCACTATATTTAAAGG
H3/d: CGTCCACAATCCAATCAGAGTGATTCTGTTCCTATATAGAGGGG
H3/F: AGTCTACTGTCCAATCAGAACGCGAGGGCAGCTATAAATACCGG
H3/h: ATCAACAAGGCCAATTAGAAT--GTTTCTGAGTATATATAAGGG
H3/1: AAGATTCGGACCAATCAGAAGGACTTTGCCTTTATAAATAGGAG
H3/]): ACAGTTCTGACCAATCAGGATCAGATCATCGTTATAAATTCTGG
H3/k: ATACTTTTGTCCAATCAGCTTCAGACTCTCACTATAAATAAGCG
H3/m: TTTCTTGGGTCCAATAGTTGGTGGTCTGACTCTATAAAAGAAGA
H3/n: ATTGTTCCGCCCAATCGGGAAAAGACTGTGCTTATAAAGACGGC
Konsensus: R CCAATCA YTATAWATAVRGG

Abbildung 6: Sequenz und Lage der proximalen cis-Elemente der 11 H3-Promotoren

Die Sequenz und Lage der TATA-Boxen und der proximalen und distalen CCAAT-Boxen mit
Konsensussequenzen sind dargestellt. Die unten gezeigten Sequenzen schlielen sich nahtlos an die
oben gezeigten Sequenzen an. R: (A/G); Y: (C/T); W: (A/T); V: (AIC/G).
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2. Neun der 11 H3-Promotoren enthalten zusatzlich eine zweite, distale CCAAT-
Box upstream der proximalen CCAAT-Box. Einige der H3-Gene besitzten

dariiber hinaus in verschiedenen Abstanden bis zu zwei weitere CCAAT-Boxen

(Abbildung 7ke).

3. Der H3/m- und der H3/n-Promotor enthalten jeweils eine ATF-Box (das 8 bp
palindromische TGACGTCA-Motiv, an das Transkriptionsfaktoren der ATF-
Familie binden), die im H3/m-Promotor von van Wijnen et al. (1991b) identifiziert

wurde. Sie findet sich in den anderen H3-Promotoren nicht.

H3/a o be »
m CDS >
H3/b \
— = CDS >
H3/c
CDS [>
H3/d \
m CDS >
H3/f '
=) CDS >
H3/h
CDS >
H3/i .
O [CDS >
H3/j
CDS >
H3/k \
o [CDS >
H3/m \
O = = CDS >
H3/n \
oo [CDS >

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Lage der cis-Elemente der 11 H3-Promotoren

400 Basenpaare upstream der Startcodons sind dargestellt. CDS: kodierende Sequenz; Fahnen:
Transkriptionsstartstellen; blaue Boxen: TATA-Boxen; rote Boxen: CCAAT-Boxen; griine Boxen: ATF-
Boxen.
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4.2 Expressionsanalyse der 11 H3-Histongene

4.2.1 Quantitative RNase-Protektionsanalyse

Das Expressionsmuster der elf replikationsabhangig-expremierten H3-Histongene
(im Folgenden ,replikationsabhangige Histongene“ genannt) sollte in drei fotalen
humanen Geweben und in humanen Zelllinien bestimmt werden (siehe
Eielstellungls). Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der kodierenden Sequenzen der
11 H3-Gene wurden flir die Bestimmung der H3-Expressionsmuster quantitative
RNase Protektionsassays verwendet. Fur die Praparation der RNA-Antisense-
Sonden wurden zunachst Fragmente der elf H3-Histongene in die Multiple Cloning
Site (MCS) des pBluescript KS+-Vektors subkloniert (siehe [Abbildung 8}).

Sau3Al -39 Eael Pstl - Eael
| M e H3/a I TATA e H3/
= | e |
Eael -43 Eael Smal Eael
TATA TATA X .
| > H3/b | \ P H3j
= [ e |
Pstl -24 Eael Apol 2 Eael
| TATA H3/c L™ e H3/k
| e | =
Eael Eael Munl 36 Smal
L el H3/d I M e H3/m
[ e | ==
HindIII 3 Eael Eael 7 Eael
I IATA el H3/f L4 I ] H3/m
= [ |
100 200 300 bp
Hincll Eael : y 3 :
-32
TATA ﬁ
I 1 H3/ h Kodierende Sequenz [
==

Protektiertes Fragment

Abbildung 8: Histongen-Sonden fiir die RNase-Protektionsassays (RPA).

Klonierte Fragmente der 11 humanen replikationsabhangigen Histon-H3-Gene wurden fir die
Herstellung von [**P]-markierter Antisense-RNA verwendet. Gezeigt werden die zur Klonierung
verwendeten Restriktionsschnittstellen, die Lage der kodierenden Sequenz, die
Transkriptionsstartstelle mit Nummer der ersten Base bezogen auf das Startcodon (Genauigkeit
+3 bp), die Position der TATA-Box und die Lange der zu erwartenden protektierten Fragmente in den
RNase-Protektionsassays.
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Die elf subklonierten H3-Histongenfragmente enthielten 95-175 Basenpaare
downstream und 130-650 Basenpaare upstream der Transkriptionsstartstelle
(Abbildung 837). Die Herstellung der elf H3-Sonden in der /n-vitro-Transkription, die

gemaf b.7||RNase-ProtektionsanalyseLo durchgefuhrt wurde, erfolgte simultan und

stellte so eine einheitliche Markierung sicher. Um die Vergleichbarkeit der
Messreihen sicherzustellen, wurde ein Mastermix mit den bendtigten Reagenzien
und die gleiche  [0*P]-UTP-Stammlésung  verwendet.  Bei  jeder
Hybridisierungsreaktion diente [0:*2P]-UTP-markierte B-Actin-Antisense-RNA als
interner Standard. Dadurch konnten Schwankungen herausgerechnet werden, die
sich aus Pipettierungenauigkeiten bei der Zugabe der Gesamt-RNA oder aus der

Aufarbeitung der Hybridisierungsreaktionen ergaben.

Die Hybridisierungsreaktionen (siehe B.7|RNase-Protektionsanalysel,) wurden unter

identischen Bedingungen parallel durchgefuhrt und auf demselben Gel analysiert.
Weil fiir die Markierung die gleichen Mengen der [0*?P]-UTP-Stammlésung und von
unmarkiertem UTP verwendet wurden, war die spezifische Aktivitat der Sonden
jeweils eine Funktion der Anzahl an eingebautem UMP. Die relative Expression der
einzelnen H3-Gene berechnet sich deshalb als Signalintensitat des protektierten
Fragments (standardisiert durch die B-Actin-Intensitat) dividiert durch die Anzahl von

UMP, die das protektierte Fragment enthielt.

Die Ergebnisse der quantitativen RNase-Protektionsanalyse sind in den Kapiteln
4.2.2](Gewebe) und [4.2.3](Zelllinien) beschrieben.

4.2.2 Expressionsanalyse der 11 H3-Histongene in humanen Geweben

Das Expressionsmuster der elf replikationsabhangigen H3-Histongene wurde in drei
fotalen humanen Geweben (Blase, Leber, Lunge) mit der oben beschriebenen
(#.2.157) quantitativen RNase Protektionsanalyse (RPA) bestimmt (siehe
Eielstellungle). Eine Expression aller elf H3-Gene wurde in fotaler Leber, Lunge und
Blase nachgewiesen (Abbildung 9o, Abbildung 10k und Abbildung 11k4). Die
Gesamtmenge an H3-mRNA wurde durch Addition der mRNA-Einzelmengen der 11

H3-Gene berechnet. Der relative Beitrag der einzelnen Gene zur Gesamtmenge an
H3-mRNA variierte zwischen 0,7% und 27%. Die beiden Gene H3/m und H3/n
wurden stark exprimiert und stellten zusammen je nach Gewebetyp zwischen 37%
und 43% der Gesamtmenge an H3-mRNA.
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Abbildung 9: Autoradiogramme der RPA-Assays mit RNA aus fotaler Harnblase und Leber

Die protektierten H3-mRNA-Banden sind mit gefllliten Dreiecken markiert. Die protektierten B-Actin-
Banden sind mit einem offenen Dreieck gekennzeichnet. Doppelbanden werden als Resultat von

alternativen Transkriptions-Startstellen gedeutet.
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Abbildung 10: Autoradiogramm des RNase-Protektionsassays mit RNA aus fotaler Lunge

Die protektierten H3-mRNA-Banden sind mit gefillten Dreiecken markiert. Die protektierten B-Actin-
Banden sind mit einem offenen Dreieck gekennzeichnet. Doppelbanden werden als Resultat von
alternativen Transkriptions-Startstellen gedeutet.

Weitere vier Gene, H3/b, H3/c, H3/i und H3/k, wurden mittelstark exprimiert und
stellten zusammen zwischen 36% und 39% der Gesamt-H3-mRNA. Die ubrigen funf
Gene H3/a, H3/d, H3/f, H3/h und H3/j wurden schwacher exprimiert und stellten
zusammen zwischen 18% und 27% der Gesamt-H3-mRNA. In adultem Lebergewebe
lag die Menge der replikationsabhangigen H3-mRNAs unterhalb der
Nachweisgrenzen (Daten werden nicht gezeigt). Da die Zellteilungsrate bei diesem
Gewebe sehr klein ist, bestatigt dieser Befund, dass die untersuchten elf H3-
Histongene tatsachlich nur im wachsendem Fotalgewebe, also replikationsabhangig

exprimiert werden.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass alle elf replikationsabhangigen

H3-Histongene mit unterschiedlicher individueller Starke in den drei fétalen humanen

Geweben aus Blase, Leber und Lunge exprimiert wurden (siehe Abbildung 1144).

Das H3-Expressionsmuster war in allen drei Gewebtypen ahnlich.
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Abbildung 11: Das Expressionsmuster der 11 H3-Histongene in drei fétalen Geweben

Die quantitativen Ergebnisse der RNase-Protektionsassays mit RNA aus den humanen fétalen
Geweben Blase, Leber und Lunge sind dargestellt, die iber Phosphorlmager-Analyse bestimmt
wurden. Die relative Expressionsrate wird als Prozentsatz der Gesamt-H3-mRNA der
replikationsabhangigen H3-Gene dargestellt. Die Expression wurde mit einem quantitativen RNase-
Protektionsassay bestimmt (siehe 7).

4.2.3 Expressionsanalyse der 11 H3-Histongene in humanen Zelllinien

Nachdem in verschiedenen fotalen Geweben eine Expression der elf
replikationsabhangigen H3-Histongene nachgewiesen worden war, ergab sich die

Frage, ob auch in humanen Tumorzelllinien eine generelle Expression aller H3-Gene

zu beobachten ist (siehe auch [1.4] EZielstellungls). Daher wurde das H3-

Expressionsmuster in acht humanen Zelllinien (HeLa-S3, HEK-293, Sa0S-2, Tera-2,
HL-60, Hep-G2, IMR-90 und Capan-1) bestimmt.

In den Zellinien HelLa-S3, HEK-293, Tera-2 und Sa0S-2 wurde das
H3-Expressionsmuster mit der oben beschriebenen (4.2.137) quantitativen RNase
Protektionsanalyse (RPA) bestimmt; allerdings wurde die H3/d-Expression nicht
analysiert. In einer weiteren Untersuchungsreihne wurde fir jede der acht
untersuchten humanen Zelllinien die Gesamt-RNA mit jeweils einer einzigen
H3-Sonde hybridisiert (siehe Anhang [8.2).s). Daraus konnten die
H3-Expressionsmuster in den Zelllinien Hep-G2, Capan-1, IMR-90 und HL-60
berechnet werden (siehe 25 und 25).
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 12ks, Abbildung 13ks und Abbildung 14}s
dargestellt. Das Expressionsmuster in der diploiden Zelllinie IMR-90 ahnelte dem

Muster in den fotalen Geweben (vergleiche Abbildung 11k4). Im Gegensatz dazu
zeigten die Zelllinien HEK-293, HelLa-S3, Sa0S-2, HL-60, Hep-G2 und Capan-1

davon vollkommen verschiedene, abweichende Expressionsmuster. Diese Zelllinien

exprimierten im wesentlichen die Histongene H3/m, H3/n und H3/k, wahrend die
anderen H3-Gene nur in geringen Mengen oder gar nicht exprimiert wurden. Die
Autoradiogramme wurden quantitativ ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung

1445 zusammengefasst.

Im Detail fand man folgende, von humaner Gewebe-RNA abweichende
Expressionsmuster: In der Zelllinie SaOS-2 betrug der Anteil der H3/m- und H3/n-
MRNA an der Gesamt-H3-mRNA 73%, wahrend die H3/c-, H3/d- und H3/j-Gene gar
nicht exprimiert wurden. In der HeLa-S3 Zelllinie betrug der Anteil der mRNA der vier
Gene H3/h, H3/k, H3/m und H3/n an der Gesamt H3-mRNA 86%, wahrend - ahnlich
wie in der Sa0S-2-Zelllinie - die Gene H3/c, H3/d, H3/f und H3/j nicht exprimiert
wurden. In der schnell wachsenden HEK-293-Zelllinie wich das H3-Expressions-
muster noch deutlicher von der natlrlichen Gewebe-Expression ab als in den
Sa0S-2- und HelLa-S3-Zelllinien: Hier waren die drei Histongene H3/k, H3/m und
H3/n an 89% der H3-Expression beteiligt, wahrend die funf Histongene H3/c, H3/d,
H3/f, H3/h und H3/j nicht exprimiert wurden. In der Hep-G2 Zelllinie stellen die funf
Gene H3/b, H3/c, H3/k, H3/m und H3/n 99% der Gesamt-H3-mRNA, wahrend H3/i
kaum und die restlichen H3-Gene gar nicht exprimiert wurden. Die HL-60-Zelllinie
zeigte weniger starke Unterschiede zum Gewebe-Expressionsmuster. Aber auch hier
zeigte sich eine Anormalitat: die drei Gene H3/d, H3/h und H3/i wurden nicht
exprimiert. In der Tera-2-Zelllinie wurden im Gegensatz zu den anderen Tumor-
zelllinien alle elf H3-Gene exprimiert. Dieser Unterschied kdnnte in der pluripotenten
Natur dieser Zelllinie begrundet sein (Andrews 1988). Es ist bemerkenswert, dass in
der Tera-2-Zelllinie mit Ausnahme von H3/m und H3/n alle Ubrigen Gene in etwa
gleich stark exprimiert wurden. Das Expressionsmuster in der Pankreas-Zelllinie
Capan-1 war wie ein Intermediat zwischen dem Muster in der Tera-2-Zelllinie und
dem Muster der anderen Tumor-Zelllinien. Das H3/n-Gen wurde wie in der Zelllinie

Tera-2 stark exprimiert und zwei Gene (H3/d und H3/h) wurden nicht exprimiert.
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Abbildung 12: Autoradiogramme der RPA-Assays mit RNA aus den Zelllinien Tera-2 und HEK-293

Die protektierten H3-mRNA-Banden sind mit gefllliten Dreiecken markiert. Die protektierten B-Actin-
Banden sind mit einem offenen Dreieck gekennzeichnet. Doppelbanden werden als Resultat von
alternierenden Transkriptions-Startstellen gedeutet. Die Nummern auf der rechten Seite geben die

GrolRe von pUC19/ Sau 3Al-Fragmenten in den Markerspuren (M) in Basenpaaren an.
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Abbildung 13: Autoradiogramme der RPA-Assays mit RNA aus den Zelllinien HeLa-S3 und Sa0S-2

Die protektierten H3-mRNA-Banden sind mit gefllliten Dreiecken markiert. Die protektierten B-Actin-
Banden sind mit einem offenen Dreieck gekennzeichnet. Doppelbanden werden als Resultat von
alternierenden Transkriptions-Startstellen gedeutet. Die Nummern auf der rechten Seite geben die
Grole von pUC19/ Sau 3Al-Fragmenten in den Markerspuren (M) in Basenpaaren an.
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Abbildung 14: Das Expressionsmuster der 11 H3-Histongene in acht humanen Zelllinien

Die quantitativen Ergebnisse der RNase-Protektionsassays (siehe 7) mit RNA aus acht humanen
Zelllinien sind dargestellt, die Uber Phosphorimager-Analyse bestimmt wurden. Die relative
Expressionsrate wird als Prozentsatz der Gesamt-H3-mRNA der replikationsabhangigen H3-Gene
dargestellt. In einer anderen Experimentreihe wurde eine schwache Expression des H3/d-Gens in den
Zelllinien IMR-90 und Tera-2, nicht jedoch in den anderen Zelllinien beobachtet. Die
H3-Expressionsmuster in den Zelllinien Hep-G2, Capan-1, IMR-90 und HL-60 wurden wie in
Qms beschrieben mit Hilfe von Einzelsonden-Experimenten 25) bestimmt.
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Eine Moglichkeit, diese unterschiedlichen Expressionsstarken zu erklaren, konnte in
der gegenseitigen Beeinflussung zwischen benachbarten Histongenen bzw. in
ubergeordneten Regulationsmechanismen liegen. Es ist also denkbar, dass bei der
Expressionsregulation die Position der H3-Gene in den Histongenclustern wichtig ist.
Zur Prufung dieser Moglichkeit wurden deshalb die Expressionsstarken in
verschiedenen Zelllinien mit den gegenseitigen Entfernungen der H3-Histongene auf
der DNA in Beziehung gesetzt. Wenn die Gene in bestimmten Teilen eines Clusters
zusammen aktiviert bzw. deaktiviert wuarden, konnte man vermuten, dass
benachbarte Gene - zumindest bis zu einem gewissen Grad - gemeinsam reguliert
werden. In sechs Fallen sind sich H3-Gene naher als 20 kb: H3/h und H3/i (20,4 kb),
H3/c und H3/m (13,4 kb), H3/m und H3/a (10,8 kb), H3/j und H3/f (18,1 kb). Ein
Vergleich der Expressionsstarken der benachbarten Gene in allen verwendeten
Zelllinien zeigt, dass die Paare H3/i-H3/h und H3/j-H3/f Anzeichen einer
gemeinsamen, Zelllinien-spezifischen Aktivierung bzw. Inaktivierung zeigen, wahrend
dies bei den Paaren H3/c-H3/m und H3/m-H3/a nicht der Fall ist (siehe
1445). Das H3/d-Gen befindet sich zwar in der Nahe von zwei weiteren H3-Genen,
bliebt aber wegen mangelhafter Datenlage unberucksichtigt, da es nur in einer der

transformierten Zelllinien exprimiert wurde.

Ein denkbare Ursache flr die fehlende Expressionsaktivitat mancher Gene in
bestimmten Zelllinien konnte in chromosomalen Mutationen oder Deletionen
begrundet sein: Beispielsweise konnte die fehlende Expression des H3/h-Histongens
in der HL-60-Zelllinie darauf zurtickzufihren sein, dass das Gen mutiert ist oder gar
nicht existiert. Die PCR an chromosomaler DNA (Abbildung 1547) und die

anschliellende Sequenzierung der PCR-Produkte ergab, dass in der HL-60-Zelllinie

die Gene H3/h und H3/i ohne Mutationen im Genom vorhanden sind. Gleiches gilt
auch fur die Histongene H3/c und H3/h, die in der HEK-293-Zelllinie nicht exprimiert
werden. (Es wurde lediglich eine unbedeutende Basenvariation im Promotor
beobachtet). Diese Gene sind also vorhanden, wurden aber nicht exprimiert. Diese
Ergebnisse an ausgewahlten Genen lassen die Annahme plausibel erscheinen, dass
auch in den ubrigen Zelllinien die Histongene in unmutierter Form vorkommen und
dass die Ursache fir die fehlende Expression einiger H3-Histongene in einigen

Tumorzelllinien an anderer Stelle zu suchen ist.



Ergebnisse 47

1 2 3 4 M

o

1
il

ST E LT

L LU

Abbildung 15: PCR-Amplifikation von Histongenen aus chromosomaler DNA

M: MassRuler™-Mix-DNA-Leiter (MBI) 1: H3/i aus HL-60 chr. DNA (676 bp erwartet) 2: H3/h aus
HL-60 chr. DNA (821 bp erwartet) 3: H3/h aus HEK-293 chr. DNA (821 bp erwartet) 4: H3/c aus
HEK-293 chr. DNA (877 bp erwartet).

Das Expressionsmuster der elf replikationsabhangigen H3-Histongene wurde in den
acht humanen Zelllinien (HeLa-S3, HEK-293, Sa0OS-2, Tera-2, HL-60, Hep-G2,
IMR-90 und Capan-1) mit quantitativer RNase Protektionsanalyse (RPA) bestimmt
(Abbildung 14}s). Das H3-Expressionsmuster in der diploiden Zelllinie IMR-90 &hnelt

dem der drei fétalen Gewebearten (vergleiche |Abbildung 1141), wahrend die tbrigen

untersuchten Zelllinien, die Tumorzelllinien sind, davon stark abweichende, anormale
d.h. aberrante Expressionsmuster zeigten: Die Gesamt-H3-mRNA bestand in diesen
Zelllinien im wesentlichen aus nur zwei bis finf verschiedenen individuellen H3-
MRNAs, und einige Gene wurden gar nicht oder nur sehr schwach exprimiert. Die
fehlende Expression einiger H3-Gene in einigen Tumorzelllinien wurde nicht durch

chromosomale Mutationen oder Deletionen verursacht.

4.3 Reportergenanalyse von H3-Promotor-Deletionsreihen

Entscheidende Grundlage einer unterschiedlichen Expression verschiedener Gene
kann in der jeweiligen Promotorstarke liegen. Daher wurden Reportergenanalysen
ausgewahlter H3-Gene durchgefuhrt. Die funktionale Lange der H3-Promotoren
sollte bestimmt, die Lage von cis-regulatorischen Elementen in den Promotoren
aufgeklart und die moglichen Einflisse von Upstream-Sequenzen untersucht

werden. Dafur wurden Reportergenassays mit Deletionsreihen von 6 H3-Genen
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durchgefuhrt: H3/d, H3/h, H3/i, H3/k, H3/m und H3/n (Begriindung der Auswahl in
Kapitel 5.21). Die Promotorfragmente mit einer Lénge von 60 bis 1970 bp (bezogen
auf Startcodon) wurden mit der PCR-Technik aus vorhandenen Plasmiden und
Cosmiden amplifiziert und in den pGL3-basic Vektor kloniert. Als Fusionstelle wurde
jeweils das Startcodon der H3-Gene und der kodierenden Sequenz der Luziferase
gewahlt. Die Reportergen-Konstrukte wurden durch Sequenzierung auf korrekten
Einbau des Promotorfragments Uberpruft und in Endotoxin-freier Qualitat prapariert.
AnschlieBend wurde die Zelllinie HEK-293 mit diesen Plasmiden transfiziert, wie
unter Material und Methoden beschrieben. Zusatzlich zu jedem Reportergen-
konstrukt wurde das Renilla-Luziferase-Standard-Plasmid pRL-CMV transient
transfiziert. Nach 18 h wurden die Luziferase-Aktivitaten bestimmt. Jedes Konstrukt
wurde in den Promotor-Deletionsreihen mindestens funfmal transfiziert und die

jeweilige Luziferase-Aktivitat mit der Renilla-Aktivitat standardisiert.

Die gewahlten Konstrukte und die Resultate sind in |Abbildung 16k bis JAbbildung
2155 mitsamt der SEM-Standardabweichung dargestellt. Die Standardabweichungen

geben den Fehlerbereich der Aktivitatsbestimmung in der transienten Transfektion
wieder. Die Messungen wurden jeweils mit Plasmiden einer Endotoxin-freien Maxi-
Praparation durchgeflihrt. Kontrollversuche ergaben jedoch, dass bei verschiedenen
Plasmidpraparationen die Aktivitaten der Konstrukte bis zu etwa 25% voneinander

abweichen konnten.

Die gemessenen Aktivitaten wurden relativ zum jeweils starksten Konstrukt in
Beziehung gesetzt , das auf den Indexwert von 100% gesetzt wurde. Die Konstrukte,
die nur die TATA-Box enthielten, besal’en nahezu keine Aktivitat (<1%). Eine
Ausnahme stellte nur das kurze Konstrukt von H3/d dar (2,6%). Verlangerte man die
Promotoren, so dass sie neben der TATA-Box auch die jeweilige proximale CCAAT-
Box enthielten, so variierte die Aktivitat bei den verschiedenen Genen: Bei dem H3/h-
und H3/m-Gen beobachtete man keine nennenswerte Steigerung der Aktivitat,
wahrend beim H3/k-Gen der Minimalpromotor aus proximaler CCAAT-Box und
TATA-Box immerhin eine relative Aktivitat von 14% entfaltete. Eine ahnliche relative
Hohe erreichte das entsprechende Konstrukt beim H3/i-Gen. Auch bei dem H3/n-
und dem H3/d-Gen beobachtete man durch die Einbeziehung der proximalen
CCAAT-Box eine kleine Basal-Aktivitat von 1,7% bzw. 5,5%
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Die Konstrukte, die zusatzlich zur proximalen CCAAT-Box die zweite, distale
CCAAT-Box enthielten, erreichten 35%- 75% der maximal moglichen
Promotorstarke. Eine Ausnahme war hier der H3/i-Promotor, der allerdings im
Bereich bis zu 350 bp vor der TATA-Box keine zweite CCAAT-Box besald. Langere
Konstrukte, die zusatzlich zu den zwei CCAAT-Boxen weitere Upstream-Bereiche
enthielten, zeigten bei den verschiedenen Genen unterschiedliche Aktivitaten: Beim
H3/d-Gen bewirkte der 452 bp-Promotor keine hohere Aktivitat als der 198 bp-
Promotor. Erst ein Promotor der Lange 1369 bp bewirkte die volle (um den Faktor 2
hdhere) Aktivitat, die auch beim 1827 bp-Promotor nicht wesentlich hdher war. Beim
H3/h-Gen war der 147 bp-Promotor, der im Vergleich zum 97 bp-Promotor zwei
weiteren CCAAT-Boxen besal’, doppelt so aktiv wie der 97 bp-Promotor (80% der
Maximalaktivitat). Samtliche langeren H3/h-Promotorkonstrukte besalien keine
bedeutend hoheren Promotoraktivitadten. Bei der H3/k-Reihe erreichte man die
maximale Aktivitat schon mit den ersten 133 Basenpaaren, die die beiden CCAAT-
Boxen und die TATA-Box enthielten. Die H3/k-Reihe verhielt sich somit ahnlich wie
die H3/h-Reihe. Beim H3/m-Gen war der 227 bp-Promotor, der zusaztlich eine ATF-
Box enthielt, im Vergleich zum 129 bp-Rumpfpromotor mit den beiden CCAAT-Boxen
um den Faktor 3 aktiver (25% der Maximalaktivitdt). Wenn man das langste
Konstrukt, das das H2A/m-Gen enthielt, beim Aktivitdtsvergleich nicht
berlcksichtigen will, so erreichten diese 227 bp des Promotors sogar nahezu 100%
Aktivitat, da der 983 bp-Promotor keine nennenswert hohere Aktivitat besal’. Das mit
1933 bp langste Konstrukt, welches zusatzlich zum H3/m-Gen auch das komplette
H2A/m-Gen mitsamt 404 bp-Promotor enthalt, erreichte eine Aktivitatssteigerung um
den Faktor 3 auf 100% Maximalaktivitat (siehe |Abbildung 16ko).

Beim H3/n-Gen war die Aktivitat des 233 bp-Promotors im Vergleich zum 140 bp-
Rumpfpromotor mit den zwei CCAAT-Boxen, der TATA-Box und der ATF-Box leicht
gesteigert. Bemerkenswert war die schwachere Aktivitat des 360 bp-Promotors.
Unter Einbeziehung von 658 bp bzw. 1027 bp des Promotors wurde die volle Aktivitat

erreicht.

Langere H3/i-Promotor-Konstrukte, die zusatzlich zum H3/i-Minimalpromotor, der nur
die proximale CCAAT-Box und die TATA-Box enthielt, weitere Upstream-Bereiche
enthielten, waren um so aktiver, je langer sie waren. Dies war jedoch ein moderater
Effekt. Ein kleiner Aktivitdtssprung ergab sich nach Einbeziehung einer zweiten
CCAAT-Box, die allerdings 350 bp von der proximalen CCAAT-Box entfernt ist.
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Abbildung 16: Reportergenanalyse der H3/m-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/m-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte M1-M8 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus funf
Messreihen mit SEM (M8-Aktivitdt = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der
Deletionskonstrukte (luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug:
Transkriptionsstart) der Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der
kurzen Deletionskonstrukte M1-M4; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box; orange Box:
ATF-Box.
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Abbildung 17: Reportergenanalyse der H3/k-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/k-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte K1-K11 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus flinf
Messreihen mit SEM (K8-Aktivitdt = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der
Deletionskonstrukte (luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug:
Transkriptionsstart) der Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der
kurzen Deletionskonstrukte K1-K6; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box.
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Abbildung 18: Reportergenanalyse der H3/h-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/h-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte H1-H11 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus finf
Messreihen mit SEM (H11-Aktivitdt = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der
Deletionskonstrukte (luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug:
Transkriptionsstart) der Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der
kurzen Deletionskonstrukte H1-H6; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box.



Ergebnisse 53

1 kb H2B/jj  H3/i Ha/l
1
I G
125+ I-Reihe 293
100-
S 751
>
<
<
50-
25-
i1 i2 i3 i4 i5 i6 i7 i8 i9 bec
Konstrukt
11 :40bp
| polyA-Stopper 12 :67 bp
| CCAAT-Box 13 :117 bp
| TATA-Box HTuc+ > 14 :210bp
15 :288 bp
B HHTucr > 16 : 461 bp
i I H Tucr > 17 : 746 bp
1 I HHH Tuc+ > 18 : 1156 bp
HZB I H{{Tuc+ > 19 : 1805 bp
[ luc+ > bc
H luc+ P 15
15 14 13 m
a1 [ [ [ luc+ >

Abbildung 19: Reportergenanalyse der H3/i-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/i-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte 11-19 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus finf Messreihen
mit SEM (I9-Aktivitat = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte
(luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug: Transkriptionsstart) der
Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der kurzen
Deletionskonstrukte 11-15; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box.
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Abbildung 20: Reportergenanalyse der H3/n-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/n-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte N1-N7 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus fiinf Messreihen
mit SEM (N7-Aktivitdt = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte
(luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug: Transkriptionsstart) der
Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der kurzen
Deletionskonstrukte N1-N4; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box; orange Box: ATF-Box.
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Abbildung 21: Reportergenanalyse der H3/d-Promotor-Deletionsreihe in der Zelllinie HEK-293

Oben: chromosomale Umgebung des H3/d-Gens (insgesamt 16 kb). Mitte: Reportergenaktivitat der
Deletionskonstrukte D1-D8 (bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle); Statistik aus flinf Messreihen
mit SEM (D8-Aktivitat = Indexwert 100%). Unten: Schematische Darstellung der Deletionskonstrukte
(luc+: Firefly-Luziferase-kodierende Sequenz) mit Angabe der Langen (Bezug: Transkriptionsstart) der
Promotoren (Fusionsstelle: ATG). Ganz unten: Detailliertere Darstellung der kurzen
Deletionskonstrukte D1-D3; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-Box.
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Wenn man einen proximalen Promotor so definiert, dass er einen voll
funktionsfahigen Bereich innerhalb von 500 Basenpaaren upstream des
Transskriptionsstarts umfaldt, dann haben die proximalen Promotoren der H3-Gene
héchstens folgende Langen (bezogen auf den Transkriptionsstart): H3/m 228 bp,
H3/k 99 bp, H3/h 115 bp, H3/n 186 bp und H3/d 176 bp. Beim H3/i ist kein solcher
proximaler Promotor definierbar, da die Aktivitat der Konstrukte mit steigender Lange
kontinuierlich stieg.

Durch Transfektion in parallelen Experimenten von funktionalen Promotoren der
sechs Gene H3/d (Konstrukt D7), H3/h (Konstrukt H10), H3/i (Konstrukt 18), H3/k
(Konstrukt K10), H3/m (Konstrukt M7) und H3/n (Konstrukt N6) unter identischen
Bedingungen in der HEK-293-Zelllinie konnten die Promotoraktivitaten der Gene

untereinander verglichen werden (siehe #.4| Promotorstarken-Vergleich in finf |
Eelllinien};). Durch Rickrechnung auf die kirzeren Deletionskonstrukte, deren
Aktivitat relativ zu den oben genannten Konstrukten in den Promotor-Deletionsreihen
bestimmt wurde (Abbildung 16kc-Abbildung 21ks), wurden deren Aktivitdten auch
zwischen verschiedenen Genen vergleichbar (Abbildung 224;). Die Konstrukte, die
nur die TATA-Boxen enthielten, hatten eine Aktivitdt von 0,26% bis 2,3% bezogen
auf das Konstrukt N3 (H3/n Deletionskonstrukt 3). Die Konstrukte, die nur die TATA-
Box und die proximale CCAAT-Box enthielten, hatten eine Aktivitat von 0,88% bis
4,8% bezogen auf N3. Die Konstrukte, die eine TATA-Box und genau zwei CCAAT-

Boxen ohne weitere Elemente enthielten, hatten eine Aktivitat von 24% bis 42%

bezogen auf N3. Die Konstrukte D3, H4, M4 und N3 enthielten zusatzlich weitere
Elemente (D3: eine weitere CCAAT-Box, H4: zwei weitere CCAAT-Boxen, M4: eine
ATF-Box und N3: eine putative ATF-Box) und zeigten Aktivitaten von 44% bis 100%

bezogen auf N3.

Die funktionelle Struktur der H3-Promotoren wurde in Reportergenassays mit
Deletionsreihen der folgenden sechs H3-Gene aufgeklart: H3/d, H3/h, H3/i, H3/k,
H3/m und H3/n. Die funktionale Lange der Promotoren betrug 99 - 228 Basenpaare
(H3/m 228 bp, H3/k 99 bp, H3/h 115 bp, H3/n 186 bp und H3/d 176 bp). Diese
funktionalen Promotoren enthalten die folgenden im Sequenzvergleich (siehe §.1}s)
identifizierten cis-Elemente: eine TATA-Box, eine proximale CCAAT-Box, eine distale
CCAAT-Box, und gegebenenfalls eine ATF-Box bzw. weitere CCAAT-Boxen. Der

Einflu® von Upstream-Sequenzen war bei den sechs untersuchten Promotoren
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unterschiedlich: Beim H3/m-Promotor wurde eine aktivierende Wirkung des H2A/m-
Gens auf die H3/m-Promotoraktivitat festgestellt. Auch beim H3/i-Promotor zeigte
sich eine aktivierende Wirkung des upstream gelegenen H2B/j-Gens. Beim H3/d-
und H3/n-Promotor ergaben sich leichte Aktivitatssteigerungen durch Upstream-
Bereiche, deren Ursache unbekannt ist. Beim H3/k- und H3/h-Promotor bewirkten die
Upstream-Bereiche keine Aktivitatssteigerung. Mit Hilfe der in 7 beschriebenen
Experimente konnten die Promotoraktivitaten der sechs untersuchten H3-Promotoren

untereinander verglichen werden (Abbildung 22}7).
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Abbildung 22: Normierte Reportergenaktivitdten von Konstrukten in der Zelllinie HEK-293

Durch Vergleich der Reportergenaktivititen der verschiedenen H3-Promotoren in der Zelllinie
HEK-293 (siche [.4l;) konnten die in [Abbildung 16}, bis PAbbildung 21}s dargesteliten
Reportergenassays der Promotor-Deletionsreihen der sechs H3-Gene H3/d, H3/h, H3/i, H3/k, H3/m
und H3/n in der Zelllinie HEK-293 normiert werden. Die Aktivitat des Konstruktes N3 wurde auf den
Indexwert 100% gesetzt. Die Konstrukte D1-M4 sind in JAbbildung 16}, bis JAbbildung 2145 dargestellt.
bc: pGL3-basic-Vektor als Negativkontrolle.

4.4 Promotorstarken-Vergleich in fiinf Zelllinien

Nachdem die Promotoren der Gene H3/d, H3/h, H3/i, H3/k, H3/m und H3/n in

Reportergenassay-Deletionsreihen in der Zelllinie HEK-293 naher charakterisiert
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worden waren, stellte sich die Frage, inwieweit die H3-Expressionsmuster und die
Promotoraktivitaten in Zelllinien untereinander korrelierbar waren. Daher wurden die
Promotoraktivitdten der Gene in funf Zelllinien miteinander verglichen. Die funf
gewahlten Zelllinien waren die Teratocarinom-Zelllinie Tera-2, die transformierte
Zelllinie HEK-293, die Tumorzelllinien HelLa-S3 und Hep-G2 und die diploide
Fibroblasten-Zelllinie IMR-90. Hierzu wurden jeweils Konstrukte der Lange zwischen
704 Basen (H3/n) und 1492 Basen (H3/h) gewahlt, die - ohne den distalen
Aktivierungseffekt beim H3/m-Gen zu berucksichtigen - die voll funktionsfahigen
Promotoren enthielten (siehe 7). Die Reportergenkonstrukte wurde in parallelen
Experimenten transfiziert, die transfizierten Zellen wurden unter identischen
Bedingungen kultiviert und aufgearbeitet, und die Bestimmung der Luziferase-
Aktivitaten erfolgte parallel unter identischen Bedingungen. Die Promotoraktivitaten
wurden in transienten Reportergenassays in den funf Zelllinien bestimmt. Jedes

Experiment wurde mindestens finfmal durchgefuhrt.

Alle sechs Promotoren waren in allen fiinf Zelllinien aktiv (Abbildung 234o): In den

Zelllinien HEK-293 und HelLa-S3 war der H3/n-Promotor am aktivsten, wahrend in
den Zelllinien Hep-G2, Tera-2 und IMR-90 der H3/d-Promotor am aktivsten war. Das
Aktivitatsmuster der vier Promotoren H3/h-, H3/i-, H3/m- und H3/n war in den
untersuchten Zelllinien bemerkenswert ahnlich: Von diesen vier Promotoren war der
H3/n-Promotor jeweils der Aktivste, gefolgt von H3/m mit durchschnittlich 40% H3/n-
Aktivitat, H3/h mit durchschnittlich 21% H3/n-Aktivitdt und H3/i mit durchschnittlich
6,8% H3/n-Aktivitat.

Das Verhaltnis der Promotoraktivitaten vom H3/d- und vom H3/k-Promotor war in
den untersuchten funf Zelllinien ebenfalls vergleichbar. Die H3/k-Aktivitat betrug
durchschnittlich 22% der H3/d-Aktivitat. Je nach Zelllinie variierte die Aktivitat von
H3/d und H3/k im Vergleich zur Aktivitat der vier Promotoren H3/h-, H3/i-, H3/m- und
H3/n. Dies berechtigt zur Einteilung der untersuchten H3-Promotoren in zwei
Gruppen: Gruppe A umfasst die H3/h-, H3/i-, H3/m- und H3/n-Promotoren und
Gruppe B umfasst die H3/d- und H3/k-Promotoren. In den Zelllinien HEK-293 und
HelLa-S3 zeigten die Gruppe-B-Promotoren relativ zu den Gruppe-A-Promotoren
eine niedrige Aktivitat, wahrend diese relativ zur Gruppe A in den Zelllinien Tera-2

und IMR-90 intermediar und in der Zelllinie Hep-G2 relativ zur Gruppe A hoch war.
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Abbildung 23: Promotoraktivitat von sechs H3-Promotoren in finf Zelllinien

Reportergenaktivitdt der Promotoren n: H3/n, Konstrukt N6, m: H3/m, Konstrukt M7, h: H3/h,
Konstrukt H10, i: H3/i, Konstrukt 18, d: H3/d, Konstrukt D7, k: H3/k, Konstrukt K10 in finf Zelllinien.
Statistik aus funf Messreihen mit SEM (H3/n (n) = Indexwert 100%).

Die Promotoraktivitaten der Gene H3/d, H3/h, H3/i, H3/k, H3/m und H3/n wurden in
funf Zelllinien untereinander verglichen. Alle Promotoren waren in allen Zelllinien
aktiv. Aufgrund der Aktivitatsmuster der H3-Promotoren in den flnf untersuchten
Zelllinien konnten die Promotoren in zwei Gruppen unterteilt werden: Gruppe A
(H3/n, H3/m, H3/h, H3/i) und Gruppe B (H3/d und H3/k) (siehe |Abbildung 23js).

Innerhalb der Gruppen waren die Aktivitaten der Promotoren relativ zueinander im

wesentlichen Zelltyp-unabhangig.
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4.5 Distaler Aktivierungseffekt

Die Aktivitat des H3/m-Promotors verdreifachte sich, wenn das davorliegende
H2A/m-Gen im Reportergenkonstrukt enthalten war. Es sollte erstens untersucht
werden, ob dieser ,distale Aktivierungseffekt® nicht artifiziell durch eine hypothetische
polycistronische mRNA hervorgerufen wurde. Zweitens sollte untersucht werden, ob
der Aktivierungseffekt des H2A/m-Gens von der Richtung dieses Gens abhangt und
von welchen Bereichen im Gen er verursacht wird. Um zu untersuchen, inwieweit der
Aktivierungseffekt spezifisch fur das H3/m-Gen bzw. fir H3-Gene ist, sollte drittens

der Einfluss des H2A/m-Gens auf andere Promotoren bestimmt werden.

Eine Idee zur Deutung der Aktivitatssteigerung war, dass die erhohte Aktivitat eine
Folge der Bildung einer hypothetischen polycistronischen mRNA sein konnte. Wenn
die Transkription des H2A/m-Gens von dem transient transfizierten Plasmid nicht
korrekt terminiert wirde, wurde als Folge davon eine mRNA gebildet, die zusatzlich
zum H2A/m-Gen das Reportergen enthalten wirde. Diese polycistronische mRNA
konnte dann fur die Aktivitatssteigerung verantwortlich sein. Diese ldee bestatigte

sich nicht.

In einer ersten Versuchsreihe wurde erfolglos versucht, mit Hilfe eines Northern Blots
die Lange der vorhandenen Luziferase-mRNA zu bestimmen. Wenn eine solche
polycistronische mMRNA gebildet werden wirde, musste sie erheblich langer sein als
die normale Luziferase-mRNA, die ausgehend vom H3/m-Promotor gebildet wurde.
Nach der Isolierung der mRNA aus den transient transfizierten Zellen wurde mit einer
Sonde aus der Luziferase-kodierenden Sequenz ein Northern Blot durchgefuhrt.
Obwohl mit einer Actin-Sonde gezeigt werden konnte, dass der Blot selbst
funktioniert hatte und Actin-mRNA nachgewiesen werden konnte, konnte keine
Luziferase-mRNA nachgewiesen und damit natlrlich auch nicht ihre Lange bestimmt
werden (Daten werden nicht gezeigt). Es ist zu vermuten, dass die Luziferase-
MRNA-Konzentration nach Transfektion mit dem Reportergenkonstrukt unter der

Nachweisgrenze liegt.

Damit war die Frage einer moglichen polycistronischen mRNA weiterhin ungeklart.
Deshalb wurden neue Reportergenkonstrukte hergestellt, die den distalen
Aktivierungseffekt naher charakterisieren sollten. Im Konstrukt M8inv1 wurde das
komplette H2A/m-Gen umgedreht und im Konstrukt M8inv2 wurde der H2A/m-

Promotor und ein kleiner Abschnitt im Beginn der H2A/m kodierenden Sequenz
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invertiert. Beide Konstrukte waren so konstruiert, dass in keinem Fall eine
hypothetische polycistronische mMRNA mehr gebildet werden konnte. Das Konstrukt
M8ins1 enthielt das synthetische Poly(A)-Signal aus dem pGL3-basic Vektor,
welcher hinter das H2A/m-Gen kloniert wurde, um eine zusatzliche sichere
Transkriptionstermination zu schaffen. Dieser Kunstgriff verhindert ebenfalls die
Bildung einer polycistronischen mRNA. Im Konstrukt M8ins2 war das Poly(A)-Signal
in umgekehrter Richtung einkloniert. Samtliche der neuen Konstrukte waren im
Rahmen der bereits erlauterten Schwankungsbreite genauso aktiv wie das
Ausgangskonstrukt M8 (Abbildung 24k,).

Das Experiment beweist zweierlei. Einmal kann man eine polycistronische mRNA als
Ursache fur die beobachteten Aktivitatssteigerungen klar ausschlieRen. Zum zweiten
zeigte sich, dass der distale Aktivierungseffekt trotz einer Invertierung des Gens
sowie trotz einer leichten VergrofRerung des Abstandes zwischen H2A/m-Gens und
H3/m-Gen erhalten blieb.

Zur weiteren Erforschung sollte der distale Aktivierungseffekt des H2A/m-Gens naher
eingegrenzt werden. Dazu wurden zwei Konstrukte kloniert: Das eine, M8delA,
enthalt nur noch den Promotor des H2A/m-Gens ohne TATA-Box. Dazu wurden die
kodierende Sequenz und die 3'-UTR herausgeschnitten. Das andere Konstrukt M9
enthalt nur die kodierende Sequenz und die 3'-UTR des H2A/m-Gens. Das Konstrukt
M8del1 behielt im Vergleich zum Ausgangskonstrukt M8 seine Aktivitit (Abbildung |
2563). Auch das Konstrukt M9 besal® im Vergleich zum Konstrukt M7 (ohne distale
Aktivierung) eine deutlich erhdhte Aktivitat. Sowohl der H2A/m Promotor als auch die
H2A/m kodierende Sequenz mit 3-UTR bewirkten im Experiment den distalen

Aktivierungseffekt des H3/m-Gens.

In einer zweiten Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob das H2A/m-Gen nur
speziell die Promotoraktivitdit des H3/m-Gens erhoht oder ob es generell die
Promotoraktivitat eines jeden Gens erhoht. Dazu wurde das H2A/m-Gen in zwei
Orientierungen in den pGL3-promoter Vektor kloniert, der zum Test fur putative
Enhancer entwickelt wurde. Der Einbau erfolgte vor dem SV40-"Early"-Promotor, der

wiederum die Expression des Reportergens Luziferase ermdglicht.



Ergebnisse 62

M4:
MS8: — s S

M8inv1: Sy~ Em—

M8inv2: E——— i

M8ins1: C— 11—
M8ins2: 1 ===

Histone Stemloop:

H2A/m Promotorbereich:

H2A/m kodierende Sequenz:

H3/m Promotor:

Luziferase kodierende Sequenz (Beginn):
Poly-A-Stopper:

IﬁUIlH*

150+

< 100-
2
k]
< 5-

M4
M8

M8inv1
M8inv2
M8ins1
M8ins2

Abbildung 24: Aktivitatsbestimmung von Reportergenkonstrukten zum distalen H2A/m-Effekt (1)

Oben: Schematische Darstellung der untersuchten Reportergenkonstrukte (siehe Bild-Legende).
Unten: Aktivitdten der Konstrukte in Reportergenassays in der Zelllinie HEK-293; Statistik aus vier
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (SEM). Die Aktivitat des M8-Konstruktes wurde
auf den Indexwert 100% gesetzt.
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Abbildung 25: Aktivitdtsbestimmung von Reportergenkonstrukten zum distalen H2A/m-Effekt (11)

Oben: Schematische Darstellung der untersuchten Reportergenkonstrukte (siehe Bild-Legende).
Unten: Aktivitdten der Konstrukte in Reportergenassays in der Zelllinie HEK-293; Statistik aus neun
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (SEM). Die Aktivitat des M8-Konstruktes wurde
auf den Indexwert 100% gesetzt.
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Abbildung 26: Aktivitatsbestimmung von Reportergenkonstrukten zum distalen H2A/m-Effekt (ll1)

Oben: Schematische Darstellung der untersuchten Reportergenkonstrukte (siehe Bild-Legende).
Unten: Aktivitaten der Konstrukte in Reportergenassays in der Zelllinie HEK-293; Statistik aus vier
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (SEM). Die Aktivitat des pGL3-promoter-
Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt.
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Ein Einbau von H2A/m in den Vektor flhrte in keiner der beiden Orientierungen zu

einem Anstieg der Reportergenaktivitat (Abbildung 26k4). Das H2A/m-Gen fungierte

in diesem Versuchssystem also nicht als genereller Enhancer bzw. Aktivator.

In der nachsten Versuchsreihe wurde untersucht, ob das H2A/m-Gen aktivierend auf
andere H3-Promotoren wirkt. Dazu wurde das H2A/m-Gen upstream des H3/k-
Promotors an das Ende des Konstruktes K8 kloniert. Das H2A/m-Gen verdreifachte
die Aktivitdt des H3/k-Promotors (Abbildung 27g, nachste Seite). Damit wirkt das
H2A/m-Gen nicht nur beim H3/m-Gen aktivierend. Vor dem H3/k-Gen befindet sich
natlrlicherweise das H2B/c-H2A/c Genpaar. Wurde der bipartite H2A/c-H2B/c-
Promotor zusatzlich zur H2A/c kodierenden Sequenz im Reportergenkonstrukt K13
eingebunden, fiihrte dies zu einem Anstieg der H3/k-Promotoraktivitat (Abbildung |
2766, nachste Seite). Somit kann auch das H2A/c-Gen aktivierend auf den H3/k-

Promotor wirken, wenn auch nicht in der gleichen Héhe wie das H2A/m-Gen.

Zusammenfassend zeigen die Experimente zum distalen Aktivierungseffekt des
H2A/m-Gens  auf den H3/m-Promotors (dreifache Steigerung der
Reportergenaktivitat), dass dieser nicht durch eine hypothetische polycistronische
MRNA in der transienten Transfektion verursacht wurde. Der Aktivierungseffekt des
H2A/m-Gens war Richtungs-unabhangig. Sowohl die H2A/m-kodierende Sequenz
als auch der H2A/m-Promotor konnten den Aktivierungseffekt alleine bewirken. Der
Mechanismus des distalen Aktivierungseffekts konnte nicht geklart werden. Wonhl
aber konnte gezeigt werden, dass das H2A/m-Gen auch auf andere Promotoren

aktivierend wirkt.

4.6 CRAS-Effekt

Hurt et al. (1991) haben innerhalb einer Histon-H3 kodierenden Sequenz (bei den
H3.2-Genen in den Genomen der Maus und des Hamsters) ein Sequenz-Element
beschrieben, das fur die Transkription der Gene aktivierend wirken sollte, und das als
CRAS-Element (CRAS: Coding region activating sequence) bezeichnet wurde.
Dieser CRAS-Effekt kann in dieser Allgemeinheit nicht bestatigt werden, wenn man
das folgende experimentelle System verwendet. Es wurden Reportergenkonstrukte
hergestellt, bei denen der H3/m-Promotor mitsamt einem Groldteil der H3/m-
kodierenden Sequenz vor das Reportergen kloniert wurde. So sollte ein

Fusionsprotein bestehend aus H3/m und Luziferase exprimiert werden.
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Abbildung 27: Aktivitdtsbestimmung von Reportergenkonstrukten zum distalen H2A/m-Effekt (IV)

Oben: Schematische Darstellung der untersuchten Reportergenkonstrukte (siehe Bild-Legende).
Unten: Aktivitaten der Konstrukte in Reportergenassays in der Zelllinie HEK-293; Statistik aus vier
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (SEM). Die Aktivitat des K11-Konstruktes
wurde auf den Indexwert 100% gesetzt.
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Dies war bei den Konstrukten MCRAS1 und MCRAS?2 der Fall (Abbildung 28¢7). Bei
den Konstrukten MCRAS1mut1 und MCRAS2mut1 wurde das beschriebene Element
mutiert. Die Mutationen fuhrten gegenuber den nicht mutierten Konstrukten zu keiner
verringerten Reportergenaktivitat in der Zelllinie HEK-293 (Abbildung 28k;). Die

CRAS-Sequenzen in den Reportergenkonstrukten wirkten also nicht aktivierend auf

die Transkription des Reportergens, d.h. ein CRAS-Effekt wurde nicht beobachtet.

i —t—H [ luct > MCRASTmut! : 644 bp + 293 bp CDS
i —t+—H et _[>  MCRAST : 644 bp + 203 bp CDS
1 I —HH lucr > MCRAS2mut! : 644 bp + 374 bp CDS
1 I —+HH [ Tuct > MCRAS2 : 644 bp + 374 bp CDS
0 ———HH uer D M6 : 644 bp
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Abbildung 28: Aktivitdtsbestimmung von Reportergenkonstrukten zum CRAS-Effekt

Oben: Schematische Darstellung der untersuchten Reportergenkonstrukte (siehe auch Bild-Legende).
Alle MCRAS-Konstrukte enthalten 644 bp des Promotors und die ersten 293 bp der kodierenden
Sequenz des H3/m-Gens (in MCRAS1) bzw. die ersten 374 bp der kodierende Sequenz (in
MCRAS?2). In den Konstrukten MCRAS1mut1 und MCRAS2mut1 sind 7 bp in der H3/m-kodierenden
Sequenz mutiert (CRASa-Element). GroRe rote Boxen: H3/m kodierende Sequenz; luc+: Firefly-
Luziferase-kodierende Sequenz. Unten: Aktivitdten der Konstrukte in Reportergenassays in der
Zelllinie HEK-293; Statistik aus funf unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (SEM). Die
Aktivitat des M6-Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt.
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4.7 Absuchende Mutagenese

Nachdem in den Deletionsreihen einzelne Abschnitte der H3-Promotoren als relevant
fur die Promotorstarke identifiziert worden waren, wurden im Folgenden diese
Abschnitte auf relevante cis-Elemente untersucht. Dies geschah mit Hilfe der
absuchenden Mutagenese in den Promotoren des H3/k- und des H3/m-Gens. Die
Mutagenese erfasste alle Bereiche der mit Hilfe der H3-Promotor-Deletionsreihen
ermittelten Rumpf-Promotoren: beim H3/k-Promotor 133 bp und beim H3/m-
Promotor 129 bp. Beim H3/m-Promotor wurden zusatzlich zwei Mutationskonstrukte
hergestellt, die die weiter oberhalb gelegene ATF-Box und ihre Umgebung mutierten.
Zur Untersuchung wurden jeweils Bereiche von 5 bis 19 bp mutiert, indem jedes A in
ein C und jedes G in ein T Uberfuhrt wurde und umgekehrt. Die Abstande zwischen
den mutierten Bereichen betrugen 4 bp. In der Annahme, dass ein relevantes cis-
Element langer als 4 Basen lang sein muss, bestand somit keine Gefahr, dass ein

relevantes cis-Element Ubersehen wurde.

Die mutierten Konstrukte wurden mit dem Promega in vitro site-directed
Mutagenese-System hergestellt, in E. coli DH5 alpha transformiert und in Endotoxin-
freier Qualitdt prapariert. Die Transfektion der Zellen und die Messung der
Reportergenaktivitat erfolgte wie bei den Deletionsreihen. Bei den Mutationsreihen

wurden pro Konstrukt mindestens vier unabhangige Transfektionen durchgefthrt.

Unter den gewahlten Bedingungen der transienten Transfektion waren im
wesentlichen drei cis-Elemente fir die Funktion des H3/k-Promotors verantwortlich
(Abbildung 29¢s): die TATA-Box und die beiden CCAAT-Boxen. Die Mutation der

TATA-Box im Konstrukt K&mut8 hatte einen nahezu vollstandigen Aktivitatsverlust

zur Folge. Gleiches gilt fur die Mutation der proximalen CCAAT-Box im Konstrukt
K5mut7. Die Mutation der distalen CCAAT-Box im Konktrukt KSmut4 fihrte zu einem
Aktivitatsverlust des H3/k-Promotors von 86% (14% Restaktivitat). Dartber hinaus
fuhrte eine Mutation des Bereiches downstream der distalen CCAAT Box in
Konstrukt Kbmut5 zu einem Aktivitatsverlust von 50%. Dieser Bereich spielte also

ebenfalls fur eine volle Funktionsfahigkeit des Promotors eine Rolle.

Beim H3/m-Promotor zeigten Mutationen der TATA-Box (M4mut8), sowie der
proximalen (M4mut6) und distalen (M4mut3) CCAAT-Box die deutlichsten
Aktivitatsverluste von 80-90%. Bei keiner Mutation wurde eine vollstandige
Inaktivierung beobachtet (Abbildung 307o).
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Abbildung 29: Absuchende Mutagenese im H3/k-Promotor

Oben: Schematische Darstellung der Mutationskonstrukte im H3/k-Promotor. Rote Boxen: CCAAT-
Boxen; Blaue Box: TATA-Box. Die gekennzeichneten Bereiche wurden in den Konstrukten komplett
mutiert (siehe Text). Die oberen Hakchen zeigen zur Orientierung die Lage der Deletionskonstrukte
(Ldnge des K5-Promotors: 214 bp bis Transkriptionsstart). Mitte: Reportergenaktivitat der
Mutationskonstrukte in der HEK-293-Zelllinie; Statistik aus vier unabhangigen Experimenten mit
Standardabweichung SEM. Die Aktivitdt des K5-Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt.
Unten: Zur Orientierung die Reportergenaktivitditen der Deletionskonstrukte (aus fiinf Experimenten
mit SEM; Aktivitat von K5 = Indexwert 100%).
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Abbildung 30: Absuchende Mutagenese im H3/m-Promotor

Oben: Schematische Darstellung der Mutationskonstrukte im H3/m-Promotor. Rote Boxen: CCAAT-
Boxen; Blaue Box: TATA-Box; Orange Box: ATF-Box. Die gekennzeichneten Bereiche wurden in den
Konstrukten komplett mutiert (siehe Text). Die oberen Hakchen zeigen zur Orientierung die Lage der
Deletionskonstrukte. Mitte: Reportergenaktivitdt der Mutationskonstrukte in der HEK-293-Zelllinie;
Statistik aus vier unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung SEM. Die Aktivitat des
M4-Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Unten: Zur Orientierung die
Reportergenaktivitdten der Deletionskonstrukte (aus finf Experimenten mit SEM; Aktivitat von M4 =

Indexwert 100%).
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Auch die Mutagenese der ATF-Box (M4mut1) flhrte zu einem 60%igem
Aktivitatsverlust. Dagegen fuhrten die Mutagenesen aller Ubrigen Bereiche,
insbesondere des Transkriptionsstartes, zu keiner Aktivitdtssenkung. Im Falle der
Mutagenese der 5-UTR im Konstrukt M4mut11 trat sogar Uberraschenderweise eine
deutliche Aktivitatssteigerung um den Faktor 2 auf 200% auf, die nicht erklart werden

konnte.

Absuchende Mutagenesen im H3/k- und H3/m-Promotor zeigten, dass zwei CCAAT-
Boxen und die TATA-Box die entscheidenden cis-Elemente in den H3-Promotoren

sind. Im H3/m-Promotor wurde die ATF-Box als weiteres cis-Element identifziert.

4.8 Mutagenese der CCAAT-Boxen des H3/k-Promotors

Die beiden CCAAT-Boxen im H3/k-Promotor wurden in der absuchenden
Mutagenese als neben der TATA-Box wichtigste cis-Elemente identifiziert. Mit einer
detaillierteren Mutagenese sollte geklart werden, welche Basen in und um die
CCAAT-Boxen fur deren Funktion im Promotor notig sind. Dadurch sollte man
Hinweise auf den dort bindenden Transkriptionsfaktor erhalten. Als
Transkriptionsfaktoren kamen der trimere Komplex NF-Y (auch CBF genannt), der
Faktor CDP/Cut (alleine oder im HiNF-D-Komplex) sowie weitere CCAAT-Box-
bindende Proteine in Frage (siehe [6.3.2}00).

Fir die detaillierte Mutagenese wurden zunachst drei spezielle Reportergenplasmide
konstruiert, in denen die proximale CCAAT-Box des H3/k-Promotors mutiert wurde:
K5mut10 war eine Mutation, in der samtliche 5 Basen des "CCAAT" mutiert wurden.
Hier sollte die etwas breitere Mutation des Konstrukts K&mut7 genauer spezifiziert
werden. Moon et al. (2000) beschrieben, dass das Protein CDP/Cut auch an CCAAT-
Boxen binden kann, die nicht ganz den funf Basen des "CCAAT" ensprechen, z.B
"ACGAT". Daher sollte mit Konstrukt KSmut11 geklart werden, ob eine Anderung des
proximalen CCAAT-Motivs zu "ACGAT" zu einem Aktivitatsverlust fuhren wuirde.
K5mut12 schliellich enthielt das unveranderte "CCAAT" mit drei mutierten Basen
upstream und zwei mutierten Basen downstream, die eine Bindung von NF-Y (Bi et

al. 1997) mdglichst erschweren sollten. Alle durchgeflihrten Mutationen hatten einen

nahezu vollstandigen Aktivitatsverlust zur Folge (Abbildung 3172). Dies zeigt dreierlei:

1. FuUr den Aktivitatsverlust des Konstrukts Kbmut7 war tatsachlich die CCAAT-Box
verantwortlich (K5mut10).
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Abbildung 31: Spezifische Mutagenese der proximalen CCAAT-Box des H3/k-Promotors

Oben: Schematische Darstellung des H3/k-Promotors; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-
Box; Hakchen: Transkriptionsstart; CDS: kodierende Sequenz; Lange des K5-Konstruktes bis
Transkriptionsstart: 214 bp. Mitte: Sequenzen der verschiedenen Mutationskonstrukte; rote
Markierung: zentrales CCAAT-Motiv; schwarze Markierung: mutierte Bereiche. Unten:
Reportergenaktivitdt der oben gezeigten Konstrukte in der Zelllinie HEK-293; die Aktivitat des K5-
Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind eine Statistik aus vier
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung SEM.
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I/I/ = — = CDS

K5 (wt): TTGAGTCCTTCG-CCGGTTACTGTT

K5mut3: jeleiNess CCTTCG-CCGGTTACTGTT
Ksmut4: TTGAGTCCTTENYVNHSEIVNICTTACTGTT
Kbmut13: TTGAGTCCT(elee SRM§CGCTTACTGTT

K5mut14: TTGAGTCCTTCGCCGGTTACTGTT
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K5 (wt)
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K5mut13
K5mut14

Abbildung 32: Spezifische Mutagenese der distalen CCAAT-Box des H3/k-Promotors

Oben: Schematische Darstellung des H3/k-Promotors; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-
Box; Hakchen: Transkriptionsstart; CDS: kodierende Sequenz; Lange des K5-Konstruktes bis
Transkriptionsstart: 214 bp. Mitte: Sequenzen der verschiedenen Mutationskonstrukte; rote
Markierung: zentrales CCAAT-Motiv; schwarze Markierung: mutierte Bereiche. Unten:
Reportergenaktivitdt der oben gezeigten Konstrukte in der Zelllinie HEK-293; die Aktivitdt des K5-
Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind eine Statistik aus vier
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung SEM.
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2. Eine "ACGAT" Sequenz kann die proximale "CCAAT"-Sequenz nicht ersetzen
(K5Smut11).

3. Eine NF-Y-bindungshemmende Basenfolge upstream und downstream von der
proximalen "CCAAT"-Sequenz fluhrt zum fast vollstandigem Aktivitatsverlust des
Promotors (K5mut12).

In analoger Weise wurde bei der distalen CCAAT-Box des H3/k-Promotors mit zwei
neuen Mutationskonstrukten der aktivierende Effekt der CCAAT-Box naher
untersucht. In Konstrukt K5mut13 wurden 3 Basen upstream und 2 Basen
downstream der "CCAAT"-Sequenz in einer fur NF-Y unglnstigen Weise mutiert, und
in Konstrukt Kbmut14 wurde eine Punktmutation der Sequenz "CCAAT" zu "TCAAT"
durchgefuhrt. Diese Punktmutation sollte nach Mantovani (1998) zu einem Verlust
der Bindung von NF-Y, aber nach Moon et al. (2000) nicht unbedingt zu einem
Verlust der Bindung von CDP/Cut fuhren. Die Ergebnisse zeigen, dass beide
Mutationen zu dem gleichen Aktivitatsverlust des Promotors flhrten wie die
komplette Mutation der ganzen "CCAAT"-Sequenz (Abbildung 3273).

In den beiden CCAAT-Boxen des H3/k-Promotors waren also die funf Basen des
CCAAT-Motivs vollstandig fur die Funktion des Promotors nétig. Mutationen der
umliegenden Basen zu Nicht-Konsensus-NF-Y-Sequenzen flhrten in beiden

CCAAT-Boxen zu vollstandigen Aktivitatsverlusten.

4.9 Mutagenese der putativen HiNF-D-Bindungsstellen des H3/m-

Promotors

Aufgrund von Sequenzvergleichen identifizierten van den Ent et al. (1994) im H3/m-
Promotor zwei mdgliche HiNF-D-Bindungsstellen, die sogenannten AG-Motive.
HiNF-D ist ein Komplex aus Cdc2 (Cdk1), Cyclin A, pRb (p105) und CDP/Cut und ist
in die Regulation des H4/n-Promotors involviert (van Wijnen et al. 1994). Ein Motiv
befindet sich in der Nahe der ATF-Box (downstream von ihr) und ein zweites Motiv
befindet sich dicht bei der distalen CCAAT-Box (upstream von ihr). Um einen
Einfluss dieser Stellen auf die Aktivitat des H3/m-Promotors zu prifen, sollten beide

maoglichen Bindungstellen mutiert werden.

Im Konstrukt M4dmut18 wurde die downstream der ATF-Box gelegene Stelle mutiert

und in Konstrukt Mdmut19 wurde die upstream der distalen CCAAT-Box gelegene
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Stelle mutiert. In den Experimenten konnte ein Aktivitatsverlust nur bei der Mutation
von einer der moglichen zwei HiINF-D-Bindungstellen (M4mut19) festgestellt werden
(Abbildung 33ys).

Da die urspringliche Mutation der distalen CCAAT-Box in M4dmut3 zusatzlich den
Bereich upstream der "CCAAT"-Sequenz mitmutierte, wurde eine zweite Mutante
M4mut20 erstellt, in welcher lediglich die "CCAAT"-Sequenz mutiert ist. Sowohl die
Mutation der "CCAAT"-Sequenz selbst als auch eine Mutation upstream der

"CCAAT"-Sequenz in der einen zu prufenden HiNF-D-Bindungstelle fihrte zu einem

vergleichbaren Aktivitatsverlust (Abbildung 33}s). Dagegen fihrt die Mutation der

anderen moglichen HINF-D-Bindungstelle in Konstrukt M4mut18 zu keinem

Aktivitatsverlust des Promotors.

Von den zwei beschriebenen putativen HiNF-D-Bindungsstellen war also nur eine fur
die H3/m-Promotoraktivitdt wichtig. Die aktivierende Wirkung dieser putativen
HiNF-D-Bindungsstelle erforderte eine intakte benachbarte CCAAT-Box.

4.10 Abstandsveranderungen im H3/k-Promotor

Die Abstande zwischen proximaler CCAAT-Box und TATA-Box, sowie zwischen
proximaler und distaler CCAAT-Box sind in den H3-Promotoren annahernd gleich
(siehe Abbildung 6ps). Es sollte daher untersucht werden, welche Bedeutung diese

Abstande flur die Promotoraktivitat besitzen.

Der Abstand zwischen proximaler CCAAT-Box und TATA-Box betragt in fast allen
Promotoren 22 bp (gemessen von den Startpunkten der Motive) (siehe
Bhs). Lediglich im H3/c- und H3/h-Promotor ist der Abstand zwischen den beiden
Boxen um zwei Basen verklrzt. In den folgenden Analysen sollte geklart werden,
inwieweit dieser Abstand eine funktionale Bedeutung besitzt. Exemplarisch am H3/k-
Promotor wurde der Abstand der Boxen um 10 bzw. 11 Basen verlangert (Konstrukte
KSmut20 und Kb5mut21), was einer Verlangerung um eine DNA-Helixwindung
entspricht. Nach der Prufung der verlangerten DNA mit dem Programm Matlnspektor
{Genomatix Software GmbH; Quandt et al 1995} auf mogliche neue cis-Elemente
wurde die Aktivitat der Konstrukte bestimmt. Man beobachtete einen Aktivitatsverlust
von ca. 75% (Abbildung 341s, Ubernachste Abbildung).
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Abbildung 33: Spezifische Mutagenese der distalen CCAAT-Box des H3/m-Promotors

Oben: Schematische Darstellung des H3/m-Promotors; rote Boxen: CCAAT-Boxen; blaue Box: TATA-
Box; orange Box: ATF-Box; gelbe Boxen: putative HiNF-D-Bindungsstellen. Hakchen:
Transkriptionsstart; CDS: kodierende Sequenz; M4: Lange des M4-Konstruktes. Mitte: Sequenzen der
verschiedenen Mutationskonstrukte; rote Markierung: zentrales CCAAT-Motiv; gelbe Markierung:
putative HiNF-D-Bindungsstelle; orange Markierung: ATF-Motiv; schwarze Markierung: mutierte
Bereiche. Unten: Reportergenaktivitat der oben gezeigten Konstrukte in der Zelllinie HEK-293; die
Aktivitdt des K5-Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind eine
Statistik aus vier unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung SEM.
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Der Sequenzvergleich der H3-Promotoren ergab, dass sieben der elf Promotoren
eine distale CCAAT-Box mit einem Abstand von 41 bzw. 42 bp (bezogen auf
Startpunkte der Motive) zur proximalen CCAAT-Box besitzen. Auch hier wurde,
exemplarisch am H3/k-Promotor, die Beziehung zwischen Abstand der Boxen und
Aktivitat des Promotors erforscht. Hierzu wurden vier Konstrukte hergestellt: In
K5mut16 wurde eine komplette Helixwindung (10 bp) deletiert und der Abstand
zwischen distaler und proximaler CCAAT-Box auf 32 bp verkurzt. Im zweiten
Konstrukt Kbmut17 wurde eine halbe Helixwindung (5 bp) deletiert und der Abstand
auf 37 bp verkirzt. Dadurch wurde die distale CCAAT-Box relativ zur proximalen
CCAAT-Box auf die andere Seite der Helix gedreht. Im dritten Konstrukt K&Smut18
insertierte man eine halbe Helixdrehung (5 bp), so dass der Abstand auf 47 bp
anwuchs und die distale CCAAT-Box auf die andere Seite der Helixachse gedreht
wurde - relativ zur proximalen CCAAT-Box. Im vierten Konstrukt Kbmut19 erfolgte
die Insertion einer ganzen Helixwindung (10 bp) und der Abstand wuchs zwischen
den beiden CCAAT-Boxen auf 52 bp an. Die Aktivitatsbestimmung der Konstrukte
ergab folgendes (Abbildung 35}):

1. Jede Veranderung des Abstandes fuhrte zum Aktivitatsverlust.

2. Der Aktivitatsverlust war besonders hoch (65%) wenn die beiden CCAAT-Boxen
durch Deletion oder Insertion um eine halbe Helixwindung (5 bp) gegeneinander
verdreht wurden (K5Smut17 und K5mut18).

3. Eine Verlangerung des Abstandes um eine Helixwindung fuhrte (K&mut19) zu
einem schwachen Aktivitatsverlust von 22%, wahrend eine Verkuirzung zu einem

grolReren Aktivitatsverlust von 50% fuhrte.

Die Verlangerung des Abstands zwischen proximaler CCAAT-Box und TATA-Box im
H3/k-Promotor flhrte also zu einem starken Aktivitatsverlust. Veranderungen des
Abstands zwischen proximaler und distaler CCAAT-Box flihrten ebenfalls zu z.T.
starken Aktivitatsverlusten, die besonders hoch waren, wenn die Positionen der

Boxen auf der Helixachse zueinander verdreht wurden.
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Abbildung 34: Vergrolierung des Abstandes zwischen CCAAT- und TATA-Box

Oben: Schematische Darstellung der Mutationskonstrukte des H3/k-Promotors; rote Boxen: CCAAT-
Boxen; blaue Box: TATA-Box; Hakchen: Transkriptionsstart; CDS: Luziferase-kodierende Sequenz;
Lange des K5-Konstruktes bis Transkriptionsstart: 214 bp; orange Boxen: Insertion von 10 bzw 11
Basen zwischen proximaler CCAAT-Box und TATA-Box. Unten: Reportergenaktivitdt der oben
gezeigten Konstrukte in der Zelllinie HEK-293; die Aktivitdt des K5-Konstruktes wurde auf den
Indexwert 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind eine Statistik aus vier unabhangigen Experimenten mit
Standardabweichung SEM.
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Abbildung 35: Veranderung des Abstands zwischen proximaler und distaler CCAAT-Box

Oben: Schematische Darstellung der Mutationskonstrukte des H3/k-Promotors; rote Boxen: CCAAT-
Boxen; blaue Box: TATA-Box; Hakchen: Transkriptionsstart; CDS: Luziferase-kodierende Sequenz;
Lange des K5-Konstruktes bis Transkriptionsstart: 214 bp; gelbe Boxen mit Schere: deletierte
Bereiche von 10 bzw 5 Basen; orange Boxen: Insertion von 5 bzw 10 Basen zwischen distaler und
proximaler CCAAT-Box. Unten: Reportergenaktivitdt der oben gezeigten Konstrukte in der Zelllinie
HEK-293; die Aktivitat des K5-Konstruktes wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Die Ergebnisse
sind eine Statistik aus vier unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung SEM.
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4.11 Bandshift-Analyse der CCAAT-Boxen des H3/k- und H3/m-

Promotors

Wie unter 5.3.2}oo beschrieben existiert eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren, die

an CCAAT-Boxen binden kénnen. Mit Hilfe von EMSA-Experimenten sollten daher

abschlielend die Transkriptionsfaktoren charakterisiert werden, die an die

identifizierten CCAAT-Boxen binden. Die proximalen und distalen CCAAT-Boxen

waren durch Mutationsexperimente sowohl im H3/k- als auch im H3/m-Promotor als

wesentliche Promotorelemente identifiziert worden. Fur die Versuchsreihen wurden

30 bp lange doppelstrangige (ds) Oligonukleotide eingesetzt, die der naturlichen

Sequenz entsprechen. Die Nukleotide enthielten die CCAAT-Boxen an der Position

16-20 und wurden bei den EMSA-Experimenten eingesetzt (siehe
Analyses).

Die proximale CCAAT-Box von H3/k, hier ,KProx“ genannt, lieferte im Experiment

zwei Shift-Banden. Bei der oberen Bande handelte es sich um eine Doppelbande;

wobei deren untere Bande intensiver war (Abbildung 364). Sowohl die Doppelbande

als auch die andere Bande liel3en sich durch unmarkiertes KProx kompetieren. Die
Doppelbande lief exakt auf der gleichen Hohe wie die Doppelbande, die sich mit
markiertem NF-Y-Konsensus-Oligonukleotid ergab und lieR sich daruber hinaus
vollstandig von diesem Oligonukleotid kompetieren. Bei der oberen Doppelbande
handelt es sich daher mit hoher Sicherheit um einen NF-Y-Komplex. Die untere
Bande kann sowohl durch unmarkiertes KProx als auch durch unmarkiertes
KProxmut, welches eine mutierte CCAAT-Box enthalt, kompetiert werden. Dieser
Shift-Komplex bendtigt also keine intakte CCAAT-Box.

Die distale CCAAT-Box von H3/k, hier ,KDist* genannt, lieferte im Experiment
mehrere Shift-Banden (Abbildung 3641). Lediglich eine davon lieR sich durch
unmarkiertes KDist vollstandig kompetieren. Wie bei der oberen Doppelbande des

KProx-Oligonukleotids handelte es sich bei dieser Bande um eine Doppelbande mit
einer erheblich starkeren unteren Bande. Die Bande lief genau auf der Hohe der
NF-Y- Doppelbande und lie® sich vom NF-Y-Konsensusoligonukleotid vollstandig
kompetieren. Ebenfalls wie beim KProx handelte es sich bei dieser Bande also mit
hoher Sicherheit um einen NF-Y-Komplex. Die Ursache der Ubrigen Banden blieb
ungeklart; sie lieRen sich nicht von unmarkiertem KDist kompetieren, so dass sie als

unspezifisch anzusehen sind.
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Abbildung 36: Autoradiogramme der EMSA-Assays der H3/k-CCAAT-Boxen

Die markierten Oligonukleotide (gekennzeichnet in der Beschriftung mit einem Sternchen) wurden mit
HelLa-Kernextrakt (HNE) inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe B.9}s). Einigen
Ansatzen wurde ein unmarkierter Kompetitor im 80-fachem Uberschuss zugesetzt (gekennzeichnet in
der Beschriftung mit einem Pluszeichen). -HNE: Spuren ohne HelLa-Kernextrakt. Links: Bandshift-Gel
mit markiertem KProx-Oligonukleotid(linke Spur: markiertes NF-Y-Oligo) und verschiedenen
Kompetitoren. Die NF-Y-Doppelbande ist mit zwei Pfeilspitzen markiert. Rechts: Bandshift-Gel mit
markiertem  KDist-Oligonukleotid(finfte ~ Spur: markiertes NF-Y-Oligo) und verschiedenen
Kompetitoren. Die NF-Y-Doppelbande ist mit zwei Pfeilspitzen markiert.
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Abbildung 37: Autoradiogramme der EMSA-Assays der H3/m-CCAAT-Boxen

Die markierten Oligonukleotide (gekennzeichnet in der Beschriftung mit einem Sternchen) wurden mit
HelLa-Kernextrakt (HNE) inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe B.9}s). Einigen
Ansatzen wurde ein unmarkierter Kompetitor im 80-fachem bzw. 1400-fachem Uberschuss zugesetzt
(gekennzeichnet in der Beschriftung mit einem Pluszeichen). -HNE: Spuren ohne HelLa-Kernextrakt.
Links: Bandshift-Gel mit markiertem MProx-Oligonukleotidund verschiedenen Kompetitoren. Rechts:
Bandshift-Gel mit markierten MDist-, NF-Y- und CDP/Cut-Oligonukleotide (siehe Beschriftung) und
verschiedenen Kompetitoren. Die NF-Y-Doppelbande ist mit zwei Pfeilspitzen markiert. Die
spezifische CDP/Cut-Bande ist mit einer einzelnen Pfeilspitze rechts oben markiert.
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Abbildung 38: Kompetition des NF-Y-Komplexes durch CCAAT-Oligonukleotide

Markierte NF-Y-Oligonukleotide (NF-Y*) wurden mit HelLa-Kernextrakt mit oder ohne unmarkierten
Kompetitoroligonukleotide inkubiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3) In der
Beschriftung sind die Kompetitoren und die Héhe des Uberschusses angegeben. Gezeigt wird der
Gelausschnitt (Autoradiogramm), der die NF-Y-Banden enthalt. Die NF-Y-Doppelbanden sind mit zwei
Pfeilspitzen markiert. Unten: Intensitaten der oben gezeigten Banden nach Quantifizierung. Die Bande
ohne Kompetitor (ohne Komp) wurde auf den Indexwert 100% gesetzt. Unten angegeben sind die
Kompetitoren und die Héhe des Uberschusses.
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Die proximale CCAAT-Box von H3/m, hier ,MProx“ gennant, lieferte im Experiment

mehrere Shift-Banden (Abbildung 37k,). Allerdings lieRen sich die Banden weder

durch unmarkiertes MProx noch durch unmarkiertes MProxmut, bei dem die CCAAT-
Box mutiert ist, kompetieren. Das MProx-Oligonukleotid zeigte somit keine

spezifischen Banden.

Die distale CCAAT-Box von H3/m, hier ,MDist® genannt, lieferte im Experiment
mehrere Shift-Banden (Abbildung 373,). Die Doppelbande, die die bekannte NF-Y-

Struktur aufwies (eine obere schwachere und eine untere starkere Bande mit

charakteristischem Abstand), liel3 sich durch unmarkiertes MDist kompetieren. Diese
Bande lief genau auf der Hohe der NF-Y-Doppelbande und liel3 sich auch vom NF-Y-
Kompetitoroligonukleotid kompetieren (nicht gezeigt). MDist band somit spezifisch
einen Faktor, bei dem es sich mit hoher Sicherheit um NF-Y handelte. Auf dem
gleichen Gel ist rechts zu erkennen, dass das CDP/Cut-Konsensusoligonukleotid
eine spezifische Shift-Bande ergab (Pfeilmarkierung), die erheblich héher lauft als die
NF-Y-Doppelbande und in keinem Shift-Experiment der CCAAT-Oligonukleotide zu

sehen war.

AbschlieRend wurde mit Kompetitionsreihen die Affinitdt der einzelnen CCAAT-
Boxen zum Faktor NF-Y bestimmt. Dazu wurden zu markiertem, ds NF-Y-
Konsensusoligonukleotid die unmarkierten ds CCAAT-Oligonukleotide als
Kompetitoren in 80fachem, 320fachem und 1400fachem Uberschuss zugegeben. Die
einzelnen CCAAT-Boxen hatten eine unterschiedliche Affinitat zu dem Faktor NF-Y
(Abbildung 3843): Gut — aber wesentlich schlechter als die Positivkontrolle ds NF-Y-
Konsensusoligonukleotid — kompetitierten KProx und MDist, mittelmaRig KDist.

Schlecht kompetitierte MProx. Als Negativkontrolle diente MProxmut mit mutierter
CCAAT-Box.

Die proximalen und distalen CCAAT-Boxen des H3/k- und des H3/m-Promotors
banden also in vitro mit unterschiedlicher Affinitat den Faktor CBF/NF-Y. Die Affinitat
des Faktors CBF/NF-Y zu den CCAAT-Boxen des H3/k- und H3/m-Promotors war
niedriger als zum NF-Y-Konsensusoligonukleotid. Es wurden keine weiteren
spezifischen Banden, d.h. Proteinbindungen, in den EMSA-Experimenten mit den
H3/k- und H3/m-CCAAT-Box-Oligonukleotiden beobachtet.
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5 Diskussion

5.1 Histon-H3-Genexpression in humanem Gewebe und Tumorzelllinien

Die individuellen mRNA-Spiegel von allen elf replikationsabhangig-exprimierten
H3-Histongenen (die im Folgenden ,replikationsabhangige H3-Histongene® genannt
werden) wurden in den drei humanen fotalen Geweben Harnblase, Leber und Lunge
(Abbildung 9} und [Abbildung 11}4) sowie in den acht humanen Zelllinien Capan-1,
HelLa-S3, HEK-293, Hep-G2, HL-60, IMR-90, Sa0S-2, und Tera-2 (Abbildung 12}s-
Abbildung 14}s) bestimmt. Das Expressionsmuster der H3-Gene war in den drei

fotalen Geweben recht ahnlich. Das bedeutet, dass entweder alle elf H3-Gene einer
gemeinsamen Regulation mit den gleichen Transkriptionsfaktoren unterliegen oder,
falls unterschiedliche Faktoren involviert sind, liegen diese zumindest in funktionell

ahnlichen Konzentrationen in den Geweben vor.

Das Ergebnis deutet also im Kontrast zu Heintz (1991), Liu und Gorovsky (1996) und
van der Meijden et al. (1998) darauf hin, dass es in der Expression der replikations-

abhangigen H3-Gene keine wesentlichen Zelltyp-spezifischen Faktoren gibt.

In der diploiden Zelllinie IMR-90 ahnelt das H3-Expressionsmuster dem der drei
fotalen Gewebearten, wahrend die Ubrigen untersuchten Zelllinien, die
Tumorzelllinien sind, davon stark abweichende, anormale d.h. aberrante
Expressionsmuster zeigten: Die Gesamt-H3-mRNA bestand in diesen Zelllinien im
wesentlichen aus nur zwei bis funf verschiedenen individuellen H3-mRNAs, und

einige Gene wurden gar nicht oder nur sehr schwach exprimiert (4.2.341).

Ein ahnliches Expressionsverhalten in Tumorzelllinien wurde auch bei den anderen
Histongenklassen von anderen Autoren beobachtet, wobei die Expressionsmuster
der Gene in den Zelllinien nur semi-quantitativ bestimmt wurden: Albig et al. (1999)
beobachteten eine untereinander variierende Expression von acht humanen H2A
und zehn H2B Genen in vier humanen Tumorzelllinien. Hampe (2000) beobachtete
eine untereinander variierende Expression von funf H4-Genen in funf humanen
Zelllinien - ein Gen wurde dabei in zwei Zelllinien nicht exprimiert. Meergans et al.
(1997) beobachteten eine differentielle Expression der sechs humanen H1-Subtyp-
Gene in neun humanen Zelllinien. Die Histongene H1.1, H1.3 und H1.5 wurden nicht

in allen Zelllinien exprimiert.
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Es handelt sich also bei dem in der vorliegenden Arbeit beobachteten aberranten
Expressionsmuster der H3-Gene in Tumorzelllinien offenbar nicht um einen

Sonderfall innerhalb der funf Histongenklassen.

5.1.1 Das aberrante Expressionsmuster von H3-Histongenen in

Tumorzelllinien

Das aberrante Expressionsmuster der H3-Histogene in Tumorzelllinien lasst sich
theoretisch auf eine Reihe verschiedener Ursachen zurtckfuhren, weil die Gen-
expression an verschiedenen Stufen reguliert sein kann (siehe Abbildung 3§). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz denkbarer Ursachen untersucht.

Mutationen oder Deletionen in den betroffenen H3-Genen oder ihren Promotoren
konnten die Expression der Gene in den Tumorzelllinien auf genetischer Ebene
schwachen oder verhindern. Um diese Mdglichkeit auszuschlielien, wurde in der
vorliegenden Arbeit exemplarisch in vier Fallen mit Hilfe von PCR-Amplifikation und
anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte nachgewiesen, dass nicht
exprimierte H3-Gene ohne Mutationen in den Zelllinien vorkamen: H3/h und H3/i sind
ohne Mutationen in der HL-60 Zelllinie vorhanden und H3/c und H3/h sind ohne
Mutationen in HEK-293 Zelllinie vorhanden. Deshalb kann ausgeschlossen werden,
dass genetische Mutationen die generelle Ursache fur die fehlende Expression

einzelner Gene und damit flr das aberrante Expressionsmuster sind.

Eine zweite Moglichkeit flir das abweichende Expressionsmuster in den
Tumorzelllinien konnte in Veranderungen der Histon-mRNA-3'-Prozessierung oder
der Histon-mRNA-Stabilitat bestehen. Diese Aberration misste selektiv die mRNA-
Prozessierung individueller Gene inaktivieren oder selektiv die mRNA-Stabilitat
individueller Gene herabsenken (Eine nicht-selektive Inaktivierung oder Absenkung
reicht nicht aus, da sonst alle H3-Gene gleichermallen betroffen waren. Die
beobachtete Abweichung der H3-Expression in den Tumorzelllinien bestand jedoch
in einer selektiven Veranderung der relativen Expressionstarke einzelner H3-Gene.).
Fir eine solche selektive Aberration mussten die individuellen H3-Gene separaten
3'-Prozessierungswegen bzw. mRNA-Abbauwegen folgen. Die mRNA-3'-Enden der
H3-Gene, die fur die Regulation der 3'-Prozessierung und der mRNA-Stabilitat
entscheidend sind (Marzluff und Duronio 2002), sind sich aber sehr ahnlich
(Abbildung 39§;): Der 16 bp Stem-Loop ist in allen elf Genen identisch. Eine
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Ausnahme ist das H3/h-Gen, welches eine Nicht-Konsensus Base an der einzig
variablen (variabel ist die Stelle im Vergleich der Histongenklassen) Stelle im Loop
aufweist. Die "Histone Downstream Elements" (HDEs) der elf H3-Gene, die die
Bindungsstellen des U7sRNP-Partikels sind, enthalten maximal eine Nicht-
Konsensus Base an Position 5 oder 7 ((G/U)-RNA-Paarungen gelten als erlaubt).
Eine Ausnahme ist das H3/i-Gen mit zwei Nicht-Konsensus Basen. Der Abstand
zwischen den HDEs und der Prozessierungsstelle betragt in allen Genen zwischen 8
und 10 Nukleotiden, und die Prozessierungsstelle enthalt bei neun Genen das
konservierte Motiv AC, wahrend die anderen beiden Gene CC oder AA Motive
aufweisen, die nach Furger et al. (1998) ebenfalls funktionell in der Prozessierung
sind (Abbildung 39k-).

Elemente: 16 bp-Stem-Loop PS U7-BS (HDE)

H3/a: 28bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACCACCT TTTCAAGT AAAGTAGCTG TAAGAAACCAA
H3/b: 32bp AAA GCCTCTTTTCAGAGCC ACCCACA TGCGCCCTG AAAAGATCTG TTTCTCTCAGGA
H3/c: 24bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACTCACA ATTTCACTTA AAAACAGITG TAACCCATTCGG
H3/d: 27bp AAA CGCCTCTTCTCAGAGCC AACCACT TTGICCGTG AAAAGGGECTG TAATCCTTTGAG
H3/f: 36bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC CCTCAAT TGICACCAA AAGGAAGCTG TAGCTTTTGAGA
H3/h: 32bp AAA CGCCTCTTTTAAGAGCC GCCTACT TTCACCCG  AAAATAGCTG TGATTAACTAAT
H3/i: 31bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACCAACA ATTTCAGIT GAAAGCGCCG TAGCACTAGGGA
H3/3j: 43bp AAA CGCCTCTTTTCAGAGCC ACTTACA TTCTCACTG AGGATAGCTG TCACACCATTGG
H3/k: 28bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACCCACA TGCGCGCTG  AAAAGATCTG TTTCTCTCAGGA
H3/m: 34bp AAA GCCTCTTTTCAGAGCC ACCCACT TATTCCAACG AAAGTAGCTG TGATAATTTTT
H3/n: 36bp AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACCCACA TCAGCACTTG GAAGAAGCTG TACCGCTTGCCC
Konsensus: AAA GGCTCTTTTCAGAGCC ACCCACA AAAAGAGCTG

Abbildung 39: Sequenzvergleich der 3'-Prozessierungselemente der 11 H3-Histongene

PS: Prozessierungsstelle; U7-BS: U7-snRNP-Bindungsstelle (HDE: ,Histone Downstream Element");
Die Entfernung der gezeigten Sequenzbereiche zum Stopcodon ist in bp angegeben.Die
komplementare U7-RNA-Sequenz lautet UUUUCUCGAC. Nicht-Konsensus-Basen im 16 bp-Stem-
Loop und in der U7-BS sind rot markiert. (G/U)-RNA-Paarungen gelten als erlaubt.

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der 3'-Prozessierungselemente der H3-Histongene
ist eine unterschiedliche Prozessierungseffizienz unwahrscheinlich. Weiter sind
weder unterschiedliche Histon-3'-Prozessierungswege noch unterschiedliche Histon-
mRNA-Abbauwege bekannt (Marzluff und Duronio 2002). Die hohe Ahnlichkeit der
3'-Prozessierungselemente der individuellen H3-Gene lasst zudem unterschiedliche
3'-Prozessierungswege oder mRNA-Abbauwege als Erklarung fur das aberrante
Expressionsmuster unwahrscheinlich erscheinen. Eine Aberration in der Histon-
MRNA-3'-Prozessierung oder in der Histon-mRNA-Stabilitdt ist daher nach den
bisherigen Beobachtungen nicht die Ursache fir das beobachtete aberrante

H3-Expressionsmuster in den Tumorzelllinien.
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Nach der bisherigen Diskussion kdnnte das aberrante Expressionsmuster auf der
Ebene der Transkription verursacht werden. Hier sind zwei Varianten denkbar:
Entweder sind aberrante Transkriptionsfaktor-Konzentrationen in den Zelllinien
ursachlich fir die unterschiedliche H3-Expression oder die differentielle
H3-Expression wird durch eine Ubergeordnete Transkriptionsregulation verursacht.
Unter einer Ubergeordneten Transkriptionsregulation waren samtliche Einflusse auf
die Transkriptionsaktivitat zu verstehen, die durch die Chromatin-Struktur im
allgemeinen  (z.B.  Nukleosomen-Anordnung), Histon-Modifizierungen  (z.B.
Acetylierung), DNA-Modifizierungen (z.B. Methylierung) oder durch permanente

Anlagerung von Proteinen verursacht werden.

5.1.2 Vergleich der Aktivitat von Histon-H3-Promotoren in verschiedenen

Zelllinien

Eine Erklarung fur das von den fotalen Geweben abweichende
H3-Expressionsmuster in den Tumorzelllinien kann auch darin bestehen, dass die
verschiedenen Histongene von unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren aktiviert
wurden, die in den Tumorzelllinien in aberranten Konzentrationen vorkamen. In
diesem Fall sollten die isolierten Promotoraktivitaten der H3-Histongene in
transienter Transfektion der endogenen Expression der Gene in den jeweiligen
Zelllinien entsprechen. Zur Uberpriifung wurde die Aktivitit von sechs
H3-Promotoren in funf Zelllinien in Reportergenassays bestimmt. Sowohl die H3-
Gene (siehe 1) als auch die Zelllinien wurden reprasentativ ausgewahlt Alle
untersuchten H3-Promotoren waren in allen Zelllinien aktiv. Dies war
erstaunlicherweise auch in Zelllinien der Fall, in denen das endogene H3-Gen gar
nicht exprimiert wurde: H3/h in der HEK-293- und der Hep-G2-Zelllinie und H3/d in
der HEK-293-, HelLa-S3- und Hep-G2-Zelllinie (Abbildung 234¢). Die Aktivitat der
H3-Promotoren, die mit Hilfe der Kotransfektion des Renilla-Luziferase-Kontruktes

standardisiert wurde (die sogenannte relative Aktivitat), variierte von Zelllinie zu
Zelllinie, aber die relativen Aktivitaten einiger Promotoren einer Gruppe blieben
relativ zueinander in den untersuchten Zelllinien konstant. Lediglich die Aktivitat von
Promotoren aus unterschiedlichen Gruppen variierte relativ zueinander je nach
Zelllinie. Nach diesen Kriterien konnten die Promotoren in eine Gruppe A und eine
Gruppe B eingeteilt werden: H3/n, H3/m , H3/h und H3/i (Gruppe A) und H3/d und
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H3/k (Gruppe B). In der Gruppe A war der H3/n-Promotor am aktivsten, gefolgt vom
H3/m-, H3/h- und H3/i-Promotor (H3/n > H3/m > H3/h > H3/i). In der Gruppe B war
der H3/d-Promotor aktiver als der H3/k-Promotor (H3/d > H3/k) (Abbildung 23ko).

Innerhalb der Gruppe A bzw. Gruppe B waren die Aktivititen der isolierten
H3-Promotoren relativ zueinander nicht Zelltyp-spezifisch. Das kann einerseits
bedeuten, dass alle Histongene einer Gruppe die gleichen Transkriptionsfaktoren
benutzen. Falls sie aber andererseits unterschiedliche Transkriptionsfaktoren
verwenden, so mussen diese in gleichen oder sattigenden Konzentrationen in den
untersuchten Zelllinien vorkommen (ansonsten wirden ja die Aktivitaten der
Promotoren relativ zueinander in verschiedenen Zelllinien variieren). Die Ursache
des Unterschieds zwischen den Gruppe-A- und den Gruppe-B-Promotoren ist unklar.
In den H3-Promotoren sind auf Sequenzebene keine Elemente vorhanden, die den
Unterschied erklaren  konnten  (siehe [.1}s) und auch nachfolgende

Promotoranalysen konnten keine solchen Elemente auffinden (siehe 1 ff.).

Die Aktivitaten der isolierten H3-Promotoren in den untersuchten Zelllinien
korrelierten nicht mit der endogenen H3-Expression in diesen Zelllinien (vergleiche
Abbildung 23%e und |Abbildung 11}1). Besonders auffallig ist, dass die Gene, die in

einer bestimmten Zelllinie nicht oder nur schwach exprimiert wurden, dennoch einen

in dieser Zelllinie aktiven Promotor aufwiesen. Das aberrante Expressionsmuster der
endogenen H3-Histongene in den Tumorzelllinien lasst sich also im Rahmen der
gemachten Experimente nicht auf variierende Transkriptionsfaktor-Konzentrationen

zuruckfuhren.

5.1.3 Hypothesen zur Natur des aberranten H3-Expressionsmusters

Somit war gezeigt, dass unterschiedliche Transkriptionsfaktor-Konzentrationen nicht
die Ursache fur das aberrante H3-Expressionsmuster sind. Wenn dennoch eine
variierte Transkription fur das abweichende Expressionsmuster ursachlich ware,
dann mussten Ubergeordnete Transkriptionsregulations-Mechanismen, die sich auf
der Ebene der Chromatinstrukturen manifestieren, die abweichende Expression
verursachen. Da das aberrante H3-Expressionsmuster erblich ist (weil es

charakteristisch fur eine Zelllinie ist), aber weder genetische Ursachen hat noch von
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|6slichen Faktoren bedingt ist, muss es sich um einen epigenetischen Effekt?

handeln.

Diese Hypothese wuirde die Bedeutung der Ubergeordneten Regulation in der
Histongenexpression betonen, die durch den Chromatin-Kontext vermittelt wird und
die in den Tumorzelllinien offensichtlich verandert ist. Die Hypothese wiirde zudem
erklaren, warum die Aktivitaten der isolierten H3-Promotoren nicht mit den
Expressionsstarken der entsprechenden Gene in den fotalen Geweben und in der
Zelllinie IMR-90 korrelieren (siehe Abbildung 4040). Auch dieser Befund lieRe sich mit

dem EinfluR einer Ubergeordneten Regulation erklaren, die Uber den Chromatin-

Kontext vermittelt werden konnte.

Endogene Expression in drei Promotorakt_iv_itéit in finf
Geweben Zelllinien
25, 200,
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Abbildung 40: Vergleich der endogenen Expression und der Promotoraktivitdt von sechs H3-Genen

Links: Endogene Expression der sechs H3-Gene in den drei fétalen humanen Geweben Lunge, Blase
und Leber (in Prozent der gesamten H3-mRNA, Durchschitt in den drei Geweben). Das
H3-Expressionsmuster in der IMR-90-Zelllinie ist ahnlich (vergleiche Abbildung 14ks) Rechts:
H3-Promotoraktivitdt in den finf Zelllinien HelLa-S3, HEK-293, IMR-90, Tera-2 und Hep-G2
(Durchschnitt, die Aktivitat von H3/n wurde als 100% gesetzt)

Ein Vergleich von stark und schwach exprimierten Histongenen in den fGtalen
Geweben zeigt, dass die am starksten exprimierten Gene (H3/m, H3/n, H3/k und
H3/b) downstream von einem H2A-Gen liegen. Mdglicherweise uben die H2A-Gene
eine aktivierende Wirkung auf die H3-Expression aus. Es koénnte sein, dass
benachbarte Histongene ihre Expression gegenseitig stimulieren. Dies ware eine
magliche Erklarung fur die Clusteranordnung der replikationsabhangigen Histongene.

Nun befinden sich innerhalb von 8 kb oberhalb und unterhalb des H3/d-Gens keine

2 Epigenetik ist ein Gebiet, das die erblichen Unterschiede in Genexpressions-Mustern untersucht, die

nicht auf Veranderungen der DNA-Primarsequenz zurtickzufiihren sind.
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benachbarten Histongene. Nach dieser Hypothese muss die Expression des
H3/d-Gens sehr schwach sein, obwohl es gemal der Untersuchung bei den
Reportergenassays einen der starksten Promotoren hat. Experimentell wird dies

auch gefunden.

Dieser hypothetische "Nachbar-Effekt" kdnnte dadurch entstehen, dass benachbarte
Gene gemeinsam den Chromatin-Kontext in der betreffenden Region in einem
aktivierten Status halten oder sich gegenseitig bei der Rekrutierung von

Transkriptionsfaktoren helfen.

Die vermutete Aberration in den hoéheren Chromatin-Strukturen in den
Tumorzelllinien kénnte eine Region von 20 kb oder mehr betreffen, weil die
benachbarten H3-Gene H3/i und H3/h (20 kb Abstand) und H3/j und H3/f (18 kb
Abstand) in den Tumorzelllinien gemeinsam inaktiviert oder exprimiert wurden.
Ahnlichkeiten in der Expressionstarke in Zelllinien waren auch bei den benachbarten
Genen H3/h und H2B/k in HeLa-S3, Hep-G2 und Tera-2 vorhanden (diese Arbeit und
Albig et al. (1999)).

Die epigenetischen Faktoren, die zu der aberranten Histongen-Expression in den
Tumorzelllinien fuhren kénnten, kénnten den lokalen Chromatin-Kontext, Histon-
Modifizierungen, DNA Metylierung oder permanente Anlagerung von Silencer-

Proteinen beinhalten.

5.2 Histon-H3-Promotoranalyse

Die funktionelle Struktur der H3-Promotoren wurde in Reportergenassays mit
Deletionsreihen der folgenden sechs H3-Gene aufgeklart: H3/d, H3/h, H3/i, H3/k,
H3/m und H3/n. Dabei wurde die funktionale Lange der Promotoren, die Lage von
cis-Elementen und der mogliche Einfluly von Upstream-Sequenzen bestimmt. Diese
sechs Histongene stellten 68% der gesamten H3-mRNA in den drei untersuchten
fotalen Geweben und einen Groldteil der gesamten H3-mRNA in den untersuchten
Zelllinien. Diese Auswahl von H3-Genen enthielt zudem jeweils mindestens ein Gen
aus drei der vier Histongencluster. Weiter enthielt die Auswahl die drei Gene H3/K,
H3/m und H3/n, die sowohl im humanen fotalen Gewebe als auch in humanen
Zelllinien am starksten exprimiert wurden. Das H3/n Gen ist zugleich das einzige
replikationsabhangige H3-Gen, das die Proteinvariante H3.2 kodiert. Das H3/h- und

H3/i-Gen wurden ausgewahlt, weil sie in den getesteten Zelllinien sehr
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unterschiedlich exprimiert wurden. Das H3/d Gen wurde ausgewahlt, weil es in den
meisten Zelllinien nicht exprimiert wurde. Somit stellen die sechs ausgewahlten Gene

eine reprasentative Auswahl der elf replikationsabhangigen H3-Histongene dar.

Betrachtet man nur die proximalen Promotorkonstrukte, d.h Promotorkonstrukte mit
einer Lange bis zu etwa 500 Basenpaaren, so zeigten finf der sechs untersuchten
H3-Promotoren in den Reportergenassays nahezu maximale Aktivitat schon bei
Langen von 99 - 228 bp (bezogen auf den Transkriptionsstart): H3/m 228 bp, H3/k 99
bp, H3/h 115 bp, H3/n 186 bp und H3/d 176 bp. Beim H3/i Gen konnte kein klar
umrissener proximaler Promotor identifiziert werden. Die proximalen Promotoren der

H3-Gene sind somit zwischen zirka 100 bp und zirka 230 bp lang.

Die H3-Promotoren ahneln sich vor allem in der Existenz einer TATA-Box mit knapp
davor liegender CCAAT-Box und in der Existenz von weiteren CCAAT-Boxen. Im
H3/m- und H3/n-Promotor gibt es dartber hinaus noch eine sogenannte ATF-Box.
Durch standardisierte Transfektion der verschiedenen H3-Promotoren in parallelen
Experimenten konnte ihre Starke in der Zelllinie HEK-293 miteinander verglichen
werden (Abbildung 224-).

Bezogen auf den in der Zellinie HEK-293 starksten proximalen H3-Promotor H3/n

(Konstrukt N3, siehe |Abbildung 2044), besafen die Promotordeletionskonstrukte, die
allein die TATA-Box enthielten, nur beim H3/m- und H3/d-Gen eine Aktivitat, die mit
1,3% respektive 2,3% wesentlich Uber der Aktivitat der Negativkontrolle (0,35%) lag.

Die Promotor-Konstrukte, die zusatzlich zur TATA-Box eine proximale CCAAT-Box
enthielten, besallen eine Aktivitat von durchschnittlich 3,6% bezogen auf den H3/n-
Promotor. Die proximale CCAAT-Box brachte also eine gesteigerte Aktivitat fur die
H3-Promotoren. Die beiden Elemente TATA-Box und proximale CCAAT Box waren
jedoch fur eine volle Aktivitat der untersuchten H3-Promotoren nicht ausreichend. Im
ubrigen variierte die Aktivitat dieser Konstrukte je nach Gen sehr stark: von 0,9%
beim H3/h Gen bis zu 7,8% beim H3/k Gen (bezogen auf den proximalen H3/n-

Promotor).

Die Promotor-Konstrukte, die zusatzlich zur proximalen CCAAT-Box eine weitere
CCAAT-Box enthielten, waren in allen Genen mit einer durchschnittliche Aktivitat:
von 41% (bezogen auf den proximalen H3/n-Promotor) bereits zu einem hohen Grad
funktional. Offenbar sind die zweiten, distalen CCAAT-Boxen wichtige Elemente in

den H3-Promotoren. Das H3/i-Gen, welches keine zweite CCAAT-Box in den ersten
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350 bp des Promotors besitzt, weist keinen derartigen Aktivitatssprung von einem
vergleichbar langen Konstrukt auf. Das ist ein weiterer Hinweis auf die groRe

Bedeutung dieser zweiten CCAAT-Box.

Die Promotor-Konstrukte des H3/m- bzw. H3/h-Gens, die weitere Bereiche mit einer
ATF-Box (im H3/m-Promotor) bzw. weitere CCAAT-Boxen (im H3/h Promotor)
enthielten, waren mit einer Aktivitat von 76% bzw. 80% aktiver als die
entsprechenden Konstrukte ohne diese Bereiche (die eine Aktivitat von 24% bzw.
34% besalien). Offenbar Uben diese Elemente einen aktivierenden Effekt auf die

jeweilige H3-Expression aus.

Die Konstrukte, die lediglich die TATA-Box und 2zwei CCAAT-Boxen als
identifizierbare wichtige Elemente enthalten, haben eine durchaus vergleichbare
Aktivitat von 24% (M3) Uber 34% (H3) bis 42% (K4, jeweils bezogen auf den H3/n-
Promotor). Da es aufgrund von Sequenzvergleichen die einzigen Elemente sind, die
die Ahnlichkeit der Aktivitdten begriinden kénnen, sind die TATA-Box und die beiden
CCAAT-Boxen offenbar die wesentlichen Elemente fur die Aktivitat der Konstrukte.

Die Deletionsreihen geben zwar im Detail keine Auskunft Uber die relevanten cis-
Elemente. Eine Rumpfstruktur der H3-Promotoren mit der TATA-Box, der proximalen
CCAAT-Box und einer zweiten CCAAT-Box wird jedoch deutlich. Daruber hinaus
existieren zum Teil, je nach H3-Gen, ein bis zwei weitere CCAAT-Boxen oder eine
ATF-Box, die vermutlich fur die hoheren Aktivitaten der langeren Promotor-
Konstrukte urséchlich sind. Die Ahnlichkeit in dieser Rumpfstruktur ist ein Hinweis
darauf, dass alle H3-Gene nach dem gleichen prinzipiellen Mechanismus reguliert

werden.

5.2.1 Aktivierungs-Effekt des H2A/m-Gens

In den Deletionsexperimenten wurde ein aktivierender Effekt des H2A/m-Gens auf
die H3/m-Promotoraktivitat ausgemacht. Weitere Reportergenassays mit neuen
Konstrukten ergaben, dass das H2A/m-Gen auch auf den H3/k-Promotor, nicht

jedoch auf den SV40-Promotor aktivierend wirkte.

Die Bereiche upstream der proximalen H3-Promotoren von 500 bp bis 1900 bp
Abstand zum Transkriptionsstart spielten in den Reportergenassays je nach Gen

eine unterschiedliche Rolle: Beim H3/h- und H3/k-Gen ergab sich keine Steigerung
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der Aktivitat durch die upstream gelegenen Bereiche, beim H3/d- und H3/n-Gen
verdoppelte sich die Promotoraktivitat durch diese Bereiche, beim H3/i-Gen nahm die
Promotoraktivitdt mit zunehmender Lange stetig zu und beim H3/m-Gen
verdreifachte sich die Promotoraktivat durch den oberhalb gelegenen Bereich. Beim
H3/d- und beim H3/n-Gen wurde die Ursache der Aktivitatssteigerung durch den
oberhalb gelegenen Bereich bisher nicht herausgearbeitet. Beim H3/m-Gen wurde
die Promotoraktivitat durch den Bereich verdreifacht, der das komplette H2A/m-Gen
enthalt. Die aktivierende Wirkung des H2A/m-Gens hatte dadurch zustande kommen
konnen, dass die Transkription des Gens nicht korrekt terminiert wurde und somit
eine polycistronische mMRNA mit dem Reportergen am Ende gebildet wurde. Um
diese Moglichkeit auszuschliel3en, wurde ein Konstrukt hergestellt, bei dem hinter
das H2A/m-Gen ein synthetisches Poly(A)-Signal einkloniert wurde, das dem pGL3-
basic-Vektor (sieche Abbildung 4}1) entnommen wurde,. In weiteren Versuchsreihen
wurden zwei Konstrukte kloniert, bei denen das H2A/m-Gen ganz oder teilweise
invertiert wurde (Abbildung 24},). Die aktivierende Wirkung des H2A/m-Gens blieb

bei allen Konstrukten erhalten, obwohl die Konstrukte aufgrund ihrer Orientierung

oder aufgrund der Anwesenheit eines Poly(A)-Signals nicht mehr in der Lage waren,
polycistronische mMRNA herzustellen. Eine polycistronische mRNA schied damit als

Erklarung fur die erhohte Promotoraktivitat aus.

Die Versuche zeigten aullerdem, dass die aktivierende Wirkung des H2A/m-Gens
von seiner Orientierung unabhangig war. Dies ist eine Eigenschaft, die Enhancer
kennzeichnet, und flhrte zur Untersuchung, ob das H2A/m-Gen auch auf die Aktivitat
anderer Promotoren stimulierend wirken wurde. Hierzu wurde das Gen in den pGL3-
promoter Vektor kloniert, der entwickelt wurde, um DNA-Fragmente auf

Enhancerwirkung zu testen. Das Gen aktivierte den SV40-Promotor im pGL3-

promoter Konstrukt jedoch nicht (Abbildung 26k4). Das Gen ist nach diesem Befund

kein genereller Enhancer. Als das H2A/m-Gen jedoch an vergleichbarer Position vor
den H3/k-Promotor kloniert wurde, wurde der H3/k-Promotor in gleichem Malle wie
der H3/m-Promotor aktiviert (Abbildung 27ks). Das H2A/m-Gen ist also

modglicherweise ein Aktivator, der spezifisch flr Histongene oder sogar spezifisch fur

H3-Histongene ist.

Interessanterweise konnte die aktivierende Wirkung des H2A/m-Gens nicht naher
eingegrenzt werden: Sowohl der H2A/m-Promotor als auch die H2A/m-kodierende

Sequenz mit 3'-UTR besalden fur sich alleine schon eine aktivierende Wirkung, auch
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wenn diese jeweils etwas schwacher war als die des ganzen Fragmentes (Abbildung
2563). Die aktivierende Wirkung scheint also von mehreren cis-Elementen im

H2A/m-Gen auszugehen.

Es ist vorstellbar, dass Faktoren, die an das H2A/m-Gen binden, Uber Chromatin-
Loops direkt aktivierend auf das benachbarte H3-Gen wirken. Eine andere
Moglichkeit besteht darin, dass grof3e Proteinkomplexe an das H2A/m-Gen binden,
die zugleich an das H3/m-Gen binden oder zumindest die lokale Konzentration an
geeigneten  Transkriptionsfaktoren am  H3/m-Gen erhdhen. Bei diesen
Proteinkomplexen kénnte es sich um die sogenannten Cajal Bodies handeln, die in
der S-Phase an den Histongenclustern zu finden sind (Ma et al. 2000; Zhao et al.
2000). Diese Vermutung erklart auch die Histongen-spezifische Aktivatoreigenschaft
des H2A/m-Gens, denn eine Rekrutierung von Histongen-spezifischen Cajal Bodies

sollte vermutlich nur Histongene aktivieren.

Mit der Entdeckung der aktivierenden Wirkung des H2A/m-Gens auf die
H3-Genexpression ergab sich die Frage, ob noch andere Histongene ihre
benachbarten Gene aktivieren. In den Reportergenassays gab es Hinweise, dass
neben dem H2A/m-Gen auch andere Gene aktivierend auf ihre Nachbarn wirken:
Das H2A/c-Gen Ubte eine aktivierende Wirkung auf die H3/k-Promotoraktivitat aus,
wenn es komplett vorhanden war. (Die Wirkung war wesentlicher schwacher als die
aktivierende Wirkung des H2A/m-Gens.) Auch das H2B/j-Gen wirkte offenbar
stimulierend auf die H3/i-Aktivitat. Einige der Histongene aktivieren also
moglicherweise ihre Nachbarn. Diese gegenseitige Aktivierung konnte in der
Rekrutierung von Histon-spezifischen Faktoren oder in der Ausbildung von
Komplexen wie den Cajal Bodies bestehen, oder kdnnte eine Aktivierung der
Chromatin-Umgebung beinhalten. Sie ware auch eine Erklarung fir die

Clusteranordnung der replikationsabhangigen Histongene.

5.3 Mutagenese im H3/k- und H3/m-Promotor

Bereits die Promotor-Deletionsreihen gaben Hinweise, dass zwei CCAAT-Boxen flr
die Aktivitat der H3-Promotoren entscheidend sind (siehe §.2| Histon-H3- |

Promotoranalyseb1). Um diese Vermutung experimentell zu validieren, wurden die

Promotoren des H3/k- und des H3/m-Gens mit Hilfe der absuchenden Mutagenese

auf relevante cis-Elemente untersucht. Das Experiment sollte dartber hinaus klaren,
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ob und mit welcher Aktivitat weitere cis-Elemente an der Regulation der

H3-Promotoren beteiligt sind.

Das H3/k und das H3/m Gen wurden fur die Analyse ausgewahlt, weil sie beide
sowohl in den Zelllinien als auch im fotalen Gewebe recht stark exprimiert wurden
und weil sie verschiedenen Histongenclustern zugehoéren. Die Mutagenese erfasste
den ganzen proximalen H3/k-Promotor (99 bp bezogen auf den Transkriptionsstart)
sowie den kompletten Downstream-Bereich des proximalen H3/m-Promotors (228 bp
bezogen auf Transkriptitonsstart) und Mutationen im oberen Bereich des proximalen
H3/m-Promotors, sowie Mutationen der Transkriptionsstartstelle und der 5-UTR im
H3/m-Promotor (Abbildung 29ks und Abbildung 307o).

Im H3/k-Promotor fuhrten Mutationen der TATA-Box und der beiden CCAAT-Boxen
zu erheblichen Aktivitatsverlusten. Mutationen der TATA-Box und der proximalen
CCAAT-Box fuhrten sogar zu einem nahezu vollstandigen Aktivitatsverlust. Die
TATA-Box und die beiden CCAAT-Boxen offenbarten sich so als die wesentlichen
cis-Elemente im H3/k-Promotor. Ein weiterer Bereich knapp downstream der distalen
CCAAT-Box, dessen Mutation zu einer 50%igen Aktivitatssenkung flhrte, spielt
mdglicherweise noch eine zusatzliche Rolle. Der Bereich umfasst eine potentielle
c-myb-Bindungsstelle (Matinspektor V2.2, Quandt et al. (1995)). Mdglich ware jedoch
auch, dass dieser Bereich fur die optimale Bindung eines Proteins an die distale
CCAAT-Box notig ist. Die Mutationen der ubrigen Bereiche flhrten zu keiner
bedeutenden Aktivitatsabnahme. Diese Bereiche spielen somit (unter den gewahlten

experimentellen Bedingungen) flr die Aktivitat des H3/k-Promotors keine Rolle.

Die absuchende Mutagenese beim H3/m-Promotor zeigte wie beim H3/k-Promotor,
dass drei Elemente fur die Aktivitat des Promotors essenziell sind: die TATA-Box und
die beiden CCAAT-Boxen. Daruber hinaus war die ATF-Box flir eine vollstandige
Aktivitat vonndten. Mutationen der Ubrigen Bereiche im H3/m-Promotor, auch der
Transkriptionsstartstelle, fuhrten zu keinem Aktivitatsverlust. Somit sind offenbar
lediglich 4 Elemente fur die Funktion des H3/m-Promotors entscheidend: TATA-Box,
zwei CCAAT-Boxen und eine ATF-Box. Eine Mutation innerhalb der 5'UTR-Sequenz
flhrte sogar zu einer Aktivitatssteigerung von mehr als 100%. Es ist unklar, ob es
sich dabei um einen transkriptionalen oder posttranskriptionalen Effekt handelt. Im
Unterschied zum H3/k-Promotor fihrten im H3/m-Promotor Mutationen der TATA-

Box und der proximalen CCAAT-Box zu keinem vollstdndigen Aktivitatsverlust.
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Maoglicherweise verhindert die ATF-Box im H3/m-Promotor einen vollstandigen
Aktivitatsverlust nach Ausfall der TATA- bzw. proximalen CCAAT-Box.

Die absuchenden Mutagenesen im H3/k- und H3/m-Promotor zeigen also, dass zwei
CCAAT-Boxen und die TATA-Box die entscheidenden cis-Elemente in den
H3-Promotoren sind. Damit zeigt sich die Bedeutung multipler CCAAT-Boxen flr die
H3-Promotoraktivitat. Mantovani (1998) fand interessanterweise bei der
Untersuchung von 178 CCAAT-Boxen, dass viele Zellzyklus-regulierte Promotoren,
z.B cdc2, E2F-1 oder cdc25, zwei oder mehr CCAAT-Boxen enthalten. Auch die
bipartiten Histon-H2A/H2B-Promotoren enthalten multiple CCAAT-Boxen (Trappe et
al. 1999).

Im Vergleich mit den Promotoren der Ubrigen replikationsabhangigen
Histongenklassen besitzten die H3-Promotoren eine erstaunlich geringe Zahl und

Vielfalt von relevanten cis-Elementen:

1. Im H1-Promotor wurden 6 verschiedene cis-Elemente beschrieben (siehe [1.3.1]
H1-Promotorenp) (Coles und Wells 1985; Gallinari et al. 1989; Duncliffe et al.
1995; Meergans et al. 1998; Ohshima et al. 2003). Zwei davon finden sich in den

H3-Promotoren wieder: eine TATA-Box und eine proximale CCAAT-Box, die den

gleichen Abstand zur TATA-Box aufweist wie in den H3-Promotoren. Nach
Gallinari et al. (1989) bindet an die proximalen CCAAT-Boxen der
H1-Promotoren der noch nicht vollstandig charakterisierte Faktor H1TF2. Eine
Bindung des Faktors H1TF2 an die H3-Promotoren konnte jedoch nicht
beobachtet werden (siehe f.11}o). Es ist somit unklar, ob die proximalen CCAAT-

Boxen der H3-Promotoren und der H1-Promotoren die gleiche Funktion haben.

2. Die bipartiten H2A/H2B-Promotoren unterteilen sich in zwei Gruppen (siehe [1.3.2]
H2A/H2B-Promotorenjo) (Albig et al. 1999). In den Gruppe-I-Promotoren
befinden sich zu jeder Seite eine TATA-Box, drei CCAAT-Boxen und zwei Oct-1-
Boxen (Sive und Roeder 1986; Trappe et al. 1999). In den Gruppe-II-Promotoren

befinden sich zusatzlich 4 weitere cis-Elemente (siehe [1.3.2] H2A/H2B-

o). Eine Gemeinsamkeit zu den H3-Promotoren besteht in beiden
Gruppen neben den TATA-Boxen im Auftreten multipler CCAAT-Boxen. Da noch
keine Faktoren beschrieben wurden, die an die H2A/H2B-CCAAT-Boxen binden,
ist es offen, ob diese Boxen die gleiche Funktion wie die CCAAT-Boxen der

H3-Promotoren besitzen. Interessant ist jedoch die bereits erwahnte Tatsache,
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dass die Promotoren vieler Zellzyklus-regulierter Gene multiple CCAAT-Boxen

enthalten.

3. Die H4-Promotoren besitzen eine TATA-Box und zwei aktivierende Bereiche
(Site | und Site I) mit insgesamt fiinf cis-Elementen (siehe
Promotoren}s) (Pauli et al. 1987; van Wijnen et al. 1989; Ramsey-Ewing et al.
1994; Birnbaum et al. 1995). Abgesehen von der gemeinsamen Anwesenheit
einer TATA-Box besteht keine Ahnlichkeit zu den H3-Promotoren.

Die geringe Ahnlichkeit des in der vorliegenden Arbeit bestimmten
H3-Promotoraufbaus insbesondere mit dem H4-Promotoraufbau bedeutet, dass es in
der Zelle offenbar unterschiedliche Mechanismen gibt, um die Hoéhe und Zellzyklus-

abhangigkeit der Expression der replikationsabhangigen Histongene zu regulieren.

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten cis-Elemente in den
replikationsabhangigen H3-Promotoren unterscheiden sich von den identifizierten
relevanten cis-Elementen in den Promotoren der H3-Replacement-Histongene H3.3A
(drei putative Sp1-Elemente) (Frank et al. 2003) und H3.3B (ein Oct- und ein
CRE/TRE-Element) (Witt et al. 1997). Damit spiegeln sich die Unterschiede im
Expressionsverhalten der replikationsabhangigen H3-Gene und der Replacement-

H3-Gene in den Promotoren wieder.

5.3.1 Mutagenese von putativen HiNF-D Bindungsstellen

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei von van den Ent et al. (1994) auf Grund von
Sequenzhomologien postulierte HiINF-D-Bindungsstellen (zu HiNF-D siehe
Promotoren}s und [1.3.3] H3-Promotoren}) im H3/m-Promotor Uberpriift. Um ihre

Funktion zu testen, wurden beide putativen HiNF-D-Bindungsstellen mutiert und die

Aktivitat der mutierten Promotoren in Reportergenassays uberpruft: die putative
Bindungsstelle, die knapp unterhalb der ATF-Box liegt, schien fir die Aktivitat des
Promotors keine Rolle zu spielen. Die andere putative Bindungsstelle, die knapp
oberhalb der distalen CCAAT-Box von H3/m positioniert ist, war fur die
Promotoraktivitat wichtig. Ihre Mutation fihrte zum gleichen Aktivitatsverlust wie die
Mutation der knapp downstream liegenden CCAAT-Box bzw. die Mutation der
CCAAT-Box mitsamt der putativen HiNF-D-Bindungsstelle (Abbildung 33js). Das

bedeutet, dass das putative HiNF-D-Element nur zusammen mit der distalen

CCAAT-Box funktionieren kann und umgekehrt. Es handelt sich im Grunde um ein
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Element oder um ein Komposit-Element. Den Daten kann jedoch nicht entnommen

werden, welcher Faktor bzw. welche Faktoren hier in vivo binden.

Von den von van den Ent et al. (1994) aufgrund von Sequenzahnlichkeiten
postulierten zwei HiINF-D-Bindungsstellen im H3/m-Promotor war also lediglich eine
in den Reportergenassays funktional. Die Sequenzahnlichkeiten der postulierten
HiNF-D-Bindungsstellen sind allerdings schwach, es darf meiner Meinung nach von
keiner signifikanten Konsensussequenz gesprochen werden. Die in der vorliegenden
Arbeit durchgefuhrten Mutationsexperimente liefern keine eindeutigen Anhaltspunkte

fur eine Beteiligung von HiNF-D an der H3/m-Promotorregulation.

Fur eine Beteiligung von HINF-D an der Regulation der Ubrigen H3-Promotoren gibt
es keine Hinweise: Zum einen kommt die ATF-Box, die von van den Ent et al. (1994)
als oberer Anker des HiNF-D-Faktors postuliert wurde, nur in zwei H3-Promotoren
vor: H3/m und H3/n, und sie ist in diesen beiden Promotoren auch noch an
unterschiedlichen Stellen lokalisiert (Abbildung 7ks). Die Promotoren des H3/a-,
H3/b-, H3/c-, H3/d-, H3/f-, H3/h-, H3/i-, H3/j]- und H3/k-Gens enthalten keine ATF-
Box. Des weiteren existiert kein Sequenzmotiv in den H3-Promotoren, das man
spezifisch HiINF-D zuordnen kann. Aulierdem spielt, wie die hier durchgeflhrten
Experimente gezeigt haben, im H3/k-Promotor der Bereich knapp upstream der
distalen CCAAT-Box, der im H3/m-Promotor die relevante putative HiNF-D-

Bindungsstelle enthalt, keine Rolle fir dessen Aktivitat (siehe Konstrukt KEmut3 in

Abbildung 32)3). Es ist daher als unwahrscheinlich anzunehmen, dass es in den

ubrigen H3-Promotoren besondere HiNF-D Bindungstellen gibt.

Die Frage, ob und gegebenenfalls wie HiNF-D in vivo an der Regulation der H3-
Histongene mitwirkt, bleibt unklar. Luong et al. (2002) entfernten in Mausen
homozygot genetisch den C-Terminus’ des CDP/Cut-Proteins, das ein Bestandteil
des HiNF-D-Komplexes ist. Obwohl kein HiNF-D-Komplex mehr nachweisbar war,
wurde insgesamt keine Storung der Histongen-Expression beobachtet. Die in der
vorliegenden  Arbeit  durchgefuhrten  Sequenzvergleiche, Deletions- und
Mutationsexperimente liefern keine Anhaltspunkte flr eine Beteiligung von HiNF-D

an der Promotorregulation der humanen H3-Histongene.
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5.3.2 Einfluss der Sequenz der CCAAT-Boxen im H3/k-Promotor

Auf Grund der Ergebnisse der absuchenden Mutagenese sind die beiden CCAAT-
Boxen im H3/k-Promotor fur die Regulation des Promotors entscheidend. Weiter
deuten die Veranderungen der Sequenzen der CCAAT-Boxen auf CBF/NF-Y als
relevanten Transkriptionsfaktor hin. Der heterotrimere, ubiquitare Transkriptionsfaktor
CBF/NF-Y ist an der Aktivierung einer groRen Anzahl von humanen Genen beteiligt.
Auch ist die Aktivierung vieler Zellzyklus-regulierter Gene beschrieben (Maity und de
Crombrugghe 1998). Seine DNA-Sequenzspezifitdt wurde von Bi et al. (1997) als
YRRCCAATCA bestimmt (Y = Pyrimidinbase, R = Purinbase). Mantovani (1998) fand
in einem Vergleich von 178 NF-Y-bindenden CCAAT-Boxen das praferenzielle Motiv
CRRCCAAT(C/G)(A/G)G(A/C)G. Es sind jedoch eine Vielzahl weiterer CCAAT-Box-
bindender Proteine beschrieben, die an die in der vorliegenden Arbeit identifizierten
CCAAT-Boxen in den H3-Promotoren binden kdonnten, um sie zu aktivieren oder zu

deaktivieren:

1. Der tetramere Faktor H1TF2 (,H1 Transcription Factor 2“) wurde als CCAAT-
Box-bindender Transkriptionsaktivator der H1-Gene isoliert (Martinelli und Heintz
1994). Der in ersten Ansatzen charakterisierte Faktor besteht aus vier

Polypeptidketten. Seine genaue DNA-Sequenzspezifitat ist nicht bekannt.

2. Die Y-Box-Proteine sind multifunktionale Regulatoren der Genexpression, z.B.
YB-1 (dbpB) (Didier et al. 1988) und dbpA (lto et al. 1994). Sie kdnnen an
doppel- und einzelstrangige CCAAT-Boxen binden und praferieren das Sequenz-
Motiv TTGGCCAATCAG (Y-Box), das eine spezifischere Variante des NF-Y-

Motivs ist.

3. CBP/cycA ist ein CCAAT-Box-bindender Proteinkomplex, der in die
Zellzyklusregulation des Cyclin A-Promotors involviert ist. Er besteht aus NF-Y
und einem noch nicht naher charakterisierten 115 kDa-Protein (Kramer et al.

1997). Seine genaue DNA-Sequenzspezifitat ist nicht bekannt.

4. CBP/cdc2 ist ein CCAAT-Box-bindenes Protein der Masse 110 kDa, das in
transformierten Zellen Uberexprimiert ist und den cdc2-Promotor aktiviert
(Tanimoto et al. 1998).

5. HSP-CBF ist ein CCAAT-Box-bindendes 114 kDa-Protein, welches nach Lum et
al. (1990) den hsp70-Promotor aktiviert. Imbriano et al. (2001) zeigten, dass
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HSP-CBF unter ihren experimentellen Bedingungen nicht direkt an DNA bindet,

sondern ein Koaktivator von NF-Y ist.

6. Das Protein CDP/Cut wurde als CCAAT-Box bindender Repressor beschrieben
(siehe Review Nepveu (2001)). Seine DNA-Bindungseigenschaften sind noch
unzureichend charakterisiert. In in vitro-Analysen bindet es praferenziell an zwei
benachbarte CCAAT-Boxen, deren Sequenz aber durchaus Mutationen in dem
CCAAT-Motiv zuladsst (Moon et al. 2000). CDP/Cut spielt vor allem fir die
Regulation von Genen eine Rolle, die erst in einem bestimmten Stadium der
Differenzierung angeschaltet werden. Last et al. (1998) beschrieben eine
reprimierende Wirkung von drei Elementen innerhalb der ersten 200 Basenpaare
der H4/n kodierenden Sequenz, an die CDP/Cut band. Erstaunlicherweise

enthalten die drei identifizierten Repressor-Elemente jedoch keine CCAAT-

Boxen. Der HiNF-D-Komplex (siehe [1.3.4|H4-Promotoren)) mit dem Bestandteil

CDP/Cut wurde im Gegensatz zum nackten CDP/Cut urspringlich als
Transkriptionsaktivator beschrieben (van Wijnen et al. 1996). Gupta et al. (2003)
berichteten aber von einer reprimierenden Wirkung von CDP/Cut als Teil des

HiNF-D-Komplexes auf die H4/n-Promotoraktivitat.

Einige der CCAAT-Box bindenden Proteine haben aus verschiedenen Grinden
keinen Einfluss auf die H3-Promotoraktivitat: Das CCAAT-Box-bindende Protein
c/EBP durfte keine Bedeutung fur die H3-Promotorregulation haben, da es
vorwiegend in differenzierten Zellen Zelltyp-spezifisch exprimiert wird (Lekstrom-
Himes und Xanthopoulos 1998). Auch der CCAAT-Box-bindende Silencer CTF/NF-I
durfte aufgrund seiner DNA-Sequenzspezifitat, die in den H3-Promotoren nicht zu

finden ist, nicht in die H3-Promotorregulation involviert sein (Osada et al. 1997).

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten zwei CCAAT-Boxen im H3/k-Promotor
wurden mit einer spezifischeren  Mutagenese untersucht, um die
Sequenzerfordernisse des dort bindenden aktivierenden Faktors bzw. der dort
bindenden aktivierenden Faktoren spezifischer zu bestimmen. Im Detail war zu
klaren, welche Basen in und um die CCAAT-Box fur die Funktion der CCAAT-Box im
H3/k-Promotor nétig sind.

Nepveu (2001) beschrieb, dass das Protein CDP/Cut als Bestandteil von HiNF-D
auch an CCAAT-Boxen binden kann, in denen das zentrale ,CCAAT“-Motiv zum

Beispiel zu "ACGAT" mutiert ist. Entsprechende spezifische Mutationen flhrten bei
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beiden der H3/k-CCAAT-Boxen zum vollstandigen Aktivitatsverlust (siehe Abbildung
317, und [Abbildung 32}3). Wurden die beiden H3/k-CCAAT-Boxen durch Mutation der

umliegenden Basen zu Nicht-Konsensus-NF-Y-CCAAT-Boxen mutiert, fuhrte dies

zum vollstandigen Aktivitatsverlust. Somit tolerierten beide H3/k-CCAAT-Boxen keine
Anderung im zentralen CCAAT-Motiv und sie tolerierten auch keine Anderung der
umliegenden Basen zu einer Nicht-Konsensus-NF-Y-Sequenz. Somit ist es
unwahrscheinlich, dass der Proteinkomplex HiNF-D mit seinem Bestandteil CDP/Cut
eine aktivierende Rolle in der H3/k-Promotorregulation besitzt. Eine Beteiligung von
CDP/Cut als Repressor (im Wechselspiel mit CCAAT-Box-Aktivatoren) an der
H3-Promotorregulation kann allerdings aufgrund der Daten nicht ausgeschlossen

werden.

Das Verhalten deutet auf CBF/NF-Y als relevanten Transkriptionsfaktor hin. Man
kann die meisten der Ubrigen, oben beschriebenen CCAAT-Box-bindenden Proteine
nicht ausschlielen, da deren Bindungseigenschaften noch unzureichend bekannt

sind bzw. mit der CBF/NF-Y-Bindungssequenz uberlappen.

5.3.3 Einfluss der Lage der CCAAT-Boxen im H3/k-Promotor

Veranderungen des Abstands zwischen den beiden CCAAT-Boxen sowie zwischen
der proximalen CCAAT-Box und der TATA-Box im H3/k-Promotor fuhrten zu starken

Aktivitatsverlusten.

Nach den Deletions- und Mutationsexperimenten beruht die Funktion der
H3-Promotoren auf einer TATA-Box und zwei CCAAT-Boxen, die in etwa NF-Y-
Konsensus-CCAAT-Boxen entsprechen. Ein Sequenzvergleich der H3-Promotoren
zeigt, dass der Abstand zwischen der TATA-Box und der proximalen CCAAT-Box
hochkonserviert ist (22 bp Start zu Start, siehe [Abbildung 6}s). Auch der Abstand
zwischen den beiden CCAAT-Boxen betragt in den meisten Promotoren 41 oder

42 bp (Start zu Start). Dies entspricht in etwa vier Helixwindungen.

Eine VergroRerung bzw. Verkleinerung des Abstandes der beiden CCAAT-Boxen

hatte beim H3/k-Promotor Aktivitatsverluste zur Folge (Abbildung 3579). Dies zeigt,
dass die Ahnlichkeit der Abstande zwischen den beiden CCAAT-Boxen in den
H3-Promotoren eine funktionale Bedeutung hat. Es zeigte sich, dass die H3/k-

Promotor-Konstrukte nur dann voll aktiv waren, wenn die beiden CCAAT-Boxen auf

der gleichen Seite der Helix positioniert waren und das im Idealfall im Wildtyp-
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Abstand von vier Helixwindungen. Die Ergebnisse weisen auch darauf hin, dass die
CCAAT-Box-bindenden aktivierenden Transkriptionsfaktoren nur dann voll wirken,
wenn sie relativ zur TATA-Box eine bestimmte Position einnehmen. Mdglich ware,
dass sich an den H3-Promotoren ein Aktivierungskomplex von Transkriptionsfaktoren
mit definierter Struktur und begrenzter Flexibilitat ausbildet, bei dem die Proteine, die
an die CCAAT-Boxen binden, in einem Proteinkomplex miteinander verbunden sind.
FUr diese Hypothese spricht, dass die Promotorkonstrukte mit relativ zueinander auf
der Helixachse verdrehten CCAAT-Boxen eine geringere Aktivitat haben. Dies Iasst
sich damit erklaren, dass sich ein moglicher Aktivierungkomplex bevorzugt auf einer

Seite der Helixachse ausbildet.

Eine VergrolRerung des Abstandes zwischen TATA-Box und proximaler CCAAT-Box
um 10 bzw. 11 Basen fuhrte zu einem drastischen Aktivitatsverlust von 75%
(Abbildung 347s). Der beobachtete starke Aktivitatsabfall deutet an, dass ein
Transkriptionsfaktor oder ein Transkriptionsfaktor-Komplex, der an die proximale
CCAAT-Box bindet, in einer raumlich klar definierten Art und Weise wirkt. Die Nahe

zur TATA-Box deutet an, dass der Faktor bzw. Komplex direkt mit den generellen

Transkriptionsfaktoren interagiert, welche den RNA-Polymerase ll-Initiationskomplex
aufbauen. Bellorini et al. (1997) und Frontini et al. (2002) zeigten, dass der Faktor
NF-Y mit dem generellen Transkriptionsfaktor TFII-D interagiert, der an TATA-Boxen
bindet und den Aufbau des Polymerase Il-Initiationskomplexes initiiert.
Mdglicherweise bindet also NF-Y an die proximale CCAAT-Box der H3-Promotoren
und erleichtert bzw. stabilisiert die Bindung von TFII-D an die benachbarte TATA-Box
in einer raumlich klar definierten Art und Weise.

5.3.4 Bindung von Proteinen an die CCAAT-Boxen

In EMSA-Analysen wurde eine Bindung des Transkriptionsfaktors CBF/NF-Y an die
CCAAT-Boxen der H3/k- und H3/m-Promotoren gefunden. Eine Bindung von

weiteren Transkriptionsfaktoren an die CCAAT-Boxen wurde nicht beobachtet.

In EMSA-Analysen mit Oligonukleotiden, die die CCAAT-Boxen enthielten, und
Kernextrakt aus HelLa-Zellen wurden die Transkriptionsfaktoren gesucht, die an die
CCAAT-Boxen binden. Es wurden jeweils beide CCAAT-Boxen der proximalen
H3/m- und H3/k-Promotoren als Oligonukleotide eingesetzt. Drei der vier

untersuchten Oligonukleotide zeigten Bandshift-Doppelbanden, die in Art und
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Lautfhdhe genau der Doppelbande glichen, die durch ein NF-Y-

Konsensusoligonukleotid hervorgerufen wurde (Abbildung 3631 und |Abbildung 373,).

Dartber hinaus verschwanden die Doppelbanden spezifisch, wenn NF-Y-
Kompetitoroligonukleotid zugesetzt wurde. Die Doppelbanden wurden also mit hoher
Sicherheit durch Bindung von NF-Y hervorgerufen. Die Ubrigen Banden, die in den
EMSA-Assays mit den markierten CCAAT-Boxen auftraten, waren mit einer
Ausnahme nicht spezifisch: die proximale CCAAT-Box des H3/k-Promotors (KProx)
zeigte neben der NF-Y-Doppelbande eine weitere Bande, deren Ursache unbekannt
ist. Da diese Bande sich jedoch von dem Oligonukleotid KProxmut (bei dem die
proximale = CCAAT-Box mutiert ist) aber nicht von dem  NF-Y-
Konsensusoligonukleotid kompetieren lief, handelt es sich jedoch um einen
Komplex, der nicht von der proximalen CCAAT-Box selbst, sondern vermutlich von

einem angrenzenden Bereich ausgeht.

Somit zeigen die Ergebnisse, dass drei der vier CCAAT-Boxen mehr oder weniger
gut NF-Y binden konnten. Um die Affinitat der einzelnen CCAAT-Boxen fur NF-Y zu
vergleichen, wurden die CCAAT-Box-Oligonukleotide als Kompetitoren in EMSA-

Experimenten des NF-Y-Konsensusoligonukleotide eingesetzt (Abbildung 3843). Die
Bindung des NF-Y an die CCAAT-Boxen von H3/k und H3/m erwies sich als
erheblich schwacher als die Bindung an die CCAAT-Box des NF-Y-

Konsensusoligonukleotids. Dies erklart die grofRere Intensitat der NF-Y-Doppelbande

des NF-Y-Konsensusoligonukleotids im Vergleich zu den NF-Y-Doppelbanden der
H3-CCAAT-Boxen.

Die hochste Affinitat fur NF-Y hatten die KProx- und die MDist-CCAAT-Box, gefolgt
von der KDist-CCAAT-Box mit schwacherer Affinitat und der MProx-CCAAT-Box mit
noch schwacherer Affinitat. Die CCAAT-Boxen unterschieden sich also in ihrer
Affinitat fir NF-Y. Interessanterweise ergaben die Reportergenassays, dass die
proximale CCAAT-Box des H3/m-Promotors (MProx) auf einem Konstrukt fur sich
alleine (mit der TATA-Box) keine Aktivitat besal3, wahrend die proximale CCAAT-Box
des H3/k-Promotors (KProx) fir sich alleine (zusammen mit der TATA-Box) eine
gewisse Aktivitat zeigte. Dies lieRe sich mit einer besseren NF-Y-Bindung an KProx
erklaren. Eine Deletion der MProx-Box im kompletten Promotor fuhrte jedoch zu
einem starken Aktivitatsabfall. Das zeigt die Wichtigkeit der MProx-Box fur den H3/m-

Promotor.
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Liberati et al. (1999) konnten zeigen, dass NF-Y an zwei benachbarte CCAAT-Boxen
kooperativ band. Diese Kooperativitat war am hochsten, wenn die CCAAT-Boxen auf
der gleichen Seite der Helix positioniert waren. Moglicherweise bindet NF-Y
kooperativ an die CCAAT-Boxen der H3-Promotoren. Dies wirde erklaren, warum
NF-Y trotz der eher schwachen Bindungsaffinitat der einzelnen H3-CCAAT-Boxen flr
NF-Y ein aktivierender Transkriptionsfaktor in der H3-Histongenexpression sein

konnte.

5.4 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten Anlass fur vielfaltige
Forschungsrichtungen. Es wurde gezeigt, dass Tumorzelllinien ein aberrantes
Expressionsmuster der H3-Histongene aufweisen und dass dies wahrscheinlich
epigenetische Ursachen hat. Zukunftige Studien konnten erforschen, welche
Strukturen diese epigenetische Aberration bedingen, und wie und wo diese
Strukturen in Tumorzellen verglichen mit normalen diploiden Zellen auftreten. Diese
Studien konnten fundamentale Regulationsmechanismen in der eukaryontischen
Genregulation aufdecken und zugleich ein neues Licht auf die Anwendbarkeit von

Tumorzelllinien als Modellsysteme werfen.

Aus wissenschaftlicher Sicht ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass einige der
Histongene als Aktivatoren ihrer Histongen-Nachbarn fungieren. Kunftige Studien
konnten die Ursache dieses Verhaltens und damit einen mdglicherweise wichtigen

eukaryontischen Regulationsmechanismus aufklaren.

In der vorliegenden Arbeit wurden als wesentliche Elemente der Histon-H3-
Promotoren eine TATA-Box und zwei CCAAT-Boxen identifiziert, die fur optimale
Funktion in einer bestimmten Art und Weise angeordnet sein mussen. In vitro wurde
eine Bindung von CBF/NF-Y an die CCAAT-Boxen beobachtet. Da eine Vielzahl von
CCAAT-Box-bindenden Faktoren beschrieben wurden, kdonnten zukunftige Studien
die Bedeutung von CBF/NF-Y in vivo absichern und moglicherweise ein
dynamisches Zusammenspiel mit anderen CCAAT-Box-bindenden Faktoren
aufdecken. Da die CCAAT-Boxen in humanen Promotoren, besonders in Zellzyklus-
regulierten Promotoren, weit verbreitet sind, konnten die Studien ein weitergehendes
Verstandnis der CCAAT-Boxen und der CCAAT-Box-bindenden Faktoren

ermdglichen.
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Da sich an dem Histon-H3/k-Promotor offenbar ein raumlich definierter
Aktivierungskomplex ausbildet, konnte dieser Promotor ein interessanter
Modellpromotor sein um zu erforschen, welche Strukturen sich an eukaryontischen
Promotoren ausbilden und welche Vorgange zur Transkriptionsinitiation fihren. Die
kleine Zahl von cis-Elementen (drei im H3/k-Promotor) kdnnte dabei ein Vorteil sein,

da es die Komplexitat der Untersuchungen vermindert.
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6 Zusammenfassung

Die Expression der Histongene und die Regulation der Histonproduktion ist essentiell
fur die Zellteilung. Fur die vorliegende Arbeit wurde die Expression der
H3-Histongene mit quantitativen = RNase-Protektionsassays bestimmt. Als
Probenmaterial dienten drei unterschiedliche humane fotale Gewebe (Blase, Leber
und Lunge) und acht humane Zelllinien. Die drei fotalen Gewebe und die diploide
Zelllinie IMR-90 zeigten ein ahnliches H3-Expressionsmuster. Augenscheinlich
spielten  dort  Zelltyp-spezifische @ Faktoren in der Expression der

replikationsabhangigen H3-Histongene nur eine untergeordnete Rolle.

In den drei fotalen Geweben und der diploiden Zellinie IMR-90 beobachtete man bei
zwei Genen (H3/m, H3/n) eine starke Expression, bei vier Genen (H3/b, H3/c, H3/i
und H3/Kk) eine mittelstarke und bei funf Genen (H3/a, H3/d, H3/f, H3/h, H3/j) eine
schwach ausgepragte Expression. Im Gegensatz dazu zeigten die sieben
Tumorzelllinien ein stark abweichendes, aberrantes H3-Expressionsmuster, das sich
vor allem in einer Vielzahl von nicht oder nur schwach exprimierten H3-Genen zeigte.
Die Aberration lie® sich nicht auf genetische Mutationen zurtickflihren, wie mit PCR-
Amplifikationen und Sequenzierung der PCR-Produkte gezeigt werden konnte.
Weitergehend konnte durch exemplarische Promotor-Analysen ausgeschlossen
werden, dass variierende Transkriptionsfaktor-Konzentrationen ursachlich sind fur
das abweichende H3-Expressionmuster in den Tumorzelllinien. Da das abweichende
H3-Expressionsmuster erblich ist (weil es charakteristisch fur eine Zelllinie ist), aber
weder genetische Ursachen hat noch von I6slichen Faktoren bedingt ist, handelt es
sich wahrscheinlich um einen epigenetischen Effekt. Wahrscheinlich verursachen
epigenetische Faktoren auf der Ebene der Chromatinstruktur, z.B. DNA-Methylierung

oder Histon-Modifizierung, die aberrante Expression.

Die Transkriptionsrate an den verschiedenen H3-Histongenen ist entscheidend flur
die H3-Expression. Um die Transkriptionsregulation der H3-Histongene zu
erforschen, wurden in Reportergenassays mit Deletionsreihen die Promotor-
Strukturen der Gene H3/d, H3/h, H3/i, H3/k, H3/m und H3/n bestimmt. Mit Ausnahme
von H3/i hatten alle Promotoren schon bei Langen von 99-228 bp nahezu maximale
Aktivitat (funktionale Promotoren): H3/m 228 bp, H3/k 99 bp, H3/h 115 bp, H3/n
186 bp und H3/d 176 bp. Innerhalb dieser funktionalen Promotoren befinden sich als
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putative cis-Elemente eine TATA-Box, eine proximale und eine distale CCAAT-Box,

sowie ggf. weitere CCAAT-Boxen oder eine ATF-Box.

Zusatzlich steigern bestimmte benachbarte Gene die Aktivitat der H3-Promotoren.
Unabhangig von der Einbaurichtung verstarkte das H2A/m-Gen die Aktivitat des
H3/m-Promotors (Faktor 3) und des H3/k-Promotors - aber nicht die Aktivitat des
SV40-Promotors. Das H2A/m-Gen zeigt Eigenschaften eines (H3-)Histongen-
spezifischen Aktivators. Andere Histongene wirken auch aktivierend auf H3-
Promotoren: Das H2A/c-Gen auf den H3/k-Promotor und das H2B/j-Gen auf den
H3/i-Promotor.  Diese = Beobachtung lasst die  Clusteranordnung  der
replikationsabhangigen Histongene in einer neuen Sicht erscheinen, da sich die

Histongene scheinbar gegenseitig aktivieren.

Die Promotoren des H3/m- und des H3/k-Gens wurden mit Hilfe der absuchenden
Mutagenese auf relevante cis-Elemente untersucht. Im H3/m-Promotor wurden die
TATA-Box, die proximale und distale CCAAT-Box und eine ATF-Box identifiziert. Im
H3/k-Promotor wurden als wesentliche Elemente die TATA-Box und die proximale
und distale CCAAT-Box identifiziert. Der funktionelle Grundaufbau der
H3-Promotoren besteht also aus einer TATA-Box, der proximalen CCAAT-Box und
der distalen CCAAT-Box (Abbildung 41jos). In den beiden CCAAT-Boxen waren die
funf Basen des CCAAT-Motivs vollstandig fur die Funktion des Promotors nétig. Die

umliegenden Basen entsprechen fur die Funktion in etwa einer NF-Y-
Konsensusbindungstelle. In EMSA-Analysen band der Transkriptionsfaktor
CBF/NF-Y mit unterschiedlicher Intensitat an die CCAAT-Boxen des H3/k- und des
H3/m-Promotors. Weitere spezifische Banden wurden nicht beobachtet. Die
Bindungsaffinitat des Faktors NF-Y fur die CCAAT-Boxen war niedriger als fur eine

NF-Y-Konsensusbindungsstelle.

42 bp
10,5 bp f i
—
/;‘z\-f;\f/\f/lz; Y\ \wl(;\s/zl/'w;- QA
—
22 bp

Abbildung 41: Der funktionelle Grundaufbau der H3-Promotoren (schematische Darstellung)

Blaue Windungen: DNA-Doppelhelix (10,5 bp pro Windung); Rote Boxen: CCAAT-Boxen (nur die
zentralen 5 bp sind rot markiert); blaue Box: TATA-Box (das 6 bp-TATA{T/A}A-Motiv ist markiert);
Fahne: Transkriptionsstart. Der Transkriptionsstart ist in den 11 H3-Gene durchschnittlich 29,5 bp vom
Start der TATA-Box entfernt (Bandbreite 21-35 bp).
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Fir die volle Aktivitat des H3/k-Promotors durften die Wildtyp-Abstadnde zwischen
den CCAAT-Boxen nicht verandert werden. Wenn man in Reportergenkonstrukten
die beiden CCAAT-Boxen durch Insertion oder Deletion einer halben Helixwindung
(5 bp) zueinander verdrehte, war der Aktivitatsverlust hoch; aber auch eine
Verlangerung um eine Helixwindung (10 bp) fihrte zu merklicher Aktivitatsabnahme.
Auch eine Verlangerung des Abstandes zwischen proximaler CCAAT- und TATA-
Box hatte einen drastischen Aktivitatsverlust zur Folge. Wahrscheinlich bildet der
H3-Promotor mit den Transkriptionsfaktoren einen Aktivierungskomplex definierter

Struktur und begrenzter Flexibilitat.
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8 Anhang

8.1 Verwendete Oligonukleotide

RV3: a) Sequenz: 5= CTAGCAAAAT AGGCTGTC-3’ b) Beschreibung:
Sequenzierprimer flir pGL3-basic-Konstrukte. Bindet upstream der MCS in
Richtung der MCS und des FF-Luziferase-Gens.

GL2: a) Sequenz: 57 - CTTCCAGCGG ATAGAATG-3' b) Beschreibung:
Sequenzierprimer fiir pGL3-basic-Konstrukte. Bindet innerhalb des FF-
Luziferase-Gens in Richtung der MCS.

OHK1: a) Sequenz: b5’'- TCTCGAAGGG GCACCTGTGA ACTC-3’ b) Beschreibung:
Klonierungsprimer H3/n bindet downstream der kodierenden Sequenz von
H2A/0 c¢) Komplementdr zu OHK2 und OHK3

OHK2: a) Sequenz: 57— GGTAGCGGTG CGGCTTCTTC AC -3 b)
Beschreibung:Klonierungsprimer H3/n; bindet innerhalb der kodierenden
Sequenz von H3/n in Richtung von H2A/o c¢) Komplementdr zu OHK1

OHK3: a) Sequenz: 5’'- AGTGGGGCGA CAATCGGATC TGAAG -3’ Db) Beschreibung:
Klonierungsprimer H3/n; bindet downstream von H4/n in Richtung von H2A/o
und H3/n c) Komplementdr zu OHK1

OHK4-12: PCR-Primer zur Erstellung der H3/m-Promotor-Deletionskonstrukte
M1-M8:

OHK4 : a) Sequenz: 5’'- GGATTTCCGA GCTGTCTGTT TAGTACG -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/m-Promotor-Deletionsmutanten MI1-M9. Bindet
downstream des Startcodons von H3/m. c¢) Komplementdr zu OHK5-OHK12,
sowie OHK 112

OHK5-12: b) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/m-Promotor-
Deletionsmutanten M1-M8; enthalten alle eine angehangte BglII-
Schnittstelle. c) Sie sind komplementdr zu OHK13.

OHK5: (M1) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGA CTCTATAAAA GAAGAGTAGC -3’
OHK6: (M2) a) Sequenz: 5’- GTAGATCTTG GGTCCAATAG TTGGTGG -3’
OHK7: (M3) a) Sequenz: 5’- CAAGATCTGC AACCAGGCAC AGAGAT -3’
OHK8: (M4) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTTT TCCAGTACAA GACTTGTCC -3’
OHK9: (M5) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTAA TTGCCCACAC TTCTTATGC -3’
OHK10: (M6) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGA GAGCACACAC ATTACC -3’
OHK11l: (M7) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGT TGTGCTTTGG ATTATGCC -3’
OHK12: (M8) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTGG TATTACGGGC ATGAGCC -3’

OHK13-21: PCR-Primer zur Erstellung der H3/d Promotor-Deletionskonstrukte
D1-D8:

OHK13: a) Sequenz: 5’- TACGCGCCAT GGTTCATCTG CAAAGTA -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/d Promotor-Deletionsmutanten D1-D8. Bindet
an und um das Startcodon von H3/d. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon c¢) Komplementar zu OHK14-OHK21

OHK14-21: Db) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/d Promotor-
Deletionsmutanten D1-D8. Enthalten alle angehdngte BglII-Schnittstellen.
c) Jeweils komplementdr zu OHK13.

OHK14: (D1) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGT TCCTATATAG AGGGGCA -3’
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OHK15: (D2) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTAA CAGGGATCGT CCACAA -3’
OHK16: (D3) a) Sequenz: 5’- GCAGATCTGT AACGGAAAAC GACTTGT -3’
OHK17: (D4) a) Sequenz: 5’- GCAGATCTTG TACTCTATAA TGAAACGAGG -3’
OHK18: (D5) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTAA CACTCTCTTC GCCGCCA -3’
OHK19: (D6) a) Sequenz: 5’- GCAGATCTTA CAGGGAATCC GATAGGT -3’
OHK20: (D7) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTCC ACTCCAGCTT GCAGACA -3’
OHK21: (D8) a) Sequenz: 5’- CTAGATCTTG GGCCTCAGAA GATGAGA -3’

OHK22-33: PCR-Primer zur Erstellung der H3/k-Promotor-Deletionskonstrukte
K1-K11:

OHK22: a) Sequenz: 5’- TGCTTCGTAC GCGCCATGGC TTCAGA -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/k-Promotor-Deletionsmutanten K1-K11. Bindet
an und um das Startcodon von H3/k. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. c) Komplementar zu OHK23-OHK33

OHK23-33: b) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/k-Promotor-
Deletionsmutanten K1-K11. OHK23-OHK29 (K1-K7): Mit angehangter BglII-
Schnittstelle. OHK30 (K8): Mit interner BglII-Schnittstelle. OHK31-OHK33
(K9-K11) : Mit angehédngter XhoI-Schnittstelle. c)Jeweils komplementdr =zu

OHK22.

OHK23: (K1) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTCA CTATAAATAA GCGGCTAG -3
OHK24: (K2) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTTT TGTCCAATCA GCTTCAGA -3’
OHK25: (K3) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTGT TGGGTAGGCC TTCAGC -3’
OHK26: (K4) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTAA GTCTGTCAGA GGAATAGG -3’
OHK27: (K5) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTCA TTTCCACTGG AAATCGC -3’
OHK28: (K6) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGT TGGCTATATT GGATTAAGC -3’
OHK29: (K7) a) Sequenz: 5’- CTAGATCTGA GGGGACAGGT GTATAAG -3’
OHK30: (K8) a) Sequenz: 5’- TCTGAATCAG ATCTGGATGT ACGAATG -3’
OHK31: (K9) a) Sequenz: 5’- CACTCGAGAT CAACGACTTG GATTCTTC -3’
OHK32: (K10) a) Sequenz: 5’- ATCTCGAGCC TGGATTAGTT TGCAGCA -3’
OHK33: (K11l) a) Sequenz: 5’- ATCTCGAGGC AAAGCTCGCG CCAAG -3’

OHK34-45: PCR-Primer zur Erstellung der H3/h Promotor-Deletionskonstrukte
H1-H11:

OHK34: a) Sequenz: 5’- TGCTTGGTGCGGGCCATGGCAGAC -3’ b) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/h Promotor-Deletionsmutanten H1-H1l. Bindet
an und um das Startcodon von H3/h. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. Eine Verbesserte Version von OHK34, die dem gleichen Zweck
dient, ist OHK67 c) Komplementdr zu OHK35-45

OHK35-45: Db) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/h Promotor-
Deletionsmutanten H1-H11l. Mit angehdngter BglII-Schnittstelle. c)Jeweils
komplementar zu OHK34 bzw. OHK67.

OHK35: (H1) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGA GTATATATAA GGGCAGTTTC -3’
OHK36: (H2) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTCA ACAAGGCCAA TTAGAATG -3’
OHK37: (H3) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTTC AGCCAATGGT TTTGTTG -3’
OHK38: (H4) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGA TTCATCCAAT CAGATTTTC -3’
OHK39: (H5) a) Sequenz: 5’- TCAGATCTTG GATCGCAGAC TAACCGA -3’
OHK40: (H6) a) Sequenz: 5’- TAAGATCTGG CCCCACAACA CATCTAC -3’
OHK41: (H7) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTCA ACCGAAGCAA AACACCA -3’
OHK42: (H8) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTCA AGTAAGTGCT TTAATGTAG -3’
OHK43: (H9) a) Sequenz: 5’- TAAGATCTTC CAGGGCTGGT CTCCAG -3’
OHK44: (H10) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGA GTTTCGGTT TCTCATTGG -3’
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OHK45: (H11) a) Sequenz: 5’- TAAGATCTCC CTGGAAGTG ATGGTCGA -3’

OHK46-55: PCR-Primer zur Erstellung der H3/i Promotor-Deletionskonstrukte
11-19:

OHK46: a) Sequenz: 5’'- TTTGCTTCGT GCGTGCCATG GGAATG -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/i1i Promotor-Deletionsmutanten I1-I9. Bindet
an und um das Startcodon von H3/h. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. Eine verbesserter Primer, der dem gleichen Zweck dient, ist
OHK66 c) Komplementar zu OHK47-55

OHK47-55: b) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/i Promotor-
Deletionsmutanten I1-I9. Mit angehadangter BglII-Schnittstelle. c)Jeweils
komplementdr zu OHK46 bzw. OHK66.

OHK47: (I1) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTTT GCCTTTATAA ATAGGAGTAA G -3’
OHK48: (I2) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGG AAGATTCGGA CCAATCA -3’
OHK49: (I3) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTAG TAGCTGATCA CAAGTCC -3’
OHK50: (I4) a) Sequenz: 5’- CGAGATCTAC GTAATACAGG TAGGCAC -3’
OHK51: (I5) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTCC GGAACTGCAG AACGTTC -3’
OHK52: (I6) a) Sequenz: 5’- GTAGATCTAG GAACGGAGTG TCTGGAA -3’
OHK53: (I7) a) Sequenz: 5’- GCAGATCTAC CTATAAGTTC TGTCTCCT -3’
OHK54: (I8) a) Sequenz: 5’- GCAGATCTTC AGCACCTTGT AAACGTAT -3’
OHK55: (I9) a) Sequenz: 5’- GTAGATCTTA CCAGCTCTAG ACTGGTG -3’

OHK56-63: PCR-Primer zur Erstellung der H3/n Promotor-Deletionskonstrukte
N1-N7:

OHK56: a) Sequenz: 5’- CTGCTTAGTA CGGGCCATGG CGAAC -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/n Promotor-Deletionsmutanten N1-N7. Bindet
an und um das Startcodon von H3/n. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. c) Komplementar zu OHK57-63

OHK57-63: Db) Beschreibung: Primer zur Erzeugung der H3/n Promotor-
Deletionsmutanten N1-N7. Mit angehdngter BglII-Schnittstelle. c)Jeweils
komplementar zu OHK56.

OHK57: (N a) Sequenz: 5’- CGAGATCTGT GCTTATAAAG ACGGCTG -3’

(N1)
OHK58: (N2) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTAT TGTTCCGCCC AATCGGG -3’
OHK59: (N3) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTGC CCAAGCCAAC CGGTGA -3’

OHK60: (N4) a) Sequenz: 5’- CTAGATCTTT CACCCTGAAG GAAAGGG -3’

OHK61l: (N5) a) Sequenz: 5’- CTAGATCTGG AAGAATGAGG TTCCACG -3’
OHK62: (N6) a) Sequenz: 5’- ATAGATCTAT GGCCGGACAC TTAGACC -3’
OHK63: (N7) a) Sequenz: 5’- CTAGATCTTT TCAGAGCCAC CCACGTT -3’

OHKG64 : a) Sequenz: 57— ATACATGTCA CAAGCCTCCT GCAGTCTAGA AACCGCAGAG
CTCTGG -3’ Db) Beschreibung: Primer dient der Erzeugung des Konstrukts
MCRASImutl, er bindet an sogenannten CRAS-a Bereich im H3/m Gen und
mutiert diesen. Enthdalt Afl1III-Schnittstelle. c) Komplementdr zu OHK1O0

OHKG65: a) Sequenz: 5’- ATACATGTCA CAAGCCTCCT GCAGCG -3’ Db) Beschreibung:
Primer dient der Erzeugung des Konstrukts MCRAS1, er bindet downstream
des sogenannten CRAS-a Bereich in der H3/m kodierenden Sequenz ohne die
wildtyp Sequenz zZu mutieren. Enthalt AflITI-Schnittstelle c)
Komplementdr zu OHK10

OHKG66: a) Sequenz: 5’- TGCGTGCCAT GGGAATGGGT TTCAAG -3’ b) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/i Promotor-Deletionsmutanten I1-I9. Bindet
an und um das Startcodon von H3/h. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. OHK66 ist eine Verbesserung von OHK46 c¢) Komplementdr zu
OHK47-55
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OHK67: a) Sequenz: 5’- CGGGCCATGG CAGACTACCT GAAAG -3’ b) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/h Promotor-Deletionsmutanten H1-H1l. Bindet
an und um das Startcodon von H3/h. Generiert eine NcoI-Schnittstelle am
Startcodon. OHK67 ist eine Verbesserung von OHK34 c¢) Komplementdr zu
OHK35-45

OHK69-76: H3/k Mutationsprimer (fur Erstellung von K5mutl-8)

OHK69: a) Sequenz: 5’'- GGAGACCATG AACTGCTAAT GAGTGACTCG GAATAGGTGA
ACAACAAAAA TTTGAG -3’ 56 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 1; fur
Herstellung von KSmutl; 10 bp Fehlpaarung

OHK70: a) Sequenz: 5’"- GAACTGCTAA GTCTGTCAGA GGAAGCTTGT CCACACAAAA
ATTTGAGTCC TTCGCC -3’ 56 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 2; fir
Herstellung von KSmut2; 10 bp Fehlpaarung

OHK71: a) Sequenz: 5’'- GTCAGAGGAA TAGGTGAACA ACAACCCGGG TCTGCCTTCG
CCAATCCGGT TACTGTTGG -3’ 59 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 3;
fiir Herstellung von Kbmut3; 10 bp Fehlpaarung

OHK72: a) Sequenz: 5"- GGTGAACAAC AAAAATTTGA GTCCTTATAA CCGAATGTTA
CTGTTGGGTA GGCCTTCAGC -3’ 60 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 4;
fiir Herstellung von Kbmut4; 10 bp Fehlpaarung

OHK73: a) Sequenz: 5"-  GAGTCCTTCG CCAATCCGGT TAAGTGGTTT GCGGCCTTCA
GCATACTTTT GTCC -3’ 54 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 5; fur
Herstellung von KbSmutb5; 10 bp Fehlpaarung

OHK74: a) Sequenz: 57— CCGGTTACTG TTGGGTAGGC CGGACTACGC ATTTTGTCCA
ATCAGCTTCA GACTCTC -3’ 57 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 6;
fiir Herstellung von KbSmuté6; 10 bp Fehlpaarung

OHK75: a) Sequenz: 5’'- GGGTAGGCCT TCAGCATACT TTTTGAACCG ACTAGTCAGA
CTCTCACTAT AAATAAGCGG C -3’ 61 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer
7; fir Herstellung von Kbmut7; 12 bp Fehlpaarung

OHK76: a) Sequenz: 57— GCATACTTTT GTCCAATCAG CTTCAGCAGA GACAGCGCAA
TAAGCGGCTA GCTTTCTCTT TCTCC -3 65 bp b) Beschreibung: H3/k
Mutationsprimer 8; fir Herstellung von KbSmut8; 12 bp Fehlpaarung

OHK77-87: H3/m Mutationsprimer (fur Erstellung von M4mutl-11)

OHK77: a) Sequenz: 52 bp 5’'- GCAGCTAAGG GGTTAACAAA AGTCATGACG AGTAGCTACG
GTAATGGGCA GG -3’ 52 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 1; fur
Herstellung von M4mutl; 8 bp Fehlpaarung

OHK78: a) Sequenz: 5’'- GGGCAGGAGC CTCTCTTAAT CTTACCAACT TACCAGAGAT
GGACCAATCC AAGAAGGGC -3’ 59 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 2;
fiir Herstellung von M4mut2; 11 bp Fehlpaarung

OHK79: a) Sequenz: 5’- CAAAAATCCC CGCGCCCTTC TTTTCGGTTG AACGATCTGT
GCCTGGTTGC AGATTAAGAG -3’ = 60 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer
3; fir Herstellung von M4mut3; 13 bp Fehlpaarung; invers!

OHK80: a) Sequenz: 57— GCACAGAGAT GGACCAATCC AAGACTTTAT ATTTTCTTTT
TGAATTTTCT TGGGTCCAAT AG -3 = 62 bp b) Beschreibung: H3/m
Mutationsprimer 4; fir Herstellung von M4mut4; 12 bp Fehlpaarung

OHK81: a) Sequenz: 5’- CCAAGAAGGG CGCGGGGATT TTGTCCGGGG AGTGGGTCCA
ATAGTTGGTG GTCTG -3’ 55 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 5; fir
Herstellung von M4mut5; 10 bp Fehlpaarung

OHK82: a) Sequenz: 5’'- GAGTCAGACC ACCAACTCGG TTACCCAAGA AAATTCAAAA ATCC -
3’ 44 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 6; fur Herstellung von
M4mut6; 5 bp Fehlpaarung; invers!
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OHK83: a) Sequenz: 5"—- GAATTTTCTT GGGTCCAATA GTTTTGTTGA GTACTCTATA
AAAGAAGAGT AGCTCTTTCC -3’ 60 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 7;
fir Herstellung von M4mut7; 9 bp Fehlpaarung

OHK84: a) Sequenz: 5’- CCAATAGTTG GTGGTCTGAC TCGCGCCCCG AAGAGTAGCT
CTTTCCTTTC C -3’ 51 bp b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 8; fur
Herstellung von M4mut8; 7 bp Fehlpaarung

OHK85: a) Sequenz: 5’- GGTGGTCTGA CTCTATAAAA GAAGCTGCTA GAGGGAAGTT
CCTCCACAGA CGTCTCTGCA GGC -3 63 bp b) Beschreibung: H3/m
Mutationsprimer 9; fiir Herstellung von M4mut9; 14 bp Fehlpaarung

OHK86: a) Sequenz: 5"-  GAAGAGTAGC TCTTTCCTTT CCGAACACTC ATGAGAGGCA
GGCAAGCTTT TCTGTGGTTT TGCC -3 64 bp b) Beschreibung: H3/m

Mutationsprimer 10; flir Herstellung von M4mutlO; 15 bp Fehlpaarung

OHK87: a) Sequenz: 5"- GTTTTTGGCG TCTTCCATGG CACCCAACAC TCCCCTAGGT
ACTGCAGAGA  CGTCTGTGGA  GGAAAGG -3 67 bp b) Beschreibung: H3/m
Mutationsprimer 11; fiir Herstellung von M4mutll; 19 bp Fehlpaarung;
invers!

OHK88: a) Sequenz: 5’'- CGACATGTCT TTGGGCATAA TAGTCAC -3’ Db) Beschreibung:
Primer dient der Erzeugung des Konstrukts MCRAS2, er bindet downstream
des sogenannten CRAS-o Bereich im H3/m Gen ohne die Wildtyp Sequenz zu
mutieren; enth&dlt AflIII-Schnittstelle; hat &hnliche Funktion wie OHK
65, Dbindet nur weiter downstream in der H3/m codierenden Sequenz
c) Komplementdr zu OHK1O0

OHKO93: a) Sequenz: 5’- TACTCGAGGT AGTGGGAAGG TCTCTG -3’ Db) Beschreibung:
Primer zur Erzeugung der H3/k-Promotor-Deletionsmutante K13; mit
angehangter XhoI-Schnittstelle. c) Komplementdr zu OHK22

OHK94-98: H3/k Mutationsprimer (Ffur Erstellung von K5mutl0-14)

OHK94: a) Sequenz: 5’- CCTTCAGCAT ACTTTTGTAA CCGCAGCTTC AGACTCTC -3’ 38 bp
b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 10; fir Herstellung von K5mutlO; 5
bp Fehlpaarung

OHKO95: a) Sequenz: 5’- CCTTCAGCAT ACTTTTGTTC GATCAGCTTC AGACTCTC -3’ 38 bp
b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 11; fir Herstellung von Kbmutll; 3
bp Fehlpaarung

OHK96: a) Sequenz: 5’'- GGGTAGGCCT TCAGCATACT TTGCCCCAAT TTGCTTCAGA CT -3’
42 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 12; fiir Herstellung von
KSmutlO; 5 bp Fehlpaarung

OHKO97: a) Sequenz: 5’'- GGTGAACAAC AAAAATTTGA GTCCTGCCCC AATTTGGTTA CT -3’
42 bp b) Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 13; fiir Herstellung von
KSmutl3; 5 bp Fehlpaarung

OHKO98: a) Sequenz: 5’- TTGAGTCCTT CGTCAATCCG GTTAC -3’ 25 bp b)
Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 14; fiir Herstellung von KS5mutl4; 1 bp
Fehlpaarung.

OHK102: a) Sequenz: 5’- GAATTTTCTT GGGTCCAATA GTTGTGTTGA GGACTCTATA

AAAGAAGAGT AGCTCTTTCC -3’ Db) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 16; fir
Herstellung von M4mutlé6.

OHK104: a) Sequenz: 5’'- GGGGTTAACA AAATGACGTC AGAGACTTGT CGGTAATGGG
CAGGAGCCTC TC =-3' Db) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 18; fir
Herstellung von M4mutl8.

OHK105: a) Sequenz: 5’- CTTAATCTGC AACCAGGCAC CACCATGGAC CAATCCAAGA AGGG -
3’ b) Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 19; fiir Herstellung von
M4mutl9.
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OHK1O06:

a) Sequenz:
CTTGTGAGGCC-3’

von M4mut20.

b)

5/_

CTTCGCTTCC AGAGCTCTGC GGTCCTCGTT
Beschreibung: H3/m Mutationsprimer 20;

OHK108-111: H3/k Mutationsprimer (fur Erstellung von K5mutl6-19)

OHK108:

a) Sequenz:

GACTCTC -3" D)

von Kbmutlo6;

OHK109:

OHK110:

a) Sequenz:
CTTCAGACTC -3’
von Kbmutl7;

a) Sequenz:

b)

57 -

Beschreibung:
Deletion von 10 bp.

5/_

CCAATCAGCT TCAGAC -3’ Db)

Herstellung von Kbmutl8;

OHK111:

OHK112:

b)

M9.
OHK116:
_3’
Herstellung von M4mut20;

OHK118:

a) Sequenz:
TTTGTCCAAT CAGCTTCAGA
Herstellung von Kb5mutl9;

a) Sequenz:

Beschreibung:
a) Sequenz:
b) Beschr

a) Sequenz:
TCACTATAAA TAAGCGGCTA GC -3'
fiir Herstellung von Kbmut20;

5/_
_3’

eibung:

57 -

OHK119-146: Oligonukleotide
Oligonukleotiden

OHK119 Mprox (vor)

OHK120 Mprox (ruck)

OHK121 Mproxmutl (vor)

OHK122 Mproxmutl (rick)

OHK123 Mdist (vor)

OHK124 Mdist (riick)

OHK131 Kprox (vor)

OHK132 Kprox (ruck)

OHK133 Kproxmutl (vor)

OHK134 Kproxmutl (rick)

OHK135 Kdist (vor)

OHK136 Kdist (rick)

OHK137 Kdistmutl (vor)

OHK138 Kdistmutl (rtck)

OHK139 NF-Y Cons (vor)

OHK140 NF-Y Cons (ruck)

OHK141 NF-Y Consmut (vor)

OHK142 NF-Y Consmut (rick)

OHK143 CDP/Cut Cons (vor)

OHK144 CDP/Cut Cons (ruck)

OHK145 CDP/Cut Consmut (vor)

OHK146 CDP/Cut Consmut (rick)

5’ -CCGGTTACTG
Beschreibung: H3/k Mutationsprimer 17;
Deletion von 5 bp.

GGTTACTGTT
Beschreibung:
Insertion von 5 bp.

GGTTACTGTT
Beschreibung:
Insertion von 10 bp.

5/_

Beschreibung:
3bp Fehlpaarung.

GCATACTTTT

CGAGATCTTG
Primer zur Erzeugung der H3/m-Promotor-Deletionsmutante
Mit angehd&ngter BglII-Schnittstelle.

Erzeugung

TGAATTTTCT
ACCACCAACT
TGAATTTTCT
ACCACCAACT
AGGCACAGAG
CCCTTCTTGG
TCAGCATACT
TCTGAAGCTG
TCAGCATACT
TCTGAAGCTG
AATTTGAGTC
CAGTAACCGG
AATTTGAGTC
CAGTAACCGG
AGACCGTACG
AAGAGATTAA
AGACCGTACG
AAGAGATTCC
ACCCAATGAT
TCAGAAATTG
ACCCAATGGC
TCAGAAATTG

TTGGGTAGGC

GGGTAGGCCT

GGGTAGGCCT

H3/m

TGGCGATTTT

GTCCAATCAG CTTCAGACAT
Beschreibung:
Insertion von 10 bp.

von

TGGGTCCAAT
ATTGGACCCA
TGGGTAACCG
CGGTTACCCA
ATGGACCAAT
ATTGGTCCAT
TTTGTCCAAT
ATTGGACAAA
TTTGTACGAT
ATCGTACAAA
CTTCGCCAAT
ATTGGCGAAG
CTTCGTCAAT
ATTGACGAAG
TGATTGGTTA
CCAATCACGT
AAATACGGGA
CGTATTTCGT
TATTAGCCAA
GCTAATAATC
CGTTAGCCAA
GCTAACGGCC

CTTTACTTTT

CCGGTTACTG TTGGGTAGGC CTTTTGTCCA ATCAGCTTCA
H3/k Mutationsprimer 16;

TCAGTTGACC ATACTTTTGT
H3/k Mutationsprimer

TCAGCATTCT ACAGCATACT
H3/k Mutationsprimer 19;

CCCTTATCAG

c)Komplementar zu OHK4

5" - CTGCAACCAG GCACAGAGAT GGACTCCTCC AAG AAGGGC GCGGGG
Mutationsprimer

doppelstrangigen

AGTTGGTGGT
AGAAAATTCA
AGTTGGTGGT
AGAAAATTCA
CCAAGAAGGG
CTCTGTGCCT
CAGCTTCAGA
AGTATGCTGA
CAGCTTCAGA
AGTATGCTGA
CCGGTTACTG
GACTCAAATT
CCGGTTACTG
GACTCAAATT
ATCTCTT
ACGGTCT
ATCTCTT
ACGGTCT
TTTCTGA
ATTGGGT
TTTCTGA
ATTGGGT

CTGCAGGAGG
fiir Herstellung

fir Herstellung

GTCCAATCAG
fir Herstellung

20;

TCTACTTCTC
H3/k Mutationsprimer 20;
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OHK147-152: PCR-Primer zur Amplifikation der Gene H3/h, H3/1 und
(Startcodon = Position 2000)

OHK147 : H3/h 1771-> : TAACGTTCTT GGATCGCAGA CTAACCG

OHK148 : H3/h <-2591 : GCACGGGAAC AAATATAGCA AGCTTACC
OHK149 : H3/1i 1848-> : TGAGACCTAG TAGCTGATCA CAAGTCC

OHK150 : H3/1i <-2523 : CCTCCTTGTT TTAGGAGACA TTACTCCC
OHK151 : H3/c 1666-> : TTTCAAGTCC CACTCAAACT TACTGAATCG G
OHK152 : H3/c <-2542 : CTTGTGTGTA GTTATCACCT TTATATCTCC TGG

H3/c
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8.2 RNase-Protektions-Gele (Einzelsonden-Experimente)

Die folgenden Abbildungen zeigen die RNase-Protektionsgele, die mit jeweils einer einzigen
H3-Sonde (wie angegeben) und Gesamt-RNA aus den acht untersuchten humanen Zelllinien
durchgefiihrt wurden. Folgende Legende gilt fir alle 11 Abbildungen: M: Markerspuren mit pUC19/
Sau 3Al-Fragmenten; rechts von den Gelen sind die GroRen der Fragmente in Basenpaaren
angegeben. Oberhalb der Spuren ist jeweils die Zelllinie genannt, aus der die Gesamt-RNA stammte.
Die protektierten H3-mRNA-Fragmente sind am Rand mit einer schwarzen Pfeilspitze markiert. In
Tabelle 2],5 sind die Auswertungen der RPA-Assays und die Berechnung der H3-Expressionsmuster
je Zelllinie dargelegt.

Tabelle 2: Auswertung der Autoradiogramme der Einzelsonden-Experimente

Quantitative Auswertung der RPA-Assays mit jeweils einer Histongensonde und acht Zelllinien. In den
Spalten sind die quantifizierten, mit der p—Actin-Bande standardisierten Bandenintensitaten der
jeweiligen H3-Sonde je Zelllinie angegeben (arbitrare Werte) (eine Spalte entspricht jeweils einem der
in diesem Kapitel gezeigten Gele). Die Werte einer Spalte (eines Einzelsonden-Experiments) waren
zunachst nicht mit den Werten der Gbrigen Spalten vergleichbar, da die Versuchsbedingungen von
Gel zu Gel leicht variierten. Mit Hilfe der 10-Sonden-Experimente, in denen RPA-Assays mit jeweils 10
Sonden (alle Histongene auflier H3/d) und RNA der Zelllinien HeLa-S3, HEK-293, Tera-2 und Sa02-2
durchgefiihrt wurden (siehe 1), konnte die Hohe der Werte der jeweiligen Einzelgen-Assays
(Spalten) jedoch relativ zueinander korrekt festgelegt werden. In diesen Experimenten wurde das H3-
Expressionsmuster (mit Ausnahme von H3/d), in den genannten Zelllinien bestimmt, was in der
Tabelle einer Zeile entspricht. Die Werte in den Spalten wurden dann mit einem selbstgeschriebenem
Programm so gewichtet, dass die Ubereinstimmung der entsprechenden Zeilen mit den H3-
Expressionsmustern in den Zelllinien HeLa-S3, HEK-293, Tera-2 und Sa02-2 mdglichst grol wurde
(Prinzip der kleinsten Fehlerquadratsumme). Durch die korrekte Gewichtung der einzelnen
Spaltenwerte mit den vier bestimmten H3-Expressionsmustern in den Zelllinien HeLa-S3, HEK-293,
Tera-2 und Sa02-2 ergaben sich somit die H3-Expressionsmuster fur die Zelllinien Capan-1, HL-60,
IMR-90 und Hep-G2 als Zeilenwerte in dieser Tabelle der Einzelsonden-Experimente. Die H3-
Expressionsmuster in den Zelllinien HelLa-S3, HEK-293, Tera-2 und Sa02-2 wurden also wie in
(#.21};) beschrieben als Multisonden-Experimente bestimmt. Die H3-Expressionsmuster der Zelllinien
Capan-1, HL-60, IMR-90 und Hep-G2 ergaben sich nach dem in dieser Tabellenbeschreibung
geschilderten Verfahren aus den Einzelsonden-Experimenten. Die H3/d-Werte waren nicht
einzuordnen (Stern-Markierung), da H3/d in den 10-Sonden-Experimenten nicht enthalten war.

H3/a |H3/b H3/c |H3/d H3/f H3h H3/I H3j H3/k H3/m H3/n
Capan-1 1553 1837 3575 00 1,808 0,0 1,892 1,079 3,629 4,167 12,59
HeLa-S3 1,779 3,185 0,161 00 0,0 7469 5548 0,050 8,339 17,06 20,76
HEK-293 4,377 1,185 0,830 0,0 0,061 0,0 1,829 0,0 12,33 29,47 42,03
Tera-2 5805 5,723 5533 2,00* 3,680 4,844 2372 3,963 7,327 1429 19,83
HL-60 5905 12,1 5731 00 7,688 0,0 0,0 7,77 17,12 2291 20,90
IMR90 1,185 1575 0,686 0,60* 0,836 1,746 0,768 0,643 1,580 3,242 3,420
Sa0S-2 1204 3419 00 00 3285 2146 1,692 0,085 6,078 17,42 2281

Hep-G2 0,0 9,855 10,01 0,0 0,026 0,0 0,849 0,184 11,20 21,86 19,43
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